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Capitulo 19

Uso da PCR para detecc¢do dos genes mecA e mecA Lcazs1 em Staphylococcus aureus isolados
de leite mastitico no norte de Minas Gerais
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Resumo

O uso de antibidticos € um método para o controle de doencas intramamarias, porém 0 Uuso
indiscriminado destes medicamentos pode selecionar cepas resistentes prejudicando a eficiéncia do
tratamento. Apesar de ndo ser comumente aplicada ao tratamento de mastites, a meticilina tém sido
identificadas em rebanhos leiteiros, tornando-se alerta para a satde publica. A identificacdo fenotipica
de resisténcia a meticilina é realizada com testes de sensibilidade a oxacilina e cefoxitina e
genotipicamente utilizando a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). O presente estudo verificou a
presenca dos genes mecA e mecA Leazs1 eém 19 isolados de Staphylococcus aureus provenientes de
amostras de leite mastitico de rebanhos do norte de Minas Gerais. Os isolados previamente
identificados e resistentes a oxacilina e cefoxitina foram submetidos a extracdo de DNA. Apds a
extracdo os DNAs foram submetidos a reacdo em cadeia polimerase (PCR) para pesquisa dos genes
mecA e mecA Leazs1. Os amplicons foram visualizados em gel de agarose a 1,5% e fotodocumentados.
Os genes ndo foram identificados nos isolados em estudo, no entanto a auséncias destes ndo descarta
a possibilidade da presenca de outros genes de resisténcias nas propriedades em estudo, bem como a
possibilidade de veiculacdo de clones resistente para humanos.
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Introducao

A mastite bovina é caracterizada como processo inflamatorio da glandula mamaria,

considerada como principal doencga que gera prejuizos econdémicos a pecuaria leiteira, em virtude da
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reducdo da quantidade e pela alteracdo na qualidade do leite produzido, ou até pela perda total da
capacidade secretora da glandula maméria (SILVA, 2008). O uso de antibidticos no controle das
infeccdes intramamarias e na eliminacdo de provaveis fontes de infeccdo nas fazendas leiteiras
constitui uma importante método de controle. Entretanto, o uso inadequado de antibidticos no
tratamento da doencga pode selecionar cepas resistentes e prejudicar a eficiéncia do tratamento
(MENDONCA et al., 2012).

Staphylococcus aureus € o principal agente etioldgico identificado em maior frequéncia como
causador de mastite bovina e € considerado um patdgenos que apresentam um grande risco a salde
publica, com capacidade de acumular diversos mecanismos de resisténcia a muitos compostos
disponiveis clinicamente, incluindo os antibioticos do grupo beta-lactamicos.

A meticilina, um dos compostos do grupo beta-lactamicos, que apesar de ndo ser geralmente
utilizadas no tratamento de mastites, cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) tém sido
identificadas em fazendas leiteiras (PATERSON; HARRISON; HOLME, 2014) tornando-se
preocupante em termos de saude publica, pois cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA) sdo comumente identificadas como causadoras de infec¢bes hospitalares, até mesmo nas
unidades de terapia intensiva (UTI) (SILVA; ALCANTARA; MOTA, 2018). A transmissdo
horizontal de MRSA entre bovinos leiteiros e trabalhadores das fazendas relatado na literatura sugere
que o contato entre seres humanos e animais e vice-versa pode favorecer a transmissao de tais cepas
(SILVA; ALCANTARA; MOTA, 2018).

A resisténcia de Staphylococcus spp. a beta-lactdmicos, a exemplo da meticilina, ocorre pela
producdo de beta-lactamase ou pela modificacdo no sitio de acdo dos beta-lactamicos (SILVA;
ALCANTARA; MOTA 2018). A identificacdo fenotipica de resisténcia a meticilina é realizada em
testes de sensibilidade a oxacilina e cefoxitina (CLSI, 2015). A nivel molecular a resisténcia a
meticilina pode ser detectada utilizando a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) por meio da
amplificacdo dos genes mecA e mecC (SILVA; ALCANTARA; MOTA 2018), recentemente foi
detectado um homadlogo do mecA, o0 mecAicazs: (GARCIA-ALVAREZ et al.,2011).

Objetivou-se no presente estudo verificar a presenca dos genes mecA e mecAL251 em
Staphylococcus aureus provenientes de amostras de leite mastitico de rebanhos do norte de Minas

Gerais.
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Material e métodos

Foram utilizados 19 isolados de Staphylococcus aureus, oriundas de amostras de leite de vacas
com diagnosticadas com mastite subclinica, coletadas de acordo com os principios éticos de Etica e
Experimentagdo Animal (CEUA) com o protocolo °145/2013 da Universidade Federal de Minas
Gerais, pertencentes a bacterioteca do Laboratdrio de Sanidade Animal localizado no Centro de
Pesquisa em Ciéncias Agrarias da UFMG (CPCA- ICA/UFMG).

Os isolados utilizados foram previamente identificados por analise proteémica MALDI TOF
(ASSIS et al., 2017) e PCR (XAVIER et al., 2017) e testados quanto ao perfil de sensibilidade aos
antibioticos oxacilina (1pug) (Cecon) e cefoxitina (30ug)(Laborclin) (CLSI, 2015). Os isolados foram
ativados em meio TSB a 37 °C por 24 horas e, apés verificada a sua pureza, foram submetidas a
extracdo de DNA pelo método de digestdo por proteinase K, seguidas por fenol-cloroférmio conforme
protocolo proposto por Gu et al., (2004) com adaptacoes.

A presenca dos genes mecA e mecA Lcazs1 foram determinados pela técnica de PCR utilizando
os primers sintetizados pela Integrad DNA Technology USA. As reacdes foram realizadas em um mix
contendo 1x Tampdo da Taq do kit Kappa PCR, 3,5 pL de MgCI2 (2,5mM), 2,5 puL de Tris,
deoxinucleotideos (1uM), 0,1 ul de Taq Polimerase Kappa (0,5U), 1,0 uL de cada primer e 3 pL
(50ng/puL) de DNA bacteriano em um volume final de reacéo de 25 pL.

Para verificar a presenca do gene mecA utilizou-se os primers MECAF 5’-
AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3> ¢ MECAR 5 -AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3’,
resultando em um amplicon de 533 pares de base. As rea¢fes ocorreram em termociclador, com um
ciclo inicial de desnaturacdo a 94°C durante 3 minutos, seguidos de 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C
por 1 minuto, temperatura de anelamento a 55°C por 1 minuto, e uma extenséo a 72°C por 10 minutos
e uma extensdo final de 10 minutos (SILVA, 2008).

Para 0 gene  mecArcaxs:  Utilizou-se os  primers MECALG251F  5°-
TCACCAGGTTCAACIY]CAAAA-3’ e MECALG251R 5-
CCTGAATC[W]GCTAATAATATTTC-3’, amplificando uma banda de 344 pares de base. As
condicdes de amplificacdo foram as seguintes: um ciclo de desnaturacéo inicial a 94°C durante 5
minutos seguidos de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, temperatura de anelamento a
55°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 2 minutos e uma extensdo final de 5 minutos (GARCIA-
ALVAREZ et al., 2011).
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A bactéria utilizada como controle para ambos os genes foi S. aureus ATCC 43300. Os
amplicons dos genes descritos foram visualizados em gel de agarose a 1,5% corados com Gel Red e

fotodocumentados.

Resultados e discussao

Embora fenotipicamente tenha sido observado que as cepas foram resistentes a oxacilina e
cefoxitina, a presenca dos genes mecA e mecA Leazs1 nao foram verificados nas analises efetuadas
conforme a Figura 1. A partir da PCR 16S rDNA ribossomal de bactéria verificou-se que o DNA
extraido apresentava qualidade, certificando que ndo ocorreu falhas técnicas durante a extracdo de

DNA, bem como a presenca dos genes nos controles positivos validam a PCR realizada

Figura 1 — Deteccdo dos genes mecA(A) e mecA Lcazs: (B) por PCR em Staphylococcus aureus

isoladas de leite mastitico no norte de Minas Gerais
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Legenda: M: Marcador de massa molecular DNA de 100 pares de base (Cellco); Linhas 1 a 19: Isolados de leite de vacas
diagnosticadas com mastite subclinica. A linha 20 representa o controle positivo (cepa S. aureus ATCC 43300). Gel de
agarose a 1,5%.

Fonte: Dos autores, 2019
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Os resultados obtidos sdo compativeis com os descritos por Mendongca et al., (2012) que nédo
observaram no a presenca do gene mecA em 250 cepas de Staphylococcus sp. isolados de tetos com
mastite subclinica no Brasil, resistentes a meticilina. Os autores citam que ndo tem sido observada
correlacdo entre os perfis fenotipicos de resisténcia e a detec¢do génica, sendo necessario investigar
0s processos de regulagem e transcri¢do génica do mecA, bem como do produto dessa expresséo, PBP
2a e PBP 2b proteinas ligantes de penicilina de baixa afinidade, responsaveis pela resisténcia
antimicrobiana. No entanto, Dias, Silva e Oliveira (2011), encontraram este gene em 11% de isolados
MRSA provenientes de tanque de refrigeracdo em Minas Gerais. A divergéncia de resultados também
foi observada por Kulangara et al (2017), que estudaram leite de vacas cinco dias apds a secagem e
observaram nove isolados que apresentavam gene mecA fenotipicamente susceptivel a oxacilina,
enquanto a resisténcia fenotipica para oxacilina foi observada em sete isolados que ndo foram
positivos para mecA. Estes autores destacam a necessidade de considerar conjuntamente o nivel perfil
molecular e perfil antimicrobiano de estafilococos em bovinos leiteiros como um aspecto importante
dos estudos epidemioldgicos para 0 manejo terapéutico em bovinos e em humanos.

Nenhum trabalho no Brasil relatou a pesquisa do gene mecA rcaz2s1, hdo sendo possivel
confrontar os resultados entre estudos. Diaz et al. (2016) publicaram estudo de metandlise indicando
uma baixa prevaléncia deste gene entre o0s MRSA e destacam a importancia de monitorar a
epidemiologia dessa forma variante emergente, ja que ela é resistente a praticamente todos 0s
antibidticos beta-lactamicos.

Concluséo

Os gene mecA e mecA Leazs1 ndo foram identificados nos isolados em estudo, no entanto, a
auséncias destes ndo descarta a possibilidade da presenca de outros genes de resisténcia nas
propriedades em estudo, bem como a possibilidade de veiculacéo de clones resistentes para humanos.
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