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Staphylococcus COAGULASE NEGATIVO PRODUTORES DE
COAGULASE ISOLADOS DE LEITE BUBALINO E AMBIENTE DE ORDENHA
PODEM SER CONFUNDIDOS COM Staphylococcus aureus POR METODOS
FENOTIPICOS E POR BIOLOGIA MOLECULAR

RESUMO -. Assim como nos bovinos, a bufala pode ter mastite, sendo o
Staphylococcus aureus o principal causador desta enfermidade. No entanto, é
possivel que sua prevaléncia possa estar superestimada. Este estudo objetivou
comparar métodos fenotipico e genotipico na identificacdo de S. aureus em
amostras de leite bubalino e ambiente de ordenha bem como propor uma nova PCR
guantitativa em tempo real para identificacdo do mesmo. Para isso, de um total de
408 amostras obtidas de leite de bufalo, ambiente de ordenha e maéos de
ordenhadores, 32 cepas presuntivas de S. aureus foram identificadas com base em
seu crescimento fenotipico caracteristico em agar Baird Parker, reacdes positivas de
Gram e catalase, capacidade de coagular plasma de coelho, e resultado positivo no
ensaio de PCR Sa442 especifico para a espécies. No entanto, testes adicionais
revelaram que destas 32 estirpes, apenas 10 isolados apresentaram resultado
positivo na aglutinacdo em latex, incluindo um S. chromogenes e um S. agentis. A
analise de MALDI-TOF MS revelou que oito das 32 cepas eram S. aureus, 19 S.
chromogenes, trés S. agnetis e uma S. xylosus. Todas as oito cepas identificadas
como S. aureus pela analise de MALDI-TOF e confirmadas pelo sequenciamento do
16S rRNA foram positivas na PCR do gene cydB especifico para S. aureus. Além
disso, foi encontrada uma cepa positiva para o gene sea, nove para 0 gene cna,
uma para o gene sei, duas para 0 gene sem, uma para 0 gene seg, seis para o gene
seh, 15 para o gene eno 11 para o gene ebps duas para o gene fib e 14 para o gene
fnbA. Das cepas Isoladas, apenas uma apresentou resisténcia a clindamicina, uma a
vancomicina, uma para a rifampicina, nove para a penicilina, 15 para a eritromicina,
duas para a ciprofloxacina e trés para o cotrimoxazole. Resisténcia a dois
antimicrobianos foi observado em oito cepas, a trés antimicrobianos em uma cepa e
a quatro antimicrobianos em uma cepa. Finalmente, sete das oito cepas de S.
aureus foram positivas para a nova PCR em tempo real do gene coa, duas das 19
cepas S. cromogenes e a Unica cepa de S. xylosus também foram positivas. Em



conjunto, nossos achados sugerem que S. agentis e S. chromogenes podem ser
identificados erroneamente como S. aureus pelos testes de aglutinacdo em latex,
PCR para Sa442 PCR e Staphyclin latex enquanto MALDI-TOF MS e um teste de
PCR cydB especifico para S. aureus podem identificar com precisdo S. aureus de
leite de bufala e amostras ambientais e que estas cepas podem apresentar genes

gue codificam enterotoxinas e resisténcia aos antimicrobianos.

Palavras-chave: Mastite, PCR espécie especifica, enterotoxina



Staphylococcus COAGULASE NEGATIVE THAT ARE COAGULASE
PRODUCERS ISOLATED FROM BUBALINE MILK AND ENVIRONMENT CAN BE
MISIDENTIFIED AS Staphylococcus aureus BY PHENOTYPIC METHODS AND
MOLECULAR BIOLOGY

ABSTRACT -. Like cattle, buffalo may have mastitis, with Staphylococcus
aureus being its main cause. However, it is possible that its prevalence may be
overestimated. This study aimed to compare phenotypic and genotypic methods for
S. aureus identification in samples of buffalo milk and milking environment as well as
to propose a new gquantitative real time PCR for its identification. For this, a total of
408 samples obtained from buffalo milk, milking environment and milkers hand, 32
presumed S. aureus strains were identified based on their characteristic phenotypic
growth in Baird Parker agar, positive reactions of Gram and catalase, ability to
coagulate rabbit plasma, and positive result in the species-specific Sa442 PCR
assay. However, additional tests revealed that of these 32 strains, only 10 isolates
tested positive for latex agglutination, including a S. chromogenes and a S. agentis.
Analysis of MALDI-TOF MS revealed that eight of the 32 strains were S. aureus, 19
were S. chromogenes, three were S. agnetis and one was S. xylosus. All eight
strains identified as S. aureus by MALDI-TOF analysis and confirmed by 16S rRNA
sequencing were positive in S. aureus specific cydB gene PCR. In addition, a
positive strain was found for the sea gene, nine for the cna gene, one for the sei
gene, two for the sem, one for the seg gene, six for the seh gene, 15 for the eno 11
gene for the gene ebps two for the fib gene and 14 for the fnbA gene. Of the isolates,
only one showed resistance to clindamycin, one to vancomycin, one to rifampicin,
nine to penicillin, 15 to erythromycin, two to ciprofloxacin and three to cotrimoxazole.
Resistance to two antimicrobials was observed in eight strains, three antimicrobials in
one strain and four antimicrobials in one strain. Finally, seven of the eight strains of
S. aureus were positive for the new real-time PCR of the coa gene, two of the 19 S.
chromogenes strains and the only strain of S. xylosus were also positive. Taken
together, our findings suggest that S. agentis and S. chromogenes can be
misidentified as S. aureus by the agglutination assays of Sa442 PCR and Staphyclin
latex while MALDI-TOF MS and a cydB PCR test specific for S. aureus can identify



with accurate S. aureus of buffalo milk and environmental samples and that these

strains may have enterotoxin genes and antimicrobial resistance genes in buffaloes.

Key words: Mastitis, PCR specific species, enterotoxin
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1. INTRODUCAO

O Staphylococcus aureus destaca-se como um dos mais importante patdégeno
responsavel por causar a mastite contagiosa, doenca que gera grandes prejuizos na
bubalinocultura leiteira (ZAITOUN, 2008). No combate a esta enfermidade, a
antibiotico-terapia contra o S. aureus € muitas vezes malsucedida e as falhas no
tratamento podem levar a disseminagcdo da infeccdo. Estas falhas estdo
relacionadas principalmente aos fatores de viruléncia que permitem a adeséo,
evasado da resposta imune do hospedeiro e a resisténcia aos antimicrobianos como
por exemplo a capacidade de formacé&o de biofilme e a producéo da betalactamase.
Como resultado, os animais com infeccdo cronica por S. aureus sao
frequentemente, precocemente, descartados (HAMED; ZAITOUN, 2014).

A identificag&o inicial de S. aureus é baseada em cultura e fenétipo em meio
especifico e o teste da coagulase livre em tubo; outros ensaios usados para
identifica-lo sdo os testes de PCR Sa442, PCR do gene nuc e aglutinacao de latex.
O teste de PCR Sa442, desenvolvido por Martineau et al., 1998 é considerado
especifico para S. aureus; o gene nuc codifica uma termonuclease especifica para
esta espécie, enquanto kits de aglutinacdo de latex comercialmente disponiveis,
como o teste de latex Staphaurex, sdo baseados na interacdo de proteinas de
superficie de S. aureus com IgG humana e fibrinogénio ligadas a particulas de latex
(STUTZ; STEPHAN; TASARA, 2011). No entanto, esses testes podem nao ser
precisos e podem levar a uma falsa identificacdo (TAKEUCHI et al., 2001; STUTZ;
STEPHAN; TASARA, 2011). Neste estudo, é descrito como abordagens comuns de
testes fenotipicos podem levar a erros de identificacdo de “n&do-S. aureus” como S.
aureus e o desenvolvimento de um novo teste de PCR em tempo real para os genes
cydB e coagulase (coa) podem ser usados para auxiliar na identificacdo precisa de

S. aureus.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bubalinocultura leiteira

A espécie bubalina € uma das mais importante fonte de leite ndo bovina no
mundo (13,2%), sendo que em alguns paises, como por exemplo, na India a
producao de leite de bufala chega a 55% do total de leite produzido (CATOZZI et al.,
2017). No Brasil, a bubalinocultura € uma atividade recente, com o rebanho bubalino
concentrado principalmente na regido Norte do pais com 65% do efetivo total
(SANTOS et al.,, 2016a). A bufala é considerada como um animal extremamente
eficiente, sendo também cultivado em outros paises como na Europa, com
aproximadamente 440.000 animais, principalmente na Italia (GUCCIONE, 2017). O
principal interesse na criacdo de bufalas, é para a producédo de derivados de leite,
como a mugarela, devido ao fato de este apresentar uma grande quantidade de
sélidos totais, principalmente gordura e proteina (BAILONE et al., 2017). Neste
sentido, os bubalinos, assim como o0s bovinos, podem apresentar mastite, que é
caracterizada como uma inflamacdo da glandula mamaria de origem infecciosa ou
ndo e que gera alteracbes na composicdo do leite (LANGONI et al., 2001),
problemas na elaboracdo de derivados lacteos e riscos a saude da populacéo
consumidora destes produtos (MUNGATANA et al., 2011)

2.2 Mastite estafilocécica

Dentre os microrganismos causadores de mastite clinica e subclinica em
bubalinos e bovinos ao redor do mundo, destacam-se os Staphylococcus spp. e
entre eles, o S. aureus é considerado como um dos mais importante agente
contagioso (GUCCIONE et al., 2014), sendo transmitidos no momento da ordenha
(PIZAURO et al., 2014). Os Staphylococcus aureus sao cocos Gram-positivos que
formam aglomerados de células que lembram cacho de uvas, anaerébios
facultativos, nao esporulados, apresentam reacdo de catalase, coagulase
(coagulacdo do plasma sanguineo) positivos e sdo capazes de se multiplicarem em

meio contendo 10% de cloreto de soédio. (SILVA et al., 2010). O papel dos



Staphylococcus coagulase negativo na mastite ainda ndo é completamente
compreendido, sendo em algumas ocasifes considerados agentes oportunistas e
em outras como agentes principais de mastites clinicas e subclinicas em bovinos e
bubalinos (FRY et al., 2014). Neste quesito, a dificuldade de erradicacdo do S.
aureus no rebanho leiteiro pode estar associada a infeccdo por cepas altamente
transmissiveis, resistentes aos antimicrobianos e que possuem genes de viruléncia
(WADE; LI; M. WAHL, 2013). Esses fatores contribuem para que a infecdo se
espalhe pelos animais, 0 que aumenta as perdas econdmicas, principalmente em
pequenas propriedades, que geralmente apresentam baixos niveis de controle
sanitario (HAMED; ZAITOUN, 2014).

2.3 Fatores de Viruléncia e Resisténcia Antimicrobiana dos estafilococos

Dentre os principais fatores de viruléncia podemos citar a proteina A, a
coagulase e a formacao de biofiime (AGUILAR; ITURRALDE, 2001). Outros fatores
de viruléncia sdo produzidos pelos estafilococos para escapar das defesas do
hospedeiro, como proteinas de superficie celular, toxinas, algumas enzimas e varias
adesinas (CASTELANI, 2012). O principal papel das proteinas de superficies e
exoproteinas é o de colonizar a glandula mamaria (SALASIA et al., 2004). Dentre
estas, a proteina A é reconhecida pela suas habilidade de ligar-se a regido Fc das
imunoglobulinas da maioria dos mamiferos (ALONSO; DAGGETT, 2000). Essa
proteina é codificada pelo gene spaA que possui uma regido polimérfica (X) e uma
regido conservada. A regido polimérfica X consiste de um variavel nimero de
repeticdes de 24 pares de base localizada em uma regido codificante do terminal C
da parede celular (KOREEN et al., 2004).

As adesinas promovem a colonizagdo das bactérias nos tecidos do
hospedeiro. Elas sdo os principais componentes do MSCRAM (componentes de
superficie microbiana que reconhecem moléculas de matriz), os quais, 0s genes que
codificam a proteina ligadora ao colageno (cna), proteina ligadora a laminina (eno),
proteina ligadora a elastina (ebpS), proteina ligadora a fibronectina (fnbA) sé&o os de
maior importancia (ZUNIGA et al., 2015). As toxinas, possuem atuacfes variadas,

algumas séo citotoxicas, superantigenos e outras degradam moléculas de adeséao



das células epiteliais cutaneas. A coagulase tem a capacidade de transformar o
fibrinogénio em fibrina através de um mecanismo diferente da coagulacdo natural e
tem sido atribuido um papel importante na infeccdo intramamaria (COELHO et al.,
2009). Esta enzima € codificada pelo gene coa que também possui uma regido
polimorfica repetida e uma conservada, a regido polimoérifca consiste em uma
repeticdo de 81 pares de base (COELHO et al.,, 2009). Além disso, esta enzima
constitui o principal critério de identificagdo de S. aureus nos laboratorios de
microbiologia ((TRABULSI; TEIXEIRA; BUERIS, 2005). Outro fator agravante e que
dificulta o controle da infeccdo por Staphylococcus aureus é representada por sua
resisténcia aos antimicrobianos (PRIBUL et al., 2011). Essa resisténcia se deve
principalmente ao uso frequente e indiscriminado de antimicrobianos e
comprometem a eficiéncia do tratamento da mastite por S. aureus, sendo que o
surgimento de estirpes de S. aureus multirresistentes nas ultimas décadas deve-se a
esta selecdo exercida pelos agentes antimicrobianos (FAGUNDES; OLIVEIRA,
2004). Dessa forma, o0 uso excessivo dos antimicrobianos contribuem para gerar
cepas resistentes que podem ser transmitidas ao ser humano por meio da ingestao
de produtos de origem animal (WHITE; MCDERMOTT, 2001). Além disso, a
presenca de residuos de antibidticos no leite pode ocasionar reacdes de
hipersensibilidade e possivel choque anafilatico em individuos mais sensiveis,

caracterizando assim um risco relevante a saude publica (MARTINS et al., 2010).

2.4  Identificacéo

Dessa forma, a identificacdo rapida e direta dos S. aureus é imperativa para
gue os primeiros cuidados possam ser tomados. Em paises em desenvolvimento, 0s
testes fenotipicos sdo as formas principais de diagnostico, no qual o teste da
coagulase € usualmente usado para confirmacéo de S. aureus e embora efetivos, os
resultados deste teste podem variar (KATEETE et al.,, 2010). Além disso,
ocasionalmente, alguns organismos podem apresentar caracteristicas bioquimicas
gue ndo se enquadram no padrdo conhecido do género e espécie. (WOO et al.,
2001). Outros testes comumente utilizados na identificacdo de S. aureus sdo a PCR

do Sad442, gene nuc e teste de aglutinacdo do latex. A PCR do fragmento Sa442,



gue foi desenvolvido por Martineau et al. (1998) tem como alvo um fragmento
cromossOmico que pensava-se ser especifico para o S. aureus, o gene nuc codifica
uma termonuclease espécie especifica, enquanto que testes de aglutinacdo em latex
€ baseado na interacdo entre as proteinas ancoradas de superficie do S. aureus
com a lgG humana e fibrinogénio aderidos a particulas de latex (STUTZ; STEPHAN,;
TASARA, 2011). Entretanto, estes métodos podem nao ser tdo precisos quanto
inicialmente imaginado e podem levar a falsa identificacdo (STUTZ; STEPHAN;
TASARA, 2011). Atualmente, o método de lonizac&o e dessorcédo a laser assistida
por matriz e tempo de voo (MALDIT-TOF) é baseado na diferenciacdo dos perfis
proteicos dos microrganismos e tem sido usado para diagndstico microbiologico
clinico na medicina humana (BENAGLI et al., 2011). Esta técnica ja& tem sido
utilizada com sucesso para identificar Staphylocous coagulase negativo de leite
bovino (TOMAZI et al., 2014) mas sem estudos até o momento para o S. aureus.
Portanto, € importante caracterizar Staphylococus spp isolados de ambiente de
ordenha e de leite bubalino, principalmente quanto ao uso de técnicas para a
identificacdo de espécies, presenca de genes de viruléncia e resisténcia aos

antimicrobianos



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
O objetivo deste estudo foi comparar os métodos fenotipico e genotipico para
a identificacdo de S. aureus e testar a confiabilidade dos mesmos para diagndstico

da mastite bubalina.

3.2 Objetivos especificos

- Isolar e identificar S. aureus obtidos de leite bubalino e ambiente de ordenha pelos
métodos fenotipicos e por biologia molecular.

- Comparar a acuracia dos métodos fenotipicos e moleculares para a identificacao
de S. aureus

Realizar a busca dos principais genes que compdem o sistema MSCRAMM
(componentes de superficie microbiana que reconhecem moléculas de matriz
adesiva) eno, cna, ebps, fib e fnbA.

- Realizar a busca do gene (mecA) responsavel pela resisténcia a meticilina

- Realizar a busca dos genes responsaveis pela producéo de toxinas como a toxina
do téxico (tst), toxinas esfoliativas (eta, etb) e enterotoxinas (sea,
seb,sec,sei,seq,sem,seg e seh.

- Desenhar um novo primer para uma regido conservada do gene coa para facilitar a
deteccado deste gene em cepas de S. aureus coagulase positivos.

- Desenhar um novo primer para o gene da cydB e avaliar sua eficiéncia na

identificacdo de S. aureus



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das amostras

Amostras de leite de cada quarto mamario foram coletadas de 80 bdufalas,
selecionadas ao acaso em uma fazenda leiteira situada no municipio de Analandia,
estado de S&o Paulo, Brasil, de novembro de 2013 a abril de 2014, totalizando 320
amostras de leite. Apdés o exame clinico da glandula mamaria (RADOSTITS et al.,
2007), foi feita a assepsia dos tetos com alcool 70% e o leite de cada quarto
mamario foi examinado pelos teste da caneca de fundo escuro para deteccao de
mastite clinica e o “California Mastitis Test” (CMT) (SCHALM; NOORLANDER, 1957)
para deteccdo de mastite subclinica. Amostras de mao de 16 ordenhadores e 64
amostras de teteiras foram coletadas utilizando suabes estéreis (Pro-lab
Diagnostics) e armazenados em agua peptonada como previamente descrito por
Silva et al. (2000).

4.2 Identificac&o dos Staphylococcus spp. coagulase positiva

O Isolamento e identificacdo do S. aureus foi realizado de acordo com
“Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods” (SWANSON
J.; PETRAN L.; HANLIN, 2001). ApoOs o crescimento por 24h a 37 em agar Braid
Parker e as amostras que obtiveram estirpes identificadas presuntivamente como S.
aureus foram testados para reacdo de Gram e catalase, producdo de hemolise em
agar sangue e habilidade de produzir coagulase livre em tubo (CAPURRO et al.,
2010), pelo teste de coagulacdo de plasma de coelho através do kit comercial
Coagu-Plama kit (Laborclin, Pinhais, Brasil) de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Neste teste, como controle positivo, foi utilizado a cepa S. aureus ATCC
25293 e S. epidermidis ATCC. 12228 como controle negativo. Adicionalmente, os
isolados foram testados, individualmente, pelo teste do latex (Laborclin, Pinhais,

Brasil) de acordo com as instrugdes do fabricante.



4.3 Extracao de DNA

Para a extracdo de DNA, uma colonia de cada estirpe acima identificada
como Staphylococcus coagulase positivo foi inoculada em tubo contendo 5 mL de
caldo BHI e incubadas a 37°C por 18h. Em seguida, procedeu-se a extracdo do DNA
gendmico através do método de Kuramae-lzioka. (1997) com modificagdes. Um mL
de cultura bacteriana foi transferida para microtubos de 2 mL, centrifugados a 13.
400 x g por 2 minutos e o pellet de células foi suspendido em 700 pL de tampéao de
extragdo [160mM Tris- HCI pH 8.0, 50mM EDTA pH 8.0, 20mM NaCl e SDS 0.5%
(p/v)]. A suspensao de células foi homogeneizada através de agitacdo e incubada
em banho de agua a 65 C por 40 minutos, agitada a cada 10 min. Em seguida, 300
UL de acetato de potassio 5M foi adicionado e a solugdo homogeneizada e incubada
em gelo por 30 min com inversGes a cada 15 minutos. ApOs essa incubacao, as
amostras forma retiradas do gelo e 650 pL de uma mistura de cloroférmio e alcool
isomdlico [24:1 (v/v)] foi adicionado. As amostras foram homogeneizadas por
inversao e centrifugadas a 13.400 x g por 10 minutos a 4 °C. Apo0s a centrifugacéo,
0 sobre nadante foi transferido para um novo tubo e o DNA foi precipitado pelo
adicdo de 1000 pL de etanol absoluto refrigerado. A mistura de etanol e
sobrenadante foi misturada por inverséo e foi acondicionada a -20°C “overnight”. Em
seguida, foi centrifugada a 13.400 x g por 10 min a 10°C. Os peletes de DNA
resultante foram secos em temperatura ambiente por 30 minutos e ressuspendido
em 30 yL de TE (10 uM Tris-HCI, pH 7.3, 0.1 yM EDTA)

4.4 |dentificagcéo dos S. aureus pelo Sa442

Os isolados foram caracterizados usando o teste da PCR desenvolvido por
Martineau et al. (1998) com algumas pequenas modifica¢cdes. Os oligonucleotidios
iniciadores foram utilizados a uma concentragéo de 10 pmol/pl em 25 pL de reacéo
contendo 50 ng/ul de DNA e 20 pl de “LightCycler® 480 SYBER Green Master mix
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN)”. Os parametros de amplificacdo foram: um
ciclo a 95 °C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos a 95°C por 10 s, 55°C por 20 s, e
72°C por 12 s em um termociclador de PCR em tempo real Roche LightCycler® 480



(LC480). As taxas de rampa foram de 4,4°C/s; 2,2°C/s e 4,4°C/s, respetivamente.
Para testar possiveis reagdes cruzadas, foram utilizados DNAs de Staphylococcus
chromogenes e Streptococcus suis e agua como controle negativo e as cepas de S.
aureus COL, NewMan, MW2, Mu50 e ATCC 25923 foram usadas como controles
positivos. Adicionalmente, uma curva de melting (62°C) foi feito para confirmar um

Gnico produto.

4.5 Especiacao por lonizacdo/ dessorcao a laser assistida por matriz e tempo
de voo (MALDI-TOF)

A identificacdo dos Staphylococcus coagulase positiva ao nivel de espécie foi
realizada por espectrofotometria de massa, utilizando o sistema MALDI-TOF “Bruker
Biotyper (Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA, EUA)” no Laboratorio de Saude Animal
da Universidade de Guelph, Guelph, Ontario, Canada. Os resultados foram
analisados usando o software “Biotyper 3.0”, que incluiu mais de 5500 espectros de
referéncia. Para analise MALDI-TOF, culturas puras dos Staphylococcus coagulase
postivo foram cultivadas em agar sangue de carneiro a 5% por 24 h. Utilizando uma
alca descartavel, uma pequena quantidade de crescimento bacteriano foi transferida
para uma placa alvo “BC” de ago 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 de 1 a 2
min. Os espectros de massa resultantes foram analisados e comparados com 0s
espectros de referéncia. A identificacdo bacteriana ao nivel da espécie foi analisada
de acordo com valores em escores; se o valor do escore foi igual ou maior que 2,00,
pbde-se confirmar a identificacdo da espécie. Um valor de pontuacéo entre 1,70 e
1,99 foi aceito como identificacdo acurada para género e identificagcdo presuntiva

para espécie.

4.6 Sequenciamento do gene 16S rRNA

O sequenciamento do gene 16S rRNA (1000 pb) foi realizado no Laboratério

de Saude Animal da Universidade de Guelph, Guelph, Ontario e as sequéncias
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foram comparadas com o gene 16S rRNA de Staphylococcus aureus MCRF184
(CP014791.1) e outros Staphylococcus spp. sequéncias “GenBank” usando “blastn”.

4.7 Desenho dos oligonucleotidios espécie especifico do gene cydB

Os Pares de iniciadores de PCR foram desenhados com base nas
sequéncias do gene cydB da citocromo ubquinol oxidase d subunidade Il de 14
Staphylococcus spp. (isto €, S. aureus (NC_007795.1), S. epidermidis
(NZ_JZUL01000001.1-1), S. haemolyticus (NZ_JFOJ01000002.1), S. warneri
(ACPZ01000027.1-1), S. xylosus (NZ_CP007208.1), S. chromogenes
(JMJF01000001.1 ), S. saprophyticus (AP008934.1-1), S. caprae (GL545272.1), S.
agnetis (NZ_CP009623.1), S. hominis (NZ_AKGC01000038.1-1), S. equorum
(NZ_CAJL01000020.1) , S. sciuri (NZ_LDTK01000063.1), S. pasteuri (CP004014.1),
S. hyicus (NZ_CP008747.1)) obtidos da base de dados de nucleotideos NCBI. Estas
sequéncias foram alinhados pela primeira vez usando a ferramenta basica de
pesquisa de alinhamento local Blast (BLAST; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e
o software CLC Sequence View 7 para procurar por regides especificas (Fig. 1).
Com base nessas andlises, os primers foram projetados usando o software
PrimerQuest (Integrated DNA technologies, Inc.). Analises para a deteccdo do gene
cydB também foram feitas por PCR f“in silico” utiizando o programa
http://insilico.ehu.es/PCR/ para as espécies que possuiam sequéncias disponiveis
no banco de dados do programa. O tamanho da sequéncia previstos para o produto
do S. aureus foi de 432 pb e foi confirmado por sequenciamento de DNA (Laboratory
Sciences Division, Laboratério Agricola e Agroalimentar, Guelph). O
sequenciamento do gene 16S rRNA também foi realizado para confirmar a
identidade dos isolados de S. aureus positivo para cydB gPCR. Adicionalmente, 84
cepas de 84 Staphylococcus spp isolados de leite bubalino (PIZAURO et al., 2017)
foram testados usando este teste de PCR para o gene cydB especifico para S.

aureus.
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S. agnetis NZ_CP009623.1

S.aureus MC_0077951

5. caprae GL5452721

5. chromogenes JMJFO1000001.1

S. epidermidis NZ_JZUL01000001.1-1
5. equarum MZ_CAJLD1000020.1
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S. hyicus NZ_CP008747 .1
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S.warneri ACPZ01000027.1-1
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5. agnetis NZ_CP009623.1

S.aureus NC_007795.1

5. caprae GL5452721

5. chromogenes JMJFO1000001.1

5. epidermidis NZ_JZUL01000001.1-1
5. equorum MNZ_CAJLO10000201

S. haemolyticus NZ_JF0J01000002.1
3. hominis NZ_AKGC01000038.1-1
5. hyicus NZ_CP008747.1

S. pasteuri CPO04014.1

5. saprophyticus AP008934.1-1

S. sciuri NZ_LDTK01000063.1

5. warneri ACPZ01000027 .11

5. xylosus NZ_CP007208.1

Consensus
100

Conservation
o

Figura 1: Andlise do alinhamento do gene cydB de 14 cepas de Staphylococcus spp utilizando software CLC Sequence View
7
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4.8 Desenho dos oligonucleotidios para o gene da coagulase (coa)

Os oligonucleotidios desenvolvidos para 0 gene coa geram produtos de
tamanhos diferentes (WALKER et al., 1998). Assim, um novo par de
oligonucleotidios foi desenvolvido (coaF e coaR; tabela 1) utilizando o software
PrimerQuest (Integrated DNA technologies, Inc. http://www.idtdna.com) para o
gene da coagulase do do S. aureus JCSC 7638 (AB488509.1). Uma regido

conservada do gene foi identificada através do alinhamento de 103 amostras no

GenBank através do software “CLC Sequence View” versdo 8.0 (figura 2)


http://www.idtdna.com/

500 1,000 1,500 2,000
1

CP007670.1 »=—— | S | — 1964
CP003033.1 « ——— — 1964
CP018205.1 + ——— — 194
AP017377.1 - ——— — 194
LT598688.1 = ——— — 1964
CP007676.1 +——— — 1964
CP007672.1 = =——— — 1964
CP007674.1 - ——— — 1964
CP011526.1 = —— — 194
HF937103.1 » ——— — 1964
AP009351.1 - ——— — 1964
CP000046.1 + ——— — 1964
CP000253.1 - ——— — 1964
AC025591.8 = = - 1964
LT671859.1 == — 1964
CP007499.1 - ——— — 1964
X17679.1 + ——— — 194
CP007657.1 - ——— —_ — 1883
CP014444.1 « ——— - — 1883
CP014441.1 - ——— - — 1883
CP014438.1 + ——— - — 1883
CP014435.1 - —— — — 1883
CP014432.1 = ——— - — 1883
CP014429.1 + —— - — 1883
CP014426.1 +—— - — 1883
CP014423.1 + =—— — — 1883
CP014420.1 - —— — — 1883
CP014415.1 + —— - — 1883
CP014412,1 +—— - — 1883
CP014409.1 + ——— — — 1883
CP014407.1 - — 1883
CP014402.1 — — 1883
CP014397.1 - — 1883
CP014392.1 - — 1883
CP014387.1 - — 1883
CP014384.1 - — 1883
CP014381.1 - — 1883
CP014371.1 - — 1883
CP014368.1 - ——— - — 1883
CP014365.1 = =——— - — 1883
CP014362.1 - —— — — 1883
CP014376.1 »—— - — 1883
CP009423.1 = ——— - — 1883
CP016855.1 « ——— - — 1883
CP013231.1 +——— - — 1883
CP010300.1 - —— — — 1883
CP010299.1 + ——— - — 1883
CP010298.1 - ——— - — 1883
CP010297.1 + ——— - — 1883
CP010296.1 - —— — — 1883
CP010295.1 - ——— — — 1883
CP007690.1 + —— - — 1883
CP007176.1 = —— - — 1883
CP000730.1 = =—— - — 1883
CP000255.1 - ——— — — 1883
CP007539.1 = =—— — 1963
CP007657.1 » =——— _ — 1883
AP014921.1 - ——— - — 1883
AB436955.1 — — 1872
A — — 1872
AB489873.1 _ — 1872
AB489883.1 —_ - — = ]
AB489874.1 — — — = 1779
LT615218.1 - ——— 2165
AB436976.1 - ——— 2165
AB489892.1 — 2073
AJ306908.1 - ——— 2165
CP015646.1 + ——— 2165
AB488510.1 — - 1568
EU105387.1 —_ 1520
AB436975.1 + ——— 2126
B A — 2034
AJ309189.1 1386
FR821779.1 - —— ————— _— 2150
CP012593.1 — 1480
CP012692.1 — 1480
CP013955.1 — 1480
CP013953.1 — 1480
CP014064.1 — 1480
LT009690.1 — 1480
AP017320.1 — 1480
CP010890.1 — 1480
CP001844.2 — 1480
CP001781.1 — 1480
AB488501.1 — 1480
AB489898.1 — 1480
HE579073.1 — 1480
HE579071.1 — 1480
HE579069.1 — 1480
HE579065.1 — 1480
HE579063.1 — 1480
HE579061.1 — 1480
HE579059.1 — 1480
CP007657.1 — 331
CP007657.1 —_
CP016861.1 -
CP016863.1 —
CP012119.1 —
CP012120.1 —
CP017094.1 -
CP016858.1 -
CP019563.1 —
CP007454.1
Consensus
1005

Figura 2: Representagao parcial do alinhamento do gene coa das 103 amostras
obtidos pelo software CLC Sequence View com a regido utilizada em realce
(Retangulo vermelho)
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49 PCR em Tempo Real dos genes de viruléncia (mecA, tsst-1, eta, etb,

sea,sec,cna, seb, sei, seq, sem, seg, see, eno, ebps, fib, fnbA), cydB e coa

Para a deteccdo dos genes de viruléncia por PCR em tempo real, foram
utilizados os oligonucleotidios na tabela 1 a uma concentracdo de 10 pmol/uL e
volume total de 25 pL de reagao contendo 50 ng/uL de DNA e 20 pL de mix “SYBER
Green Master Light Cycler 480” (LC480) (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Para
a amplificacbes dos genes os parametros foram: um ciclo a 95°C por 10 min,
seguido por 40 ciclos a 95°C por 10s, 55°C por 20s e 72°C por 25s em um
termociclador de PCR em tempo real Roche Light. Cycler 480 (LC480). As taxas de
rampa foram de 4,4°C/s; 2,2°C/s e 4,4°C/s, respectivamente; DNA de Streptococcus
suis e agua foram utilizados como controles negativos. Além disso, uma etapa de
curva de melting (62 °C) foi realizada para confirmar um Unico produto. As estirpes
de S. aureus COL, NewMan, MW2, Mu50 e ATCC 25923 foram utilizadas como

controlos positivos. Todos os PCR em tempo real foram realizados em triplicata.

4.10 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Para o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, as estirpes isoladas
foram cultivadas “overnight” a 37 °C em tubos contendo 5 mL de BHI. Apds a
incubacado, aliquotas das culturas foram gotejadas assepticamente em tubos
contendo 4 mL de solucéo salina estéril até a turbidez ser idéntica a da solugéo
padrdo de cloreto de bario (preparada pela adi¢cdo de 0,5 mL de uma solugdo 0,048
M de cloreto de bério a 99,5 mL de acido sulfarico a 1% (v / v)). As culturas diluidas
foram plagueadas com o auxilio de suabes estéreis em placas de agar Mueller-
Hinton; deixando secar por 3 min, entdo os discos de antibidticos (SENSIFAR E
MULTIFAR-CEFAR®) foram adicionados (BAUER et al., 1966; CLINICAL AND
LABORATORY STANDARDS INTITUTE, 2007). Os halos de inibicdo foram medidos
utilizando uma régua milimétrica apdés incubacdo a 37°C por no minimo 18h e
maximo 24h. Os diametros (em mm) foram comparados com os padrdes fornecidos
pelo fabricante. Os discos antibidticos utilizados foram: cefepima (30 pg),

ciprofloxaxina (5 ug), cloranfenicol (30 pg), clindamicina (2 mg), eritromicina (15 pg),
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gentamicina (10 mg), oxacilina (1 ug), penicilina G (10 Un), rifampicina (30 ug),
sulfazotrina (25 mcg), tetraciclina (30 pg), vancomicina (30 ug). S. aureus ATCC

29213 foi utilizado como controle positivo.
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Tabela 1 Descricdo dos oligonucleotidios utilizados para deteccéo de genes codificadores de adesinas, toxinas, resisténcia a meticilina

e producéo de biofilme nas cepas isoladas de de leite bubalinos e ambiente de ordenha.

Categoria

Gene

Orientagcao 5’-

Sequéncia (5’- 3’)

Produto Referéncia

3!
F GTCTTGAAAGTAGCTCATCTAAACTTG
Coagulase coa 228 Este estudo
R ATCCAAATGTTCCATCGTTGTATTC
F AATCTTTGTCGGTACACGATATTCTTCACG
sad42 108 (MARTINEAU et al., 1998)
- R CGTAATGAGATTTCAGTAGATAATACAACA
Identificacéo
F CCCATTTGCTTGGTCTGTAGTA
cydB 432 Este estudo
R GTCCAGCCCATTTCTGGATTA
st F AGCCCTGCTTTTACAAAAGGGGAAAA 306 (PANIAGUA-CONTRERAS et al.,
R CCAATAACCACCCGTTTTATCGCTTG 2012)
ota F CGCTGCGGACATTCCTACATGG 676 (PANIAGUA-CONTRERAS et al.,
R TACATGCCCGCCACTTGCTTGT 2012)
oth F GAAGCAGCCAAAAACCCATCGAA 419 (PANIAGUA-CONTRERAS et al.,
R TGTTGTCCGCCTTTACCACTGTGAA 2012)
sea F TTGCAGGGAACAGCTTTAGGCAATC ~— (PANIAGUA-CONTRERAS et al.,
Producao de toxinas R TGGTGTACCACCCGCACATTGA 2012)
sec F CCCTACGCCAGATGAGTTGCACA 602 (PANIAGUA-CONTRERAS et al,,
R CGCCTGGTGCAGGCATCATATC 2012)
seb F GACATGATGCCTGCACCAGGAGA 355 (PANIAGUA-CONTRERAS et al,,
R AACAAATCGTTAAAAACGGCGACACAG 2012)
sei F GGCCACTTTATCAGGACA 398 (PANIAGUA-CONTRERAS et al,,
R AACTTACAGGCAGTCCA 2012)
seq F GGAATTACGTTGGCGAA 330 (PANIAGUA-CONTRERAS et al,,

Continua



Adesao

Resisténcia
meticilina

sem

seg

see

eno

ebpS

fib

fnbA

Cha

mecA

A M XV M XUV M XV M OV T U T O T U T O T D

AACTCTCTGCTTGACCA
CATATCGCAACCGCTGA
TCAGCTGTTACTGTCGA
GTTAGAGGAGGTTTTATG
TTCCTTCAACAGGTGGAGA
TAGATAAAGTTAAAACAAGC
TAACTTACCGTGGACCCTTC
ACGTGCAGCAGCTGACT
CAACAGCATCTTCAGTACCTTC
CATCCAGAACCAATCGAAGAC
CTTAACAGTTACATCATCATGTTTATCTTTTG
CTACAACTACAATTGCCGTCAACAG
GCTCTTGTAAGACCATTTTTCTTCAC
GATACAAACCCAGGTGGTGG
TGTGCTTGACCATGCTCTTC (
AAAGCGTTGCCTAGTGGAGA
AGTGCCTTCCCAAACCTTTT
GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA
CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA

148

198

170

302

186

404

1901

192

310

Continuacgao

2012)

(PANIAGUA-CONTRERAS et
2012)

(PANIAGUA-CONTRERAS et
2012)

(PANIAGUA-CONTRERAS et
2012)

(MUNRO et al., 2011)

(MUNRO et al., 2011)

(MUNRO et al., 2011)

(ARCIOLA et al., 2005)

(ARCIOLA et al., 2005)

(PANIAGUA-CONTRERAS et
2012)
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5. RESULTADOS

5.1 Isolamento e identificagdo preliminar dos Staphylococcus spp.

Das 408 amostras obtidas, 7% (32) foram cepas putativas de S. aureus com
base em seu fendtipo caracteristico em agar Baird Parker, em seguida, foram
selecionadas aquelas que também foram Gram positivas, catalase positivas e
positivas no ensaio de PCR Sa442 de Martineau et al. (1998) especifico para o S.
aureus. Em testes adicionais, 24 amostras foram consistentemente positivas no
teste de coagulase; enquanto oito deram pelo menos um resultado discordante.
Além disso, 21 das 32 cepas putativas de S. aureus foram B-hemoliticas, duas foram

a-hemoliticas e nove nao apresentaram hemodlise.

5.2 Teste do latex, identificacdo pelo MALDI-TOF e sequenciamento 16S rRNA

Das estirpes putativamente identificadas como S. aureus (32), 31,2% (10)
foram positivas no teste de aglutinacdo do latex. Entretanto, a analise MALDI-TOF
MS revelou que apenas 25,0% (8) eram S. aureus, sendo o restante 59,4% S.
chromogenes (19), 9,37% S. agnetis (3), 3,12% S. xylosus (1) e 3,12% S. cohnii (1)
(Tabela 2). Todas as oito estirpes identificadas como S. aureus por andlise de
MALDI-TOF tiveram 100% de identidade com o gene 16S rRNA de Staphylococcus
aureus MCRF184 (NZ_CP014791.1).

5.3 Andlise e deteccdo do gene cydB

O alinhamento das sequéncias gendmicas de Staphylococcus spp.
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) sugeriram que o gene cydB € bem
conservado nos Staphylococcus spp. permitindo o desenho de oligonucleotidios
iniciadores espécie-especificos. Os oito isolados de S. aureus previamente
identificados foram positivos para os iniciadores de cydB especificos de S. aureus e
com seus produtos de amplificacdo resultantes com 99-100% de identidade com o

S. aureus NCTC 8325. Além disso, os iniciadores para o gene cydB especificos para
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S. aureus nao amplificaram nenhum dos outros estafilococos coagulase positivo
testado neste estudo nem 84 estirpes de outros estafilococos coagulase negativos

putativos avaliados por Pizauro et al. (2017).

5.4 Genes de viruléncia

Das 32 cepas isoladas, apenas 3,12% (1) foi positiva para 0 gene sea que
codifica a enterotoxina A, 28,1% (9) foram positivos para o gene cna, 3,12% (1) foi
positiva para o gene sei, 6,25% (2) foram positivas para o gene sem, 3,12 (1) para o
gene seqg, 18,7% (6) para o gene seh, 46,8% (15) para o gene eno, 34,4% (11) para
0 gene ebps, 6,25% (2) para o gene fib e 43,7%( 14) para o gene fnbA (tabela 2)

5.5 Susceptibilidade aos antimicrobianos

Das estirpes isoladas, apenas 3,12% (1) apresentou resisténcia a
clindamicina, 3,12% (1) a vancomicina, 3,12% (1) para rifampicina, 28,1% (9) para a
penicilina, 46,8% (15) para a eritromicina, 6,25% (2) para a ciprofloxacina e 9,37%
(3) para o cotrimoxazole. Além disso, resisténcia a dois antimicrobianos foi
observado em 25,0% (8) das estirpes, trés antimicrobianos em 3,12% (1) estirpe e a

quatro antimicrobianos em 3,12% (1) estirpe (tabela 3).



Tabela 2. Genes de viruléncia das cepas de Staphylococcus spp. isolados de leite bubalino e ambiente de ordenha
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Espécie gene .
tst eta etb mecA sea sec cna seb sei seq sem seg she eno ebps fib fnbA coa
S. aureus - - - - 1 - 7 - 1 - 2 1 6 6 7 2 7 7
S. chromogenes - - - - - - 1 - - - - - - 6 2 - 4 2
S. cohnii - - - - - - - - - - - - - 1 - - - -
S. equorun - - - - - - - - - - - - - 1 - i 1 -
S. agnetis - - - - - - 1 - - - - - - 1 1 - 1 -
S. xylosus - - - - - - - - - - - - - - 1 - - 1

Tabela 3: Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos (PSA) das cepas de Staphylococcus spp. isolados de leite bubalino e ambiente

de ordenha
Espécie PSA2  Clin Van Clo Rif Cef Oxa Pen Eri Cip Gen Cot Tet
[%] [%] [%] [n° %]  [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]

S aureus S 100% 87,5% 100% 100% 100% 100% 75% 25% 75% 100% 75% 100%
' R 0% 125% 0% 0% 0% 0% 25% 75% 25% 0% 25% 0%

S. chromogenes S 94,4%  100% 100% 94,4%  100% 100% 72,3% 55,6% 100% 100% 94,4%  100%
’ R 555% O 0 5655% O 0 27,7% 444% O 0 555% O

S. cohnii S 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0% 0% 100% 100% 100% 100%
' R 0% 0% 0% 0% 0% 0% 100% 100% 0% 0% 0% 0%

S. equorun S 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
' R 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

S. agnetis S 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
’ R 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

S. xylosus S 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
' R 0% 0% 0% 0% 0% 0% 100% 0% 0% 0% 0% 0%

1 Clin = Clindamicina, Van = Vancomicina, Clo = Cloranfenicol, Rif = Rifampicina, Cef = Ceftiofur,
eritromicina, Clp = Ciprofloxacina, Gen = Gentamicina, Cot = Cotrimoxazole, Tet = Tetraciclina

2 S = sensivel, R = resistente

Oxa = Oxacilina, Pen = Penicilina, Eri =
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6. DISCUSSAO

Alguns Staphylococcus spp. tipicamente coagulase negativo como 59,3% (19)
isolados de S. chromogenes (19/32), 3,12% S. xylosus (1/32), 3,12% S. cohnii (1/32)
e 9,37% S. agnetis (3/32) foram coagulase positivos. Esse achado é consistente
com estudos de Santos et al. (2016b) em que 23/42 dos Staphylococcus coagulase
negativo (SCN) coagularam plasma de coelho. Estes autores sugeriram que este
fenotipo esta relacionado a pulsotipos especificos. A presenca de coagulase € um
indicador de patogenicidade pois permite as bactérias resistirem a fagocitose e
causar infecgbes crbnicas (VIANA et al., 2010). Estas adaptacdes especificas ao
hospedeiro podem ser adquiridas através de elementos genéticos méveis (MGES)
(VIANA et al., 2010) de S. aureus proximos (VIANA et al., 2010) ou outros
Staphylococcus coagulase positivo (SCP), como o S. pseudointermedius (SANTOS
et al., 2016b). Assim, a presenca do gene coa em SCN com os oligonucleotideos
para este gene descritos neste estudo podem ser o resultado dessa transferéncia
horizontal de genes. A atividade da coagulase nas estirpes negativas para o gene
coa no presente estudo também pode estar relacionada a outro gene, como o
descrito em S. chromogenes, que compartilha 41% de identidade com o gene da
coagulase previsto para o S. pseudintermedius (SANTOS et al., 2016b)

N&o foi detectado o gene (tst) que codifica a toxina do choque toxico e 0s
genes (eta e etb) das toxinas esfoliativas A e B nas amostras. Entretanto, foram
detectados os genes sea 3,12% (1), sei 3,12% (1), sem 6,25% (2), seg 3,12% (1),
seh 18,7% (6) que codificam as enterotoxinas A, | M G e H, respectivamente.
Apenas 6,25% (2) cepas tiveram mais de um gene de toxina simultaneamente.
Apesar de alguns estudos investigarem o potencial toxigénico dos SCN e sua
enterotoxina no desenvolvimento de intoxicacbes alimentares (MARTINS et al.,
2017), estes genes foram detectados apenas nas cepas identificadas como S.
aureus. O fato de esses genes terem sido encontrados em algumas cepas de SCN,
nao significa que eles o expressem, mas devem ser consideradas como produtoras
em potencial (JORGENSEN et al., 2005). A deteccéo de genes de enterotoxinas em

amostras de S. aureus provenientes de mastite ja foram obtidas anteriormente e
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acredita-se que desempenhem um papel importante na infeccdo da glandula
mamaria (CARFORA et al., 2015; PAJIC et al., 2016).

A producéao de biofilme tem sido associada a persisténcia da infeccéao
intramamaria, pois protege as bactérias contra os mecanismos de defesa do
hospedeiro e dos antimicrobianos (MELCHIOR; VAARKAMP; FINK-GREMMELS,
2006). Avaliacédo de alguns dos genes que codificam o MSCRAMM (componentes
de superficie microbiana que reconhecem moléculas de matriz adesiva) nas estirpes
deste estudo, os mais comumente presentes foram eno (46,8%), fnbA (43,7%), cnha
(28,1%) e ebps (34,3%). O gene fib foi encontrado em apenas dois isolados dos
SCP. Esses resultados estdo em concordancia parcial com os observados por
Zuniga et al. (2015) cujos resultados indicam que, em bovinos, 0s genes mais
frequentes em Staphylococcus spp. isolados de amostras de leite foram eno (72%),
fnbA (71,7%) fib (60%), ebps (17%) e cna (5,7%) e pode indicar que, em bufalos, o
gene fib pode nédo ser tdo importante quanto os genes eno, fnbA, ebps e cna.
Entretanto estudos com estes genes em isolados de bufalas sdo escassos. Além
disso, o gene fnbA, que tem um papel importante na invasdo bacteriana, adesao,
inibicdo de fagocitoses e pode prevenir a remoc¢ao bacteriana durante a lactacao
(IKAWATY et al., 2010), sendo mais detectado em S. aureus a partir de amostras de
leite 0 que corrobora para o seu papel de agente principal de mastite crbnica. Um
dos fatos mais importantes é que esses genes também estavam presentes em
amostras de S. aureus obtidos das méos dos ordenhadores, reforgcando o efeito de
gue as cepas do ambiente sé&o portadoras de genes de viruléncia (CAPURRO et al.,
2010).

Foi observada uma resisténcia a penicilina (28,1%) e a eritromicina (46,8%)
neste estudo, sendo que destas, o S. chromogenes foi responsavel por 53,3% das
estirpes resistentes a eritromicina e 55,5% das estirpes resistentes a penicilina.
Apesar de neste estudo estes isolados terem demostrado a capacidade de coagular
plasma de coelho, os Staphylococcus coagulase negativo possuem um estilo mais
comensal e estdo espalhados pelo ambiente, normalmente servindo como
disseminadores da transferéncia de resisténcia aos antimicrobianos (PIESSENS et
al., 2012). Esses resultados estdo de acordo com o fato de que a resisténcia aos

antimicrobianos estdo associados a viruléncia (PIESSENS et al., 2012) ja que as
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cepas que apresentaram a maior frequéncia de resisténcia foram as que adquiriram
a capacidade de coagular o plasma de coelho. Uma explicacdo a este resultado,
poderia ser atribuido o fato de que, o ambiente possui uma grande variedade de
populagdes microbianas que facilita a transferéncia lateral de genes quando
comparada ao ambiente relativamente estéril do Ubere (PIESSENS et al., 2012)

Neste estudo, 0os ndo S. aureus capazes de coagular plasma de coelho (S.
chromogenes, S. agnetis, S. cohnii e S. xylosus) também foram positivos para a
PCR do Sa442. Este é o primeiro relato de reacfes falso positivas com essas
espécies; no entanto, outras cepas/rebanhos devem ser testadas para se saber se
esses achados podem/devem ser generalizados. Quando as sequéncias dos
iniciadores Sa442 (MARTINEAU et al.,, 1998a) foram comparadas com o genoma
disponivel da estirpe S. chromogenes MU 970 (NZ_JMJF00000000.1), nao foi
detectada homologia significativa; no entanto, esse genoma nao esta completo e
pode estar faltando a regido contendo as sequéncias desta regido compativel. Além
de ter sido estabelecido como Unico para S. aureus, o fragmento Sa442 ainda ndo
foi profundamente caracterizado (KLAASSEN; DE VALK; HORREVORTS, 2003).
Além disso, Klaassen; De Valk; Horrevorts. (2003) e Heilmann et al. (2004) relataram
resultados falso negativos com o teste Sa442 e a PCR do gene esta sujeito a
variacdo das cepas (HOEGH et al., 2014). Os testes de aglutinacdo em latex
também podem ser problematicos. Em estudos anteriores, resultados falso positivos
foram observados em frequéncias relativamente baixas como 7,9% (IDELEVICH et
al., 2014) e 9,3% [(BES; ETIENNE; ZBINDEN, 2001). O maior niumero de rea¢fes de
falso positivo neste estudo (20%) pode ter sido relacionado a estrutura populacional
e/ou ao tamanho da amostra ser relativamente pequeno.

Dado o impacto que o S. aureus pode ter na saude humana e animal, o seu
diagnéstico preciso é importante (PANTOSTI, 2012). A identificacdo errbnea de
espécies de Staphylococcus spp. mais benignas como S. aureus, embora
possivelmente menos grave, ndo estd isenta de consequéncias econbmicas
significativas. No presente estudo, as oito cepas de S. aureus (identificadas por
sequenciamento de 16 sRNA e MALDI-TOF) foram positivas com nosso novo teste
de PCR do gene cydB especifico para S. aureus, enquanto ndo houve amplificacéo

com estafilococos que foram positivos para o Sa442 e para o teste da coagulase.
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Além disso, pode-se notar que S. caprae, S. hyicus, S. hominis, S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. warneri, S. equorum, S. sciuri e S. pasteuri foram negativos para
este primer especifico para o S. aureus provenientes de um estudo complementar
(PIZAURO et al., 2017) (Tabela 2).

7. CONCLUSOES

- Testes fenotipicos e genotipicos usados rotineiramente para identificacdo de S.
aureus podem resultar em falso positivos.

- A técnica de espectofotometria de massa, MALDI-TOF, associada a PCR em
tempo real do gene cydB e coa foram mais satisfatérios na identificacdo de S.
aureus.

- Estirpes de Staphylococcos coagulase positivo ndo S. aureus podem apresentar
genes que compdem o sistema MSCRAMM (componentes de superficie microbiana
gue reconhecem moléculas de matriz adesiva) eno, cna, ebps, fib e fnbA.

- Apesar de nao ter sido encontrado o gene de resisténcia a meticilina (mecA) nos
isolados, estes apresentaram resisténcia aos antimicrobianos, principalmente a
penicilina e eritromicina, fato que gera preocupacdo, principalmente pelo
comportamento zoonético dos Staphylococcus spp

- Apesar de nao ter sido encontrado 0s genes responsaveis pela producdo de
toxinas como a toxina da Sindrome do téxico (tsst) e toxinas esfoliativas (eta, etb),
foram encontrados os genes de enterotoxinas (sea, seb,sec,sei,seq,sem,seg e seh)
reforcando a importancia dos S. aureus na saude publica
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo, um numero significativo de estirpes de SCN foram capazes de
coagular o plasma de coelho e foram positivos para o teste de PCR Sa442 e,
portanto, podem ser erroneamente classificados como S. aureus o que pode
ocasionar custos ao produtor com tratamento e descarte desnecessario de animais.
As bases desses fendtipos continuam a ser determinadas, mas podem ser o
resultado da transferéncia lateral de genes ou o fato de essas espécies serem
menos homogéneas do que se pensava anteriormente. Por outro lado, a técnica de
MALDI-TOF e o teste de PCR em tempo real especifico para o gene cydB
desenvolvido neste estudo permitem a identificacdo precisa do S. aureus. Além
disso, cepas de S. aureus de ambiente de ordenha, mdo de ordenadores e leite
bubalino podem albergar resisténcia a antimicrobianos e producéo de enterotoxinas

acarretando risco a saude publica.



