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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o de identificar subtipos de Staphylococcus aureus isolados de
mastite caprina e bovina, por meio da analise do polimorfismo do gene da proteina coagulase.
Adicionalmente, pesquisou-se a presenga de genes que codificam para as enterotoxinas
estafilocécicas dos tipos A, B e C. Utilizaram-se 36 amostras de S. aureus isoladas do leite de
cabras pertencentes a rebanhos localizados nas regides Norte do Ceard e Serrana do Rio de
janeiro e 64 amostras isoladas do leite de vacas pertencentes a rebanhos localizados em
municipios de Minas Gerais. Dentre os isolados de origem caprina identificaram-se 11
diferentes genétipos, sendo que nos rebanhos da regido Norte do Ceara o tipo predominante foi
encontrado em 60% das amostras, enquanto, nos rebanhos da regido Serrana, os dois tipos mais
fregiientes foram encontrados em 62,5% das amostras. A anilise filogenética dos tipos indicou
uma relagdo entre os mesmos. Dentre as amostras de origem bovina foram identificados 49
genétipos com os 10 mais freqiientes agrupando 39% das amostras. A presenca de algum dos
genes que codificam para as enterotoxinas pesquisadas foi detectada em 37% das amostras. Dos
isolados de origem bovina, 6,3% co-amplificaram os genes sea e seb, e 3,1% foram positivas
para o gene sec. Das amostras de origem caprina, 86% foram positivas para a presenga do gene
sec. A produgdo in vitro da enterotoxina foi detectada em todas as amostras nas quais o gene
correspondente estava presente.

Palavras-chave: Mastite caprina; mastite bovina; Staphylococcus aureus; genotipagem;
enterotoxinas estafilocdcicas.

ABSTRACT

A typing procedure based on coagulase gene polymorphism was used for discriminated
Staphylococcus aureus isolated from goat and bovine mastitis. Additionally, the distribution of
genes that encode enterotoxins A, B, and C was investigated. Thirty-six strains collected from
goats belonging to herds from Northern Ceara state and Serrana region of Rio de Janeiro State,
and 64 strains from bovine belonging to herds from Minas Gerais state were analyzed. Based on
restriction fragment length polymorphism (RFLP) of 3” end coagulase gene, the goat strains
were grouped into 11 types. In Northern Ceara herds, the predominant type was found in 60% of
the strains, while in the Serrana region herds the two most common accounting for 62.5% of the
strains. The phylogenetic analysis demonstrated that the types are related. The bovine strains
were grouping into 49 types with the 10 most common accounting for 39% of the isolates. The
Multiplex PCR analysis showed that 37 (37%) of the strains studied harbored some of the SEs
genes that were investigated. From the bovine mastitis strains, 4 (6.3%) co-amplified the sea
and seb genes, and 2 (3.1%) were positive for the sec gene. Among the strains from goat
mastitis, 31 (86%) tested positive to the Multiplex, and the sec gene was detected in all strains.
The production of SE was detected in all strains harboring the corresponding gene.

Keywords: Goat mastitis; bovine mastitis; Staphylococcus aureus; genotyping; staphylococcal
enterotoxins.
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1. INTRODUCAO

A mastite € a doenga endémica de maior
prevaléncia em rebanhos leiteiros e
considerada a mais importante causa de
perdas econdmicas, tanto para o produtor,
quanto para a inddstria leiteira. A
prevaléncia desta enfermidade € variavel,
dependendo do tipo de exploragio e
praticas de manejo adotadas, além de
fatores predisponentes tais como traumas a
glindula mamdria, tipo de ordenha e
produgdo leiteira (Blowey e Edmondson,
2000).

As perdas econOmicas causadas pelas
diversas formas de mastite sdo resultantes
do descarte do leite, custos com drogas e
servigos veterinarios, aumento da mao-de-
obra e descarte precoce de animais
(DeGraves e Feltrow, 1993; Philpot, 2002).
Além disso, deve-se destacar a importincia
da doenga para a satide piblica, desde que o
leite e derivados provenientes de animais
com mastite poderdo veicular bactérias
altamente patogénicas e residuos de
antibiéticos (Corrales et al., 1995; Cardoso
et al., 2000).

Em caprinos e bovinos, Staphylococcus
aureus € considerado o agente etiologico
mais importante da mastite. Esta espécie
bacteriana  causa, predominantemente,
infecgdes subclinicas de longa duragdo e
lesdes a glandula mamaéria maiores do que
qualquer outro agente contagioso. A
habilidade de invadir e de se estabelecer
profundamente nos tecidos da glindula
mamaria, torna a mastite por este agente um
desafio aos programas de controle e
prevengdo desta patologia (Brito e Brito,
1998; Contreras et al., 2000).

Semelhante ao que ocorre com outras
espécies bacterianas, S. aureus apresenta
diversos subtipos, os quais diferem quanto
a presenga e expressio de genes
relacionados a viruléncia. Esta
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variabilidade, leva ao suréﬁﬁwté de
padrdes epidemiologicos distintos que
dependem dos subtipos prevalentes em cada
rebanho, sugerindo a necessidade de sua
identificacdo antes de aplicar medidas
especificas de controle (Zecconi e Piccinini,
1999). Estudos epidemioldgicos, utilizando
técnicas baseadas em DNA, sugerem que
poucos subtipos de S awreus sdo
responsdveis pela maioria dos casos de
mastite e que os mesmos tém uma ampla
distribuigdo geografica (Su et al., 1999).

Deste modo, este trabalho teve como
objetivos:

1) Identificar, por meio do polimorfismo do
gene que codifica para a proteina coagulase,
tipos de S. aureus isolados de casos de
mastite caprina nas regides Norte do Estado
do Ceard e Serrana do Estado do Rio de
Janeiro;

2) Identificar, por meio do polimorfismo do
gene que codifica para a proteina coagulase,
tipos de S. aureus isolados de casos de
mastite bovina no Estado de Minas Gerais e

3) Identificar a presenga de genes que
codificam para potenciais fatores de
viruléncia relacionados com a patogénese
da mastite.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Staphylococcus aureus: taxonomia,
caracteristicas morfolégicas e principais
fatores de viruléncia

Staphylococcus aureus pertence ao género
Staphylococcus e é bactéria Gram positiva,
anaerébia  facultativa e cresce por
respiragdo aerdbia ou por fermentagio com
produgdo de 4cido lactico; demonstra
reagdo positiva para a presenga da enzima
catalase, crescendo a temperaturas que
variam de 15 a 45°C e em concentragdes de
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NaCl tdo altas quanto 20%. A microscopia,
apresenta-se sob a forma de cocos cujo
didmetro varia de 0,8 a 1,0 um, e arranjos
semelhantes a cachos de uva, embora, as
células possam estar isoladas. Em meio
solido, as colonias sdo circular-convexas e
apresentam coloragdo que varia do branco
ao alaranjado. Esta bactéria, que compde a
microbiota indigena da pele e mucosas de
humanos e animais, taxonomicamente
pertence a familia Staphylococcaceae e
filogeneticamente estd  proxima dos
membros do género Bacillus (MacFaddin,
2000; Carmo, 2001; Todar, 2005).

Staphylococcus aureus expressa uma
grande variedade de produtos, os quais
contribuem com a colonizagdo, invasdo e
persisténcia deste patégeno no hospedeiro.
A maioria das amostras  deste
microrganismo produz exotoxinas,
incluindo hemolisinas (alfa, beta, gama e
delta), enterotoxinas (SEs), toxina da
sindrome do choque tdéxico (TSST-1) e
toxinas esfoliativas. Sintetizam, também,
proteinas associadas a superficie celular,
nucleases, proteases, lipases, coagulases,
hialuronidase e colagenase (Dinges et al.,
2000; Todar, 2005). A expressdo destes
produtos estd relacionada a viruléncia
daquele agente e a sintese combinada dos
mesmos resulta em efeitos deletérios as
c€lulas do hospedeiro, determinando o
aparecimento de wuma variedade de
infecgdes em humanos e animais, bem
como sindromes toxicas no hospedeiro
humano (Dinges et al., 2000).

2.1.1. Coagulase

A coagulase ¢ uma proteina extracelular
produzida pela maioria das cepas de S.
aureus e utilizada como marcador
fenotipico para diferenciar esta espécie de
outras do género Staphylococcus (Kloos e
Bannernam, 1995). Esta proteina, liga-se

3

especificamente a protrombina, formando
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um complexo chamado estafilotrombina o
qual, por sua vez, estimula a reagdo de
coagulagdo plasmatica, por converter o
fibrinogénio a fibrina (Kawabata et al,
1986).

A estrutura primdria da molécula da
coagulase foi demonstrada por Kawabata et
al. (1986). De acordo com estes
investigadores, a coagulase é constituida
por trés fragmentos principais de 43, 30 e
20-kDa, com o fragmento de 43-kDa
localizado na por¢gdo N-terminal da
molécula da proteina e os fragmentos de 30
e 20-kDa localizados internamente e na
porgdo C-terminal, respectivamente.
Kawabata et al. (1986) também observaram
que a regido biologicamente ativa da
coagulase, ou seja, os sitios de ligagdo e
ativagdo da protrombina, estd localizada na
por¢do N-terminal. Por meio da andlise da
seqiiéncia de aminoacidos, Kaida et al.
(1987) confirmaram os achados de
Kawabata e colaboradores.  Assim,
atualmente, sabe-se que a proteina
coagulase € composta por trés regides
distintas: uma  regidio  N-terminal,
compreendendo 150 a 270 residuos de
aminoécidos; uma  regido  central,
conservada e uma regido C-terminal, com
unidades repetidas de 27 residuos de
aminodacidos.

O papel da coagulase na patogénese de
infecgdes por S.  awreus ndo estd
completamente entendido. Especula-se, que
esta proteina seria importante para a
invasdo deste microrganismo, desde que o
mesmo poderia escapar dos mecanismos de
defesa do hospedeiro ao causar coagulagdo
localizada (Todar, 2005). Anderson et al.
(1982) observaram mudangas patoldgicas
ao inocularem a proteina purificada na
glindula mamaria de ratos, indicando que a
coagulase é ativa in vivo. Haroldsson e
Jonsson  (1984) utilizando  amostras
mutantes, deficientes de coagulase,
demonstraram que tais amostras foram
menos virulentas em infecgdes




experimentais de ratos, sugerindo um papel
daquela proteina na patogénese de
infecgdes por S. auwreus. No entanto,
Phonimdaeng et al. (1990), utilizando
amostras que sofreram uma mutagio
especifica no gene que codifica para a
coagulase, a qual aboliu a habilidade das
amostras de coagular o plasma, ndo
observaram diferengas entre infecgdes
cutdnea e intramamaria de ratos, causadas
por estas e outras amostras ndo alteradas.
Para estes autores a importincia da
coagulase como fator de viruléncia
permanece nao esclarecida.

2.1.2. Enterotoxinas estafilocdocicas (SEs)

As SEs sdo proteinas de cadeia simples,
com quantidade relativamente grande de
lisina, 4cidos glutdmico e aspartico.
Apresentam peso molecular entre 26 a
29.000 Daltons, e ponto isoelétrico de 7,0 a
8,6, sendo resistentes a agdo de enzimas
proteoliticas. Diferentes SEs tém sido
descritas nas ultimas décadas, incluindo os
tipos classicos - SEA, SEB, SEC, SED e
SEE (Jones e Khan, 1986; Bohach e
Schlievert, 1987; Betley e Mekalanos,
1988; Couch et al., 1988; Bayles e Iandalo,
1989) e os novos tipos descritos mais
recentemente - SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK,
SEL, SEM, SEN, SEO e SEU (Betley et al.,
1992; Ren et al., 1994; Su e Wong, 1995;
Munson et al,, 1998; Zhang et al., 1998;
Jarraud et al., 2001; Orwin et al, 2001;
Letertre et al., 2003). Com base em
diferencas antigénicas e diferentes pontos
isoelétricos, a SEC ¢é subdividida em trés
classes: SEC1, SEC2 e SEC3. Variantes
moleculares para esta toxina também foram
descritas, estando associadas & cepas de S.
aureus isoladas de bovinos - SEC-bovino e
ovinos - SEC-ovino (Marr et al., 1993) e
cies - SEC-canino (Schlievert et al., 2000).

Os genes que codificam para as SEs sdo
carreados por plasmideos - sed e sej,

bactericfagos Sea e see ou estdo
localizados no cromossomo bacteriano -
seb, sec, seg, seh, sei, sek, sel, sem, sen, seo
e seu (Letertre et al., 2003).

As SEs sdo agrupadas por apresentarerm
caracteristicas bioldgicas em comum. Este
grupo de exotoxinas € denominado de
toxinas pirogénicas superantigénicas
(PTSAgs) ou simplesmente superantigenos
(SAgs), sendo que cada uma das toxinas
apresenta, pelo menos, trés caracteristicas
bioldgicas: pirogenicidade, antigenicidade e
a capacidade de aumentar a sensibilidade
celular & endotoxinas (Dinges et al., 2000;
Fueyo et al, 2001; Llewelyn e Cohen,
2002).

A caracteristica de superantigenicidade
refere-se a habilidade dos SAgs em
estimular a proliferagdo simultdnea de
diversas subpopulagdes de linfécitos T sem
permitir, porém, a especificidade antigénica
destas células (Dinges et al, 2000). A
ativacio das células T resulta na liberagio
de citocinas proinflamatérias, bem como
recrutamento de células B e de mais células
T para o local da infecgdo e co-ativagdo das
células apresentadoras de antigenos, as
quais respondem com a liberagio de mais
mediadores  inflamatérios (Llewelyn e
Cohen, 2002). A liberacdo excessiva e
desordenada de citocinas inflamatorias,
provavelmente, € responsavel por varios
dos sintomas observados nas sindromes
toxicas causadas pelos SAgs (Schlievert et
al., 2000; Stuyt et al., 2001; Todar, 2005).

Os SAgs apresentam outras caracteristicas
ndo relacionadas & superantigenicidade que
contribuem para a potencial patogenicidade
destas toxinas. Dentre as caracteristicas
conhecidas, cita-se o sinergismo com
endotoxinas, potencial efeito emético e a
habilidade de estimular a migragio de
neutréfilos para o local da infecgdo. Os
SAgs, ainda, se ligam as células endoteliais,
causando aumento da capilaridade, morte e
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formagdo de fendas (Dinges et al., 2000;
Llewelyn e Cohen, 2002).

2.2 Mastite x Staphylococcus aureus

Staphylococcus  aureus €é o agente
etiolégico mais freqilente da mastite
contagiosa em todos os rebanhos leiteiros,
sendo praticamente impossivel a sua
erradicagdo. A glandula mamaria infectada
por este agente é a principal fonte de
infecgdo para o rebanho, com as maos do
ordenhador, o equipamento de ordenha e
toalhas/esponja utilizadas para a secagem
dos tetos, representando as principais vias
de transmissdo. Esta bactéria, também
coloniza lesdes da pele e canal dos tetos
podendo invadir e colonizar a glindula
mamaria (Brito e Brito, 1998; Fonseca e
Santos, 2000).

A mastite por S. aureus estd associada com
alta contagem de células somaticas, redugdo
significativa da produgio de leite e
reduzidas taxas de cura microbiolégica
(Nickerson, 1993). Em bovinos, estima-se
que a produgdo de leite esteja reduzida em
até 45% por quarto infectado e em até 15%
por vaca infectada (Brito e Brito, 1998).
Segundo Nickerson (1993), 19 a 40,7% das
vacas em um rebanho poderdo estar
infectadas por este microrganismo. Em
caprinos, as taxas de infecgdo por S. aureus
podem alcangar 37% (Silva et al., 2004).

Uma vez no interior da glindula maméria,
S. aureus fixa-se as células epiteliais e
estabelece infecgdo por diversos
mecanismos  patogénicos.  Inicialmente,
causa destruicdo dos tecidos proximos as
cisternas. Em seguida, alcanga o sistema de
dutos e se estabelece profundamente nos
alvéolos podendo, este processo, ser
seguido pela formagdo de abscesso e tecido
cicatricial, o qual limita a célula bacteriana.
As células alveolares e dutos podem, ainda,
se degenerar e descamar, ocluindo,
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juntamente com as células somaticas, o
sistema de dutos, levando a involugdo dos
alvéolos funcionais remanescentes e
formagdo de mais tecido cicatricial. Ainda,
os dutos ocluidos poderdo reabrir, liberando
células bacterianas para outras éareas da
glindula mamaria. Este processo €, entio,
repetido continuamente em diversas areas
do tdbere. Durante os estdgios iniciais da
infecgdo, a destruigdo tecidual é minima e
reversivel. No entanto, se 0 microrganismo
permanece dentro das areas ocluidas, os
abscessos tornar-se-do grandes o suficiente
para serem percebidos a palpagdo
(Nickerson, 1993).

A patogénese da mastite por S. aureus é
complexa e, provavelmente, envolve a
sintese de diversos produtos
simultaneamente. A caracteristica infec¢io
persistente causada por este agente pode
estar associada a danos causados ao sistema
imunolégico do hospedeiro. Embora,
nenhum fator de viruléncia em particular
tenha sido claramente implicado, existe a
possibilidade de que as SEs e outros SAgs
modulem a resposta imune e contribuam
para a patogenicidade e persisténcia de S.
aureus na glandula mamadria. O aumento da
atividade das citocinas, como provocado
pelos SAgs, poderd resultar em supressdo
da resposta imunolégica, facilitando a
persisténcia desta bactéria nos sitios de
infecc@o. Além disto, os SAgs podem afetar
a patogénese da mastite pela habilidade em
interferir com a atividade bactericida dos
neutrofilos (Ferens et al., 1998; Fitzgerald
et al., 2001; Mullarky et al., 2001; Takeuchi
et al., 2001).

2.3  Epidemiologia  molecular de

Staphylococcus aureus

Semelhante ao que ocorre com outras
espécies bacterianas, S. aureus apresenta
suficiente heterogeneidade genética ao
nivel de espécie que permite que amostras




deste agente, isoladas de diferentes fontes,
em momentos e dreas geogréficas
diferentes, possam ser diferenciadas ou
classificadas em subtipos ou cepas (Olive e
Bean, 1999).

Caracteristicas fenotipicas e genotipicas
tém sido empregadas para discriminar
amostras de S. aureus. As andlises
fenotipicas dependem da expressdo de
fatores biolégicos da célula tais como, a
produgdo de enzimas, utilizagdo de
nutrientes, produtos finais do metabolismo
e susceptibilidade a agentes quimicos.
Destas abordagens fisioldgicas, poucas sdo
Uteis para a caracterizagdo de amostras
bacterianas, desde que as mesmas
dependem da expressdo de genes regulados
de acordo com as condigdes do meio
ambiente, o que torna o uso destas técnicas
limitado (Tenover et al., 1994; Hookey et
al., 1998; Ortega, 2001).

As anélises genotipicas, por outro lado,
detectam variagdes nas seqiiéncias de DNA
que tendem a ser bastante estdveis por
longos periodos e menos afetadas por
condigbes ambientais. Estas metodologias,
permitem a identificagdio acurada de
subtipos bacterianos, fontes de infecgdo e
transmissdo, bem como o reconhecimento
de tipos virulentos e monitoramento de
programas de vacinagdo (Olive e Bean,
1999; Ortega, 2001). Dentre as técnicas
moleculares mais empregadas, cita-se o
polimorfismo  do  comprimento  de
fragmentos gerados por endonucleases de
restrigio (RFLP) e a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR). Estas técnicas destacam-
se pela rapidez, sensibilidade e
reprodutibilidade dos resultados e podem
ser utilizadas para fundamentar e
complementar informagdes geradas em
estudos epidemiologicos (Ortega, 2001).

A analise dos padrdes RFLPs permite
demonstrar a homogeneidade ou
heterogeneidade entre diferentes amostras.
A presenga ou auséncia de seqgiiéncias

especificas de 4 a 8 pares de bases,
reconhecidas e clivadas pelas enzimas de
restrigdo, pode variar entre diferentes
amostras, gerando polimorfismo.
Diferengas na seqiiéncia de DNA podem,
também, ser o resultado de inser¢des,
delegdes ou outros rearranjos genéticos que
alteram a distdncia entre pares de sitios de
restrigdo. Ao ser submetido a clivagem com
uma endonuclease, o DNA de amostras
geneticamente diferentes € cortado nos
sitios de restricio, gerando fragmentos de
diferentes tamanhos. Esta técnica pode
detectar polimorfismo no DNA total ou em
seqiiéncias especificas, previamente
amplificadas pela PCR (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Na ultima década, a técnica PCR-RFLP
vem sendo amplamente utilizada para
discriminar isolados de S. aureus. Dentre as
suas vantagens destacam-se a facilidade de
execugdo e interpretagdo dos resultados,
bem como os altos percentuais de
tipabilidade e reprodutibilidade (Tenover et
a., 1994). Entre os diversos genes cujos
polimorfismos  sdo  utilizados  para
diferenciar este agente, destacam-se o gene
que codifica para a proteina A, os genes
ribossomais e o gene que codifica para a
proteina coagulase (Tenover et al, 1994;
Olive e Bean, 1999).

Desde a sua introdugdo por Goh et al.
(1992) a tipagem através da analise do gene
da coagulase tem sido uma importante
ferramenta em estudos epidemiolégicos. O
método € baseado na variagdo de seqiiéncia
da extremidade 3’ observada neste gene.
Esta regido compreende pequenas unidades
repetidas de 81 pb cujo nimero e sitios de
restrigdo para a enzima Alul varia entre
diferentes isolados. Com esta técnica,
diversos investigadores tém identificado
subtipos de S. aureus isolados de mastite
bovina.  Aarestrup et al.  (1995)
identificaram 15 diferentes subtipos em
isolados da Dinamarca, enquanto, Su et al.
(1999) analisando amostras de S. aureus
oF
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isoladas em diferentes paises, identificaram
a presenga de 40 subtipos, com alguns
destes ‘amplamente distribuidos. Na regido
Sul do Brasil, Lange et al. (1999)
detectaram 14 subtipos de S. aureus
isolados de mastite bovina. Para estes
autores, a tipagem baseada em PCR, como
a analise do gene da coagulase, pode ser
utilizada em laboratérios de paises em
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desenvolvimento, uma vez que apresenta
baixo custo e facilidades de execugdo e
interpretagdo. De acordo com Aarestrup et
al. (1995), a facilidade de analisar o
polimorfismo do gene da coagulase em um
grande nimero de amostras e o miltiplo
padrio polimérfico gerado, torna esta
técnica util para ser utilizada em
investigagdes epidemiologicas de mastite
por S. aureus.




EXPERIMENTO I Tic, 3

Estudo do polimoerfismo do gene da coagulase em Staphylococcus aureus isolados
do leite de cabras com mastite.

Resumo

Este trabalho foi conduzido com o objetivo
de estudar o polimorfismo do gene da
coagulase em S. aureus isolados de cabras
com mastite clinica e subclinica. Trinta e
seis amostras foram isoladas do leite de
cabras em duas diferentes regides: Norte do
Estado do Ceara e Serrana do Estado do
Rio de Janeiro. Com base no polimorfismo
do comprimento dos fragmentos de
restricdo (RFLP) da extremidade 3” do gene
da coagulase, foram identificados 11 tipos,
com os trés mais comuns agrupando 72%
das amostras. Nos rebanhos da regido Norte
do Ceara, o tipo predominante foi
encontrado em 60% das amostras,
enquanto, nos rebanhos da regido Serrana,
os dois tipos mais freqiientes foram
encontrados em 62,5% das amostras. A
analise filogenética agrupou os tipos RFLPs
em trés diferentes ramos e em dois
diferentes grupos, com o Grupo 1 alocando
82% dos tipos (9/11) e 92% dos isolados.
Os resultados mostraram que as cabras das
regides estudadas foram infectadas por S.
aureus apresentando vdrios tipos do gene
da coagulase e que tais tipos sdo
geneticamente relacionados.

Palavras-chave: Mastite caprina;

Staphylococcus aureus; polimorfismo do
gene da coagulase.

1. Introducio

Staphylococcus  aureus € o agente
etiolégico mais importante da mastite

caprina. A prevaléncia de infecgGes
inframamdria por esta espécie bacteriana
varia de 5,6% a 17% (Lerondelle e Poutrel,
1984; Kalogridou-Vassiliadou, 1991;
Deinhofer e Pernthaner, 1995; White e
Hinckley, 1999), com investigadores
relatando a identificag@o deste patdgeno em
até 37% dos isolados de mastite subclinica
(Silva et al., 2004).

Semelhante ao que ocorre com outras
espécies bacterianas, S. awreus apresenta
diversos subtipos, os quais diferem quanto
a presenga e expressio de genes
relacionados a viruléncia (Fitzgerald et al.,
2000; Takeuchi et al., 2001; Vasudevan et
al, 2003). Esta variabilidade leva ao
surgimento de padrdes epidemiologicos
distintos que dependem dos tipos
prevalentes em cada rebanho, sugerindo a
necessidade de identificar os mesmos antes
de aplicar medidas especificas de controle
(Zecconi e Piccinini, 1999).

A amplifica¢@o do gene que codifica para a
proteina coagulase (gene coa) tem sido
relatada por diversos investigadores como
um método simples e acurado para
identificar e discriminar amostras de S.
aureus (Goh et al., 1992; Schwarzkopf e
Karch, 1994; Aarestrup et al, 1995;
Hookey et al., 1998; Chiou et al., 2000;
Schlegelova et al., 2003). Embora, o papel
desta proteina como fator de viruléncia ndo
seja completamente esclarecido, o gene que
a codifica apresenta em sua extremidade 3’
uma regido polimérfica constituida por
unidades repetidas de 81 pb, as quais
diferem entre os isolados em nimero e
localizagdo de sitios para a enzima Alul,
sendo esta caracteristica utilizada para
tipagem de S. aureus isolados de diversas
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fontes (Kaida et al., 1987; Phonimdaeng et
al., 1990).

Nos ultimos anos, a analise do gene coa
tem sido amplamente utilizada para
discriminar e comparar S. aureus isolados
de mastite bovina (Aarestrup et al., 1995;
Lange et al., 1999; Raimundo et al., 1999;
Su et al., 1999; Schlegelova et al., 2003).
No entanto, sdo escassas as informag:ﬁes
sobre a utilizagdo desta técnica para
analisar amostras de S. aureus isoladas de
mastite caprina. Assim, o objetivo deste
trabalho foi identificar, por meio do
polimorfismo do gene que codifica para a
coagulase, subtipos de S. aureus isolados de
cabras com mastite em rebanhos das
regides Norte do Estado do Ceara e Serrana
do Estado do Rio de Janeiro.

2. Material e Métodos

2.1 Amostras bacterianas

Foram utilizadas 36 amostras de S. aureus
isoladas do leite de cabras com mastite
clinica e subclinica, sendo 16 amostras
provenientes de animais pertencentes a
rebanhos leiteiros localizados na regido
Serrana do Estado do Rio de Janeiro e 20
amostras de animais pertencentes a
rebanhos localizados na regido Norte do
Estado do Ceara (Tabela 1).

Tabela 1. Procedéncia das amostras de Staphylococcus aureus isoladas de mastite caprina.
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Regiio Municipio Cédigo do Niimero de
rebanho amostras

Norte Cearense Sobral A 11
Sobral c 8

Massapé D 1

Serrana Fluminense Teresopolis B 3
St* M*® Madalena F 3

St* M* Madalena H |

St* M*® Madalena I 1

Banquete-N. Friburgo K 1

Amparo-N. Friburgo L 2

Teresdpolis 0] 1

Nova Friburgo P 1

Andradas-Teresopolis R 1

Nova Friburgo S 2
Total 36




2.2 Coleta das amostras de leite

As amostras compostas de leite foram
coletadas de acordo com as recomendagdes
do National Mastitis Council (1990).
Assim, antes da coleta, foi realizada a
antisepsia dos tetos utilizando-se alcool a
70%, dando especial atengéo a extremidade.
Em seguida, e apds desprezar os primeiros
jatos de leite, foram  coletados
aproximadamente 10 mL de leite em tubos
estéreis, os quais foram devidamente
identificados, acondicionados em caixas de
isopor com gelo e transportados para o
Laboratério de doencas bacterianas da
Embrapa Caprinos (amostras da regido
Norte do Ceara) e Laboratorio de controle
de mastite do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da [Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais (amostras da regido Serrana).

2.3. Exame bacteriologico

O cultivo bacteriologico das amostras de
leite foi realizado de acordo com o método
recomendado pelo National Mastitis
Council (1990). Assim, 10 pL de leite
foram transferidos para placas de agar
sangue desfibrinado de ovino a 5%. As
placas foram incubadas a 37°C, fazendo-se
leituras com 24 e 48 horas. A identificagio
dos géneros bacterianos foi feita a partir da
observagdo das caracteristicas morfo-
tintoriais e produgdo da enzima catalase. As
colonias identificadas como pertencentes ao
género Staphylococcus foram submetidas
ao teste da coagulase em tubo, utilizando
plasma de coelho (Quinn et al., 1994). As
amostras  coagulase  positiva  foram
submetidas a provas bioquimicas para a
identifica¢do da espécie bacteriana.

2.4  Identificagdo dos estafilococos

coagulase positivos

Para a identificagdo das amostras positivas
ao teste da coagulase, utilizou-se a chave
proposta por Kloos (1990), sendo as provas
bioquimicas realizadas de acordo com as
recomendagdes de Quinn et al. (1994) e
MacFaddin (2000). Assim, os isolados
foram  submetidos aos testes da
termonuclease, produgio de acetoina,
fermentagdo aerdbica da sacarose, D-
manose, D-manitol, D-celobiose, D-xilose,
D-trealose, maltose, L-arabinose e rafinose.
Os isolados identificados como
Staphylococcus aureus foram mantidos
congelados a -20°C em leite desnatado,
acrescido de 15% de glicerol, até a
realizagdo dos testes moleculares.

2.5 Polimorfismo da extremidade 3° do
gene coa

2.5.1 Extragdo e purificagdio do DNA
bacteriano

Para a extragdo e purificagdo dos acidos
nucléicos utilizou-se, com modificagdes, a
metodologia descrita por Chen et al. (2001)
e Rosec e Gigaud (2002). Os isolados
bacterianos, bem como amostras das cepas
de referéncia incluidas neste estudo -
Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus  intermedius ~ 08/96PE-
FUNED e Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 - foram inoculados em caldo
nutritivo (Tryptic Soy Broth, bioBras-
Brasil), sendo incubados overnight a 37°C
para a completa saturagdo do meio. O DNA
gendmico foi obtido a partir de 0,5 mL do
cultivo bacteriano, o qual foi centrifugado a
12000xg por 10 minutos. O sedimento foi
lavado com 500 pL de tampdo TE pH 7,5
(10 mMTris-HCI pH 7,5; 1 mM EDTA) e
recentrifugado por 10 minutos. As células
bacterianas foram suspensas novamente
com 200 pL de tampio TE pH 7.5
acrescido de lisostafma— 15 U/mL TE
(Lysostaphin 2 mg, Sigma) e incubadas por
1 hora a 37°C. Esa ‘segmida, 15 pL de
¥ 2
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proteinase K— 20 mg/mL (Proteinase K 100
mg, Gibco) foram adicionados,
reincubando-se as amostras por 1 hora a
56°C. Para inativar a proteinase K, as
amostras foram incubadas por mais 15
minutos a 95°C. Apds este periodo,
adicionou-se igual volume de fenol-
cloroférmio  (25:24), centrifugando a
12000xg por 10 minutos. O sobrenadante
foi novamente extraido com igual volume
de fenol-cloroféormio, seguido de nova
extragio com cloroformio. Apdés a
centrifugagdo final, o sobrenadante foi
misturado com etanol 95% (v/v), 2x o
volume, e deixado para precipitagdo
overnight a —20°C. O sedimento foi, entio,
lavado com 500 pL de etanol gelado a 70%
(v/v), seco por inversdo do tubo e diluido
em 100 pL de tampdo TE pH 7,5. O DNA
da  solugdo foi  quantificado em
espectrofotometro (260 nm) e congelado a
-20°C.

2.5.2 Reagdo em cadeia da polimerase

(PCR)

A amplificagdo de segmento especifico da
extremidade 3° do gene coa foi realizada
com iniciadores (Invitrogen-Brasil)
sintetizados a partir da seqiiéncia publicada
do gene coa de Staphylococcus aureus cepa
BB (Kaida et al., 1987), sendo os
iniciadores Coag2 — 5’-ACC ACA AGG
TAC TGA ATC AAC G-3° (bases 1432 a
1453) e Coag3 — 5°-TGC TTT CGA TTG
TTC GAT GC-3’ (bases 2399 a 2418)
descritos por Aarestrup et al. (1995).

As condigdes para a amplificagdo foram
descritas previamente por Aarestrup et al.
(1995). A cada reagdo adicionou-se 1 a 2
pL do DNA molde (aproximadamente 350
ng/ul), 1 pL de cada iniciador (50 pmol),
0,8 pL do mix dNTPs (200 pM de cada),
0,2 pL. de Tag DNA polimerase (1 U) e 3
pL de tampdo PCR 10x (500 mM KCI; 100
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mM Tris-HCI pH 8,4; 1% de Triton X-100;
15 mM MgCl;). O volume foi ajustado para
40 pL com agua ultrapura estéril. Para
evitar evaporagdo dos componentes, foram
adicionados 50 pL de 6leo mineral estéril
sobre o volume de cada reagdo.

A amplificagdio foi realizada em
termociclador  (Mini  Cycler™, MJ
Research) com os seguintes ciclos:
desnaturagdo inicial a 94°C por 2 minutos,
seguindo-se 30 ciclos (desnaturagdo a 95°C-
30 segundos; pareamento a 55°C-2 minutos;
extensfio a 72°C-4 minutos) e extensdo final
a 72°C durante 7 minutos.

2.5.3 Polimorfismo do comprimento dos
fragmentos de restricdo baseado em PCR
(PCR-RFLP)

Para estudar o perfil polimérfico da
extremidade 3° do gene coa e caracterizar
os padrdes RFLPs, os produtos
amplificados foram submetidos & restri¢do
enzimatica (Aarestrup et al., 1995). Um
volume de 10 pL do produto de PCR foi
misturado a 10 U da enzima de restri¢do
Alul, de acordo com as recomendagdes do
fabricante (Invitrogen-Brasil) e incubado
em termociclador por 1 hora a 37°C.

2.5.4 Separagdo e visualizagio dos produtos
amplificados e de restrigdo enzimética

A separagdo dos produtos amplificados e de
restricdo  foi realizada através de
eletroforese em minigel de agarose a 2% e
5%, respectivamente, preparado com
tampdo Tris-acetato e EDTA (Sambrook e
Russel, 2001) e corado com brometo de
etideo (10 mg/mL de solugdo aquosa,
Pharmacia) a 0,5 pg/mL. Para a corrida de
eletroforese foram utilizados 10 pL do
DNA mais 2 pl. de tampdo de amostra 6x




(0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de
xilenocianol e 15% de Ficoll 400). O
minigel foi submetido a uma corrente
elétrica de 100 volts (aproximadamente 15
v/ecm de gel) por 40 e 50 minutos para a
separagdo dos produtos amplificados e de
restrigdo, nesta ordem.

O DNA do bacteriofago fi (¢) 29 cortado
com a enzima Hindlll, de 19285 pares de
base (pb) foi utilizado na concentragio de
2,5 nug/10 pL como marcador de tamanho
molecular (Silva et al, 2000). Este
marcador apresenta 14 bandas com os
seguintes tamanhos em pb: 4370 — 2899 -
2498 — 2201 — 1933 — 1331 — 1150 - 759 -
611 —579-453 -262—-156-72.

Os fragmentos de DNA foram visualizados
em transiluminador de luz ultravioleta
(MacroVue, UV-25 Hoefer) e fotografados
em cdmera digital (Sony-Digital Mavica).

2.6 Teste de especificidade

Para testar a especificidade dos iniciadores,
os DNAs de Staphylococcus aureus ATCC
25923, Staphylococcus intermedius
08/96PE-FUNED e Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 foram analisados
em cinco reagdes, realizadas no mesmo dia
ou em dias consecutivos.

2.7 Teste de reprodutibilidade

A reprodutibilidade dos produtos de PCR
foi testada através da andlise do DNA de
cinco amostras selecionadas ao acaso do
total das estudadas, mais o DNA de
Staphylococcus aureus ATCC 25923,
utilizado como controle positivo. Foram
realizadas reagdes de amplificagdo durante
cinco dias consecutivos (reprodutibilidade
entre testes). A reprodutibilidade do método
PCR-RFLP foi testada submetendo, por

duas vezes, quatro diferentes produtos de
PCR a Alul.

2.8 Anélise dos dados

O tamanho em pares de bases dos produtos
amplificados e dos fragmentos de restricdo
foi estimado utilizando-se o programa
LabImage (LabImage, 2003).

O erro padrdo, dentro de uma corrida de
eletroforese, foi calculado a partir da
analise dos tamanhos estimados dos
produtos de PCR de duas diferentes
amostras submetidas a quatro corridas de
eletroforese. A andlise dos resultados e o
calculo do desvio médio foram realizados
no programa Microsoft Excel2000.

Para verificar a capacidade discriminatoria
do teste de genotipagem, utilizou-se o
método do indice numérico descrito por
Hunter e Gaston (1988). Por meio deste
indice, foi calculada a probabilidade de
amostras de diferentes origens serem
consideradas do mesmo tipo. O indice
discriminatério foi calculado usando-se a
seguinte formula:

s
D=1-__1  Xnj(nj-1), onde
N(N-1) =1

D= indice discriminatdrio

s= n° total de tipos diferentes

nj= n° de isolados representando cada tipo
N= n° de isolados da populagdo teste.

A relagio filogenética entre os tipos do
gene coa foi realizada com base nos
resultados obtidos por PCR-RFLP. Os
diferentes gendtipos foram identificados
por algarismos arébicos e os fragmentos de
restricio  encontrados em cada tipo,
transformados em matriz numérica, onde a
presenga ou auséncia de’ determinado
fragmento foi computada como 1 e 0,
respectivamente. Para a construgio da
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arvore filogenética utilizou-se o programa
TREECON for Windows (Van de Peer e De
Wachter, 1994). A estabilidade dos
agrupamentos foi determinada pela analise
de “bootstrap”.

3. Resultados

3.1 Erro padréo da corrida de eletroforese

O erro padrdo dentro do gel foi calculado e
um valor de = 8 pb foi estimado. Assim,
para o agrupamento dos tipos PCR e
RFLPs, amplicons ou fragmentos de
restricdo com aquela diferenga foram
considerados iguais.

3.2 Amplificagdo do gene coa

A amplificacdo de segmento especifico da
extremidade 3° do gene da coagulase,
utilizando-se o par de iniciadores Coag2 e
Coag3, gerou amplicons Unicos para cada
uma das 36 amostras de S. aureus testadas.
Pela anilise em gel de agarose,
distinguiram-se 10 diferentes tamanhos
para os produtos amplificados, variando de
484 a 1080 pb. Os produtos de 950, 579 e
1080 pb foram os mais fregiientes, sendo
amplificados por 47%, 14% e 11% das
amostras, respectivamente.

A especificidade dos iniciadores foi
demonstrada pela auséncia de amplicons ao
utilizar, como molde, os DNAs de S
intermedius e S. epidermidis (Figura 1). Por
outro lado, observou-se a presenga de
amplicons em todas as 36 amostras de S.
aureus testadas, sendo o percentual de
tipabilidade do método PCR de 100%.

Figura 1. Produtos de PCR do gene da coagulase de Staphylococcus aureus isolados de mastite
caprina — Gel de agarose 2%: canaleta 1: marcador molecular; canaleta 2: controle positivo S.
aureus ATCC 25923; canaletas 3 e 4: controle negativo S. epidermidis e S. intermedius; canaletas 5 a
8: amplicons gerados das amostras investigadas; canaleta 9: marcador molecular.
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A reprodutibilidade do método foi
demonstrada em 100% das amostras
testadas, seguidamente. @ Embora, a
intensidade dos amplicons tenha sido
variada, sua presenga e tamanhos
aproximados foram reproduzidos em todas
as reagdes.

O célculo do indice discriminatério do
método de tipagem utilizando-se a PCR
gerou um valor de 0,75.

3.3 Padrdes RFLPs

O numero de padrdes RFLPs por produto
de PCR e a freqiiéncia dos diferentes tipos
encontrados, sdo demonstrados na Tabela 2
e Figura 2. Exceto o produto de 900 pb,
amplicons do mesmo tamanho geraram um
inico padrdio RFLP, com trés a quatro
fragmentos com tamanhos variando de 80 a
377 pb (Figura 3). Os padrdes RFLPs
gerados foram agrupados em 11 diferentes
tipos, sendo os tipos I, IIl e X os mais
freqiientes, agrupando 72% das amostras
estudadas. A maioria dos tipos
compartilhou os fragmentos 301-262-162-
80 pb e em todos estava presente o
fragmento de aproximadamente 80 pb.

Uma andlise da distribui¢do dos tipos, de
acordo com a regido e rebanhos
amostrados, podera ser observada na Tabela
3 e Figura 4. Nos rebanhos localizados na
regido Norte do Ceara, o tipo III foi o mais
fregiiente, sendo encontrado em 60% das
amostras desta regido. Nos rebanhos da
regido Serrana Fluminense, os tipos mais
freqiientes foram o III e X, agrupando
62,5% das amostras. Os tipos I, II e III
foram comuns aos rebanhos de ambas as
regides, enquanto, os tipos IV, VI, VIII e
IX estavam presentes apenas nos rebanhos
cearense e os tipos V, VII, X e XI nos
rebanhos do Rio de Janeiro.

A reprodutibilidade do método PCR-RFLP
foi demonstrada. Os produtos de PCR
submetidos a A/ul, geraram os mesmos
fragmentos nos dois testes realizados. A
tipabilidade observada foi de 100%, desde
que Alul foi habil em cortar os produtos
amplificados de todas as amostras
estudadas.

O célculo do indice discriminatério do
método de tipagem utilizando-se a PCR-
RFLP gerou um valor de 0,76.

Tabela 2. Genétipos da coagulase de Staphylococcus aureus isolados de mastite caprina em
rebanhos das regides Norte do Ceari e Serrana do Rio de Janeiro.

Genoétipo(pb)
Tipo PCR RFLP N° de Isolados Fregiiéncia (%)
I 1080 301-262-162-80 4 11.0
11 994 301-262-162-80 2 5.6
III 950 301-262-162-80 17 47.0
v 900 301-262-162-80 1 2.8
Vv 900 377-215-162-80 1 2.8
VI 880 301-262-162-80 1 2.8
VII 864 301-262-162-80 1 2.8
VIII 800 377-215-162-80 2 5.6
IX 790 301-262-162-80 1 2.8
X 579 301-184-80 5 14.0
X1 484 301-184-80 1 2.8
Total 36 100
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Figura 2. Freqiiéncia dos tipos do gene da coagulase de Staphylococcus aureus isolados de mastite
caprina em rebanhos das regides Norte do Ceard e Serrana do Rio de Janeiro.

Figura 3. Niimero de fragmentos gerados com Alul em amostras de Staphylococcus aureus isoladas
de mastite caprina. Gel de agarose 5% - canaleta 1: marcador molecular; canaletas 2 a 7: amostras
com diferentes fragmentos; canaleta 8: marcador molecular.
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Tabela 3. Distribui¢io dos tipos do gene da coagulase de Staphylococcus aureus em
diferentes rebanhos das regides Norte do Ceara e Serrana do Rio de Janeiro.

s codigo do nimero de . Bar oo
Regido sebanlis taolades Tipo Freqiiéncia (%)
Norte Cearense A 11 I 5,0
I 30,0
VI 5,0
VIII 10,0
IX 5,0
C 8 I 5,0
I 5,0
I 25,0
v 5,0
D 1 I 5,0
Total 20 100
Serrana Fluminense B 3 X 19,0
F 3 I 12,5
Vi 6,2
H 1 11 6,2
I 1 11 6,2
K 1 I 6,2
L 2 I 12,5
0 1 X 6.2
P 1 I 6,2
R 1 v 6,2
S 2 X 6.2
XI 6,2
Total 16 100
© VE7,
hﬂ}
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Figura 4. Freqiiéncia dos tipos do gene da coagulase de Staphylococcus aureus isolados de cabras
com mastite em rebanhos do Estado do Ceara (A) e do Estado do Rio de Janeiro (B).
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3.4 Relagdo filogenética

A relagdo filogenética entre os 11 gendtipos
podera ser observada na Figura 5. Os
diferentes tipos foram agrupados em trés
distintos ramos. No ramo A, foram
alocados os tipos VI, VIL, I, IV, IX, I e II;

Distincia

no ramo B os tipos X e XI e no C os tipos
V e VIII. Proximo a distdncia genética de
0.4, os diferentes tipos foram reagrupados
em dois grupos, sendo que o Grupo I
alocou 82% dos tipos (9/11) e 92% das
amostras, enquanto, o Grupo 2, alocou 18%
dos tipos (2/11) e apenas 8% das amostras.

[y

ramo Grupo % isolados
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Figura 5. Relacio filogenética entre 36 amostras de Staphylococcus aureus baseada em 11 diferentes
gendtipos. Os valores em cada ramo representam reamostragens realizadas por andlise de

“bootstrap”.

4. Discussido

Desde a introdugéo por Goh et al. (1992), a
tipagem de S. aureus realizada por meio da
andlise do gene da proteina coagulase tem
sido amplamente utilizada, seja pela
identificacdo de amplicons de diferentes
tamanhos (Raimundo et al., 1999), seja pela
identificagdo de padrdes RFLPs gerados
pela enzima Alul (Aarestrup et al., 1995;
Lange et al, 1999; Schlegelova et al,
2003). Neste trabalho, a tipagem de S.
aureus utilizando-se este  método,
demonstrou ser facilmente executivel e
interpretada. Os altos percentuais de
tipabilidade e reprodutibilidade observados,

tanto para a tipagem baseada nos resultados
da PCR, quanto para a baseada nos padrGes
RFLPs, indicam que o gene da coagulase
pode ser utilizado para discriminar amostras
de S. aureus isoladas de mastite caprina.

Neste estudo, o indice discriminatorio
gerado foi relativamente baixo (D= 0,75
para o método PCR e D= 0,76 para o PCR-
RFLP). O pequeno numero de amostras
analisadas, bem como a relagdo
epidemiolégica  entre  as  mesmas,
provavelmente, contribuiu para este baixo
indice, visto que Hunter e Gaston (1988)
recomendam que grandes colegdes de
amostras  distintas sejam  trabalhadas
independente do método de tipagem a ser
utilizado.
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A maioria dos produtos de PCR apresentou
um unico padrdo RFLP. Este achado sugere
que os sitios de reconhecimento para a Aful
nos isolados estudados sdo limitados, o que
poderda  interferir com o  poder
discriminatério desta enzima. Schwarzkopk
e Karch (1994) analisando fragmentos da
extremidade 3’ do gene coa, encontraram
alto grau de heterogeneidade entre as
seqiiéncias de nucleotideos de amostras
com o mesmo padrio RFLP gerado pela
Alul. Estes mesmos autores relataram que
nio foram detectados sitios de restrico
para outras enzimas que permitiriam um
maior poder discriminatério que a 4/ul. No
entanto, os resultados deste estudo sugerem
que uma outra enzima deveria ser associada
a Alul, especialmente ao trabalhar com
amostras epidemiologicamente
relacionadas.

A partir dos resultados obtidos, foi
observado um certo grau de
heterogeneidade genética entre os isolados
de S. aureus de mastite caprina. Os 11
diferentes gendtipos detectados indicam
que nas regides estudadas as mastites sdo
causadas por amostras com diferentes
variantes do gene coa. Os resultados
também mostraram que, embora, varios
gendtipos possam estar presentes em
rebanhos individuais, apenas um ou dois
predominam. Estes achados, corroboram
estudos anteriores com S. aureus de mastite
bovina (Aarestrup et al, 1995; Su et al,
1999; Schegelova et al., 2003) nos quais os
investigadores relatam a presenga de
poucos tipos predominantes dentro de um
rebanho e paises. De acordo com
Schlegelova et al. (2003), pequeno nimero
de tipos predominando em uma
macroregifo ou um tipo predominando
dentro de um rebanho, provavelmente, esta
relacionado a uma maior viruléncia de
alguns tipos, determinada por seu maior
potencial de transmissdo, disseminagdo e
persisténcia, bem como resisténcia aos
mecanismos de defesa do hospedeiro.
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Aarestrup et al. (1994) e Su et al. (1999)
observaram que os genotipos da coagulase
mais freqiientes apresentaram uma maior
resisténcia a ag¢do dos neutréfilos do que os
gendtipos raros. Para estes autores, isto &
indicativo de que os genltipos mais
freqiientes devem ter caracteristicas Unicas
que permitam que OS mesSmOS superem o0s
mecanismos de defesa do hospedeiro e
estabelecam infecgdes intramamaria.

Comparando-se o0s tipos encontrados em
cada uma das regifes estudadas
observaram-se diferengas entre os mais
freqiientes e exclusividade de alguns. Por
exemplo, o tipo III foi o predominante na
regido Norte Cearense, enquanto, na regido
Serrana, a maioria dos isolados foi
agrupada nos tipos III e X, sendo este
ultimo exclusivo dos rebanhos desta regido.
No Norte do Cear4, também foi observada a
presenga de tipos exclusivos. Segundo Su et
al. (1999) estas diferengas podem ser
explicadas pela coevolugdo dos patégenos e
seus hospedeiros. A pressdo seletiva
exercida em ambientes diversos com
reservatérios, préticas de manejo e de
comercializagdo, proprias de cada 4rea
geografica, levaria ao surgimento de cepas
geneticamente distintas e adaptadas.

A presenga do tipo III nos rebanhos de
ambas as regides sugere que este tipo,
provavelmente, apresenta caracteristicas
especiais que permitem que O meSmMoO Se
mantenha em 4reas geograficas tdo
distantes e diversas. A possibilidade de
transmissdo deste gendtipo entre os
rebanhos das duas regides € quase que
inexistente, desde que a distdncia
geografica que os separa supera os 2000
km. No entanto, dentro de cada regido, este
tipo poderd ter sido transmitido de um
rebanho a outro. Na regido Serrana,
observa-se um grande fluxo de animais
entre as diferentes fazendas, com algumas
destas representando importantes polos de
comercializagio (Boechat, 2002) e na
regido Norte do Ceard, os rebanhos C e D




foram constituidos a partir de animais
provenientes do rebanho A.

A andlise dos tipos presentes nos rebanhos
cearense, indica que no rebanho A a
maioria dos casos de mastite pode ser
causada pelo tipo III. Ressalta-se, que este
rebanho € fechado, ndo havendo introdugido
de fémeas de outra regido e/ou propriedade,
sendo a reposigdo de matrizes feita com as
crias do proprio rebanho. Assim, estes
achados corroboram com os relatos de
diversos investigadores (Brito e Brito,
1998; Cullor, 1993; Fonseca e Santos,
2000) de que a principal fonte de infecgdo
da mastite por S. aureus sdo as proprias
fémeas infectadas e as principais vias de
transmissdo, o equipamento de ordenha e
mios do ordenhador. Os resultados também
suportam a afirmagdo de Shopsin et al.
(2000), de que o isolamento geografico
podera contribuir para o aparecimento de
populagdes  geneticamente homogéneas,
sendo dificil a sua discriminag&o.

A anélise filogenética demonstrou que os
diferentes  tipos  encontrados  estdo
relacionados  geneticamente. Os  tipos
predominantes foram alocados no Grupo 1,
sugerindo que os mesmos podem ter uma
mesma origem ancestral. A andlise do
Grupo 2 mostra um arranjo interessante de
dois dos tipos exclusivos: o tipo V,
exclusivo da regifio Serrana e o tipo VIII,
exclusivo da regido Norte do Ceara, foram

agrupados juntos, o que indica que estes
tipos podem ter surgido a partir de um
mesmo clone ancestral. O agrupamento dos
11 tipos RFLPs em dois grupos principais,
corrobora o que foi discutido em paragrafos
anteriores, ou seja, que os sitios de restri¢do
para a Alul nas amostras estudadas sdo
limitados.

5. Conclusdes

De acordo com os resultados obtidos,
conclui-se que:

- A analise do gene que codifica para a
proteina coagulase € 1util em identificar
diferentes tipos de Staphylococcus aureus
causando mastite em rebanhos caprinos;

- As glandulas mamarias de cabras nas
dreas estudadas foram infectadas por
Staphylococcus aureus portando mais de
um tipo do gene da coagulase;

- Embora, varios tipos de Staphylococcus
aureus tenham sido identificados, apenas
um ou dois predominaram dentro de um
rebanho;

- Os tipos encontrados neste estudo estdo
relacionados geneticamente e,
provavelmente, foram originados de dois
clones diferentes.
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EXPERIMENTO II

Tipagem de Staphylococcus aureus isolados de casos de mastite bovina por meio do
polimorfismo do gene da coagulase.

Resumo

O polimorfismo do gene da coagulase foi
estudado em 64 amostras de S. aureus
isoladas de casos de mastite bovina no
Estado de Minas Gerais. A amplificagdo
por PCR produziu 27 amplicons diferentes,
sendo que em 60 amostras foi observada a
presenga de um tunico amplicon e em
quatro, dois amplicons. A andlise do
polimorfismo do  comprimento  dos
fragmentos de restrigdo (RFLP) identificou
49 tipos diferentes, com os 10 mais
freqiientes agrupando 39% das amostras e
os demais 39 tipos, 61% das amostras. Os
resultados mostraram que na regido
estudada as mastites s3o causadas por S.
aureus apresentando diversas variantes do
gene da coagulase.

Palavras-chave: mastite bovina;
Staphylococcus aureus; polimorfismo do
gene da coagulase.

1. Introducio

A mastite continua sendo relatada como a
doenga endémica mais importante em
rebanhos leiteiros, sendo responsavel por
prejuizos econdmicos, tanto para o produtor
quanto para a industria leiteira (DeGraves e
Feltrow, 1993; Philpot, 2002). Embora,
uma grande variedade de microrganismos
possa causar esta patologia em bovinos, a
mastite contagiosa por Staphylococcus
aureus ¢ considerada a mais freqiiente
(Brito e Brito, 1998).
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Estudos de populagdes naturais de S. aureus
tém revelado consideravel variagdo no
conteido do genoma deste patdgeno
(Phonimdaeng et al., 1990; Fitzgerald et al.,
2003). Segundo Zecconi e Piccinini (1999)
esta variagdo genética determina a
existéncia de padrdes epidemioldgicos
distintos, que dependem das cepas
prevalentes em dado rebanho, o que sugere
que tais cepas ou subtipos sejam
identificados e  suas  caracteristicas
estudadas, antes de aplicar medidas de
controle.

Na dltima década, diversas técnicas
baseadas em DNA tém sido utilizadas para
identificar e comparar subtipos de S.
aureus. A tipagem a partir da amplificagdo
do gene que codifica para a proteina
coagulase (gene coa) tem sido relatada por
diversos investigadores como um método
simples e acurado (Goh et al, 1992;
Schwarzkopf e Karch, 1994; Aarestrup et
al., 1995; Hookey et al., 1998; Chiou et al.,
2000; Schlegelova et al., 2003). Estudos
epidemioldgicos, baseados na andlise deste
gene, sugerem que poucos subtipos de S.
aureus sdo responsaveis pela maioria dos
casos de mastite bovina e que os mesmos
ttm uma ampla distribuicdo geografica
(Aarestrup et al., 1995; Annemiiller et al.,
1999; Lange et al., 1999; Raimundo et al.,
1999; Su et al,, 1999; Schlegelova et al.,
2003).

No Brasil, sdo poucas as informagdes com
relagdo a diversidade genética de S. aureus
isolados de mastite bovina. Deste modo,
este trabalho teve como objetivo identificar,
por meio do polimorfismo do gene que
codifica para a proteina coagulase, subtipos




de S. aureus isolados de casos de mastite
bovina em rebanhos leiteiros no Estado de
Minas Gerais.

2. Material e Métodos

2.1 Amostras bacterianas

Foram utilizadas 64 amostras de S. aureus
isoladas do leite de vacas com mastite
clinica e subclinica. Os isolados fazem
parte do banco de amostras do Laboratdrio
de controle de mastite da Escola de
Veterinaria da UFMG, tendo sido
coletados, isolados e identificados em
estudo anterior (Cardoso, 1999). As
amostras de leite foram obtidas de animais
pertencentes a rebanhos localizados em 23
municipios do estado de Minas Gerais:
Alvin6polis, Bambui, Belo Horizonte, Bom
Despacho, Campos Altos, Codisburgo,
Conselheiro Lafaiete, Contagem, Curvelo,
Divindpolis, Esmeraldas, Inhatima,
Itabirito, Jordania, Lagoa Santa, Martinho
Campos, Matozinhos, Pard de Minas,
Passos, Pedro Leopoldo, Ribeirdio das
Neves, Sdo José da Varginha e Sete Lagoas.
As coletas foram realizadas no periodo de
outubro de 1994 a outubro de 1997, sendo
as amostras mantidas congeladas em freezer
a =20°C em caldo cérebro-coragio,
acrescido de 15% de glicerol.

2.2 Polimorfismo da extremidade 3° do
gene coa

2.2.1 Extragdo e purificagio do DNA
bacteriano

Para a extragdo e purificagdo dos écidos
nucléicos utilizou-se, com modifica¢des, a
metodologia descrita por Chen et al. (2001)
e Rosec e Gigaud (2002). Os isolados
bacterianos, bem como amostras das cepas

de referéncia incluidas neste estudo -
Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus  intermedius ~ 08/96PE-
FUNED e Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 - foram inoculados em caldo
nutritivo (Tryptic Soy Broth, bioBras-
Brasil), sendo incubados overnight a 37°C
para a completa saturagdo do meio. O DNA
gendmico foi obtido a partir de 0,5 mL do
cultivo bacteriano, o qual foi centrifugado a
12000xg por 10 minutos. O sedimento foi
lavado com 500 pL de tampdo TE pH 7,5
(10 mMTris-HCI pH 7.5; 1 mM EDTA) e
recentrifugado por 10 minutos. As células
bacterianas foram suspensas novamente
com 200 plL. de tampao TE pH 7,5
acrescido de lisostafina— 15 U/mL TE
(Lysostaphin 2 mg, Sigma) e incubadas por
1 hora a 37°C. Em seguida, 15 pL de
proteinase K— 20 mg/mL (Proteinase K 100
mg, Gibco) foram adicionados,
reincubando-se as amostras por 1 hora a
56°C. Para inativar a proteinase K, as
amostras foram incubadas por mais 15
minutos a 95°C. Apdés este periodo,
adicionou-se igual volume de fenol-
cloroformio  (25:24), centrifugando a
12000xg por 10 minutos. O sobrenadante
foi novamente extraido com igual volume
de fenol-cloroférmio, seguido de nova
extragio com cloroférmio. Apoés a
centrifugagdo final, o sobrenadante foi
misturado com etanol 95% (v/v), 2x o
volume, e deixado para precipitagdo
overnight a —20°C. O sedimento foi, entdo,
lavado com 500 pL de etanol gelado a 70%
(v/v), seco por inversdo do tubo e diluido
em 100 pL de tampdo TE pH 7,5. O DNA
da solugio foi quantificado em
espectrofotémetro (260 nm) e congelado a
-20°C.

2.2.2 Reagdo em cadeia da polimerase
(PCR)
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A amplificagdo de segmento especifico da
extremidade 3° do gene coa foi realizada
com iniciadores (Invitrogen-Brasil)
sintetizados a partir da seqgiiéncia publicada
do gene coa de Staphylococcus aureus cepa
BB (Kaida et al, 1987), sendo os
iniciadores Coag2 — 5°-ACC ACA AGG
TAC TGA ATC AAC G-3’ (bases 1432 a
1453) e Coag3 — 5-TGC TTT CGA TTG
TTC GAT GC-3° (bases 2399 a 2418)
descritos por Aarestrup et al. (1995).

As condigdes para a amplificagdo foram
descritas previamente por Aarestrup et al.
(1995). A cada reagdo adicionou-se 1 a 2
pL do DNA molde (aproximadamente 350
ng/pL), 1 pL de cada iniciador (50 pmol),
0,8 pL do mix dNTPs (200 uM de cada),
0,2 uL de Tag DNA polimerase (1 U) e 3
pL de tampdo PCR 10x (500 mM KCIl; 100
mM Tris-HCI pH 8,4; 1% de Triton X-100
e 15 mM MgCl). O volume foi ajustado

para 40 pL com 4gua ultrapura estéril. Para

evitar evaporagdo dos componentes, foram
adicionados 50 pL de dleo mineral estéril
sobre o volume de cada reagio.

A amplificagdo foi realizada em
termociclador (Mini  Cycler™, MJ
Research) com os seguintes ciclos:
desnaturagdo inicial a 94°C por 2 minutos,
seguindo-se 30 ciclos (desnaturagdo a 95°C-
30 segundos; pareamento a 55°C-2 minutos;
extensdo a 72°C-4 minutos) e extens#o final
a 72°C durante 7 minutos.

2.2.3 Polimorfismo do comprimento dos
fragmentos de restricdo baseado em PCR
(PCR-RFLP)

Para estudar o perfil polimérfico da
extremidade 3 do gene coa e caracterizar
os padrdes RFLPs, os produtos
amplificados foram submetidos a restrigdo
enzimatica (Aarestrup et al, 1995). Um
volume de 10 pL do produto de PCR foi
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misturado a 10 U da enzima de restrigdo
Alul, de acordo com as recomendagdes do
fabricante (Invitrogen-Brasil) e incubado
em termociclador por 1 hora a 37°C.

2.2.4 Separagdo e visualizagdo dos produtos
amplificados e de restrigdo enzimatica

A separagdo dos produtos amplificados e de
restrigdo foi realizada por eletroforese em
minigel de agarose a 2% e 5%,
respectivamente, preparado com tampdo
Tris-acetato e EDTA (Sambrook e Russel,
2001) e corado com brometo de etideo (10
mg/mL de solugdo aquosa, Pharmacia) a
0,5 pg/mL. Para a corrida eletroforetica
foram utilizados 10 pL do DNA mais 2 pL
de tampdo de amostra 6x (0,25% de azul de
bromofenol, 0,25% de xilenocianol e 15%
de Ficoll 400). O minigel foi submetido a
uma corrente elétrica de 100 volts
(aproximadamente 15 v/cm de gel) por 40 e
50 minutos para a separagdo dos produtos
amplificados e de restri¢do, nesta ordem.

O DNA do bacteriofago fi (¢) 29 cortado
com a enzima Hindlll, de 19285 pb, foi
utilizado na concentragdo de 2,5 pg/10uL
como marcador de tamanho molecular
(Silva et al., 2000). Este marcador apresenta
14 bandas com os seguintes tamanhos em
pb: 4370 — 2899 - 2498 — 2201 — 1933 —
1331 = 1150 - 759 — 611 — 579 - 453 — 262
- 156 - 72.

Os fragmentos de DNA foram visualizados
em transiluminador de Iluz ultravioleta
(MacroVue, UV-25 Hoefer) e fotografados
em camera digital (Sony-Digital Mavica).

2.3 Teste de especificidade

Para testar a especificidade dos iniciadores,
os DNAs de Staphylococcus aureus ATCC
25923, Staphylococcus intermedius




08/96PE-FUNED e  Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 foram analisados
em cinco reagdes, realizadas no mesmo dia
ou em dias consecutivos.

2.4 Teste de reprodutibilidade

A reprodutibilidade dos produtos de PCR
foi testada analisando-se os DNAs de cinco
amostras selecionadas ao acaso do total das
estudadas, mais o DNA de Staphylococcus
aureus ATCC 25923, utilizado como
controle positivo. Foram realizadas reagdes
de amplificagdo durante cinco dias
consecutivos (reprodutibilidade  entre
testes). A reprodutibilidade do método
PCR-RFLP foi testada submetendo, por
duas vezes, quatro diferentes produtos de
PCR a Alul.

2.5 Analise dos dados

O tamanho em pares de bases dos produtos
amplificados e dos fragmentos de restrigdo
foi estimado utilizando-se o programa
LabImage (LabImage, 2003).

O erro padrio dentro de uma corrida de
eletroforese foi calculado a partir da analise
dos tamanhos estimados dos produtos de
PCR de duas diferentes amostras
submetidas a quatro corridas de
eletroforese. A analise dos resultados e o
célculo do desvio médio foram realizados
no programa Microsoft Excel2000.

Para verificar o poder discriminatério do
teste de genotipagem, utilizou-se o método
do indice numérico descrito por Hunter e
Gaston (1988). Por meio deste indice, foi
calculada a probabilidade de amostras de
diferentes origens serem consideradas do
mesmo tipo. O indice discriminatério foi
calculado usando-se a seguinte férmula:

s
D=1- 1 an(nj-]), onde
N(N-1) =1

D = indice discriminatdrio

s = n° total de tipos diferentes

nj = n° de isolados representando cada ti v

N = n° de isolados da populagio testgp™ E?@
|

2

& :
ey @
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3.1 Erro padrdo da corrida de eletroforese

O erro padrdo dentro do gel foi calculado e
um valor de + 8pb foi estimado. Assim,
para o agrupamenio dos ftipos PCR e
RFLPs, amplicons e fragmentos de
restricdio com aquela diferenga foram
considerados igualis.

3.2 Amplificagdo da extremidade 3° do
gene coa

A amplificagdo de segmento especifico da
regido 3’ do gene da coagulase, utilizando-
se o par de iniciadores Coag2 e Coag3,
gerou 27 amplicons diferentes com
tamanhos variando de 579 a 1442 pb. Em
60 amostras, os iniciadores amplificaram
produtos Unicos e, em quatro amostras,
observou-se a presenca de dois amplicons
de tamanhos 972-579, 972-739 e 950-800
pb (Figura 1). Os produtos de 790, 759, 725
e 579 pb foram os mais freqiientes,
agrupando 52% dos isolados

A especificidade dos iniciadores foi
demonstrada pela auséncia de amplicons ao
utilizar, como molde, os DNAs de S
intermedius e de S. epidermidis (Figura 1).
Por outro lado, amplicons foram
observados em todas as 64 amostras de S.
aureus testadas, sendo o percentual de
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tipabilidade do método PCR do gene coa de
100%.

A reprodutibilidade do método foi
demonstrada em 100% das amostras

testadas  seguidamente. =~ Embora, a
intensidade dos amplicons tenha sido

4370 pb

1150 pb
759 pb
453 pb

262 pb

156 pb

variada, sua presenga e tamanhos foram
reproduzidos em todas as reagdes.

O calculo do indice discriminatério da
tipagem utilizando-se a PCR gerou um
valor de 0,92.

Figura 1. Produtos amplificados por PCR do gene da coagulase de Staphylococcus aureus isolados
de mastite bovina — Gel de agarose 2%: canaleta 1: marcador molecular; canaleta 2: controle
positivo S. aureus ATCC 25923; canaletas 3-4: controle negativo S. epidermidis e S. intermedius;
canaletas 5-6: amostras com um amplicon; canaletas 7-10: amostras com dois amplicons.

3.3 Padrdes RFLPs

O numero de padrdes RFLPs por produto
de PCR e a fregiiéncia dos diferentes tipos
encontrados, sdo demonstrados nas Tabelas
1 e 2, respectivamente. A maioria dos
produtos de PCR gerou um tnico padrdo
RFLP, enquanto, nove produtos (1006, 950,
880, 838, 790, 759, 725, 602 e 579 pb)
geraram dois ou mais padrdes. As amostras
com um tnico amplicon geraram dois a
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quatro fragmentos de restrigdo e as com
dois amplicons cinco a seis (Figura 2).

Os padrdes RFLPs determinados com Alul
foram agrupados em 49 tipos diferentes,
sendo os tipos 9, 13, 23, 27, 28, 29, 31, 33,
42 e 48 os mais freqiientes, agrupando 39%
do total de isolados estudados. Os demais
isolados foram distribuidos entre os 39
tipos restantes, sendo uma amostra por tipo
(1,6%l/tipo).




A reprodutibilidade do método PCR-RFLP

foi demonstrada em todas as repetigdes O cilculo do indice discriminatério da
realizadas. A tipabilidade foi de 97%, uma tipagem utilizando-se o método PCR-RFLP
vez que os amplicons de duas amostras ndo gerou um valor de 0,99.

geraram fragmentos ao serem submetidos a

Alul.

Tabela 1. Nimero de padrdes RFLPs de acordo com o tamanho do produto de PCR do
gene da coagulase de Staphylococcus aureus isolados do leite de vacas com
mastite.

Tamanho do produto N° de isolados N° de distintos padroes RFLPs
PCR (pb) em cada grupo

1442
1262
1181
1165
1129
1113
1080
1042
1026
1006
994
972-579
972-739
950-800
950
900
880
850
838
824
800
790
759
725
684
602
579
Total
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Tabela 2. Freqiiéncia dos tipos do gene da coagulase de Staphylococcus aureus isolados do
leite de vacas com mastite.

Genoétipo(pb)

Caodigo do tipo PCR RFLP Freqiiéncia (%)
1 1442 453-301-162-80 1.6
2 1262 453-301-162 1.6
3 1181 453-301-162-80 1.6
4 1165 453-301-162-80 1.6
5 1129 453-301-162-80 1.6
6 1113 552-229-80 1.6
7 1080 453-301-162-80 1.6
8 1042 453-301-162-80 1.6
9 1026 453-301-162 3.1
10 1006 453-301-162-80 1.6
11 1006 453-301-162 1.6
12 994 453-301-162-80 1.6
13 972-579 453-377-301-215-162-80 3.1
14 972-739 453-301-215-162-80 1.6
15 950-800 453-301-184-162-80 1.6
16 950 453-301-162-80 1.6
17 950 453-229-80 1.6
18 9200 453-301-162-80 1.6
19 880 453-301-162-80 1.6
20 880 715-80 1.6
21 850 301-184-162-80 1.6
22 838 667-80 1.6
23 838 602-80 3.1
24 824 552-244 1.6
25 800 301-244-184-80 1.6
26 790 508-229-80 1.6
27 790 715-80 3.1
28 790 636-80 6.3
29 790 602-80 4.7
30 759 301-184-162-80 1.6
31 759 229-184-162-80 3.1
32 759 453-215-80 1.6
33 759 453-229-80 3.1
34 759 453-184-80 1.6
35 759 730-80 1.6
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Tabela 2 (cont)

Gendétipo(pb)
codigo do tipo PCR RFLP Freqiiéncia (%)
36 759 667-80 1.6
37 759 636-100 1.6
38 759 579-229 1.6
39 759 579-100 1.6
40 759 579-80 1.6
41 725 301-244-184-80 1.6
42 725 636-80 34l
43 725 602-80 1.6
44 725 552-244 1.6
45 684 334-229 1.6
46 602 334-229 1.6
47 602 1.6
48 579 334-229 6.3
49 579 1.6
Total 100

E Vi
\}"OE E7y,
qy O v
g %
(77}
4370 pb (25 BIBLJOTECA ;
1150 pb ¥o)
759 pb 1urm®
453 pb
262 pb
156 pb

Figura 2. Numero de fragmentos gerados pelos produtos de PCR do gene da coagulase de
Staphylococcus aureus isolados de mastite bovina, utilizando A/ul — Gel de agarose 5%: canaleta 1:
marcador molecular; canaletas 2-5: fragmentos gerados por ameostras com amplicon tnico;
canaletas 6-9: fragmentos gerados por amostras com dois amplicons.
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4, Discussio

A produgdo da coagulase ¢ uma importante
caracteristica fenotipica utilizada
mundialmente para identificar S. aureus.
Embora, o papel desta proteina na
patogénese de infecgdes por S. aureus ndo
seja completamente entendido
(Phonimdaeng et al., 1990), a variabilidade
demonstrada pela extremidade 3’ do gene
que a codifica € a base para um dos
métodos de tipagem daquele
microrganismo, seja isolado de infecgdes
em humanos (Goh et al, 1992;
Schwarzkopf e Karch, 1994; Montesinos et
al., 2002), seja de infecgdes animal
(Aarestrup et al., 1995; Lange et al., 1999;
Schlegelova et al., 2003). A utilizagdo deste
método possibilitou a detecgdo de um alto
grau de polimorfismo nas amostras de S.
aureus estudadas. O método mostrou,
também, que embora diversos gendtipos
tenham sido detectados apenas poucos
predominaram na regido amostrada. Estes
resultados assemelham-se aos previamente
relatados por diversos investigadores, os
quais observaram a presenca de um numero
limitado de tipos dentro de cada rebanho e
em cada pais (Aarestrup et al., 1995; Su et
al., 1999; Schlegelovi et al., 2003).

De acordo com Su et al. (1999) a presenga
de um namero limitado de tipos podera ser
bastante atil, uma vez que os fatores de
viruléncia relevantes para a patogénese da
mastite  estafilococica  poderdo  ser
identificados e utilizados de forma eficiente
para o controle desta patologia. Estudos
realizados por Aarestrup et al. (1994)
indicaram que os tipos mais fregiientes
apresentaram uma maior resisténcia a acgio
bactericida de neutréfilos bovinos do que os
tipos raros, indicando que os genétipos
mais freqiientes poderdo ter caracteristicas
unicas que permitam que O0S MmesmOs
escapem dos mecanismos de defesa do
hospedeiro e  estabelegam  infecgdes
intramamdria.
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Neste trabalho, a tipagem por meio da
analise do gene da coagulase gerou um alto
indice discriminatério (D= 0,92 para o
método baseado em PCR e D= 0,99 para o
baseado no PCR-RFLP). De acordo com
Hunter e Gaston (1988), indice superior a
0,90 € o desejavel para que os resultados de
um método de tipagem sejam interpretados
com seguranga. Embora, o nimero de
amostras analisadas tenha sido
relativamente baixo, a grande quantidade de
padrdes RFLPs detectados e a auséncia de
relagdo epidemioldgica entre os isolados,
provavelmente, contribuiu para este indice.

Os iniciadores utilizados neste estudo
amplificaram mais de um produto em
quatro isolados sugerindo a presenga de
mais de uma forma alélica para o gene da
coagulase entre as amostras de S. aureus
investigadas. De acordo com Goh et al
(1992), a amplificagdio de mais de um
produto € indicativo da presenca de
diferentes alelos, desde que uma mesma
amostra de S. aureus podera expressar mais
de uma forma molecular da proteina
coagulase. Esta caracteristica parece ser
bastante incomum, visto que apenas Goh et
al (1992) e Schwarzkopf e Karch (1994)
relataram achado semelhante.

Nas reagdes de PCR, onde 0 DNA de outra
espécie de Staphylococcus coagulase
positivo foi utilizado, nenhum produto
amplificado  foi observado. Segundo
Aarestrup et al. (1995) isto indica que o
gene da coagulase de S. auwreus difere
daquele de outras espécies do género
Staphylococcus  que  apresentam  a
habilidade de coagular o plasma de
mamiferos e sugere que iniciadores
especificos podem ser utilizados, tanto para
a identificagdio acurada de S. aureus, quanto
para discriminar entre este e outros
Staphylococcus coagulase positivo.




5. Conclusoes

A anélise do gene da coagulase de amostras
de Staphylococcus aureus isoladas de
rebanhos do Estado de Minas Gerais
mostrou que:

- As mastites s3o causadas por
Staphylococcus ~ aureus  apresentando
diversas variantes do gene que codifica para
a proteina coagulase;

- Virios tipos de Staphylococcus aureus
foram detectados, no entanto, poucos
predominaram na regido estudada;

- Staphylococcus aureus da regido estudada
apresentou mais de um alelo do gene da
coagulase.
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EXPERIMENTO III

Detecciio por PCR Multiplex dos genes das enterotoxinas A, B e C em
Staphylococcus aureus isolados de mastite caprina e bovina.

Resumo

Com o objetivo de analisar a distribuigéo
dos genes que codificam para as
enterotoxinas (SEs) A, B e C, 36 amostras
de S. aureus isoladas de mastite caprina e
64 isoladas de mastite bovina foram
analisadas por PCR Multiplex. Do total de
amostras estudadas, em 37 (37%) foi
detectado gene para alguma das SEs
investigadas. Das amostras de origem
bovina, 4 (6,3%) co-amplificaram os genes
sea e seb, e 2 (3,1%) foram positivas para o
gene sec. Dentre as amostras de mastite
caprina, 31 (86%) foram positivas ao
Multiplex, sendo detectado em todas o gene
sec. A produgdo in vitro da SE foi detectada
em todas as amostras nas quais o gene
correspondente  foi  amplificado.  Os
resultados mostraram que S. aureus
isolados de mastite caprina tém maior
potencial enterotoxigénico do que aqueles
isolados de mastite bovina. Além disso, a
presenga do gene sec na maioria das
amostras de mastite caprina, sugere um
possivel envolvimento da SEC na
patogénese da mastite nesta espécie animal.

Palavras-chave: Cabra; vaca; mastite;
enterotoxinas estafilocdcicas; PCR
multiplex.

1. Introducgio

Staphylococcus aureus é um dos mais
freqiientes agentes etiologicos da mastite,
sendo reconhecido mundialmente como
importante causa de perdas econdmicas e
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riscos a satide publica (Magalhdes Lopes et
al., 1990). Esta espécie bacteriana causa,
predominantemente, infecgdes subclinicas
de longa duragdo e determina lesdes a
glandula mamaéria maiores do que qualquer

outro agente contagioso (Brito e Brito,
1998).

Embora, S. aureus tenha a habilidade de
produzir uma ampla variedade de fatores de
viruléncia, as enterotoxinas estafilocdcicas
(SEs) destacam-se por seu significado na
patogénese de doengas humana e animal
(Lee et al., 1998). Estas toxinas pertencem
a familia dos superantigenos (SAgs) cujas
principais caracteristicas sd0 a
pirogenicidade, a antigenicidade e a
capacidade de aumentar a sensibilidade
celular a endotoxinas (Llewelyn e Cohen,
2002), sendo responsavéis por surtos de
toxinfecgdo  alimentar e  sindrome
toxigénica em humanos (Mehrotra et al.,
2000). Além disto, existe a possibilidade de
que contribuam para a persisténcia de S.
aureus na glandula mamadria bovina (Ferens
et al., 1998).

Nos tltimos anos, diversos investigadores
tém relatado a produgdo de SEs por S.
aureus isolados de mastite bovina,
existindo consideravel variagdo geografica
na proporgdo de amostras enterotoxigénicas
(Magalhdes Lopes et al., 1990; Kenny et al.,
1993; Matsunaga et al., 1993; Cardoso et
al., 1999; Larsen et al., 2000; Stephan et al.,
2001). Por outro lado, sdo relatadas
diferencas entre S. aureus isolados de
mastite bovina e mastite caprina, quanto a
habilidade de produzir enterotoxinas
(Orden et al., 1992). '




Assim, o objetivo deste estudo foi analisar a
distribui¢do dos genes que codificam para
as SEs A, B e C em S. aureus isolados de
mastite caprina e bovina. Além disso, a
produgdo in vitro das SEs pelos isolados
portando os respectivos genes também foi
analisada.

2. Material e Métodos

2.1 Amostras bacterianas

Foram utilizadas 100 amostras de S. aureus
isoladas do leite de cabras (n=36) e vacas
(n=64) com mastite clinica e subclinica. Os
isolados caprinos foram provenientes do
leite de animais pertencentes a rebanhos
localizados na regido Serrana do Estado do
Rio de Janeiro e regido Norte do Estado do
Ceara, sendo previamente coletados e
identificados (Boechat, 2002; Silva et al.,
2004), sendo parte do banco de amostras do
Centro Nacional de Pesquisa de Caprinos —
Embrapa Caprinos. Os isolados bovinos
foram provenientes de animais pertencentes
a rebanhos localizados em 23 municipios
do Estado de Minas Gerais tendo sido
coletados, isolados e identificados por
Cardoso (1999), fazendo parte do banco de
amostras do Laboratério de controle de
mastite da Escola de Veterinaria da UFMG.

2.2 Indugdo e detecgdo da produgdo das
enterotoxinas A, Be C

Para induzir a produgdio in vifro das SEs
pesquisadas, utilizou-se o método do
celofane sobre dgar (Robbins et al., 1974).
Placas de Petri foram preparadas com 15 a
20 mL de agar cérebro-coragdo (4gar BHI),
acrescido de 1% de extrato de levedura e
0,1% de fosfato de potassio. Cada amostra a

ser testada foi inoculada em caldo cérebro-
coragdo e incubada por 18 a 20 horas a
37°C. As placas de dgar BHI foram, entdo,
recobertas com disco de celofane estéril,
inoculadas com 0,5 mL do cultivo
bacteriano e incubadas por 24 horas a 37°C.
Apdés este periodo, o crescimento
bacteriano foi lavado com 2,5 mL de PBS
0,02 M pH 7,4 (1,5 mL em uma primeira
etapa ¢ 1 mL em seguida). O liquido da
lavagem foi centrifugado a 10000xg por 15
minutos e o sobrenadante transferido para
frascos de vidro, adicionando-se 20 pL de
timerosal (1:1000) como conservante. O
sobrenadante foi mantido congelado em
freezer a —20°C até a realizagdo dos testes
imunolégicos.

Para a detecgdo das SEs foi utilizado o
método da sensibilidade 6tima em placa
(OSP), seguindo a metodologia descrita por
Robbins et al. (1974). Placas de Petri 50x12
mm foram preparadas com 3 mL de agar
nobre fundido e, apds a solidificagio,
perfuradas, utilizando-se molde especifico
(Figura 1), confeccionado pelo Food
Research Institute (Madison, Wisconsin,
EUA). O orificio central da placa foi
preenchido com o anticorpo especifico, na
diluigdo de 1:16, os dois orificios menores
com a toxina padrdo na concentragdo de 4
Lg e os orificios externos com as amostras a
serem testadas. As placas foram incubadas
em cdmara umida por 24 horas a 37°C. As
reagdes positivas foram determinadas pela
formagdo de linha de precipitagdo entre a
amostra teste e o anticorpo correspondente.
Amostras com resultado negativo ou
duvidoso (linhas de precipitagdo
inespecificas) foram testadas pelo método
da aglutinacdo passiva reversa em latex —
RPLA (SET-RPLA, Oxoid) seguindo as
recomendagdes do fabricante. As toxinas
padrio e os antisoros especificos foram
gentilmente cedidos pelo Laboratério de
enterotoxinas estafilocécicas da Fundagdo
Ezequiel Dias - FUNED.
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Figura 1. Modelo segundo Food Research Institute usado para perfuragio dos orificios em agar

Noble, medidios em mm.

2.3 Detecgéo dos genes sea, seb e sec

2.3.1 Extragdo e purificagdo do DNA
bacteriano

Para a extragdo e purificagdo dos acidos
nucléicos utilizou-se, com modificagdes, a
metodologia descrita por Chen et al. (2001)
e Rosec e Gigaud (2002). Os isolados
bacterianos, bem como amostras das cepas
de referéncia incluidas neste estudo -
Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus  aureus  89cTP,FUNED
(SEAB) e Staphylococcus aureus FRI 361
(SEC) - foram inoculados em caldo
nutritivo (Tryptic Soy Broth, bioBras-
Brasil), sendo incubadas overnight a 37°C
para a completa saturagdo do meio. O DNA
gendmico foi obtido a partir de 0,5 mL do
cultivo bacteriano, o qual foi centrifugado a
12000xg por 10 minutos. O sedimento foi
lavado com 500 pL de tampao TE pH 7.5
(10 mMTris-HCI pH 7,5; 1 mM EDTA) ¢
recentrifugado por 10 minutos. As células
bacterianas foram suspensas novamente
com 200 pL de tampdo TE pH 7.5
acrescido de lysostafina — 15 U/mL TE
(Lysostaphin 2 mg, Sigma) e incubadas por
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1 hora a 37°C. Em seguida, 15 pL de
proteinase K — 20 mg/mL (Proteinase K
100 mg, Gibco) foram adicionados,
reincubando-se as amostras por 1 hora a
56°C. Para inativar a proteinase K, as
amostras foram incubadas por mais 15
minutos a 95°C. Apods este periodo,
adicionou-se igual volume de fenol-
cloroférmio  (25:24), centrifugado a
12000xg por 10 minutos. O sobrenadante
foi novamente extraido com igual volume
de fenol-cloroférmio, seguido por nova

extragio com cloroférmio. Apés a
centrifugagdo final, o sobrenadante foi
misturado com etanol 95% (v/v), 2x o
volume e deixado para precipitagdo
overnight a —20°C. O sedimento foi, entdo,
lavado com 500 pL de etanol gelado a 70%
(v/v), seco por inversdo do tubo e diluido
em 100 puL de tampdo TE pH 7,5. O DNA
da  solugdo foi  quantificado em
espectrofotdmetro (260 nm) e congelado a
—20°C.

2.3.2 Reagdo em cadeia da polimerase
(PCR Multiplex)




A amplificagdo de seqiiéncias especificas
dos genes sea, seb e sec foi realizada com
iniciadores (Invitrogen-Brasil) sintetizados
a partir das seqiiéncias publicadas dos
genes que codificam para a SEA, SEB e
SEC,(Betley e Mekalanos, 1988; Jones e
Khan, 1986; Bohach e Schilievert, 1987).
Como controle interno da reagdo de
Multiplex, iniciadores com seqiiéncias
especificas do  gene  FemA  de
Staphylococcus aureus foram utilizados. As
seqiiéncias dos diferentes pares de
iniciadores foram previamente descritas por
Mehrotra et al. (2000) e estdo sumarizadas
na Tabela 1.

As condigdes da PCR Multiplex foram as
mesmas citadas por Mehrotra et al. (2000),
com algumas modificagdes. Para o
Multiplex, duas reagdes diferentes foram
preparadas: a reagdo A, para amplificar
seqiiéncias dos genes sea, seb e FemA, e a
reagdo B para amplificar as seqiiéncias dos
genes sec e FemA. A mistura da reagido A
foi constituida por 2 pL. do DNA molde
(aproximadamente 700 ng), 0,2 pL de cada
um dos iniciadores SEA, SEB e FemA (10

pmol), 0,4 pL do mix dNTPs (100 uM de
cada), 0,2 puL de Tag DNA polimerase (1
U) e 2 pL de tampao PCR 10x (500 mM
KCI; 100 mM Tris-HCI pH 8,4; 1% de
Triton X-100; 15 mM MgCL). O volume
foi ajustado para 20 pL com agua ultrapura
esteril.

A reagdo B foi constituida pelos mesmos
componentes da reagdo A, excetuando-se os
iniciadores, os quais foram SEC e FemA a
um volume de 0,4 pL (20 pmol) e 0,2 pL
(10 pmol), respectivamente. Para evitar a
evaporagdo dos componentes, em ambas as
reagdes foram adicionados 50 pL de dleo
mineral estéril.

A amplificagdo foi realizada em
termociclador (Mini  Cycler™, MJ
Research) com os seguintes ciclos:
desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos,
seguindo-se 25 ciclos (desnaturagio a 94°C-
2 minutos; pareamento a 57°C-1 minuto;
extensdo a 72°C-1 minuto) e extensdo final
a 72°C durante 4 minutos.

Tabela 1. Seqiiéncia de nucleotideos, localiza¢io génica e tamanho esperado do produto
amplificado, utilizando iniciadores especificos para os genes sea, seb, sec e

FemA.
sequéncia® de localizagio  tamanho do produto
gene iniciador nucleotideos (5°-3°) dentro do gene  amplificado (pb)
sea  SEAIl GGT TAT CAA TGT GCG GGT GG 349 a 368 102
SEA2 CGG CACTTT TTT CTC TTC GG 431 a 450
seb  SEBI GTA TGG TGG TGT AAC TGA GC 666 a 685 164
SEB2 CCA AAT AGT GAC GAG TTA GG 810 a 829
sec  SEC1 AGA TGA AGT AGT TGA TGT GTATGG 432 a 455 451
SEC2 CAC ACT TTT AGA ATC AAC CG 863 a 882
FemA  Feml AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG 1444 a 1463 132
Fem2 GAT AAA GAA GAA ACC AGC AG 1556 a 1575

*Seqiiéncia de nucleotideo e localizagdo génica derivada de seqiiéncias publicadas dos genes sea (Betley e
Mekalanos, 1988), seb (Jones e Khan, 1986), sec; (Bohach e Schilievert, 1987) e FemA (Berger-Bachi et

al., 1989).
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2.3.3 Separagdo e visualizagdo dos produtos
amplificados

A separagdo dos produtos amplificados foi
realizada por eletroforese em minigel de
agarose a 3,5%. O minigel foi preparado
com tampdo Tris-acetato e EDTA
(Sambrook e Russel, 2001) e corado com
brometo de etideo (10 mg/mL de solugdo
aquosa, Pharmacia) a 0,5 pg/mL. Para a
corrida de eletroforese foram utilizados 10
pL do DNA mais 2 pL de tampdo de
amostra 6x (0,25% de azul de bromofenol,
0,25% de xilenocianol e 15% de Ficoll
400). O minigel foi submetido a uma
corrente  elétrica  de 100  volts
(aproximadamente 15 v/cm de gel) por 50
minutos.

O DNA do bacteriofago fi (¢) 29 cortado
com a enzima Hindlll de 19285 pb (pares
de bases) foi utilizado na concentragdo de
2,5 pg/10ul. como marcador de tamanho
molecular (Silva et al., 2000). Os tamanhos
em pb sdo os seguintes: 4370 — 2899 - 2498
—2201-1933-1331-1150-759 - 611 —
579 - 453 -262 - 156 - 72.

Os fragmentos de DNA foram visualizados
em transiluminador de luz ultravioleta

(MacroVue, UV-25 Hoefer) e fotografados
em camera digital (Sony-Digital Mavica).

2.4 Teste de especificidade
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A especificidade dos iniciadores foi testada
pela realizagdio de PCR com cada par
isoladamente, antes da realizagdio do
Multiplex. As amostras dos DNAs das
cepas de referéncia foram utilizadas
isoladamente (PCR) ou em pool (PCR
Multiplex).

2.5 Teste de reprodutibilidade

A reprodutibilidade dos produtos da PCR
Multiplex foi testada por meio da anélise
dos DNAs de 20 amostras (10 de origem
caprina e 10 de origem bovina), testadas
durante cinco dias consecutivos. As
amostras dos DNAs das cepas de referéncia
também foram incluidas.

3. Resultados

3.1 Especificidade

A especificidade de cada par de iniciador
dos genes sea, seb, sec e FemA foi
demonstrada pela presenga de amplicon
inico e de tamanho esperado ao utilizar,
como molde, os DNAs das cepas de
referéncia. Na PCR = Multiplex, a
amplificagdo de trés fragmentos na reagdo
A - sea, seb e FemA e dois fragmentos na
reagio B - sec e FemA, foi obtida com
sucesso (Figura 2).




4370 pb
1150 pb

759 pb

453 pb

262 pb

156 pb

Figura 2: PCR Multiplex para a detecgio dos genes sea, seb e sec em Staphylococcus
aureus isolados de mastite caprina e bovina. gel de agarose a 3,5%: canaleta 1: marcador
molecular; canaletas 2-5: sea, seb, sec e FemA, respectivamente; canaleta 6: marcador
molecular; canaleta 7: Multiplex reacio A (sea, seb e FernA); canaleta 8: Multiplex reagéo
B (sec e FernA); canaleta 9: controle negativo; canaleta 10: marcador molecular.

3.2 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade dos resultados da
técnica PCR Multiplex foi demonstrada em
todas as amostras testadas seguidamente.
Embora, a intensidade dos amplicons tenha
variado, sua presenca foi reproduzida em
todas as reagdes.

3.3 Distribuigfio dos genes sea, seb e sec

A analise dos 100 isolados de S. aureus por
PCR Multiplex demonstrou que em 37

(37%), um ou mais dos genes pesquisados
estava presente. Destas amostras, 33 (89%)
foram positivas para o gene sec e em 4
(11%) foram co-amplificados os genes sea
e seb.

A distribuigdo dos genes, de acordo com a
origem dos isolados, pode ser observada na
Tabela 2. Das 64 amostras isoladas de
mastite bovina, 4 (6,3%) co-amplificaram
os genes sea e seb e 2 (3,1%) foram
positivas para o gene sec. Dentre as 36
amostras isoladas de mastite caprina, 31
(86%) foram positivas a PCR, sendo
detectado em todas o gene sec.
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Tabela 2. Distribui¢iio dos genes sea, seb e sec em Staphylococcus aureus de acordo com a

origem do isolado.

Origem dos isolados

Gene Vaca (%) Cabra (%) Total (%)
sea - (0,0) - (0,0) -(0,0)
seb - (0,0) - (0,0) - (0,0
sec 23,1 31 (86,0) 33 (33,0)

seatseb 4(6,3) - (0,0) 4 (4,0)
nenhum 58 (90,6) 5(14,0) 63 (63,0)
Total 64 (100) 36 (100) 100 (100)

3.4 Produgdo in vitro da SEA, SEB e SEC

A produgio in vitro de SE foi detectada em
todas as amostras nas quais o respectivo
gene estava presente (Tabela 3). A maioria
dos isolados positivos 2 PCR produziu SE
em quantidade suficiente para ser detectada
pela OSP (27/37). Por outro lado, em 10
isolados a detecgio foi possivel apenas pelo
RPLA, sendo todos estes de origem

caprina. A produgdo de outra SE, além da
codificada pelo gene detectado, também foi
pesquisada nas 6 amostras de origem
bovina, positivas 4 PCR e em todas as
amostras de origem caprina. Em apenas
uma amostra, a produgio de SEA foi
detectada, sendo tal amostra, negativa para
a presencga do gene sea.

Tabela 3. Detec¢io das enterotoxinas A, B e C em Staphylococcus aureus isolados de

mastite caprina e bovina.

N° de isolados
Toxina PCR OSP RPLA
SEA - - 1
SEB - - -
SEC 33 23 10
SEA+SEB 4 4 NR*
Total 37 27 11
*NR= ndo realizado para estas amostras
4. Discussio toxinfecgdo  alimentar  por  aquele

Algumas cepas de S. aureus produzem uma
ou mais toxinas  enterotoxigénicas,
incluindo as SEs A, B e C. Estas SEs,
representam a principal causa de
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microrganismo e sdo apontadas, também,
como potenciais fatores de viruléncia que
contribuem para a patogénese da mastite
(Ferens et al., 1998; Kuroishi et al., 2003).
Além disso, as SEs poderdo indicar a
origem da amostra de S. gureus desde que




se tem observado uma maior proporgdo de
isolados animais produzindo SEC e
isolados de origem humana produzindo,
principalmente, SEA (Bergdoll, 1990;
Orden et al., 1992). Este trabalho, confirma
estes relatos, uma vez que a SEC foi a mais
freqiiente nos isolados testados.

Os resultados deste estudo mostraram que
§. aureus isolados de mastite caprina
apresentaram  um  maior  potencial
enterotoxigénico do que os isolados de
mastite bovina. Resultados semelhantes
foram descritos por Orden et al. (1992), os
quais observaram que 67% dos isolados de
mastite caprina e apenas 19% dos de
mastite bovina produziram SEs. Valle et al.
(1990), estudando a presenga de SEs em
Staphylococcus spp. isolados de diversos
sitios de cabras sadias, concluiram que esta
espécie animal € um  importante
reservatorio de Staphylococcus
enterotoxigénicos. Estes relatos, juntamente
com os deste trabalho, sugerem que as SEs
possam ser mais importantes para S. aureus
se estabelecer e/ou persistir na glandula
mamaria caprina do que na bovina. A
presenga de um maior nimero de células
polimorfonucleares na glandula mamaria de
cabras, particularmente neutréfilos, podera
ser um dos fatores que contribuam para a
selecdo de cepas geneticamente habeis em
produzir SAgs, uma vez que estudos tém
demonstrado  efeitos  deletérios  destas
toxinas sobre aquele tipo celular (Shuberth
et al., 2001).

Os resultados também mostraram o
potencial risco para a sa(de publica
representado pela mastite caprina. A maior
habilidade enterotoxigénica de S. aureus
causadores de mastite nesta espécie animal
e o fato de que o leite de cabra ainda ¢
utilizado sem prévio tratamento térmico
para a fabricagdo de determinados tipos de
queijos, faz com que os riscos sejam bem
maiores com o leite caprino.

Neste estudo, apenas 9,4% dos isolados de
mastite bovina portavam o gene e
produziram SEs. Trabalhos anteriores tém
revelado intensa variagdo geografica na
ocorréncia de S. aureus enterotoxigénicos
isolados de mastite bovina. Magalhies
Lopes et al. (1990), estudando isolados de
mastite no Sudeste do Brasil e Larsen et al.
(2000), estudando isolados da Dinamarca,
observaram a produg@o de SEs por 4,7% e
0,2% dos isolados, respectivamente. Em
contraste, Kenny et al. (1993) nos EUA,
Matsunaga et al. (1993) no Japdo e Stephan
et al. (2001) na Suiga, relataram que 28,6%,
34,5% € 100% dos isolados,
respectivamente, produziram SEs. Estes
resultados, indicam que a presenga de SAgs
em S. aureus de mastite bovina pode ser
determinada por fatores ambientais e de
manejo, especificos de cada area
geografica. Além disto, os resultados
levantam davidas sobre o papel destas
toxinas na patogénese da mastite bovina,
uma vez que, de acordo com Larsen et al.
(2000), para que um fator de viruléncia seja
considerado importante, o gene que o
codifica, bem como a sua expressao, devem
estar presentes no isolado infectante.

A presenca exclusiva do gene sec em S.
aureus isolados de mastite caprina, assim
como a sua expressao em todos os isolados
portando este gene, sugere que esta toxina
possa desempenhar um papel na patogénese
da mastite nesta espécie animal. Qutros
trabalhos também tém relatado um alto
percentual de Staphylococcus spp. isolados
de mastite caprina produzindo SEC (Buyser
et al., 1987; Harvey e Gilmour, 1988; Valle
et al., 1990; Orden et al., 1992). Ferens et
al. (1998) demonstraram que SEC afeta a
resposta imune de bovinos, o que poder?
contribuir para a persisténcia de S. aureus
na glandula mamaéria. Até o momento, nio
se sabe se esta toxina afeta de forma
semelhante o sistema imune de cabras. No
entanto, a presenga do gene sec na maioria
dos isolados analisados, sugere que este
SAg possa ser importante para =
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patogenicidade de S. aureus adaptado a
glandula maméria de cabras.

Foram demonstrados 100% de
concordincia entre a detecgdo do gene por
PCR Multiplex e a detecgdo da toxina
correspondente pelos testes fenotipicos.
Estes resultados demonstram que a PCR
pode ser utilizada para caracterizar e
identificar tipos enterotoxigénicos de S.
aureus isolados de mastite. A possibilidade
da detecgdo simultdnea de varios genes,
aliada a sensibilidade, reprodutibilidade e
facilidade de execugdo, faz desta técnica
uma importante ferramenta a ser utilizada
na pesquisa veterinaria.

O alto percentual de isolados caprinos nos
quais a detecgdo da produgdo da SEC foi
possivel apenas pelo RPLA indica que a
expressdo do gene sec foi abaixo do nivel
de detecgdo da OSP (limite de 500 ng/mL).
Assim, ao utilizar métodos fenotipicos para
identificar e caracterizar cepas
enterotoxigénicas, testes mais sensiveis
devem ser selecionados para minimizar a
ocorréncia de resultados falso negativos.
Por outro lado, a detecgdo da SEA pelo
RPLA, em uma amostra na qual ndo foi
possivel a amplificagdo do gene sea,
demonstra que a utilizagdo isolada dos
testes fenotipicos poderd superestimar a
presenga de cepas enterotoxigénicas, desde
que os mesmos sdo passiveis de sofrer
interferéncia de antigenos inespecificos,
presentes nos extratos das culturas
bacterianas. Ressalta-se, no entanto, que a
auséncia de amplicon na amostra citada,
pode ser devida a mutagdes nas é4reas de
reconhecimento dos iniciadores utilizados
para a detecgdo do gene sea.

5. Conclusoes

A partir dos resultados deste estudo pode-se
concluir que:
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- Staphylococcus aureus isolados de mastite
caprina tém maior potencial
enterotoxigénico do que os isolados de
mastite bovina;

- Amostras de Staphylococcus aureus
causadoras de infecgdes intramamadria em
rebanhos caprinos das regides Norte do
Estado do Ceard e Serrana do Estado do
Rio de Janeiro, possuem o gene sec €
expressam esta toxina em condigdes in vitro
sugerindo um papel desta exoproteina na
patogénese da mastite caprina.
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