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RESUMO

O conhecimento dos fatores de viruléncia de Staphylococcus aureus € fundamental para o
desenvolvimento de estudos epidemioldgicos, uma vez que evidenciam o potencial de
patogenicidade de cepas envolvidas na mastite bovina, e possiveis alvos para o
desenvolvimento de vacinas. O objetivo central do trabalho foi associar os perfis genotipicos e
fenotipicos, com a tipagem por spa Typing nos isolados de S. aureus de leite bovino, de forma
a reunir evidéncias sobre a frequéncia dos genes ligados aos fatores de viruléncia, e suas
possiveis relacbes na determinacdo da mastite. De forma especifica foram observadas
correlagdes entre os resultados do spa Typing, com a formacéo de biofilme e de resisténcia
antimicrobiana, assim como as combinagdes entre os spa tipos com a frequéncia de genes
promissores ao desenvolvimento de vacinas, as leucotoxinas, 0s superantigenos e o gene do
transportador da lactose. De 56 animais com infeccao intramamaria subclinica e clinica, foram
coletadas amostras de leite e das fossas nasais, com posterior confirmagéo de S. aureus por
métodos microbioldgicos, bioquimicos e PCR do gene nuc. Para identificacdo do painel dos
fatores de viruléncia de S. aureus foram selecionados genes de regulacdo, producéo de biofilme,
resisténcia antimicrobiana, proteinas candidatas ao desenvolvimento de vacinas, leucotoxinas,
superantigenos e do transportador da lactose. O fendtipo de formacdo de biofilme e a
concentracdo inibitéria minima de dez antimicrobianos criticamente importantes para uma
salde unica também foram avaliados. As varia¢cBes no gene da proteina A dos isolados de S.
aureus foram avaliadas por spa Typing. Nos resultados houve amplificacdo simultanea de agr,
operon icaABCD e gene bap em 42,2% dos isolados. O fendtipo fracamente aderente para
formacao de biofilme foi identificado em 86,2% dos isolados e a multirresisténcia foi detectada
em 18,4%. O gene IUKED esteve presente em 90,4% dos isolados e pode ser um mecanismo
eficiente de manutencao do patdgeno na glandula mamaria, enquanto o pvl foi identificado em
0,9%. Nenhum superantigeno avaliado (sea, seb, secl e tst) foi identificado nos rebanhos e o
gene transportador da lactose foi observado em 99,7% dos isolados. A presenca dos genes sdrE,
isdH, eno, fusA, pgk, cysS, atpF e dapE foi frequentemente observada nos rebanhos, sugerindo
gue sdo conservados e adequados para futuros inquéritos epidemioldgicos que buscam alvos
génicos codificadores de antigenos, para as vacinas contra a mastite bovina causada por S.

aureus.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, spa Typing, fatores de viruléncia, resisténcia,

vacinas, leucotoxinas, lactose, leucotoxinas.



ABSTRACT

The knowledge of the virulence factors of Staphylococcus aureus is essential for the
development of epidemiological studies, as they show the potential pathogenicity of strains
involved in bovine mastitis, and possible targets for the development of vaccines. The main
objective of the work was to associate the genotypic and phenotypic profiles, with typing by
spa Typing in S. aureus isolates from bovine milk, to gather evidence on the frequency of genes
linked to virulence factors, and their possible relationships in the determination of mastitis.
Specifically, correlations were observed between the results of the spa Typing, with the
formation of biofilm and antimicrobial resistance, as well as the combinations between the spa
types with the frequency of promising genes for the development of vaccines, leukotoxins,
superantigens and the gene of the lactose carrier. From 56 animals with subclinical and clinical
intramammary infection, samples of milk and nasal cavities were collected, with subsequent
confirmation of S. aureus by microbiological, biochemical and nuc gene PCR. To identify the
panel of S. aureus virulence factors, regulatory genes, biofilm production, antimicrobial
resistant, candidate proteins for vaccine development, leukotoxins, superantigens and the
lactose transporter were selected. The biofilm formation phenotype and the minimal inhibitory
concentration of ten antimicrobials critically important for unique health were also evaluated.
Variations in the protein A gene of S. aureus isolates were evaluated by spa Typing. The results
showed simultaneous amplification of agr, icaABCD operon and bap gene in 42.2% of the
isolates. The weakly adherent phenotype for biofilm formation was identified in 86.2% of the
isolates and multidrug resistance was detected in 18.4%. The IuKED gene was present in 90.4%
of the isolates and can be an efficient mechanism for maintaining the pathogen in the mammary
gland, while pvl was identified in 0.9%. No evaluated superantigen (sea, seb, secl and tst) was
identified in the herds and the lactose transporter gene was observed in 99.7% of the isolates.
The presence of the sdrE, isdH, eno, fusA, pgk, cysS, atpF and dapE genes was frequently
observed in herds, suggesting that they are conserved and suitable for future epidemiological
surveys seeking antigen-coding gene targets for vaccines against bovine mastitis caused by S.

aureus.

Keywords: Staphylococcus aureus, spa Typing, virulence factors, resistance, vaccines,

lactose, leukotoxins.
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gPCR - PCR em tempo real

RNA -Acido ribonucléico

S. aureus - Staphylococcus aureus

SAg - Toxinas superantigénicas

SaPlI - llhas de patogenicidade de Staphylococcus aureus
sarA - Gene regulador acessorio estafilococico
SCCmec - Staphylococcal cassette chromosome mec
sdrE - Serine-aspartate repeat protein E

sdrD - Serine-aspartate repeat protein D

SDD - Succinil diaminopimelato desuccinilase

SE - Staphylococcal enterotoxins

spa - Staphylococcus protein A gene

ST - Sequéncia tipo

SUT - Sulfametoxazol + Trimetoprima

TET — Tetraciclina
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INTRODUCAO GERAL

A mastite bovina representa uma das doencas mais comuns que afetam a producéo leiteira
mundial, sendo responsavel pela diminuicdo da quantidade e da qualidade do leite produzido
(RUEGG, 2017). Staphylococcus aureus vem sendo considerado como uma das principais
causas de infecgdes intramamarias (I1M) em bovinos (TENHAGEN et al., 2006), além de
representar importantes perdas econdmicas na indudstria de laticinios e potenciais prejuizos
sobre o bem-estar e a longevidade do gado (DE VLIEGHER et al., 2012).

A andlise molecular e a patogénese sugerem que o hospedeiro ancestral de Staphylococcus
aureus seria 0 homem (NG et al., 2009) e os dados filogenéticos estimam uma origem entre
25.000 a 142.000 anos (WEINERT et al., 2012). O relato da primeira transmissédo de S. aureus
isolado de humanos para bovideos ocorreu ha 5.512 anos, periodo que corresponde a expansao
da agricultura em todo o Velho Mundo (GRACE; FETSCH, 2018).

Em humanos, estudos de vigilancia epidemioldgica em varios centros de pesquisa demonstram
que as doengas estafilococicas tém ocorrido de maneira dindmica, apresentando mudancas
significativas (CHAMBERS; DELEO, 2009).

Estudos anteriores sobre o genoma de S. aureus mostraram uma regularidade cromossémica,
de forma que alguns genes foram conservados em todas as cepas, enquanto outros
apresentaram-se variaveis (LINDSAY; HOLDEN, 2004). Os genes centrais e acessorios

correspondem a cerca de 75% e 25% do genoma bacteriano de S. aureus, respectivamente.

Os genes centrais sdo geralmente associados ao metabolismo e outras fungdes de manutencéo,
comuns a todas as cepas. O genoma acessorio representa o contedo mais variavel dos genes,
0s mobile genetic elements (MGE) que podem ter sido introduzidos por transferéncia horizontal
(MAGRO et al., 2017). A esta porcdo pertencem os genes localizados em ilhas de
patogenicidade, fagos, plasmideos, transposons e staphylococcal cassette chromosome mec
(SCCmec) (LINDSAY; HOLDEN, 2004). Em particular, os SCC abrigam genes de resisténcias
a meticilina, e outros mecanismos de resisténcia em S. aureus (ITO et al., 2003). As
distribuicbes dos MGEs sdo frequentemente associadas as linhagens e cepas, visto que cada
uma possui um Unico Saul (sistema de restricdo e modificacdo) que limita a transferéncia
horizontal de genes (WALDRON; LINDSAY, 2006).

Durante as fases da infeccdo intramamaria (IIM) por S. aureus existe uma expressao

diferenciada dos fatores de viruléncia, e a maior parte estad sobre o controle de reguladores
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globais como o accessory gene regulatory (Agr). A dindmica destes reguladores modula a 11M,
principalmente pelo mecanismo, quorum sensing, via locus agr (BAl; RAI, 2011).

A formacdo de biofilme em S. aureus esta sob o controle de dois loci genéticos, um regulador
acessorio estafilococico (sarA) e o sistema AGR (SHENKMAN et al., 2001; ZHANG et al.,
2018) que atuam sobre o operon icaABCD e o gene bap (LASA; PENADES, 2006). A
expressdo do operon permite a codificacdo da adesina intercelular polissacaridica (PIA),
descrita como a principal molécula de adesdo (JOO; OTTO, 2012), e o gene bap produz a
proteina de associacdo ao biofilme (Bap). O processo de formacéo do biofilme ocorre de forma
complexa e depende de vérios fatores, como disponibilidade de nutrientes, valor de pH, nivel
de oxigénio e propriedades de superficie (OTTO, 2018).

O impacto da resisténcia e a eliminacéo dos biofilmes vem despertando um conhecimento mais
aprofundado do termo Satde Unica que inclui humanos, animais e ambiente. A resisténcia aos
antimicrobianos representa no cenario mundial, uma preocupacdo, visto que 0s MGEs sao

transmitidos na contramao do desenvolvimento das medicagdes.

Em geral, a resisténcia antimicrobiana pode ser determinada pela inativacdo do farmaco por
enzimas e modificacdes nos receptores da célula, sendo o aparecimento destes fatores ligados
a mutagdes, transducdo, transformacéo e conjugacdo génica. A mastite subclinica vem sendo
a forma mais frequente de S. aureus causar infeccBes que tendem a tornar-se cronicas e dificeis

de erradicar por terapias antimicrobianas convencionais (MITRA et al., 2013).

As vacinas comerciais para o enfrentamento da mastite bovina tém apresentado baixa protecdo
e alcance da cura, além de elevado custo-beneficio. Varios fatores que contribuem para a falta
de protecéo incluem alvos inadequados, alta diversidade entre as cepas, variagdo da resposta
imune de vaca para vaca e falha no processo que desencadeia a resposta imune apropriada para
protecdo contra um patégeno altamente complexo (COTE-GRAVEL; MALOUIN, 2018).

A avaliacdo de genes relacionados as proteinas de superficie celular, essenciais para o
desenvolvimento do processo infeccioso, assim como de proteinas citosélicas, pode ser
determinante no desenvolvimento de vacinas contra a mastite por S. aureus. Apesar de as
proteinas de superficie serem consideradas cruciais para a prevencdo de novas infecgdes
(GONG et al., 2010; PROCTOR, 2012), as proteinas do citosol de S. aureus, também sao
importantes antigenos que nao podem ser descartados na prevencéo e cura do animal (CUNHA,
2015) nas 1IM.
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Desta forma, a anélise da frequéncia dos genes serine-aspartate repeat protein D and E (sdrD
e sdrE), Iron regulated surface determinant H (isdH) (ROSA, 2016), enolase (eno), FOF1 ATP
synthase subunit « (atpF), elongation factor G (fusA), cisteinil-tRNA sintetase (cysS),
phosphoglycerate kinase (pgk) e succinyl-diaminopimelate desuccinylase (dapE) (CUNHA,
2015), em rebanhos bovinos pode auxiliar na escolha adequada de alvos vacinais.

As staphylococcal enterotoxin (SE, produtoras de émese em primatas) e SEls (enterotoxinas-
like, ndo produtoras de emese ou ndo testadas) podem ser separadas em grupos evolutivos, com
base na comparacdo das sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos (FISHER et al., 2018).
Usualmente, ainda sdo classificadas em enterotoxinas (SE) classicas (SEA-SEE), por
remeterem a maioria dos relatos mundiais das intoxicacdes, e 0s novos tipos (SEG-SEIY) que
podem ter casos subnotificados por caréncia de testes de deteccdo. No total, ja& foram
identificadas 27 enterotoxinas produzidas por S. aureus (SCHWENDIMANN et al., 2020),
sendo no geral, SEA a mais frequente nas ocorréncias de surtos alimentares (ALJASIR;
D’AMICO, 2020).

Este grupo de superantigenos vem sendo caracterizado, na maioria das vezes, pela estabilidade
térmica e persisténcia as condi¢Bes adversas do trato gastrointestinal humano, podendo levar a
quadros de intoxicacao graves e ocasionalmente fatais (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003).

As leucotoxinas representam uma familia de proteinas formadoras de poros, principalmente nas
células fagociticas, e sdo consideradas fatores de viruléncia de S. aureus. A participacdo de
leucotoxinas, como as bi-componentes LUKE-D e a Panton Valentine (PVL), na colonizacdo da
glandula maméria de bovinos, vem permitindo que o microrganismo escape do sistema imune
com maior eficiéncia. O gene IukE-lukD esta localizado na ilha de patogenicidade,
SapIn3/Saplm3 (KURODA et al., 2001), enquanto a aquisi¢do do locus luk-PV foi atribuida a
acao lisogénica de bacteriofagos (KANEKO et al., 1997). As ilhas de patogenicidade de S.
aureus (SaPlIs) sdo um tipo de MGE que desempenham um papel significativo na patogénese e
viruléncia, muitas vezes sem o limite de barreiras de género e espécie, nas transferéncias de

genes.

A avaliacdo da frequéncia da enzima Ell, especifica para o transporte da lactose de S. aureus,
pode indicar uma estreita relacdo sobre o metabolismo de carboidratos da bactéria, uma vez que
participa da etapa de crescimento, e pode ser considerada um fator de viruléncia do
microrganismo (SHARER et al., 2010).
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Os fatores de viruléncia e perfil de resisténcia antimicrobiana dos isolados de S. aureus, aliados
aos spa tipos, permitiram que as cepas fossem agrupadas em conjuntos clonais, e assim puderam
ser comparadas, quanto as diferencas e similaridades. A técnica utiliza a regido X da proteina
A e produz resultados robustos, custos reduzidos, rapida execucdo, e ainda aplicagdes em

estudos macroepidemioldgicos e evolutivos (O’HARA et al., 2015).

O objetivo central do trabalho foi associar a tipagem por spa Typing aos resultados genotipicos
e fenotipicos de formacéo de biofilme e resisténcia antimicrobiana, assim como relacionar os
spa tipos com a frequéncia de genes promissores ao desenvolvimento de vacinas, leucotoxinas,
superantigenos e do transportador da lactose em isolados de S. aureus provenientes de mastite

bovina.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

Caracterizar genotipicamente e fenotipicamente alguns fatores de viruléncia, perfis de
resisténcia antimicrobiana e variantes clonais de S. aureus, aliado a verificacdo da frequéncia

de genes promissores ao desenvolvimento de vacinas.
Obijetivos especificos

Avaliar os isolados de S. aureus provenientes de amostras de leite e de swab nasal de vacas

infectadas, portadoras de mastite subclinica e clinica, de forma a:

e identificar a distribuicdo dos spa tipos e fatores de viruléncia dentro e entre rebanhos
leiteiros de Minas Gerais;

e comparar 0s spa tipos com genétipo e fenétipo da formacéo de biofilme e da resisténcia
antimicrobiana;

e avaliar a frequéncia dos genes que codificam as enterotoxinas e leucotoxinas, entre 0s
spa tipos;

e investigar a presenca do gene transportador da lactose;

e identificar a frequéncia de genes potencialmente ligados ao desenvolvimento de

vacinas, nos diferentes spa tipos.
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CAPITULO 1

Tipagem fenotipica e genotipica de Staphylococcus aureus isolados de leite e swab nasal de

bovinos associados a formacéo de biofilme e resisténcia antimicrobiana
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1. INTRODUCAO

As bactérias sdo organismos procariontes e unicelulares que ndo possuem membrana nuclear
ou organelas membranosas. Staphylococci tem a parede celular tipica das bactérias Gram
positivo. Desde o ano 1890, Staphylococccus aureus vem sendo isolada de glandulas bovinas
inflamadas (DIVERS; PEEK, 2008).

A familia Staphylococcaceae abriga microrganismos que morfologicamente se apresentam
como cocos, organizados como se fossem cachos de uvas, aos pares ou isolados. Algumas
caracteristicas, como a anaerobiose facultativa, imobilidade, auséncia de esporos, teste de Gram
positivo e presenca das enzimas catalase e coagulase, auxiliam na identificacdo das espécies,

como no caso de S. aureus.

S. aureus possui um unico cromossomo circular de aproximadamente 2,8 Mega bases que
codifica cerca de 2.600 genes, com contetudo de GC de 32,8%. Ainda, segundo ZUBAIR et al.
(2015) existe uma variabilidade significativa nos genomas, sendo a maior parte pela presenca
ou auséncia de elementos genéticos acessorios, incluindo multiplos profagos, transposons e

plasmideos.

Mundialmente, as IIM causadas pela presenca de S. aureus tém sido responsaveis pelas maiores
perdas econdmicas nas exploragdes bovinas leiteiras, (SCHLEGELOVA et al., 2003) e,
segundo KLEIN et al. (2012) corresponderam a aproximadamente 30% de todos os casos de
mastite bovina. O patégeno atua como a principal bactéria causadora da mastite bovina
contagiosa (HATA et al., 2010), e embora ja tenha sido isolada de outros sitios anatdbmicos
extramamarios, como também no ambiente de fazendas leiteiras, a glandula mamaria em
lactacdo vem sendo o seu principal reservatério (SMITH et al., 2005a, 2005b). Em rela¢do a
outras fontes do patdgeno, a presenca de cepas de S. aureus foi identificada por SANTOS et al.
(2020), a partir de amostras coletadas da fossa nasal, e também do leite de vacas com mastite
subclinica.

A mastite clinica pode ser definida como a inflamacéo de pelo menos um quarto mamario, com
alteraces macroscopicas no leite, além de possiveis mudancas clinicas locais e sistémicas, em
virtude da resposta inflamatdria. Na mastite subclinica, apesar de a inflamacéo estar presente,
ndo existem mudancas visiveis no estado do animal e no leite (BLOWEY; EDMONDSON,
2010).

Na fase aguda da mastite clinica sdo rotineiramente observados sinais repentinos e graves, e na

fase cronica os sinais podem ser mais brandos e expressos por longo tempo. As formas clinica


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CCQQFjAB&url=http%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcaceae&ei=uoQhVcbJDsHbgwTw4YCYBg&usg=AFQjCNF6fyp_4lbF_dTfs8s3UXHN2Tt-8Q&bvm=bv.89947451,d.b2w
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e subclinica podem ser divididas em contagiosa e ambiental, dependendo do microrganismo

causador da 1IM, e S. aureus geralmente cursa com a mastite subclinica contagiosa.

A presenca de variacfes genotipicas nos casos de mastite clinica e subclinica nos rebanhos vem
promovendo estudos quanto a aquisicdo de resisténcia antimicrobiana, aos mecanismos de
viruléncia e ao perfil clonal de S. aureus. Destaca-se que a infec¢do intramamaria (11M)
representa inlmeras perdas para a cadeia produtiva e riscos a satde, principalmente quando o

microrganismo resiste as adversidades.

Neste sentido, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) junto a Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE) vem estabelendo critérios para categorizar os antimicrobianos quanto a
importancia que representam, e os riscos de resisténcia em favor de uma Sadde Unica (One
Health) (KLAAS; ZADOKS, 2018).

Em 2019, a OIE listou os antimicrobianos em trés categorias (criticamente importantes,
altamente importantes e de importancia veterinaria) e, somadas as recomendacdes da OMS, ha
orientacOes para os médicos veterinarios sobre a prioridade de escolha de antimicrobianos nos
tratamentos de doencas, como mastites causadas por S. aureus. O termo MRSA, S. aureus
resistente a meticilina, também ¢é utilizado para S. aureus resistente a oxacilina (ORSA), e o
isolamento de MRSA em animais foi relatado pela primeira vez em 1972, seguindo sua
detecgéo no leite de vacas com mastite (DEVRIESE et al., 1972).

A alteracdo de mecanismos de resisténcia pode ter origem variada, e geralmente, quando ocorre
por mutacdo produz uma alteracdo no sitio de acdo do antimicrobiano, enquanto a resisténcia
via aquisicdo de genes de resisténcia frequentemente envolve a inativacdo ou a destruicdo do

antimicrobiano, sendo transmitida por plasmideos e transposons (SANTOS et al., 2007).

Na formacéo do biofilme, inicialmente ocorre uma modificagdo no microambiente bacteriano
gue, na sequéncia, promove alteracdes adicionais na expressdo génica, com posterior maturacdo
do biofilme (JEFFERSON, 2004). A presenca do biofilme auxilia S. aureus a resistir as terapias
antimicrobianas (CUCARELLA et al., 2004), via controle poligénico dos genes icaABCD que
intregram o operon ica (adesdo intercelular) e do gene bap codificador da proteina de associada

ao biofilme.

Uma variedade de métodos moleculares é atualmente utilizada para tipagem de isolados de S.
aureus, dos quais a tipagem de proteina A estafilocdcica (spa) € uma das mais comuns
(SANTOS et al.,, 2020). A tipagem de spa tem sido considerada adequada nos estudos

epidemioldgicos (STEPAN et al., 2004), devido & reprodutibilidade e facil uso, além da possivel
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permuta entre os dados com o Multi-Locus Sequence Typing (MLST) que representa uma
grande melhoria (AIRES-DE-SOUSA et al., 2006).

Desta forma, a analise por sequenciamento da proteina A permite a identificacdo da natureza
clonal, e os spa tipos podem ser acompanhados e comparados, durante 0s inquéritos

epidemiologicos.

O objetivo do presente estudo foi avaliar e comparar os spa tipos de S. aureus isolados de leite

e swab nasal, associados ao fenétipo e genotipo de biofilme e da resisténcia antimicrobiana.
2. MATERIAL E METODOS
2.1 Local do estudo

O estudo foi realizado em trés municipios de Minas Gerais, estado localizado na regido Sudeste
do Brasil. Em 2019, Minas Gerais apresentou um efetivo de rebanho com 22.020.979 cabecas,
do qual 3.136.748 representavam vacas ordenhadas e uma participacdo de 27,11% na producéo
leiteira no Brasil, a maior entre os estados brasileiros (IBGE, 2020). Em 2020, alcangou 0
volume de 6.509 bilhdes de litros de leite, sendo responsavel pela maior elevagdo absoluta na
producdo no periodo, com incremento de 224 milhdes de litros em relacdo a 2019 (EMBRAPA
GADO DE LEITE, 2021).

O Estado de Minas Gerais esta dividido em 12 mesorregides, sendo o Municipio de Quartel
Geral localizado na mesorregido Central Mineira, com 3.150 vacas leiteiras, e producdo de
11.250 litros de leite/dia (IBGE, 2020). O Municipio de Prudente de Morais esté localizado na
mesorregido Metropolitana de Belo Horizonte, com aproximadamente 548 vacas leiteiras, e
producdo de 1.630 litros de leite/dia (IBGE, 2020). A mesorregido Zona da Mata representa
uma das principais bacias leiteiras do Brasil (EMBRAPA GADO DE LEITE, 2021), da qual
faz parte o Municipio de Coronel Pacheco com um efetivo de 1.706 vacas ordenhadas e
capacidade leiteira de 6.734 litros de leite/dia (IBGE, 2020).

2.2 Amostras e caracterizacdo dos rebanhos leiteiros

Para a realizacdo do presente trabalho foram incluidos isolados de S. aureus obtidos a partir de
212 amostras de leite e seis amostras de swab nasal, coletadas em quatro rebanhos leiteiros,
entre os anos de 2013 a 2015. As amostras foram incluidas por conveniéncia, a partir de um
banco de isolados, primariamente coletadas para os estudos desenvolvidos por LADEIRA
(2017) e SANTOS et al (2020), e gentilmente cedidas pelas autoras.
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No rebanho A, 12 vacas originaram 39 amostras de leite, e no rebanho B, 22 animais forneceram
82 amostras de leite. Onze animais do rebanho C contribuiram com 51 amostras de quartos
mamarios individuais e cinco amostras de swab nasal. No rebanho D foram selecionados 11
animais que forneceram 45 amostras de quartos mamarios individuais, além de uma amostra de

swab nasal.

No total do experimento, os rebanhos A, B, C e D contribuiram com 56 animais que
apresentavam 1IM por S. aureus. Foram obtidas 212 amostras de leite e 6 amostras de swab
nasal, e dependendo do nimero de episddios de IIM (clinica ou subclinica), o mesmo animal

pode ter contribuido com mais de uma coleta de amostra de leite, durante o periodo de estudo.

Na Tabela 1 encontra-se o resumo das informacdes relacionadas aos rebanhos e a coleta das

amostras que deram origem aos isolados incluidos no estudo.

Tabela 1. Municipio, vacas em lactacdo, producéo de leite e nUmero de isolados incluidos por amostras de leite e
swab nasal nos respectivos rebanhos bovinos leiteiros, para fenotipagem e genotipagem de Staphylococcus aureus

N° de N° de N° de isolados
Rebanho Municipio vacas em Pr(_)dugao de I«_elte _|solafjos incluidos do
~ litros/vaca/dia incluidos swab nasal
lactacéo 4o lei
o leite
A Prudente de Morais 164 9,1 litros/vaca/dia 39 -
B Prudente de Morais 115 10,1 litros/vaca/dia 82 B
C Quartel Geral 122 16,68 litros/vaca/dia 46 5
D Juiz de Fora 148 23,86 litros/vaca/dia 45

Em Prudente de Morais (rebanhos A e B), as coletas de leite foram realizadas nos dois sistemas
de producdo existentes da fazenda, e cada rebanho apresentava caracteristica semi-intensiva,
fechado, distinto, independente e cada ordenha funcionava em equipamento mecanico duplo
seis. Os rebanhos dos sistemas de producao A e B foram avaliados durante o periodo de lactacao
que 0s animais se encontravam, independente do estagio de producédo leiteira (LADEIRA,
2017).

Os animais eram ordenhados duas vezes ao dia, e 0 rebanho A era composto por vacas
Y Holandés-Zebu (1/2 HZ), enquanto em B as vacas eram ¥ Holandés-Gir (3/4 HZ). A coleta
composta de leite foi realizada nos quatro quartos mamarios com a retirada de 50 ml, apés o
descarte dos trés primeiros jatos iniciais. Os quartos mamarios que apresentaram quadros de
mastite clinica foram coletados individualmente (LADEIRA, 2017), e contribuiram com dez

amostras do atual estudo.

A distancia entre os municipios de Quartel Geral e Coronel Pacheco é de aproximadamente

500 km, e nestes locais situavam-se as outras duas fazendas do estudo, com os rebanhos C e D,
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respectivamente. As vacas eram mantidas em piquetes no rebanho C, e em D eram segregadas
dentro do sistema free stall. A formacéo dos lotes levava em conta a producéo leiteira dos
animais, e as ordenhas eram realizadas em sistema de fosso, linha baixa, espinha de peixe, duplo
4x4 (SANTOS et al., 2020).

Nos rebanhos C e D, as coletas de leite foram realizadas individualmente por quarto mamario
no inicio da ordenha, apds o descarte dos trés primeiros jatos, de forma asséptica. Inicialmente
estes rebanhos apresentavam histdricos de 24,80% e 15,75% das vacas leiteiras em lactagédo

com IIM por S. aureus, respectivamente (SANTOS et al., 2020).

Para verificacdo de possiveis sitios anatbmicos extramamarios de S. aureus, amostras de swab
nasal dos rebanho C e D foram coletadas, conforme protocolos descritos em trabalhos anteriores
(MATOS et al., 1991; ANDERSON et al., 2012; SANTOS et al., 2020).

Foram realizadas analises bacterioldgicas das amostras de leite dos rebanhos A e B (LADEIRA,
2017), e das de leite e swab nasal dos rebanhos C e D (SANTOS et al., 2020). Apds as
avaliac@es bacterioldgicas, todos os isolados de S. aureus foram mantidos em freezer a -20° C,
até o momento de utilizacdo nos atuais experimentos. As analises da contagem de células
somaticas (CCS) individual dos animais foram realizadas no Laboratério de Analise da
Qualidade do Leite (LabUFMG), pelo principio da citometria de fluxo (ISO, 2006). Para
definicdo da alta CCS considerou-se o valor > 2,0 x 10° células/mL (SCHUKKEN et al., 2003).

2.3 Critério de inclusdo dos isolados

As amostras do banco de isolados encontravam-se acondicionadas individualmente, em
microtubos de 1,5 mL, contendo 1,0 mL de caldo BHI e 100 pL de glicerol, mantidos em freezer
-80° C até o momento de utilizacdo dos atuais experimentos. Das 232 amostras testadas
inicialmente foram incluidos 218 isolados de S. aureus. A defini¢do do nimero total de isolados
pertencentes ao trabalho ocorreu ap6s a confirmacao fenotipica e genotipica do microrganismo,
por testes que descritos nos itens 2.4 e 2.8. Todos os isolados bacterianos foram cadastrados no
Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético (SisGen) e do Conhecimento Tradicional
Associado, sob o acesso de codigo A187CB6.

2.4 Ativacdo e caracterizagao fenotipica dos isolados

Para realizagdo dos experimentos, os isolados foram descongelados e, posteriormente vertidos
10 vezes para retirada de 30 pL que foram inoculados em tubos de 1,5 mL, contendo 1,0 mL
de caldo Brain Heart Infusion Broth (BHI) (Kasvi, Parana, Brasil). Na sequéncia foram

incubados em aerobiose a 37° C por 18/24 h, seguidamente com o auxilio de algas estéreis
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descartéaveis de 10 pL, os isolados foram inoculados em placas de cultivo contendo &gar BHI,
e novamente submetidos a aerobiose a 37° C por 18/24 h. Ainda para definicdo da incluséo dos
isolados de S. aureus no estudo foram realizados os testes Gram, catalase e coagulase para

confirmacéo e descarte de possiveis contaminagdes.
2.5 Confirmacao da identificacdo dos isolados por Analise Protedmica

Todos os isolados j& haviam sido identificados (LADEIRA, 2017; SANTOS et al., 2020), por
Analise Protedmica, pela técnica de matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight
mass spectrometry (MALDI-TOF MS; Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) conforme
descrito por NONNEMANN et al. (2019).

2.6 Extracao de DNA

Dos isolados originalmente mantidos em tubos com glicerol e caldo BHI foram retirados 30 pL
para a extracdo de DNA. Os tubos foram previamente homogeneizados e submetidos ao vortex
por 10 s, na sequéncia o volume foi transferido para outro tubo, contendo 1 mL de caldo BHI.
A metodologia para extracdo do DNA foi adaptada de FAN; KLEVEN; JACKWOOD (1995),
com a substituicdo de tampao fosfato-salino (PBS), por tampéao tris-EDTA (TE pH 8,0). Apds
24 h foi realizada uma centrifugacdo a 14.000 g por 10 min. O sobrenadante foi retirado e o
sedimento lavado com 200 pL de TE, homogeneizado e centrifugado por 13.000 g por 5 min.
O procedimento foi repetido duas vezes. O pellet obtido foi suspenso em 50 puL de TE. A
suspensdo de células foi entdo submetida a fervura direta, a 95° C por 15 por min e, em seguida
congelada por cerca de 30 min. Na sequéncia foi homogeneizada, centrifugada a 13.000 g por
5 min, e foi coletado o sobrenadante com o DNA para estocagem a -20° C. Para verificacao da
quantidade de DNA bruto extraido foram retirados 3 pL de cada isolado e realizada a leitura
em duplicata, em espectrofotdmetro NanoDrop Lite Thermo Scientific™ (Wilmington,
Delaware, Estados Unidos). Desta forma foi possivel a montagem de um novo estoque

padronizado a 25 ng/pL.
2.7 Padronizacéo dos primers para PCR em tempo real

Anterior a amplificacdo dos genes de interesse nos isolados de S. aureus pela reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) em tempo real (QPCR) foram realizados ensaios para verificagédo do
desempenho dos primers em relacdo aos seus respectivos controles de referéncia. Todas as
amplificacbes seguiram as recomendacdes do fabricante do kit Master Mix GoTag® gPCR
(Promega, Madison, Estados Unidos). Nos resultados, onde foi observada a formagdo de

dimeros ou hairpins utilizaram-se variacfes nas concentragdes dos primers (forward/reverse),



29

de forma a adequar o desempenho da reagdo. Outras intercorréncias, ndo foram observadas
quanto a perfomance dos primers, e com os ajustes realizados as reagdes puderam ser adequadas
para o experimento. No caso de amplicons acima de 400 pb (pares de bases) foi utilizada a

metodologia de PCR convencional.
2.8 Analise dos genes da termonuclease e agr

A identificagéo de S. aureus foi confirmada por gPCR visando amplificar uma regido do gene
da termonuclease (nuc), conservado entre as espécies. Enquanto o gene agr, um regulador do
sistema quorum sensing, foi avaliado dada sua correlacdo entre a producdo de biofilme e
processos ligados a resisténcia antimicrobiana. Para a avaliagdo dos genes, os isolados de S.
aureus foram submetidos as reacfes de amplificacdo, em um volume final de 10 pL, somando
oito uL de Master Mix GoTag® qPCR (Promega, Madison, Estados Unidos) e dois uL de DNA
(25 ng/ pL). O programa utilizado no termociclador 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, California, EUA) consistiu em ciclo de aquecimento a 95° C/2 min, seguida de 40
ciclos de 95°C/15s e 60° C/1 min, com a aquisicdo de fluorescéncia a 60° C. Apds a
amplificacdo, foi realizada a analise de curva de dissociacdo com desnaturacdo inicial a 95°
C/15 s, resfriamento a 60° C/1 min e, aumento gradual de temperatura de 0,3° C/s até 95° C para
verificacdo da especificidade dos produtos gerados. Para os controles negativos, foi adicionada
agua DNAse free ao master mix, e um segundo controle negativo de Escherichia coli, American
Type Culture Colletion (ATCC 11229), também foi utilizado nas placas, para verificacdo da
especificidade dos primers ao alvo molecular de interesse. A cultura ATCC 25923 de S. aureus
foi utilizada para controle de referéncia do gene nuc, ao passo que para o gene agr, foi utilizado
o0 isolado de S. aureus N354, previamente sequenciado. As culturas de ATCC utilizadas foram
gentilmente cedidas pela Profa. Elaine Maria Seles Dorneles, da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), e o isolado N354 foi cedido por PEDROSO et al. (2016). Na Tabela 2, a

sequéncia e o tamanhos dos amplicons, dos primers dos genes nuc e agr encontram-se descritos.

Tabela 2. Primers dos genes nuc e agr de Staphylococcus aureus utilizados na g°PCR

Gene
(fragmento)

Amplicons

Referéncia
(pb)

Sequéncia (5°- 3%)

F-AAAGCGATTGATGGTGATACGGTTA
nuc 140 Neste trabalho
R-GTAAATGCACTTGCTTCAGGACCAT

F-CATAGCACTGAGTCCAAGGA
agr RNAIII 200 (REINOSO, 2004)

R-CAATCGGTGACTTAGTAAAATG
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2.9 Andlise do fendtipo e genotipo da producéo de biofilme

A formacéo de biofilme foi avaliada in vitro pelo teste em placa de poliestireno que permitiu

avaliacdo do fenotipo e, para estudo do geno6tipo dos genes foi utilizada a gPCR.
2.9.1 Teste de aderéncia do biofilme em placa de poliestireno

A producdo quantitativa in vitro do biofilme de S. aureus foi avaliada pelo teste de aderéncia
em placas de poliestireno, em triplicata, de acordo com DIAS-SOUZA et al. (2013).
Inicialmente foi realizada uma curva cinética com 30 isolados, definidos por conveniéncia, para
determinacéo do tempo de incubacao para leitura das placas no espectrofotémetro, sendo para
o0 experimento definido um periodo de 24 h. Um tubo com caldo BHI sem in6culo (substituido
por agua) foi utilizado como controle negativo, e o controle de referéncia OB 6070 de
Staphylococcus epidermidis, anteriormente classificado como fortemente para a formacéao de
biofilme (PEDROSO et al., 2016). Apos incubacdo das placas por 30 h a 37°C, foi realizada a
quantificacdo da absorvancia usando um leitor de microplaca multimodo Thermo Scientific
Varioskan LUX (Singapura, Malasia) no comprimento de onda de 620 nm. Os valores obtidos
foram classificados em quatro categorias, baseados na relacdo entre a densidade optica (DO)
dos pocos com os isolados, comparado aos resultados obtidos da densidade Optica do controle
negativo (DOCN): ndo aderente, fracamente, moderadamente ou fortemente para a formagéo
de biofilme (DIAS-SOUZA et al., 2013).

2.9.2 qPCR dos genes associados a producéo de biofilme

Em relacdo ao gendtipo, os 218 isolados foram analisados em duplicata por gPCR para a

amplificacdo dos genes icaABCD e bap (Tabela 3).

Tabela 3. Primers dos genes icaABCD e bap de Staphylococcus aureus utilizados na gPCR

Gene Sequéncia Amplicons )
Referéncia
(fragmento) (5'-3) (pb)
) F - TTCTGGAACCAACATCCAACACAT
icaA 126 pb Neste trabalho

R- GTCGACGTTGGCTACTGGGATACT

) F-TCCTTATGGCTTGATGAATGACGA
icaB 96 pb Neste trabalho
R - TTCGGAGTGACTGCTTTTTCCTCT

) F - AAAATGCGTGCAAATACCCAAGAT
icaC 105 pb Neste trabalho
R - GCGTTAGCAAATGGAGACTATTGGA

. F - GGGCATTTTCGCGATTATCATTT
icaD 80 pb Neste trabalho
R - ACGATTCTCTTCCTCTCTGCCATTT

F - TGACTTAACCATTGACGAGGTTGG
bap 107 pb Neste trabalho
R - CGACTCTAACGCCTACAGTTTCTGG
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Para as reacdes foram mantidas as condig¢des descritas no item 2.8. Nos controles negativos, foi
adicionada agua DNAse free ao master mix, e utilizado o DNA de S. aureus da ATCC 25923
para controle de referéncia dos genes icaABCD. Para o gene bap o controle das placas foi a

amostra de S. aureus 169, previamente sequenciada e cedida por PEREZ (2018).
2.10 Avaliacdo do fenotipo e gendtipo associados a resisténcia antimicrobiana

Para a caracterizacdo fenotipica, os isolados foram avaliados pelo teste de concentracdo
inibitéria minima (CIM) e posteriormente classificados de acordo com a resposta ao
antimicrobiano (ATM).

Para a realizagéo da genotipagem utilizou-se a categorizac¢ao da Uni&o Europeia, e alguns genes
de resisténcia antimicrobiana entre os isolados resistentes e indeterminados foram testados para
os ATM: ciprofloxacino (CIP), gentamicina (GEN), oxacilina (OXA) e tetraciclina (TET).

2.10.1 Teste de concentracdo inibitoria minima in vitro

A realizagdo da MIC permitiu avaliar os ATM e, assim, os resultados foram descritos como
susceptiveis, indeterminados e resistentes, com base nos os valores de corte previstos nos
manuais do CLSI (M100 e VETO08, 2018). De acordo com MARSHALL et al. (1996) e
THORNSBERRY et al. (1997), florfenicol (FFC) e novobiocina (NOV) podem ser avaliados,
considerando o intervalo, MIC50 e MIC90, respectivamente, uma vez gque ndo possuem 0s
valores de corte nos manuais do CLSI e EUCAST. NEDBALCOVA et al. (2015) descreveram,
em seus trabalhos, os valores de corte para FFC que estdo alinhados aos propostos por
MARSHALL et al. (1996), e assim, os valores de susceptibilidade e resisténcia foram adotados
no atual estudo. Na Tabela 4 estdo apresentados o intervalo e os valores de corte de cada

antimicrobiano.

Para o teste de MIC foram recuperados 216/218 isolados iniciais, pois duas amostras (rebanhos
B e C) ndo apresentaram crescimento durante os repiques bacterianos. Desta forma, os 216
isolados de S. aureus foram inoculados em agar Manitol (dois por placa) e incubados a 37° C
entre 16 e 20 h, para a primeira etapa de avaliacdo CIM, segundo as diretrizes dos Manuais do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2006 e 2018). Na sequéncia, colonias de
isolados foram retiradas, com o auxilio de algas estéreis descartaveis de 10 pL e, novamente
inoculadas em agar Mueller-Hinton (MH -Laborclin/Parana/ Brasil), dois por placa, e incubadas
a37° Cpor 16 a 20 h.
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Tabela 4. Intervalo e valores de corte utilizados para avaliacdo da concentracdo inibitéria minima dos
antimicrobianos para Staphylococcus aureus. O intervalo foi baseado no EUCAST (2019). As distribui¢Ges
incluem concentracéo inibitoria minima de estudos nacionais e internacionais, como programas de vigilancia de
resisténcia (Alexander, BSAC, ECO-SENS, MYSTIC, NORM e SENTRY), artigos publicados, programas de
desenvolvimento de medicamentos da indUstria farmacéutica, programas veterinarios e de laboratdrios individuais
(acesso em junho de 2020)

Antimicrobianos Intervalo (ug/mL) Ve;lor e c:the (ng/ g L) e
Ampicilina 0.06-32 <0,12 - >0,25 CLSI M100 (2018)
Ceftiofur 0.06-32 <2 4 >8 CLSI VETO08 (2018)
Ciprofloxacina 0.03-16 <1 2 >4 CLSI M100 (2018)
Eritromicina 0.06-32 <0,5 1-4 >8 CLSI M100 (2018)
Florfenicol 0.25-128 <2 4 zg MARSHALL S 2 (1990)
Gentamicina 0.12-64 <4 8 >16 CLSI M100 (2018)
Novobiocina 0.06-32 <0,06 - >0,125 THe?;Iil?EQI;s)RY
Oxacilina 0.06-32 <2 - >4 CLSI M100 (2018)
Sulfametoxazol+trimetoprima 0.06/1-16/304  <2/38 - >4/76 CLSI M100 (2018)
Tetraciclina 0.03-16 <4 8 >16 CLSI M100 (2018)

No preparo do inoculo bacteriano foram selecionadas de trés a cinco colbnias para serem
suspensas em solucdo salina estéril a 0,85% (pH 7) até alcancarem 0,5 na escala McFarland,
correspondendo a aproximadamente 1 x 108 unidades formadoras de colonia (UFC)/mL. Apds
essa etapa, a suspensdo foi diluida em salina estéril 0,85% (1:20), com cerca de 5 x 10°
UFC/mL. Na fase final, foram retirados 10 pL de in6culo, e adicionados a uma placa contendo
90 puL de caldo MH, anteriormente adicionada de seu respectivo antimicrobiano, na

concentragéo de 5 x 10° UFC/mL.

Os isolados foram testados em duplicata nas dez concentracGes dos antimicrobianos (Figura 1),
juntamente aos controles do indculo e das respectivas cultura de ATCCs, previamente definidos
pelo manual CLSI (M100, 2018), European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST, 2020) e por THORNSBERRY et al. (1997) para novobiocina. Uma solucdo estoque
10 vezes concentrada foi preparada e, os antimicrobianos dissolvidos em agua ou solvente, de
acordo com os manuais do fabricante e recomendagdes do CLSI (M100, 2018). A maior
concentracgéo, entre os dez pontos de diluigcdes realizados, foi calculada com margem minima
de duas dilui¢des, considerando o valor acima da concentracao de resisténcia do ponto de corte.

Os solventes foram preparados conforme preconizado pelo CLSI (M100, 2018) e as poténcias
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foram fornecidas no datasheet de cada produto ou pelo servico de atendimento ao consumidor

dos fornecedores.

Isolados
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Figura 1. Placa de microdiluicdo de 96 pocos para avaliacdo em duplicata dos isolados de Staphylococcus aureus,
com dez pontos de diluigdes da concentracdo dos antimicrobianos. Os pogos 11 e 12 foram utilizados para
aplicacdo do controle de referéncia (indculo) e do controle negativo (caldo Mueller-Hinton).

Os 216 isolados de S. aureus e seus respectivos controles de referéncia (Tabela 5) foram
submetidos as mesmas condic¢Bes durante a realizacdo do teste CIM, de acordo com a rotina
prevista nos manuais. A definicdo de qual controle de referéncia foi adotado para os

experimentos foi sinalizada na Tabela 5 com o asterisco, e definida por conveniéncia.

Tabela 5. Controles de referéncia e os respectivos intervalos para os testes de concentragdo inibitdria minima dos
antimicrobianos. O asterisco indica o microrganismo definido para o respectivo antimicrobiano

Antimicrobianos Controles de referéncia
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) Escherichia coli (ATCC 25922)
Subclasses Intervalo (ug/ml) Intervalo (ug/ml)
Ampicilina 0,5-2 2-8*
Ceftiofur - 0.25-1*
Ciprofloxacina 0,25-2* 0,004-0,016
Eritromicina 1-4* -
Florfenicol 02/ago 2-8*
Gentamicina abr/16 0,25-1*
Novobiocina - 0,06-0,125*
Oxacilina 8-32* -
Sulfametoxazol+Trimetoprima <0.5/9.5 <0,5/9.5*
Tetraciclina 8-32* 0,5-2

A escolha de oito, entre os dez antimicrobianos utilizados, foi baseada na lista de agentes
antimicrobianos de importancia veterinaria compilada pela Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE, 2019) associada ao CLSI (VETO08, 2018), e ainda foram incluidas a ampicilina

(AMP) e novobiocina (NOV) por conveniéncia do estudo. Os antimicrobianos definidos, no
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geral fazem parte da lista dos criticamente importantes para o uso veterinario (OIE), além da
disponibilidade comercial e ampla utilizag&o nos tratamentos das 1M bovinas no Brasil. Todos
dez ATM fazem parte dos manuais do CLSI (M100 e VET08, 2018) e possuem indicacdes para

utilizacdo em bovinos.

A classificacdo para multirresistentes foi baseada em MAGIORAKOS et al. (2012), de forma
que os isolados que apresentaram resisténcia a trés ou mais diferentes classes de
antimicrobianos foram considerados como multirresistentes, com excecdao da AMP, pela

frequente difusdo dos mecanismos de resisténcia em isolados de S. aureus.

Os antimicrobianos e as respectivas concentragcoes de partida utilizadas foram: ampicilina
(AMP) 32 pg/mL; ceftiofur (CEF) 32 pg/mL; ciprofloxacina (CIP) 16 pg/mL; eritromicina
(ERI) 32 pg/mL; florfenicol (FFC) 128 pg/mL; gentamicina (GEN) 64 pg/mL; novobiocina
(NOV) 32 pg/mL; oxacilina (OXA) 32 ug/mL; sulfametoxazol+trimetoprima (SUT) 608/32
ug/mL; e tetraciclina (TET) 16 pug/mL. Os resultados foram classificados em susceptivel (S -
eficacia clinica provavel), intermediario (I - doses menos eficientes que 0s susceptiveis) e
resistente (R - ineficécia clinica provavel). Os resultados, ainda podem ser expressos em nao
susceptivel (NS), quando apenas se tem informac6es sobre o valor de corte do susceptivel,

devido & auséncia ou rara ocorréncia de cepas resistentes CLSI (VETO08, 2018).

A interpretacdo dos intervalos e valores de corte baseou-se nos critérios descritos nos manuais
CLSI (M100 e VET-08, 2018), enquanto o EUCAST (2019) permitiu definir a amplitude da
CIM. Entretanto, como nos manuais ndo haviam previstos estes valores para FFC e NOV, foram
utilizadas as metodologias de MARSHALL et al. (1996) e (THORNSBERRY et al., 1997).

2.10.2 Padronizacado e amplificacdo de genes associados a resisténcia antimicrobiana por
gPCR e PCR convencional

De acordo com a categorizagdo proposta pelo relatorio da European Medicines Agency (EMA),
Categorisation of Antibiotics in the European Union (2019), diferentes classes/subclasses
fazem parte de uma mesma categoria. Desta forma, a partir das categorizacdes B, C e D (Tabela
6) foi escolhido por conveniéncia pelo menos um representante entre as classes de

antimicrobianos para avaliacdo de possiveis genes de resisténcia.

Os isolados que apresentaram leitura indeterminada, ou de resisténcia no teste de MIC foram
submetidos & amplificacdo pela gPCR, quando os primers sintetizaram amplicons de até 400

pb, e para valores acima, a metodologia de PCR convencional foi empregada.
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Tabela 6. Classes e subclasses dos antimicrobianos categorizados de acordo com a European Medicines Agency.
Os genes de resisténcia indicados foram utilizados como alvos para a PCR dos isolados de Staphylococcus aureus
resistentes e indeterminados no teste de concentracgéo inibitéria minima

Classes Subclasses Gene de resisténcia Categorizacao
Aminopenicilina Ampicilina D
Cefalosporina 111 Ceftiofur B

Fluorquinolona Ciprofloxacina mepA B
Macrolideo Eritromicina C
Cloranfenicol Florfenicol C
Aminoglicosideo Gentamicina aacA-aphD C
Aminocumarina Novobiocina -
Penicilina estavel Oxacilina mecA/mecC D
AEIIEESL Sulfametoxazol+Trimetoprima D

folato

Tetraciclina Tetraciclina tet(L)/tet(K)/tet(M) D

Os genes mecA, mecC e aacA-aphD foram avaliados nas mesmas condicGes descritas no item
2.8. Para todos os controles negativos foi adicionada &gua DNAse free a0 master mix e, como
controles de referéncia foram utilizados os isolados de S. aureus, MRSA 1968 (mecA) e
LGA251 (mecC), cedidos gentilmente pelo Prof. Marcos Bryan Heinemann (USP) e o isolado
de S. aureus 386, previamente sequenciado para o gene aacA-aphD, cedido por PEREZ (2018).

A PCR convencional foi utilizada para a amplificacdo dos genes mepA, tet(L), tet(K) e tet(M),
devido ao tamanho dos amplicons ser superior ao limite de deteccdo da gPCR. Inicialmente, 0s
primers, juntamente com seus controles positivos foram avaliados quanto ao desempenho. Apds
as padronizac@es da técnica (ajustes nas concentragdes) foram realizadas as amplificacdes dos
isolados de S. aureus do banco de trabalho. Na Tabela 7 foi apresentada a lista de primers e

tamanhos dos amplicons utilizados na gPCR e PCR convencional.

Na amplificagdo do gene mepA foi utilizado o MgCl,, DreamTaq, DreamTaq buffer e ANTPs
(Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos), gentilmente cedido pelo Laboratério de
Toxicologia da Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED). O volume final da reagdo foi de 14,5 uL,
somando 12,5 pL. de mix e 2 pL. de DNA (25 ng/uL). No caso dos genes da tetraciclina foi
utilizado o kit Invitrogen PCR Super Mix (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) que permitiu
a realizag@o de uma reacdo em multiplex. Os genes foram amplificados no termociclador Veriti
(Applied Biosystems, California, EUA), com uma etapa inicial do ciclo de amplificacdo das
PCR convencionais foi de 94° C/5 min, seguida de 30 ciclos de 94° C/45 s, 55° C/45se 72° C/1
min, finalizando com a etapa de extensdo de 72° C/5 min. Ap0s a etapa no termociclador, ao
volume final das reagdes foi adicionado 5 uL de corante, orange loading dye, e entdo foram

aplicados no gel de agarose a 1,5%, adicionado do tampao de corrida (TAE 1X). A eletroforese
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ocorreu a 90 V, por 1 h, e posteriormente o gel foi transferido para outro recipiente, para ser
corado com brometo de etideo, por mais 40 min. O tamanho dos amplicons foi comparado ao

padrdo de peso molecular (250-1 Kb), visualizados sob luz ultravioleta.

Tabela 7. Primers e tamanhos dos amplicons dos genes de resisténcia nos isolados de Staphylococcus aureus
resistentes e indeterminados, apds o teste de concentracéo inibitéria minima

Gene . Amplicons .
Sequéncia (5' - 3) Referéncia
(fragmento) (pb)
F-ATGTTGCTGCTGCTCTGTTC
mepA 718 pb Couto et al., (2008)

R - TCAACTGTCAAACGATCACG

F - CAGAGCCTTGGGAAGATGAAG
aacA-aphD 348 pb Vakulenko et al., (2003)
R - CCTCGTGTAATTCATGTTCTGGC

F - ACTGCTATCCACCCTCAAAC
mecA 163 pb Mehrotra et al., (2000)
R - CTGGTGAAGTTGTAATCTGG

F - CATTAAAATCAGAGCGAGGC
mecC 188 pb Paterson et al., (2012)
R - TGGCTGAACCCATTT

F-CATTTGGTCTTATTGGATCG
tet(L) 456 pb Aarestrup et al., (2000)
R - ATTACACTTCCGATTTCGG

F- TTAGGTGAAGGGTTAGGTCC
tet(K) 697 pb Aarestrup et al., (2000)
R - GCAAACTCATTCCAGAAGCA

F- GTTAAATAGTGTTCTTGGAG
tet(M) 657 pb Aarestrup et al., (2000)
R - CTAAGATATGGCTCTAACAA

Na categorizacao B foi avaliada a presenca do gene mepA para ciprofloxacina, na categoria C
o0 alvo de investigacdo foi 0 gene aacA-aphD para a gentamicina e na categoria D, 0s genes
mecA e mecC para oxacilina e os genes tet(L),tet(K) e tet(M) para a avaliacdo da tetraciclina
(Tabela 7).

2.11 PCR convencional da regido X da proteina A

A regido repetida (X) da proteina A de S. aureus foi amplificada com os primers descritos por
(HARMSEN et al., 2003), referéncia no GenBank J01786 (Tabela 8). As reacdes de PCR foram
preparadas para um volume final de 25 pL, contendo 22,5 pL de GoTaqg Green Master Mix e
2,5 pL de DNA (50 ng/uL). Os parametros utilizados no ciclo de amplificagdo do termociclador
foram a etapa inicial do ciclo a 95°C/5min, seguida de 35 ciclos de 95° C/45s-60° C/45 s - 72°
C/90 s, e uma extensdo final a 72° C/10 min. Os produtos da PCR foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1,5%, com adi¢do de SYBR Safe DNA Gel Stain (Thermo
Scientific®). A visualizacdo da ocorréncia da amplificacdo ocorreu sob luz ultravioleta. Um
isolado de referéncia doado por ABREU (2016) foi utilizado, e ao controle negativo, foi

adicionada 4gua DNAse free ao mix da reacao.
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Tabela 8. Primer e amplicons para avaliacdo da presenca do gene da proteina A

Gene (fragmento) Primers Sequéncia (5°- 3°) Amplicon (pb)
Spa 1113F TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC
Proteina A 200-600 pb
Spa 1514R CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT

2.12 Purificacéo e sequenciamento da regido X da proteina A

A presenca de banda Unica, obtida no gel de agarose, permitiu que os produtos fossem
seguidamente purificados. Para isso foram utilizados 2 pL ExoSap-IT (Affymetrix) e 5 pL do
produto da PCR, incubado a 37° C por 15 min, e entdo 80° C por 15 min. A reacdo de
sequenciamento foi realizada pelo método de Sanger com o BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Life Technologies®), com 10 pL de volume final. Para a purificacdo com
ExoSap-IT (Affymetrix®) foram adicionados 1 pL de Big Dye, 1,5 pL de buffer 5X e 0,5 puL
de primer. Os parametros utilizados no ciclo de amplificacdo foram a etapa inicial do ciclo a
96° C/1 min, seguida de 40 ciclos de 96° C/10 s - 50° C/5 s - 60° C/3,09 min, e o produto gerado

foi entdo precipitado.

Para o protocolo de precipitacdo etanol/EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) foram
adicionados 2,5 uL de EDTA (125 mM) e 30 pL de Etanol 100%. O material foi incubado por
15 min a temperatura ambiente. A placa, na sequéncia foi centrifugada a 15° C/30 min a 2.250
g. Na etapa seguinte, todo conteudo liquido foi desprezado, e a placa foi centrifugada em
posicdo invertida, a 180 g por 1 min. Posteriormente, adicionaram-se 30 pL de etanol 70%, e
mais uma etapa de centrifugagdo a 1.650 g por 15 min foi realizada. Todo o contetdo liquido
foi descartado e, uma nova centrifugacéo a 180 g por 1 min com a placa invertida foi realizada.
Para secagem, a placa foi colocada no termociclador a 95° C/10 min, adicionada de 10 pL de
formamida Hi-Di (Applied Biosystems®). Na continuacdo, a placa retornou ao termociclador
para a etapa de desnaturacdo, com o ciclo de 95°C/2min e 4°C/2min. Apoés a precipitacdo e
desnaturacdo, a placa foi levada ao sequenciador automatico ABI-3500 (Applied Biosystems®)

para a leitura das sequéncias de nucleotideos.
2.13 Edicao e analise das sequéncias de nucleotideos

Os cromatogramas gerados para cada uma das sequéncias senso e antisenso dos isolados foram
avaliados no programa Phred (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) para verificacdo da
qualidade, considerando apenas posi¢des com escore superior a 20. A analise das sequéncias
tipo foi realizada pelo software BioNumerics 7.6 (Applied Maths). Os parametros padréo de

qualidade, montagem e consenso do plugin spa Typing foram utilizados, uma vez que sé&o



38

exigidos na submissdo de novos tipos no SpaServer. O minimo de edicdo manual foi realizado,

buscando manter a qualidade original das sequéncias obtidas.

O plugin spa Typing permite a determinacdo automatica das repeti¢oes e dos tipos, de maneira
sincronizada com banco de dados SeqNet/Ridom Spa Server (http://www.spaserver.ridom.de/)
de tipagem da proteina A de S. aureus. No programa, uma sucessao de repeti¢des incompleta
fica representada por “???”, e quando a sucessdo ndo pertence ao banco de dados ¢ atribuida
como “unknown”. As primeiras foram removidas do estudo, e as unknowns mantidas, com a

referida denominacéo.

Para a analise de agrupamentos das sucessdes de repeticdo dos spa tipos identificados,
utilizou-se a ferramenta Spa Clustering do spa Typing plugin do BioNumerics, com parametros
padrdes, incluindo a matriz de similaridade. Os dendrogramas foram criados a partir das
sucessdes de repeticdo dos spa tipos identificados, utilizando o método UPGMA (Unweighted
Pair Groups Method Average). As variaveis dispostas foram definidas de acordo com um mapa
perceptual. Para as Minimum Spanning Trees (MST), o parametro Bin grouping distance foi
ajustado para 1% e foi considerada a menor distancia possivel, entre os ramos com o isolado

com o0 maior numero de relagdes no centro.
2.14 Analise estatistica

Inicialmente foram realizadas andlises descritivas das varidveis incluidas no estudo, com a
determinacdo de suas frequéncias absolutas e relativas e, producédo de graficos de distribuicao

de frequéncias.

Para verificacdo de possiveis associacdes entre as variaveis foi realizado o Teste Exato de Fisher
considerando-se um nivel de significancia estatistica de 5% (p < 0,05). Foram testadas
associacOes entre 0s rebanhos de origem (A, B, C e D) e as categorias de fen6tipos de biofilme
(ndo aderente, fraco e moderado), a presenca ou auséncia dos genes icaABCD, bap e agr, as
classes de antimicrobianos (0 - 4) e, individualmente, aos dez antimicrobianos incluidos no
estudo. Para todos os isolados que apresentaram genes de resisténcia nas PCR foram testadas
as associacOes da categoria de fenotipos do teste de MIC (susceptivel, indeterminado e
resistente). A associagédo da presenca dos genes do operon icaABCD foi comparada entre si, e
posteriormente com a presenca do gene bap. Ainda foi avaliada a associacdo da presenca dos
referidos genes com os fendtipos de formacéo do biofilme. A associagdo da presenca dos genes
de resisténcia GEN e TET com os fenotipos resistentes e indeterminados foi testada. Os spa

tipos receberam quatro categorizaces, distribuidos pelas frequéncias apresentadas, t605, t267,
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t6861 e outros, a fim de equilibrar a distribuicdo de frequéncias das categorias, e do modelo
estatistico. Desta forma, as associa¢Ges dos agrupamentos de spa (0, 8, 11 e 12) puderam ser
testadas em relacdo aos rebanhos, assim como ao gene agr, a cada ATM e, ainda as classes de

antimicrobianos (0 - 4).

Quando foram observadas associagOes estatisticamente significativas entre as variaveis
consideradas anteriormente, houve sua selecdo prévia para inclusdo na analise de

correspondéncia.

A definicdo pela analise de correspondéncia multivariada derivou da natureza categorica dos
dados, atendendo ao objetivo deste modelo estatistico. Os resultados permitiram observar as
relacOes entre as variaveis em suas dimens@es, e posteriormente avaliar as distancias dos graus
de associacao, representados espacialmente no mapa perceptual. As variaveis com associacdo
estatisticamente significativas foram selecionadas para comporem o modelo de analise de
correspondéncia multipla, tomando-se por base uma matriz na qual as linhas correspondiam aos
individuos e as colunas as categorias de variaveis de acordo com MINGOTI (2005). A seguir,
as variaveis que apresentaram uma contribuicdo relativa para a inércia inferior ao limite
usualmente recomendado, de 1/Q, em gque Q é o numero de variaveis (LE ROUX; ROUANET,
2004) foram descartadas, e uma nova analise de correspondéncia maltipla foi entdo realizada
com as variaveis remanescentes. Foi identificada a relagdo entre as categorias, por meio da
analise do mapa perceptual, da correspondéncia e da contribuicéo relativa das categorias para a
inércia.

Para o desenvolvimento da analise de correspondéncia e geracdo do mapa perceptual foi
utilizado o Software Stata 16 para Windows 10 Pro (STATA, 2018).

3. RESULTADOS
3.1 Avaliacédo dos testes de inclusdo dos isolados e do gene constitutivo nuc

Todos os isolados incluidos no estudo mostraram aspecto e resposta equivalente ao
microrganismo analisado, durante o cultivo em agar e caldo BHI, teste de coloracdo de GRAM,
coagulase e catalase para confirmacdo de S. aureus. Em 100% das reacdes de qPCR houve
amplificagcdo do gene da termonuclease (nuc) para os isolados de S. aureus obtidos do leite e

do swab nasal de vacas com mastite.
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3.2 Avaliacéo da amplificacdo do gene agr

O gene agr esteve presente em 99,1% dos isolados, e na totalidade dos rebanhos (A, B e D).
Duas amostras de swab nasal pertencentes ao rebanho C (animais distintos) ndo amplificaram
os isolados, e na tipagem foram identificadas por t098 e t189. Ao mesmo tempo que agr esteve
ausente nos dois isolados, também ndo houve amplificacdo dos genes icaABCD e bap. A
presenca dos genes agr, icaABCD e bap ocorreu em 92/218 isolados, simultaneamente. O agr
e 0 operon icaABCD foram identificados em 214 isolados. Houve associacdo da presenca de
agr com todos os spa tipos encontrados no estudo (p < 0,05). Em relacdo as outras variaveis do

estudo, 0 gene agr ndo mostrou associacoes.
3.3 Caracterizacdo do fenétipo e gen6tipo do biofilme nos isolados

Para a avaliacdo do fendtipo de formacdo de biofilme dos 218 isolados de S. aureus foram
determinadas trés classificacbes quanto a aderéncia a placa de poliestireno, conforme os
resultados a seguir. No rebanho A, 7,69%, 84,62% e 7,69% dos isolados foram classificados
em nao aderente, fracamente aderente e moderadamente aderente, respectivamente. O rebanho
B ndo apresentou o fendtipo moderadamente aderente, e 4,88% foram ndo aderentes, enquanto
a maior parte (95,12%) foi fracamente aderente. Os isolados fracamente aderentes corresponderam
a 7451% e 84,78%, dos rebanhos C e D, e 0s ndo aderentes e moderados representaram
aproximadamente 25%, respectivamente nos rebanhos. O fendtipo fracamente aderente foi

predominante nos rebanhos, com média de 82,68% entre os isolados (Figura 2).
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50 A ® Fracamente aderente

40 1 = Moderadamente aderente
30 A
20 A
10 4
O i

Frequéncia de aderéncia do
biofilme (%)

A B C D
Rebanhos

Figura 2. Frequéncia relativa dos tipos de aderéncia do biofilme apés realizacdo do teste em placa de poliestireno
nos rebanhos A, B, C e D. *Houve associagdes estatisticamente significativas da aderéncia do biofilme e os
rebanhos, no Teste Exato de Fisher (p <0,05).
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Os resultados das frequéncias de amplificacdo do operon icaABCD e bap avaliados por PCR
em tempo real foram apresentados na Figura 3. Nos resultados dos rebanhos A, B e D pode-se
observar que icaABCD amplificaram em 100% dos isolados, e no rebanho C houve
amplificacdo para icaA de 92,20%, icaBC 94,10%, icaD 96,10%. Por outro lado, o gene bap
esteve ausente em 92,10% e 98,80%, de A e B, respectivamente, enquanto no rebanho C foram
identificadas amplificacfes em 88,23%. No rebanho D foi observado o maior nimero de

isolados amplificados com o gene bap, com 97,83%.
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Figura 3. Distribuicdo da frequéncia relativa dos genes icaABCD e bap nos isolados de Staphylococcus aureus
entre os rebanhos A, B, C e D. * Houve associacOes estatisticamente significativas da presenca dos genes e 0s
rebanhos, no Teste Exato de Fisher (p <0,05).

O biofilme fracamente aderente foi observado junto dos genes icaABCD, assim como associado
ao gene bap, em 84,86% e 77,66% dos isolados, respectivamente. Na auséncia destes genes,
dois isolados de swab nasal apresentaram a formacgdo de biofilme fracamente aderente nas
placas de poliestireno (dados ndo apresentados).
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Nos resultados de comparagédo das associacgdes, verificou-se que a presenca dos genes que
integram 0 operon ica tiveram associagdo entre si e com todos os rebanhos (Figura 3). O
rebanho C apresentou menor frequéncia de amplificacdo dos genes icaABCD. Considerando
0s quatro rebanhos, foi observada associacao ao fendtipo fracamente aderente. Nos rebanhos A
e B, observou-se associacdo da auséncia de gene bap ao fenotipo fracamente aderente. O
fendtipo moderadamente aderente, frequente em 8,71% dos isolados (19/218), foi associado a
presenca do gene bap (16/218) (p < 0,05). Nas demais comparagfes ndo houve associagdo

estatistica.
3.4 Fendtipo e genotipo dos antimicrobianos avaliados
3.4.1 Concentracdo inibitdria minima dos isolados frente aos antimicrobianos

A tabela 9 sumariza o resultado dos 216 isolados e permite observar as frequéncias absoluta e
relativa, nas respectivas classificacdes de resistente, indeterminado e susceptivel. A AMP
apresentou resisténcia em 174/216 isolados (Tabela 9), confirmando sua disseminacdo em mais
de 80% nos rebanhos. A susceptibilidade de S. aureus para OXA, CIP, ERI e CEF esteve acima
de 90% nos isolados do estudo, enquanto para AMP foi de 19,44%. O CEF apresentou 0 maior
numero de isolados com perfil indeterminado, seguido pela GEN e TET, com 1,4% cada. As
maiores resisténcias observadas nos rebanhos foram para AMP (80,55%), NOV (50,90%) e
FFC (36,60%) (Tabela 9).

Tabela 9. Frequéncia absoluta e relativa dos 216 isolados de Staphylococcus aureus nas classificagdes resistente,
indeterminado e susceptivel para os antimicrobianos

ATM R FR (%) I FR (%) S FR (%)
Ampicilina 174 80,55 0 0,00 42 19,45
Novobiocina 110 50,90 0 0,00 106 49,10
Florfenicol 79 36,60 0 0,00 137 63,40
Gentamicina 49 22,70 3 1,40 164 75,90
Tetraciclina 49 22,70 3 1,40 164 75,90
Sut';ﬂig%’ﬁm * 14 6,50 0 0,00 202 93,50
Oxacilina 6 2,80 0 0,00 210 97,20
Ciprofloxacina 5 2,30 0 0,00 211 97,70
Eritromicina 5 2,30 3 1,40 208 96,30
Ceftiofur 1 0,46 4 1,85 211 97,69

Na Tabela 10 foram compilados os resultados das frequéncias do MIC em cada rebanho. Os
rebanhos A e D apresentaram as maiores frequéncia de resisténcia a OXA. No rebanho B nao

houve resisténcia a CIP e ERI, e o Unico registro de resultado indeterminado, para CEF (1,23%).
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No geral, a frequéncia dos indeterminados variou entre 0% e 5,13% dos isolados,
principalmente no rebanho A, para a GEN e TET. O rebanho D apresentou 89,13% de
resisténcia a AMP, 43,48% a FFC e 50% a NOV, com 100% susceptibilidade a CIP. Com
excecao do rebanho D com resisténcia ao CEF (2,17%), os outros rebanhos foram susceptiveis

ao ATM. Para o rebanho C ndo foram observados isolados resistentes a CEF e OXA.



44

Tabela 10. Frequéncia relativa dos antimicrobianos ap6s classificacdo em susceptiveis, indeterminados e resistentes no teste de concentracdo inibitdria minima entre os rebanhos

Rebanhos Concentracdo Inibitéria Minima % AMP % CEF %CIP %ERI %FFC %GEN 9%NOV % OXA %SUT %TET

Susceptivel 20,51 97,44 92,31 97,44 64,10 74,36 23,08 94,87 97,44 56,41
A Indeterminado 0,00 2,56 0,00 0,00 0,00 5,13 0,00 0,00 0,00 5,13
Resistente 79,49 0,00 7,69 2,56 35,90 20,51 76,92 5,13 2,56 38,46
Susceptivel 13,58 98,77 100,00 100,00 67,90 90,12 44,44 98,77 95,06 97,54
B Indeterminado 0,00 1,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Resistente 86,42 0,00 0,00 0,00 32,10 9,88 55,56 1,23 4,94 2,46
Susceptivel 36,00 100,00 96,00 90,00 62,00 44,00 76,00 100,00 92,00 40,00
C Indeterminado 0,00 0,00 0,00 4,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00
Resistente 64,00 0,00 4,00 6,00 38,00 56,00 24,00 0,00 8,00 58,00
Susceptivel 10,87 93,47 100,00 95,66 56,52 86,96 50,00 93,48 89,13 93,48
D Indeterminado 0,00 4,36 0,00 2,17 0,00 2,17 0,00 0,00 0,00 0,00
Resistente 89,13 2,17 0,00 2,17 43,48 10,87 50,00 6,52 10,87 6,52

Legenda: Ampicilina (AMP), ceftiofur (CEF), ciprofloxacina (CIP), eritromicina (ERI), florfenicol (FFC), gentamicina (GEN), novobiocina (NOV), oxacilina (OXA),
sulfametoxazol+trimetoprima (SUT) e tetraciclina (TET).
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3.4.2 Categorizacao dos antimicrobianos e PCR dos isolados resistentes e indeterminados

Tabela 11. Namero de isolados de Staphylococcus aureus resistentes no teste de concentracéo inibitéria minima, distribuicdo entre os spa tipos e identificacdo de genes de resisténcia

Rebanho A Rebanho B Rebanho C Rebanho D
spa tino Gene de Gene de spa tino Gene de spa tino Gene de
Resisténcia ?n" dFe): resisténcia  Resisténcia spa tipo resisténcia Resisténcia F(Jno dre)z resisténcia  Resisténcia ?n" dg resisténcia
ATM % . (n° de ATM % (n° de isolados) (n°de ATM % . (n° de ATM % . (n°de
isolados) . . isolados) . isolados) .
isolados) isolados) isolados) isolados)
t1200 (1);
t002 (3); t1236 (3); _
AMP AMP AMP t605 (30); AMP
Gog) 6861(26) So2) 1127 (6): 1267 (56): v t189( (2)) .13 1605 (41)
' Unknows (2) ' t306 (1); t359 (1); : ’
17433 (1)
CEF (0) CEF (0) CEF (0) CEF (2,17) 1605 (1)
CIP (7,69) 6861 (3) mepA (3) CIP (0) CIP (4,0) t605 (2) mepA (2) CIP (0)
ERI (2,56) 6861 (1) ERI (0) ERI (6,0) t605 (3) ERI (2,17) 605 (1)
EFC t002 (1); t1200 (1); t127 (4); t098 (3); FEC
(35,89) 6861 (12); FFC (32,1) 1267 (19); t306 (1); FFC (38,0)  t605(14); (43.48) 605 (20)
' Unknow (1) t7433 (1) 1189 (2) ’
GEN 16861 (5); aacA- . GEN aacA- GEN aacA-
(2051) 1002(3)  aphD (4) CEN987)  t127(1);1267 (6) (56.0) 605(28)  aonD (27) (10.87) ©05()  aphD (1)
t002 (3); 11236 (2); t605(9);
(;\'605;2) 16861 (26); ('ig\gG) 1127 (4): ?‘2%) 1189 (1); ?‘58\5) 1605 (23)
: Unknow (1) ' 1267 (36); t306 (1) : t098 (2) ’
(?ig ttgggl(g) OXA (1,23) 1267 (1) OXA (0) (Cgéé) 605 (3)
SUT t605(2); 1189 SUT
oay  16LQ) SUT(50) 1127 (3); 1267 (1) SUT (8,0) (1)_(t0)98(1) 087 605 (5)
(3T8E4TB) 16861 (15)  tet(k) (15) TET (25)  t1236 (1): 267 (1) tet(K) (1) TET (580) t605(29)  tet(L) (28) TET(652) 1605 (3) ttittEB 8;

Legenda: Ampicilina (AMP), ceftiofur (CEF), ciprofloxacina (CIP), eritromicina (ERI), florfenicol (FFC), gentamicina (GEN), novobiocina (NOV), oxacilina (OXA),
sulfametoxazol+trimetoprima (SUT) e tetraciclina (TET).
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Em conformidade com as recomendacGes da Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA), as
categorizacOes B, C e D tiveram representantes neste trabalho, por pelo menos, uma classe de
antimicrobiano no teste de MIC (Tabela 11). O nimero de isolados de S. aureus resistentes no
teste de concentracdo inibitéria minima, a distribui¢éo entre os spa tipos e a identificacdo dos

possiveis genes de resisténcia podem ser observados na Tabela 11.

Cinco isolados foram resistentes ao CIP (categorizacdo B) e todos amplificaram para o gene
mepA. O gene aacA-aphD foi encontrado em 61,54%, dos 52 isolados (49 resistentes e 3
indeterminados) para a gentamicina (categorizacdo C). Dos seis isolados resistentes para
oxacilina (categorizagdo D), nenhum amplificou durante as qPCR para os genes mecA e mecC.
Dos 52 isolados, 49 resistentes e 3 indeterminados, no teste de MIC para tetraciclina, foram
identificadas amplificacbes em 57,7%, 36,54% e 0%, dos genes tet(L), tet(K) e tet(M),
respectivamente (Tabela 9) durante a PCR convencional. Nos resultados das comparacGes,
houve associacao entre a presenca do gene aacA-aphD com os isolados resistentes a GEN. O
mesmo ndo ocorreu para os genes tet(L) e tet(M), em relacdo a TET (p <0,05).

3.5 Distribuicao dos spa tipos nos rebanhos

A genotipagem dos isolados de S. aureus por spa Typing permitiu a identificacdo de 13
spa tipos que ja haviam sido referidos no website (www.spaserver.ridom.de). Para duas cepas,
0 banco de dados do Bionumerics ndo determinou o spa tipo, pois a sucesséo de repeticées ndo
foi encontrada, e por isto, as sequéncias foram definidas como Unknows (desconhecidas).
Outros dois isolados receberam a classificacdo incompleta e foram descartados na analise do
spa Typing. Os resultados da distribuicao das frequéncias dos spa tipo e os respectivos rebanhos

estdo apresentados na (Tabela 12).

Tabela 12. Frequéncia absoluta dos spa tipos nos rebanhos A, B, Ce D

Rebanho A n Rebanho B n Rebanho C n Rebanho D n
spa tipo 39 spa tipo 80 spa tipo 51 spa tipo 46
t002 3 11200 1 t098 4 t605 46
16861 34 11236 4 t189 2
Unknown 2 1127 10 t605 45
11589 1
t267 61
t306
t359

17433
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Os spa tipos foram relacionados as respectivas fazendas e ao total de isolados encontrados em
cada rebanho (Tabela 12). Entre os 216 isolados, 86% apresentaram 0s spa tipos t605, t267 e
t6861. O t605 foi identificado em 91/97, com o gendtipo presente em todo o rebanho D, e em
88,24% dos isolados no rebanho C. O rebanho B apresentou oito diferentes spa tipos, e ao

rebanho A pertencem as duas cepas classificadas como Unknows.

Na Tabela 13 foram apresentados 0s spa tipos e as cepas Unknows nas associacoes estabelecidas
no Teste Exato de Fisher (p < 0,05). Em relagdo as comparagdes, observaram-se associagoes
entre a categoria 12 (t605) com o rebanho C e D, a categoria 11 (t267) com o rebanho B, e a
categoria 8 (t6861) com o rebanho A (p <0,05).

Tabela 13. Distribuicdo das frequéncias dos spa tipos nos quatro rebanhos. Houve associagdes estatisticamente
significativas ao Teste Exato de Fisher (p < 0,05), indicado pelo asterisco. Os dois asteriscos indicam a inclusdo
dos isolados na categoria outros

Rebanhos, n° de isolados e frequéncia Isolados

Categoria** spa tipo A (%) B (%) C (%) D (%) Total

0 t002 3(7,7) 0 0 0 3

0 t098 0 0 4(7,8) 0 4

0 t1200 0 1(1,25) 0 0 1

0 11236 0 4 (5) 0 0 4

0 t127 0 10 (12,5) 0 0 10

0 t1589 0 1(1,25) 0 0 1

0 t189 0 0 2(3,92) 0

8 1267 0 61* (76,25) 0 0 61

0 t306 0 1(1,25) 0 0 1

0 t359 0 1(1,25) 0 0

11 t605 0 0 45* (88,24) 46> (100) 91

12 16861 34* (87,18) 0 0 0 34

0 17433 0 1(1,25) 0 0 1

0 Unknows 2 (5,13) 0 0 0 2
4 categorias Total 39 80 51 46 216

3.5.1 Biofilme e spa Typing

O gendtipo t6861 correspondeu a 87,18% da tipagem dos isolados de S. aureus no rebanho A
(Tabela 13), com associacdo de 100% dos genes icaABCD e apresentacdo do fenotipo
fracamente aderente em 85,30% dos casos. Enquanto o gene bap foi encontrado em 20,52%, a
maior parte relacionada a formacdo de biofilme com fraca aderéncia. O gene bap amplificou
em 97,8% dos isolados com spa tipo t605, genotipo presente em todo o rebanho D. O spa tipo
t002 foi encontrado exclusivamente em trés isolados do rebanho A, sendo associado a 100% de
amplificagdo dos genes icaABCD, fendtipo moderadamente aderente e auséncia do gene bap
(Tabela 14).
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A maior variagao entre os spa tipos ocorreu no rebanho B (8 diferentes tipos), sendo distribuidos
em t267 (76,25%), t127 (12,5%), t1236 (5%), t306 (1,25%), t359 (1,25%), t1200 (1,25%),
t1589 (1,25%) e t7433 (1,25%) (Tabela 13). Todos os isolados deste rebanho amplificaram os
genes icaABCD, enquanto o gene bap esteve ausente em 98,75%, ja na Tabela 14 pode ser

observado o fenotipo fracamente aderente em 78/82 isolados.

Dos 51 isolados de S. aureus originados do rebanho C, 88,24% foram atribuidos ao t605, e 0s
outros dois spa tipos foram t098 e t189 (Tabela 13), com amplificacdo simultanea dos genes
icaABCD e bap, em 84,31% dos trés spa tipos. Considerando os quatro rebanhos, o fenotipo
moderadamente aderente foi encontrado em 19/218 isolados, com 16 isolados relacionados ao
spa tipo t605 (rebanhos C e D) (Tabela 14).

As associacdes mais frequentes foram observadas entre o fendtipo fracamente aderente e 0s spa
tipos t605, t267 e 16861 (Tabela 14) (p < 0,05).

Tabela 14. Distribuicdo dos fen6tipos de biofilme, por rebanho e spa tipo

Né&o spatipo Fracamente spa tipo (n° de Moderadamente  spa tipo Total
Rebanhos Aderente  (n°de Aderente isolados) Aderente (n°de /(%)
n/(%) isolados) n/(%) n/(%) isolados)
0gA(E), 1002(1) e
A 3/(7,69) t6861(3) 33/(84,61) *t6861(29) e 3/(7,7) 16861(2) 39/(100)
Unknown(2)
t1200(1),
t1236(3),
t1236(1) t127(9),
**B 4/(4,88)  t127(1)  78/(95,12) t1589(1), 0/(0,0) 82/(100)
1267(2) *267(59),
t306(1), t359(1)
e t7433(1)
C  2(392) 1605(2)  38/(74,5) tozg,ft“gé&gg)(z) 11/(2158)  t605(11) 51/(100)
D 2/(4,34)  t605(2)  39/(76,47) *t605(39) 5/(19,19) t605(5)  46/(100)
Total  11/(5,05) 188(86,24) 19/(8,72) 218(100)

Legenda: *indicam associacdes significativas ao Teste Exato de Fisher (p < 0,05). ** dois isolados do rebanho B
ndo foram identificados no spa Typing.

3.5.2 Antimicrobianos e spa Typing

A distribuicdo do fenotipo de resisténcia ATM nos rebanhos encontra-se descrita na Tabela 11,
com seus respectivos spa tipos. A resisténcia a AMP foi observada na maioria dos spa tipos,
com excecdo de t1589 (1/216) e t098 (4/216), presentes nos rebanhos B e C (Tabelas 11 e 12).

Em relacdo a CEF, apenas um isolado com o spa tipo t605 apresentou resisténcia (Tabela 11),
enquanto os outros 90 isolados com este mesmo gendtipo foram indeterminados (4) e

susceptiveis (86) (dados ndo apresentados).
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A resisténcia a CIP ocorreu em cinco isolados dos rebanhos A (t6861) e C (t605) (Tabela 11),
apesar dos mesmos spa tipos apresentarem entre seus isolados o fen6tipo de susceptibilidade
(dados ndo apresentados). De forma semelhante, a ERI apresentou 0s mesmos achados quanto
aos spa tipos t6861 e t605 (Tabela 11).

O FFC apresentou em t1236, t1589, t359, o perfil susceptibilidade em todos os isolados,
enquanto para o restante dos spa tipos nao houve correspondéncia com um fenotipo especifico.
Em 4/6 isolados de swab nasal dos rebanhos C e D foi observada resisténcia ao FFC (dados nao

apresentados).

Os resultados da GEN para o rebanho A mostraram que todos os isolados do spa tipo t002
foram resistentes. Para NOV todos isolados dos spa tipos t002 e t306 foram resistentes, e no
restante dos spa tipos pelo menos um isolado, também apresentou resisténcia, e apesar de

ocorrer entre todos os rebanhos foi mais frequente em B e D (Tabela 11).

A resisténcia a OXA foi identificada em seis isolados dos rebanhos A (2), B (1) e D (3)
(Tabela 11). No entanto, ndo houve associacdo entre os feno6tipos e um determinado spa tipo,
uma vez que a resisténcia e susceptibilidade ocorreram entre um mesmao spa identificado (dados

ndo apresentados).

A susceptibilidade a SUT foi identificada em todos os isolados dos spa tipos t002, Unkows,
t1200, t1236, t1589, t306, t359 e t7433, pertencentes aos rebanhos A e B (Tabela 11). Em
relacdo a resisténcia a TET, o rebanho B apesar de apresentar o maior nimero de isolados e de
diferentes spa tipos demonstrou a menor frequéncia do fenétipo de resisténcia, em apenas dois
isolados, identificados por t267 e t1236 (Tabela 11). Foram observadas associacdes
estatisticamente significativas entre o fenotipo susceptivel da TET e os isolado dos quatro
rebanhos, enquanto a resisténcia mostrou-se associada aos rebanhos C e D, em 95,9% dos casos.

Na Tabela 15 encontram-se os resultados das frequéncias dos fendtipos de susceptibilidade e
resisténcia, assim como o nimero de classes dos isolados resistentes aos antimicrobianos. Desta
forma, 5,6% dos isolados ndo apresentaram resisténcia aos dez antimicrobianos, enquanto a
resisténcia a um antimicrobiano foi de 49,1%. As resisténcias a dois, trés e quatro
antimicrobianos foram de 26,9%, 152% e 4,3%, respectivamente. Em conjunto a

multirresisténcia esteve presente em 18,5% dos isolados.

Os fenotipos: susceptivel, indeterminado e resisténcia em relacdo a AMP, NOV, CIP, GEN e
TET apresentaram associa¢do com todos os rebanhos. Entretanto, a associacdo do fenotipo de

resisténcia a AMP e NOV foi mais elevada, quando comparada ao de susceptibilidade nos
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quatro rebanhos. Ao contrario da CIP que teve a susceptibilidade mais frequente, quando
comparada aos outros fenotipos dos quatro rebanhos. O maior nimero de resistentes a GEN foi
encontrado no rebanho C. A resisténciaa TET foi mais frequente nos rebanhos A e C, enquanto

B e C foram mais relacionados aos susceptiveis (Tabela 15).

Na Tabela 15 foram apresentadas as concatenacOes das resisténcias e susceptibilidade aos
antimicrobianos descritas em 44 perfis com identificacdo do respectivo spa tipo e numero de
isolados. Para as analises de multirresisténcia (classes trés e quatro) foi desconsiderada a AMP
(MAGIORAKOS et al.,, 2012), presente em 80,6% dos isolados. Os spa tipos mais
predominantes t605, t267 e t6861 apresentaram multirresisténcia (classes trés e quatro) de 55%,
7,5% e 25%, distribuidos em 18 diferentes perfis, classificados nas classes trés e quatro.

Houve associacOes das classes de resisténcia antimicrobiana (0 - susceptivel e 1 a 4 - n® de
resisténcias) com as categorias de spa tipos (1267, t605, t6861 e outros). Os isolados
susceptiveis foram mais frequentes nos t267 e t605, e a resisténcia a um antimicrobiano foi
menos observada no t6861. A resisténcia a dois antimicrobianos foi mais elevada em t605 e 0s

resultados da multirresisténcia foram mais frequentes em t605 e t6861 (p < 0,05) (Tabela 15).

Tabela 15. Classificacdo dos antimicrobianos de acordo com o perfil de resisténcia ou susceptibilidade,
apresentados pelos isolados no teste de concentracdo inibitéria minima, e os respectivos spa tipos. O asterisco
indica a frequéncia relativa dos fenétipos

Total de
Perfil ATM isolados spa tipo (n° de isolados) Classes (%)*
(%)
1 AMPCIP FFC NOV TET 2 (0,93) 6861(2) 4 (3,2)
2 AMP FFC GEN NOV TET 2 (0,93) t605(2) 4
3 AMP CEF NOV OXA TET 1 (0,46) t605(1) 4
4 AMP CIP FFC NOV SUT 1 (0,46) t6861(1) 4
5  AMP FFC GEN SUT TET 1 (0,46) t605(1) 4
6 AMPFFC GEN TET 6 (2,77) t605(6) 3(15,2)
7 AMP FFC GEN NOV 6(277) 1086102 t605t(013,28)27(1), 1267(1), 3
8  AMP GEN NOV TET 4 (1,85) t605(2), t6861(1), t267(1) 3
9  AMPFFC NOV TET 3(1,39) t6861(2), t605(1) 3
10 AMP FFC NOV SUT 3(1,38) t605(1), t127(1), t267(1) 3
11 AMP GEN NOV OXA 1 (0,46) t002(1) 3
12 AMP FFC NOV OXA 1 (0,46) t605(1) 3
13 AMP ERI NOV OXA 1 (0,46) t6861(1) 3
14  AMP ERI GEN TET 1 (0,46) t605(1) 3
15 AMPCIP GEN TET 2(0,93) t605(2) 3
16 FFC NOV SUT 3(1,36) t605(2), t098(1) 3
17  ERI FFC NOV 1 (0,46) t605(1) 3
18 FFC GEN NOV 1 (0,46) 6861(1) 3
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t267(7), t605(5), t6861(3), t306(1),

19 AMP FFC NOV 18 (8,33) (180(0). Unkownlt) 2 (26,9)
20 AMP GEN TET 13 (6,01) t605(13) 2
21 AMP NOV TET 7 (3.24) 16861(6), t1236(1) 2
22 AMP GEN NOV 4 (1,85) 1267(2), t6861(1), t002(1) 2
23 AMP FFC SUT 3 (1,36) 1189(1), t605(2) 2
24 AMP ERI FFC 1(0,46) t605(1) 2
25 AMP NOV OXA 1(0,46) 1267(1) 2
26 AMP NOV SUT 1(0,46) t605(1) 2
27 FFCNOV 2 (0,93) {605(L), t6861(L) 2
28 GEN TET 2 (0,93) t605(2) 2
20 NOV TET 1(0,46) 16861(1) 2
30 NOV SUT 1(0,46) t127(1) 2
31 NOV OXA 1(0,46) t605(1) 2
32 GENNOV 1(0,46) 1267(1) 2
33 ERINOV 1(0,46) t605(1) 2
34 AMP NOV 33(15.27) 1267(22), t605(7), 16861(3), t1236(1) 1 (49,1)
1267(9), t605(8), 11236(2), t7433(1),
35  AMP FFC 21 (9,72) ©) (t1)200(1)( ), 17433(1) 1
36 AMP GEN 3 (1,39) t605(2), 1267(1), 1
37 AMPTET 2 (0,93) {605(1), t6861(L) 1
38 NOV 7(324)  t605(4), 6861(1), t127(1), t098(1) 1
39 FFC 4 (1,85) {098(2), 1267(2), t605(L) 1
40 TET 2 (0,93) 16861(2) 1
41 GEN 1(0,46) t605(1) 1
42 SUT 1(0,46) t127(1) 1
5 AW BLUASE) o0 Tiaect) Unknon(l) 1
44 SUSCEPTIVEL 12555 %0 t%g%)t ?fgéé%i§t1236(l)' 0(56)
Total 216 (100) (100)

Os antimicrobianos de diferentes classes foram classificados como multirresistentes, quando
apresentaram trés ou mais perfis de resisténcia no mesmo isolado, de acordo com a classificagéo
de MAGIORAKOS et al. (2012). Foram observadas associagdes significativas entre as classes
de antimicrobianos (0 - susceptivel e 1 a 4 - n° de resisténcias) e os rebanhos de origem. A
susceptibilidade foi menos frequente no rebanho A, a resisténcia a um ATM mais observada no
rebanho B, enquanto a resisténcia a dois ATM, foi bem distribuida entre os rebanhos. A
resisténcia a trés ATM foi mais frequente no rebanho C e o rebanho B foi o Unico que nédo
apresentou multirresisténcia a quatro ATM (p < 0,05). Nas outras comparagdes do teste Exato

de Fisher, ndo houve associacdo estatisticamente significativa.

No que diz respeito & multirresisténcia, foram identificados 40 isolados envolvidos em trés e

quatro classes (Tabela 15). A OXA, por exemplo, apresentou seis isolados resistentes e



52

contribuiu em quatro eventos, enquanto NOV, apesar de ndo pertencer a lista dos criticamente
importantes teve participacdo em 30/40 dos isolados.

3.5.3 Andlise das sequéncias do spa Typing

Na Figura 4, a letra A representa a caracterizacdo molecular de todos os isolados de S. aureus
de acordo com o Minimal spanning tree (MST). A letra A permitiu avaliar a distancia de
distribuicdo entre os isolados, indicados pelos valores nas linhas que unem a arvore. Desta
forma, quanto maior a distancia dos spa tipos, menor a similaridade nas sucessdes de repeticéo.

Em B pode ser observada as variacdes dos genotipos nos diferentes rebanhos (Figura 4).

O dendrograma permitiu uma visualizagcdo de todos os agrupamentos, considerando os 216
isolados (Figura 5). Desta forma, a partir da sucessdo de repeticGes foi possivel realizar
inferéncias sobre como os spa tipos se relacionam. Todas as frequéncias relativas de cada spa

tipo nos rebanhos esta descrita na Tabela 12.

No rebanho A, o t6861 foi o mais frequente, contudo ndo apresentou similaridade com t002 e
t098. Entretanto um dos spa tipos unknow se diferenciou de t6861 pela delecdo da r34 na 62
posicao. Para a outra cepa unknow e t098 néo foi possivel determinar uma hipétese comparativa,

dentro e entre os rebanhos (Figura 5).

Entre o rebanho A e B, 0 t002 tem similaridade com o t306, estando presente neste Gltimo, uma
adicdo de r17 na 92 posicdo (Figura 5).

No rebanho B, 0 t267 recebeu na 72 posi¢do o r34, sendo em t7433 ocupada por r13 e t359
apresentou uma delecdo desta sequéncia. A Unica modificacdo entre t267 e t1236 vem da
ocupacdo da 12 posicdo, r7 e r26, respectivamente. O mesmo para o rebanho C, entre 0 t127 e
t1589, onde uma diferenciacdo entre r16 e r25, na 42 posicdo dos genes alterou a sequéncia
(Figura 5).

Considerando os rebanhos B, C e D, 0 t1200 (B) parece ter uma adicdo de r34, na 32 posicao,
guando observado junto de t605. A hipotese vem da maior frequéncia de isolados do gendtipo
t605, 91/216, contudo no rebanho néo foi identificado este spa tipo. Observando os rebanhos C
e D, 0 t127 parece ter sofrido uma delecéo de r34, na 72 posi¢do, quando comparado com t098
(Figura 5).

O dendrograma (Figura 5) apresenta todas as varidveis que mostraram associagdes no teste
Exato de Fisher. A distribuicdo espacial permitiu a observacdo do comportamento dos dados de

forma conjunta, somado as informacdes das sucessdes de repeticéo.
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A Figura 6 apresenta no dendrograma os resultados de gendtipo e fen6tipo de cada isolado nas
respostas aos testes dos antimicrobianos, relacionando ao spa tipo e a origem da mastite,
enquanto na Figura 7, o dendrograma retrata 0 gendtipo e fenotipo dos isolados frente as

respostas aos testes de biofilme, também relativos aos spa tipos e a origem da mastite.

Os dois isolados identificados como unknows serdo submetidos a Curadoria do banco de dados,
Ridom SpaServer, para que sejam validados e integrados como novas sequéncias de spa tipos,
da regido X da proteina A de S. aureus.



'Unkncm

Figura 4. Minimal spanning tree (MST) dos 216 isolados de Staphylococcus aureus de mastite bovina analisadas por spa Typing de acordo com 0s genotipos
identificados. A: distancia de distribuicdo isolados nos spa tipos. B: variagBes dos gen6tipos nos rebanhos.
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Figura 5. Dendrograma com agrupamentos pela metodologia UPGMA das associacdes entre as variaveis

apresentadas no mapa perceptual.
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Figura 5. Dendrograma com agrupamentos pela metodologia UPGMA das associag@es entre as variaveis

apresentadas no mapa perceptual (cont...).
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Figura 6. Dendrograma com agrupamentos pela metodologia UPGMA das associagdes entre o fenétipo e

gendtipo de biofilme, spa tipos e origem da mastite.
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Figura 6. Dendrograma com agrupamentos pela metodologia UPGMA das associagdes entre o fenotipo e

genatipo de biofilme, spa tipos e origem da mastite (cont...).
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dos antimicrobianos, spa tipos e origem da mastite.
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Figura 7. Dendrograma com agrupamentos pela metodologia UPGMA das associagGes entre o fenotipo e
genotipo dos antimicrobianos, spa tipos e origem da mastite (cont...).
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3.5.4 Anélise de correspondéncia

No modelo de anélise de correspondéncia e geracdo do mapa perceptual (Figura 8) foram
incluidas as variaveis: fenotipos de biofilme (1-ndo aderente, 2-fraco e 3-moderado), gene bap
(0-auséncia e 1-presenca), classes de ATMs (0-susceptivel e 1 a 4 - n° de resisténcias), rebanhos
(1-A, 2-B, 3-C e 4-D) e spa tipos (0-outros, 8-t267,11-t605 e 12-t6861). Em relacdo a
variabilidade observada, ou inércia, foi obtido o valor de 27,96%, decomposto na 12 dimenséo
e responsavel pela explicacdo de 65,83% do modelo, e a 22 dimensao por 14,44%. Somadas, as

dimensoes explicam 80,27% do mapa perceptual.

Na letra A, da Figura 8, foi apresentada a distribuicdo das variaveis nas duas dimensoes,
subdivididos em quatro quadrantes. Os cinco gréficos indicam as posi¢cdes relativas das

observacdes nas dimensdes, letra B (Figura 8).

Comparando individualmente os rebanhos, no 1° quadrante, o rebanho A foi associado ao t6861
e a auséncia de biofilme e gene bap. No 2° quadrante, o rebanho B teve associagdo com os spa
tipos t267 e outros, biofilme fracamente aderente, auséncia de biofilme, susceptibilidade
antimicrobiana e resisténcia a um ATM. Os rebanhos C e D ocuparam o 3° quadrante e tiveram
associacdo com o t605, biofilme moderadamente aderente e as resisténcias a dois, trés e quatro

antimicrobianos (Figura 8).
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Figura 8. A: Mapa perceptual das varidveis que demonstraram associagdo no Teste Exato de Fisher (p < 0,05), representadas nos 4 quadrantes (1° ao 4°). B: Graficos de posicdes
relativas das observagdes.
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4. DISCUSSAO

Segundo os dados do Anuério Leite (EMBRAPA GADO DE LEITE, 2020), o Sudeste vem se
mantendo como a regido de maior volume de leite produzido no Brasil, e Minas Gerais
permanece como Estado com mais propriedades leiteiras e maior producéo de leite do pais. A
necessidade de melhorias nos processos, alinhada a estudos que apontem os gargalos séo
fundamentais para o desempenho da cadeia leiteira. A respeito dos prejuizos, pode-se associa-
los a presenca constante de S. aureus na glandula mamaria de vacas em lactacdo, com perdas
caracterizadas por reducdo da producéo e alteracdo da qualidade do leite, descarte dos animais

e danos a saude humana.

Os rebanhos avaliados durante este trabalho foram representativos do cenario de producdo de
leite do Brasil, uma vez que contemplou animais de graus de sangue variados, outros com
predominancia da raca holandesa, além de incluir diferentes municipios das mesorregifes de

Minas Gerais, 0 estado de maior volume de produgéo leiteira.

Desta forma, a deteccdo do gene nuc nos 218 isolados utilizados neste trabalho permite a
confirmacdo da espécie (ROSSI et al., 2019), por ser constitutivo do DNA de S. aureus,
demonstrando a presenca deste microrganismo nos animais. Resultados de cultivo celular em
agar BHI, fermentacdo em &gar sal manitol (utilizado na CIM) e testes Gram, coagulase e
catalase confirmaram também a elevada presenca deste microrganismo. A realizacdo dos testes
foi necesséria pelo tempo de estocagem dos isolados, e possiveis contaminacdes, apesar de ja
terem sido submetidos anteriormente (2016) a métodos de identificacdo, como a andlise

protedmica no MALDI-TOF MS que permitiu a confirmacdo da espécie.

O mais conhecido e importante sistema regulador de S. aureus é o gene regulador acessorio
(agr), identificado desde a década de 1960. Este é descrito como um sistema de comunicacéo,
guorum sensing, que ocorre entre células bacterianas pela liberacdo de moléculas sinalizadoras,
em resposta a densidade celular (BAI; RAI, 2011).

O sistema AGR possui 0s genes agrABCD, transcritos pelo promotor P2, enquanto o promotor
P3, contém o gene hld (delta-hemolisina) que ndo esta envolvido no mecanismo de regulacéo
dos fatores de patogenicidade do agr, e 0 RNA 111, a molécula efetora do locus agr (NOVICK;
GEISINGER, 2008; QUECK et al., 2008). Os genes agrA e agrC compdem o sistema de
regulacdo de dois componentes do locus agr, e codificam as proteinas AgrA (regulador
citoplasmatico) e AgrC (receptor de histidina quinase). Os outros dois genes agrB e agrD
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produzem, respectivamente, uma proteina integral de membrana e um protopeptideo e, em
conjunto, sintetizam o peptideo autoindutor (PAI) (NOVICK; GEISINGER, 2008; QUECK et
al., 2008).

O RNA 11l regula pelo menos 15 genes que codificam potenciais fatores de viruléncia
(COELHO et al., 2011), embora nédo seja essencial para o crescimento de S. aureus in vitro
(MELCHIOR et al., 2009). Considerando todos os rebanhos, 99,1% dos isolados apresentaram
0 gene agr, percentual que retrata a importancia do gene em S. aureus, assim como identificado
na totalidade dos isolados de MARQUES et al. (2013). Duas cepas que apresentaram auséncia
do gene agr, simultaneo a outros fatores de viruléncia (biofilme, superantigenos e leucotoxinas)
foram coletadas da fossa nasal de vacas. A ocorréncia de polimorfismos no gene agr foi descrita
por COELHO et al. (2011) que mencionaram se tratar de microrganismos nao patogénicos, com
diminuicdo da producdo de toxinas e enzimas extracelulares e, ao mesmo tempo, estdo
relacionados a um aumento da sintese de moléculas de adesdo, como coagulase e proteina A.
De fato, BELKUM et al. (1997) relataram que em humanos, a colonizagédo nasal por S. aureus

ndo foi mais eficiente com a presenca destas proteinas.

Segundo FISHER et al. (2018), a regulacdo de um gene pode ser influenciada por varios
sistemas, levando a etapas adicionais de regulacdo. Em concordancia, além do Agr, existem
outros sistemas reguladores da expresséo de genes de patogenicidade em Staphylococcus spp.,
como SarA, sigma [ e LytSR, atuantes em uma rede complexa de ativacao e inibi¢do dos fatores

de patogenicidade associados, como a formacéo e a ruptura do biofilme (CASTRO, 2019).

Os papeis do agr e do sistema quorum sensing na formacéo de biofilme foram considerados
desconhecidos por MARQUES et al. (2017), mas os resultados deste trabalho mostraram que
em 214/216 isolados, houve a presenca simultanea dos genes agr e do operon icaABCD. Em
relacdo ao agr e bap foram 94/216, com predominancia do fenotipo fracamente aderente em
todos os isolados. Segundo PEDROSO et al. (2016), a regulacdo da formacdo de biofilme

ocorre via locus agr que produz RNA 111 como seu principal efetor.

LI et al. (2017) relataram que a capacidade de S. aureus formar biofilmes tem sido um
importante fator de viruléncia, pois os biofilmes podem tolerar agentes antimicrobianos,
tornando a bactéria extremamente dificil de ser erradicada. De fato, em todos os rebanhos houve

a presenca dos genes de biofilme em mais de 99% dos isolados, e muitas vezes o0 operon
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icaABCD esteve associado ao gene bap, mostrando a versatilidade da bactéria na montagem

do bhiofilme e a resisténcia aos antimicrobianos.

A formacéo do biofilme ocorre em multiplos estagios que incluem fixacéo inicial, formacéo de
micro e macrocoldnias, e descolamento com dispersdo (FEY; OLSON, 2010; BOLES;
HORSWILL, 2011), e ativacdo de proteases e/ou producdo de modulinas sollveis em fenol
(PSM) (OTTO, 2008).

O cluster icaABCD, um operon presente em S. aureus codifica a proteina adesina
polissacaridica intercelular (PIA) ou N-acetilglicosamina polimérica (PNAG) (PIA/PNAG) que
participa da etapa de adesdo do biofilme. O gene bap esta localizado em um transposon inserido
em SaPlbov2, uma ilha de patogenicidade mdvel estafilocécica, e segundo CUCARELLA et
al. (2004), a proteina Bap mostrou ter relacdo com as etapas de fixacdo primaria a superficies

inertes, como também na adesdo intercelular durante a formacéo do biofilme.

LASA e PENADES (2006) observaram que isolados estafiloccicos contendo o gene bap eram
fortes produtores de biofilme, mesmo na auséncia do operon icaADBC. Nos resultados deste
trabalho, ndo foi observada producédo de biofilme fortemente aderente pelos isolados, mesmo
na presenca de icaABCD e bap. Neste caso, a formacao de biofilme foi avaliada indiretamente,
pela coloracdo da substancia extracelular por cristal violeta e, segundo GOTZ (2002), pode
haver desempenho reduzido pelas condic¢des de crescimento, ou pela incapacidade do biofilme
aderir as placas de poliestireno. Os isolados de S. aureus podem produzir um biofilme de menor
aderéncia ao poliestireno, quando comparado aos que geram no revestimento da glandula
mamaria (FOX et al., 2005), ou ndo produzir, como encontrado neste trabalho atual, apesar de
apresentarem o0s genes icaABCD e bap. Por outro lado, dois isolados de swab nasal nédo
apresentaram nenhum dos genes ligados a producdo de biofilme e apresentaram fenétipo
fracamente aderente. Deste modo, outros possiveis mecanismos, como as proteinas
extracelulares (PSMs), a beta-hemolisina e o antigeno de superficie imunodominante B (IsaB)
que se ligam ao DNA extracelular (eDNA) e funcionam potencialmente na estabilizacdo do
biofilme (MOORMEIER; BAYLES, 2017), podem ser responsaveis pela presencga do biofilme.

Os numeros de vendas de antimicrobianos para uso veterinario em 25 paises europeus, entre
2010 e 2015, indicam um aumento no consumo dos antimicrobianos considerados criticamente

importantes (alta prioridade). Estes agrupam poucas classes e sdo reservados para infecgdes
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graves, causadas por bactérias resistentes, enquanto os antimicrobianos de primeira escolha
diminuiram de forma consideravel (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2019).

No atual estudo foi avaliada a frequéncia de isolados resistentes entre oito antimicrobianos
listados como criticamente importantes pela OIE, além de AMP e NOV que sdo também
associadas nos manuais do CLSI ao tratamento de mastite bovina. Considerando todos 0s
antimicrobianos, foi identificado fendtipo de resisténcia em pelo menos um dos isolados
avaliados, fato que representa um sinal de alerta para a conduta dos tratamentos a mastite

bovina.

Em estudos anteriores (AARESTRUP; JENSEN, 1998; HAVERI et al., 2005) ja existiam
relatos da utilizagdo dos antimicrobianos B-lactdmicos na rotina dos tratamentos das 1M de
bovinos por S. aureus, sendo comumente encontrados até os dias atuais. Desta maneira, a
ocorréncia de genes, como o blaZ (Tn552 - transposon/plasmideo/cromossomo) codificador da
enzima B-lactamase, 0 mecA (principalmente em isolados humanos) que codifica a proteina de
ligacdo a penicilina (PBP2a), (OLSEN et al., 2006), e o gene mecC, presente em um novo
SCCmec designado como tipo XI (SHORE et al., 2011), indicam a presenca de mecanismos de
resisténcia e sdo importantes de monitoramento nos rebanhos. O gene mecC, codifica a proteina
PBP2 que possui 63% de homologia com PBP2a, produzida via mecA. Estes genes de
resisténcia, normalmente sdo compartilhados por transferéncia horizontal, ou sdo selecionados

por pressdo ambiental, como ocorre na presenca de antimicrobianos.

Em relacdo a AMP, os resultados deste estudo identificaram alta frequéncia do fenotipo de
resisténcia dos isolados, em concordancia com outros trabalhos (COSTA et al., 2013; WANG
et al., 2016), no Brasil e China, respectivamente. De fato, como supracitado, a utilizacdo
rotineira de antimicrobianos da classe dos B-lactamicos associada a elevada resisténcia a AMP
indicam que as escolhas precisam ser repensadas a fim de evitar a permanéncia e transmissao

de genes como o blaZ e outros.

Os isolados de S. aureus resistentes a oxacilina (ORSA, também descritos como MRSA) néo
amplificaram os genes mecA e/ou mecC neste estudo. Contudo, a ocorréncia de outros
mecanismos, ainda que rara (super producdo de B-lactamases e presenca de PBPs modificadas),
associada a valores de MIC acima de 2ug/ml deve ser entendida como um isolado resistente
(PAIANO; BEDENDO, 2009). Os ORSA/MRSA representam uma preocupacao nos rebanhos

leiteiros, visto que o consumo de leite e derivados contaminados pode desencadear a
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transferéncia de cepas resistentes para seres humanos (SILVA etaal., 2018). Assim como neste
estudo, a maioria dos isolados de ORSA encontrados em trés estados da india, testaram como
multirresistentes (MISTRY et al., 2016).

Pela primeira vez, na regido Sudeste do Brasil, a presenca do gene mecC foi identificada em
isolado livestock-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus (LA-MRSA),
originados de leite de vacas com mastite, com a auséncia de amplificagdo do gene mecA. De
forma interessante, os autores (ALVES et al., 2020) descreveram que nos testes fenotipicos in
vitro (disco difuséao e disco de cefoxitina), os isolados que amplificaram para o gene mecC néo
expressaram resisténcia. No atual estudo, os isolados com fenotipo de resisténcia a oxacilina,
no teste CIM, ndo amplificaram os genes mecA e/ou mecC. Uma hipdtese para auséncia dos
genes investigados, pode ser devido a presenca de bombas de efluxo que funcionam como
mecanismo de resisténcia aos MRSA (VIJAYAN et al., 2017). Um outro recente estudo revelou
o primeiro relato de cepas de S. aureus fenotipicamente resistentes a oxacilina e amplificagdo
de mecC, com tipagem associada ao ST126, em rebanho bovino leiteiro de Pernambuco
(SILVA et al., 2020a).

A resisténcia a CEF de 0,4% em isolados de S. aureus foi também identificada por COSTA et
al. (2013), em outros 35 rebanhos leiteiros de Minas Gerais. A resisténcia a CIP foi observada
em 2,3% dos isolados, frequéncia semelhante aos estudos de LI et al. (2017). A presenca do
gene mepA em todos os isolados mostra a existéncia de uma bomba de efluxo no mecanismo
de resisténcia a CIP. O gene mepA, um repressor transcricional com atividade autorregulatéria,
pertence a superfamilia multidrug and toxic compound extrusion (MATE) (JANG, 2016). A
resisténcia a CIP por antibiograma foi identificada por ABREU (2016), em 0,73% dos isolados
de mastite por S. aureus.

O grupo dos macrolideos (BARKEMA et al., 2006) e aminoglicosideos (MARTINS et al.,
2016) foram frequentemente consideradas para o tratamento da mastite bovina nos estudos

anteriores.

Neste trabalho foi encontrada resisténcia a ERI (macrolideo) em 2,3% dos isolados, enquanto
para GEN (aminoglicosideo), de 22,7%, semelhantes aos achados de LI et al. (2017) e COSTA
et al. (2018), respectivamente. A resisténcia a GEN parece ocorrer de forma frequente nos
rebanhos. Por isso, a prescricdo do antimicrobiano deve ser realizada de forma cautelosa

durante os tratamentos da mastite bovina, uma vez que foi identificada ampla disperséo do gene
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aacA-aphD no leite. Tal mecanismo ocorre a partir da enzima aac(6')-le—aph(2')-1a (enzima
modificadora de aminoglicosideo) codificada pelo gene aacA-aphD localizado no transposon
Tn4001. Nos isolados resistentes a GEN, dos rebanhos A, C e D (atual estudo) houve

amplificacdo de aacA-aphD em 65,3%.

Em relagdo aos macrolideos, RABELLO et al. (2020) identificaram frequéncias de resisténcia
variadas em outros estudos, com valores entre 0% a 10%, na maioria das vezes, corroborando
com os achados deste atual trabalho. O gene ermA tem sido associado a isolados MRSA
bovinos, com localizacdo em transposons integrados a elementos do SCCmec I
(WENDLANDT et al., 2013).

No Brasil, terapias com FFC sdo direcionadas para as afeccdes respiratorias de bovinos, com
literatura escassa sobre sua utilizacdo ou identificacdo de resisténcia na mastite bovina. No
Canada, SAINI et al. (2012), ao administrarem por via sistémica o FFC para tratamento da
mastite bovina, observaram resultados em que o antimicrobiano apresentou associacao positiva
com a resisténcia & AMP em isolados de S. aureus, e indicaram haver mecanismos de co-
selecdo, ou total casualidade. No presente estudo, os 79 isolados resistentes a FFC tiveram
resisténcia simultanea 8 AMP em 86,1% dos casos. Em um isolado de S .aureus, de leite bovino,
sensivel a meticilina (MSSA) foi identificada a presenca do gene fexA que promove resisténcia
ao cloranfenicol (SILVA et al.,, 2013). Outros genes, como o cfr e estDL136 promovem
resisténcia ao FFC e, estdo ligados as bactérias Gram-positivo (LU et al., 2018). COSTA et al.
(2012) utilizaram o teste de antibiograma em 352 isolados de S. aureus (mastite clinica e
subclinica), e encontraram 0,3% de resistentes ao FFC, ndo concordando com os achados do

atual estudo.

A NOV pertence ao grupo de agentes antimicrobianos que podem ser utilizados nos tratamentos
da medicina veterinaria e humana. A associacdo a penicilina foi indicada no manual CLSI
(VETO02-03, 2008) e, parece ser a forma de maior utilizacdo do medicamento nos tratamentos
de IIMs por S. aureus. Assim como os resultados deste estudo, grande parte dos isolados de S.
aureus foram resistentes a NOV, em Blangladesh (SALAUDDIN et al., 2020). Entretanto,
guando a NOV foi avaliada de 2004 a 2008, nos isolados de S. aureus de 38 rebanhos leiteiros
do Brasil foi observada uma elevada (98,58%) frequéncia de susceptibilidade (COSTA et al.,
2012). Staphylococcus aureus vem sendo relatado com intrinsicamente susceptivel a NOV,
enquanto Staphylococcus saprophyticus, por meio do gene gyrB, apresenta resisténcia
(VICKERS et al., 2007). A elevada frequéncia de resisténcia a NOV nos isolados deste atual
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estudo sinalizam para uma possivel transferéncia horizontal deste mecanismo de resisténcia

para S. aureus.

A resisténcia a SUT, outro medicamento prescrito para o tratamento da mastite bovina, quando
observada ocorre em menos de 10% dos isolados, contudo ndo vem sendo identificada na
maioria dos estudos (RABELLO et al., 2020). Os nimeros reforcam os resultados do atual
estudo que encontrou 6,48% de resistentes dos isolados de S. aureus. Os primeiros mecanismos
de resisténcia a SUT em S. aureus vieram de mutagdes do gene drfB, posterior a insercéo de
plasmideos que codificam a proteina S1 (gene drfA) (REEVE et al., 2016).

Existe uma grande variagdo nas frequéncias de resisténcia relatadas para as tetraciclinas
(RABELLO et al., 2007). No entanto, os genes plasmidiais tet(L) e tet(K) aparecem como 0s
principais (HAUBERT et al., 2017) e codificam as proteinas que funcionaram como as bombas
de efluxo do mecanismo de resisténcia. No trabalho atual, 93,9% dos isolados resistentes

apresentaram um dos genes, confirmado a importancia deste sistema.

No geral, existem varios mecanismos de resisténcia antimicrobiana identificados em S. aureus,
e a observacdo de um, ndo exclui a presenca de outros, seja da mesma classe do antimicrobiano

testado, ou de outras.

Considerando a resisténcia antimicrobiana na producéo animal envolvendo S. aureus, as taxas
mais altas foram encontradas para penicilina (40 a 80%), eritromicina (20 a 60%), tetraciclina
(20 a 60%) e oxacilina (20 a 60%) (VAN BOECKEL et al., 2019). Outro ponto de reflexdo vem
da variacdo encontrada nos testes de fenotipagem de antimicrobianos, com apresentacdo de
valores superestimados quando € utilizado o teste de disco-difusdo em comparacdo ao teste de
MIC (MOLINERI et al., 2021). Portanto, sugere-se cautela nas comparacgdes entre as diferentes
metodologias.

Em um estudo anterior, a multirresisténcia foi observada em 69% dos isolados de S. aureus
provenientes de mastite bovina, e a resisténcia ocorreu em mais de dez antimicrobianos
utilizados no tratamento da doenga (WANG et al., 2014). De forma similar, pelo menos um
isolado do atual estudo apresentou fenotipo de resisténcia ao teste MIC frente aos dez
antimicrobianos avaliados e frequéncia de multirresisténcia (3 e 4) de 19,5%. Neste sentido
deve-se considerar que oito antimicrobianos testados pertencem a lista de medicamentos
criticamente importantes, o que sinaliza para uma possivel facilidade, tanto na transmisséo dos

mecanismos de resisténcia, quanto na habilidade das bactérias abrigarem estes varios genes.



70

Neste estudo, 40 isolados de S. aureus exibiram multirresisténcia aos antimicrobianos,
principalmente envolvendo os ATM de importancia critica. Ainda, os resultados mostram que
4/6 isolados resistentes a OXA foram multirresistentes, fatos que indicam uma preocupacéo
entre os ATM de importancia critica, listados pela OIE e OMS (Figura 7). A resisténcia
antimicrobiana vem se tornando um problema na pecuéria leiteira e as evidéncias deste atual
estudo indicam a necessidade da utilizagdo racional dos medicamentos, principalmente quando

se trata da manutencédo da saude Unica, reforcada pelo uso adequado e seguro.

Em relacdo a resisténcia envolvendo os seis isolados de narinas/focinhos (swab nasal) houve
similaridade quando comparada as amostras de leite, pois foram mais frequentes entre a NOV
(4/6) e FFC (4/6), conforme a Figura 7. A maior resisténcia entre os isolados de amostras de
leite foi para a AMP, entretanto, NOV e FFC foram o segundo e terceiro mais representativos.
Um isolado de swab nasal apresentou multirresisténcia a trés ATM, e considerando a elevada
resisténcia a FFC e NOV entre as diferentes amostras (leite e swab nasal) pode-se sugerir
possiveis erros nos tratamentos das doencas respiratorias e 1M, com provavel transmissao dos
genes de resisténcia. Pelo menos um isolado de S. aureus apresentou resisténcia entre os 10
AMT testados, além do fato da resisténcia intermediaria ser encontrada em ATM criticamente
importantes, como o CEF, ERI, GEN e TET. No geral, os dados atuais enfatizam que as 1M
causadas por S. aureus dizem respeito a saude animal e publica, constatado pela elevada

frequéncia de resisténcia aos antimicrobianos de uso comum.

Os métodos de tipagem foram desenvolvidos para estudos epidemioldgicos ou para a analise
de caracteristicas e relacdes genéticas, cada um apresentado vantagens e desvantagens, de forma
que é importante definir o propoésito para tal escolha. Neste trabalho, o objetivo de discriminar
os isolados para caracterizagdo de seus fatores de viruléncia foi decisivo na defini¢édo pelo
spa Typing.

Um ponto fraco dos atuais primers de tipagem de spa vem dos rearranjos na regido de ligacao
a 1gG do gene, fazendo com que 1 a 2% das cepas sejam designadas como “ndo tipificaveis”
(VOTINTSEVA et al., 2014). No caso deste estudo, dois isolados ndo puderam ter as
sequéncias identificadas e foram descartadas (sucessdo de repeticdes incompleta). No entanto,
houve amplificagédo nas PCRs, para o gene spa nos 218 isolados. O sequenciamento dos
isolados descartados pode ter sido comprometido, pela falta de qualidade no preparo para a

tipagem.
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No geral, o sequenciamento da regido X (repetitiva, altamente polimdrfica e estavel) do gene
da proteina A (spa) pode ser usado para uma tipagem confiavel, precisa e discriminatéria de
S. aureus (CUNHA, 2017). O spa Typing ainda pode ser comparado ao MLST, pois além de
estarem estabelecidos em sites com recursos muito (Oteis (www.mlst.net e
www.spaserver.ridom.de), permitem compartilhamento e analise substancial dos bancos de
dados de gendtipos. O recurso foi utilizado durante as consideragdes deste trabalho para
identificar os complexos clonais (CC) e/ou as sequéncias tipos (ST). A analise MLST tem por
base a identificacao de sete genes conservados (arcC, aroE, glpF, gmK, pta, tpi e yqgiL) que por
diversidade e variabilidade dos nucleotideos formam as ST, resultando em agrupamento
identificados por CC.

A presenca de clones do CC 705 (antigo CC 151) em isolados de S. aureus associado a mastite
bovina vem ocorrendo apenas neste hospedeiro (SAKWINSKA et al., 2011,
FITZGERALD etal, 2012; BOSS et al., 2016), contudo ndo é incomum a presenca de um
mesmo CC interespécies. Por exemplo, GARCIA-ALVAREZ et al. (2011) observaram que ao
analisarem o gene mecC de isolados presentes em bovinos e humanos houve maior associacdo
com o CC 130, e menor com a ST42518. No entanto, as duas linhagens de MRSA sao
usualmente relacionadas a animais e sugerem uma origem zoonética do gene mecC,
provavelmente em ruminantes, e com subsequente espalhamento para humanos (PEREZ,
2019). As linhagens clonais CC 97 e CC 705 foram descritas como as mais prevalentes nos
isolados de mastite bovina do mundo (KAPPELI et al., 2019).

No Brasil, iniciaram-se em 1999, os estudos de tipagem molecular por spa Typing para 0s
isolados de mastite bovina com prosseguimento até a atualidade (LANGE et al., 1999; AIRES-
DE-SOUSA et al., 2007; ACOSTA etal., 2013; SILVA et al., 2013; BONSAGLIA et al., 2018;
ROSSI et al., 2019; SANTOS et al., 2020), com maior frequéncia do spa tipo t605 (SILVA et
al., 2013; BONSAGLIA et al., 2018), em concordancia com este estudo.

A diversidade genética entre os isolados de S. aureus recuperados de casos de mastite bovina,
ovina, caprina e bubalina demonstrou a presenca do gend6tipo t605, apenas em bovinos (AIRES-
DE-SOUSA et al., 2007). Dentre os 23 spa tipos identificados por BONSAGLIA et al. (2018),
0 t605 aparece como mais frequente nos bovinos leiteiros. Um outro estudo avaliou bovinos
submetidos a coleta mensal de leite que apresentaram em quatro coletas consecutivas, S. aureus.
Os resultados do MLST e spa Typing, em um estudo anterior, mostraram que o CC 126 (t605,

ST126) aparece em maior frequéncia na mastite bovina, e os isolados foram associados a
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persisténcia e transmissao de mastite subclinica (ROSSI et al., 2019). A predominancia do spa
tipo t605, em isolados de S. aureus provenientes de amostras de queijo, leite e de soro-fermento,
de fazendas localizadas na regido do Campo das VertentessMG (CASTRO, 2019) permitem
evidenciar a ocorréncia de uma ampla distribuicdo. No Ird, houve o primeiro relato do
surgimento de CC 30 (t605) associado a isolados de MRSA provenientes de amostras clinicas
humanas (GOUDARZI et al., 2020). No entanto, o CC 30 tem sido relacionado a isolados de S.
aureus de origem hospitalar (HA-MRSA) e comunitaria (CA-MRSA) (MONECKE et al.,
2011).

Dos spa tipos identificados na China em rebanhos leiteiros com IIM por S. aureus, 0 t267
apresentou maior frequéncia entre os isolados (35,84%), como também foi 0 maior produtor de
biofilme (ZHANG et al., 2020). De forma similar, o t267 foi o segundo mais frequente,
apresentando o fendtipo fracamente aderente para a maior parte do isolados do presente estudo.
No Sul da india o genétipo pareceu ser o ancestral clonal das outras cepas (por exemplo, t359),
além de ser endémico, e associado a mastite subclinica (MITRA et al., 2013). Nos resultados
de VEH etal. (2015), o spa t267 mostrou baixa producdo de biofilme, e a segunda maior
frequéncia. Na Suica, também foi identificado entre os mais comuns spa tipos e foi atrelado ao
CC 97 (ST352/t267), contudo a cepa ja foi relacionada a isolados humanos (KAPPELI et al.,
2019).

A identificacdo do spa tipo t6861 em dois isolados de mastite subclinica bovina na India
(MITRA et al., 2013) foi o Unico relato da literatura acerca deste genotipo. No entanto, 16861
representou a maior frequéncia (87,2%) entre os isolados do rebanho A deste atual estudo, e

ocorre nos registros do banco Ridom SpaServer pela Nova Zelandia, em 2010.

AIRES-DE-SOUSA et al. (2007) e SILVA et al. (2013) relataram a prevaléncia do spa tipo
t127 no Brasil, entretanto ja foi encontrado na Suica (HUBER et al., 2010) e em provincias da
Coréia do Norte e do Sul (HWANG et al., 2010) a partir de isolados de S. aureus originados de
leite de vacas com mastite. Neste estudo, 10 dos 216 isolados foram identificados por t127 e
estiveram presentes apenas no rebanho B, assim como os 61/216 spa tipos t267. Em termos
ecologicos, parece haver uma pressao seletiva por parte das cepas t267, com a tentativa de se

estabelecer no rebanho.

Um estudo realizado em Ruanda demostrou a predominancia do t1236 em amostras de leite de
vacas com mastite, o spa tipo foi relacionado ao CC97 (ST97). O t1236 também foi detectado
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entre S. aureus de leite bovino no Japéo, e novamente foi associado ao CC 97 (ST97) (AKKOU
et al., 2018). Neste atual estudo, quatro isolados deste gendtipo foram identificados em apenas

um rebanho, evidenciando uma provavel pressao ambiental.

Uma revisdo sobre a distribuicdo dos spa tipos mais prevalentes entre os isolados clinicos de
humanos MRSA e MSSA, mostrou que o tipo t002 tem ocorrido na Europa, Asia e nas
Américas, sendo 0 mais frequente no Brasil. As principais correlagdes sdo com os CC5, CC8,
ST5 e ao fendtipo MRSA (ASADOLLAHI et al., 2018). A ocorréncia do genétipo em trabalhos
anteriores é similar a encontrada neste trabalho (MITRA et al., 2013; SILVA et al., 2013). No
entanto, apesar de poucos nimeros, um isolado bovino MRSA se mostrou idéntico ou similar,
quando comparado a uma amostra humana, por diferentes técnicas de sero e genotipagem
(HATA et al., 2010).

Neste trabalho, o tipo t189 foi identificado em dois isolados de S. aureus coletados das
narinas/focinhos (swab nasal) no rebanho C (Figura 5), como também em trabalhos de isolados
de leite bovino em paises asiaticos (Y1 et al., 2018), e em isolados clinicos de humanos em 5
paises Europeus (ASADOLLAHI et al., 2018). Um estudo de variacdo genética de MRSA em
leite bovino no Japdo identificou a ST188 relacionada ao t189 (HATA et al., 2010), o t189
também foi relatado em hospitais da China, com frequéncia relativamente alta (CHEN et al.,
2012). Neste mesmo pais, amostras de isolados de ST188 MRSA foram detectados em leite
bovino, e a presenca pode indicar que os isolados séo transmitidos entre humanos e animais (Y|
et al., 2018). Corroborando aos achados anteriores, no Brasil ja foram identificados isolados de
S. aureus do tipo t189 em maos de manipulares de queijo de fazendas, no estado de Minas
Gerais, por CASTRO (2019). Desta forma, a presenca de S. aureus em nichos extramamarios
representa uma possivel fonte de transmissdo do microrganismo para glandula mamaria bovina
(apesar de ndo ter sido encontrada nos isolados de mastite), e segundo os resultados deste atual
estudo o t189 apresentou resisténcia ao FFC nos 2 isolados, e de forma variada a outros ATM

criticamente importantes a satde publica e animal.

O t098 foi identificado neste atual estudo, em quatro isolados coletados das narinas/focinhos
(swab nasal) de animais do rebanho B (Figura 7), sendo associado a MSSA
(http://www.spaserver.ridom.de/). O spa tipo também foi descrito em fossas nasais humanas
(HOLTFRETER et al., 2007) e de animais silvestres (cervos e javali) (SILVA et al., 2020b).
Os resultados dos swabs nasais, deste presente estudo, concordam com os dados genotipicos

obtidos na citagéo anterior, e na literatura ndo foram encontradas descrigdes desta cepa no leite
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bovino. No entanto, a presenca de t098 em humanos e animais indica uma possivel transferéncia

entre hospedeiros.

Apenas um isolado de t306 foi identificado neste estudo, sendo a mesma frequéncia observada
nos trabalhos de MEKONNEN et al. (2018) e TAREKGNE et al. (2016), em isolados de S.

aureus de leite de vacas com mastite na Etidpia.

MRSA da linhagem clonal CC 398 (ST398) referente ao spa tipo t1200 é o genétipo mais
frequente em granjas de suinos da Europa (LOCATELLI et al., 2017; PARISI et al., 2019;
SIMON et al., 2020). A presenca do CC 398 (ST398, t1200) em rebanhos leiteiros vem sendo
raramente relatada, e quando ocorre, sugere concomitante criacdo de suinos na fazenda, ou que

o ordenhador realiza também, atividades ligadas a suinocultura (FESSLER et al., 2010).

O genotipo t359 foi descrito em isolados de leite de vacas com mastite, representando as
maiores frequéncias entre os 91 rebanhos bovinos, analisados do Canadd (PICHETTE-
JOLETTE et al., 2019). No atual estudo, apenas uma amostra apresentou o isolado t359, em
concordancia com SHEET et al. (2019) que analisaram leite de bovinos com 1M de fazendas

no Norte da Alemanha.

Segundo dados da frequéncia relativa global sobre os spa tipos, o t002 tem associa¢cdo ao CC5
(ST5/ST231) e representa 6,57% dos isolados, enquanto o t127 foi relacionado ao ST1 e possui
2,64%, sendo o Brasil citado no Ridom SpaServer, entre os paises de origem nos dois tipos.

O spa tipo t1589 foi associado a isolados MRSA em humanos (BOSWIHI et al., 2020), sendo
apenas esta referéncia citada na literatura. Embora no presente estudo tenha sido identificado

um isolado, destaca-se que nao existem relatos indicando a presenca desta tipagem em animais.

O Ridom SpaServer permitiu verificar os registros de t7433 realizados pelo Canada (2010),
Suécia (2011) e Irlanda (2018). No entanto, na literatura existe apenas um trabalho realizado

em uma maternidade irlandesa, com um isolado clinico (BRODERICK et al., 2021).

Nas observac6es do mapa perceptual, os rebanhos C e D foram associados ao genotipo t605
(93,8%), a presenca do gene bap, ao fenétipo de biofilme moderadamente aderente e a
resisténcia dois e a multirresisténcia (trés e quatro ATM). O rebanho A apresentou
simultaneamente associa¢do com o0 t6861, auséncias do gene bap de aderéncia do biofilme,
resisténcia a um antimicrobiano e o rebanho B manteve associa¢fes com o t267, auséncia de

gene bap, biofilme fracamente aderente e resisténcia a dois antimicrobianos. Desta forma, as



75

associacOes das varidveis podem indicar um mecanismo de estabelecimento dos clones nestes

rebanhos.

AIRES-DE-SOUSA et al. (2007) sugerem que alguns clones especializados s@o responsaveis
pela maioria dos casos de mastite dentro da mesma fazenda e que alguns clones de S. aureus
podem ter uma ampla distribuicdo geogréfica. De fato, entre os isolados dos rebanhos houve
um clone mais frequente. No entanto, os eventos de troca de hospedeiro de S. aureus tém sido
associados ao surgimento de cepas endémicas de gado, e as vacas sdo o principal reservatério

animal para o surgimento de clones epidémicos humanos (RICHARDSON et al., 2018)

Um namero reduzido de isolados foi identificado entre os genotipos t002, t098, t127, t189, t306,
t359 11200, t1236, t1589 e t7433, e considerando as variagOes presentes nas sucessdes de

repeticdo pode-se inferir algumas sugestdes de proximidade e distancia entre as cepas.
5. CONCLUSOES

A distribuicdo dos spa tipos nos quatro rebanhos sugere que uma cepa predomina sobre um
determinado rebanho. As maiores frequéncias dos spa tipos t6861 e t267 foram observadas nos

rebanhos mesticos A e B, enquanto nos rebanhos holandeses C e D, foi o t605.

Dois novos spa tipos foram identificados e serdo submetidos a Curadoria do banco de dados do

Ridom SpaServer.

A frequéncia de amplificacdo dos genes icaABCD e bap foi associada ao fenétipo fracamente
aderente e pode estar associada a resisténcia dos isolados.

O fenotipo de resisténcia antimicrobiana e os genes de biofilme foram encontrados na maior
parte dos isolados, sugerindo que os gendtipos sdo utilizados na codificacdo de proteinas que

promovem a resisténcia.

Os perfis de resisténcia antimicrobiana sugerem que novas estratégias de escolha e o0 uso

racional dos medicamentos precisam ser implementados na pecuaria leiteira.

A identificacdo de resisténcia a NOV nos isolados apontam para uma possivel transferéncia

horizontal do mecanismo gyrB para S. aureus.

A multirresisténcia foi encontrada em 20% dos isolados e representam uma preocupacao, uma

vez que oito destes antimicrobianos fazem parte da lista da OIE como criticamente importantes.
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A identificacdo de t6861, frequente no rebanho A, representa o primeiro relato no Brasil, e
intrigou pela auséncia de hipdteses de aquisi¢do ou perda de partes do DNA da proteina A.

As variaveis fenotipo de biofilme, gene bap, classes de ATMs, rebanhos e spa tipos
apresentaram associacdo significativamente estatistica, e podem ser consideradas nos
planejamentos de controle da mastite bovina causada por S. aureus, no tocante & promocao de

uma saude Unica equilibrada, entre humanos, animais e meio ambiente.
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Capitulo 2

Variabilidade genética, fatores de viruléncia de Staphylococcus aureus de origem bovina e

potencial para desenvolvimento de vacinas
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1. INTRODUCAO

O Brasil vem atuando como um importante player na cadeia produtiva do leite, e figura como
0 quarto maior produtor do mundo (EMBRAPA GADO DE LEITE, 2020). Para se manter neste
cenario competitivo, o controle eficiente da mastite representa uma medida necessaria. Para
isso, a realizacdo de estudos epidemioldgicos que visam a identificagdo de S. aureus,
principalmente em bovinos leiteiros com mastite subclinica, permitem que sejam adotadas

estratégias assertivas para o controle ou eliminacédo deste patdgeno.

Staphylococcus aureus apresentam uma ampla diversidade de fatores de viruléncia. Entre estes,
algumas proteinas de superficie vem sendo apontadas como antigenos candidatos para a
producdo de vacinas, uma vez que atuam de forma essencial nos estagios iniciais de
estabelecimento do processo infeccioso, ou seja, durante a aderéncia, internalizacao de células
epiteliais e fagociticas, como também na colonizacdo da glandula mamaéria (BROUILLETTE
et al., 2003; SHKRETA et al., 2004; TALBOT; LACASSE, 2005 STRANGER-JONES et al.,
2006; PROCTOR, 2012; JANSEN et al., 2013; FOSTER et al., 2014).

A producdo de vacinas bovinas estafilococicas, que promovam a curar ou previnam novas
infeccdes intramamarias, tem sido objeto de estudo de diversos grupos de pesquisa ao redor do
mundo. Alguns autores descrevem que uma boa formulagdo deve incluir diversos antigenos
expressos, preferencialmente por diferentes cepas (PEREIRA et al., 2011; JANSEN et al.,
2013). Portanto, a definicdo destes antigenos esta ligada a identificacdo das variabilidades das

cepas e a frequéncia dos genes codificadores nos rebanhos bovinos leiteiros.

No trabalho de CUNHA et al. (2020) foram elencadas seis proteinas candidatas a preditoras de
prevencdo e cura da mastite bovina. As quatro indicadas a prevencdo foram a subunidade alfa
da FoF1 ATP sintase (SAS), uma proteina transmembrana com envolvimento no metabolismo
energético da célula bacteriana, a succinil diaminopimelato desuccinilase (SDD), uma enzima
citosélica essencial para o crescimento bacteriano e um alvo antimicrobiano farmacologico
(DIAZ-SANCHEZ et al., 2019), a cisteinil-tRNA sintetase, uma enzima citoplasmatica
catalisadora da ligagdo do aminoécido cisteina ao tRNA, mas também possui fungéo de doar o
aminoéacido para outras moléculas (FRANCKLYN; MINAJIGI, 2010) e o fator de alongamento
Ef-G (FAG), uma proteina citosolica que catalisa 0 passo de translocagdo, durante a fase de
alongamento da sintese de proteinas através do avanco de um cédon do mRNA (CALDAS eta
al., 2000). A ocorréncia de mutacdo no gene fusA (FAG), sem alterac6es na funcéo da proteina,
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tem promovido a resisténcia antimicrobiana ao sitio de ataque do &cido fusidico (NAGAEYV et
al., 2001).

As proteinas relacionadas a cura foram a fosfogliceratoquinase (FGQ), uma enzima
transmembranar relacionada ao metabolismo energético (via glicolitica), a enolase (ENO)
definida como moonlighting por apresentar uma regido estrutural ligada & membrana, enquanto
no citoplasma, atua na autolise bacteriana (divisdo e reparacao de peptidioglicanos) (YU et al.,
2011).

Staphylococcus aureus expressa ainda muitos outros fatores de viruléncia, como as moléculas
de matriz adesiva de reconhecimento de componentes da superficie microbiana
(MSCRAMMSs), que facilitam sua aderéncia com sucesso (FOSTER et al., 2014). Neste grupo
incluem proteinas de superficie, como fator de aglutinacdo (CIfA e CIfB), repeticdo de serina-
aspartato contendo proteina C (SdrC), D (SdrD) e E (SdrE) (AJAY | et al., 2018). ROSA (2016)
descreveu o potencial imunogénico de SdrD e SdrE e da proteina IsdH, como possiveis
antigenos para o desenvolvimento de vacinas contra a mastite por S. aureus. As proteinas de
superficie reguladoras de ferro da familia Isd, (IsdA, IsdB e IsdH) atuam no sequestro de ferro
em S. aureus (FOSTER et al., 2014).

De fato, a frequéncia dos genes codificadores de proteinas que atuam como fatores de
viruléncia, podem auxiliar na compreensédo da epidemiologia e escolha de alvos vacinais para
S. aureus. A resposta imunolégica do hospedeiro contra estas proteinas poderia levar a inibicdo

de suas funcdes, prevenindo ou curando o hospedeiro da infeccao.

HOLTFRETER et al. (2010) relataram uma menor resposta imunoldgica contra proteinas
citosolicas, quando comparada as proteinas de superficie. Entretanto, presumiu-se que a
localizacdo de proteinas citosolicas ndo é restrita ao citoplasma. Além disto, as proteinas
citoplasmaticas podem se tornar acessiveis ao sistema imune apos a lise bacteriana (CUNHA
et al., 2020).

Outros entraves quanto a mastite bovina vém das alteracGes promovidas no leite, como no caso
da presenca de toxinas estafilocdcicas que representam riscos de doencas para os humanos. De
forma preventiva, a investigacdo de genes ligados a producgdo de superantigenos (SAQ) reflete
na seguranca alimentar do produto e indica a sanidade do rebanho. De acordo com EVENSON
et al. (1988), uma dose infectante de 200 ng pode ser suficiente para causar sintomatologia, por

consumo de alimentos contendo algumas enterotoxinas, como a SEA. Além disto, o
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comprometimento da sanidade do rebanho por toxinas que afetam o epitélio glandular gera
perdas econdmicas e na producdo animal. Os SAgs sao frequentemente submetidos a multiplas,
e sobrepostas, vias regulatorias, que ainda sofrem influéncia de fatores ambientais (FISHER;
OTTO; CHEUNG, 2018).

Os isolados de S. aureus originados de mastite bovina podem potencialmente secretar cinco
diferentes pares de leucocidinas, das quais quatro foram descritas no ataque aos neutrdfilos
bovinos, sendo estas LukMF, LukED e y-hemolisinas (HIgAB , HIgCB) (BARRIO et al., 2006;
SPAAN et al., 2015; VRIELING et al., 2015). A leucocidina Panton-Valentine € codificada por
genes, especificamente descritos em humanos, lukS-PVL e lukF-PVL (pvl) (ARTURSSON et
al., 2016), formando os bi-componentes.

O monitoramento destes fatores de patogenicidade em S. aureus atraves da identificacdo de
genes ligados a producdo de leucotoxinas torna-se necessario para o entendimento da

epidemiologia da mastite, assim como da transmissdo de genes interespécies.

Alguns agUcares estdo envolvidos em sofisticado mecanismo de transporte e fosforilagéo
através da membrana celular dos microrganismos, sendo denominados de sistema
fosfotransferase de aclcares (PTS). O PTS é formado pela juncédo da enzima | e a fosfoproteina
com histidina (proteinas comuns), com as enzimas Il (Ell) especificas para os agucares. No caso
de S. aureus, a Ell é codificada pelo gene lacE, localizada no operon lactose (lac). A enzima
Ell atua no transporte ativo da lactose, o principal carboidrato do leite, e na auséncia de Ell ndo
haveria a absorcdo do carboidrato pelo PTS (POSTMAL; LENGELER, 1985). O gene tem sido
citado como um fator de viruléncia, com potencial de influenciar o crescimento bacteriano,

aliado ao fato de a lactose ser o principal carboidrato do leite (SHARER et al., 2010).

Staphylococcus protein A (Spa) também faz parte da parede celular da bactéria e possui
afinidade pela por¢do Fc das imunoglobulinas (IgGs), promovendo a auséncia de resposta
celular (CUNHA, 2015), representando um importante alvo na tipificacdo e fator de

patogenicidade.

Conforme demonstrado por varios métodos de tipagem (FOURNIER et al., 2008; GRABER et
al., 2009; SMITH et al., 2005a), dentro da maioria dos rebanhos, uma cepa predominante de S.
aureus se espalha, devido as suas propriedades patogénicas e contagiosas, mas pode coexistir

com varios outras (PICCININI et al., 2010). Portanto, a identificacdo da cepa torna-se essencial
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para a correta classificacdo dos reservatorios, principalmente quando h& varias cepas de S.
aureus ocorrendo no mesmo rebanho (SOMMERHAUSER et al., 2003).

Desta forma, a genotipagem spa ¢é baseada no nimero, sequéncia e tipo de repeti¢fes na regido
hipervariavel da proteina A de S. aureus, e o0s resultados podem ser comparados em um robusto
banco de dados, Ridom SpaServer. Os spa tipos podem ser comparados ao MLST, uma
metodologia que utiliza o sequenciamento de 7 genes constitutivos de S. aureus, descritos em
sequéncias tipos (ST), ou agrupadas em complexos clonais (CC). No caso da mastite bovina os
clones de S. aureus tém sido classificados nos CC151, CC97, CC133, CC479 e CC771
(ZADOKS et al., 2011).

Outros métodos como a eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) (BARDIAU et al., 2013;
LUNDBERG et al., 2014) tém sido Uteis para obtencdo de informacdes sobre a patogénese da
mastite bovina causada por S. aureus, mas o baixo rendimento e alto custo, sdo menos
apropriados para grandes investigacGes clinicas e analises de rotina em medicina veterinaria
(BOSS et al., 2016).

Durante este trabalho foi realizada uma investigacédo de possiveis genes alvos ligados a fatores
de viruléncia, como os codificadores de proteinas candidatas ao desenvolvimento de vacinas,
superantigenos e leucotoxinas. O intuito foi entender a epidemiologia, e como 0s genes

contribuem para a ocorréncia da doenga.
2. MATERIAL E METODOS

A avaliacdo da frequéncia dos genes de viruléncia de S. aureus relacionados as proteinas de
membrana candidatas ao desenvolvimento de vacinas (CUNHA, 2015; ROSA, 2016),
leucotoxinas e superantigenos foi realizada em isolados de S. aureus oriundos de amostras de
leite de vacas com mastite. Quatro rebanhos, com seus respectivos graus de sangue, foram
utilizados para as coletas das amostras de leite, conforme o item 2.2 no Capitulo 1. Todo o
critério de inclusdo dos isolados, reativacdo das bactérias, extracdo de DNA e verificacdo do

gene da termonuclease (nuc) foram relatados no Capitulo 1 (itens 2.3, 2.4, 2.6 € 2.8).
2.1 Critério de inclusao dos genes candidatos ao desenvolvimento de vacinas

Nove proteinas candidatas ao desenvolvimento de vacinas para a mastite causada por S. aureus
foram escolhidas por apresentarem uma resposta antigénica satisfatoria nos trabalhos de ROSA

(2016) e CUNHA (2015). Na sequéncia, os respectivos genes codificadores das proteinas foram
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identificados, e desenhados conjuntos de primers especificos para amplificacdo das regides de
interesse. No trabalho de ROSA (2016), duas proteinas da familia Sdr (repeticdo serina-
aspartato), SdrD e SdrE, e a proteina reguladora de ferro, IsdH, foram sugeridas como antigenos
vacinais. Do trabalho de CUNHA (2015), foram consideradas seis proteinas: a enolase, o fator
de alongamento Ef-G (FAG), a fosfogliceratoquinase, cisteinil-tRNA sintetase, a subunidade
alfa da FOF1 ATP sintase, succinil diaminopimelato desuccinilase. As quatro primeiras
proteinas foram candidatas a preditoras de prevencéo, e as duas ultimas candidatas a preditoras
de cura da mastite bovina por S. aureus. Na Tabela 1 estdo apresentados os primers dos genes

de proteinas candidatas ao desenvolvimento de vacinas e seus controles de referéncia.
2.2 PCR dos genes candidatos ao desenvolvimento de vacinas

A realizacdo das amplificacfes seguiu as mesmas condicdes descritas nos itens 2.7 e 2.8, do
Capitulo 1, com ajustes nas concentracfes dos primers alvos dos genes: eno (enolase), fusA
(FAG) e cysS (cisteinil-tRNA sintetase). Todos os controles de referéncia das reagdes de gPCR
para os genes candidatos ao desenvolvimento de vacinas foram apresentados na Tabela 1. As
concentracgdes utilizadas para os primers forward/reverse foram as seguintes: eno 0,1/0,6 pumol,
fusA 0,3/0,6 umol e cysS 0,3/0,1 pmol, respectivamente. As adequa¢bes minimizaram a

formagdo de dimeros pelos primers.
2.3 PCR dos genes de leucotoxinas, superantigenos e enzima ElI

Os genes IUkE-lukD (IukED) e lukF/S-PV (pvl) (referentes as leucotoxinas E-D e de
Panton-Valentine, assim como 0s genes sea, seb, secl e tst, ligados a producdo de
superantigenos e a enzima ElI, parte do sistema de transporte da lactose foram verificados entre
0s 218 isolados de S. aureus. As condicgdes para as amplificacdes foram descritas no item 2.8
do Capitulo 1, apenas com modificages nos conjuntos de primers e nos seus controles de

referéncia (Tabela 2).
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Tabela 1. Proteinas candidatas a vacina, seus respectivos genes, primers, amplicons e controles de referéncia para amplificacdo de isolados de S. aureus por gPCR

Proteinas Genes Primers Tamanho em pb  Controle de referéncia Referéncia
I e sl o
e e T SSCCCeTICTOTTAMOCTOR
Regfl;liio:'a de isdH :11,;%?12?@2;%%?@?:;@2;35 C 169 pb Isolado 172* Neste trabalho

Enolase eno ;':g;ii’;i;?g?:g? GC CG'Q:\ CGTGG-I—T?AGCTGTT 226 pb Isolado 41* Neste trabalho

Fator de alongamento (Ef-G) fusA ;S:?:;i%iziizi-;%ii;%iiCGLTGcﬁG 165 pb ATCC 12600 Neste trabalho
Fosfoglicerato quinase pgk ;i:giggi?éégéig_?ﬁggmc 198 pb ATCC 12600 Neste trabalho
Cisteinil-tRNA sintetase cysS ;1@22;@1iﬁ$g§§g§§g§¢: (? C;r 182 pb ATCC 12600 Neste trabalho
Subunidade alfa da FOF1 ATP sintase  atpF :__CT%'ZT(Q;:TTJ ? f C(:3 CTf f C(:: f CG (;I:((g::?,l—g A 196 pb ATCC 12600 Neste trabalho
Succinil diaminopimelato forE F - ATCCATCTATCGGTGTGAATGCGGG 185 pb ATCC 12600 Neste trabalho

desuccinilase

R - ACCAATGTTAGTTGTCACGTCACCCA

Legenda: * os isolados de 172 e 41 foram sequenciados e utilizados como controles de referéncia.



Tabela 2. Leucotoxinas com os respectivos genes, primers, amplicons, controles de referéncia e localizacdo para amplificacdo de isolados de S. aureus por gPCR
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Localizacdo do

Proteinas Genes Primers Tamanho pb  Controle/ referéncia Referéncia gene
ilha de
F - TGAAAAAGGTTCAAAGTTGATACGAG (JARRAUD et  patogenicidade
Leucotoxina ED IUKED R-TGTATTCGATAGCAAAAGCAGTGCA 269 pb Isolado 169 al., 2002) (vSap)
F - GTCTCAAAACAAATGACCCCAATGT
Leucotoxina de Panton-Valentine pvl R - CATTACCTCCTGTTGATGGACCACT 138 bp ATCC 25923 Neste trabalho Profago
F - GGTTATCAATGTGCGGGTGG (MEHROTRA,
Enterotoxina A sea R - CGGCACTTTTTTCTCTTCGG 102 pb ATCC 13565 et al., 2000) Profago
ilha de
F - GTATGGTGGTGTAACTGAGC (MEHROTRA, patogenicidade
Enterotoxina B seb R - CCAAATAGTGACGAGTTAGG 164 pb ATCC 14458 et al., 2000) (SaPI3)
F- ilha de
AATAAAACGGTTGATTCTAAAAGTGTGAA (KLOTZ etal., patogenicidade
Enterotoxina C sec R-ATCAAAATCGGATTAACATTATCCATT 80 bp ATCC 19095 2003) (SaPlbov)
ilha de
F - ACCCCTGTTCCCTTATCATC (MEHROTRA, patogenicidade
Toxina da sindrome do choque tdxico 1 tst R-TTTTCAGTATTTGTAACGCC 326 pb ATCC 51651 et al., 2000) (SaPlbovl)
F -AATCCATCACGGATGGCTCTTAAA
Enzima Ell lacE R - GCAAAAATTGATCGCACAAATTGA 90 bp ATCC 12600 Neste trabalho operon lac

Legenda: * o isolado 169 foi sequenciado e utilizado como controle de referéncia.
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2.4 spa Typing dos isolados de Staphylococcus aureus

A realizacdo da metodologia de spa Typing foi descrita nos itens 2.11 ao 2.13, Capitulo 1, com
montagem dos MST e dendrograma. Neste capitulo 2, as variaveis utilizadas para a montagem
do mapa perceptual, assim como para a criacdo do dendrograma, foram obtidas das

comparagOes com associacdo estatisticamente significativas no Teste Exato de Fisher.
2.5 Andlise estatistica

Inicialmente foram realizadas analises descritivas das varidveis incluidas no estudo, com a
determinacédo de suas frequéncias absolutas e relativas, como também elaborados graficos de

distribuicdo de frequéncias.

Para verificagdo de possiveis associacOes entre as variaveis foi realizado o Teste Exato de Fisher
e considerado um nivel de significancia estatistica de 5%. O teste permitiu avaliar as

associaces entre as variaveis categoricas.

Todos os genes para o desenvolvimento de vacinas, leucotoxinas e de superantigenos foram
comparados com os rebanhos (A, B, C e D) e aos spa tipos (13 identificados e 2 unknows). Os
spa tipos receberam quatro categorizacgdes, distribuidos pelas frequéncias apresentadas, t605
(42,12%), 1267 (28,24%), 16861 (15,74%) e outros (13,89%), a fim de melhorar o desempenho
do teste, e do modelo estatistico.

Quando foram observadas associagOes estatisticamente significativas entre as variaveis

consideradas anteriormente, houve sua inclusdo na analise de correspondéncia.

A definicdo pela analise de correspondéncia multivariada derivou da natureza categérica dos
dados, atendendo ao objetivo deste modelo estatistico. Os resultados permitiram observar as
relagBes entre as variaveis em suas dimensdes e, posteriormente avaliou-se as distancias dos
graus de associacdo, representados espacialmente no mapa perceptual. As varidveis com
associacdo estatisticamente significativas foram selecionadas a comporem o modelo de analise
de correspondéncia multipla, tomando-se por base uma matriz na qual as linhas correspondiam
aos individuos e as colunas as categorias de variaveis de acordo com MINGOTI (2005). A
seguir, as variaveis gque apresentaram uma contribuicdo relativa para a inércia inferior ao limite
usualmente recomendado, de 1/Q, em que Q é o nimero de variaveis (LE ROUX; ROUANET,
2004), foram descartadas, e uma nova analise de correspondéncia maltipla foi entdo realizada

com as variaveis remanescentes. Foi identificada a relacdo entre as categorias por meio da
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anélise do mapa de perceptual da correspondéncia e da contribuicéo relativa das categorias para
a inércia.

Para o desenvolvimento da analise de correspondéncia e geracdo do mapa perceptual foi
utilizado o Software Stata 16, para Windows 10 Pro (STATA, 2018).

3. RESULTADOS
3.1 Distribuicdo dos genes candidatos a vacinas entre os rebanhos e spa tipos

As frequéncias dos genes candidatos ao desenvolvimento de vacinas para a mastite bovina estdo
apresentadas nas Figuras 1 e 2, considerando os rebanhos e spa tipos, respectivamente. Os 218
isolados apresentaram amplificacdo nos nove genes candidatos a vacina, no rebanho A. O gene
sdrD representou menos de 21% da amplificacdo nos rebanhos B, C e D, enquanto 0s outros
genes tiveram frequéncias acima de 86%, 90% e de 100%, respectivamente (Figura 1). As
comparagfes mostraram associacao entre os rebanhos, e os genes sdrD, sdrE e pgk (p < 0,05),

como indicado por asterisco*, na Figura 1.

Os spa tipos foram agrupados em quatro categorias, t605, t267, t6861 e outros (t002, t098, t127,
t189, t306, t359 t1200, t1236, t1589 e t7433). Conforme mencionado anteriormente, 86%
(186/216) dos isolados apresentaram 0s spa tipos t605 (91), t267 (61) e t6861 (34). O t605 foi
identificado em 91 dos 97 (93,81%) dos animais pertencentes ao rebanho B, com o genotipo
presente em todo o rebanho D (46/46 animais), e em 88,24% (45/51 animais) dos isolados no
rebanho C. O rebanho B apresentou oito diferentes spa tipos, e ao rebanho A pertencem as duas
cepas classificadas como Unknows. Os resultados da distribuicdo da frequéncia absoluta, entre

0s spa tipos e os respectivos rebanhos, foram apresentados na Tabela 12, do Capitulo 1.

A distribuicdo dos nove genes entre os spa tipos foi semelhante ao observado nos rebanhos,
uma vez que existiu uma predominancia de 87,18% (34/39) do spa tipo t6861 em A, 76,25%
(61/80) de t267 em B e, o total de 93,81% (91/97) para a soma dos rebanhos C e D. A frequéncia
de cada gene, nos respectivos spa tipos foi apresentada na (Figura 2), com a categoria outros

agrupando o restante dos genotipos.

Considerando o sdrD na categoria outros, houve amplificacdo de 56,7% dos isolados, enquanto
t605 e t267 ficaram abaixo de 17%, e t6861 teve 100% de resultados positivos. Os spa tipos
t605, t267 e t6861 apresentaram o gene sdrE em mais de 98% do isolados de S. aureus,

enquanto na categoria outros foi encontrado em 53,3%. Para 0s sete genes candidatos a vacina
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mostraram frequéncia superior a 93%, entre os spa tipos. A Figura 2 reuniu a frequéncia dos
nove genes distribuidos nas categorias dos spa tipos.

Na Tabela 3, considerando a presenca dos genes candidatos ao desenvolvimento de vacinas nos
rebanhos A, B, C e D, pode-se observar uma reduzida frequéncia de sdrD, nos rebanhos B, C e
D, enquanto os outros oito genes foram identificados em mais de 86% dos isolados em cada

rebanho.

Na Figura 3, a letra B corresponde a frequéncia absoluta dos nove genes candidatos ao
desenvolvimento de vacinas, no total de isolados. O gene srdD mostrou o pior desempenho,
com amplificagdo em apenas 34,4% dos isolados. No restante dos isolados foi identificada a
presenca dos genes em mais de 92% das PCRs, e os melhores desempenhos (99,5%), para 0s

genes fusA e atpF.

Em relacdo as comparacdes entre 0s nove genes alvos de vacinas e os rebanhos foram
identificadas associacOes entre 0s genes sdrD, sdrE e pgk e os rebanhos. As maiores frequéncias
foram entre o sdrD e rebanho A, o sdrE e os rebanhos A e D, enquanto 0 pgk esteve mais
presente em A, B e D (Figuras 1 e 2) (p <0,05).

Para as comparacdes entre 0s spa tipos e 0s nove genes alvos de vacinas observou-se que houve
associacdo entre todos 0s spa tipos e 0s genes sdrD e sdrE, com 100% dos isolados do spa
t6861 apresentando os dois genes. O gene isdH também mostrou associa¢do com todos os spa
tipos, e 100% dos isolados de t605 e t6861 amplificaram o gene (Figura 2) (p < 0,05). Os

resultados das outras comparac6es ndo identificaram associacoes.
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Figura 1. Frequéncia relativa dos genes candidatos ao desenvolvimento de vacinas entre os rebanhos. *indicam associacdes estatisticamente significativas ao Teste Exato de
Fisher (p < 0,05).
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Figura 2. Frequéncia relativa dos genes candidatos ao desenvolvimento de vacinas entre os spa tipos. *indicam associagdes estatisticamente significativas ao Teste Exato de

Fisher (p < 0,05).



Tabela 3. Distribuicdo da frequéncia dos genes alvos de vacinas, leucotoxinas e do transportador da lactose nos diferentes rebanhos e spa tipos

Rebanhos

90

(n° de

Genes de viruléncia (QPCR)

isolados)  sdrD%

sdrE%

isdH%

eno%

fusA%

pgk%

cysS%

atpF%

dapE%

luKED%

pvi%

lacE%

spa tipo
(total de
isolados)

A (39) 100

B (82%) 20,7

C (51) 19,6

D (46) 19,6
Total (218) 34,4

100

86,6

90,2

100
92,7

100

97,6

96,1

100
98,2

100

100

96,1

100
99,1

100

100

98

100
99,5

100

100

94

100
98,6

100

98,8

98

100
99,1

100

98,8

100

100
99,5

100

100

96,1

100
99,1

100

82

90,2

95,7
90

3,9

100

98,8

100**

100**
99,7

Unknow(2)
t002(3)
16861(34)

£1200(1),
t306(1)

t1236(4),
t127(10)
t1589(1),
1267(61)

t359(1),
t7433(1)

1098(4)

t189(2),
t605(45)

t605(46)
Total (216)

Legenda. *Duas amostras do rebanho B foram descartadas no spa Typing, pois apresentaram erro no sequenciamento, mas foram utilizadas na gPCR.

** indicam que o célculo desconsiderou 5 isolados do rebanho C e 1 do rebanho D, pois foram isolados de amostras de swab nasal.
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3.2 Andlise dos genes de leucotoxinas e superantigenos nos rebanhos e spa tipos

Na Figura 3 A foi apresentada a frequéncia absoluta dos genes IUKED e pvl entre os isolados de

S. aureus, dos quatro rebanhos e nas categorias dos spa tipos. O gene lacE (Figura 3 B) foi

observado em mais de 98% dos rebanhos e spa tipos.
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Figura 3. A: Frequéncia dos genes de leucotoxinas entre os rebanhos, e nas categorias de spa tipos. B: Frequéncia

dos isolados distrib

uidos entre os genes alvos de vacinas, leucotoxinas e do transportador da lactose.

* indica associagdo estatisticamente significativa no Teste Exato de Fisher (p <0,05).
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A amplificacdo do gene IUKED foi mais frequente nos rebanhos A (100%) e D (96%), e em relacdo aos
spa tipos, o pior desempenho ocorreu nos isolados t267 (79%). o gene pvl foi encontrado em 3,9% (2/51)

dos isolados no rebanho C, apenas no genotipo t605 (Figura 3 A).

Nenhum dos isolados deste estudo apresentou 0s genes sea, seb, sec e tst, portanto ndo puderam ser

comparados entre os rebanhos e spa tipos.

Nas comparacdes entre os genes de leucotoxinas, rebanho e spa tipos (Figura 3 A), houve associacao de
IuKED com todos os rebanhos, e no caso do rebanho A, o gene esteve presente em todos os isolados. O
mesmo ocorreu na associagdo de IUKED com os spa tipos, com 100% dos isolados relacionados ao t6861
amplificando o gene. A categoria outros corresponde a 90% dos isolados com IUKED (Figura 3 A) (p <
0,05). Os resultados das outras comparagdes ndo identificaram associacoes.

3.3 Analise do gene lacE nos rebanhos e spa tipos

O gene lacE foi avaliado nos isolados das amostras de leite (210), e apresentou amplificagdo em 99,7%
(Tabela 3), com um representante do spa tipo t267 (rebanho B), negativo para o gene (Figura 3 A) ndo
foram encontradas associagdes estatisticamente significativas entre os spa tipos e rebanhos.

3.4 Analise das sequéncias do spa Typing

O dendrograma (Figura 4) permitiu uma visualizacdo de todos os agrupamentos, considerando os 216
isolados. Desta forma foi possivel a partir da sucesséo de repeticdes realizar inferéncias sobre como o0s
spa tipos se relacionam. O item 3.5.3 (Capitulo 1) apresenta as consideracdes das relagdes entre o0s

diferentes spa tipos.

O dendrograma (Figura 4) representa todas as varidveis que mostraram associagdes no teste Exato de
Fisher (genes sdrD, sdrE, lukDE, rebanhos e spa tipos). A distribuicdo espacial permitiu a observacao

do comportamento dos dados de forma conjunta, somado as informacdes das sucessdes de repetigao.

As Figuras 5 e 6 representam as caracterizagdes moleculares de todos os isolados de S. aureus de acordo
com uma &rvore (MST). Na 0s genes que mostraram associacdo no Teste Exato de Fisher foram
identificados por cores (legenda), em seus spa tipos. Desta forma foi possivel identificar a presenca
simultanea dos trés genes em todos os isolados de 16861, enquanto o t605 apresentou maior frequéncia
para o IUKED, e t267 mostrou uma grande varia¢do na distribuicdo dos trés genes (Figura 5). O isolado
t1589 (1/216) apresentou apenas o sdrD, identificado como de menor frequéncia entre os isolados
(Figura5). As letras A e B da Figura 6 retratam a distribui¢do de sdrD e sdrE, respectivamente, nos spa

tipos. A cor cinza refere-se a auséncia dos genes entre os isolados, apresentados na letra A.
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Figura 4. Dendograma com o agrupamento das variaveis apresentadas no mapa perceptual, pela metodologia
UPGMA.



[ 1083
m o= s
W o+ 1098
25 27
27 27
2 27
ES 27
i 127
18 27
1a 7
125 127
22 27
226 127
[ ERE 11589
H : 1605
3 1805
. 1605
H s 1605
m 1505
H w05
m s 1605
m o 1805
12 1605
m 1805
1 1805
m = 1805
3z 1805
TS 1605
KD 1605
| 1605
| 1605
“ 1805
H = 1805
3 1605
| 1805
ar 1605
| 1805
| B 1605
H s 1605
m s 1805
En 1605
| B 1605
E3 1805
| 1605
S 1805
s 1605
W s 1605
m 1805
H = w05
T 1605
D 1805
5 1605
W s 1805
B 1605
| 1805
£ 1805
RG] 1605
m ™ 1805
oo s
B = 1605
104 1805
WO s
106 1605
Rt 1805
108 1605
[ L] 1805
m om 1605
o 1605
| IRAE 1605
oo s
R 1605
115 1805
m 1605
e 1805
R 1605
s 1805
= 1805
RG] 1605
[ RE] 1605
W= s
W = 1605
IRt 1805
138 1605
[ L 1805
181 1805
BRG] 1605
| L] 1805
Woe s
BRG] 1605
165 1605
W o s
185 1805
BRI
170 1605
| 1805
R 1605
| 1805
W 1605
R 1605
m 1605
W o s
m o 1605
120 1805
W = 1605
W = 1805
21 11200
m s Unknown
| =3 1002
o o= w0z
Rt o0z
En 1306

Figura 4. Dendograma com o agrupamento das varidveis apresentadas
UPGMA. (cont...).

94

07232146-34-34-33-13

26231 7341720171 21715
262317 3417-20-17-12-17-17 46

M rr>2O0606000000006 0060000000 0A0E000AO060600ABAN60D00BD00A0ANOOBO0G00000A00DOAEDDODAEADODON0AEANOAEODGOEOH0O0C0BNHNoDH®E 006 6

no mapa perceptual, pela metodologia
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Figura 5. Minimal spanning tree (MST) dos 216 isolados de Staphylococcus aureus de mastite bovina distribuidas entre lukE-lukD, sdrD e sdrE nos spa tipos.
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Figura 6. Minimal spanning tree (MST) dos 216 isolados de Staphylococcus aureus de mastite bovina. A: Distribui¢do de sdrD entre os spa tipos. B: Distribuicdo de
sdrE entre os spa tipos.
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3.5Analise de correspondéncia dos resultados

No modelo de anélise de correspondéncia e geracdo do mapa perceptual foram incluidas as
variaveis: presenca dos genes sdrD, sdrE e lukDE (presenga e auséncia), rebanhos (1-A, 2-B,
3-C e 4-D) e spa tipos (0-outros, 8-t267,11-t605 e 12-t6861) (Figura 7). Em relacdo a
variabilidade observada, ou inércia, foi obtido o valor de 50,68%, decomposto na 12 dimenséo
e responsavel pela explicacéo de 49,09% do modelo, e a 22 dimenséo por 32,10%. Somadas, as

dimensoes explicam 81,19% do mapa perceptual.

Na letra A da Figura 7, 0 mapa perceptual representa a distribuicdo das variaveis dentro das
duas dimens@es (quatro quadrantes). Em B, os graficos de posi¢des relativas das observactes
permitem avaliar a distribui¢cdo dos isolados em cada variavel. A presenca de IUKED esteve
associada aos rebanhos A, C e D, e a auséncia a B. O sdrD esteve associado ao rebanho A, ao
contrario dos outros rebanhos que relacionaram a falta do gene. O rebanho B foi associado aos
sdrE negativos, e A, C e D aos positivos. O grau de sangue foi incluido no mapa para mostrar
sua grande associacdo aos rebanhos, contudo ndo alterou a inercia do modelo, pois as duas
variaveis representam a mesma informacdo. Desta forma, o rebanho A esta associado aos
animais ¥z (.5) sangue, o rebanho B aos ¥4 (.75) e C e D a raga holandesa (1), conforme indicado
na letra B (Figura 7) referente ao grafico de posi¢es relativas da observacéo grau de sangue.

O grau de sangue foi utilizado para mostrar a associa¢ao aos rebanhos.
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4. DISCUSSAO

KLEIN et al. (2012) enfatizam a necessidade de caracterizar a distribuicdo dos isolados de
S. aureus em todo o mundo, a fim de melhorar a compreensao da patogénese nestas populacdes.
A tipificacdo vem permitindo o agrupamento de caracteristicas comuns, e no caso de S. aureus

0s até a juncdo de dados, como os obtidos pelas metodologias spa Typing e MLST.

A caracteristica ubiqua indica o tamanho do desafio, e de fato, S. aureus vem causando sérios
prejuizos a saude humana e animal, assim como aos setores econdmicos. No caso dos rebanhos
leiteiros, 0 entendimento da variabilidade genética pode indicar novas estratégias especificas

para a eliminacéo e controle dos patégenos causadores da mastite bovina.

Uma estratégia para desenvolvimento de vacinas contra S. aureus vem das nocles de
neutralizacdo dos fatores de viruléncia do agente. Algumas pesquisas com 0 patdgeno
demonstraram que proteinas extracelulares e de superficie possuem grande potencial
imunol6gico quando bovinos, humanos ou murinos sdo desafiados naturalmente ou
experimentalmente (SHKRETA et al., 2004; DRYLA etal., 2005; PEREZ-CASAL et al., 2006;
STRANGER-JONES et al., 2006; STER et al., 2010; LEITNER et al., 2011).

Proteinas agindo como fatores de viruléncia sao essenciais para a sobrevivéncia e multiplicacéo
de S. aureus (NAGASAWA et al., 2021), e dependendo do estagio da infeccédo e das condi¢bes
fisiologicas dentro do hospedeiro, a expressdo destes fatores promovem a ligacdo as matrizes
extracelulares, colonizagéo, invaséo e bloqueio da resposta imune do hospedeiro (SHELDON
etal., 2012).

As proteinas da familia Sdr, como SdrD e SdrE séo incluidas no grupo MSCRAMM (Microbial
Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules), e quando presentes em S.
aureus, se localizam na superficie da membrana, com a capacidade de ligacdo ao fibrinogénio
(LUZ, 2015). As duas sao estruturalmente muito semelhantes a CIfA e CIfB (FOSTER et al.,
2014).

Em 258 isolados de S. aureus de mastite clinica ovina, 75,9% foram positivos para o gene sdrE
e nenhum amplificou para o gene sdrD (PALARETI et al., 2016). A presenca simultanea dos
genes sdrD e sdrE foi observada em isolados MRSA de mastite bovina subclinica, com a
frequéncia de 95,9% e 100%, respectivamente (YANG et al., 2020). Em concordancia, o estudo
atual identificou elevada frequéncia do gene sdrE (92,6%), enquanto para sdrD, apresentou

amplificagéo de 34,4% entre os isolados.
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Um estudo, realizado com 212 isolados de mastite bovina em Shanghai e Zhejiang (China),
identificou a presenca dos spa tipos t267 e t359 associados aos complexos clonais CC 97 (ST97)
e do spa tipo t189 correlacionado ao CC 188 (ST188). Os isolados do CC 97 (ST97/t267/t359)
amplificaram 100% dos genes sdrD e sdrE, enquanto o CC188 (ST188/t189) apresentou 80%
para o sdrE e nenhum resultado positivo para sdrD (LI et al., 2017). Nos resultados do presente
estudo dos isolados de t267, foram identificados os genes sdrD em 14,5% e sdrE em 98,3%, e
considerando t359 e t189 foram apenas 2 e 1 isolados, respectivamente, com amplificacbes

variadas.

No leite, como em muitos ambientes in vivo, o ferro est4 presente em uma concentracdo muito
baixa (10® M) e a maior parte encontra-se ligada as proteinas do hospedeiro, incluindo
lactoferrina e transferrina, de modo que a concentracdo de ferro livre é insuficiente para
crescimento de patégenos (ANDREWS et al., 2003). As proteinas da familia Isd ligam-se a
hemoglobina e extratos realizando o transporte do grupo heme através da parede e membrana
celular para o citoplasma, onde o ferro é liberado (FOSTER et al., 2014). O gene isdH
codificador da proteina IsdH foi analisado em 21 isolados de S. aureus obtidos de amostras
clinicas humanas dos Estados Unidos, sendo identificado em 95% (REIJER et al., 2013). No
presente estudo, o gene apresentou elevada frequéncia, sendo encontrado em 98,2% dos
isolados (Figuras 1 e 2). Para colonizar a glandula mamaria, os patégenos devem desenvolver
sistemas de aquisicdo de ferro especificos e as proteinas relacionadas a esta funcdo podem se
apresentar como excelentes candidatas a producéo de vacinas (STER et al., 2010). De fato, a
frequente presenca do gene no atual estudo indica que a proteina pode ser produzida, e assim,
mantidas as varias funcbes metabolicas dependentes de ferro. Na literatura ndo foram
observados relatos da presenca do gene isdH com os spa tipos encontrados no atual trabalho.

Neste trabalho, os genes das proteinas enolase, fator de alongamento Ef-G (FAG),
fosfogliceratoquinase, cisteinil-tRNA sintetase, a subunidade alfa da FOF1 ATP sintase,
succinil diaminopimelato desuccinilase foram identificados em isolados de S. aureus,
provenientes de amostras de leite bovino, pela primeira vez na literatura. O fato de os genes
serem conservados entre 0s rebanhos sugere que suas proteinas sdo importantes no metabolismo
celular, e, portanto, na sobrevivéncia de S. aureus. A manutencdo destes genes em elevada
frequéncia indica que suas proteinas podem ser potenciais alvos de ataques do sistema imune.
Deste modo, podem ser consideradas fatores de viruléncia e sugestivas de utilizacdo na

formulacdo de vacinas que levariam a eliminacdo do patdgeno. Os resultados confirmam o
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sugerido por CUNHA et al. (2020), e demonstram o potencial destes alvos como ferramenta de
investigacdo epidemioldgica, na definicdo de possiveis antigenos para as vacinas da mastite
bovina causada por S. aureus. As seis proteinas estdo relacionadas a diferentes funcgdes
metabolicas e sdo importantes para a manutencédo das atividades funcionais, como crescimento
e multiplicacdo celular. Portanto, o bloqueio de suas atividades pode levar a eliminagdo do
patégeno e a resultados promissores no controle da mastite bovina causada por este patdgeno.

A leucotoxina LUKED possui receptores nos linfocitos T, macrofagos, células dendriticas e
neutrofilos e esta ligada a formacdo de poros que causam o rompimento das membranas
celulares. A proteina LukED ¢ codificada na ilha de patogenicidade vSaP e esta presente na
maioria das cepas de S. aureus (MCCARTHY; LINDSAY, 2013). De fato, 90,38% dos isolados
deste trabalho amplificaram o gene. Algumas cepas da linhagem de ruminantes, CC133
codificam um codon de parada prematura, e codificam apenas LUKE, mas impedem a formacéo
de LUKED (GUINANE et al., 2010). No Brasil o spa tipo t10856 associado ao CC133 (ST133)
foi identificado em fazendas do Estado de S&o Paulo (SILVA et al., 2013; ROSSI et al., 2019).
O gene IUKED foi descrito como parte do cromossomo, em 99% dos isolados de S. aureus de
origem humana, enquanto o gene pvl localizado em profagos apresenta baixa frequéncia, com
2% do total (SPAAN et al., 2013). No entanto, NAIMI et al. (2003) identificaram na maioria
dos isolados CA-MRSA a presenca dos genes que codificam PVL (NAIMI et al., 2003). No
atual estudo, houve equivaléncia quanto a baixa frequéncia dos isolados positivos para pvl, mas

a ocorréncia foi associada ao fendtipo susceptivel para a oxacilina.

Para investigacdo da prevaléncia e caracterizacdo molecular de fatores de viruléncia em S.
aureus, foram coletadas 640 amostras de animais e pacientes saudaveis na provincia de Henan
(China), de 2013 a 2014. Entre os genes avaliados, IUKED apresentou maior prevaléncia
(57,34%) e o spa tipo t189 foi o0 segundo mais encontrado (12,59%). Entretanto, poucos
isolados amplificaram pvl (5,59%) e tst (2,80%) (LIU et al., 2018). No presente estudo com
isolados de mastite bovina, a frequéncia elevada de IUKED e reduzida em pvl foram semelhantes,
enquanto os achados relacionados a tst e t189 ndo mostraram concordancia.

Neste estudo, ndo foi avaliada a presenca do gene lukM. No entanto, para a formacdo do
bi-componente lukM/IukF-PV é necessario um segundo gene, o lukF-PV que foi identificado
em dois isolados. O lukM/IukF-PV tem sido associado a transmissdo horizontal por
bacteriofagos latentes de origem bovina (SAB0782 eSAB0783) (YAMADA et al., 2005; ZOU

et al., 2000). Em investigacOes anteriores, a proteina LukM/LukF-PV foi varias vezes mais
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potente contra leucdcitos bovinos, do que qualquer outra leucotoxina estafilocécica, incluindo
a PVL, altamente ativa contra leucdcitos humanos (BARRIO et al., 2006; RAINARD et al.,
2003).

ROSSI et al. (2019) recuperaram ao longo de 12 meses, 116 cepas de S. aureus de 68 vacas
com mastite subclinica. Nos resultados foram identificados 0s genes sea e see, em 24,1% dos
isolados, sendo os genes pvl e tst presentes em 3,4% e 46,6% dos isolados, respectivamente, e
nenhuma associagdo com 0 t605 (ST126, CC 126). De acordo com os resultados do atual estudo
houve concordancia apenas na identificacdo e frequéncia do gene pvl, pois os dois isolados
apresentaram gendtipo t605 e ndo foram detectados genes relacionados a superantigenos. Um
estudo epidemioldgico com 79 isolados de S. aureus coletados de vacas, cabras, ovelhas e
bufalas com mastite também ndo identificou o gene pvl (AIRES-DE-SOUSA et al., 2007).

As enterotoxinas estafilocdcicas (SE) e a toxina da sindrome do choque toxico 1 (TSST-1) séo
toxinas superantigénicas (SAg), estruturalmente relacionadas, que partilham vérios graus de
homologia na sequéncia de seus aminoacidos (PINTO, 2014). Os genes se (staphylococcal
enterotoxins) e tst sdo encontrados principalmente, em uma variedade de elementos genéticos
moveis, e podem diferir quanto a presenca entre os isolados de S. aureus. A toxicidade biologica
dos SAg de estafilococos torna-os contribuintes criticos, pois causam infecgdes potencialmente
fatais, devido a resisténcia ao calor, acidos, proteolise e dessecacdo (SPAULDING et al., 2013).

A TSST-1 (antiga SEF) pode estar presente simultaneamente, com outras enterotoxinas,
principalmente, as dos tipos SEB e SEC (SCHMITZ et al., 1998). No entanto, ndo foram

encontradas associa¢des devido a auséncia do gene tst nos isolados avaliados deste trabalho.

FERENS et al., (1998) demonstraram que SEC afeta a resposta imune bovina e pode contribuir
para a persisténcia da mastite na glandula mamaria. O gene possui variantes antigénicas, secl,

sec2, sec3, sec bovina e sec ovina.

Um cenério da distribuicdo de alguns superantigenos de S. aureus foi realizado nas regides de
Minas Gerais, Sdo Paulo e Pernambuco. A regido de Minas Gerais apresentou 0S genes sea,
seb, sec e tst, contraponto os resultados deste estudo que mostrou ndo haver amplificacdo nos
isolados (ALBUQUERQUE, 2014).

Em relacdo aos resultados da avaliacdo dos genes sea, seb, secl (enterotoxinas classicas) e tst
(enterotoxina-like), ndo foram identificadas amplificacOes nas reacdes de PCR em tempo real.

De forma semelhante, outros estudos com S. aureus em isolados de mastite bovina também nado
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detectaram os genes sea e seb (SILVA et al., 2005), seb e sec (KHORAMROOZ et al., 2016),
os genes das enterotoxinas classicas (FREITAS et al., 2008) e VAZQUEZ et al. (2011) também
ndo identificaram em 27 isolados, 0s genes que codificam as enterotoxinas SEA, SEB, SEC e
TSST-1, corroborando com os achados deste trabalho. HATA et al. (2008) ao avaliarem 391
isolados, tiveram resultados negativos para sea, em 99,5% das amplificagdes. Entretanto, essa
enterotoxina classica vem sendo encontrada em aproximadamente 80% das intoxicacGes
alimentares (PINCHUK et al., 2010; HENNEKINNE et al., 2012; FISHER et al., 2018). O teste
para 0 gene da enterotoxinas TSST-1 (tst) foi realizado em 90 cepas de S. aureus com
amplificacdo de 42,2% (CHAPAVAL et al., 2006).

Em mais de 170 isolados de S. aureus, MITRA et al. (2013) identificaram que os spa tipos,
t002, t1200 e t6861 estavam relacionados a auséncia dos genes sea, seb, sec e tst. De forma
contraria, os resultados do presente trabalho ndo identificaram qualquer associacdo entre a

presenca dos genes de superantigenos e os spa tipos.

A complexidade da regulacdo da viruléncia de S. aureus decorre do grande nimero de
reguladores globais envolvidos no processo (NOVICK, 2003; BRONNER et al., 2004;
CHEUNG et al., 2004) e a expressdao do gene sea tem sido descrita na literatura como
independente de agr (LE LOIR et al., 2003), considerado um dos mais importantes reguladores
do patdgeno. Nos resultados deste atual trabalho, a auséncia de sea ndo permitiu as comparacées
com o gene agr. O estudo do gene agr esta descrito no capitulo 1.

A distribuicdo mundial das cepas de S. aureus produtoras de enterotoxinas mostrou-se bastante
variada (VAZQUEZ et al., 2011), e o leite cru contaminado na fazenda pode levar a problemas

subsequentes, como as intoxicacgdes alimentares.

As cepas mais prevalentes podem expressar certos genes de maneira diferenciada, de forma a
melhorar a capacidade de superacao frente aos mecanismos de defesa do hospedeiro, e assim
colonizar com sucesso, o0 tecido mamario (SHARER et al., 2010). A hipétese anterior
mencionada pelos autores foi confirmada neste estudo atual que identificou um mesmo spa tipo

amplificando diferentes genes de viruléncia como os ligados a leucotoxinas.

A multiplicacdo celular de S. aureus é em grande parte devido a disponibilidade de carboidratos
simples, como glicose e lactose, sugerindo, desta forma, uma associacdo entre a expressao de
Ell e a mastite, pelo fato da enzima afetar o crescimento de S. aureus em ambiente rico em

lactose, como o leite (SHARER et al., 2010). O aumento da taxa de crescimento vem sendo
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descrito como um dos muitos fatores que contribuem para a viruléncia de S. aureus na mastite
(ODIERNO et al., 1994). Os achados deste atual estudo confirmam a importancia do gene lacE

representado pela alta frequéncia (99,7%) de amplificacdo entre os isolados de mastite bovina.

As associacOes significativamente estatisticas representadas pelo mapa perceptual indicam
possiveis alvos vacinais, assim como indicam que a presenca de IUKED nos rebanhos, pode ser

um importante fator de viruléncia a se monitorar nos rebanhos.
5. CONCLUSOES

De forma inédita os genes eno, fusA, pgk, cysS, atpF e dapE foram identificados e, sugere-se
que seus fragmentos amplificados séo conservados nos rebanhos, sendo, portanto, importantes

alvos para o desenvolvimento de uma vacina para a mastite causada por S. aureus.

A elevada frequéncia de sdrE e isdH também demonstrou a aplicabilidade destes genes aos

inquéritos epidemioldgicos que buscam identificar alvos conservados do DNA de S. aureus.

Entre as proteinas indicadas como possiveis alvos vacinais, o gene codificador da serine-
aspartate repeat protein D mostrou o pior desempenho entre os rebanhos B, C e D. No entanto,
0 gene sdrD pode ser adequado para inquéritos epidemiolégicos com o spa tipo t6861 e
rebanhos Y2 sangue, e assim, ser importante como alvo de desenvolvimento de vacinas, ou em

estudos que buscam um marcador molecular que avalia as diferengas entre os genes.

O spa tipo t6861 ndo foi descrito anteriormente no Brasil, sendo observado em um Unico trabalho na

india (2013), fato que sugere uma possivel chegada e manutencéo da cepa em rebanhos brasileiros.

O gene lukDE pode ser considerado um marcador molecular de novos estudos epidemiolégicos, visto
que sua elevada amplificagcdo apresentou associagdo estatisticamente significativa com os rebanhos e

spa tipo.

O gene pvl representa um gene de origem humana, e mesmo em baixa frequéncia indica um sinal de
alerta para a transmissao interespécie e preocupa pelo potencial dano, quando os bi-componentes

formam o gene lukM-lukF-PV.

A auséncia dos genes sea, seb, secl e tst ndo descarta a presenca de outros genes codificadores de

toxinas, mas confirma a auséncia destes quatro importantes superantigenos.

A presenca de lacE na maioria dos isolados indica que o gene pode ser, assim como os listados

anteriormente, um candidato nas avaliacGes epidemioldgicas que buscam alvos vacinais conservados.
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A robustez e praticidade da técnica spa Typing na identificacdo de diferentes cepas de S. aureus

permitem que a ferramenta de tipagem seja indicada para futuros estudos epidemiolégicos.
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APENDICES

Considerac0es Finais

O trabalho permitiu constatar a frequéncia dos diferentes genes ligados aos fatores de viruléncia
de S. aureus em isolados de origem bovina, e a partir destes resultados formular a hipdtese de
que a presenca dos genes codificadores para formacdo de biofilme pode ter relacdo com os
elevados registros de resisténcia, como também sugerir que a elevada frequéncia dos genes
sdrE, isdH, eno, fusA, pgk, cysS, atpF e dapE indica que os mesmos séo conservados e tém
potencial de investigacdo nos inquéritos epidemioldgicos voltados para o desenvolvimento de

vacinas.
Perspectivas Futuras

A investigacdo da ancestralidade do spa tipo 6861 podera auxiliar na compreensdo da
epidemiologia da mastite bovina causada por S. aureus. Por fim, destaca-se a importancia de
ampliar os estudos com a técnica de spa Typing que se mostrou adequada, robusta e de facil

execucao.



