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Resumo

KRONING, Isabela Schneid. Staphylococcus aureus isolados de leite de vacas
com mastite em diferentes regibes do Rio Grande do Sul:
enterotoxigenicidade, capacidade de formacdo de biofilme, resisténcia a
antimicrobianos e classificagdo nos grupos agr. 2015. 70f. Dissertagédo
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pés Graduacao
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Departamento de Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

A mastite bovina € um grave problema para o rebanho leiteiro em todo o
mundo, sendo S. aureus o principal micro-organismo causador da doenga, assim
como é um dos mais importantes micro-organismos envolvidos com doengas
transmitidas por alimentos (DTA). O objetivo deste estudo foi avaliar a identidade de
31 isolados de Estafilococos coagulase positiva (ECP) provenientes de mastite
bovina clinica e subclinica, através de analises fenotipicas e moleculares, além de
verificar o seu potencial enterotoxigénico, capacidade de formagdo de biofilme,
resisténcia a antimicrobianos e sua classificagdo nos grupos agr. Para avaliagcdo do
perfil de enterotoxigenicidade, avaliou-se a presenca dos genes das enterotoxinas
classicas (eea, eeb, eec, eed e eee) utilizando a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e, para verificagdo da capacidade de producdo de biofiimes, avaliou-se a
capacidade de aderéncia em microplacas de poliestireno, bem como a presenga dos
genes icaA e icaD, por PCR. A resisténcia a antimicrobianos foi testada segundo as
normas do CLSI (2012). Para a classificagdo nos grupos agr utilizou-se uma biplex-
PCR. Todos os isolados pertenciam a espécie S. aureus. Foi observada resisténcia
a um ou mais antimicrobianos em 93% dos isolados, e 54% foram multirresistentes.
Com relagédo a formagdo de biofilme, 45% dos isolados aderiram ao poliestireno,
sendo que a presencga do gene icaA, foi observada em 71% e do gene icaD, em 74%
dos isolados. Para a presenca dos genes das enterotoxinas classicas, observou-se a
prevaléncia do gene da enterotoxina A (13%), seguido pelos genes da enterotoxina
C (6,4%) e B (3,2%). Nao houve presenca do gene da enterotoxina D e E. Quanto a
classificagdo nos grupos agr, foram prevalentes agr Ill e | (32,2% e 22,5%
respectivamente), porém, houve sobreposicdo destes grupos em dois isolados.
Verificou-se que todos isolados pertenciam a espécie S. aureus entre os isolados de
ECP provenientes de mastite, de diferentes regibes do Rio Grande do Sul, Brasil.
Alguns isolados apresentam genes de enterotoxinas e tém capacidade de formar
biofilme em poliestireno, podendo persistir em ambientes da ordenha e da industria
de alimentos, além de contaminar o leite. Apresentam resisténcia a maioria dos
antimicrobianos testados, e pertencem a distintos grupos agr, sendo que 0S grupos
agr mais prevalentes sdo os que regulam a resisténcia a antimicrobianos e a
formagado de biofilme, fatores preocupantes para a incidéncia da doenca e para a
persisténcia em ambientes de ordenha/industria.

Palavras chaves: mastite, enterotoxinas classicas, locus agr, formacao de
biofilme, locus ica



Abstract

KRONING, Isabela Schneid. Staphylococcus aureus isolated from dairy cows
with mastitis in different regions of Rio Grande do Sul: enterotoxigenicity,
biofilm-forming ability, antimicrobial resistance and classification in agr
groups. 2015. 70f. Dissertacédo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) —
Programa de P6s Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Departamento
de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2015.

Bovine mastitis is a serious problem for the dairy herd in the world, with S. aureus
main microrganism that causes the disease, as it is one of the most important
microrganisms involved in foodborne disease (FBD) throughout the world. The
objective of this study was to evaluate the identity of 31 isolates of coagulase positive
staphylococci (SCP) from bovine mastitis clinical and subclinical through phenotypic
and molecular analyzes, and check your enterotoxigenic potential, biofilm formation
capacity, antimicrobial resistance and classify them in agr groups. To evaluate the
enterotoxigenicity, was analyzed the presence of the classic enterotoxin genes (sea,
seb, sec, sed and see) using the polymerase chain reaction and to verify the biofilm
production capacity was evaluated adherence capacity in polystyrene microplates as
well as the presence of icaA and icaD genes, using PCR. Antimicrobial resistance
was tested according to CLSI (2012). For classification in agr groups used a biplex-
PCR. All isolates were identified as S. aureus. We observed the resistance to one or
more antibiotics in 93% of the isolates and 54% of the isolates were multidrug-
resistant. In relation to biofilm formation, it was found that 45% of isolates adhered to
polystyrene, and the presence of icaA gene was observed in 71% of the isolates and
icaD gene in 74% of the isolates. Regarding the presence of the classical enterotoxin
genes was observed the prevalence of the enterotoxin A gene (13%), followed by the
enterotoxin C gene with 6.4% and enterotoxin B gene with 3.2%. There was no
presence of enterotoxin gene D and E. In relation to the classification in agr groups,
there was prevalency of agr Il and | (32.2% and 22.5% respectively), however, there
was overlap of these agr groups in two isolates. It was found that all isolates
belonged to the species S. aureus between SCP isolates from mastitis from different
regions of Rio Grande do Sul, Brazil. Some isolates have enterotoxin genes and
have the capacity to form biofilm in polystyrene, Because of this, the isolates have
the capacity of persist in environments milking and the food industry. The isolates are
resistant to most antibiotics tested, and belong to different agr groups, that are
responsible for regulating the antimicrobial resistance and biofilm formation, worrying
factors for the incidence of the disease and the persistence of this microrganism in
the milking and in the milk processing environment.

Key words: mastitis, classic enterotoxin, agr locus, biofilm formation, ica locus
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1 Introducgéo

O Brasil ocupa o quinto lugar entre os paises produtores de leite, com uma
producdo média de 31,6 milhdes de toneladas por ano. Dentre os estados do Brasil,
Minas gerais ocupa o 1° lugar no ranking de maior produtor de leite com 25,8%,
seguido pelo Rio Grande do Sul, com 15,2%, e do Parana, com 11,2% (IBGE, 2013).

Entre as espécies de ECP, as que tém maior ocorréncia na mastite bovina
sdo S. intermedius, S. hyicus e S. aureus, sendo esta Ultima, a de maior importancia,
pela elevada prevaléncia e viruléncia (ZAFALON et al., 2009).

Staphylococcus aureus (S. aureus) um dos principais patégenos associados a
mastite contagiosa bovina (OLIVEIRA et al., 2011). Essa bactéria apresenta varios
fatores de viruléncia que conferem a capacidade de colonizagéo e infecgcdo da
glandula mamaria (HAVERI et al., 2007).

O leite e os produtos lacteos tém sido relatados como os principais alimentos
associados com intoxicagdo alimentar estafilocdcica, geralmente causada pelas
enterotoxinas estafilocécicas (EE). Sdo conhecidos 22 tipos de EE, sendo que as
mais estudadas sdo chamadas de EE classicas (EEA, EEB, EEC, EED e EEE), as
quais sd@o responsaveis por, aproximadamente, 95% dos surtos de intoxicacdo
alimentar estafilocécica (KEROUANTON et al.,, 2007; AL-TARAZI et al., 2009;
JOHLER e STEPHAN, 2010).

A formacdo de biofilmes por S. aureus no Ubere de vacas, permite a
persisténcia das infecgbes, facilitando tanto a permanéncia da mastite, como a
disseminacdo do patdgeno no leite e nos utensilios de ordenha (MELCHIOR et al.,
2009). A capacidade do S. aureus aderir as superficies se da por meio de um
polissacarideo capsular e pela producdo do polissacarideo intercelular adesina
(PIA). O operon ica, um dos responsaveis pela producéo de biofilme, & formado por
quatro genes (icaADBC) e esta presente em grande parte dos isolados de S. aureus
(GOTZ, 2002). Dos genes deste operon, icaA e icaD, sdo relatados como os mais
importantes na formacéo de biofilmes por estes micro-organismos, por serem 0S

genes responsdveis por iniciar a formagéo de biofilme (VASUDEVAN et al., 2003).
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A produtividade leiteira também é afetada negativamente pela mastite bovina,
sendo os prejuizos econdémicos significativos e associados a reducdo da qualidade
do leite, descarte do leite além dos gastos com medicamentos e servigcos
veterinarios (AIEMSAARD et al., 2011).

Os antimicrobianos sdo a principal forma de tratamento da mastite e o uso
extensivo em rebanhos leiteiros aumentou a emergéncia da resisténcia a multiplas
drogas entre isolados de S. aureus provenientes de leite bovino em muitos paises
(HOLMES E ZADOKS, 2011; HARAN et al.,, 2012; KREAUSUKON et al., 2012;
WANG et al., 2014), sendo um fator preocupante, uma vez que facilita a persisténcia
da doenca e, consequentemente, do micro-organismo na glandula maméaria.

O acessory gene regulator (agr), € o sistema de regulacdo de genes de
viruléncia mais conhecido e estudado em S. aureus, sendo responsavel por regular
hemolisinas, enterotoxinas, enzimas, proteinas de superficie e resisténcia a
antimicrobianos (BOYEN et al., 2009). Os isolados classificados em diferentes
grupos agr (I, Il, Il e IV) exibem padrdes distintos de viruléncia (MONTANARO et al.,
2010). A interferéncia na regulagdo dos fatores de viruléncia parece ser uma
abordagem promissora, uma vez que pode-se supor uma relagéao entre os isolados e
os fatores de viruléncia que estes poderdo expressar (COSTERTON et al., 2009).

Neste contexto, este estudo foi realizado com o objetivo de verificar a
identidade de Estafilococos coagulase positiva isolados de leite de vacas com
mastite provenientes de diferentes regides do Rio Grande do Sul/Brasil, através de
testes fenotipicos e moleculares. Objetivou-se, ainda, analisar a presenca de genes
das enterotoxinas classicas (eea, eeb, eec, eed e eee), verificar a habilidade de
formagao de biofilme dos isolados e a presenca dos genes icaA e icaD, assim como
o perfil de resisténcia a antimicrobianos utilizados no tratamento da mastite e a

classificagéo dos isolados nos grupos agr.



2 Revisdo da literatura

2.1 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae, sendo cocos
Gram-positivos, anaerébios facultativos, imoveis e tendem a formar agrupamentos
em formato semelhante a cachos de uva. S&o micro-organismos mesdfilos que se
desenvolvem entre 7°C e 47,8°C e produzem enterotoxinas entre 10°C e 46°C, com
um Otimo entre 40°C e 45°C, frequentemente envolvidos em surtos de DTA
(TRABULSI et al., 2008; BRASIL, 2013).

Atualmente o género Staphylococcus € composto por 49 espécies e 26
subespécies (EUZEBY, 2015), sendo a maioria coagulase negativa, ou seja, que
ndo apresentam a capacidade de produzir a enzima coagulase. Apenas S. aureus,
S. schleiferi subsps. coagulans, S. intermedius, S. hyicus e S. delphini sintetizam
essa enzima e sao denominados Estafilococos coagulase positiva (ECP)
(BANNERMAN, 2003).

S. aureus é tolerante a concentracdes entre 10% e 20% de NaCl, se multiplica
em pH entre 4 e 9,8, com um 6timo entre 6 e 7. A atividade de agua minima
necessaria para o micro-organismo se desenvolver é 0,86, embora sob condi¢des
ideais, esta bactéria possa se desenvolver em atividade de agua de 0,83 (FRANCO
e LANDGRAF, 2008).

S. aureus é considerada a espécie mais virulenta do género Staphylococcus,
devido a sua grande variedade de fatores de viruléncia (GOTZ, 2002). E a principal
espécie associada aos casos de intoxicacdo alimentar, responsavel por 98% dos
surtos (SANTANA et al., 2010).

Apresenta natureza ubiqua, tendo como reservatorio primario a pele e
membranas mucosas, especialmente a regido naso-faringea de mamiferos e aves.
Estima-se que 25 a 40% da populagdo humana carreiem S. aureus, sendo um
importante indicador de higiene pessoal e da qualidade dos alimentos (INGAVALE et
al., 2005; LUONG et al., 2006).
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Em animais, S. aureus, € o principal agente etiolégico de mastite, causando
uma infecc¢éo crbnica e profunda na glandula mamaria de fémeas lactantes (AIRES-
DE-SOUSA et al., 2007).

2.2 Mastite e S. aureus

A mastite € o processo inflamatorio da glandula mamaria, geralmente de
caréater infeccioso, que afeta a producédo leiteira resultando em alteragdes fisicas,
quimicas e bacterioldgicas do leite. E a enfermidade de maior importancia nos
rebanhos leiteiros em todo o mundo devido a alta incidéncia de casos clinicos, a alta
prevaléncia de infec¢bes subclinicas e aos prejuizos econémicos que ocasiona
(PRESTES et al., 2002).

Os principais agentes causadores de mastite sdo S. aureus, Streptococcus
agalactiae, Corynebacterium sp., Escherichia coli e Streptococcus uberis. Estes
micro-organismos sdo bem adaptados a glandula mamaria e ocasionam infec¢des
crbnicas. A glandula infectada € a principal fonte desses agentes em um rebanho
leiteiro e a transmissdo para quartos mamarios ndo infectados e/ou vacas
suscetiveis ocorre, principalmente, durante a ordenha (HALASA et al., 2009)
BARKEMA et al., 2009; MARTINS et al., 2010).

S. aureus destaca-se como um dos mais frequentes entre os agentes
envolvidos na etiologia da mastite, e determina as maiores perdas na produgdo em
rebanhos leiteiros em todo o mundo (SCHLEGELOVA et al., 2003; MELCHIOR et
al., 2011).

A mastite pode ocorrer de duas formas, mastite clinica e mastite subclinica. A
mastite clinica é caracterizada por alterag6es macroscoépicas do leite e da glandula
maméria, podendo evoluir para mastite cronica. J& a mastite subclinica néo
apresenta alteracdes macroscopicas no leite nem da glandula mamaria, mas
apresenta alta contagem de células sométicas e persisténcia das bactérias na
glandula mamaria, sendo responséavel por até 30% de todos os casos de mastite
bovina (HALASA et al., 2007).

O diagnéstico da forma clinica é feito pela visualizacdo de mudancas na
aparéncia do leite (presenga de grumos e coagulos) e na glandula mamaéria (inchaco
e vermelhiddo) (WU et al., 2007). Na mastite subclinica os animais permanecem

sem sintomas aparentes, 0 que potencializa a transmissdo de micro-organismos
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oriundos de animais infectados para os sadios, e o diagnoéstico é realizado por testes
indiretos que se baseiam na elevada contagem de células somaticas, como
leucécitos e células epiteliais, no leite (BRADLEY, 2002; VERSCHOOR et al., 2009).

O California Mastitis Test (CMT) é um dos testes mais utilizados para
deteccdo da mastite subclinica por ser répido e de baixo custo, podendo ser
realizado pelos proprios produtores, no entanto, possui baixa sensibilidade (LEACH
et al., 2008; VIGUIER et al., 2009). Nesse teste, amostras de leite sdo colocadas em
contato com um detergente anibnico neutro que rompe a membrana das células
sométicas para liberacdo e agregacdo dos acidos nucleicos. Ocorre a formacédo de
um gel de viscosidade variada dependendo da quantidade de células somaticas
presentes (VIGUIER et al., 2009).

Na literatura encontram-se dados sobre a ocorréncia de S. aureus em
isolados de leite de vacas com mastite. Mendonga et al. (2012), avaliando
Staphylococcus spp. isolados de mastite bovina no estado do Rio de Janeiro,
encontraram 36,2% de S. aureus, seguido de 11,4% de S. intermedius. Em estudo
realizado no sul da China, observou-se um percentual de mastite clinica em bovinos
de 8,7% e subclinica de 48,8%. Nas duas situa¢des S. aureus foi 0 agente etioldgico
isolado com maior frequéncia (YANG et al.,, 2011). Rall et al. (2014), estudaram
mastite por Staphylococcus spp. no estado de S&o Paulo e, encontraram a
prevaléncia de S. aureus, seguido de S. warneri e S. saprophyticus. Porém, dados
de um estudo realizado no Pard revelam maior frequéncia de Estafilococos
coagulase negativa (ECN), seguido de S. aureus, em ambos 0s quadros, de mastite
clinica e subclinica (OLIVEIRA et al., 2011).

A mastite infecciosa por S. aureus é de dificil tratamento devido, entre outros
fatores, a resisténcia aos antimicrobianos que esse micro-organismo apresenta. As
infeccdes intramamdrias causadas por S. aureus apresentam implicacbes
importantes em sadde publica, pois as toxinas podem ser secretadas no leite e
permanecerem estaveis nos produtos oferecidos ao consumidor. Existe um risco a
salde associado ao consumo de leite, uma vez que a maioria dos casos
diagnosticados é de mastite subclinica, na qual o leite e a glandula mamaria, ndo
apresentam sinais visiveis da doenca (FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004).
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2.3 Enterotoxinas estafiloc6cicas

Atualmente, 22 EE foram descritas, sendo que as EE classicas (EEA, EEB,
EEC, EED e EEE) s8do as mais estudadas e responséveis por, aproximadamente,
95% dos casos/surtos de intoxicagdo alimentar estafilocécica (AL-TARAZI et al.,
2009, JOHLER e STEPHAN, 2010). O leite e seus derivados estédo frequentemente
envolvidos com esta intoxicagdo (CHAPAVAL et al., 2006; ARGUDIN et al., 2010;
CRETENET et al., 2011).

As EE séo proteinas extracelulares de baixo peso molecular (25 a 30 KDa),
hidrossolaveis, cuja composi¢cdo de amino4cidos, estrutura molecular e mecanismos
de acdo sdo semelhantes entre si, porém, possuem propriedades imunoldgicas
distintas (JOHNSON et al., 1991; THOMAS et al., 2007).

As EEs séo potentes exotoxinas sintetizadas por espécies de Staphylococcus
durante a fase logaritmica de multiplicacdo ou durante a transicdo da fase
exponencial para a fase estacionaria, no entanto, sdo necessarias entre 10° e 10°
unidades formadoras de colénias (UFC) da bactéria por grama de alimento para que
a toxina seja formada em niveis capazes de provocar intoxicacdo alimentar
(FRANCO e LANDGRAF, 2008).

No Brasil, a Instrucdo normativa 62 (IN 62), do Ministério da Agricultura
Pecuéria e Abastecimento (MAPA), preconiza que a temperatura maxima de
conservacdo do leite na propriedade rural seja de 7°C, caso contrario, o
transportador ndo deve realizar a coleta da matéria prima, pois deve-se manter o
leite em baixa temperatura para controlar a producéo de enterotoxinas, pois além da
multiplicag@o bacteriana diminuir, a sintese de enterotoxinas € praticamente inibida
em temperaturas inferiores a 7°C (ASPERGER, 1994; BRASIL, 2011).

As principais causas da elevada incidéncia de intoxicagdo alimentar
estafilocécica causadas por leite e derivados sdo o abuso de temperatura, a
ineficiente descontaminacdo de superficies originalmente contaminadas, pela
formagdo de biofilme, por exemplo, ou a contaminagdo durante preparo pelos
manipuladores. Uma vez que S. aureus suporta diferentes condig6es de temperatura
e pH, pode crescer em uma ampla variedade de alimentos. Dessa forma, um
alimento contaminado com isolados produtores de EE e mantido a uma temperatura
que permita a rapida multiplicacdo da bactéria (refrigeracdo inadequada) € uma
fonte comum de intoxicagéo (BHATIA e ZAHOOR, 2007; PINCHUK et al., 2010).
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Determinadas condicdes ambientais que facilmente destroem o micro-
organismo produtor destas enterotoxinas, ndo inatvam as EEs (FRANCO e
LANDGRAFF, 2008). As EE séo resistentes as enzimas proteoliticas, mantendo,
portanto, a sua atividade no trato digestivo apds a ingestao.

A enterotoxina A € considerada como a principal causa de surtos. A
enterotoxina B é conhecida por causar intoxicagdes com sintomas mais severos
comparada as demais enterotoxinas. O gene da enterotoxina C € frequentemente
associado a S. aureus isolados de leite (ARGUDIN et al., 2010; VALIHRACH et al.,
2013, CARFORA et al., 2015). A enterotoxina D é reconhecida como a segunda
enterotoxina estafilococica mais comumente associada com intoxicagéo alimentar no
mundo, sendo de grande importancia, pois uma pequena dose infectante é capaz de
induzir a intoxicacdo. A enterotoxina E também est4 associada a alguns casos de
intoxicagdo alimentar, porém, com menor frequéncia que as demais (PINCHUK et
al., 2010).

Os genes codificadores de EE, assim como outros que codificam fatores de
viruléncia de Staphylococcus, também podem estar dispostos em elementos
genéticos méveis (NOVICK et al., 2001; YARWOOD et al., 2002). Sabe-se que EEA,
a enterotoxina com a maior frequéncia de envolvimento em intoxicagdo alimentar
estafilocécica, é codificada por um gene localizado em um bacteriéfago (ARGUDIN
et al., 2010).

Genes que codificam fatores de viruléncia localizados em elementos
genéticos moveis num isolado de S. aureus implica em sua possivel mobilidade de
uma molécula de DNA para outra, ou de uma bactéria para outra, num processo
conhecido como transferéncia horizontal de genes, conferindo uma vantagem
seletiva e evolutiva ao micro-organismo receptor, e em um biofilme, por exemplo,
essa transferéncia é facilitada pela proximidade das células (FERREIRA, 2001;
YARWOOD et al., 2002).

Em estudos com isolados de S. aureus provenientes de leite, leite com
mastite e produtos lacteos, existe grande diversidade nos tipos de enterotoxinas
encontradas. Carfora et al. (2015) avaliaram isolados de S. aureus provenientes de
leite e produtos lacteos, e encontraram prevaléncia do gene da enterotoxina C
(28,6%), seguido pelos genes da enterotoxinas A e D (20%). Gomez et al. (2007),
em estudo com isolados de leite de vacas com mastite, encontraram que nenhum

dos isolados portava os genes da enterotoxina A, B e C.
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Piechota et al. (2014) analisaram isolados de Staphylococcus provenientes de
leite de vacas com e sem mastite, encontrando prevaléncia do gene da enterotoxina
C (70%), seguido pelas enterotoxinas D (20%) e B (16,7%). Entre os isolados,
poucos apresentaram os genes das enterotoxinas A e E. Os genes que codificam
enterotoxinas foram identificados em 73,4% dos isolados de vacas com mastite e,

em apenas 20% dos isolados de vacas sem mastite.
2.4 Formagéo de biofilme por S. aureus

Os biofilmes sdo constituidos por bactérias, envolvidas por uma matriz de
polimeros organicos, ou seja, sdo depoésitos onde 0s micro-organismos estao
fortemente aderidos a uma superficie por meio de filamentos de natureza proteica ou
polissacaridica, denominados glicocalice (COSTERTON et al., 1999).

A capacidade de S. aureus produzirem biofilmes ajuda a bactéria a sobreviver
em ambientes hostis dentro do hospedeiro, e esse € um fator responséavel por
infecgbes cronicas e/ou persistentes (COSTERTON et al., 1999). O biofilme confere
protecdo contra 0os mecanismos de defesa imune do hospedeiro e 0s micro-
organismos que se multiplicam em um biofilme s&o resistentes aos agentes
antimicrobianos e sanitizantes empregados na industria, uma vez que a formagéo de
exopolissacarideos (EPS) dificulta a penetracdo destes agentes, submetendo o
micro-organismo a doses subletais de antimicrobianos, induzindo a resisténcia
(DONLAN E COSTERTON, 2002).

Atualmente, existem diversas teorias sobre as etapas que ocorrem durante a
formacao de biofilme. A adesédo da bactéria a superficie € um dos passos iniciais na
formacdo do biofilme, e é quando células bacterianas anexadas a uma superficie
secretam uma substancia viscosa que serve para ancoragem das células (O'GARA e
HUMPHREYS, 2001). Esta adeséo € influenciada por diversos fatores, incluindo:
caracteristicas fisico-quimicas da bactéria, propriedades da superficie do material e
fatores ambientais. Propriedades biologicas da bactéria, tais como presenca de
fimbrias, flagelos e producdo de EPS, também influenciam na ligagéo a superficie
(SIMOES et al., 2010).

A segunda etapa para formacdo do biofilme consiste na aglomeracdo de
bactérias em multicamadas. O principal fator responsavel pela formacdo desse

aglomerado de células é o PIA. O terceiro passo € o crescimento do biofilme, com
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mais células se agregando e produzindo EPS. O biofilme possui uma estrutura bem
definida, com canais entre as comunidades de células, preenchidos por fluido,
possivelmente para o transporte de nutrientes e para retirar residuos metabdlicos
(OTTO, 2004). Apéds a unido de células em camadas, ocorre a maturagéo do biofilme
qgue pode levar 10 ou mais dias (STOODLEY et al., 2002)

Apo6s a maturacdo do biofilme pode ocorrer o desprendimento de células
bacterianas, que voltam a sua forma plancténica, o que é de fundamental
importancia, pois em biofilmes formados em equipamentos e instalagdes da industria
alimenticia, as células microbianas podem desprender-se e contaminar o alimento
ou, entdo, colonizar e iniciar um novo biofilme, proporcionando outra fonte de
contaminagdo, que pode vir a causar a contaminagdo cruzada dos alimentos
(NORWOOD & GILMOUR, 1999).

As causas da formagédo do biofilme sdo as falhas nos procedimentos de
higienizacdo dos equipamentos em que o leite entra em contato, o que permite que
residuos aderidos aos equipamentos e superficies transformem-se em potencial
fonte de contaminacéo para o alimento (ALVIM, 2008).

Devido ao seu tamanho e agregacéo, os biofilmes ndo séo suscetiveis aos
macrofagos e sdo resistentes a diversos antimicrobianos (DONLAN E COSTERTON,
2002; CUCARELLA et al., 2004). Os biofilmes reduzem a eficiéncia dos sanitizantes,
trazendo prejuizos econdmicos para a industria, além de constituirem um foco de
contaminagdo para os alimentos, pelo desprendimento de por¢des do biofilme
durante a fase de maturagéo (SIMOES et al., 2010).

Muitas infecgbes crbnicas por S. aureus associam-se a multiplicagéo
bacteriana na forma de biofilmes, dificultando a acdo dos macrofagos e aumentando
a resisténcia a diversos antimicrobianos (BOYEN et al., 2009).

O PIA é composto por um polimero de N-acetilglucosamina. A biossintese do
PIA € controlada pelo operon ica (MAIRA-LITRAN et al., 2002). Diversos genes
podem estar envolvidos na capacidade individual de cada isolado em formar
biofilmes, destacando-se os genes icaA e icaD (MELCHIOR et al., 2009).

Além dos genes do locus ica outro gene que esta envolvido com a formacao
de biofime é o bap (biofiim-associated protein), que codifica uma proteina de
superficie. O gene bap esta contido em uma ilha de patogenicidade (SaPlbov2) e
codifica uma proteina com 2.276 aminoacidos que atua na primeira fase de

aderéncia a superficie. O gene bap, além de estar envolvido na adesao primaria a
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superficie, tem também um papel importante na relagdo intercelular apos a formagéo
do aglomerado bacteriano, sendo que a diminui¢gdo ou inativagdo desse gene leva a
uma diminui¢cdo da producédo de PIA (CUCARELLA et al., 2001; CUCARELLA et al.,
2004).

S. aureus produzem também duas proteinas associadas com a parede celular
que se ligam a fibronectina (Fn) e sdo chamadas de FnBPA e FnBPB. Os mutantes
de S. aureus que ndo possuiam o gene fnbA ou fnbB foram efetivos em aderir a
superficie, porém o mutante que ndo apresentava nenhum dos dois genes, foi
deficiente na adesdo, e quando um dos dois genes foi inserido utilizando
plasmideos, a adeséo foi restaurada (CUCARELLA et al., 2001).

Alguns S. aureus responsaveis por causar a mastite tém a capacidade de
invadir o epitélio mamario, limitando o sucesso da terapia com antimicrobianos
contra a doenca, o que pode ser devido a capacidade dessa bactéria invadir e
sobreviver dentro da célula (BUZZOLA et al., 2007). Oliveira et al. (2011)
propuseram que isolados de S. aureus produtores de biofilme apresentam
capacidade invasiva maior em células epiteliais da glandula mamaria de bovinos,
guando comparada aos isolados nao produtores de biofilme.

O método de aderéncia em microplaca é bastante utilizado em testes in vitro
para avaliar a capacidade de formacdo de biofime (CRAMTON et al.,, 1999;
VASUDEVAN et al., 2003; STEPANOVIC et al., 2007; MERINO et al., 2009). O
método de aderéncia em placa de microtitulagdo permanece entre 0os ensaios mais
utilizados para a investigagéo de formacgéo de biofilme, e gera resultados com base
na densidade Gtica (STEPANOQOVIC et al., 2007). Lee et al. (2014) avaliaram isolados
de S. aureus provenientes de diferentes fontes em uma fazenda leiteira, e
encontraram 45,2% dos isolados produtores de biofilme em microplacas de
poliestireno.

Cucarella et al. (2004) estudaram isolados de S. aureus provenientes de
infeccdes intramamarias, e observaram que isolados que carreavam 0s genes bap e

icaADBC foram fortes produtores de biofilme.

2.5 Genes do locus ica e formagéo de biofilme

7

O locus ica € responséavel pela producdo do PIA e de um polissacarideo

capsular, dois importantes componentes dos biofilmes de Staphylococcus spp., entre
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os genes do locus ica, icaA e icaD, desempenham um papel chave no inicio do ciclo
de formagéo de biofilme (ARCIOLA et al., 2001).

O processo de formacao de biofilme por Staphylococcus spp. que apresentam
0 operon ica ocorre pela producdo de proteinas transmembranéarias, homologas as
transferases de PIA, através do gene icaA. A presenca do icaD ira favorecer esta
producdo. Os polimeros formados por estes dois genes atingem tamanhos
reduzidos, sendo que novas e maiores cadeias sdo sintetizadas gracas a presenca
do gene icaC (GERKE et al., 1998). Ap0s esta fase, a proteina codificada pelo gene
icaB promove a desacetilizagdo desta molécula, formando o PIA (GOTZ, 2002). Em
caso de ndo ocorrer esta Ultima etapa, as bactérias ndo apresentam capacidade de
formar biofilme através dos genes do locus ica, uma vez que nao irdo apresentar
polissacarideos disponiveis a esta fungdo (VUONG et al., 2004).

Além dessas quatro proteinas, o locus ica codifica uma proteina reguladora
denominada icaR. O gene icaR é transcrito de forma divergente de icaADBC e é
considerado um regulador negativo (CRAMTON et al., 1999; RAMOS et al., 2005).

Segundo Stanley e Lazazzera (2004) os genes do locus ica séo regulados em
resposta a fatores ambientais, tais como baixo teor de glicose, anaerobiose, falta de
ferro, alta osmolaridade e temperatura, sendo estes genes considerados
fundamentais para a resisténcia do micro-organismo a condigdes adversas.

Os genes do locus ica ndo s@o os Unicos responsaveis pela capacidade de
formacdo de biofilme e, além do que j& foi descrito anteriormente, muitos estudos
relatam a existéncia de um mecanismo ica independente (FITZPATRICK et al., 2005;
RODE, et al.,, 2007; ATSHAN et al., 2013). No caso da formacdo de biofiime
independente de PIA e do locus ica, proteinas adesivas provavelmente substituem o
polissacarideo, sendo que a mais importante proteina envolvida nesta formacao
parece ser Aap, uma proteina de 220 KD, que precisa ser proteoliticamente clivada
em uma proteina menor, de 140 KD, para poder induzir a formagdo de biofilme
(ROHDE et al., 2005).

Em estudo realizado para verificar a capacidade de formacgé&o de biofilme e a
presenca dos genes do locus ica em isolados de S. aureus oriundos de casos de
mastite, 68,57% produziram biofilmes avaliada pelo método de aderéncia em
microplacas de poliestireno, e todos isolados apresentaram os genes icaA e icaD

(VASUDEVAN et al., 2003). Em estudo realizado na Polonia, os genes do locus ica
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estavam presentes em todos isolados de S. aureus provenientes de mastite e todos
foram classificados como produtores de biofilme (SZWEDA et al., 2012).

Melo et al. (2014) avaliaram S. aureus provenientes de mastite subclinica,
isolados na cidade de S&o Paulo, e encontraram que 98,9% dos isolados foram
produtores de biofilme em superficie de microplacas de poliestireno, e 95% dos

isolados carreavam os genes icaA e icaD.
2.6 Resisténcia a antimicrobianos

A resisténcia a antimicrobianos € um problema que tem se intensificado com
0 passar dos anos. H& aproximadamente cinquenta anos atrds, os antimicrobianos
foram introduzidos no mercado para o tratamento de doengas em humanos e
animais. Entretanto, € provavel que o mecanismo de resisténcia tenha sido
desenvolvido antes do uso clinico de antimicrobianos. Os genes de resisténcia
podem ter sido originados a partir de espécies produtoras de antimicrobianos que
carregam tais genes de resisténcia (MATHUR e SINGH, 2005).

Os mecanismos de resisténcia descritos sdo: mudanga na permeabilidade da
membrana, inativacdo enzimatica do antibidtico (B-lactamases, transferases),
transporte ativo do antibiético (sistemas de efluxo dependentes de ATP inseridos na
membrana), modificagédo do alvo (metilacdo do rRNA 23S, mutagéo da sequéncia de
um aminoécido) ou mudancas de rotas metabdlicas (MATHUR e SINGH, 2005).

A forma mais usual de tratamento da mastite é via administragdo
intramaméaria de antimicrobianos, pois se espera que 0 antimicrobiano atinja uma
concentragcdo no Ubere maior ou semelhante a concentracéo inibitéria minima (CIM)
para o patégeno. Porém, a CIM é definida com base em testes de suscetibilidade
realizados in vitro e ndo simulam as condi¢des encontradas in vivo pelo patégeno, o
que pode contribuir para diminuir o efeito do tratamento (APPARAO et al., 2009).

Outro fator que pode contribuir para a baixa eficiéncia do tratamento com
antimicrobianos é a formacao das multicamadas de biofilme no Ubere de vacas com
mastite, pois a dose de antimicrobiano que atinge as células € subletal e induz
resisténcia ao micro-organismo, assim, a formagcao de biofilme por isolados de S.
aureus provenientes de mastite € um fator preocupante, por permitir a persisténcia
da infeccdo, a contaminacdo do leite e a permanéncia no ambiente da industria
(MELCHIOR et al., 2009).
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A presséao seletiva imposta pelo uso de agentes antimicrobianos desempenha
um papel chave no aumento da resisténcia microbiana. Sempre que uma populagéo
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microbiana mista é exposta a agentes antimicrobianos, é suposto que existam
bactérias resistentes a respectiva droga e a concentracdo aplicada. Sob presséao
seletiva, o nimero desses micro-organismos vai aumentar e alguns podem passar
seus genes de resisténcia a outros membros da populagdo pela transferéncia
horizontal de genes, conferindo uma vantagem seletiva e evolutiva ao micro-
organismo receptor, como ja citado para os genes das enterotoxinas (FERREIRA,
2001; YARWOOD et al., 2002; MATHUR e SINGH, 2005).

A resisténcia a B-lactamicos é reportada na literatura como a principal e de
maior importancia e, em trabalhos com isolados de S. aureus provenientes de casos
de mastite, foram observadas taxas elevadas de resisténcia a penicilina (SHI et al.,
2010; KALMUS et al., 2011; JAGIELSKI et al., 2014).

Ja a multirresisténcia também tem emergido e, recentemente, Wang et al.
(2014), encontraram 69% dos isolados provenientes de mastite bovina resistentes a
mais de 10 antimicrobianos utilizados no tratamento da doenca.

O crescente numero de isolados multirresistentes provenientes de casos de
mastite em todo o mundo é um grave problema que provoca aumento nos custos de
tratamento e maior possibilidade de transmissdo da doenca dentro dos rebanhos
devido a persisténcia da bactéria (SABOUR et al., 2004; FAGUNDES e OLIVEIRA,
2004).

A emergéncia da resisténcia aos antimicrobianos e a dificuldade na
identificacdo de novas classes de agentes antimicrobianos tem impulsionado a
investigacdo de novas estratégias terapéuticas, como o uso de moléculas capazes
de silenciar genes de viruléncia e terapia génica em infecgdes. A interferéncia na
regulacdo dos fatores de viruléncia, como no locus agr, também parece ser uma
abordagem promissora (COSTERTON et al., 2009).

2.7 Grupos agr
O sistema de regulacdo de genes de viruléncia mais conhecido e estudado

em S. aureus € 0 acessory gene regulator (agr), o qual é responsavel por regular

hemolisinas, enterotoxinas, enzimas e proteinas de superficie (BOYEN et al., 2009).
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S. aureus é conhecido por causar doencas em humanos e animais, e
colonizar diferentes locais do hospedeiro e, para que iSSO ocorra 0 micro-organismo
utiliza um sistema de detecgédo de quorum sensing que, por meio de comunicagéo
célula-a-célula, controla a regulacdo de varios fatores de viruléncia. Este sistema,
conhecido como locus agr secreta um peptideo auto indutor (AIP) de maneira
dependente da densidade celular, e permite que uma populagéo bacteriana possa
responder em conjunto, quando a densidade celular critica € atingida (CAFISO et al.,
2007).

O locus agr consiste em quatro genes (agrA, agrB, agrC, agrD), é ativado
durante a transicdo da fase de multiplicagdo exponencial para a fase estacionaria
(VUONG et al., 2000). S&o conhecidos quatro distintos grupos agr: I, 11, lll e IV, todos
determinados pelo polimorfismo da sequéncia de aminoacido de AgrD e AgrC
(SHOPSIN et al., 2003).

O locus agr é composto por dois operons divergentes, controlados pelos
promotores P2 e P3. O operon P2 contém quatro genes: agrA, agrB, agrC e argD. O
operon P3 contém apenas o gene da & —hemolisina (hld) e o gene para um RNA
mensageiro denominado RNA lll, efetor do sistema agr. Os produtos dos genes agrB
e agrD, respectivamente as proteinas AgrB e AgrD, se juntam formando o AIP. AgrC
€ uma proteina transmembranaria receptora do AIP. Quando AIP liga-se a AgrC,
este fosforila a proteina AgrA, ativando-a. A proteina AgrA age como indutor dos
promotores P2 e P3. O produto da transcricdo do operon P3 € um RNA denominado
RNA [ll, um mRNA que funciona como indutor ou repressor da transcricdo de genes
acessorios. Este mRNA nunca chega a ser traduzido a proteina, pois ele mesmo é o
efetor & resposta do agr (YARWOOD & SCHLIEVERT, 2003).

Na literatura séo relatadas variagdes no locus agr, e sobreposi¢édo de grupos
agr, o que normalmente ocorre por mutagéo ou/e inser¢cao de um fragmento em uma
regido intergénica, geralmente entre agrD e agrC (CAFISO et al., 2007; SONG et al.,
2015).

Atualmente existem dados divergentes e ndo h& consenso sobre a regulacédo
dos fatores de viruléncia pelos diferentes grupos agr, e estudos demonstram que 0
locus agr € sensivel aos sinais ambientais (STER et al., 2005).

Montanaro et al. (2010) verificaram que diferentes grupos agr exibiram
padrbes distintos de viruléncia. Takeuchi et al. (2001) verificaram a presenca

predominante de agr | e de agr lll entre isolados provenientes de mastite.
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Estudos relacionam isolados de S. aureus com diversos fatores de viruléncia,
por exemplo, a prevaléncia do grupo agr | entre isolados de mastite, a resisténcia a
antimicrobianos com o grupo agr Il e agr Ill, a formagéo de biofilme ao grupo agr | e
lll, o grupo agr IV parece estar relacionado com isolados produtores de esfoliatina
envolvidas na sindrome da pele escaldada. (JARRAUD et al., 2000; SAKOULAS et
al., 2003; MOISE-BRODER et al., 2004; VAUTOR et al., 2006).

Vautor et al. (2006) encontraram que 80% dos isolados oriundos de mastite,
pertenciam ao grupo agr lll, e apresentavam elevada capacidade de formagéo de
biofilme.

Jarraud et al. (2002) relatam que cepas dos grupos agr | e Il causam,
preferencialmente, doengas mediadas por enterotoxinas, como a intoxicagao
alimentar. Segundo Song et al. (2015) a presenca de genes de enterotoxinas
estafilocécicas é maior em isolados pertencentes a agr Il e agr IV, do que naqueles
gue pertencem aos grupos agr | e agr |ll.

Ja o grupo agr | estd, frequentemente, envolvido com a formacédo de biofilme
e com resisténcia a antimicrobianos (BUZZOLA et al., 2007; BARDIAU et al., 2014).

Cepas de S. aureus isoladas de bovinos, classificadas dentro do grupo agr |,
apresentaram capacidade significativamente aumentada para persistir na glandula
mamdaria e internalizam in vitro em células epiteliais mais facilmente que outros
grupos agr (BUZZOLA et al., 2007; MELCHIOR et al., 2009).
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3 Artigo
Enterotoxigenicidade, capacidade de formagdo de biofilme e resisténcia a

antimicrobianos em Staphylococcus aureus isolados de mastite bovina.

Resumo

z

A mastite bovina é um grave problema para o rebanho leiteiro em todo o
mundo, sendo S. aureus o principal micro-organismo causador da doenca. Além
disso, esse micro-organismo é um importante causador de doencgas transmitidas por
alimentos (DTA). O objetivo deste estudo foi avaliar a identidade de 31 isolados de
Estafilococos coagulase positiva (ECP) provenientes de mastite bovina, através de
andlises fenotipicas e moleculares, além de verificar o seu potencial
enterotoxigénico, a capacidade de formacdo de biofilme, a resisténcia a
antimicrobianos e a sua classificagdo nos grupos agr. Para avaliagdo do perfil de
enterotoxigenicidade, avaliou-se a presenca dos genes das enterotoxinas classicas
(eea, eeb, eec, eed e eee) utilizando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), para
verificagdo da capacidade de produgédo de biofilmes, avaliou-se a capacidade de
aderéncia em microplacas de poliestireno, bem como a presenca dos genes icaA e
icaD, por PCR. A resisténcia a antimicrobianos foi testada de acordo com as normas
do CLSI (2012). Para a classificagdo nos grupos agr utilizou-se uma biplex-PCR.
Todos os isolados pertenciam & espécie S. aureus. Foi observada resisténcia a um
ou mais antimicrobianos em 93% dos isolados, sendo que 54% foram
multirresistentes. Com relagdo a formacao de biofilme, verificou-se que 45% dos
isolados aderiram ao poliestireno, sendo que a presenga do gene icaA, foi
observada em 71% e do gene icaD, em 74% dos isolados. Houve prevaléncia do
gene da enterotoxina A (13%), seguido pelos genes das enterotoxinas C com 6,4% e
B com 3,2%. Nao houve presenca do gene da enterotoxina D e E. Quanto a
classificagdo nos grupos agr, foram prevalentes agr lll e | (32,2% e 22,5%,
respectivamente), porém, houve sobreposicdo destes grupos em dois isolados. S.
aureus foi a Unica espécie encontrada entre os ECP provenientes de mastite, de
diferentes regibes do Rio Grande do Sul, Brasil. Além disso, 22,6% dos isolados
apresentam genes de enterotoxinas e 45% tém capacidade de aderir a superficie de
poliestireno, podendo persistir em ambientes da ordenha e da industria de alimentos,
e contaminar o leite, tornando-se um risco a saude do consumidor. Apresentam
resisténcia & maioria dos antimicrobianos testados, e pertencem a distintos grupos
agr, sendo que os grupos mais prevalentes sdo os que normalmente regulam a
resisténcia a antimicrobianos e a formacao de biofilme, fatores preocupantes para o
tratamento da mastite.

Palavras chaves: enterotoxinas classicas, locus agr, formacéo de biofilme, locus ica
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Introducéo

Entre as espécies de ECP, as que tém maior ocorréncia na mastite bovina
sdo S. intermedius, S. hyicus e S. aureus, sendo esta Ultima, a de maior importancia,
pela elevada prevaléncia e viruléncia. A identificacdo do agente causador € de
grande importancia para o tratamento da doenca (ZAFALON et al., 2009).

Staphylococcus aureus um dos principais agentes causadores de mastite
clinica e subclinica em bovinos leiteiros. A mastite é caracteriza da como uma
inflamagdo da glandula maméria que acomete os animais durante a lactacéo,
ocasionando perdas na producdo em rebanhos leiteiros em todo o mundo
(Schlegelova et al., 2003; Melchior et al, 2011). Além disso, pode ocasionar a
contaminagdo do leite pelo micro-organismo, influenciando na sua qualidade e
seguranca, sendo S. aureus um dos principais agentes causadores de DTA no
mundo inteiro (Silva, et al. 2013).

A capacidade de formacao de biofilme por isolados de S. aureus provenientes
de mastite € um fator preocupante, pois quando o micro-organismo forma biofilme no
interior da glandula mamaria facilita a persisténcia das infec¢bes (Melchior et al.,
2009). Além disso, a formacdo de biofilmes em superficies e equipamentos
utilizados na indudstria, também permite que essa bactéria se mantenha no ambiente
e contamine o produto final, constituindo um problema para os consumidores
(Simdes et al., 2010).

O operon ica é um dos responsaveis pela producéo de biofilme em S. aureus,
e é formado por quatro genes (icaADBC) sendo os genes icaA e icaD, os mais
relatados e importantes na formagao de biofilmes (Gotz, 2002; Vasudevan et al.,
2003).

Muitos isolados de S. aureus produzem enterotoxinas, denominadas
enterotoxinas estafilococicas (EEs), as quais podem ser secretadas no leite e sdo
termorresistentes, preservando sua atividade biologica, mesmo apdés a
pasteurizagdo ou ultrapasteurizacdo, fato este que explica o envolvimento de S.
aureus com DTA (Asoa et al., 2003).

Atualmente, sdo conhecidos 22 tipos de EEs, sendo as enterotoxinas
cladssicas (EEA, EEB, EEC, EED e EEE) responsaveis por 95% dos surtos de
intoxicagdo alimentar, tendo como principais alimentos envolvidos o leite e seus
derivados (Chapaval et al., 2006; Argudin et al., 2010; Cretenet et al, 2011).



31

O sistema de regulacdo de genes de viruléncia mais conhecido e estudado
em S. aureus é o0 acessory gene regulator (agr), responsavel por regular a
expressdo da maioria dos genes de viruléncia que codificam hemolisinas,
enterotoxinas, enzimas, proteinas de superficie, bem como resisténcia a
antimicrobianos (Boyen et al., 2009). Segundo a literatura, isolados classificados em
diferentes grupos agr, exibem padrdes distintos de viruléncia e através da
identificacdo dos grupos agr pode-se supor uma relacdo entre os isolados e o0s
fatores de viruléncia que serdo expressos (Shopsin et al.,, 2003; Costerton et al.,
2009; Montanaro et al., 2010).

A emergéncia de resisténcia a multiplos antimicrobianos em isolados de S.
aureus provenientes de leite bovino tem sido relatada em muitos paises (Holmes e
Zadoks, 2011; Haran et al., 2012; Kreausukon et al., 2012; Wang et al., 2014). Essa
resisténcia pode estar relacionada ao uso abusivo de antimicrobianos em animais
destinados a producéo de leite, sendo um fator que facilita a permanéncia da doencga
e, consequentemente, do micro-organismo na glandula mamaéaria, contaminando o
leite (Melchior et al., 2009).

Em vista do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a identidade de 31
isolados de Estafilococos coagulase positiva provenientes de mastite bovina clinica
e subclinica de diferentes regides do Rio Grande do Sul, Brasil, através de analises
fenotipicas e moleculares, além de verificar o potencial enterotoxigénico, a
capacidade de formagcdo de biofilme, resisténcia a antimicrobianos e sua

classificag@o nos grupos agr.

Material e métodos

As andlises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial (DCTA), da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel). Foram utilizados 31 isolados de Estafilococos coagulase
positiva oriundos de mastite clinica e subclinica, provenientes de diferentes regides
do Rio Grande do Sul, cedidos pelo Laboratério de Bacteriologia do Instituto de
Pesquisas Veterinérias Desidério Finamor (IPVDF), Eldorado do Sul, RS e pelo
Programa de Desenvolvimento da Bovinocultura Leiteira da Metade Sul do Rio
Grande do Sul (UFPEL), Pelotas, RS.
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Identificacdo fenotipica

Os isolados foram submetidos a testes fenotipicos de triagem que incluiram
capacidade de producdo de termonuclease e de acetoina, além de resisténcia a
acriflavina. A capacidade de producéo de acetoina foi avaliada conforme protocolo
descrito pela APHA (2002). A produgcdo de termonuclease foi realizada conforme
protocolo descrito por Harley e Prescott (1996), e a resisténcia a acriflavina foi
verificada com o cultivo em &gar Baird Parker suplementado com acriflavina

(7pg.mL™ - Sigma Aldrich®), segundo Chapin e Murray (1999).
Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido conforme protocolo recomendado por Matthews
et al. (1997), com modificagdes. Primeiramente, transferiram-se algadas carregadas
com cultura de 24 horas proveniente de agar triptona de soja (TSA, Acumedia®) para
100 pL de solucdo TE-A (10mM hidroximetil aminoetano - TRIS e 5 mM de acido
etilenodiamino tetra-acético - EDTA) até turbidez 1,0 da escala de MacFarland. A
lise do peptideoglicano celular ocorreu pela adicdo de 100 pL de lisostafina
(100pg/mL, Sigma Aldrich®) e incubagdo a 37°C por 45 minutos. Para completar a
lise celular adicionou-se, em sequéncia, 20 pL de solugdo TE-B (50mM hidroximetil
aminoetano - TRIS e 20 mM de &cido etilenodiamino tetra-acético - EDTA) contendo
20% de SDS (Dodecil sulfato de sédio, Invitrogen®), e 3 pL de proteinase K
(Invitrogen®), seguido de incubagdo a 37°C por uma hora. Adicionou-se, entéo, 200
L de solucdo NaCl 5 M (Cloreto de Sédio, Synth®) e agitou-se, manualmente, por
15 segundos. Separou-se 0 material intracelular através de centrifugacao (10.000 x
g, 4 °C por 15 min). Apoés, adicionou-se, fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1),
sendo 1:1 em relagdo ao volume da fase aquosa, para liberagcdo e separacdo de
proteinas, cuja etapa foi completada através de centrifugag¢édo (16.000 x g, 4°C 15
min). A precipitacdo do DNA foi realizada com 2 volumes de é&lcool etilico absoluto
gelado e manutencdo a -20 °C por 18 horas. Passado este periodo, foi realizada
nova centrifugagcdo (16.000 x g, 4°C por 10 min). Para aumentar a pureza do
material extraido, lavou-se o pellet duas vezes com alcool etilico 70% e secou-se em
capela de fluxo laminar, a temperatura ambiente, durante 30 minutos. O pellet foi

ressuspendido em 30 pL de &gua ultrapura esterilizada e, apds a adi¢édo de 2 pL de
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RNAse (Invitrogen®), foi incubado a 37°C por 1 hora. O DNA foi mantido em
congelador a -20°C e quantificado com auxilio de um espectrofotometro Eppendorf

BioSpectrometer kinetic® (Eppendorf).

Identificagc&o molecular

Para identificagcdo genotipica foi utilizado multiplex PCR (mPCR), com quatro
pares de primers, tendo-se como alvo o gene 16S do rRNA para identificagdo do
género e 0 gene nuc, que codifica a termonuclease, para determinagdo de cada
espécie de ECP (S. aureus, S. hyicus e S. intermedius). Os primers utilizados estao
apresentados na Tabela 1. Como controle positivo da reagdo, foram utilizadas as
cepas S. aureus ATCC 25923, S. intermedius ATCC 29663 e S. hyicus ATCC
11249. Como controle negativo para avaliacdo da espécie bacteriana, utlizaram-se
cepas padréao de S. xylosus (ATCC 29971), S. sciuri (ATCC 29061), S. lugdunensis
(ATCC 49576), S. epidermidis (ATCC 12228), S. haemolyticus (ATCC 29970), S.
capitis (ATCC 35661), S. saprophyticus (ATCC 15305), S. simulans (ATCC 27851) e,

como controle negativo para o género, Escherichia coli ATCC 11229.

Tabela 1. Primers utilizados para identificagcdo molecular de S. aureus, S.
intermedius e S. hyicus

Primer Sequéncia5- 3’ pb Alvo Referéncia

NUC1 ATGAAGTCAAATAAATCGCT 458 S. aureus Baron et al. (2004)
NUC2 TTTGGTGAAAAATACTTCTC

NUC5 GAAAAAAATTACAACAGGCG 106  S.intermedius Gandra et al. (2011)
NUC6 CACATCCGTTGAAGACTTTT

NUC7 TAAGACACCGATAAAAGCCC 740 S. hyicus Bastos (2008)
NUC8  TTGTTTTTGTGCTTGTTCTATAC

16S1 GGACGGGTGAGTAACACGTGG 252 Género Baron et al.

16S2 TCCCGTAGGAGTCTGGACCGT Staphylococcus spp. (2004)

A solucdo da reacdo foi preparada contendo 12,5 uyL de GoTaq® Green
Master Mix 2X (Promega Corp.), 10 pmol de cada primer para o gene da
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termonuclease e 1 pmol para o gene 16S rRNA, 2 uL de DNA (50ng), e 2,5 pL de
agua ultrapura para completar o volume final de 25 pyL. A mistura foi submetida a
94°C por 4 min, para a desnaturagao inicial do DNA e, posteriormente, amplificada
por 32 ciclos, onde cada ciclo consistia de desnaturacdo por 2 min a 95°C,
anelamento dos primers por 2 min a 52,7°C, sintese da cadeia complementar
(extensao) por 2 min a 72°C e, por fim, extenséo final por 7 min a 72°C. A mistura foi
amplificada em um termociclador MJ Research PTC 100.

Os produtos gerados na mPCR foram submetidos a eletroforese a 80V por 70
min em gel de agarose 1,5% em tampé&o TBE (solugéo de Tris, acido borico e EDTA)
0,5X, utilizando-se o marcador de peso molecular de 1Kb (Invitrogen®). O produto

dTM

amplificado foi corado com GelRe e visualizado sob luz UV em transiluminador

(Loccus®,L-Pix Touch).

Avaliacdo da capacidade de producéao de biofilme

A capacidade de formacédo de biofilme foi avaliada segundo o protocolo
proposto por Stepanovic et al. (2007), utilizando-se placas de microtitulagédo de
poliestireno de 96 cavidades. Os isolados foram padronizados na escala 0,5 de
MacFarland, e 20uL de cada in6culo foi transferido para trés cavidades da
microplaca contendo 180uL de TSB 1% glicose para crescimento a 37°C por 24h.
Em seguida, cada cavidade foi lavada trés vezes com 260uL de tampé&o PBS para a
retirada das células ndo aderidas, seguido de fixacdo com metanol. Apds a
secagem, 150uL de cristal violeta foram adicionados em cada cavidade. As
microplacas foram, entéo, lavadas com agua e secas em estufa. Em seguida, 150uL
de etanol 95% foram adicionados por 30 min e a densidade 6ptica (DO) de cada
amostra foi mensurada a 595nm, por espectrofotometria, utilizando leitor de
microplacas ELISA plate analyser (Robonick®, readwell PLATE). Como controle
negativo foi utilizado caldo Triptona de Soja (TSB, Acumedia® e, como controles
positivos, S. aureus ATCC 25923 e ATCC 6538.

Detecc¢do de genes relacionados a viruléncia

As reagOes de PCR utilizadas para a deteccdo dos genes das enterotoxinas

classicas (eea, eeb, eec, eed e eee) e dos genes relacionados com a formagéo de
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biofime (icaA e icaD) foram realizadas utilizando os primers, programas e
referéncias descritos na Tabela 2.

A solucéo da reacdo de PCR foi preparada contendo 12,5 pL de GoTaq®
Green Master Mix 2X (Promega Corp.), 1 yL de cada primer na concentragcdo de
10pmol, com excegao do primer para o gene eec, onde se utilizou 50pmol, 2 yL de
DNA (50 ng) e 8,5 uL de agua ultrapura (Promega Corp.) para completar o volume
final de 25 pL.

Os controles positivos utilizados nas reagdes para os genes das enterotoxinas
classicas foram as cepas S. aureus FRI S6 (eea e eeb), ATCC 19095 (eec), FRI 361
(eed) e FRI 326 (eee). Para os genes ica foi utilizado como controle positivo S.

aureus ATCC 25923 e, como controle negativo, S. epidermidis ATCC 12228.

Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados para a detecgdo dos grupos agr e de
genes relacionados a viruléncia de S. aureus

Primer Sequéncia5- 3’ Pb Programa Referéncia
Pan-agr R:ATGCACATGGTGCACATGC
agr | F:GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT 440 P1 )
agr i F:GTATTACTAATTGAAAAGTGCCATAGC 572 P1 Shopsin et al
agr 1l F:CTGTTGAAAAAGTCAACTAAAAGCTC 406 P2 (2003)
agr IV F:CGATAATGCCGTAATACCCG 588 P2
eea F: ACGATCAATTTTTACAGC 544 P3 Rosec e Gigaud
R: TGCATGTTTTCAGAGTTAATC (2002)
eeb F:ATTCTATTAAGGACACTAAGTTAGGGGA 404 P3 Jarraud et al.
R: ATCCCGTTTCATAAGGCGAGT (2002)
eec F: GACATAAAAGCTAGGAATTT 257 P4 Rosec e Gigaud
R: AMTCGGATTAACATTATCCA (2002)
eed F: CAAATATATTGATATAATGA 330 P3 Zocche et al.
R: AGTAAAAAAGAGTAATGCAA (2009)
eee F:CAAAGAAATGCTTTAAGCAATCTTAGGC 482 P5 Jarraud et al.
R: CACCTTACCGCCAAAGCTG (2002)
ica A F: CCTAACTAACGAAAGGTAG 1315 P6
R: AAGATATAGCGATAAGTGC

Vasudevan et al.
icaD F: AAACGTAAGAGAGGTGG 381 P6 (2003)

R: GGCAATATGATCAAGATAC

P1=95°C por 5 min 30 X (1 min a 95°C, 1 min a 52°C, 1 min a 72°C) 3 min a 72°C; P2=95°C
por 5 min 30 X (1 min a 95°C,1 min a 50°C, 1 min a 72°C) 3 min a 72°C; P3=95°C por 5 min
37 X (1 min a 95°C,1 min a 44,5°C, 1 min a 72°C) 10 min a 72°C; P4= 95°C por 5 min 35 X
(45 seg a 95°C, 45 seg a 46,2°C, 45 seg a 72°C) 10 min a 72°C; P5=95°C por 5 min 37 X
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(45 seg a 95°C,45 seg a 51°C, 45 seg a 72°C) 10 min a 72°C; P6= 30 X (92°C por 45 seg,
49°C por 45 seg e 72°C por 1 min).

Avaliacdo da resisténcia a antimicrobianos

Os isolados foram submetidos ao teste de resisténcia a antimicrobianos,
utilizando-se o método de difusdo em agar, de acordo com as normas do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Foram testados os antimicrobianos
ampicilina 10 pg (AMP), cefalotina 30 ug (CEF), cefoxitina 30 ug(CFO), ceftiofur 30
bug (CTF), clindamicina 2 pg (CLI), enrofloxacina 5 pg (ENO), eritromicina 15 pg
(ERI), estreptomicina 10 pg (EST), oxacilina 1 ug (OXA), penicilina G 10U (PEN),
sulfazotrim 25 pg (SUT), sulfonamida 300 pg (SUL), teicoplamina 15 pg (TEC),
tetraciclina 30 pg (TET) e tobramicina10 ug (TOB) adquiridos da empresa Laborclin®.
Para a leitura, interpretacdo dos resultados, assim como o uso do controle positivo
S. aureus ATCC 25923 seguiram-se os padrdes do CLSI (2012).

Deteccéo de grupos agr

Para a determinacéo dos grupos agr foi utilizada uma biplex PCR, utilizando-
se, na mesma reacao, primers para agr | e agr Il e pan-agr, em outra reagéo, primers
para os grupos agr lll e agr IV e pan-agr, na concentragcéo de 20 pmol. Os primers,
assim como os programas utilizados, estao apresentados na Tabela 2. A solucéo da
reag&o foi preparada contendo 12,5 uL de GoTaq® Green Master Mix 2X (Promega
Corp.), 2 yuL de cada primer, 2 yL de DNA (50 ng) e 6,5 yL de agua ultrapura
(Promega Corp.), para completar o volume final de 25 yL. Como controle positivo,
foram utilizadas cepas padréo de S. aureus (RN 6390B, USA 100, ATCC 25923 e
RN 4850 - agr |, agr I, agr lll e agr IV, respectivamente).

Sequenciamento de DNA

Os produtos da PCR obtidos com os primers dos grupos agr | e Ill de dois
isolados foram purificados e sequenciados para validar suas identidades. Os
fragmentos amplificados foram purificados utilizando o lllustra GFX kit de purificagéo
PCR DNA e Gel Band (GE Healthcare), de acordo com o protocolo do fabricante, e

sequenciados na Unidade de Andlises Moleculares e de Proteinas (Centro de
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Pesquisa Experimental, CPE, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, RS), usando o
sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer com 50 centimetros capilares e polimero
POP7 (Applied Biosystems).

Resultados

Identificacdo fenotipica e genotipica dos isolados de ECP

Todos os isolados foram resistentes a acriflavina, entretanto, seis isolados
(19%) ndo produziram termonuclease e dois (6,5%) ndo produziram acetoina.

Através da mPCR, confirmou-se que todos os isolados pertenciam a espécie
S. aureus, tendo em vista que houve amplificagéo do fragmento de 252 pb referente
ao gene 16S do rRNA e do fragmento de 458 pb, produzido pelo conjunto de primers
nuc 1 e 2, especifico para esse micro-organismo. Os isolados foram codificados
como SA (S. aureus) e numerados de 1 a 31. Os resultados da mPCR podem ser
visualizados nas Figuras 1, 2 e 5. Os resultados obtidos na uniplex PCR podem ser

visualizados na Figura 3 (gene nuc) e Figura 4 (16S rRNA).

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 1 - Produtos da amplificacdo dos genes nuc 1 e 2 (458 pb) e 16S rRNA (252 pb)
Coluna 1: marcador de peso molecular 1 Kb; Coluna 2 a 16: S. aureus isolados de mastite bovina,
Coluna 17: S. aureus ATCC 25923, Coluna 18: Controle da reacédo agua ultrapura.
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Figura 2 - Produtos da amplificagcdo dos genes nuc 1 e 2 (458 pb) e 16S rRNA (252 pb) Coluna 1:
marcador de peso molecular 1 Kb; Coluna 2 a 9: S. aureus isolados de mastite bovina

1 2 3 4 5 6 7 8

500 pb
Figura 3 - Produtos da amplificacdo dos genes nuc 1 e 2 (458 pb) Coluna 1: marcador de peso
molecular 100 pb; Coluna 2 a 8: S. aureus isolados de mastite bovina; Coluna 9: Controle da reacao
agua ultrapura

300 pb

Figura 4 - Produtos da amplificacdo do gene 16S rRNA (252 pb) Coluna 1: marcador de peso
molecular 100 pb; Coluna 2 a 8: S. aureus isolados de mastite bovina; Coluna 9: Controle da reacao
agua ultrapura
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Figura 5 - Produtos da amplificacdo dos genes nuc 1 e 2 (458 pb), nuc 5 e 6 (106 pb), nuc 7 e 8
(740pb) e 16S rRNA (252 pb) Coluna 1: marcador de peso molecular 1 Kb; Coluna 2: S. aureus ATCC
25923, Coluna 3: S. hyicus ATCC 11249, Coluna 4: S. intermedius ATCC 29663 Coluna 5: S. xylosus
ATCC 29971, Coluna 6: S. sciuri ATCC 29061,Coluna 7: S. lugdunensis ATCC 49576, Coluna 8: S.
epidermidis ATCC 12228, Coluna 9: S. haemolyticus ATCC 29970, Coluna 10: S. capitis ATCC
35661, Coluna 11: S. saprophyticus ATCC 15305, Coluna 12: S. simulans ATCC 27851 Coluna 13:
Controle negativo Escherichia coli ATCC 11229 Coluna 14: Controle da reagdo agua ultrapura.

Avaliacdo da capacidade de producéao de biofilme

Observou-se que 45% dos isolados formavam biofilme. Houve diferenga
significativa (p<0,05) na capacidade de produgcdo de biofilme, avaliada pela
aderéncia em microplacas de poliestireno, entre os isolados de S. aureus, conforme
ilustrado na Figura 6. Através do teste de Tukey, pode-se observar que o isolado 9
(SA9) diferiu significativamente dos demais isolados na capacidade de produgéo de

biofilme, apresentando DO maior em comparagao aos demais isolados.
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Figura 6 - Média de DO de isolados de S. aureus provenientes de mastite bovina, obtidas na
avaliacdo da capacidade de formacéo de biofilme. S. aureus isolados de mastite apresentados de 1 a
31 e controles positivos S. aureus ATCC 25923 (32) e ATCC 6538 (33).

Deteccéo de genes relacionados a viruléncia

Dentre os 31 isolados, 71% carreavam o gene icaA e 74%, o gene icaD. A
presenca concomitante dos genes icaA e icaD, foi observada em 67% dos isolados.
Os resultados podem ser visualizados nas Figuras 7 e 8 para o gene icaA, 9 e 10
para o gene icaD. Com relacdo aos genes das enterotoxinas classicas, observou-se
a prevaléncia do gene da enterotoxina A (13%), seguido pelo gene da enterotoxina
C com 6,4% e B com 3,2%. N&o houve presenca do gene da enterotoxina D e E. O
total de isolados que carreavam genes das enterotoxinas classicas A, B e C é de
22,6%. Os resultados para os genes das enterotoxinas classicas podem ser

visualizados nas Figuras 11 a 22.
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Figura 7 - Produtos da amplificacdo do gene ica A (1315pb), Coluna 1: marcador de peso molecular 1
Kb; Coluna 2 a 18: S. aureus isolados de mastite bovina.
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Figura 8 - Produtos da amplificacdo do gene ica A (1315pb), Coluna 1: marcador de peso molecular 1
Kb; Coluna 2 a 17: S. aureus isolados de mastite bovina, Coluna 18: Controle positivo S. aureus
ATCC 25923, Coluna 19: Controle negativo S. epidermidis ATCC 12228
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Figura 9 - Produtos da amplificacéo do gene ica D (381pb), Coluna 1: marcador de peso molecular 1
Kb; Coluna 2 a 18: S. aureus isolados de mastite bovina.
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Figura 10 - Produtos da amplificacéo do gene ica D (381pb), Coluna 1: marcador de peso molecular 1
Kb; Coluna 2: Controle da reagdo agua ultra pura, Coluna 3: Controle negativo S. epidermidis ATCC
12228. Coluna 4: Controle positivo S. aureus ATCC 25923, Coluna 5 a 18: S. aureus isolados de
mastite bovina.

Figura 11 - Produtos da amplificacdo do gene eea (544pb), Coluna 1: marcador de peso molecular 1
Kb; Coluna 2 a 11: S. aureus isolados de mastite bovina Coluna 12: Controle positivo S. aureus FRI
S6. Coluna 13: Controle da reacdo agua ultrapura.

Figura 12 - Produtos da amplificagdo do gene eea (544pb), Coluna 1: marcador de peso molecular 1
Kb; Coluna 2 a 9: S. aureus isolados de mastite bovina.
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Figura 13 - Produtos da amplificagdo do gene eea (544pb), Coluna 1: marcador de peso molecular 1
Kb; Coluna 2 a 14: S. aureus isolados de mastite bovina, Coluna 15: Controle positivo S. aureus FRI
S6. Coluna 13: Controle da reagdo agua ultrapura.
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Figura 14 - Produtos da amplificacdo do gene eeb (404pb), Coluna 1: marcador de peso molecular 1
Kb, Coluna 2 a 16: S. aureus isolados de mastite bovina Coluna 17: Controle positivo S. aureus FRI
S6, Coluna 18: Controle da reagdo agua ultrapura
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Figura 15 - Produtos da amplificacdo do gene eeb (404pb), Coluna 1: marcador de peso molecular 1
Kb, Coluna 2: Controle da reagcdo agua ultrapura, Coluna 3 a 18: S. aureus isolados de mastite
bovina, Coluna 19: Controle positivo S. aureus FRI S6.
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Figura 16 - Produtos da amplificacdo do gene eec (257pb), Coluna 1: marcador de peso molecular 1
Kb, Coluna 2 a 14: S. aureus isolados de mastite bovina.

Figura 17 - Produtos da amplificacdo do gene eec (257pb), Coluna 1: marcador de peso molecular 1
Kb, Coluna 2 a 13: S. aureus isolados de mastite bovina, Coluna 14: S. aureus ATCC 25923, Coluna
15: Controle da reagdo agua ultrapura.

Figura 18 - Produtos da amplificacdo do gene eec (257pb), Coluna 1: marcador de peso molecular 1
Kb, Coluna 2 a 7: S. aureus isolados de mastite bovina, Coluna 8: S. aureus ATCC 25923, Coluna 9:
Controle da reagdo agua ultrapura.
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Figura 19 - Produtos da amplificacdo do gene eed (330pb), Coluna 1: marcador de peso molecular 1
Kb, Coluna 2 a 17: S. aureus isolados de mastite bovina, Coluna 18: S. aureus FRI 361, Coluna 19:
Controle da reagdo agua ultrapura.
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Figura 20 - Produtos da amplificagdo do gene eed (330pb), Coluna 1: marcador de peso molecular 1
Kb, Coluna 2 a 16: S. aureus isolados de mastite bovina, Coluna 17: S. aureus FRI 361, Coluna 18:
Controle da reagdo agua ultrapura
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Figura 21 - Produtos da amplificacdo do gene eee (482pb), Coluna 1: marcador de peso molecular 1
Kb, Coluna 2 a 17: S. aureus isolados de mastite bovina
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Figura 22 - Produtos da amplificacdo do gene eee (482pb), Coluna 1: marcador de peso molecular 1
Kb, Coluna 2 a 16: S. aureus isolados de mastite bovina, Coluna 17: S. aureus FRI 326, Coluna 18:
Controle da reagdo agua ultrapura

Teste de resisténcia a antimicrobianos

Dos 31 isolados avaliados neste estudo, 51,6% foram resistentes a ampicilina,
clindamicina e sulfonamida, 48,4% a penicilina, 41,9% a oxacilina, 38,7% a
tetraciclina, 32,2% a eritromicina e teicoplamina, 19,3% a cefoxitina e tobramicina,
16,1% a estreptomicina, 9,6% a cefalotina, 6,4% a ceftiofur e 3,2% a enrofloxacina.
Além disso, 93% dos isolados foram resistentes a um ou mais dos antimicrobianos
testados. Destes 54% foram multirresistentes sendo o perfil mais observado o AMP,
CLI, ERI, OXA, PEN, SUL e TOB.

Perfis de resisténcia intermediaria foram detectados para sulfonamida
(12,9%), para teicoplamina e tobramicina (9,6%) e para cefalotina, ceftiofur,
enrofloxacina, eritromicina e sulfazotrim (3,2%). Os resultados também podem ser

visualizados na tabela 3.
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Tabela 3. Perfil de resisténcia de Staphylococcus aureus isolados de mastite bovina
provenientes de distintas regides do Rio Grande do Sul, Brasil

Antimicrobianos Resistente Intermediario Sensivel
% (n) % (n) % (n)
Ampicilina (10ug) 51,6% (16) 0 48,4% (15)
Cefalotina (30 ug) 9,6% (3) 3,2%(1) 87,2% (27)
Cefoxitina (30ug) 19,35% (6) 0 80,65% (25)
Ceftiofur (30 pg) 6,45% (2) 3,2%(1) 90,35% (28)
Clindamicina (2u9) 51,6% (16) 0 48,4% (15)
Enrofloxacina (5 pg) 3,2% (1) 3,2% (1) 93,6(29)
Eritromicina (15ug) 32,2%(10) 3,2% (1) 64,6% (20)
Estreptomicina(10ug) 16,12% (5) 0 83,88%(26)
Oxacilina (1 pg) 41,9%(13) 0 58,1%(18)
Penicilina (10U) 48,4% (15) 0 51,6%(16)
Sulfazotrim (25 pg) 0 3,2%(1) 96,8%(30)
Sulfonamida(300 pg) 51,6% (16) 12,9% (4) 35,5%(11)
Teicoplamina (15 ug) 32,2%(10) 9,6% (3) 58,2%(18)
Tetraciclina (30ug) 38,7%(12) 0 61,3%(19)
Tobramicina (10ug) 19,35% (6) 9,6% (3) 71,05%(22)

Deteccéo de grupos agr

O grupo agr 1l foi prevalente entre os isolados, com 32,2%, seguido pelo agr |
com 22,5%, agr Il com 9,6%, e agr IV com 6,5%. Em 35% dos isolados néo foi
possivel determinar o grupo agr. Os grupos agr | e Il foram encontrados
concomitantemente em dois isolados estudados, o que foi confirmado pelo
sequenciamento do produto da PCR. Os resultados podem ser visualizados nas
Figuras 23, 24, 25, 26 e 27.
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Figura 23 - Produtos da amplificacdo dos genes agr | e Il (440pb e 572pb), Coluna 1: marcador de
peso molecular 1 Kb, Coluna 2 a 18: S. aureus isolados de mastite bovina, Coluna 19: S. aureus RN
6390B , Coluna 20: S. aureus USA 100, Coluna 21: Controle da reacdo agua ultrapura
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Figura 24 - Produtos da amplificacdo dos genes agr | e Il (440pb e 572pb), Coluna 1: marcador de
peso molecular 1 Kb, Coluna 2 a 15: S. aureus isolados de mastite bovina, Coluna 16: S. aureus RN
6390B, Coluna 17: S. aureus USA 100, Coluna 18: Controle da reagéo agua ultrapura
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Figura 25 - Produtos da amplificacdo dos genes agr Il e IV (406pb e 588pb), Coluna 1: marcador de
peso molecular 1 Kb, Coluna 2 a 16: S. aureus isolados de mastite bovina, Coluna 17: S. aureus
ATCC 25923, Coluna 18: S. aureus RN 4850, Coluna 19: Controle da reacdo agua ultrapura
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Figura 26 - Produtos da amplificacdo dos genes agr Il e IV (406pb e 588pb), Coluna 1: marcador de
peso molecular 1 Kb, Coluna 2 a 17: S. aureus isolados de mastite bovina.

Figura 27 - Produtos da amplificacdo dos genes agr | e Il (440pb e 406pb) dos isolados com
sobreposicdo de grupos agr Coluna 1 e 2: S. aureus isolados de mastite bovina (SA8 e SA16),
Coluna 3: S. aureus RN 6390B , Coluna 4: S. aureus USA 100, Coluna 5: Controle da reacdo agua
ultra pura, Coluna 6: marcador de peso molecular 1 Kb, Coluna 7 e 8: S. aureus isolados de mastite
bovina (SA8 e SA16), Coluna 9: S. aureus ATCC 25923, Coluna 10: S. aureus RN 4850, Coluna 11:
Controle da reagdo agua ultrapura

Discussao

Através das andlises fenotipicas e moleculares verificou-se que todos os
isolados de ECP pertenciam & espécie S. aureus. Mendonca et al. (2012) e Rall et
al. (2014) encontraram resultados semelhantes, verificando a prevaléncia de S.
aureus entre ECP isolados de mastite bovina.

Pode-se ressaltar que entre os testes fenotipicos utilizados, a resisténcia a
acriflavina foi a que apresentou maior especificidade, uma vez que todos isolados
foram resistentes a esse antimicrobiano, o que também foi descrito por Roberson et
al. (1992), Gandra et al. (2005) e Capurro et al. (2010).
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A capacidade de producdo de biofilme foi observada em 45% dos isolados.
Lee et al. (2014) encontraram resultado semelhante, em isolados de S. aureus de
diferentes fontes em uma fazenda leiteira, onde 45,2% produziram biofiime em
microplacas de poliestireno, e ressaltaram a importancia desse resultado, tendo em
vista que indica a possibilidade de persisténcia do patdbgeno no ambiente de
ordenha, uma vez que estes isolados tém uma maior capacidade de colonizar a
glandula mamaria através da formagé&o de biofilme (Cucarella et al., 2004).

A presenca dos genes icaA e icaD foi observada em 71% e 74% dos isolados,
respectivamente. Entretanto, houve presenga concomitante dos genes icaA e icaD
em 67% dos isolados. Estudos apontam que o gene icaA induz a formagdo de
biofilme em niveis mais baixos, enquanto a presenca concomitante de icaA e icaD
aumenta significativamente o fenotipo de formacé&o de biofilme (Arciola et al., 2001).
Observou-se que 67% dos isolados carreavam ambos 0S genes ica, entretanto
apenas o isolado (SA9) demonstrou fenoétipo de formacdo de biofilme aumentado,
apresentando diferenga significativa (p<0,05), diferindo dos demais isolados. Cabe
ressaltar que a presenca destes genes indica que o isolado tem capacidade de
formagao de biofilme, no entanto, a expressao génica pode variar quando o isolado
é submetido a distintas condi¢bes ambientais (Stanley e Lazazzera, 2004).

Segundo Atshan et al. (2013), em isolados de S. aureus com capacidade para
produzir biofilmes, variagdes na expressdo génica podem fazer com que estes
utilizem tanto o mecanismo ica-dependente, como o0 ica-independente, para a
producéo de biofilme. Porém, neste estudo observou-se que a capacidade de formar
biofilme é isolado-dependente, haja vista que os isolados SA28 e SA30 néo
portavam os genes icaA e icaD e apresentaram capacidade de formagao de biofilme,
sugerindo um mecanismo de formacéo de biofilme independente de ica, entretanto,
0s isolados SA12, SA20, SA21, SA23 e SA29 nao carreavam 0S genes ica
estudados e ndo foram capazes de formar biofilme.

O gene da enterotoxina A foi o mais prevalente (13%), o que é preocupante,
haja vista que esta enterotoxina é a mais envolvida em surtos de intoxicacdo
alimentar estafilocécica. Entretanto, observou-se que 6,4% dos isolados portavam o
gene da enterotoxina C e 3,2% o gene da enterotoxina B. Os genes das
enterotoxinas D e E ndo foram encontrados em nenhum dos isolados.

As enterotoxinas estafilocécicas sdo termorresistentes, portanto, uma vez

liberadas no alimento, estardo presentes no produto final, podendo causar danos a
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saude dos consumidores. Segundo Asoa et al. (2003), o leite € um bom substrato
para a multiplicacdo de S. aureus e para a producdo de enterotoxinas, as quais
mantém a sua atividade bioldégica, mesmo apdés a pasteurizacdo ou a
ultrapasteurizagao.

Segundo Song et al. (2015), a presenca de genes de EEs € maior em
isolados pertencentes aos grupos agr Il e agr IV, do que naqueles que pertencem
aos grupos agr | e agr lll. Dessa forma, pode-se sugerir que a baixa ocorréncia de
genes de EE classicas possivelmente esta relacionada a baixa frequéncia de
isolados de S. aureus pertencentes aos grupos agr Il e IV.

Em relacdo aos niveis de resisténcia e multirresisténcia a antimicrobianos,
pode-se notar indices considerados preocupantes, tanto para o tratamento da
doenca, como para a disseminagdo de resisténcia a antimicrobianos entre micro-
organismos.

Observou-se que 54% dos isolados apresentaram multirresisténcia, sendo o
perfil AMP, CLI, ERI, OXA, PEN, SUL e TOB, o mais frequente. Wang et al. (2014),
obtiveram resultado similar, onde 69% dos isolados provenientes de mastite bovina
foram resistentes a mais de 10 antimicrobianos. A resisténcia a multiplas drogas em
isolados de S. aureus provenientes de leite bovino tem sido relatada em muitos
paises (Holmes e Zadoks, 2011; Haran et al., 2012; Kreausukon et al., 2012; Wang
et al., 2014), o que também foi observado neste estudo.

Observou-se elevada resisténcia a B-lactdmicos, o que também foi relatado
em outros trabalhos, nos quais foram observadas taxas elevadas de resisténcia a
penicilina entre isolados de S. aureus provenientes de mastite (Shi et al., 2010;
Kalmus et al., 2011). Jagielski et al. (2014) encontraram 41% dos isolados de S.
aureus resistentes a penicilina, resultado que vem ao encontro do obtido neste
estudo, e ressalta a importancia da correta identificagdo do agente e da realizagéo
de um antibiograma previamente ao tratamento da doenca, de modo a aumentar a
efetividade do antimicrobiano utilizado e da taxa de cura da doenga.

Entre os isolados deste estudo, observou-se a prevaléncia dos grupos agr Il
(32,2%) e agr | (22,5%). O grupo agr lll é frequentemente encontrado em isolados
de S. aureus provenientes de mastite, além de estar envolvido com a formagéo de
biofilme. Vautor et al. (2006) encontraram que 80% dos isolados oriundos de
mastite, pertenciam ao grupo agr lll, e apresentavam elevada capacidade de

formacdo de biofilme, resultados semelhantes ao deste estudo. J& isolados
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pertencentes ao grupo agr | também sdo formadores de biofilme, apresentando
capacidade relativamente maior para persistir na glandula mamaria, além de
estarem relacionados com resisténcia a antimicrobianos (Buzzola et al., 2007;
Melchior et al., 2009; Bardiau et al., 2014).

Observou-se sobreposicao dos grupos agr | e agr Ill em dois isolados, o que
foi confirmado por meio de sequenciamento do fragmento obtido. Na literatura ja
foram relatadas variagdes no locus agr, e sobreposicdo de grupos agr ja foi relatada
em isolados de S. aureus oriundos de vegetais e em isolados provenientes de
cateter venoso, entretanto, este é o primeiro relato em um isolado proveniente de
leite de vacas com mastite apresentando essa caracteristica. Isto pode ter ocorrido
por mutagdo ou/e inser¢gdo de um fragmento em uma regido intergénica (Cafiso et
al., 2007; Song et al., 2015).

Verificou-se que todos ECP provenientes de mastite, de diferentes regides do
Rio Grande do Sul, pertenciam a espécie S. aureus. Além disso, 22,6% dos isolados
apresentam genes de enterotoxinas classicas e 45% tém capacidade de aderir a
superficie de poliestireno, podendo este fato contribuir para que estes isolados
persistam em ambientes da ordenha e da industria de alimentos, contaminando o
leite. Os isolados apresentam resisténcia a maioria dos antimicrobianos testados, e
pertencem a distintos grupos agr, sendo que 0s grupos agr mais prevalentes séo 0s
gue normalmente regulam a resisténcia a antimicrobianos e a formagao de biofilme,
fatores preocupantes para a incidéncia da doenga. Logo, visto o potencial de
viruléncia dos isolados, mais estudos serdo realizados em relacdo as estes fatores,
para buscar respostas que venham a contribuir para o tratamento da doenga e para

evitar a contaminac¢é&o do alimento com este micro-organismo patogénico.
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4 Consideragdes finais

Verificou-se a prevaléncia de S. aureus entre os isolados de ECP
provenientes de mastite, de diferentes regides do Rio Grande do Sul, Brasil,
evidenciando a alta ocorréncia desse patdgeno em casos de mastite bovina.

Os genes de enterotoxinas estdo presentes em 22,6% dos isolados e 45%
dos isolados tém capacidade de aderir em poliestireno, podendo persistir em
ambientes da ordenha e da industria de alimentos, além de contaminar o leite, sendo
um problema de saude publica, uma vez que as enterotoxinas sdo resistentes ao
tratamento térmico.

Houve resisténcia a maioria dos antimicrobianos testados, e os isolados
pertencem a distintos grupos agr, sendo que 0s grupos agr mais prevalentes séo 0s
que regulam a resisténcia a antimicrobianos e a formagdo de biofilme, fatores
preocupantes para a ocorréncia da doenga e para a persisténcia desse micro-
organismo em superficies presentes em ambiente de ordenha e de plantas de
processamento de alimentos.

Logo, visto o potencial de viruléncia dos isolados, mais estudos seréo
realizados, avaliando condi¢fes distintas para sua expresséo, bem como diferentes
fatores de viruléncia, de forma a buscar respostas que venham a auxiliar no
tratamento da doencga, bem como procurar formas de minimizar e/ou evitar a
contaminagdo do produto final e das superficies com este micro-organismo

patogénico.
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