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Resumo

Métodos genotipicos asseguram a identificagdo dos micro-organismos ao nivel de espécie. O gene
femA (Factor Essential for Methicillin resistance) tem sido utilizado como marcador espécie especifico
para Staphylococcus aureus resistentes ou ndo a meticilina. O presente trabalho teve como objetivo
verificar o uso do gene femA como ferramenta para a confirmagéo da espécie Staphylococcus aureus
dentre os isolados de animais de producgdo. Para tal, amostras coletadas da superficie de tetos e de
leite bovino foram utilizadas para isolamento, selec¢ao e identificagao de micro-organismos por métodos
microbiolégicos padréo. Isolados previamente identificados como S. aureus e resistentes a oxacilina
foram submetidos a extragcdo de DNA gendmico de acordo com recomendagdes do fabricante do kit
KAPA Extract. Os DNAs foram quantificados e posteriormente submetidos a reagdo em cadeia de
polimerase (PCR) para detecgéo do gene femA. Os amplicons foram visualizados em gel de agarose
a 1,5% e fotodocumentados. Todos os isolados presuntivamente identificados por métodos padrao
microbiolégicos (14/14) e cepa S. aureus ATCC 25923 (controle positivo) amplificaram um fragmento
de 132 pares de bases correspondente ao gene parcial femA. A presenga do gene femA em todos os
isolados verificados pela analise molecular confirmou a identificagdo presuntiva microbiolégica dos
isolados como S. aureus.

Palavras—chave: Antibioticos. Identificagdo molecular. Resisténcia.

Genotypic identification of multiresistant Staphylococcus aureus isolates from
the production animals

Abstract

Identification of microorganisms at the species level is ensured by genotypic methods analyses. The
femA gene (Factor Essential for Methicillin resistance) has been used as marker specie specific of Sta-
phylococcus aureus, independently if it is methicillin-resistant or not. This study aimed to verify the use
of femA gene as a tool for confirmation of the Staphylococcus aureus species in production animals.
Samples harvested from the ceiling surface e of cattle’s milk were used for isolation, selection and iden-
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tification of microorganisms by microbiological standard methods. All isolates previously identified as S.
aureus and resistant to oxacillin were submitted to genomic DNA extraction according to the KAPA Ex-
tract kit manufacturer’s recommendations. The DNAs were quantified and then submitted to Polimerase
Chain reaction (PCR) to detection of the femA gene. The amplicons were visualized on 1.5% agarose
gel and photodocumented. All isolates presumptively identified by microbiological standard methods
(14/14) and S. aureus strain ATCC 25923 (positive control) amplified a fragment of 132 base pairs cor-
responding to the partial femA gene. The presence of the femA gene in all isolates by molecular analysis
confirmed the microbiological method presumptive identification as S. aureus.

Keywords: Antibiotics. Molecular identification. Resistant.

Introducao

O Staphylococcus aureus é uma bacté-
ria patogénica de alta incidéncia e contamina-
¢ao, sendo indicativo quando presente no leite
de infec¢do na glandula mamaria e auséncia de
boas praticas de higiene, podendo acarretar em
contaminagdo de produtos derivados do leite
(Arcure et al., 2006). Os aureus se multiplicam
com facilidade em varios alimentos e produz en-
terotoxinas termorresistentes, assim, leite cru e
derivados, estdo associados a surtos alimenta-
res envolvendo os Staphylococcus sp. (SANTA-
NA et al., 2010).

O uso indiscriminado de antibiéticos em
humanos e animais teve como consequéncia a
resisténcia antimicrobiana de diferentes espé-
cies bacterianas, ndo somente das S. aureus,
mas também das Streptococcus pneumoniae
ndo susceptivel a penicilina (PNSSP), entero-
cocos resistente a vancomicina (VRE) e Entero-
baceteriaceae produtoras de beta-lactamase de
espectro ampliado (ESBL), representando um
risco para a saude publica (SANTOS, 2004).

Para a realizacdo do uso de antibio-
ticos, deve ser feito um escalonamento, para
identificar a etiologia do agente em questao, por
meio de exames microbiolégicos, soroldgicos e
de biologia molecular (MENDES; SAPOLNIK;
MENDONCA, 2007). As técnicas microbiologi-
cas mais comumente utilizadas sao realizadas
em meios de cultura ndo-seletivos e seletivos
complementadas por testes bioquimicos dife-
renciais, na sua maioria, de produgao enzimati-
ca, usados em conjunto com testes soroldgicos.
As técnicas moleculares utilizadas na microbio-
logia podem destacar a analise do perfil plas-
midial, analise de DNA cromossOmico apoés
digestao por enzima de restricdo (REA), a ribo-
tipagem e a eletroforese em gel de campo pul-
sante (PFGE), essas técnicas utilizadas a mais
de duas décadas (GANDRA et al., 2008).

Uma das técnicas para identificagdo do
S. aureus s&o as técnicas moleculares como a
de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
que é um meio eficaz, eficiente, rapido e espe-
cifico sendo assim mais eficaz que os métodos
tradicionais (MENDONCA et al., 2016). A iden-
tificagdo genotipica do S. aureus pode ser feita
utilizando o gene femA (TEIXEIRA, 2013) que
€ especifico para esta espécie ndo aparecendo
em outras espécies de Staphylococcus (SOUZA
et al., 2005).

Sendo assim o presente trabalho teve
como objetivo avaliar o uso do marcador femA
como ferramenta para identificagdo genotipica
de S. aureus dentre isolados de leite e teto bovi-
nos.

Material e métodos

Foram realizadas analises microbiol6gi-
cas para detectar Staphylococcus aureus isola-
das de superficie do teto de bovino e de leite de
bovino pertencentes a bacterioteca do laboraté-
rio de sanidade animal do Instituto de Ciéncias
Agrarias da UFMG. Foram utilizadas 14 amos-
tras sendo 7 isoladas de superficie do teto de
bovino e 7 de leite de bovino. Estas foram sub-
metidas a analises microbiolégicas e bioquimi-
cas para identificacdo de amostras puras e com
caracteristicas esperada, como crescimento
em placa contendo agar sangue, para obser-
var as caracteristicas morfolégicas das colbnias
e a presenca de hemdlise, teste de coloragao
de Gram onde se buscava formacao de cocos
em aglomeragdes (CARTER, 1998), catalase
para observar produgcado de bolhas que seriam
producédo de gases, sendo estas consideradas
positivas (MAC FADDIN, 1976), coagulase utili-
zando plasmas de coelho (MAC FADDIN, 1976)
e DNAse onde observa-se a formacao de halo
transparente ao redor do inoculo, sendo esta
amostra positiva, quando nao tem a presenca
do halo a amostra é negativa (SILVA et al.,1997).
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Posteriormente foram realizados an-
tibiograma pela técnica de difusdo em disco
(CLSI, 2015), sendo este realizado trés repe-
ticbes. Foram utilizados dez discos de antibio-
ticos convencionais sendo estes: Tetraciclina
(30ug), Sulfazotrim (25ug), Clindomicina (2ug),
Eritromicina (15ug), Cefoxitina (30ug), Ciproflo-
xacin (5ug), Gentamicina (10ug), Vancomicina
(30ug), Oxacilina (1pL) e Pericilina G (10uL) ob-
tidos comercialmente. Para confirmagédo do mi-
cro-organismo em nivel de espécie foi realizada
a genotipagem por PCR através do rastreamen-
to do gene femA (DIAS, 2009; TEIXEIRA et al,
2014). Para tal os isolados previamente identi-
ficados resistentes a oxacilina foram criopreser-
vados, foram reativados através da semeadura
em agar BHI (Laborclin®) e incubados a 37°C.
Apods 24 horas de crescimento, as suspensdes
microbianas foram semeadas em placas de 90
mm contendo meio agar BHI (Laborclin®) e in-
cubadas durante 24 horas. Colbnias isoladas
das placas foram submetidas a extracdo de DNA
com o kit KAPAExtract® conforme recomen-
dacdes do fabricante. Os DNAs foram diluidos
em um volume final de 100yl e posteriormente
quantificados por eletroforese em gel de agaro-
se a 1,5% e utilizados nas reacgdes de PCR. A
presenca do gene femA foi verificada pela rea-
¢ao em cadeia da polimerase com os primers
fem-A1 5 AAAAAAGCACATAACAAGCG3 e
fem-A2 5° GATAAAGAAGAAACCAGCAG3' ge-
rando um amplicon de 132 pb (Dias, 2009). Os
primers foram sintetizados pela Integrated DNA
Technology, USA. As reagbes foram realizadas
em um mix contendo 1x Tampé&o da Taq do kit
Kappa PCR, MgCI2 (2,5mM), deoxinucleotideos
(1uM), Taq Polimerase Kappa (0,5U), 1,25 uM
de cada primer e 1 pl (50ng/ul) de DNA bacte-
riano em um volume final de reacdo de 50 ul. As
condi¢cdes de amplificacdo foram as seguintes:
um ciclo inicial de desnaturacéo a 94°C durante
5 minutos seguidos de 35 ciclos de desnatura-
¢do a 94°C por 30 segundos, temperatura de

anelamento a 57°C por 30 segundos, extensao
a 72°C por 45 segundos e uma extensao final
de 10 minutos. Os amplicons foram visualizados
em gel de agarose a 1,5% corados com brometo
de etideo e fotodocumentados. Como controle
positivo da presenga do gene femA foi utilizada
uma cepa padrao S. aureus ATCC 25923 con-
tendo esse gene gentiimente cedida pela Fun-
dacdo Oswaldo Cruz — Rio de Janeiro e uma
cepa de Escherichia coli.

Resultados e discussao

Nos testes microbiolégicos e bioquimi-
cos realizados todas as 14 amostras foram iden-
tificadas como Staphylococcus aureus sendo
positiva em todos os testes realizados. Nos tes-
tes de difusdo em disco verificou-se elevada re-
sisténcia a Penicilina (100%), Oxalicina (100%),
Vancomicina (100%), Clindamicina (100%) e
Eritromicina (92,86%) dos microrganismos tes-
tados (GRAFICO 1).

Em trabalho realizado por Zafalon et
al., (2005) analisando os perfis de sensibilida-
de de Staphylococcus aureus isolados de casos
de mastite bovina frente a antimicrobianos con-
vencionais, verificou-se que 68,2% dos micror-
ganismos utilizados apresentaram resisténcia a
mais de um principio ativo e 87,9% das amos-
tras foram resistentes a antimicrobianos beta-
-lactdmicos. Guimaraes (2015) analisando 150
amostras de Staphylococcus coagulase positiva
(SCP) e 150 Staphylococcus coagulase nega-
tiva (SCN) utilizando o método de difusdo em
disco, verificou que as amostras apresentaram
maior incidéncia de resisténcia aos antimicro-
bianos beta-lactamicos. Dentre os antimicro-
bianos testados frente as linhagens de SCP e
SCN verificaram maior resisténcia a penicilina G
36% e 24,7%, ampilicilina 34% e 22,7%, oxaci-
lina 16,7% e 13,3% respectivamente, resultado
similar ao encontrado no presente estudo.
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Grafico 1 — Perfil de sensibilidade dos isolados oriundos da superficie do teto bovino e de leite bovino
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2016.

Um dos fatores que provocam a resis-
téncia dos microrganismos aos antimicrobianos
sdo a recombinacdo génica e a mutagédo es-
pontdnea. Os microrganismos resistentes sao
aqueles que apresentam reagao de resisténcia
especifico e que ndo ocorre a inibigdo por meios
de concentragbes padrées do antimicrobiano
(MOTA et al.,2005).

As bactérias sdo denominadas multir-
resistentes quando esta é resistente a trés ou
mais classes de antimicrobianos, para Staphylo-
coccus é considerado a existéncia ou néo da re-
sisténcia a oxacilina (DELLINGER et al., 2013).
Assim como o trabalho proposto onde todos os
microrganismos testados foram oxacilina resis-
tentes e resistentes a mais de trés antimicrobia-
nos.

O microrganismo, Staphylococcus au-
reus tem destaque como sendo o maior causa-
dor de mastite contagiosa e de maior ocorréncia
nos rebanhos mundiais, e de tratamento muito
dificuldade devido a elevada resisténcia aos an-
tibidticos (FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004).

Cepas de Staphylococcus aureus séo
capazes de causar infecgdes de longa duracéo,
podendo ter tendéncia a se tornarem crénicas,
com baixas taxas de curta e grande perda na
producéo de leite (SABOUR et al., 2004).

Inimeros trabalhos vém relatando a
propagagado de cepas resistentes aos antibio-
ticos betalactamicos, que antigamente tinham
acao no tratamento das infecgdes estafilococi-
cas. Um dos principais mecanismos de resis-
téncia descritos € a modificacdo das proteinas
ligantes de penicilina (PBP’s), sintetizada pelo
gene mecA (AARESTRUP et al., 2001).

O conhecimento da genética de S.au-
reus através da busca de genes de resisténcia a
antibidticos e ou fatores de viruléncia presentes
em seu genoma € salutar. A identificagdo de S.
aureus em nivel de espécie pode ser realizada
por meio da PCR através da detecgédo do gene
femA, que tem como produto uma proteina de
48-50kDa, reconhecida como um fator especi-
fico e codificada cromossomicamente neste pa-
tégeno, sendo envolvido na estrutura da parede
celular bacteriana (SILVA; SILVA, 2005; TEIXEI-
RA, et al., 2014). Neste trabalho todos os isola-
dos presuntivamente identificados como S. au-
reus (14/14) testaram positivos para a presenca
do gene femA (FIGURA 1), sendo considerados,
portanto, S. aureus, assim como aquelas cepas
de S. aureus genotipadas por Teixeira, et al.
(2014). Os controles positivos e negativos, ce-
pas de S. aureus previamente genotipada e E.
coli apresentaram o perfil esperado. Em traba-
Iho realizado por Teixeira (2014), avaliando 278
colénias de S. aureus pelo método microbiolé-
gico e fenotipico, observou-se que todas as co-
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I6bnias testadas foram positivas para a presenca
do gene femA.

Apesar das cepas serem de origem dis-
tintas (superficie de tetos e leite bovinos) a mul-
tiresisténcia a antibiéticos e a presenca do gene
femA foram fatores em comum aqui encontra-
dos. Estudos de diversidade genética seréo
Uteis para verificagdo da proximidade, distancia
ou clonalidade entre os isolados de S.aureus re-
sistentes a oxacilina selecionados neste estudo.

A utilizacdo de cepas genotipadas de
Escherichia coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC
25923 como controles negativos e positivos,
respectivamente permitiram verificar a especifi-
cidade da amplificacao do gene femA. Nao foi
possivel verificar a amplificacdo do gene femA
na cepa de E.coli (resultados ndo mostrados) no
entanto houve a amplificacdo de um fragmento
de 132 pares de bases correspondente ao gene
femA na cepa genotipada de S. aureus bem

como em todos os quatorze isolados identifica-
dos por técnicas microbioldgicas e bioquimicas
com S. aureus (FIGURA 1) estando nossos re-
sultados em acordo com a literatura.

A utilizagdo e a qualidade da técnica de
PCR vém sendo muito estudada, em trabalho
realizado por Costa (2008) foi possivel confirmar
por meio da técnica de PCR que 97,7% das 360
amostras de cepas isoladas de casos clinicos e
subclinicos de mastite foram identificadas feno-
tipicamente com S. aureus por meio da amplifi-
cagao do gene femA.

Lange et al. (2011), realizaram testes
utilizando PCR e sequenciamento de rDNA 16S
para identificar capas de Staphylococcus isola-
das de mastite bovina, confirmou que os S. au-
reus identificados na técnica de PCR utilizando
o gene femA e a identificacao destas cepas fo-
ram confirmadas no sequenciamento do rDNA
16S.

Figura 1 — Reacdo de PCR para a detecgao do gene femA dentre os Staphylococcus aureus isolados
do leite e da superficie do teto de vacas leiteiras

e e e —— S D S .

10 11

1281 SEREST4=01'S

femA
132pb

[ S ]

M: Marcador de massa molecular DNA 100 pares de base (Norgen); Linhas 1 a 7: Isolados da pele do teto das vacas leiteiras
(CT1E, CT13A,CT11B, CT11C, CT11D, CT11A e CT23B). Linhas 8 a 14: Isolados do leite de vacas (25, 34, 29, 33, 32,24 e 31). A

linha 15 mostra o controle positivo (cepa S. aureus ATCC 25923). Gel de agarose a 1,5%. O tamanho do marcador 100 pares
de base esta indicado & esquerda. O fragmento esperado amplificado de 132 pares de base correspondente ao gene femA esta

indicado a direita no gel
Fonte: Elaborada pelos autores, 2016.

De acordo com estudos cientificos reali-
zados por (COSTA, 2008; DIAS et al., 2011), po-
dem ser realizados testes utilizando a técnica do
PCR e o gene femA para identificar e detectar
cepas de S. aureus provenientes de amostras
de leite, funcionando assim como marcador epi-
demioldgico e verificando possiveis incidéncias
de infecgdes intramamarias.

Conclusao

No presente trabalho foi possivel con-
cluir que as cepas isoladas de diferentes origens
possuem presenga do gene femA, sendo assim
nota-se que todas as cepas de Staphylococcus
aureus avaliadas multirresistentes a antibiéticos
convencionais e resistentes a oxacilina pos-
suem o mesmo gene.
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Nota-se que o método de PCR é alta-
mente eficiente e os métodos moleculares sédo
cada vez mais recomendados para identificacdo
de micro-organismos. Com perspectivas futuras
pretende-se verificar a analise da diversidade
genética entre os isolados identificados como
Staphylococcus aureus utilizando para tal méto-
do de analise de polimorfismo RAPD-PCR.
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