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CARACTERIZACAO DE STAPHYLOCCOCUS AUREUS EM RELACAO A
RESISTENCIA E VIRULENCIA DE ESTIRPES ISOLADAS DE LEITE BOVINO
MASTITICO

RESUMO - A mastite € umas das mais importantes enfermidades que acometem
a bovinocultura leiteira e pode ser causada por diferentes patégenos amplamente
difundidos, sendo que o mais importante deles € a bactéria Staphylococcus aureus. O S.
aureus possui diferentes mecanismos para conseguir sobreviver no organismo dos
animais infectados, dentre eles, diversos fatores de viruléncia e de resisténcia,
produzidos respectivamente, para tentar evoluir o processo infeccioso e resistir aos
diferentes principios ativos de antimicrobianos utilizados numa tentativa de tratamento.
Mediante essas informacdes os principais objetivos deste trabalho foram pesquisar
genes de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos de 65 estirpes de S. aureus de
amostras de leite mastitico provenientes da cidade de Concordia - Santa Catarina, assim
como caracterizar a similaridade genética entre as estirpes. Essas estirpes inicialmente
foram testadas quanto a presenca da coagulase livre e logo depois foram submetidas a
PCR para confirmacdo do género bacteriano, pela presenca do gene tstag, e
confirmacdo da espécie, pela pesquisa do gene cydB. Para a confirmacédo final da
espécie bacteriana foi realizada a técnica de MALDI-TOF. Pesquisou-se 0s genes de
viruléncia relacionados ao choque téxico (tsst-1), enzima coagulase (coa) e
enterotoxinas (sea, seb, sec, sed, see, seq, seh, sej). Posteriormente, foram pesquisados
genes de resisténcia aos antimicrobianos, como 0s genes de resisténcia a
aminoglicosideos (mecA), a betalactamicos (blaz), a tetraciclina (tet) e o gene da
resisténcia a eritromicina (ery). A caracterizacdo da resisténcia fenotipica, foi realizado o
Teste de Susceptibilidade aos antimicrobianos (Antibiograma). A Eletroforese em Gel
de Campo Pulsado (PFGE) foi realizada para investigacdo da similaridade genética das
estirpes. Neste trabalho, 88% dos isolados amplificaram o gene cydB e 0 gene coa
apresentou 93,84% de amplificacdo. Cinco das oito enterotoxinas pesquisadas foram
amplificadas, sendo elas: sec 3,07%, seg 6,15%, see 7,69%, seh 23,07% e sei 53,84%.
Esses achados reforcam o alarme sobre as intoxicacdes alimentares que possuem alta
prevaléncia nos seres humanos. As estirpes apresentaram alto grau de resisténcia no
teste de antibiograma, sendo a Penicilina e a Tetraciclina com os maiores indices de
resisténcia apresentados. Porém, na pesquisa dos genes de resisténcia relacionados,
foi observada baixa frequéncia desses genes. Os isolados também apresentaram alto
grau de variabilidade genética quando analisado o teste de PFGE. Os resultados obtidos
sdo fundamentais para mostrar a importancia desse agente no sistema produtivo leiteiro
gue possui alta prevaléncia, causando graves prejuizos. Fato que alerta sobre a tomada
das devidas medidas de controle e prevencéo da doenca.

Palavras-chave: Mastite, PFGE, producéo leiteira, resisténcia, toxinas.



CHARACTERIZATION OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS IN RELATION TO THE
RESISTANCE AND VIRULENCE OF STRAINS ISOLATED FROM BOVINE MILK

ABTRACT - Mastitis is one of the most important diseases that affect dairy cattle and can
be caused by different pathogens that are widespread, the most important of which is the
bacterium Staphylococcus aureus. S. aureus has different mechanisms to survive in the
organism of infected animals, among them, several virulence and resistance factors,
produced respectively, to try to evolve the infectious process and resist the different active
principles of antimicrobials used in an attempted treatment. Based on this information,
the main objectives of this work were to search for virulence and resistance genes of 65
strains of S. aureus from mastitic milk samples from the city of Concérdia - Santa
Catarina, as well to characterize the genetic similarity between the strains. These strains
were initially tested for the presence of free coagulase and afterwards they underwent
PCR to confirm the bacterial genus, through the presence of the tstag gene, and to
confirm the species, through the cydB gene search. For the final confirmation of the
bacterial species, the MALDI-TOF technique was made. Then, virulence genes related to
toxic shock (tsst-1), coagulase enzyme (coa) and enterotoxins (sea, seb, sec, sed, see,
sec, sem, seh, sej) were investigated. After that, antimicrobial resistance genes such as
the aminoglycoside resistance gene (mecA), beta-lactam (blaz), tetracycline (tet) and the
erythromycin resistance gene (ery) were investigated. And for the characterization of
phenotypic resistance, the Antimicrobial Susceptibility Test (Antibiogram) was performed.
Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) was performed to investigate the genetic
similarity of these strains. In this study, 88% of the isolates amplified the cydB gene and
the coa gene showed 93.84% amplification. Five of eight enterotoxins surveyed were
amplified, namely: sec 3.07%, seg 6.15%, see 7.69%, seh 23.07% and sei 53.84%.
These findings reinforce the alarm about food poisoning that has a high prevalence in
humans. The strains showed a high degree of resistance in the antibiogram test, with
Penicillin and Tetracycline having the highest levels of resistance. However, in the search
for resistance genes, the frequency of these related genes was observed. Strains also
showed a high degree of genetic variability when analyzing the PFGE test. The results
obtained are fundamental to show the importance of this agent in the dairy production
system, which has a high prevalence, causing serious losses. Fact that warns about
taking appropriate measures to control and prevent the disease.

Key words: dairy production, mastitis, PFGE, resistance, toxins.



1. INTRODUCAO

A producdo leiteira no Brasil vem crescendo desde 1974 até os dias atuais,
comprovando o grande avanco que esse setor agropecuario obteve no pais (Maia et al.,
2013). De acordo com a Pesquisa Trimestral do Leite (IBGE, 2020), no primeiro trimestre
de 2020 foram produzidos mais de 6 mil litros de leite cru, demostrando grande aumento
na produgdo trimestral em comparagdo com anos anteriores. Entretanto, algumas
enfermidades podem acarretar sérios prejuizos para a cadeia produtiva do leite levando
a diminuicdo na producdo de leite, tendo a mastite como uma das doencas mais

recorrentes.

A mastite € uma das doencas que mais causa prejuizos na pecuaria leiteira,
ocasionando decréscimo da producdo, descarte do leite, gastos com medicamentos,
reducdo da qualidade do produto, reposicédo de fémeas e aumento da méao-de-obra
(Megid et al, 2016). A bactéria da espécie Staphylococcus aureus € responsavel por
cerca de 40% dos casos de mastite em todo o mundo (Tenhagen et al., 2006), além de
ser 0 agente que mais gera danos ao animal, devido aos seus fatores de viruléncia (Dias
et al., 2011). Fatores de viruléncia, como as hemolisinas, toxinas esfoliativas,
enterotoxinas, toxinas da sindrome do choque toxico e a coagulase, dificultam o
tratamento e o controle dos S.aureus nos rebanhos acometidos (Megid et al, 2016; Luo
et al., 2018).

Sobre as toxinas produzidas pelo S. aureus, as hemolisinas sdo de grande
importancia, pois apresentam alta patogenicidade, sendo que a alfa-hemolisina é uma
das mais importantes desse grupo, capaz de destruir células como os eritrocitos, células
endoteliais e células de defesa como os linfocitos T e B (Duan et al., 2018). As
enterotoxinas s&o as principais causadoras de intoxicacoes alimentares em seres
humanos e os principias sintomas causados sdo vomito, diarreia, dor de cabeca, colicas
abdominais e prostracéo (Dias et al., 2011). Segundo Vitale et al., (2017), sdo conhecidas
até hoje mais de 20 enterotoxinas produzidas por cepas de S.aureus.

Ainda, as toxinas da sindrome do choque toxico produzem sinais clinicos como

hipotenséo, febre, erupcdo cutdanea e depois de uma ou duas semanas de infeccéo



causa descamacao da pele (Tam; Torres, 2019). Ja a coagulase € um dos principais
fatores de viruléncia produzidos por S.aureus, causando coagulacdo do plasma
sanguineo do hospedeiro. Os S.aureus que produzem a coagulase sdo em sua maioria
os causadores de mastite bovina no mundo inteiro (Javid et al., 2018).

Devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos, as cepas de S. aureus ao longo
dos anos foram desenvolvendo mecanismos para sobreviver com a presenca desses
agentes quimicos. Um exemplo dessa resisténcia adquirida sdo os S.aureus resistentes
a meticilina (MRSA) e também a vancomicina (VRSA). Esses mecanismos ndo sao muito
conhecidos nessa espécie, entretanto, ndo sdo 0s Unicos, pois existem diversos outros
tipos de resisténcia que conferem insensibilidade a varias classes de antimicrobianos. A
caracteristica de apresentar resisténcia pode ser transferida das estirpes que acometem
0s animais as que acometem os humanos, acarretando um grande problema de salde
publica (Dan et al., 2018).

A ingestdo de alimentos contaminados com S.aureus, pode causar intoxicacao
provocando sintomas como vomito, diarreia e inapeténcia (Kappeli et al., 2019). Sendo
assim, é de extrema relevancia o estudo das cepas de S.aureus, isoladas de casos de
mastite bovina, provenientes da cidade de Concodrdia — Santa Catarina, Brasil, com o
propésito de caracterizar as estirpes isoladas, avaliar a sua similaridade genética, por
meio da técnica de Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE), bem como

determinar os antimicrobianos mais eficazes para futuros tratamentos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mastite

A mastite é caracterizada por inflamacao da glandula mamaria, podendo ocorrer
em inumeras espécies de animais, porém na espécie bovina essa enfermidade se
manifesta na sua forma mais agressiva e resulta nos principais prejuizos que irdo se

alastrar em toda a cadeia produtiva leiteira (Fursova et al., 2020).



Um dos principais prejuizos ao animal é relacionado a diminuicdo dos indices de
bem-estar devido ao desconforto pelas fortes dores provocadas no teto e no Ubere, que
acarretardao diminuicdo do apetite, aumento de gastos com medicamentos para o
tratamento, além de gastos com mudancas de manejo. Todos esses fatores resultardo
na reducédo da producéao de leite (Gabli et al., 2019).

Geralmente as mastites causadas por bactérias da espécie S.aureus sao as
chamadas mastites subclinicas. Neste tipo de mastite, ndo sdo observadas alteracfes
aparentes no animal, ou seja, 0s sinais clinicos ndo sdo perceptiveis, porém existem
testes que sdo capazes de avaliar e detectar a presenca deste tipo de mastite, como o
teste California mastitis test (CMT) e a Contagem de Células Somaticas (CCS) do leite.
Os dois testes mensuram a quantidade de células de defesa presentes no leite, podendo
indicar a presenca de um processo inflamatério na glandula mamaria. Ambos precisam
ser realizados juntamente com outros testes mais sensiveis e especificos como o teste
microbiolégico ou testes moleculares, para obtencdo do diagndéstico e realizacdo do
tratamento correto (Paterna et al., 2014).

O leite mastitico ndo pode ser consumido, este representa risco de intoxicacoes,
podendo trazer gastroenterites, febre, choque septicémico e morte. E devido a esse fator
a grande preocupacdo com essa enfermidade que afeta grande parte dos animais

destinados a producéao leiteira mundial (Gabli et al., 2019).

2.2 Saphylococcus aureus

Staphylococcus aureus sao bactérias comensais oportunistas do corpo humano
e animal, ou seja, vivem sem causar danos ao organismo hospedeiro, habitam a pele e
mucosas, entretanto em casos de diminuicdo do sistema imune ou lesdes, estas
bactérias podem adentrar a corrente sanguinea e causar infec¢cdes generalizadas
levando a sepse, (Hardy et al., 2019; Fursova et al., 2020). A bacteremia causada por
S.aureus possui altas taxas de mortalidade, sendo de 11 a 43% (Otto; Deleo; Diep,
2009), demonstrando grande importancia o conhecimento sobre suas caracteristicas de

patogenicidade e viruléncia.



As cepas de S.aureus causadoras de mastite bovina geralmente estdo
distribuidas na microbiota da pele dos animais, assim como na microbiota da pele dos
ordenhadores, que estdo em contato direto com os animais. Diante dessas informagoes,
sabe-se que a principal forma de dispersédo dessas bactérias é durante o processo de
ordenha, podendo causar as conhecidas mastites cronicas, que irdo perdurar por toda a
vida produtiva do animal. A mastite cronica caracteriza o pior tipo de mastite apresentada
pelo animal, pois é refrataria aos diversos tipos de tratamentos e a Unica forma de
eliminar a doencga é com o descarte do animal acometido (Naushad et al., 2020).

As mastites causadas por S.aureus séo as mastites com menores indices de cura
do animal infectado, justamente devido aos inumeros fatores de viruléncia e resisténcia
associados a esse agente (Javid et al., 2018).

Os fatores de viruléncia produzidos pelos S.aureus s&o os principais fatores
associados a patogenicidade e a facilidade de evasao do sistema imune do hospedeiro
infectado, prolongando e dificultando o tratamento da doenca (Katsarou et al., 2019).
Esses fatores de viruléncia podem ser descritos como toxinas produzidas pelos S.aureus
no momento de invasdo no hospedeiro, tendo como principais exemplares as
hemolisinas, as enterotoxinas, as toxinas da Sindrome do Choque Téxico e a enzima
coagulase (Monistero et al., 2020). Esses fatores de viruléncia irdo facilitar a invasao do
micro-organismo no hospedeiro agravando o processo de infec¢do (Otto, 2014).

As bactérias do género Staphylococcus e principalmente da espécie
Staphylococcus aureus sdo também, as principais causadoras de doencas veiculadas
por alimentos ao redor do mundo, essas ocorréncias estdo geralmente associadas a
surtos da doenca, caracterizando as intoxicacdes alimentares (Deng et al., 2019). Os
alimentos envolvidos nas intoxicagfes sao contaminados geralmente durante o processo
de manipulagéo e preparo do alimento sem a correta higienizagdo das maos por

manipuladores de alimentos.

2.3 Hemolisinas

As hemolisinas sdo toxinas citoliticas secretadas no momento da invasido da

bactéria no hospedeiro. Sdo capazes de produzir poros na membrana das células



hospedeiras e de destruir células, como hemacias, células endoteliais e células de
defesa. Podem ser do tipo alfa (a), beta (B) ou delta (8) (Burnside et al., 2010). As
hemolisinas assim como os demais fatores de viruléncia produzidos sdo mecanismos
utilizados para a bactéria invadir o organismo hospedeiro, visto que a beta-hemolisina
age nas células ricas em lipidios, fato que facilita a entrada e a aderéncia bacteriana nas
células epiteliais presentes na glandula mamaria do animal (Berube; Wardenburg, 2013;
(Magro et al., 2017).

2.4 Enterotoxinas

As enterotoxinas sdo toxinas secretadas pelas estirpes de S.aureus dentro do
organismo do hospedeiro e correspondem a um dos fatores de viruléncia mais
importantes produzidos pelos S.aureus, visto que s&o as principais causadoras das
famosas intoxicacfes alimentares. A intoxicacdo alimentar, na maior parte dos casos
apresenta-se na forma autolimitante e causa sintomas como vémito, diarreia e
prostracdo, e pode se tornar grave em pessoas imunodeprimidas, idosos e criangas. A
ingestado de alimentos derivados do leite contaminados por S.aureus sao os grandes
vildes desse tipo de intoxicacdo alimentar (Argudin; Mendoza; Rodicio, 2010). A
enterotoxina A € a mais prevalente encontrada nas cepas de S.aureus (Saidi et al., 2019).
Os sintomas provocados foram observados apenas em humanos e primatas. As
enterotoxinas A (sea) e E (see) sdo sintetizadas durante a fase logaritmica do
crescimento bacteriano, ja a B (seb), C (sec) e E (see) séo produzidas no final da fase
estacionéaria (Micusan e Thibodeau, 1993; Derzelle et al., 2009).

A contaminacao dos S.aureus produtores de enterotoxinas pode ocorrer durante
a manipulacdo de alimentos, através de secrecdes nasais de pessoas infectadas, ou
ainda através da ingestdo de leite mastitico contaminado pela bactéria (Argudin et al.,
2010).

S.aureus séo destruidos pela acéao do calor e alteragdes de pH, entretanto suas
enzimas produzidas, como é o caso das enterotoxinas, sobrevivem perante esses

processos e permanecem viaveis no alimento. Outra caracteristica das enterotoxinas é



gue elas agem no hospedeiro como superantigenos, estimulam os linfécitos T e a
liberacdo de grande quantidade de citocinas, causando inflamacéo grave (Magro et al.,
2017).

2.5 Toxinas da Sindrome do Choque Toéxico

As toxinas causadoras da Sindrome do Choque Toéxico sdo sintetizadas pela
expressao do gene tsst, presente em algumas cepas de Staphylococcus aureus. Pode
gerar sintomas como febre, erupgéo cutdnea, descamacao e em casos graves necrose
da pele. Essa toxina esta associada a infec¢des de pele, tecidos moles e em casos raros
em afeccdes no trato respiratorio. Pode estar associada a casos de complicacfes em
cirurgias e demais procedimentos de pele e sistema respiratorio (Sharma et al., 2019).

A ocorréncia da Sindrome do Choque Téxico é rara, porém, quando ocorre, pode
ser grave. Inicialmente a infeccdo, ocorre proliferacdo exacerbada de estirpes de
S.aureus produtoras de toxina e apés a instalacdo no local, comeca a producdo de
toxinas. Essas bactérias podem atravessar a pele e entrar na corrente sanguinea, onde
irdo se ligar com linfocitos do tipo T (Pierson et al., 2018).

Uma maneira de evitar a infec¢éo por estirpes de S.aureus produtoras desse tipo
de enzima € mantendo uma microbiota competitiva nos locais onde geralmente ocorrem
as infeccdes, assim impedindo a aderéncia bacteriana ao epitélio da pele, bloqueando o

processo de infec¢do (Sharma et al., 2019).

2.6 Coagulase

7

A enzima coagulase é utilizada para diferenciar Staphylococcus aureus de
Staphylococcus coagulase negativos, que sdo conhecidos como menos patogénicos
(Vanassche et al., 2010). Essa enzima é produzida pelas cepas de S.aureus e promovem
a coagulacdo do plasma sanguineo, possuem acado similar & ocorrida na cascata de
coagulacdo. Age ligando-se a protrombina presente no plasma sanguineo, que em

seguida é convertida a trombina que ira converter o fibrinogénio em fibrina, resultando



no coagulo sanguineo. Esse coagulo formado serve como protecdo do processo de
fagocitose, evadindo o sistema imune, podendo causar a formacao de abcessos (Otto,
2014). Os coagulos formados por S.aureus poderdo virar trombos sépticos que
ocasionalmente irdo se alojar nas valvas cardiacas gerando um quadro de endocardite
bacteriana e em casos graves pode levar o animal a 6bito (Farkas et al., 2019).

A enzima coagulase é conhecida como um fator de viruléncia potente e os
S.aureus produtores dessa enzima sao o0s principais agentes relacionados aos casos de
intoxicacdo alimentar em humanos. A presenca dessa enzima € utilizada como principal

indicativo dessa espécie bacteriana (De Fatima et al., 2006).

2.7 Resisténcia aos antimicrobianos

Umas das principais causas conhecidas de falhas no tratamento da mastite bovina
e de inimeras doencas infeciosas € a resisténcia antimicrobiana (Barkema et al., 2006;
Naushad et al., 2020). Sabe-se que a escolha do antimicrobiano ideal para o tratamento
deve ser respaldada em testes de susceptibilidade a antimicrobianos, por meio do
método de disco difusdo que é essencial para saber qual antimicrobiano é realmente
eficaz para tratar determinado caso de mastite. Pode ser realizado paralelamente as
analises moleculares para pesquisa de genes associados a resisténcia a diferentes
classes de antimicrobianos, principalmente os genes associados a resisténcia aos beta-
lactamicos que sdo amplamente utilizados no tratamento da mastite bovina (Monistero
et al., 2020). Dessa forma, identificam-se os antimicrobianos efetivos para realizar o
tratamento do animal, evitando gastos excessivos com tratamentos refratarios (Naushad
et al., 2020).

Os primeiros Staphylococcus aureus resistentes aos antimicrobianos foram
registrados no ano de 1940, onde essa espécie comegou a apresentar resisténcia frente
a penicilina. E, como tentativa de solucionar o problema dessa resisténcia criou-se um
novo antimicrobiano derivado da penicilina, a meticilina, porém um ano apés a sua
criacao, algumas cepas de Staphylococcus aureus ja apresentaram sinais de resisténcia
em tratamentos realizados com esse principio ativo, sendo posteriormente conhecido
como Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (MRSA) (Tahmasebi et al., 2019).

Esse fato demonstrou que as bactérias possuem a capacidade de desenvolver



mecanismos para evadir ao tratamento e criam barreiras para sobreviver e se tornarem
cada vez mais fortes frente os principios ativos de antimicrobiano.

Outro mecanismo utilizado por S.aureus para evadir 0 sistema imune e a tentativa
de tratamento com antimicrobianos, € a formacdo de biofilmes, onde as células
bacterianas se unem em diversas camadas protegidas por lipopeptideos, ficando
seguras da acao dos principios ativos. A estrutura presente mais conhecida que atua
favorecendo a formacgdo dos biofiimes é a adesina que facilita a ligacdo entre os
S.aureus, deixando-os agregados uns aos outros (Otto; 2009.) S.aureus sao capazes
de sobreviver dentro de neutréfilos induzindo a formacdo de microabcessos,
caracterizando forte resisténcia ao tratamento, protegendo a bactéria da acdo do
antimicrobiano, essa atividade de formac¢éo dos microabcessos € comumente associado
a casos de mastite crbnica, que raramente respondem aos tratamentos instituidos
(Barkema et al., 2006).

A tarefa de encontrar antimicrobianos ideais para o tratamento tem se tornado
ardua. E necessario encontrar ativos que combatam de forma eficaz as infecdes
bacterianas, principalmente as causadas pela espécie Staphylococcus aureus.
Segundo Otto, (2014) cepas de MRSA causam mais mortes fatais por ano, nos Estados
Unidos do que o virus do HIV.

O uso desenfreado de antimicrobianos sem critérios de escolha, resulta nas falhas
de tratamento, na producé&o de mecanismos de resisténcia e no agravo da doenca, visto
que, a infeccdo nao foi tratada com o medicamento realmente efetivo, prolongando o

estado de doenca do animal (Monistero et al., 2020).

3. OBJETIVOS

3.1 Geral



Pesquisar genes de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos em estirpes de
Staphylococcus aureus, isolados de leite bovino mastitico, provenientes da cidade de

Concordia — Santa Catarina.

3.2 Especificos

- Detectar a presenca da enzima coagulase por meio do teste da coagulase livre em

tubo;

- Confirmar a identificacdo do género Staphylococcus pela da presenca do gene tstag;
- Confirmar a identificacdo de S. aureus pelo gene cydB;

- Confirmacéo final da espécie bacteriana por meio da técnica de MALDI-TOF;

- Detectar producao de enterotoxinas pelos genes sea, seb, sec, sed, see, seg, seh

e sej;
- Detectar presenca toxinas da sindrome choque toxico por meio do gene tsst-1;

- Detectar presenca de enzima coagulase por meio da presenca do gene coa e do

teste da Coagulase Livre em Tubo;

- Detectar resisténcia aos aminoglicosideos pela presenca dos genes mecA e gen;
- Detectar resisténcia aos betalactamicos pela presenca do gene blaz,;

- Detectar resisténcia a tetraciclina pela presenca do gene tet;

- Detectar resisténcia a eritromicina pela presenca do gene ery.

-Detectar a resisténcia fenotipica por meio do Teste de Susceptibilidade aos

antimicrobianos (TSA);

-Realizar Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) para caracterizar a

similaridade genética dessas estirpes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Populacéo analisada

Foram utilizadas 65 isolados de leite provenientes da regido do Sul do Brasil,
Concordia-SC, colhidas no periodo de 2016 a inicio de 2019, recebidas no laboratério de
Microbiologia Veterinéaria, do Instituto Federal Catarinense — Campus Concérdia. Essas
amostras, previamente identificadas foram semeadas em agar-sangue ovino a 5%
desfibrinado e, em seguida para identificacdo fez-se a realizacao de testes especificos
como o teste da catalase, teste da coagulase conjugada (lamina), semeadura em agar
sal-manitol e uma série de acucares especificos até se sugerir a espécie Staphylococcus
aureus. Os isolados, foram congelados em tubos “eppendorfs” contendo caldo BHI
acrescido de glicerol a 1% e armazenados em freezer a -20°C. Esses isolados
congelados foram trazidos para a Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus Jaboticabal, para dar continuidade as

identificacbes e realizacdo dos procedimentos descritos a seguir.

4.2 Extracdo de DNA bacteriano

Para a extracdo de DNA, inicialmente foi preparado um in6culo em caldo BHI para
crescimento bacteriano, para entdo realizar a extragdo do DNA bacteriano através do
meétodo de Kuramae-Izioka (1997) com modifica¢cdes. Um mL da cultura bacteriana foi
transferida para microtubos de 2mL, centrifugados a 13.400 rpm por 2 minutos e o pellet

de células foi ressuspendido em 700uL de tampé&o de extragdo [160mM Tris-HCL pH 8.0,
50mM EDTA pH 8.0, 20mM NaCl e SDS 0.5% (p/v)]. A suspensdo de células foi

homogeneizada através de agitacdo e incubada em banho de agua a 65°C por 40

minutos e agitada a cada 10 minutos. Em seguida, 300uL de acetato de potassio 5M foi
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adicionado e a solucdo homogeneizada e incubada em gelo por 30min com inversdes a
cada 15 minutos. ApGs essa incubacéo, as amostras foram retiradas do gelo e 650 pL
de uma mistura de cloroférmio e alcool isomalico [24:1 (v/v)] foram adicionados. As
amostras foram homogeneizadas por inversdo e centrifugadas a 13.400 rpm por 10
minutos a 4°C. Apos a centrifugacao, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo
e 0 DNA foi precipitado pela adi¢do de 1000pL de etanol absoluto refrigerado. A mistura
de etanol e sobrenadante foi misturada por inversdo e acondicionada a -20°C “overnight”.
Em seguida, foi centrifugada a 13.400 rpm por 10 min a 10°C. Os “pellets” de DNA
resultante foram secos em temperatura ambiente por 30 min e ressuspendidos em 30uL
de Tamp&o TE (10uM Tris-HCI, pH 7.3, 0.1 uM EDTA).

4.3 Coagulase livre em tubo

Para a realizacéo do teste da coagulase livre em tubo, foi utilizado o kit comercial
Coagu-Plasma (Laborclin, Pinhais, Brasil). As amostras foram previamente semeadas
em agar sangue bovino a 5% desfibrinado e incubadas em estufa a 37°C por 24 horas.
ApOs esse periodo, realizou-se a diluicdo do plasma de coelho liofilizado acrescentando
3mL de solucéo fisioldgica a 0,85% e entédo pipetou-se 500uL do plasma diluido em tubos
de ensaio e emulsionou-se de 3 a 4 colbnias bacterianas em cada tubo, sendo utilizada
a estirpe S.aureus ATCC 25293 como controle positivo da reacao e S. epidermidis ATCC
12228 como controle negativo. Os tubos correspondentes a cada amostra foram
incubados em banho-maria a 37°C por 24 horas, sendo que as primeiras 4 horas foram
observadas cuidadosamente, pois algumas estirpes de S. aureus coagulam o plasma de

coelho nas primeiras 4 horas do teste.

4.4 Técnicade PCR
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Para realizacdo da técnica, uma aliquota de DNA (2pL) foi acrescentada a mistura
contendo 0,4 puL de dNTP (10 mM), 2uL de solucdo tampéo 10X (100 mm Tris-HCI, 500
Mm KCI, 0,8% Nonidet P40), 0,8 uL de 50 mM MgClz, 1,0 pL de cada “primer” 10 pM, e
uma unidade de Taq DNA polimerase (Fermentas, Europe). Agua MilliQ foi adicionada
até completar o volume total de 20puL. Os ciclos consistiam em um estagio inicial a 95°C
por 2 minutos, seguidos de 25 ciclos, cada um contendo desnaturacdo a 94°C por 30
segundos e anelamento a 55°C por 1 minuto, e extenséo a 72°C por 30 segundos. O
ciclo de extensao final foi a 72°C por 7 minutos.

Apos cada PCR, foi acrescentado 5uL de corante de front (0,25% azul de
bromofenol em 50% de glicerol) no produto da reacao e foi aplicado marcador molecular
de 100 pb DNA Ladder (Invitrogen, EUA) em um gel de agarose a 1,5% contendo SYBR
safe (Thermo Fisher Scientific) (1 pg/mL) em tampdo Tris-Borato-EDTA (TEB) e
separados por eletroforese (70V/1h). Os produtos de amplificacao foram visualizados por

exposicdo do gel em luz UV e fotografado.

Na tabela abaixo esta a descricdo dos genes pesquisados através da técnica de
PCR.

Tabela 1: Lista de “primers” e condicdes utilizadas na PCR.

Gene Sequéncia de nucleotideos Tamanho Referéncia
(5-3) (pb)

tstag F GGCCGTCTTGAACGTGGTCAAATCA 370 (Martineau et al.,
R TIACCATTTCAGTACCTTCTGGTA 1998)

cydB F CCCATTTGCTTGGTCTGTAGTA 432 (Almeida, 2018)
R GTCCAGCCCATTTCTGGATTA

coa F GTCTTGAAAGTAGCTCATCTAAACTTG 228 (Almeida, 2018)
R ATCCAAATGTTCCATCGTTGTATTC

tsst-1 F AGCCCTGCTTTTACAAAAGGGGAAAA 306 (Paniagua-Contreras
R CCAATAACCACCCGTTTTATCGCTTG et al., 2012)

sea F CCTTTGGAAACGGTTAAAACG 127 (Kim, 2011)
R TCTGAACCTTCCCATCAAAAAC

seb F TCGCATCAAACTGACAAACG 477 (Kim, 2011)

R GCAGGTACTCTATAAGTGCCTGC
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sec F CTCAAGAACTAGACATAAAAGCTAGG 271 (Kim, 2011)
R TCAAATCGGATTACCATTATCC

sed F CTAGTTTGGTAATATCTCCTTTAAACG 318 (Kim, 2011)
R TTAATACTATATCTTATAGGGTAAACATC

see F CAGTACCTATACATAAAGTTAAAACAAGC 178 (Kim, 2011)
R TAACTTACCGTGGACCCTTC

seg F CGTCTCCACCTGTTGAAGG 327 (Kim, 2011)
R CCAAGTGATTGTCTATTGTCG

seh F CATTCACATCATATGCGAAAGCAGAAG 358 (Paniagua-contreras
R GCACCAATCACCCTTTCCTGTGC etal.,, 2012)

sej F CATCAGAACTGTTGTTCCGCTAG 142 (Kim, 2011)
R CTGAATTTTACCATCAAAGGTAC

mecA F ACTGCTATCCACCCTCAAAC 163 (Mehrotra, 2000)
R CTGGTGAAGTTGTAATCTGG

aacc F TAATCCAAGAGCAATAAGGGC 227 (Kumar, 2010)
R GCCACACTATCATAACCACTA

blaz F ACTTCAACACCTGCTGCTTTC 173 (Duran et al, 2012)
R TGACCACTTTTATCAGCAACC

tet F AGTGGAGCGATTACAGAA 158 (Duran et al, 2012)
R CATATGTCCTGGCGTGTCTA

ery F AAGCGGTAAACCCCTCTGA 190 (Duran et al, 2012)

R TTCGCAAATCCCTTCTCAAC

4.5 Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE)

As amostras isoladas foram caracterizadas pelo protocolo padrao de PFGE da
“PulseNet”, conforme descrito por Ribot et al. (2006) com pequenas modificacbes. O
sistema utilizado foi o CHEF DR-III (Bio-Rad, EUA), o DNA cromossomal foi digerido com
a enzima Smal (Invitrogen, EUA) e a eletroforese foi realizada em gel de agarose
“Pulsifield Certified” 1% (Bio-Rad, EUA), com voltagem de 6V cm, em um angulo de
120°, com tempo inicial de mudanca de polaridade de 2.2 segundos e tempo inicial de
mudanca de polaridade de 54.2 segundos. A estirpe Salmonella Braenderup (H9812) foi
utilizada como padrédo e os géis foram submetidos a eletroforese por 21h a uma
temperatura de 14°C. As semelhancas de fragmentos foram comparadas utilizando-se o
coeficiente de Dice a 1% de tolerancia e 0,5% de otimizac&o. O dendograma foi calculado
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pelo método de agrupamento UPGMA, utilizando o Software BioNumerics, versao 7.1

(Matematica Aplicada, Sint-Mastens-Latem, Bélgica).

4.6 Teste de Susceptibilidade a Antimicrobianos (Antibiograma)

O teste de susceptibilidade a antimicrobianos foi realizada pelo método de disco
difusdo estabelecido por Kirby Bauer (1966). As cepas de Staphylococcus aureus
armazenadas em freezer a -80°C foram semeadas em Agar nutriente para crescimento
e incubadas em estufa a 37°C por 24 horas para a realizacdo dos inoculos.

Os inéculos foram preparados em tubos contendo 3 mL de solugéo salina 0,85%,
turvando-se a solugdo com a cultura, até atingir ODes2snm de 0,1 a 0,2 nm. Posteriormente,
semeou-se esse indculo com auxilio de um suabe estéril em placas de Mueller-Hinton
(MH, Himedia — india), logo apds distribuiu-se nessa placa os discos contendo 0s
principios ativos de antimicrobianos selecionados, sendo eles: Amoxicilina + acido
clavulanico 30 pg (AMC), Ampicilina 10 pg (AMP), Cefepima 30ug (COM), Cefazolina 30
ug (CFZ), Ceftriaxona 30 pug (CRO), Cefoxitina 30 pug (CFO), Ciprofloxacina 5 ug (CIP),
Cloranfenicol 30 pg (CLO), Clindamicina 2mg (CLI), Eritromicina 15 pg (ERI),
Gentamicina 10mg (GEN), Oxacilina 1 pg (OXA), Penicilina G 10Ul (PEN), Rifampicina
30 ug (RIF), Sulfazotrin 25 pg (SUT), Tetraciclina 30 pg (TET) e Teicoplamina 30 pg
(TEC).

As placas foram incubadas por 18 horas em estufa a 37°C, os halos de inibicao
formados foram medidos e as cepas foram classificadas como sensiveis, resistentes ou
de sensibilidade intermediaria para o respectivo principio ativo, utilizando os parametros
adotados pelo Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018).

4.7 MALDITOF- MS

A identificacdo de Staphylococcus aureus foi realizada através da técnica de
espectrofotometria de massa, utilizando software MALDI Biotyper (Bruker Daltonics) na

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), no setor de Sanidade Animal
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— Embrapa Gado de Corte, em Campo Grande — Mato Grosso do Sul (MS) — Brasil. O
protocolo utilizado para preparo das bactérias para realizacdo da técnica foi de acordo
com o estabelecido por Freiwald & Sauer, (2008 e 2009).

Para iniciar o preparo dos inoculos para identificacdo dessas cepas foram
transferidos 0,5 mL da cultura bacteriana em caldo BHI para microtubos e centrifugados
por 2 minutos a 13.000 rpm, desprezado o sobrenadante e ressuspendido
cuidadosamente com 500 pL com &gua estéril, homogeneizou-se e centrifugou-se
novamente por 2 minutos a 13.000 rpm e desprezou-se 0 sobrenadante. Novamente
ressuspendeu-se com 200 pL de agua estéril, apds essa etapa adicionou-se 700 uL de
etanol 100% (PA) e os microtubos foram homogeneizados manualmente. Centrifugou-
se novamente a 13.000 rpm por 2 minutos, removeu-se o etanol residual com micropipeta
e deixou-se a amostra secar por aproximadamente 1 minuto. Adicionou-se 10 pyL de
acido formico a 70% em cada amostra e foram agitadas em agitador para dissolucdo do
“pellet” formado. Adicionou-se 10 pL de acetonitrila pura e centrifugou-se a 13.000 rpm
por 2 minutos e foi transferido o sobrenadante a novos microtubos.

Utilizando uma alca descartavel, uma pequena quantidade do inéculo
bacteriano foi transferida para uma placa alvo “BC” de acgo polido “MSP 96” (Microflex
LT, Bruker Daltonics/ BD, Alemanha, EUA), em seguida, 1 mL de Matriz [acido a-ciano-
4- hidroxicinamico (HCCA)] foi adicionado e as placas foram secas em temperatura
ambiente entre 1-2 minutos. Os espectros de massa resultantes foram analisados e
comparados com os espectros de referéncia. A identificacdo bacteriana a nivel de género
e espécie foi analisada de acordo com valores em escores; se o valor do escore
resultasse entre 2.300-3.000 a amostra possuia alta probabilidade de ser a espécie
identificada, valores de 2.000-2.299, a identificacdo do género era segura e a espécie
era provavel, valores de 1.700-1.999, a identificacdo do género era provavel e valores

de 0,000-1.699 a identificagdo néo era confiavel.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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O gene tstag amplificou em 93,84% (Gréfico 1) dos isolados, esse gene € utilizado
para confirmacdo do género bacteriano Staphylococcus. O gene cydB (gene do
citocromo oxidase) foi desenhado para ser utilizado na identificacdo da espécie
Staphylococcus.aureus, sendo um gene especifico para esse tipo de identificacdo (De
Almeida et al., 2018). Neste trabalho, 87,69% dos isolados obtiveram a amplificacéo
deste gene. O gene coa apresentou 93,84% de amplificacdo, este gene esta presente
nas cepas de Staphylococcus produtores da enzima coagulase, que sdo em sua maioria
os S.aureus, representando a maior porcentagem em relagcdo aos achados de fatores de
viruléncia em nosso estudo.

Ainda, 75,38% dos isolados foram reativos ao teste da coagulase livre em tubo,
porém no teste da coagulase conjugada (em lamina) todos os isolados foram positivos,
fato que realca a diferenca entre ambos os testes. Enquanto a coagulase conjugada,
também chamada de fator de aglutinacdo, mensura a coagulase que esta aderida a
parede celular bacteriana, a coagulase livre em tubo mensura a coagulase que é
secretada extracelularmente pela bactéria no momento da infec¢do, a qual provoca a
formacéo de coagulos (Farkas et al., 2019). Essa diferenga nos resultados demonstra a
importancia da realizacdo de ambos os testes diagndsticos, pois enquanto uma é
secretada no momento que entra em contato com a superficie do corpo do hospedeiro,
a outra é secretada quando entra em contato com o organismo do animal e mais
tardiamente.

A identificacdo da presenca de coagulase nas estirpes de Staphylococcus spp. €
fundamental, visto o grau de patogenicidade apresentado pelas cepas produtoras dessa
proteina. Estirpes consideradas coagulase positivas sao consideradas mais patogénicas,
por se tratar de um fator de viruléncia potente, capaz de evadir o sistema de fagocitose,
formando trombos sépticos e até endocardite nos hospedeiros infectados (Farkas et al.,
2019; Viana et al., 2010). O gene coa que corresponde ao gene da coagulase, foi
encontrado em 93,84% (61) dos isolados, indicando que algumas cepas podem possuir
0 gene da coagulase, porém nao o expressam guando instalados no hospedeiro, dado
também encontrado por (De Almeida et al., 2018), onde cepas de Staphylococcus spp,
tipicamente coagulase negativa apresentaram o gene coa.

Sabe-se que cerca de 90% das intoxicacdes alimentares em humanos estao

associadas a algum tipo de enterotoxina produzida por S.aureus e que mais de 80% das
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amostras provenientes de casos de mastite bovina possuem um ou mais genes de
enterotoxinas associados (Ren et al., 2020; Wang et al., 2018). Em nosso trabalho, foram
identificadas cinco de oito enterotoxinas pesquisadas, sendo elas: sec 3,07%, seg
6,15%, see 7,69%, seh 23,07% e sei 53,84%, (Grafico 1). Os genes seh e sei foram o0s
mais frequentes respectivamente, resultado que corrobora com o encontrado em um
trabalho que avaliou leite mastitico na China (Ren et al., 2020).

Segundo Liu et al, (2017) a enterotoxina E é raramente encontrada em amostras
de leite cru, porém, no presente estudo, sua prevaléncia foi de 7,69%. Ainda, é sabido
gue as enterotoxinas A e D sdo as principais causadoras de intoxicacdes alimentares em
humanos e em nosso estudo essas enterotoxinas ndo foram identificadas,
diferentemente do trabalho de Ren et al, (2020), que encontrou 4,6% e 27,7% de ambas
as toxinas, respectivamente.

N&o houve amplificacdo do gene tsst conhecido por causar a Sindrome do Choque
Toxico. Isso pode ser devido ao fato de que este gene esta presente na maior parte dos
casos, em afecbes de pele, onde ocorre a proliferacdo de S.aureus produtores de
enzimas da Sindrome do Choque Toxico, causando sintomas como febre, descamacéo

cutanea e hipotensdo (Tam; Torres, 2019).

Frequéncia (%)

93,84% 93,84%
87,69%
53,84%
40%
23,07%
18,46%
7,69%
3,07% SN I 3,07% I
| |
tstag cydB co see seg se gen blaz tet

Gréfico 1. Frequéncia dos genes especificos de Staphylococcus aureus e seus genes
de viruléncia e resisténcia pesquisados.

Neste estudo testamos 0s principais antimicrobianos utilizados no tratamento da

mastite, assim como outros mais utilizados na terapéutica humana, justamente para
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analisar a possivel transferéncia de genes de resisténcia a cepas que infectam,
majoritariamente, os humanos.

Os achados de perfil de resisténcia estao descritos no Grafico 2. Sendo em ordem
decrescente de resisténcia apresentada, penicilina 95,38% (62), tetraciclina 89,23% (58),
cefoxitina 86,15% (56), oxacilina 84,61% (55), eritromicina 84,61% (55), clindamicina
84,61% (55), cloranfenicol 81,53% (53), ampicilina 80% (52), ceftriaxona 80% (52),
sulfazotrim 70,76% (46), gentamicina 69,23% (45), cefepime 69,23% (45), cefazolina
66,15% (43), rifampicina 64,61% (42), ciprofloxacina 56,84% (35), teicoplamina 24,61%
(16) e amoxacilina e acido clavulanico 10,78% (7).

Os altos percentuais de resisténcia frente a penicilina e tetraciclina, foram
condizentes, pois sao antimicrobianos usados de forma indiscriminada no tratamento da
mastite nos sistemas de producao leiteira. Ren et al (2020) e Liu et al (2017) também
relataram altos indices de resisténcia a penicilina em amostras de leite em pesquisas
conduzidas na China, com 58,5% e 85,2% respectivamente. Na China, assim como no
Brasil este antimicrobiano é fortemente utilizado no tratamento da mastite bovina, bem
como apresenta insucesso nos tratamentos devido a alta resisténcia. Portanto, penicilina
e tetraciclina devem ser utilizadas com cautela, devido aos achados alarmantes de
resisténcia neste e nos demais estudos encontrados no Brasil e no mundo.

Nossos isolados apresentaram 86,15% de resisténcia a Cefoxitina, sendo o
terceiro antimicrobiano com o maior indice de resisténcia apresentado, ficando atras
apenas da Penicilina 95,38% e da Tetraciclina 89,23%. Este antimicrobiano é utilizado
para estimar a resisténcia a meticilina, porém o gene mecA néo foi detectado. Do total,
94% (61) dos isolados apresentaram resisténcia a multiplas drogas (MDR), caracterizada
pela resisténcia bacteriana a trés ou mais classes de antimicrobianos, sendo as
chamadas bactérias multirresistentes (Basak et al., 2016; Magiorakos et al., 2012). Fato
este, que torna a mastite a principal causa do uso excessivo de antimicrobianos na
pecuaria leiteira (Piessens et al., 2012). Esse uso exacerbado pode estar provocando
forte pressdo de selegcdo, transformando bactérias resistentes aos principios ativos
utilizados, aumentando o0s insucessos terapéuticos e reduz os indices de producao

leiteira.
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A resisténcia dos S.aureus as diferentes classes de antimicrobianos dificulta ainda
mais o tratamento da doenca, que além do tratamento via medicamentos, necessita de
mudancas de manejo no ambiente de ordenha (Hardy et al., 2019).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), (2017) os S.aureus
encontram-se na lista de alta prioridade para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos que sejam eficazes no combate as infeccdes por essa classe bacteriana.
Esse microrganismo se encontra nessa categoria devido a alta resisténcia apresentada
em diversos estudos e nas mais diversas tentativas de tratamento as enfermidades,
muito se deve as cepas resistentes a meticilina. Esses dados ressaltam sobre a
gravidade em que a resisténcia aos antimicrobianos se encontra, como também a
necessidade emergente do desenvolvimento de novos principios ativos que poderao ser
utilizados em substituicdo aos que ndo estdo mais causando efeito. Estd cada vez mais
clara a necessidade da correta implementacdo e supervisdo dos programas de
conscientizacao e vigilancia sobre o uso racional de antimicrobianos, a fim de diminuir

0S percentuais de resisténcia nos insucessos de tratamentos.
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Gréafico 2. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das cepas de Staphylococcus aureus isoladas de leite bovino
mastitico.

PEN= Penicilina, TET= Tetraciclina, CFO= Cefoxitina, OXA= Oxacilina, ERI= Eritromicina, CLI= Clindamicina, CLO=
Cloranfenicol, AMP= Ampicilina, CRO= Ceftriaxona, SUT= Sulfazotrin, GEN= Gentamicina, CPM= Cefepime, CFZ=
Cefazolina, RIF= Rifampicina, CIP= Ciprofloxacina, TEC= Teicoplamina, AMC= Amoxacilina + acido clavulanico.
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A técnica de MALDI-TOF confirmou a espécie S.aureus em todas as amostras
testadas. Esse resultado demonstrou a grande especificidade desta técnica em
comparac¢ao com os resultados obtidos na PCR convencional.

O presente trabalho mostrou baixa frequéncia dos genes de resisténcia blaZ
18,42% e gen 3,07%, porém essas classes antimicrobianas apresentaram fortes indices
de resisténcia no teste de susceptibilidade a antimicrobianos como demonstrado no
Gréfico 1. O gene ery nado foi amplificado. O gene tet apresentou 40% de positividade na
técnica de PCR, ja no teste de suscetibilidade a antimicrobianos apresentou 89,23% de
resisténcia. Esse acontecimento pode ser explicado, pelo fato de que existem diferentes
tipos de genes relacionados a resisténcia, além de varia¢cdes de um mesmo tipo de gene,
por esse fator, estes que foram pesquisados ndo estavam presentes nas estirpes
avaliadas. Outros estudos também obtiveram resultados parecidos, onde
fenotipicamente a estirpe apresenta resisténcia aquele antimicrobiano, porém no teste
genotipico ele ndo é detectado (Liu et al., 2017; Zhao et al., 2016). Outros autores citam
que a resisténcia fenotipica, na grande maioria das vezes, ndo € proporcional a
resisténcia genotipica e que essa discrepancia nos resultados indica que a detec¢éo do
gene nao influencia na sua expressao (Monistero et al., 2020). Esse achado, reforca a
importancia em sempre realizar e avaliar os dados obtidos no teste genotipico

associados aos resultados obtidos no teste fenotipico (antibiograma).

Na técnica de PFGE (Figura 1) foi possivel observar alto grau de diversidade
genética entre as estirpes estudadas, devido ao alto niumero de clusters formados no
dendrograma. Isso demonstra que diferentes estirpes de S.aureus estéao infectando os
animais de ordenha e podem estar compartilhando entre si fatores de viruléncia e

resisténcia, tornando-as mais resistentes as medidas de controle e tratamento.
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Figura 1: Dendrograma demonstrando a diversidade genética e frequéncia dos genes de
viruléncia e resisténcia entre as 65 cepas de Staphylococcus aureus.

Os resultados da técnica de MALDITOF demonstraram grande especificidade,

pois todas as cepas analisadas apresentaram valores acima de 2.000, que representa

alta probabilidade de ser a espécie procurada. A técnica de MALDITOF é uma ferramenta

de extrema valia quando se busca rapidez no resultado, entretanto, € uma técnica cara,

devido ao custo do equipamento. Os resultados da técnica de MALDITOF e os achados

da técnica de PCR apresentaram algumas discrepancias, visto que, nem todos o0s

isolados resultaram em positividade quando testados para o gene especifico de S.aureus

(cydB) na PCR, este fato demonstra possivelmente, que esse gene nao seja tao

especifico para identificacdo da espécie. Dingle, (2013), comparou a técnica de

identificac&o bacteriana por MALDITOF com métodos convencionais utilizados na rotina

de laboratérios de bacteriologia, que levam em consideracgéo o fenétipo bacteriano e as

reacdes bioquimicas desempenhadas, e comprovou que a técnica de MALDITOF,

apresenta maior especificidade, rapidez e acuracia nos resultados obtidos. O autor

concluiu também que a técnica de MALDITOF identifica mais rapidamente em nivel de

espécie, enquanto as técnicas convencionais, no mesmo tempo decorrido, identificam

apenas em nivel de género, e essa identificacdo, apresenta grandes riscos de estar

equivocada, devido a alteracdes fenotipicas da espécie, como comportamentos

anormais em testes bioquimicos, por exemplo.
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6 CONCLUSOES

e Amostras de leite bovino mastitico podem conter diferentes tipo de fatores de
viruléncia e resisténcia;

e A realizacdo do teste da coagulase livre em tubo em amostras de leite é de
extrema importancia, visto o grau de patogenicidade apresentado por essas cepas
positivas neste teste;

e O teste de MALDI-TOF apresentou alta especificidade em comparacéo ao teste
de PCR convencional,

e Os dados epidemiolégicos referentes aos achados de enterotoxinas no presente
trabalho contribuem sobre o alarme das doencas transmitidas por alimentos como
€ 0 caso das intoxicacfes alimentares, enfermidade que merece maior atencao,
devido a sua prevaléncia.

e Os resultados sobre a resisténcia bacteriana encontradas séo alarmantes, visto a
dificuldade de tratamento bem como a alta prevaléncia da doenca nos rebanhos
leiteiros, fato que exalta o alerta sobre a conscientizagéo, prevencao e adocéao de
medidas de controle no intuito de evitar o alastramento dessa infeccdo e a
disseminacao dos seus genes de viruléncia e resisténcia.

e A Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) se torna necessaria para a
identificacdo do grau de variabilidade de cepas que estdo infectando a
bovinocultura leiteira.

e Os dados apresentados demonstram o estado de patogenicidade em que se
encontra o agente pesquisado e a urgéncia de tomada de medidas de controle e

prevencado da Mastite Bovina.
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