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Capitulo 18

Presenca do gene blaZ em isolados de Staphylococcus aureus resistentes a Beta-lactamicos
provenientes de leite e queijo

Laura Francielle Ferreira Borges*!; Ester Dias Xavier?, Edmara Andrade Macedo Cruz®;Cintya
Neves de Souza*; Geziella Aurea Aparecida Damasceno Souza®; Demerson Arruda Sanglard®

Resumo

Responsavel por grandes perdas econdmicas relacionadas a producéo de leite, a mastite bovina possui
como um de seus principais causadores da doenca a bactéria Staphylococcus aureus. Para seu controle
sdo utilizados diversos antibidticos, destacando-se o da classe de beta-lactdmicos, que quando
aplicados de maneira indiscriminada podem levar seus residuos para o leite e conferir resisténcia
bacteriana. Assim, objetivou-se rastrear o gene blaZ responsavel pela resisténcia a beta-lactamico em
S. aureus. Vinte e um S. aureus resistentes a beta-lactamicos oriundos de leite de vacas com mastite
subclinica, e trés provenientes de amostras de queijo, foram submetidos a verificacdo da presenca do
gene de resisténcia a penicilina (beta-lactdmicos) blaz, por meio da técnica de PCR (Reagdo em
Cadeia da Polimerase). O gene blaZ com amplicons de 377 pares de bases esteve presente em 25%
das bactérias. O blaZ ¢ um dos genes responsaveis pela producdo de beta-lactamase, enzima que atua
na degradacdo do anel beta-lactdmico do antibidtico, sendo responsavel pela resisténcia bacteriana.
Os resultados sugerem que o gene blaZ conduz a resisténcia de bactérias da espécie S. aureus aos
antibidticos beta-lactamicos, porém ndo é a Unica forma de deteccdo genotipica dessa resisténcia,
sendo necessario novas pesquisas de rastreamento de outros genes ou outros mecanismos de
resisténcia microbiana.
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Introducéo

Ocasionando severas perdas econémicas para a industria de laticinios, a mastite bovina tem
como um dos principais patégenos a bactéria Staphylococcus aureus. Para o controle da doenca, séo
utilizados diversos antibidticos, que utilizados de maneira indiscriminada podem gerar bactérias
resistentes com potencial de transferéncia dessa resisténcia para outras bactérias, incluindo espécies
diferentes.

A maioria dos antibioticos que a bactéria S. aureus é resistente pertence a classe dos beta-
lactdmicos. Os beta-lactdmicos sdo uma extensa classe de antibioticos, o qual inclui a penicilina e
seus derivados que contém um anel beta-lactdmico em sua estrutura molecular. Estes medicamentos
agem por meio da inibicdo da sintese da parede celular das bactérias, impedindo a ligacdo cruzada
dos peptideoglicanos, substancia que confere protecdo ao microrganismo (LEE et al., 2012).

O principal mecanismo de resisténcia bacteriana a estes antibidticos é atraves da producao de
beta-lactamases, que sdo enzimas que atuam degradando o antimicrobiano através de uma reacao de
hidrolise, sendo o gene blaZ o responsavel pela producdo destas enzimas (MACEDO et al., 2005).

A resisténcia bacteriana aos mais diversos antimicrobianos tem se tornado recorrente e leva a
dificuldades no tratamento de enfermidades comuns, sendo assim uma grande preocupacao a saude
tanto dos animais quanto dos consumidores de seus produtos (PEREIRA; SCUSSEL, 2017).

O objetivo do presente estudo foi através de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), detectar

a presenca do gene blaZ em S. aureus provenientes de leite e queijo.

Material e métodos

Vinte e quatro isolados da bactéria Staphylococcus aureus resistentes a diversos antibioticos
da classe dos beta-lactamicos (21 provenientes de amostras de leite de vacas com mastite subclinica
e 3 amostras isoladas de queijos), previamente identificados por meio da técnica de PCR (OLIVEIRA
et al., 2016; XAVIER et al., 2017) foram ativados em meio TSB e submetidos a extracdo de DNA
pelo método de digestdo por proteinase K, seguidas por fenol-cloroférmio conforme protocolo
proposto por Gu et al., (2004) e analisados quanto a presenca do gene blaZ.

Para o rastreamento do gene blaZ de resisténcia a beta-lactamicos, forma utilizados os primers
blaZF5’-TTAAAGTCTTACCGAAAGCAG-3’ e blaZR 5-TAAGAGATTTGCCTATGCTT-3’,
sintetizados pela Integrad DNA Technology USA (OLSEN et al., 2006; BAGCIGIL et al., 2012). O

controle dos testes foi utilizado a cepa padrdo Staphylococcus aureus ATCC 43300. As reagdes foram
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realizadas em um mix contendo 3,5ul MgCly, 1,0ul DNTP, 0,1ul Taq polimerase Ludwig, 12,9ul H.O
estéril, 1,0ul de cada primer, 2,5ul Tris e 3ul de cada DNA bacteriano (50ng/uL), totalizando um
volume final de 25,0ul. As condi¢des do termociclador foram utilizadas conforme proposto por Olsen
et al., 2006 e Bagcigil et al., 2012 com modificacGes. A eletroforese do produto da amplificacao foi

realizada em gel de agarose a 1,5% corado com gel rede os resultados fotodocumentados.

Resultados e discussao

O gene blaZ esteve presente em 25% dos Staphylococcus aureus resistentes a beta-lactamicos
avaliados. As pequenas diferengas no padrdo (tamanho) das bandas quando comparadas ao controle
ocorrerem devido a presenca de pequenas mutacdes que podem estar presentes (Figura 1). Porém essa

diferenca ndo determina a possibilidade de outro gene que néo o blaZ.

Figura 1 - PCR para identificagdo do gene blaZ sobre as amostras de Staphylococcus aureus isoladas

de leite mastitico e queijos.

MMC+1 2 3 4567 8 97 1MN1213

M 14 15 1617 18 1920212223 24

Legenda: M: Marcador de massa molecular DNA de 100 pares de base (Cellco); Linhas 1 a 21: S. aureus provenientes
de leite. Linha 22 a 24: S. aureus provenientes de amostras de queijo. A linha C+ representa o controle positivo (S. aureus
ATCC 43300). Gel de agarose a 1,5%.
Fonte: Dos autores, 2019.

A resisténcia fenotipica previamente detectada nos isolados de S. aureus avaliados ndo esta
necessariamente ligada a presenca do gene blaZ, pois ndo foram todos os isolados que apresentaram
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a amplificagdo de 377pb correspondente ao gene blaZ. Martini et al. (2017), em seu estudo de
caracterizagdo da resisténcia de S. aureus aos antimicrobianos penicilina e tetraciclina, também néo
encontraram o gene blaZ em todos os seus isolados, mas em mais de 90% deles. Ja Ferreira et al.
(2017) detectou o gene em todos os seu isolados de S. aureus fenotipicamente resistentes a penicilina.

Quando se trata de resisténcia a antibidticos, um dos fatores a ser observado, é a presenca de
genes de resisténcia nos micro-organismos presentes, que por ventura podem ser expressos e vir a
bloquear a acdo dos produtos (VIEIRA et al., 2018). A baixa porcentagem de positivos para 0 gene
blaZ neste experimento indica que pode-se haver outros genes responsaveis pela resisténcia
bacteriana aos antibioticos beta-lactamicos.

A resisténcia fenotipica previamente detectada nos isolados de S. aureus pode além de outros
genes, também ter sido causada por pontos de mutacdo ou por formacdo de biofilmes (YANG et al.,
2015)

A deteccdo do gene blaZ foi observada por Olsen et al. (2006), em 143 isolados de S. aureus
resistentes a penicilina. Os mesmos autores sugerem que o gene blaZ seria um mecanismo de
resisténcia em Staphylococcus, ja que ele foi detectado tanto em S. aureus, quanto em Staphylococcus
coagulase negativo. Esse gene pode ainda estar localizado tanto cromossomicamente como em
plasmideos. (BACILGIL et al., 2012).

A importancia da identificacdo de genes de resisténcias das amostras coletadas de leite e
queijo esta relacionada a seguranca alimentar, pois estd ligada a capacidade da bactéria na
transferéncia desses genes. O estudo de Olsen et al. (2006), afirmam que as espécies de
Staphylococcus presentes no mesmo microambiente podem passar 0 gene blaZ uma a outra se 0s
fatores bacterianos forem atendidos. No mesmo estudo € retratado que as Staphylococcus coagulase
negativa podem ser reservatorios de genes de resisténcia para S. aureus mostrando a importancia de
estudos de outros genes de resisténcia em estirpes de S. aureus bem como em outras espécies que

possam estar presentes no leite e seus derivados.

Conclusdo

Com este estudo detectou-se a presenca do gene blaZ em 25% das cepas de S. aureus
resistentes a beta-lactamicos sendo assim, um mecanismo de resisténcia a essa classe de antibidtico.
A auséncia do gene nos demais isolados fenotipicamente resistentes a beta-lactamicos pode ser
atribuida a outros mecanismos de expressao de resisténcia. Os resultados mostram a necessidade de

mais pesquisas de rastreamento dos possiveis genes que possam estar relacionados ao mecanismo de
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resisténcia bacteriana a antimicrobianos, ja que esses podem ser transferidos por recombinacéo

genética a outras cepas ou espécies.
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