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RESUMO
SOARES, Bianca da Silva. Aplicagéo de Técnicas de REP-PCR na Anélise de Isolados de
Staphylococcus aureus em amostras de Mastite Bovina. 46 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinéria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Palavras-chave: mastite, Staphylococcus aureus, tipagem molecular

O Staphylococcus aureus € um importante agente causador de mastite bovina. Esta
espécie bacteriana possui heterogeneidade genética e uma populagdo caracterizada por
estirpes geneticamente diversas. A analise da variacdo genética é uma importante ferramenta
para fins de estudos epidemiolégicos. No presente estudo, foi avaliada a diversidade genética
de 56 Staphylococcus aureus isolados de leite bovino mastitico em sete propriedades da
regido Sul- Fluminense do Rio de Janeiro através das técnicas de ERIC e (GTG)s-PCR.
Foram testados 12 protocolos de ERIC-PCR, sendo selecionados trés com maior poder
discriminatério. Com o protocolo 01, obteve-se 6 agrupamentos com um poder
discriminatorio de 0,863. Observou-se a dispersao de isolados com similaridade genética em
diferentes propriedades e presenca de cepas clonais circulantes dentro da mesma propriedade
e em propriedades de municipios diferentes. O protocolo 02 foi gerado afim de melhorar a
performance da técnica e propiciou a obtencdo del5 agrupamentos com um poder
discriminatorio de 0,961, onde foi observada grande diversidade génica e variabilidade entre
os isolados. No entanto, o protocolo 02 ndo apresentou reprodutibilidade. Desse modo, foi
testado um terceiro protocolo, obtendo-se 16 agrupamentos com um poder discriminatorio de
0,96. A partir deste, também observou-se a dispersdo de isolados com similaridade genética
em diferentes propriedades e presenca de cepas clonais circulantes em propriedades de
municipios diferentes. Para a execugdo da técnica de (GTG)s- PCR foram testados oito
protocolos,elegendo-se apenas um de maior poder discriminatorio.Este protocolo gerou 15
agrupamentos com um poder discriminatorio de 0,957. Observou-se a dispersdo de isolados
com similaridade genética em diferentes propriedades e presenca de cepas clonais circulantes
em propriedades de municipios diferentes. Porém as tentativas subsequentes de execucdo da
técnica ndo foram bem sucedidas o que indica a necessidade de ajustes em sua padronizacdo
em nosso laboratério de maneira a garantir que, uma vez otimizada, possa gerar resultados
confidveis e reprodutiveis. Os resultados obtidos foram comparados com uma tipagem
molecular prévia através do PFGE que gerou 6 perfis genéticos distintos em 19 isolados
testados. Apesar de produzirem um numero elevado de perfis genéticos e um bom poder
discriminatorio, estas técnicas apresentaram pouca reprodutibilidade, especialmente quando
comparadas com a técnica de PFGE.



ABSTRACT

SOARES, Bianca da Silva. Use of REP-PCR for genetic diversity analyses of
Staphylococcus aureus isolated from mastitis bovine. 46 p. Dissertation (Master’s in
Veterinary Science). Veterinary Institute, Department of Animal Parasitology, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Key words: Mastitis, Staphylococcus aureus, typing molecular

Staphylococcus aureus is the most important etiologic agent of bovine mastitis. This
bacterial species presents genetic heterogeneity and has a characterized population by
genetically diverse strains. The analysis of genetic variation is an important tool for
epidemiological studies. In this study, we assessed the genetic diversity of 56 S.aureus
isolated from bovine mastitic milk in seven properties in south region the state of Rio de
Janeiro by ERICPCR and(GTG)s-PCR techniques. 12 protocols were tested by ERIC-PCR,
selected three with higher discriminatory power. With protocol 01, was obtained 6 cluster
with discriminatory power of 0,863. Observed the dispersion of isolates in different properties
with genetic similarity and the presence of clonal strains circulating within the same state and
properties indifferent cities. The protocol 02 was generated in order to improve the
performance of the technique and provided to obtain 15 cluster with a discriminatory power
of 0,961, where it was observed genetic diversity and variability between isolates. However,
the protocol 02 showed no reproducibility. Thus, we tested a third protocol, obtained 16
cluster with a discriminatory power of 0,96. From this, also observe the dispersion of isolates
in different properties with genetic similarity and the presence of clonal strains circulating in
properties indifferent cities. To implement the technique (GTG)s-PCR were tested eight
protocols, electing only one of higher discriminatory power. This protocol generated 15
clusters with a discriminatory power of 0.957.0Observed the dispersion of isolates in different
properties with genetic similarity and the presence of clonal strains circulating in properties
indifferent cities. But subsequent attempts to apply the technique were not successful which
indicates the need for adjustments in their standard in our laboratory in order to ensure that,
once optimized, can generate reliable and reproducible results. The results were compared to
prior a molecular typing by PFGE that generated six distinct genetic profiles in 19 isolates
tested. Despite producing a high number of genetic profiles and good discriminatory power,
these techniques showed low reproducibility, especially when compared with the PFGE
technique.
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1. INTRODUCAO

A regido Sul-Fluminense vem se destacando como a maior e mais importante bacia
leiteira do Estado do Rio de Janeiro. As pequenas propriedades produtoras de leite da regido
Sul-Fluminense possuem grandes deficiéncias que predispbem a ocorréncia de agravos
sanitarios que comprometem a sanidade animal e a qualidade do produto, como por exemplo,
a mastite bovina (SOUSA et al., 2011).

A mastite bovina é caracterizada por inflamagéo da glandula mamaria, acarretando a
diminuicdo de sua producdo (TOZZETTI et al., 2008), gerando assim grandes prejuizos
econdmicos. Esse processo pode ser ocasionado por varios fatores, entre estes, as infeccbes
bacterianas. Na mastite contagiosa, o agente é encontrado no Ubere e é transmitido durante a
ordenha (COSTA et al., 2000).

O Staphylococcus aureus € um dos principais agentes da mastite bovina contagiosa,
com uma prevaléncia estimada entre 3 a 5%, espalhando-se em uma fazenda de vaca para
vaca, durante o processo de ordenha por maquinas contaminadas, equipamentos, ou maos dos
ordenhadores (MORET-STALDER et al.,, 2009; ROESCH et al., 2007). Tal modelo de
disseminacdo levanta a questdo da transmissibilidade potencial de clones resistentes
especificos ou determinantes de resisténcia antimicrobiana, bem como as possiveis vias de
transmissdo do animal para o homem ou vice-versa (CASSONE & GIORDANO, 2009;
HAENNI et al., 2011; HATA et al., 2010).

O S. aureus esta distribuido em populagdes constituidas de estirpes geneticamente
diversas relacionadas a um ancestral comum (FEIL et al., 2003). Durante a Ultima década,
varios estudos moleculares tém descrito a estrutura da populacéo e a diversidade desta espécie
isolada da mastite bovina (HASMAN et al., 2010; IKAWATY et al., 2009 ; SMYTH et al.,
2009). Alguns autores propGem que um numero relativamente pequeno de S. aureus,
amplamente distribuidos, sejam os responsaveis pela maioria dos casos de mastite bovina
(HATA et al., 2010; SMITH et al., 2005). A andlise da variacdo genética entre S. aureus
isolados a partir de leite de bovino subsidia a investigacdo da relacdo destes com isolados de
origem ambiental, como também, entre isolados de diferentes fazendas leiteiras, o que pode
contribuir para a identificacdo das fontes de contégio e para o estabelecimento de medidas de
prevencdo (HATA et al., 2010).

A tipagem de microrganismos € importante para fins de estudos epidemioldgicos,
através da determinacdo de fontes de infeccdo, das vias de transmissdo e do reconhecimento
de estirpes que apresentam diferentes fatores de viruléncia. Especificamente no caso de S.
aureus, a sua heterogeneidade genética consideravel, em populacdes naturais, permite uma
apurada investigacao da disseminacdo de estirpes de origens humana e animal (TENOVER et
al., 1994; KAPUR et al., 1995).

Os métodos de tipagem molecular devem cumprir todos os critérios exigidos para
serem considerados Otimos, incluindo desempenho (reprodutibilidade, capacidade de
tipificacdo, estabilidade e poder discriminatorio) e conveniéncia (rapidez, facil acessibilidade
e facilidade de interpretacdo) (GANDRA, E. A. et al., 2008; OLIVE &BEAN, 1999).

A técnica de Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE) demonstra um elevado poder
discriminatorio, sendo considerada "padrdo ouro™ para a tipificacdo de isolados de S. aureus
(BANNERMAN et al., 1999). Esta técnica € laboriosa e demorada, porém de boa
reprodutibilidade, o que permitiu seu uso no desenvolvimento de estudos multicéntricos de S.
aureus resistente a meticilina (MRSA) gerando redes de vigilancia (MCDOUGAL et al.,
2003; MURCHAN et al., 2003; VAN BELKUM et al., 1998). O método tem sido aplicado
para estudar o comportamento do S. aureus na mastite (ZADOKS et al., 2002; MIDDLETON
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et al., 2002), para avaliar o efeito, a longo prazo, de sua persisténcia em rebanhos leiteiros
(ANDERSON & LYMAN, 2006), e para estudar o relacionamento genético entre as estirpes
mais virulentas (JARGENSEN et al., 2005).

O conjunto de técnicas baseadas na amplificacdo das sequéncias de elementos
repetitivos (REP-PCR) representa um meétodo de facil execucdo que utiliza primers voltados
para as sequéncias repetitivas intercaladas dos genomas bacterianos (VERSALOVIC et al.,
1994). Estas técnicas baseadas em PCR sdo mais faceis, mais rapidas e de menor custo, em
comparacao com PFGE, porém também apresentam limitacGes.

A técnica de ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) utiliza primers
que geram perfis especificos (fingerprinting) que podem ser utilizados para tipagem e
identificacdo de espécies bacterianas (GILLINGS & HOLLEY, 1997; FARBER et al., 2001).
Existem evidéncias de que estes elementos também existam no genoma de bactérias Gram-
positivas. A posicdo dos elementos ERIC nos genomas varia nas diferentes espécies e tem
sido utilizado como um marcador genético para caracterizar isolados dentro de uma espécie
bacteriana (VERSALOVIC et al., 1991, SON et al., 2002).

O (GTG)s-PCR é uma técnica de REP-PCR, que foi aplicada com sucesso para a
classificacéo e identificacdo de varios grupos de bactérias, incluindo Staphylococcus spp. (DE
VUYST et al., 2008; PAPALEXANDRATOU et al., 2009). Esta técnica permite a
diferenciacio em  espécie, subespécie, e as vezes até nivel de estirpe
(PAPALEXANDRATOU et al., 2009; GEVERS et al., 2001). Em comparagdo com outras
espécies microbianas, o Staphylococcus spp. geralmente possui um ndmero menor de
elementos de (GTG)s no seu genoma, refletindo em uma quantidade inferior de bandas em
comparacdo com bactérias do &cido lactico e bactérias do acido acético. Embora isto possa
parecer uma desvantagem para a classificacdo e identificacdo de Staphylococcus spp. atraves
dessa técnica, isto resulta em uma amplificacdo tipica com padrdes de bandas com alta
sensibilidade a pequenas variagdes gendmicas.

O presente trabalho avaliou a diversidade genética de Staphylococcus aureus isolados
de mastite bovina através das técnicas de ERIC e (GTG)s- PCR em comparacdo com o PFGE,
considerada a técnica padréo.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Caracterizacdo da producdo leiteira da regido sul-fluminense

A regido Sul- Fluminense vem se destacando como a maior e mais importante bacia
leiteira do Estado do Rio de Janeiro. De 2006 a 2010, a producéo estadual de leite subiu de
420 milhdes para 570 milhdes de litros/ano. Estima-se que em 2011 a producéo alcance 600
milhdes de litros. Com uma produgdo anual de 166 milhdes de litros e cerca de 4.200
produtores, a Regido Sul-Fluminense ocupa o primeiro lugar, respondendo por 34% da
producdo estadual (DIARIO DO VALE, 2011).

Este setor representa uma grande fatia na economia da regido, salientando-se que a
maior parte do leite produzido nesta regido é oriunda de pequenos produtores. Sousa e
colaboradores (2011) em estudos que caracterizava pequenas propriedades produtoras de leite
no Estado do Rio de Janeiro identificaram grandes deficiéncias relacionadas a infra-estrutura,
as informac0es técnicas, controle da sanidade dos animais, ordenha higiénica e capacitacdo
técnica dos ordenhadores. Tais deficiéncias predispdem a ocorréncia de agravos sanitarios que
comprometem a sanidade animal e a qualidade do produto, como por exemplo, a mastite
bovina.

2.2. Mastite Bovina

Dentre as enfermidades que acometem os bovinos leiteiros, a mastite é a mais frequente
e acarreta maiores prejuizos a cadeia produtiva (RIBEIRO et al., 2003). Essa inflamacdo dos
quartos mamarios ocasiona lesbes, inflamacdo e infeccbes por bactérias e outros
microrganismos, gerando a diminuicdo da producdo e secrecdo da glandula como um todo
(TOZZETTI et al., 2008). Além da diminuicdo da quantidade do leite, a mastite provoca
alteracOes na sua composicdo, principalmente no teor de lactose, gordura e proteina causando
grande prejuizo econdmico para o produtor (AIRES, 2010). Além disso, a transmissdo de
patdgenos aos seres humanos e o desencadeamento de reacGes alérgicas,bem como efeitos
toxicos oriundos das alteracdes causadas pelo uso de antibidticos no controle da infeccéo,
constituem um risco potencial a saude dos consumidores (CASSOL et al., 2010). A
epidemiologia desta enfermidade estd vinculada a triade: animal (hospedeiro), agente
etiolégico e meio ambiente, fazendo desta uma enfermidade multifatorial (PRESTES et al.,
2002). Os fatores de risco relacionados a esta infeccdo podem ser individuais ou ambientais.
Nos fatores individuais, estdo incluidos os mecanismos de defesa do animal e a anatomia do
teto e do Ubere. Os ambientais estdo relacionados com o tipo de clima da regido, limpeza das
instalagOes, alimentacéo e viruléncia dos microorganismos (WHIST et al., 2006).

Epidemiologicamente, os agentes etioldgicos da mastite podem ser classificados em
dois grupos: contagiosos e ambientais, de acordo com a fonte de infeccdo. Na mastite
contagiosa, 0 agente é encontrado no Ubere e € transmitido durante a ordenha. Na mastite
ambiental, a vaca se infecta por microrganismos encontrados no meio ambiente (COSTA et
al., 2000). Entre os agentes etioldgicos, isolados com maior frequéncia nos casos de mastite
contagiosa, destacam-se 0s estreptococos e os estafilococos, principalmente o Staphylococcus
aureus (SILVA, 2003).

2.3. Género Staphylococcus spp.

O género Staphylococcus spp. € composto por 40 espécies e 24 subespécies e sdo
membros da familia Staphylococcaceae (EUZEBY, 2007). Eles sdo cocos Gram-positivos,
com 0,5 — 1,5 pm de didmetro e baixo contetdo G+C no genoma. Podem ocorrer sozinhos,
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em pares, tétrades, pequenas cadeias (trés a quatro células) ou irregulares, como cachos de
uva. Eles sdo imdveis, catalase-positivos (com excecdo de S. aureus subsp. anaerobius),
resistentes a bacitracina, ndo esporulados e anaerdbios facultativos. As coldnias normalmente
sdo opacas e podem ser brancas ou cremes e algumas vezes amarelas. Geralmente, crescem
em meios contendo NaCl a 10% e a temperatura 6tima de crescimento se encontra entre 30°C
e 37°C (BANNERMAN, 2003).

O género Staphylococcus spp. é subdividido em dois grupos, Staphylococcus spp.
coagulase-positivos e Staphylococcus spp. coagulase-negativos, com base na capacidade de
producdo da coagulase. A coagulase estafilococica reage com uma substancia presente no
plasma, denominada de “fator de reacdo com a coagulase” (CRF), para formar um complexo
que, por sua vez, reage com o fibrinogénio, formando fibrina e promovendo uma rapida
aglutinacédo das células bacterianas (KONEMAN et al., 2008). Dentre os Staphylococcus spp.
coagulase-positivos, 0 S. aureus destaca-ser por ser considerado como a espécie mais
virulenta e o mais importante agente causador de infec¢Bes intra mamarias (ZAFALLON et
al., 2008).

2.3.1. Staphylococcus aureus

O S. aureus é o principal agente da mastite bovina contagiosa, com uma prevaléncia
estimada entre 3 a 5%, espalhando-se em uma fazenda, de vaca para vaca, durante 0 processo
de ordenha por maquinas contaminadas, equipamentos, ou mdos dos ordenhadores (MORET-
STALDER et al., 2009; ROESCH et al., 2007). Tal modelo de disseminacéao levanta a questao
da transmissibilidade potencial de clones resistentes especificos ou determinante resisténcia
antimicrobiana, bem como as possiveis vias de transmissdo do homem para o animal ou vice-
versa (CASSONE & GIORDANO, 2009; HAENNI et al., 2011;HATA et al., 2010). O S.
aureus é um patégeno oportunista colonizador de seres humanos e de numerosas espécies
animais. Em bovinos, é responsavel por cerca de um terco dos casos de mastite clinica e
subclinica (BOTREL et al., 2010 ; BRADLEY et al., 2007).

Os S. aureus sdo capazes de causar infeccOes de longa duracdo com tendéncia de se
tornarem cronicas, além de ocasionar grande perda na producao do leite (BENEDETTE et al.,
2008). Altamente contagioso, 0 S. aureus é capaz de causar infec¢fes por mais de 30 dias
habitando feridas de tetos, médos de ordenhadores e na glandula mamaria de vacas infectadas,
acarretando enormes prejuizos a pecuaria leiteira, desde o comprometimento direto com a
qualidade do leite até a perda severa da producdo de leite (ZAFALON et al., 2007). Embora o
S. aureus seja isolado a partir do corpo do animal e no ambiente de exploracdo leiteira, a
glandula mamaria lactante é o principal reservatério desta bactéria (SMITH et al., 2005).

2.3.1.1. Diversidade genética de Staphylococcus aureus

O S. aureus € uma espécie bacteriana bastante heterogénea (polimorfica)
(FITZGERALD et al., 2001).Essa espécie pode adquirir o aumento da viruléncia e resisténcia
antimicrobiana através da transferéncia horizontal de DNA e esses elementos moveis
genéticos sdo mantidos em um plano genémico predominantemente clonal (FEIL et al., 2003).
Acredita-se que a diversidade genética de S. aureus ocorra através de mutacGes geneéticas, ao
invés de recombinacgdo extensivas no genoma.

As estirpes de S. aureus isoladas de leite mastitico e de diferentes locais do corpo em
vacas leiteiras sdo geneticamente diversas. Estudos realizados em varias areas do mundo
demonstram que um pequeno subconjunto de estirpes é considerado responsavel pelo
desenvolvimento da maioria dos casos de mastite (JOO et al., 2001; MIDDLETON et al.,
2002; ZADOKS et al., 2002; ZSCHOCK et al., 2004; SMITH et al., 2005).A maioria dos
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estudos demonstram que um dado rebanho normalmente alberga um numero limitado de
estirpes de S. aureus, muitas vezes com uma ou algumas estirpes predominantes
(SOMMERHAUSER et al., 2003; M@RK et al., 2005; RABELLO et al., 2007). A maioria
das cepas detectadas em outros locais, como o Ubere, tetos e pele diferem geneticamente das
linhagens do leite mastitico, 0 que sugere que as cepas tém evoluido especializando-se em
infectar o tecido intra-mamario (ZADOKS et al., 2002). S. aureus idénticos tém sido
ocasionalmente isolados de vacas leiteiras e das méos dos funcionarios da linha de ordenha
(JORGENSEN et al., 2005), mas estirpes provenientes de mastite bovina geralmente
representam um grupo geneticamente diferente das estirpes humanas, sugerindo
especificidade dos hospedeiros (VAN LEEUWEN et al., 2005). Parte desta especificidade ou
adaptacdo ao hospedeiro pode ser devido a aquisi¢do ou perda de elementos mdveis genéticos,
que estdo presentes nas diferentes estirpes (FITZGERALD &MUSSER, 2001). No entanto,
Morket al. (2005) observaram gendtipos comuns causadores de mastite em vacas, cabras e
ovelhas, sugerindo especificidade de local anatdbmico em vez de especificidade de
hospedeiros. E, além disso, outros estudos relatam a existéncia da transmissdo direta de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) entre vacas e seres humanos
(JUHASZ-KASZANYITZKY et al., 2007).

Durante a Gltima década, vérios estudos moleculares tém descrito a estrutura da
populacdo e a diversidade de S. aureus isolado de mastite bovina (HASMAN et al. 2010;
IKAWATY et al. 2009; SMYTH, et al. 2009 ). Na maioria dos estudos de comparacdo das
estirpes de origem humana e animal, pouca sobreposi¢édo foi encontrada entre as populacées
de S. aureus. Inicialmente foi proposto que um numero relativamente pequeno de S. aureus,
amplamente distribuidos, eram responsaveis pela maioria dos casos de mastite bovina (HATA
et al., 2010; SMITH et al., 2005). No entanto, com 0 nimero cada vez maior de estudos em
diversas localizacdes do mundo tem sido relatado agrupamentos de estirpes com prevaléncia
local (JARGENSEN et al., 2005; RABELLO et al., 2007 ).

A grande diversidade genética em populagdes de S.aureus é um dos maiores obstaculos
para o tratamento de mastite. No Brasil dados que caracterizam o perfil molecular de isolados
de S.aureus sdo muito limitados, especialmente considerando a importancia do pais mercado
mundial de leite (KLEIN et al., 2012). A andlise da variacdo genética entre S. aureus isolados
a partir de leite de bovino € essencial nos estudos de mastite, pois a investigacdo da relacéo
com os isolados de origem ambiental e de outras fazendas leiteiras leva a identificacdo das
fontes de contagio bem como as formas de prevenir sua ocorréncia (HATA et al., 2010).

2.4. Técnicas para a andlise da diversidade genética

A tipagem de microrganismos € importante para fins de estudos epidemiolégicos, na
determinacéo de fontes de infec¢do, vias de transmissdo de surtos das doencas e a presenca de
estirpes de diferentes fatores de viruléncia. Especificamente no caso de S. aureus, a sua
consideravel heterogeneidade genética, em populacGes naturais, permite uma apurada
investigacdo da disseminacdo de estirpes de origens humana e animal (TENOVER et al.,
1994; KAPUR et al., 1995).

Diferentes métodos de tipagem sao desenvolvidos para estudos epidemioldgicos ou para
a analise de caracteristicas e relagcdes genéticas e cada um possui vantagens e desvantagens.
Portanto, ¢ muito importante que a selecdo de um método de tipagem seja ideal e sensivel
para cada finalidade (HATA et al., 2010).0s métodos de tipagem molecular devem cumprir
todos o0s critérios exigidos para serem considerados Otimos, incluindo desempenho
(reprodutibilidade, capacidade de tipificacdo, estabilidade e poder discriminatério) e
conveniéncia (rapidez, facil acessibilidade e facilidade de interpretacdo) (OLIVE & BEAN
1999).



A técnica de Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE) demonstra um elevado poder
discriminatorio e é considerada “padrdo ouro™ para a tipificacdo de isolados de S. aureus
(BANNERMAN et al., 1995). Esta técnica é laboriosa e demorada, porém a reprodutibilidade
dos protocolos entre laboratérios foi alcancada, o que permitiu o desenvolvimento de estudos
multicéntricos de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) gerando redes de vigilancia (VAN
BELKUM et al., 1998; MCDOUGAL et al.,2003; MURCHAN et al., 2003).

Técnicas tradicionais baseadas em PCR, em comparacdo com PFGE, sdo mais faceis e
mais répidas, e cada vez menos caras de realizar-se. Porém também apresentam algumas
limitacGes. Nos casos das técnicas de amplificacdo randémica de DNA polimérfico (RAPD) e
da técnica de amplificacdo de sequéncias de elementos repetitivos (REP-PCR), a principal
desvantagem € a padronizacéo e a pouca reprodutibilidade entre laboratérios (DEPLANO et
al., 2000; VAN BELKUM et al., 1998). O PCR baseado na andlise do polimorfismo do
tamanho de fragmento de restricdo, previamente amplificados por PCR-RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), possui poder discriminatorio limitado como demonstrado
através da andlise do gene da coagulase (CHIOU, et al., 2000). Para superar essa
desvantagem, métodos mais reprodutiveis nos quais se realiza o sequenciamento dos
fragmentos dos genes amplificados, tais como, a técnica de Multilocus Sequence
Typing(MLST) que caracteriza isolados bacterianos com base no polimorfismo de sequéncia
dentro dos fragmentos internos de sete genes constitutivos de Staphylococcus spp.
(ENRIGHT & SPRATT, 1999) e a técnica de amplificacdo e seqlienciamento da regido X da
proteina A (gene spa A), que tornou-se um dos métodos principais para tipagem regional e
programas nacionais de vigilancia de MRSA (AIRES-DE-SOUSA, 2006; KOREEN et al.,
2004).

2.4.1. REP- PCR (Repetitive Element Palindromic)

O conjunto de técnicas baseadas na amplificagdo das sequéncias de elementos
repetitivos (REP-PCR) representa um método de facil execucdo que utiliza primers voltados
para as sequéncias repetitivas intercaladas dos genomas bacterianos (VERSALOVIC et al.,
1994). Uma ampla variedade de sequéncias repetitivas tém sido encontrada entre diversas
espécies de bactérias (VERSALOVIC & LUPSKI,1999; ISHII & SADOWSKY/,2009).Alguns
estudos foi demonstrado que o método REP-PCR nao amplifica apenas regibes especificas
repetitivas no DNA, mas provavelmente amplificam também as sequéncias semelhantes e
arbitrarias, devido a baixa temperatura de anelamento utilizada nos protocolos de REP-PCR
(DEPLANQO, et al., 2000, WILSON e SHARP, 2006). Estes resultados vdo contra o principio
deste método (VERSALOVIC et al.,, 1994) o que acarreta grande impacto sobre a
aplicabilidade destes métodos para caracterizacdo de cepas bacterianas. Os primers
complementares BOX, ERIC, REP e (GTG)s sdo mais usados em REP-PCR aplicado nos
estudos taxondmicos de bactérias. Estes métodos tém sido usados como ferramentas valiosas
para a tipagem e identificacdo de bactérias, por exemplo: Lactobacillus spp. (GEVERS et
al.,2001), Enterococcus spp. (SVEC et al.,2005), Geobacillus spp. (MEINTANIS et al.,2008),
estreptomicetos (LANOOT et al., 2004) ou bactérias produtoras de acido acético (DE VUYST
et al., 2008). Porém apenas alguns estudos usando o método de REP-PCR para identificacdo
de Staphylococcus spp. (KORE'NOVA et al.,2009; WIESER & BUSSE, 2000).

2.4.2. ERIC- PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus)

Como ja relatado acima as técnicas moleculares baseadas em sequéncias de elementos
repetitivos (REP-PCR) podem identificar diferencas nos isolados bacterianos (VAN DER
ZEE et al., 1999; SPIGAGLIA & MASTRANTONIO,2003). Este é um método simples e
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rapido para distinguir estirpes estreitamente relacionadas e explicar as relacdes filogenéticas
entre elas (DE BRUIJN et al.,1996). O aprimoramento destas metodologias possibilitou a
identificacdo e a tipificacdo de microrganismos em nivel de género, espécie, subespécie a
partir de diferentes regides do genoma (MARLONY et al., 2003). Estes elementos sé&o
conhecidas sequéncias genémicas, conservadas, repetitivas,como a técnica de ERIC-PCR
(FARBER et al., 2001). Os primers de ERIC-PCR sdo utilizados para amplificar regifes entre
estes elementos repetitivos por meio de PCR, gerando perfis especificos (fingerprinting) que
podem ser utilizados para tipagem e identificacdo de espécies bacterianas (GILLINGS &
HOLLEY, 1997). A técnica de ERIC-PCR tem apresentado resultados promissores na
identificacdo de estirpes de bactérias Gram-negativas, tais como Citrobacter diversus (agora
Citrobacter koseri) e Rhizobium meliloti (DE BRUIJN 1992; WOODS et al., 1992). Existem
evidéncias de que estas seqlencias de elementos repetitivos também existam no genoma de
bactérias Gram-positivas. Estudos anteriores, com apenas um primer correspondente a
sequéncia de ERIC foi utilizado para a diferenciacdo de estirpes de S. aureus (VAN
BELKUM et al., 1992). As sequéncias, de ERIC também sdo conhecidas como unidades de
repeticdo intergénicas (IRUs) e estdo presentes em muitas cdpias nos genomas de E. coli,
Salmonella typhimurium, e outras enterobactérias (HULTON et al., 1991). Estes elementos
possuem 126 pb de comprimento, sdo altamente conservadas a nivel de nucleotideos, e
incluem uma repeticdo invertida no nacleo central. A posicdo dos elementos ERIC nos
genomas varia entre as diferentes espécies e tem sido utilizado como um marcador genético
para caracterizar isolados dentro de uma espécie bacteriana (VERSALOVIC et al., 1991;
SON et al., 2002). Na técnica de ERIC-PCR um padrédo de bandas é obtido por amplificacdo
do DNA genomico localizado entre os elementos ou entre outras sequéncias repetitivas do
DNA. Gillings e Holley (1997) avaliaram a especificidade de perfis gerados com ERIC-PCR
para varias espécies bacterianas, para bacteriofagos, fungos, invertebrados, plantas e
vertebrados e verificaram perfis muito complexos para estes organismos. Os mesmos autores
sugerem que a amplificacdo de fragmentos ERIC-PCR é extremamente influenciada pelas
condicdes de reacdo, principalmente pela temperatura de anelamento dos primers, podendo
muitas vezes levar a amplificacdo de sequéncias inespecificas, ndo sendo necessariamente
sequéncias ERIC.

2.4.3.(GTG)s-PCR

(GTG)s-PCR, é uma técnica de REP-PCR, que foi aplicada com sucesso para a
classificacdo e identificacdo de varios grupos de bactérias tais como as bactérias do acido
lactico (GEVERS et al., 2001) e bactérias do acido acético, e também Staphylococcus spp.
(DE VUYST et al.,, 2008; PAPALEXANDRATOU et al., 2009). Esta técnica permite a
diferenciacdo em espécie, subespécie, e as vezes até em nivel de estirpe (GEVERS et al.,
2001; PAPALEXANDRATOU et al., 2009). Em comparagdo com estas espécies microbianas,
o Staphylococcus spp. geralmente possui um niumero menor de elementos de (GTG) s, no seu
genoma do que as espécies bacterianas acima mencionadas, refletindo em uma quantidade
inferior de bandas geradas em comparagdo com bactérias de &cido lctico e bactérias do acido
acetico. Apesar de este fato parecer uma desvantagem para a classificacéo e identificacdo de
Staphylococcus spp. através da técnica de (GTG)s-PCR isto resulta em uma tipica
amplificagdo com padrGes de bandas com uma alta sensibilidade a pequenas variages
gendmicas. A perda ou a adi¢do de elementos no genoma pode mudar o padréo de bandas de
amplificacdo de tal forma que se pode diferenciar as espécies estreitamente relacionadas em
grupos separados (BRAEM et al., 2010) . Além disso, a semelhanca do baixo rendimento de
(GTG)s-PCR a partir da tipagem de espécies de Staphylococcus spp. estdo estreitamente



relacionadas a identificacdo de cepas, como foi demonstrado para as bactérias produtoras de
acido lactico (GEVERS et al., 2001), e, portanto, permite identificar diversidade das espécies.

2.4.4. PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis)

A técnica de Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE), conhecida como Eletroforese de
Campo Pulsado ou, também, de Campo Pulsatil, foi desenvolvida em 1984 por Scharwartz &
Canter. Esta técnica é uma variacdo da eletroforese no gel de agarose, mas que apresenta alto
poder de tipagem para inUmeros microrganismos, pois a alternancia entre os sentidos do
campo elétrico, ou pulsos, permite separar fragmentos que, convencionalmente, ndo seriam
diferenciados em gel de agarose convencional que utilizam corrente elétrica constante
(MASLOW & MULLIGAN, 1996). A técnica de possui alta reprodutibilidade e é
recomendada como método altamente discriminatério por detectar variacbes genéticas
menores entre estirpes epidémicas, também conhecidas como pulsotipos. No entanto, é um
método laborioso e de alto custo devido, principalmente, a dificuldade de interpretacdo e ao
preco do aparelho, pois necessita de programas especializados para analisar os resultados.

A técnica de PFGE tornou-se uma das técnicas mais utilizadas para analise
epidemioldgica da maioria das bactérias patogénicas (AARESTRUPET, 2006;
RODRIGUEZ-LAZARO, 2007). Esta técnica possui alto poder discriminatério, sendo
considerada como "padrdo ouro" para a caracterizacdo de isolados de S. aureus
(BANNERMAN et al., 1995). O PFGE é o método de escolha para a comparacéo dos isolados
epidemiologicamente relacionadas. Por sua robustez tem sido usada em inquéritos
microepidemiolégicos (local ou de curto prazo) e para macroepidemiologicos (nacional,
continental, ou de longo prazo) (HALLIN et al., 2007; MONTESINOS et al., 2002). O
método tem sido aplicado especificamente para estudar o comportamento do S. aureus na
mastite (ZADOKS et al, 2000; MIDDLETON et al, 2002), para determinaras estirpes que ddo
origem a mastite (ZADOKS et al, 2002), para avaliar o efeito a longo prazo da persisténcia
de S. aureus em rebanhos leiteiros (ANDERSON & LYMAN, 2006), e para estudar o
relacionamento genético das cepas de fatores de viruléncia aumentada (JORGENSEN et al.,
2005).



3.0BJETIVOS

- Determinar os clones circulantes S. aureus causadores de mastite bovina dentro das
fazendas estudadas.

-Comparar a eficacia das técnicas moleculares ERIC-PCR e (GTG)s-PCR para detectar
os clones de S. aureus.



4. MATERIAL E METODOS
4.1. Amostragem- Sele¢do dos Municipios e Propriedades

Para o presente estudo foram utilizados 56 Staphylococcus aureus oriundos de amostras
de leite mastitico coletadas em municipios da regido sul fluminense do estado do Rio de
Janeiro, onde esta localizada a maior bacia leiteira do estado no que se refere a produtividade
leiteira (MARAFON, 2004) (Anexo 01). As fazendas foram selecionadas quanto ao seu tipo
de manejo, quantidade de vacas e producéo leiteira. Em cada propriedade foram realizados
testes para identificacdo de mastite clinica (exame fisico da glandula mamaria e caneca telada)
e subclinica (CMT — Califérnia Mastitis Test) em todos os quartos mamaérios de todas as
vacas em lactacdo. As amostras de leite foram obtidas por meio de ordenha manual e
individual, antecedida por lavagem das maos do ordenhador e do Ubere do animal com agua e
sabdo e alcool a 70%, com secagem dos mesmos com papel toalha. Os jatos de leite foram
acondicionados diretamente em frascos estéreis e colocados em caixas isotérmicas com gelo.

4.2. Caracterizacdo fenotipica dos Staphylocococcus aureus

Os Staphylococcus aureus utilizados foram previamente isolados e identificados
fenotipicamente por Mendonga (2012) e Marques (2012), através da metodologia descrita por
KONEMAN (2008), e estocados em caldo Brain Heart Infusion (BHI) acrescido de 45% de
glicerol para posterior caracterizacdo genotipica. Como controle positivo em todas as reacdes
de PCR foi utilizado a cepa padrdo de S. aureus ATCC 43300.

4.3. Extracdo de DNA dos isolados de Staphylococcus aureus

Para extracdo do DNA total, cada isolado foi cultivado em5mL de Caldo BHI a
temperatura ambiente por 12-16 hrs a 150 rpm. Em seguida 1,5mL da cultura foi transferido
para microtubos de 1,5 mL e centrifugado por 5 min a 12396g e o sobrenadante foi
descartado, esta etapa repetiu-se trés vezes. As células foram ressuspendidas em 600 pL de
solucdo de extracao (TrisHCI 200 mM pH 8,0; EDTA 25 mM pH 8,0; SDS 1%, NaCl 25 mM)
e agitadas em Vortex, sendo incubadas a 65°C por 30 min em seguida. Ap6s 0 tempo
estipulado, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente e foi adicionado 600 pL de
fenol:cloroférmio:alcoolisoamilico [1-1(24:1)], sequido de uma homogeneizagdo por 2 min e
centrifugacdo a 14549¢g por 10 min. A fase superior foi transferida para um novo microtubo
(aproximadamente 400 pL) e adicionado2 volumes de etanol 100% gelado, seguido de
incubacdo a 20°C por 2 ou 12hrs para a precipitacdo do DNA. Posteriormente, as suspensdes
foram centrifugadas a 14549gpor 30 min, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
lavado com etanol 70%(aproximadamente 500 uL). Depois de seco a temperatura ambiente,
os sedimentos foram ressuspendidos em 30 L de &gua ultra pura e armazenados a -20°C.

Para quantificacdo do DNA total extraido, as amostras sdo aplicadas com 1uL de SYBR
Green (INVITROGEN) diluido de 10.000X para 100.000X o gel de agarose 0,8 % e
submetidas a eletroforese. Apds a corrida, o gel foi visualizado sob transiluminador ultra-
violeta e documentado pela camera fotografica (SONY — Modelo DSC-HX1). A estimativa da
concentracdo de DNA foi feita por comparacdo com o padrdo de intensidade de banda do
marcador Lambda (1) (Promega®), nas concentracdes de 25 e 50ng e a qualidade determinada
pela auséncia de rastro ao longo do gel.
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4.4. Caracterizacgdo genotipica de Staphylococcus aureus

Para confirmacdo da identificacdo fenotipica dos Staphylococcus aureus realizada por
MENDONCA (2012) e MARQUES (2012), os isolados foram submetidos as reacdes de PCR
utilizando primers especificos para o género Staphylococcus (ZHANG et al., 2004), para
Staphylococcus coagulase positivos (KARAHAN & CETINKAYA, 2006) e para espécie
S.aureus (STRAUB et al., 1999) (Quadro 1). Para um volume de reacdo de 20 pL as
concentragdes dos reagentes utilizados foram 1X Tampdo (Dream Taq Buffer-
Fermentas®),0,2uM de dNTp (Fermentas®), 0,3 UM de primer (Bionner®), 1U de Dream
Tagq Polimerase (Fermentas®) e 10ng de DNA. Os fragmentos foram avaliados por
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, contendo corante SYBR Green (INVITROGEN®)
diluido, possibilitando a visualizagdo dos fragmentos no transiluminador ultra-violeta e
documentacao pela camera fotografica (SONY — Modelo DSC-HX1), utilizando marcador de
peso molecular de 100 pb (Fermentas®).

Quadro 1. Primers e ciclos empregados nos ensaios de amplificacao

Gene (Fragmento) Primer Ciclo*

16S DNATr(756pb) AAC TCT GTT ATT AGG GAA GAA CA 1
Staphylococcus spp CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC

23S DNAr(930pb) ACG GAG TTA CAA AGG ACG AC 1

S.aureus AGC TCA GCC TTA ACG AGT AC

coa (variavel) ATA GAG ATG CTG GTACAG G 2

GCTTCCGATTGT TCG ATGC

* 1. 94°C 5min. (94°C 1min, 55°C 1 min., 72°C 1 min) x 30 e 72°C 10min; 2. 94°C 4min.
(94°C 1min, 60°C 1 min., 72°C 1 min) x 30 e 72°C 5min.

4.5. Técnicas de REP-PCR

Para a execucdo das técnicas de ERIC-PCR e (GTG)s-PCR foram realizados ajustes
exclusivos, tanto na composicdo dos reagentes quanto nas temperaturas dos ciclos de
amplificacdo, uma vez que os primers descritos na literatura para ambas as técnicas sdo
direcionados para o estudo de enterobactérias. Os ensaios estdo dispostos nas tabelas em
anexo (ANEXO 2 e 3).

4.5.1. ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus)

Para realizacdo desta técnica, foi utilizado o primer (5’ATGTAAGCTCCTGGG
GATTCAC3’) e (5’AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG3’) conforme descrito por de
Versalovic e colaboradores (1992). Os fragmentos foram avaliados por eletroforese em gel de
agarose a 2 %, contendo corante SYBR Green (Invitrogen®) diluido, possibilitando a
visualizacdo dos fragmentos no transiluminador ultra-violeta e documentacdo pela camera
fotogréfica (SONY — Modelo DSC-HX1), utilizando marcador de peso molecular de 100 pb
(Fermentas®).

45.2.(GTG)s-PCR
Para a realizag8o desta técnica foi utilizado o primer (5’-GTG GTG GTGGTG GTG-3)
descrito por Lieckfeldt et al. (1993). Os fragmentos foram avaliados por eletroforese em gel

de agarose a 2%, contendo corante SYBR Green (Invitrogen®) diluido, possibilitando a
visualizagdo dos fragmentos no transiluminador ultra-violeta e documentagdo pela cadmera
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fotografica (SONY — Modelo DSC-HX1), utilizando marcador de peso molecular de 100 pb
(Fermentas®).

4.6. PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis)

A técnica de Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) para obtengdo dos perfis
cromossémicos de S. aureus foi realizada mediante modificacbes em metodologias descritas
na literatura. Col6nias puras foram ressuspendidas em tampéo de suspensédo (100mM Tris,
100mM EDTA, pH 7,6) até alcancar a turbidez referente ao tubo 2 da escala de McFarland.
Apos, foi adicionado 20 pL de lisostafina a 225 pL da suspensdo bacteriana e incubado a 37°
C por 30 min. Em seguida, foi agregado 5uL de proteinase K (20mg/mL) e 250 pL de agarose
de baixo ponto de fusdo 1,5% a 50°C, para confeccédo dos blocos, que foram solidificados a
4°C por 20 min. Os blocos foram incubados em 1,5 mL de tampao de digestdo (0,5 M EDTA
pH9, 1% n-lauril-sarcosina e 75 L de proteinase K (20 mg/mL) durante 90 min em banho a
55°C. Apds digestdo, foram efetuadas lavagens, inicialmente com agua destilada esteril a
50°C em banho-maria por 15 min., e depois trés ciclos seguidos com tampédo de lavagem
(10mM Tris e ImM EDTA, pH 7,6) por igual intervalo de tempo e temperatura. A digestao
enzimaética foi feita com a adicdo do bloco a microtubo contendo tampéo de restrigdo (2uL de
albumina, 20 pL de Buffer J, 73 pL de &gua livre de nucleases e 5 L da enzima de restricdo
Smal). Apds montagem do gel, a corrida eletroforética foi efetuada em equipamento
CHEFDR 111 considerando pulso inicial de 5 s.; pulso final de 25 s.; angulo de 1200; 6 V por
17 hrs. A coloragdo do gel foi feita com brometo de etidio a 0,1% em tampéo de corrida para
posterior visualizacdo.

4.7. Analise da Diversidade Genética e do Poder Discriminatério

Os geis foram analisados visualmente gerando a matriz de auséncia e presenca. A partir
dessa matriz, foi calculada a dissimilaridade entre os isolados utilizando-se o complemento do
indice de Jaccard e posterior agrupamento dos isolados pelo método UPGMA (CRUZ, 2008)
através do programa GENES-UFV. A avaliacdo do poder discriminatorio dos métodos de
tipagem utilizados foram calculados usando o EpiCompare versdo 1,0 (RidomGmbH,
Wurzburg, Alemanha) (IKAWATY et al., 2008).
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5.0. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Identificacd@o genotipica dos isolados de Staphylococcus spp.

Dos 56 isolados, todos amplificaram um fragmento Unico de 756 pb, confirmando que
estes pertenciam ao género Staphylococcus spp, geraram fragmentos de tamanho varidveis
compativeis com o esperado para confirmar que pertenciam ao grupo dos Staphylococcus
coagulase positivos e geraram fragmentos de 930 pb, confirmando a sua identificagdo com
Staphylococcus aureus (Figura 1).

M CP B 1
756 pb 800pb
—_— —
600pb
_

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose a 0,8% com o produto de amplificacdo da
identificacdo do Staphylococcus aureus. (A) Genes Staph. (756 pb) M: marcador de peso
molecular (100bp), CP: controle positivo, B: Reacdo negativa e 1: Isolado positivo para 0s
gene Staph.; (B) coa (variavel pb) M: marcador de peso molecular (100bp), CP: controle
positivo (600pb), B: Reacdo negativa e 1: Isolado positivo (800pb); (C) DNAr de S. aureus
(930 pb) M: marcador de peso molecular (100bp), CP: controle positivo, CN: controle
negativo e 1: Isolado positivo.

5.2. ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus)
Para otimizacdo da técnica de ERIC-PCR, inicialmente foram selecionados seis
isolados que foram submetidos a 12 protocolos com diferentes pardmetros para amplificacéo

(Anexo 1). Os trés protocolos que apresentaram maior poder discriminatorio foram
selecionados (Tabela 1).
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Tabela 1. Protocolos selecionados para técnica ERIC-PCR

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3
MgCl, 3mM 3mM 3mM
DNTP 1,25 mM 0,4 mM 0,4 mM
Primer 2 uM 2uM 2uUM
Tag DNA 1U 4U 4U
polimerase
DNA 10ng 10ng 10ng
Volume 25uL 50 pL 50 pL
Total
Ciclo 95°C por 7 min., 30x(94°C  95°C por 7 min., 30x(94°C  95°C por 7 min., 30x(94°C
por 1 min., 40°C por 1 por 1 min., 40°C por 1 por 1 min., 44°C por 1
min., e 65°C por 8 min.), min., e 65°C por 8 min.), min., e 65°C por 8 min.),
65°C por 8min. 65°C por 16min 65°C por 16min.
Isolados 27 32 35
avaliados
em cada
teste (N)

A partir do protocolo 1 foi gerado um perfil de amplificacdo mostrado na Figura 2,
onde foi observado que os tamanhos dos fragmentos variaram de 200 a 1000pb, sendo este
considerado o melhor protocolo dentre os testados. Dos 27 isolados submetidos a

amplificacdo, um total de 66,66 % foram tipaveis.

16 7 8 17 18 19 20 21 23 25 28 29 30 33 34 39 41 42 44 46 48 49 54 56|

M 2 1 4

1000pb
.

100pb

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose 2 % dos produtos de amplificagdo do ERIC-PCR de
isolados de Staphylococcus aureus provenientes de diferentes fazendas utilizando o protocolo
1. M: Marcador molecular de 100pb. Isolados positivos 4,7,16,17,18,19,21,23,

25,28,33,39,41,42,44,46,49 e 54. Isolados negativos 1,2,8,20,29,30,34,48 e 56.
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Baseado no resultado observado na figura 2 foi gerado um dendograma de
dissimilaridade (Figura 3), onde pode-se observar a formagéo de 6 agrupamentos (Tabela 2).

Wesoda de agrupament : Ligagio Media Enire GrupofIPGULA|
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Figura 3: Dendograma de dissimilaridade gerado a partir dos dados obtidos da tipagem de
Staphylococcus aureus utilizando o protocolo 1 para técnica ERIC-PCR através do método de
agrupamento UPGMA, Programa GENES — UFV.
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Tabela 2: Origens e agrupamentos dos isolados de Staphylococcus aureus gerados a partir da
utilizagdo do protocolo 1 na realizagédo do ERIC-PCR.

Amostra Fazenda/ Municipio Agrupamento (grupo)
49 H/Paracambi

54 H/Paracambi 1
19 D/Seropédica

7 C/Rio Claro

23 E/Rio Claro 9
16 A/Pirai

41 G/Paracambi

18 D/Seropédica 3
25 E/Rio Claro

33 F/Rio Claro 4
39 F/Rio Claro

44 G/Paracambi

46 G/Paracambi 5
42 G/Paracambi

17 D/Seropédica

28 E/Rio Claro 6
4 A/Pirai

21 D/Seropédica

Com base no dendograma, foi possivel observar a existéncia de cepas clonais (100%
de similaridade) oriundas da mesma Fazenda, como por exemplo, na fazenda H de Paracambi,
as cepas 49 e 54, e, na fazenda G de Paracambi, as cepas 44e 46. Foram observadas também
cepas clonais oriundas de diferentes fazendas de diferentes municipios como as cepas7, 23 e
16, das fazendas C e H de Rio Claro e A de Pirai, respectivamente, e 17, 28 e 4, da fazenda D
de Seropédica, E de Rio Claro e da Fazenda A de Pirai.

As cepas clonais 49 e 54 provenientes da fazenda H de Paracambi apresentaram 72%
de similaridade com o isolado 19 da fazenda D de Seropédica. Os clones 7, 23 e 16 das
fazendas C e E de Rio Claro e A de Pirai, respectivamente, apresentaram 59% de similaridade
com o isolado 41 da fazenda G de Paracambi. O isolado 18 da fazenda D demonstrou-se ser
diferente dos outros agrupamentos apresentando 23% de similaridade com os isolados do
grupo2. O isolado 25 da fazenda E de Rio Claro apresentou 24% de similaridade com os
isolados 33 e 39 da fazenda F de Rio Claro, que apresentaram 62% de similaridade entre si.
Na fazenda G de Paracambi, o isolado 42 apresentou 22% de similaridade com os clones 44 e
46. Neste grupo observa-se que isolados da mesma fazenda diversificam genicamente. O
isolado 21 da fazenda D de Seropédica apresenta 18% de similaridade com os clones 4, 17 e
28 das fazendas A, D e E dos municipios Pirai, Seropédica e Rio Claro respectivamente.
Neste gruponota-se a dispersé@o de cepas clonais entre as fazendas e nota-se diversidade
génica entre os isolados da fazenda D de Seropédica (17 e 21).

A realizacdo da técnica de ERIC-PCR seguindo o protocolo 1 permitiu um poder
discriminatorio de 0,863. Com a analise do dendograma nota-se a dispersao de isolados com
similaridade genética em diferentes propriedades e presenca de cepas clonais circulantes
dentro da mesma propriedade e em propriedades de municipios diferentes.

A fim de melhorar o desempenho da técnica foram realizadas algumas mudancas na
concentracdo da Taqg Polimerase, dNTps e no volume da reacao (Protocolo 2, Tabela 1). Apds
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a eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificacdo oriundos deste protocolo,
observou-se a geracdo de um maior nimero de fragmentos com tamanhos variando de 100 a
1000pb (Figura 04). Dos 32 isolados submetidos a amplificacdo, um total de 90,62% foram
tipaveis. De acordo com TYLER et al.(1997), a melhor performance da técnica ocorreria
como aumento da concentracdo de primer e TagPolimerase.

9 10 110 2% 93 [N 3550200 ke 20 I8 NI U26, o33 ). 51 SLAUEINLAY 3]
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Figura 4: Eletroforese em gel de agarose 2 % dos produtos de amplificacdo do ERIC-
PCR de isolados de Staphylococcus aureus provenientes de diferentes fazendas utilizando o
protocolo 2.B: reacdo negativa. Isolados Positivos: 3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,20,21,22,
24,26,31,33,35,36,42,45,47,48,51,53 e 54. Isolados negativos: 23, 52 e 54.

Baseado nestes resultados foi gerado um dendograma de dissimilaridade em que foi
observada a formacéo de 15 agrupamentos (Figura 5, Tabela 3).
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Figura 5: .Dendograma de dissimi.laridade gerado a partir. dos dados obtidos da tipagem de
Staphylococcus aureus utilizando o protocolo 2 para técnica ERIC-PCR através do método de
agrupamento UPGMA, Programa GENES — UFV.

Com base no dendograma, de modo geral, este protocolo demonstrou um perfil mais
diversificado dos isolados, produzindo 15 agrupamentos distintos.
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Tabela 3: Origens e agrupamentos dos isolados de Staphylococcus aureus a partir do
protocolo 2 na realizacdo da técnica de ERIC-PCR

Isolado Fazenda/ Municipio Agrupamento (grupo)
10 A/Pirai

11 A/Pirai 1
13 A/Pirai

6 A/Pirai 2
15 A/Pirai

26 E/Rio Claro 3
42 G/Paracambi

12 A/Pirai 4
24 E/Rio Claro

14 A/Pirai 5
51 H/Paracambi

35 F/Rio Claro 6
36 F/Rio Claro

8 C/Rio Claro 7
48 G/Paracambi

9 C/Rio Claro

21 D/Seropédica 8
53 H/Paracambi

31 E/Rio Claro 9
45 G/Paracambi

33 F/Rio Claro 10
5 A/Pirai 11
22 E/Rio Claro

4 A/Pirai 12
39 F/Rio Claro

3 C/Rio Claro 13
7 C/Rio Claro

47 G/Paracambi 14
20 D/Seropédica 15

Foi detectado que apenas dois isolados, 10 e 11, oriundos da fazenda A de Pirai,
teriam 100% de similaridade, representando uma cepa clonal. Estes clones apresentaram 73%
de similaridade com o isolado 13 da mesma fazenda. Nesta mesma fazenda, os isolados 6 e 15
apresentaram 73% de similaridade entre si, representando outro grupo. Os isolados da fazenda
E de Rio Claro (26) e da fazenda G de Paracambi (42) possuem 42% de similaridade. Os
isolados da fazenda C de Rio Claro (3 e 7) apresentam 40% de similaridade entre si.Os
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isolados da fazenda A de Pirai (12) e da fazenda E de Rio Claro (24) apresentaram 38% de
similaridade. E os isolados da fazenda C de Rio Claro (8) e da fazenda G de Paracambi (48)
apresentaram apenas 24% de similaridade. Observa-se baixa similaridade entre os isolados
pertencentes aos grupos 3,4,5,6 e 7. Os isolados do grupo5 das fazendas A de Pirai e H de
Paracambi (14 e 51) e o isolado do grupo 6 (35 e 36) da fazenda F de Rio Claro apresentaram
50% de similaridade entre si. Ja os isolados da fazenda C de Rio Claro (9) e o da fazenda D de
Seropédica (21) apresentaram 75% de similaridade entre si e estes apresentaram 59% de
similaridade com o isolado da fazenda H de Paracambi (53). Os isolados das fazenda E de Rio
Claro (31) e da G de Paracambi (45) apresentaram 48% de similaridade entre si. E estes
apresentam 23% de similaridade com o isolado da fazenda F de Rio Claro (33). Os isolados
das fazendas A de Pirai (5) e 0 da E de Rio Claro (22) apresentaram 40% de similaridade
entre si. Os isolados 4 e 39 da fazenda A de Pirai e F de Rio Claro apresentam 50% de
similaridade entre si. Os isolados da fazenda G de Paracambi (47) e da fazenda D de
Seropédica (20) ndo apresentam similaridade com nenhum dos outros isolados usados neste
estudo.

A realizacdo da técnica de ERIC-PCR seguindo o protocolo 2 permitiu um poder
discriminatorio de 0,961.Com a analise do dendograma,observa-se grande diversidade génica
e variabilidade entre os isolados oriundos de uma mesma fazenda e entre fazendas localizadas
em municipios diferentes.

A principal desvantagem do protocolo 2 foi a auséncia de reprodutibilidade, a partir de
testes realizados em triplicata para trés dos isolados avaliados (dados ndo mostrados).Uma
possivel explicacdo é a baixa temperatura de anelamento utilizada.As técnicas de REP-PCR
foram inicialmente propostas para a tipificacdo de enterobactérias onde a temperatura de
anelamento utilizada é de 52°C. Porém com esta temperatura ndo ocorreu a amplificacdo dos
isolados do presente estudo. O que corrobora com o estudo realizado por Tyler e
colaboradores (1997), no qual foram testados os principais fatores que interferem a eficacia
desta técnica. Em relacdo a temperatura de anelamento, o estudo demonstrou que
temperaturas superiores a 40°C ndo permitiram a amplificacdo por técnicas de REP-PCR para
bactérias do género Staphylococcus spp. Porém, para contornar esta desvantagem foi
realizado um teste com varias temperaturas de anelamento onde a temperatura de 44°C
possibilitou a reproducdo do perfil de amplificacdo dos isolados testados, com pouco
comprometimento do nimero de fragmentos gerados. Com isso foi gerado um terceiro
protocolo, onde a temperatura de anelamento foi alterada para 44°C (Tabela 1).

Dos 38 isolados submetidos a amplificacdo por ERIC-PCR utilizando protocolo 3,
84,21 % dos isolados foram tipaveis. Foram observados nove fragmentos, um nimero maior
do que aquele oriundo do protocolo 01, porém menor do que o observado quando o protocolo
2 foi utilizado (Figura 6).0s tamanhos dos fragmentos gerados com este protocolo variou de
500 a <1000pb e, baseados nestes resultados foi gerado um dendograma de dissimilaridade
em que foi observada a formacao de 16 agrupamentos (Figura 6, Tabela 4).

Com base no dendograma, foi possivel observar a existéncia de cepas clonais (100%
de similaridade) em duas propriedades, as cepas 39 e 52, oriundos das fazendas F de Rio
Claro e H de Paracambi, e as cepas 37 e 53 da Fazenda F de Rio Claro e H de Paracambi,
demonstrando a dispersdo destes dois clones entre essas duas fazendas pertencentes a
municipios diferentes.

Os clones 39 e 52 da fazenda F de Rio Claro e da fazenda H de Paracambi,
respectivamente, apresentaram 33 % de similaridade com o isolado 9 da fazenda C de Rio
Claro. Os isolados da fazenda A de Pirai (10 e 13) apresentaram apenas 23% de similaridade
entre si. O isolado da fazenda F de Rio Claro (35) apresentou 95% de similaridade com os
isolados do grupo2. Os isolados da fazenda G de Paracambi (42 e 47) apresentam
similaridade de 32%. Os isolados das fazendas C de Rio Claro (5) e da fazenda E de Rio
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Claro (32) também apresentam 32% de similaridade. Os isolados da fazenda F de Rio Claro
(36) e da fazenda H de Paracambi (51) apresentam 50% de similaridade. Estes isolados
apresentam 38%de similaridade com o isolado da fazenda E de Rio Claro (31). O isolado 24
da fazenda E de Rio Claro apresenta similaridade de apenas 13% com os isolados do grupo6.
Os isolados da fazenda C de Rio Claro (8) e da fazenda A de Pirai (12) apresentam 50% de
similaridade entre si. Os clones 37 e 53 das fazendas F e Rio Claro e H de Paracambi
respectivamente, apresentam 32% de similaridade com o isolado 41 da fazenda G de
Paracambi. Na fazenda A os isolados 14 e 15 apresentam pouca similaridade (21%), estes
isolados apresentam 11% de similaridade com o isolado 7 da fazenda C de Rio Claro.
Também na fazenda A de Pirai os isolados 4 e 11 apresentam apenas 28% de similaridade
entre si e o isolado 28 da fazenda E de Rio Claro apresenta 18% de similaridade com os
isolados do grupol3. Os isolados da fazenda G (40) e da fazenda H (50) ambas de Paracambi
apresentam apenas 7 e 2 % de similaridade respectivamente com os outros isolados analisados
neste estudo. O isolado 54 da fazenda H de Paracambi n&o apresenta similaridade com
nenhum dos outros isolados usados neste estudo.

A realizacdo da técnica de ERIC-PCR seguindo o protocolo 3 permitiu um poder
discriminatorio de 0,96.Com a analise do dendograma nota-se a dispersao de isolados com
similaridade genética provenientes de diferentes propriedades de distintas localidades e
presenca de cepas clonais circulantes em propriedades de municipios diferentes. Assim como
no protocolo 02 podemos observar que isolados provenientes de uma mesma fazenda ficaram
distribuidos em diferentes grupamentos.

47 48 50 51 M 52 53 54 41

8 3% 4 ST 8 9 10 11 12 13 14 15 21 22 M 23 24 26 27 31 32 35 36 37 39 40 42 45
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Figura 6: Eletroforese em gel de agarose 2 % dos produtos de amplificagédo do ERIC-PCR de
isolados de Staphylococcus aureus provenientes de diferentes fazendas utilizando o protocolo
03. M: Marcador molecular de 100pb. B: reacdo negativa; Isolados positivos: 4, 5, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 24, 31, 32, 35, 36, 37, 39, 40,41, 42, 47, 50, 51, 52, 53 e 54; Isolados
negativos: 3, 21, 22, 23, 26, 27, 45, e 48.
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Figura 7: Dendograma de dissimilaridade gerado a partir dos dados obtidos da tipagem de
Staphylococcus aureus utilizando o protocolo 03 para técnica ERIC-PCR através do método
de agrupamento UPGMA, Programa GENES — UFV.
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Tabela 4: Origens e agrupamentos dos isolados de Staphylococcus aureus gerados pelo perfil
mostrado na Figura 05

Isolado Fazenda/ Municipio Agrupamento (grupo)
39 F/Rio Claro 1
52 H/Paracambi

9 C/Rio Claro

10 A/Pirai 2
13 A/Pirai

35 F/Rio Claro 3
42 G/Paracambi 4
47 G/Paracambi

5 C/Rio Claro 5
32 E/Rio Claro

36 F/Rio Claro 6
51 H/Paracambi

31 E/Rio Claro

24 E/Rio Claro 7
8 C/Rio Claro 8
12 A/Pirai

37 F/Rio Claro 9
53 H/Paracambi

41 G/Paracambi

14 A/Pirai 10
15 A/Pirai

7 A/Pirai 11
4 A/Pirai 12
11 A/Pirai

28 A/Pirai 13
40 G/Paracambi 14
50 H/Paracambi 15
54 H/Paracambi 16

Ap0s a realizacdo dos trés protocolos, foi possivel determinar que todos apresentaram
um poder discriminatério satisfatdério para a espécie bacteriana S. aureus e que quando
comparados entre si, o protocolo 2 apresentou o melhor desempenho (0,961), porém né&o
apresentou uma boa reprodutibilidade.

Através dos trés protocolos de ERIC- PCR foi possivel observar a disperséo de cepas
clonais (100% de similaridade) na mesma propriedade, como por exemplo, os isolados 49 e
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54 da fazenda H de Paracambi e os isolados 44 e 46 da fazenda G de Paracambi através do
protocolo 1. Além disso, os isolados 10 e 11 da fazenda A de Pirai também apresentaram esta
caracteristica, atraves do protocolo 2.

Também observou-se a dispersdo clonal em diferentes propriedades e municipios,
como por exemplo, os isolados 7, 16 e 23 das fazendas C (Rio Claro), A (Pirai) e E (Rio
Claro) respectivamente testados através do protocolo 1. O mesmo ocorreu com os isolados 39
e 52, provenientes das fazendas F (Rio Claro) e H (Paracambi) utilizando o protocolo 3.

Também foi possivel detectar a distribuicdo dos isolados com similaridade genética de
62% entre os isolados 33 e 39 da fazenda F de Rio Claro com o protocolo 1 e com 75% entre
os isolados 9 e 21 das fazendas C (Rio Claro) e D (Seropédica) com o protocolo 2. O
protocolo 3 também possibilitou 50% de similaridade entre os isolados 31 e 51 provenientes
das fazendas E (Rio Claro) e H (Paracambi).

Ap0s a realizacdo dos distintos protocolos do ERIC-PCR para a tipificacdo de isolados
de S. aureus, pode-se concluir que esta € uma técnica muito sensivel as variagdes na sua
execucdo o que dificulta a sua reproducdo inter e intra laboratorial, diminuindo assim a sua
eficacia.

5.3. (GTG)s- PCR

Para implementacdo da técnica de (GTG)s- PCR na tipificacdo de S. aureus, foram
testados oito protocolos com diferentes parametros de amplificacdo (Anexo 03). Ao final,
decidiu-se por um protocolo de maior poder discriminatério (dados ndo mostrados). Para
reacdo, foi utilizado um volume total de 25 ul. As concentracBes dos reagentes utilizados
foram 1X Tampdo (Dream Taq Buffer- Fermentas®), 3,0mM de MgCl, (Fermentas®),
200uM de dNTp(Fermentas®), 1uM de primer (Bionner®), 0,1% de Triton X-100 (Sigma®),
2U de Dream Taqg Polimerase (Fermentas®) e 10ng de DNA. As condicGes de amplificacdo
foram 95°C por 7 min, 30 ciclos de 94°C por 1 min, 40°C por 1 min e 65°C por 8 min,
seguidos por ciclo final de 65°C por 8min.

Dos 25 isolados submetidos a amplificacdo por (GTG)s-PCR, 96 % dos isolados forma

tipaveis. E os fragmentos variaram de 400 a 1000pb (Figura 8).
M B 1 24 7 8 16 17 18 19 2021 23 2528 30 33 34 39 42 43 44 46 48 49 54 55 56

1000pb

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos de amplificagcdo do (GTG)s-PCR
de isolados de Staphylococcus aureus provenientes de diferentes fazendas. M: Marcador
molecular de 100pb. B: reacdo negativa; Isolados Tipaveis: 2,4,7,8,16,17,18,19,20,21,23,25,
28,30,33,34,39,42,43, 44, 46, 48,49,54,55 e 56. Isolado N&o Tipaveis: 1
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Com base nestes resultados foi construido um dendograma de dissimilaridade, onde
notamos a formacgao de 15 agrupamentos (grupos) (Figura 9, Tabela 5).

Método de agrupamentn : Ligagao Média Entre GrupoflIPGIMA)

] 1% A ] 4 o ] [ & 2 1
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Figura 9: Dendograma de dissimilaridade gerado a partir dos dados obtidos da tipagem de
Staphylococcus aureus utilizando a técnica (GTG)s-PCR através do método de agrupamento
UPGMA, Programa GENES — UFV.

A realizacdo da técnica de (GTG)s-PCR permitiu um poder discriminatério de 0,957.
Com base no dendograma, foi possivel observar a existéncia de cepas clonais (100% de
similaridade) provenientes da mesma fazenda, como no caso dos clones 49 e 54 oriundos da
Fazenda H, e provenientes de fazendas de municipios diferentes como os clones 4 e 17,
provenientes da fazenda A de Pirai e D de Seropédica, respectivamente e os clones 20 e 33,
provenientes da fazenda D de Seropédica e F de Rio Claro. Os isolados da fazenda C de Rio
Claro (7) e da fazenda G de Paracambi (42) apresentam 54% de similaridade entre si. Os
isolados da fazenda E de Rio Claro (25 e 30) apresentam 83% de similaridade entre si. Os
clones das fazendas D de Seropédica (20) e F de Rio Claro (33) apresentam 52% de
similaridade com o isolado da fazenda F (39). O isolado 2 da fazenda B de Rio Claro
apresenta apenas 37% de similaridade com o grupo4. Os clones das fazendas A de Pirai (4) e
D de Seropédica (17) apresentam 72% de similaridade com o isolado 55 na fazenda H de
Paracambi. O isolado 43 da fazenda G de Paracambi apresenta 64% de similaridade com os
isolados do grupo6. O isolado 21 da fazenda D de Seropédica apresenta 47% de similaridade
com grupo7. Os isolados da fazenda A de Pirai (16) e da fazenda E de Rio Claro (28)
apresentam 73% de similaridade entre si. O isolado da fazenda E de Rio Claro (23) apresenta
33% de similaridade com os isolados do grupo 9. Os isolados da fazenda G de Paracambi (44
e 46) apresentam 42% de similaridade entre si. O isolado da fazenda D de Seropédica (19) e
da fazenda G de Paracambi (48) apresentam 78% de similaridade entre si. Os isolados da
fazenda D de Seropédica (18) e da fazenda H de Paracambi (56) apresentam 52% de
similaridade entre si. Ja o isolado 34 da fazenda D de Seropédica apresenta apenas 13% de
similaridade com o grupol3 e o isolado 8 da fazenda C de Rio Claro ndo apresenta
similaridade com nenhum isolado utilizado nesse estudo (Figura 08).
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Tabela 5: Origens e agrupamentos dos isolados de Staphylococcus aureus através da técnica
de (GTG)s-PCR

Isolado Fazenda/ Municipio Agrupamento (grupo)
49 H/Paracambi 1
54 H/Paracambi

7 C/Rio Claro 2
42 G/Paracambi

25 E/Rio Claro 3
30 E/Rio Claro

20 D/Seropédica 4
33 F/Rio Claro

39 F/Rio Claro

2 B/Rio Claro 5
4 A/Pirai 6
17 D/Seropédica

55 H/Paracambi

43 G/ Paracambi 7
21 D/Seropédica 8
16 A/Pirai 9
28 E/Rio Claro

23 G/Paracambi 10
44 G/Paracambi 11
46 D/Seropédica

19 G/Paracambi 12
48 D/Seropédica

18 H/Paracambi 13
56 F/Rio Claro

34 F/Rio Claro 14
8 C/Rio Claro 15

Apesar dos resultados gerados pela técnica do (GTG)s-PCR terem sido satisfatorios e
da técnica possuir um bom poder discriminatério (0,957) para a tipagem de S. aureus, as
tentativas subsequentes de execugdo da técnica ndo foram bem sucedidas o que indica a
necessidade de ajustes em sua padroniza¢do em nosso laboratorio de maneira a garantir que,
uma vez otimizada, possa gerar resultados confiaveis e reprodutiveis que possam ser
utilizadas para analise de disperséo dos isolados de S. aureus.
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5.4. PFGE- PCR

Como parte dos estudos de Pds-Doutoramento da Professora Miliane Moreira Soares
de Souza, coordenadora do projeto de pesquisa e orientadora da presente dissertagéo, foi
realizada a tipagem molecular através da Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE)
utilizando 33% (19/57) dos isolados de S. aureus deste estudo (Figura 10). Estes dados foram
incorporados a esta dissertacdo para auxiliar na compreensao dos perfis genotipicos obtidos.
Depois da digestdo do DNA dos isolados com a enzima de restricdo Smal, foi possivel a
deteccdo de 6 perfis genéticos distintos (Tabela 07). Os perfis A e B foram formados por 2
isolados cada um, os perfis C, D e E por 3 isolados cada um e o perfil F formado por um
unico isolado. Cinco isolados ndo foram possiveis de tipar por esta técnica, destes, quatro
isolados n&o foram cortados pela enzima Smal e um isolado quando submetido ao campo
pulsado originou um rastro ao longo do gel. Cada perfil considerado no estudo foi obtido
apos, pelo menos, trés repeticoes.

Figura 9: Padrdo eletroforético do DNA cromossdmico de S.aureus clivado com Smal em gel
de agarose 0,8% apo6s eletroforese em campo pulsado. Isolados classificados em distintos
perfis: 1 (C); 2 (D); 3 (E); 4 (B); 5 (F); 6 (A); 7 (perfil tipo rastro); 8 (D); 9: isolado ndo
cortado pela enzima Smal.
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Tabela 6: Origens e perfis dos isolados de Staphylococcus aureus gerados pelo perfil
mostrado na Figura 09

Isolado Fazenda/ Municipio Perfil
4 A/ Pirai A
8 C/ Rio Claro

33 F/ Rio Claro B
41 G/ Paracambi

39 F/ Rio Claro C
45 G/ Paracambi

25 E/Rio Claro

20 D/ Seropédica D
54 H/ Paracambi

55 H/ Paracambi

46 G/ Paracambi E
47 G/ Paracambi

48 G/ Paracambi

42 G/ Paracambi F

Atualmente, surgiu um MRSA colonizador frequente de populagdes animais,
possivelmente favorecido pela ampla utilizacao de antibidticos, sendo denominado “livestock-
associated MRSA” (LA-MRSA). Este tipo surgiu primeiramente em porcos, mas também tém
sido descrito em outros animais como: cées, cavalos, aves, gado, inclusive humanos (CUNYet
al., 2008; HASMAN et al., 2010; HUBER et al., 2010; LOEFFLER & LLOYD, 2010).LA-
MRSA sdo resistentes a clivagempor Smal, a enzima de restricdo mais frequentemente
utilizada para tipagem de S.aureus por PFGE (CHUNG et al., 2000), pela presenca de uma
metilacdo nos sitios de atuacdo da enzima de restricdo (BENS et al., 2006). Este tipo de
MRSA, no entanto, € tipificado por spa, baseado na sequéncia da regido polimérfica X do
gene da proteina A (spa A) de S. aureus. (VANDERHAEGHEN et al.,2010). Dentre os LA-
MRSA, o clone ST398, historicamente bastante raro em humanos, ndo deriva das linhagens
mais comuns de MRSA e carreia SCCmec do tipo IV ou V, sendo este o mais frequente
(MONECKE et al., 2011). Tal fato sugere a transferéncia de elementos genéticos entre CA-
MRSA e LA-MRSA. Diferentemente do CA-MRSA, LA-MRSA ST398 geralmente nédo
possuem os genes codificadores da toxina PVL. Excecbes envolvem estirpes de infeccdes em
seres humanos, que possivelmente adquiriram este gene de outro MRSA humano. Esta
diversidade de cepas pode ser resultante da adaptacdo dos S. aureus a diferentes hospedeiros
animais por mecanismos genéticos que permanecem desconhecidos (PANTOSTI, A., 2012).

Considerando a robustez e confiabilidade da técnica de PFGE, foi possivel observar
uma acentuada diversidade de clones de S. aureus nas propriedades leiteiras avaliadas na
regido Sul-Fluminense do Estado do Rio de Janeiro, ndo tendo sido detectado um perfil
predominante nos isolados estudados.

5.5. Andlise da diversidade e dispersao do isolados de S. aureus

As técnicas testadas apresentaram resultados semelhantes quanto a diversidade e a
disperséo de S. aureus entre fazendas e municipios.
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Através da técnica de ERIC- PCR, considerando o protocolo 3 como o mais eficaz dos
trés testados, foi possivel observar a dispersao clonal entre fazendas de municipios diferentes
como entre Rio Claro e Paracambi que possuem uma distancia geografica de 72,9 km. Uma
justificativa para a presenca dessas cepas clonais seria a presenca de rodovias que interligam
as propriedades facilitando a comercializacdo de animais entre estes municipios, e assim a
dispersdo de cepas clonais.

Os isolados de uma mesma fazenda apresentaram alto grau de diversidade entre si.
Porém, Chapaval e colobaradores (2006) ao tipificarem isolados de S. aureus oriundos da sala
de ordenha encontraram grande similaridade genética entre os isolados.

Os isolados de fazendas de municipios diferentes apresentaram um maior grau de
similaridade genética. A dispersdo de isolados similares geneticamente pode ser explicada
pela pouca mao de obra disponivel nesta regido, o que ocasionaria de um mesmo ordenhador
trabalhar em fazendas diferentes carreando assim patogenos de um municipio a outro.

A técnica de (GTG)s— PCR, além de identificar cepas clonais de municipios diferentes
como na técnica de ERIC- PCR, também revelou cepas clonais na mesma propriedade o que
sugere a presenca de uma cepa que acometeria todo o rebanho com as mesmas caracteristicas
genéticas de viruléncia e resisténcia(AKINEDEN, et al, 2001). Estes achados seriam
explicados devido a algumas linhagens de S. aureus possuem uma combinagéo de genes que
conferem a capacidade infecciosa e de dispersdo (CABRAL, et al, 2004).

Através da técnica de (GTG)s-PCR, diferentemente dos resultados apresentados pela
técnica de ERIC-PCR, os isolados de uma mesma fazenda apresentaram uma similaridade
genética um pouco maior. Porém, assim como na técnica de ERIC-PCR, os isolados com
maior grau de similaridade eram de fazendas em municipios diferentes.

A grande diversidade genética entre os isolados de S. aureus também foi identificada
pela técnica de PFGE nas fazendas avaliadas. Esta analise é corroborada por estudos de
RABELLO e colaboradores (2005) que detectaram 16 perfis ao analisar 106 cepas de S.
aureus isoladas de 9 fazendas distintas do estado do Rio de Janeiro. No entanto, diferente do
presente estudo, estes pesquisadores observaram a predominancia de um perfil em 54,2% dos
isolados e presente em seis das nove propriedades avaliadas.

A grande diversidade genética foi encontrada em outros estudos feitos no Brasil.
SOUZA e colaboradores (2012) utilizaram a técnica de PFGE na tipagem de S. aureus
oriundos do leite mastitico, utilizando 103 isolados coletados em 12 fazendas do estado de
Minas Gerais, onde foi observada a formacéo de 32 pulsotipos. Com a deteccdo de um grande
namero de pulsotipos, pode-se notar a grande heterogeneidade genética entre os S.aureus. O
estudo realizado por Ferreira (2008) apresentou resultados semelhantes, onde em sua pesquisa
em Nova Odessa, em Séo Paulo, obteve 39 pulsotipos de 245 S. aureus isoladas de leite em
casos de mastite e de ordenhadeiras mecéanicas.

As técnicas testadas ndo identificaram nenhum perfil predominante nas fazendas. Este
resultado discorda dos relatos na literatura sobre a existéncia de uma cepa clonal
predominante numa dada regido. Castelani e colaboradores (2013) tipificaram S. aureus
isolados de novilhas com mastite através da técnica de PFGE em 83 isolados,e detectaram o
predominio de uma linhagem correspondente a 89,1% dos isolados coletados em duas
fazendas do estado de Sao Paulo, corroborando com Smith e colaboradores (2005)que
afirmaram que um unico grupo clonal é responsavel pela maioria das infec¢Bes intramamarias
em bovinos e que este grupo apresenta uma ampla distribuicdo geogréfica.
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5.6. Avaliagdo das Tecnicas

Apesar das técnicas de ERIC-PCR e (GTG)s-PCR terem produzido um numero
elevado de perfis genéticos e um bom poder discriminatério para a tipagem de S.aureus
ambas apresentaram pouca reprodutibilidade, especialmente quando comparadas com a
técnica de PFGE. O que corrobora com Deplano et al.(2000) e Babouee et al.(2011) que ao
compararem o método de tipificacdo REP-PCR com o PFGE, observaram que a eletroforese
em campo pulsado apresentou maior poder discriminatorio do que as técnicas englobadas no
método REP-PCR, confirmando a classificacdo desta técnica como padréo ouro.

Estudos anteriormente realizados por nosso Grupo de Pesquisa com o intuito de
tipificar cepas de S.aureus oriundas de leite mastitico utilizando a técnica de amplificacdo
aleatoria (RAPD), observou que nenhum dos quatroprimers testados apresentaram poder
discriminatorio e reprodutibilidade, concluindo que esta técnica seria de pouca consisténcia, 0
que dificultaria a correlacdo dos resultados entre laboratérios (Coelho,2008). Esta conclusdo
também se aplicou no caso das técnicas ERIC e (GTG)s- PCR testadas nesta dissertacdo para
tipificar isolados de S. aureus. A reprodutibilidade da técnica de ERIC-PCR foi questionada
por Meacham et al. 2003, que encontraram diferencas quantitativas em relacdo a presenca e a
intensidade das bandas quando o mesmo isolado foi tipificado diversas vezes. Da mesma
forma, a baixa reprodutibilidade intra e inter laboratorial do conjunto de técnicas de REP-PCR
foi mostrado por Deplano et al.,2000 em um estudo multicéntrico afim de tipificar a espéecie
bacteriana S. aureus.Além disto, no presente estudo, os resultados produzidos pelas técnicas
ERIC e (GTG)s- PCR néo apresentaram correlagdo entre si, 0 que vai contra o principio do
método de tipificacdo de REP- PCR. Que preconiza a correlacdo entre as técnicas. Desse
modo, as técnicas ERIC e (GTG)s- PCR ndo sdo eficazes para realizar a tipificacdo e a
deteccdo de clones de S. aureus.

A busca por métodos eficientes de analise da distribuicdo clonal de isolados de S.
aureus vem sendo alvo de estudos dentro de nosso Grupo de Pesquisa. Inicialmente, foram
realizados os ensaios da técnica RAPD, como citado acima, que ndo se mostrou eficiente. O
presente estudo considerou técnicas de REP-PCR, que sdo descritas na literatura como
adequadas a tipificacdo de S. aureus, mas também ndo observamos boa correlacdo, em
especial quando comparadas ao padrdo ouro que é a técnica do PFGE. Esta proporcionou
resultados bastante interessantes e confidveis, no entanto, por tratar-se de técnica
extremamente laboriosa e ndo dispormos do equipamento préprio, de custo elevado, sua
execucdo rotineira ndo poderia ser implantada de modo a fornecer os resultados que
necessitamos. Desse modo, as etapas de desenvolvimento futuro desse trabalho envolverdo a
implantacdo de técnicas que utilizam primers voltados para regides conservadas do genoma
de S.aureus, como a técnica de PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) do
gene coa, que € um importante fator de viruléncia dos Staphylococcus spp. Esta técnica tem
sido considerada um método simples e preciso para a tipagem de S. aureus isolados a partir de
fontes diferentes (HOOKEY et al.,1998; FERREIRA, et al., 2006 ). Outra técnica que ira ser
implantada é a de tipificacdo usando a amplificacdo da regido X da proteina A (gene spa) em
S. aureus que tornou-se um dos métodos principais para tipagem regional e para programas
nacionais de vigilancia de MRSA. Além disso, este méetodo tem sido considerado de excelente
reprodutibilidade inter laboratorial, alto rendimento e consideravelmente elevado poder
discriminatorio (AIRES-DE-SOUSA, 2006; KOREEN et al., 2004). Também sera implantada
a técnica Multilocus Sequence Typing (MLST) que caracteriza os isolados bacterianos com
base no polimorfismo dos fragmentos internos de sete genes constiutivos de Staphylococcus
spp. Esta técnica tem contribuido grandemente para a compreensdo da estrutura da populagéo
e evolucdo de S. aureus (COOPER & FEIL, 2006; FEIL et al., 2003; ROBINSON &
ENRIGHT, 2004).
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6. CONCLUSOES

-Foi detectada grande diversidade genética na regido estudada entre os isolados de
S.aureus de uma mesma fazenda e de fazendas diferentes.

-Houve auséncia de um perfil genético com as técnicas de REP-PCR predominante na
regido estudada.

-Notou- se a dispersdo de cepas clonais e de isolados com similaridade genética em
municipios diferente.

- As técnicas testadas, ERIC e (GTG)s— PCR, apesar de produzirem um ndmero elevado
de perfis genéticos e um bom poder discriminatorio, apresentaram pouca reprodutibilidade,
especialmente quando comparadas com a técnica de PFGE.

- Técnicas baseadas na amplificacdo de elementos repetitivos, até 0 momento, ndo sdo
adequadas para a tipagem de S.aureus.
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ANEXO |

Origem dos isolados de Staphylococcus aureus utilizados no presente estudo.

Isolado Fazenda Municipio
1 A Pirai
2 B Rio Claro
3 C Rio Claro
4 A Pirai
5 A Pirai
6 C Rio Claro
7 C Rio Claro
8 C Rio Claro
9 C Rio Claro
10 A Pirai
11 A Pirai
12 A Pirai
13 A Pirai
14 A Pirai
15 A Pirai
16 A Pirai
17 D Seropédica
18 D Seropédica
19 D Seropédica
20 D Seropédica
21 D Seropédica
22 E Rio Claro
23 E Rio Claro
24 E Rio Claro
25 E Rio Claro
26 E Rio Claro
27 E Rio Claro
28 E Rio Claro
29 E Rio Claro
30 E Rio Claro
31 E Rio Claro
32 E Rio Claro
33 F Rio Claro
34 F Rio Claro
35 F Rio Claro
36 F Rio Claro
37 F Rio Claro
38 F Rio Claro
39 F Rio Claro
40 G Paracambi
41 G Paracambi
42 G Paracambi
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43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

IITIIIIITIOOOOOGOO

Paracambi
Paracambi
Paracambi
Paracambi
Paracambi
Paracambi
Paracambi
Paracambi
Paracambi
Paracambi
Paracambi
Paracambi
Paracambi
Paracambi
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Protocolos com variagdes utilizadas para a padronizacéo da técnica de ERIC- PCR para Staphylococcus aureus.

ANEXO 11

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5 Protocolo 6
MgCl, 3mM 3mM 3mM 3mM 3mM 3mM
(Fermentas®)
dNTp 0,5mM 1 mM 0,25 mM 0,25 mM 1 mM 1,25 mM
(Fermentas®)
Primer 0,6uM 1,2uM 1,2uM 1,2uM 1,2uM 1,2uM
(Bionner®)
Taq polimerase 2U 2U 2U 2U 2U 2U
(Fermentas®)
DNA 10ng 10ng 10ng 10ng 10ng 10ng
Volume da 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul
reacao
Ciclo 95°C 7min. 95°C 7min. 95°C 1min. 95°C 1min. 95°C 1min. 95°C 1min.
30x(90°C 30s, 58°C 1 30x(90°C 30s, 52°C 1 30x(94°C 30s, 52°C 1 30x(94°C 30s, 40°C 1 30x(94°C 30s,40°C 1 30x(94°C 30s, 40°C
min, 65°C 8 min.) min., 65°C 8 min.) min., 65°C 8 min.) min., 65°C 8 min.) min., 65°C 8 min.) 1 min., 65°C 8
68°C 16 min. 68°C 16 min. 68°C 16 min. 68°C 16 min. 68°C 16 min. min.)
68°C 16 min.
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ANEXO 11 (Continuacéo)

Protocolo 7 Protocolo 8 Protocolo 9 Protocolo 10 Protocolo 11 Protocolo 12
MgCl; (Fermentas®) 3mM 3mM 3mM 3mM 3mM 3mM
dNTp (Fermentas®) 1,25 mM 1,25 mM 0,2 mM 0,4 mM 0,4 mM 0,4 mM
Primer (Bionner®) 1,2uM 2uUM 0,5uM 2uUM 2uM 2uUM
Tag-polimerase 1U 1U 4U 4U 4U 4U
(Fermentas®)
DNA 10ng 10ng 10ng 10ng 10ng 10ng
Volume da reacédo 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul 50 pl 50 pl
Ciclo 95°C 1min. 95°C 1min. 95°C 1min. 95°C 1min. 95°C 1min. 95°C 1min.
30x (94°C 30 seg., 30x (94°C 30 seg., 30x(94°C 30seg., 30x(94°C 30seg., 30x(94°C 30seg., 30x(94°C 30 seg.,
40°C 1 min., 65° C 40°C 1 min., 65° C 40°C 1 min., 65° C 40°C 1 min., 65° C 40°C 1 min., 65° C 44°C 1 min., 65°C
8 min.) 8 min.) 8 min.) 8 min.) 8 min.) 8 min.)
68°C 16 min. 68°C 16 min. 68°C 16 min. 68°C 16 min. 68°C 16 min. 68°C 16 min.
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ANEXO 111
Protocolos com diferentes concentracdes e condigdes para a padronizacdo da técnica de
(GTG)5- PCR para Staphylococcus aureus.

Protocolo Protocolo Protocolo Protocolo Protocolo Protocolo Protocolo Protocolo

1 2 3 4 5 6 7 8

MgCl, 3mM 3mM 3mM 3mM 3mM 3mM 3mM 3mM

(Fermentas®)

dNTp 200pM  200pM  200puM  200puM 200uM 200uM  02mM  0,4mM

(Fermentas®)

Primer 1pM 1pM 1pM 1pM 1pyM 1pyM 0,5uM 2uM

(Bionner®)

Taq 2U 2U 2U 1U 2U 4U 4U 4U

Polimerase

(Fermentas®)

BSA 0,1% 0,1% - - - -

Formamida - 1,6ul - - - -

Triton 100X - - 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,01%

DNA 10ng 10ng 10ng 10ng 10ng 10ng 10ng 10ng

Volumeda 25yl 25 pl 25 pl 25 pl 25 pl 25 pl 25 pl 25 pl

reacao

Ciclo 95°C 95°C 95°C 95°C1min. 95°C 1min. 95°C 95°C 95°C
1min. 1min. 1min. 30x 30x 1min. 1min. 1min.
30x 30x 30x (94°C 30 (94°C30 30x 30x 30x
(94°C30 (94°C 30 (94°C 30 seg., seg., (94°C 30 (94°C 30 (94°C 30
seg., seg., seg., 40°C 1 40°C1min., seg., seg., seg.,
52°C1 40°C1 40°C1 min,65° 65°C8 40°C1 44°C1 40°C1
min., 65° min., 65° min., 65° C8 min.) min.) min., 65° min., 65° min., 65°
C8min.)) C8min.) C8min.) 68°C16 68°C 16 C8min.) C8min.) C8min.)
68°C 16 68°C16 68°C16 min. min. 68°C 16 68°C 16 68°C 16
min. min. min. min. min. min.
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