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Resumo 35 - PESQUISA DE GENES RELACIONADOS A PRODUCAO DE
CAPSULA E BIOFILME EM STAPHYLOCOCCUS AUREUSSOLADOS DE LEITE
BOVINO ..

IDENTIFICATION OF GENES RELATED TO CAPSULE AND BIOFLM
PRODUCTION IN STAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLATED FROM@BVINE MILK .
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Introducdo: Staphylococcus aureué um patdégeno bacteriano responsével por diversas
doencas em animais e no homem, e importante agantador de mastite em bovinos.
Varios fatores de viruléncia contribuem para a geticidade das infecgbes causadasSor
aureus.O conhecimento destes fatores de viruléncia éuddaimental importancia para o
controle da doenca e alguns destes fatores tém einhsiderados como possiveis
componentes de vacinas contra a mastite estafitacobDois destes fatores estdo sendo
considerados neste estudo, a producédo de capsularmacédo de biofilme. A cépsula é um
componente da parede celular bacteriana, formadpgbssacarideos, que protege a bactéria
contra a fagocitose. Os polissacarideos capsull®sipos 5 e 8 sdo os predominantes nos
isolados deS. aureusque causam infec¢cdes intramamarias, mas suabdigo varia de
acordo com a regido geografica. Biofiime compreeodi@nias microbianas envoltas por
material viscoso e aderidas a uma superficie. Ndiente, as bactérias podem ser
encontradas em estado livre ou associadas emnbasfilque normalmente estdo embebidos
em uma matriz polimérica extracelular. Os polisdde@s sdo 0s principais componentes
dessa matriz, mas proteinas, lipideos, &cidos icoslé& outros polimeros também podem
estar presentes. Os biofilmes protegem as bactamslefesas do hospedeiro e da acdo de
quimioterapicos, e sdo a causa de infec¢Oes baudsripersistentes e cronicas, incluindo a
mastite bovina. O objetivo do presente trabalho ifoiestigar a presenca de genes
relacionados a producdo de capsula e de biofiim& .eaureudsolados de leite de vacas em
rebanhos leiteiros das diferentes regides geogsafirasileiras. Estas informacdes serdo
importantes para avaliar a pertinéncia de incog@mwade polissacarideos de ambos o0s
componentes, capsula e biofilme, em um futuro ingené apropriado ao nosso Pais.

Material e Métodos: Foram analisadas 134 amostras Sleaureusoriundas de quartos
mamarios de vacas, de propriedades leiteiras #acks nas cinco regides geograficas do
pais, coletadas entre janeiro de 2013 e junho d&.28 coleta do leite e a identificacdo
bacteriana foram realizadas de acordo com procedia®epreconizados pelo National
Mastitis Council, em cinco diferentes Unidades Res@lizadas da Embrapa. As amostras de
S. aureusisoladas foram enviadas a Embrapa Gado de Leit® @gpesquisa dos genes
relacionados a producdo de capsula e biofilme. éntificacdo da espéci8. aureusfoi
confirmada pela pesquisa do géemA realizada por PCR, conforme descrito anteriorment
A pesquisa dos genes relacionados a producédo delladpaps e capd, e a formacado de
biofilme (icaA, icaD e bap) também foi realizada por PCR. A extracdo de Dhitaltfoi feita
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utilizando-se fenol e cloroférmio, o DNA foi quditado em espectrofotdbmetro e as
quantidades ajustadas para a reacdo de PCR. Amscfagam realizadas em termociclador e
os fragmentos amplificados visualizados apos dtegee em gel de agarose. O registro das
imagens foi feito em fotodocumentador. A pesquisa genesap foi realizada de acordo
com Camussone et al. (2012), com oligonucleotid@omdores que amplificam fragmentos
de 361 e 173 pb, pacap5e cap§ respectivamente. As amplificagcdes dos gecesA eicaD
foram realizadas de acordo com Vasudevan et a3j2@om oligonucleotideos iniciadores
que amplificam fragmentos de 1.315 e 381 pb, reéspecente. As amplificacdes do gene
bap foram realizadas com os oligonucleotideos inidiesiddap2, descritos por Potter et al.
(2009), que amplificam um fragmento de 598 pb,coaslicbes indicadas por estes autores.

Resultados e Discussad:odos os isolados apresentaram um produto de aragho de 132

pb do genefemA confirmando a sua identificacdo con¥ aureus Dos 134 isolados
analisados, 133 (99,2%) apresentaram o gapel03 isolados (76,9%) apresentam o gene
cap5e 29 isolados (21,6%) apresentaram o gapd Somente um isolado ndo apresentou o
genecap Houve predominancia do gendétipap5nos isolados d8. aureusanalisados. Esta
predominancia se confirmou nos isolados oriundssreigides Norte, Nordeste, Centro-Oeste
e Sudeste. Na regido Sul, metade dos isoladosesgpaeam o gendtipcap5e outra metade, 0
genotipocap8 Com relacdo aos genes envolvidos na formacaoiadiénte, 133 isolados
(99,2%) apresentaram os gemnemA e icaD e 113 (84,3%) apresentaram o géa@. Com
relacdo aos genamp5 cap§ icaA eicaD, as percentagens destes genes encontradas neste
estudo sdo semelhantes as reportadas em estudo®rast Com relagcdo ao gebap, a
percentagem de 84,3% encontrada neste estudogderisuas percentagens reportadas por
outros estudos, também realizados &@rmaureussolados de leite bovino.

Conclusdes: Os resultados deste estudo indicam um alto paterd® patogenicidade
apresentado p@. aureussolados de leite bovino das cinco diferentesdegido Brasil.
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