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RESUMO

BASSANI, M. T. M. S. Caracterizacdo de grupos agr e sua relacdo com perfil
enterotoxigénico e antimicrobiano em Staphylococcus aureus isolados de
diferentes origens. 2009. 70f. Dissertagdao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Agronomia “Eliseu Maciel”, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O accessory gene regulator (agr) € um regulador global de fatores de
viruléncia em S. aureus, como as enterotoxinas estafilocécicas (EE), responsaveis
pela intoxicagao alimentar estafilocécica. Sdo conhecidos quatro distintos grupos agr
devido ao polimorfismo na sequéncia dos aminoacidos de agrC e agrD. Na literatura
descreve-se relagao entre fatores de viruléncia, patogenias, hospedeiro preferencial
e perfil de resisténcia a antibiéticos com grupos agr. Neste contexto, objetivou-se
caracterizar grupos agr através de biplex PCR, e relaciona-los com os perfis
enterotoxigénico e antimicrobiano de cepas de S. aureus isoladas em alimentos e
leite de vacas mastiticas. Para caracterizagdo dos grupos agr foram utilizadas 115
cepas, sendo 30 isoladas em leite de vacas mastiticas e 85 em diversas fontes de
alimentos. Para a relacdo entre grupos agr e produgcdo de enterotoxina foram
utilizadas 14/85 cepas previamente caracterizadas quanto a presencga de alguma
enterotoxina (eea, eeb, eec, eed e cluster egc), ja para determinar o perfil de
resisténcia a antibidticos utilizaram-se 71/115 cepas. Observou-se uma prevaléncia
do grupo agr Il, com 19,1% (22/115 cepas), seguido do agr |, com 8,6% (10/115
cepas), agr lll 7,8% (9/115 cepas), e agr IV, 6,0% (7/115 cepas). Entre as cepas
isoladas em leite de vacas com mastite houve predominio do grupo agr |, com 20%
(6/30 cepas); ja nas cepas isoladas de diversas fontes de alimentos observou-se
prevaléncia do grupo agr Il, com 32,7% (18/85 cepas), especialmente entre as
provenientes de carne de frango. Entre as 14/85 cepas que carreavam genes de
enterotoxinas, a maioria que albergava o cluster egc (70%), pertencia ao grupo agr
II, enquanto nenhuma relagéo foi observada com aquelas que possuiam os genes
para as EE classicas (eea, eeb, eec, eed). Com relacdo ao perfil de resisténcia
antimicrobiana, 100% das cepas isoladas de leite de vacas com mastite e das
diversas fontes de alimentos apresentaram resisténcia a penicilina, ampicilina,
cefoxitina e vancomicina. Observou-se relacdo entre cepas isoladas de alimentos,
que eram resistentes a vancomicina e grupo agr ll, entretanto, nenhuma relagao foi
observada entre perfil antimicrobiano e grupos agr entre as cepas isoladas em leite
de vacas com mastite. Através destes resultados demonstra-se a prevaléncia do
grupo agr |l entre as cepas isoladas de alimentos e do grupo agr | em cepas isoladas
de leite de vacas mastiticas. Além disso, nas cepas que carreiam o cluster egc
houve predominancia do grupo agr Il, podendo indicar um grupo clonal entre essas.
Outro resultado relevante obtido neste estudo foi a elevada taxa de cepas de S.
aureus multiresistentes isoladas em alimentos, o que ressalta a importancia da
disseminagao de cepas multiresistentes entre os alimentos.

Palavras chaves: accessory gene regulator, Staphylococcus aureus, enterotoxinas,
cepas multiresistentes.



ABSTRACT

BASSANI, M. T. M. S. Caracterizacdo de grupos agr e sua relacdo com perfil
enterotoxigénico e antimicrobiano em Staphylococcus aureus isolados de
diferentes origens. 2009. 70f. Dissertagdao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Agronomia “Eliseu Maciel”, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

he accessory gene regulator (agr) is a S. aureus global regulator of virulence
factors, as the staphylococcal enterotoxins (SE), responsible for the staphylococcal
food poisoning. There are four different agr groups due to the polymorphism in the
amino acids sequence of the agrC and agrD. In the literature is described a
relationship among agr groups and virulence factors, diseases, preferential host and
antibiotic resistance. In this context, it was aimed to characterize the agr groups
through biplex PCR, and relationship among agr groups, enterotoxigenic and
antimicrobian profiles of S. aureus isolated from foods and bovine mastitis milk. A
total of 115 strains were used to characterize the agr groups , being 30 isolated from
f bovine mastitis milk and 85 isolated from several sources of foods. To assess the
relationship between agr groups and enterotoxin production were used 14/85 strains
previously characterized for the presence of some enterotoxins (sea, seb, sec, sed e
cluster egc). To determine the profile of antibiotics resistance were used 71/115
strains. We observed a prevalence of agr group Il with19.1% (22/115 strains),
followed by the agr | with 8.6% (10/115 strains), agr Ill with 7.8% (9 / 115 strains),
and agr IV with6.0% (7 / 115 strains). Among the strains isolated from bovine
mastitis milk agr group | was prevailed with 20% (6/30 strains), whereas in the
strains isolated from several food sources was observed prevalence of agr group |l
with 32.7% (18/85 strains), especially among those from chicken meat. Among the
14 strains (14/85) that contained enterotoxin genes, the majority of them contained
the cluster egc (70%) belonged to agr I, whereas no relationship was found with
those who had the genes for the classical SE (sea, seb, sec, sed). Considering the
antibiotic resistance 100% of bovine mastitis milk strains and from various sources of
food were resistant to penicillin, ampicillin, cefoxitin, and vancomycin. Relationship
was observed between food strains, which were resistant to vancomycin and agr |l,
however, no relationship was found between antibiotic profile and agr groups among
the strains isolated from bovine mastitis milk. These results demonstrated the
prevalence of agr Il among food strains and agr | among bovine mastitis milk strains.
Moreover, the strains that carried the cluster egc were predominant agr Il, which
could indicate the occurrence of a clonal group among those. Another important
result obtained in this study was the high rate of S. aureus multiresistant strains
isolated from food, which emphasizes the importance of dissemination of these
strains among foods.

Keywords: accessory gene regulator, Staphylococcus aureus, enterotoxin,
multiresistant strains.
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INTRODUCAO

Staphylococcus aureus (S. aureus) € um patdégeno altamente versatil, que
causa severas enfermidades em humanos e em animais. Dentre elas, destaca-se a
intoxicacao alimentar, que € o resultado da ingestado de alimentos contaminados por
enterotoxinas estafilococicas (EE), sendo a terceira maior causa de enfermidade
transmitida por alimento no mundo (BALABAM E RASSOLY, 2000; BRONNER et al.,
2004).

Varios alimentos s&o capazes de causar intoxicacdo, mas o leite e seus
derivados sdo os mais envolvidos em surtos. Um dos fatores que mais contribuem
para isso € a elevada incidéncia de mastite bovina nos rebanhos leiteiros, tendo em
vista que o principal agente etiolégico desta doenga da glandula mamaria de fémeas
lactantes é S. aureus (AIRES-DE-SOUSA et al., 2007; PELES et al., 2007).

Outro aspecto de grande importancia é a termoestabilidade das EE, tendo em
vista que o tratamento térmico destréi o patégeno, mas ndo a causa da intoxicagéo
alimentar (BALABAM E RASSOLY, 2000; DINGES et al., 2000).

Diversos fatores de viruléncia estdo envolvidos na patogenicidade de S.
aureus, o que a torna complexa. Varios pesquisadores tém tentado elucidar seu
mecanismo de patogenia, estudando fatores de viruléncia e reguladores globais.
Entre estes, o acessory gene regulator (agr) um locus, composto de 5 genes (hld,
agrA, agrB, agrC, agrD), dois promotores (P2 e P3) e uma molécula efetora (RNAIII),
€ o regulador largamente estudado e mais bem caracterizado. O agr regula a
producdo de diversos fatores de viruléncia entre eles proteinas de superficie,
exozimas e toxinas, como as enterotoxinas estafilocdcicas, além de participar da
formacgao de biofilmes (JI et al., 1995; AVIRDSON e TEGMARK , 2001; CHEUNG et
al., 2004).

Sé&o conhecidos quatro distintos grupos agr: I, II, Il e 1V, todos determinados
pelo polimorfismo da sequéncia de aminoacido de AgrD e AgrC. Diversos estudos
tém demonstrado relagao entre determinado grupo agr com hospedeiro preferencial,

ou a associagdo de um grupo com resisténcia a antimicrobianos, a uma determinada
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enfermidade ou a um fator de viruléncia, além da interagdo entre grupos (JARRAUD
et al., 2000; SHOPSIN et al, 2003).

Com base no exposto, padronizou-se a técnica de biplex PCR para a
identificacdo de grupos agr, objetivando-se avaliar sua ocorréncia em cepas de S.
aureus oriundas de diversas origens, bem como estabelecer uma possivel relagao
entre a presenca dos distintos grupos e origem (alimento), produgédo de enterotoxina

e perfil de resisténcia a antibidticos.



OBJETIVO

1. Objetivo geral

Identificar, através da técnica biplex PCR, a presencga dos grupos agr |, Il, lll e

IV em cepas de Staphylococcus aureus, isoladas a partir de diferentes origens.

2. Objetivos especificos

Padronizar a técnica de biplex PCR para a detecgéo dos grupos agr |, I, lll e

IV em cepas padrao de S. aureus.

Avaliar a presenga dos grupos agr em cepas de S. aureus disponiveis no
Banco de Cepas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos DCTA/FAEM/UFPel,

isoladas de diferentes alimentos na regido sul do Rio Grande do Sul (RS),

Relacionar, 14 cepas, pertencentes no Banco de Cepas do Laboratério de
Microbiologia de Alimentos DCTA/FAEM/UFPel, ja caracterizadas quanto a presenga
dos genes das enterotoxinas A,B,C,D e das enterotoxinas do cluster egc, com os

grupos agr encontrados.

Identificar a presencga dos grupos agr em cepas de S. aureus oriundas de leite
de vacas mastiticas e de queijo Tipo Minas Frescal, isoladas na regidao de Vigosa,
MG.

Avaliar o perfil de resisténcia das cepas de S. aureus, frente a treze diferentes

antibidticos.

Estabelecer relacdo entre alimento, producdo de enterotoxina, perfil de

resisténcia a antibioticos e determinado grupo agr.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae, apresenta
forma de coco e tende a formar agrupamentos semelhantes a cachos de uva,
possuindo didmetro que varia entre 0,5 e 1,5 um. Sdo Gram-positivos, anaerdbios
facultativos, ndo formadores de esporos, imoveis e capazes de produzir catalase.
(BERDGOLL, 1990).

O género é composto por 41 espécies (EUZEBY, 2009), sendo que
Staphylococcus aureus (S. aureus), descoberto em 1880, € considerada a mais
virulenta, e o patégeno de maior impacto econédmico, causando um amplo espectro
de infecgbes em humanos e animais (SAKAI et al., 2004; COUZINET et al., 2005;
DEURENBERG e STOBBERINGH, 2008).

Apresenta natureza ubiqua, sendo seu reservatorio primario a pele e
membranas mucosas, especialmente a regido naso-faringea de mamiferos e aves.
Estima-se que 25 a 40% da populagdo humana carreiem S. aureus, o que torna
essa espécie, um importante indicador de higiene pessoal e de qualidade de
alimentos (INGAVALE et al., 2005; LUONG et al., 2006).

Segundo Tseng et al. (2004), em humanos, S. aureus é um patdgeno
oportunista que causa um amplo espectro de enfermidades que incluem: infeccbes
cutaneas, intoxicacdo alimentar, endocardites, pneumonia, osteomielite e artrite
séptica. Além disso, a emergéncia de casos de S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA) associados com infecgdes nosocomiais e comunidade adquirida tém
ganhado a atencdo de centros de controle de patégenos e dos pesquisadores em
todo o mundo (KOREEN, et al., 2004).

Em animais, S. aureus, € um importante agente etiolégico de mastite em
vacas, cabras e ovelhas, causando uma infec¢do cronica e profunda na glandula
mamaria de fémeas lactantes. A mastite causa sérias perdas econdémicas para a
producao leiteira em todo o mundo e representa um risco para a saude publica
(GILOT et al., 2002; AIRES-DE-SOUSA et al., 2007).
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A patogenicidade desse microrganismo ainda nao esta totalmente elucidada,
mas sabe-se que esta relacionada a diversas proteinas como adesinas, toxinas e
exozimas, que séo fortemente reguladas por reguladores globais, durantes as fases
de crescimento bacteriano (SCHERL et al., 2005).

Dentre seus fatores de viruléncia, destacam-se: algumas adesinas, como a
capsula de natureza polissacaridica, que contribuem para impedir a fagocitose;
proteina A, que apresenta alta afinidade pela regido Fc das moléculas de IgG,
dificultando a acdo do sistema imunoldgico; exozimas, como a coagulase,
responsavel pela formacado de fibrina, que confere resisténcia a opsonizacao e
fagocitose (KONEMANN, 2001; TEIXEIRA et al., 2008;).

Além desses, S. aureus produz uma série de toxinas extracelulares: as
enterotoxinas estafilococicas (EE), a esfoliatina, a toxina da sindrome do choque
téxico (TSST-1) e as hemolisinas. As EE sao as responsaveis pela intoxicagao
alimentar estafilocdcica; as hemolisinas, envolvidas em casos de mastite; a TSST,
pela sindrome do choque toxico; e a esfoliatina é responsavel pela sindrome da pele
escaldada (DINGES et al., 2000).

A intoxicagao alimentar estafilocdcica, resultado da ingestdo de enterotoxinas
pré-formadas em alimentos contaminados com S. aureus, é considerada a terceira

causa mais comum de doenga alimentar no mundo (NEMA et al., 2007).

2. Enterotoxinas estafilocécicas: a causa da intoxicagao alimentar

As enterotoxinas estafilocdcicas (EE) sao proteinas extracelulares de baixo
peso molecular (25.000 a 30.000 Daltons), hidrossoluveis, estrutura molecular e
atividade farmacolégica semelhantes entre si, possuindo, entretanto, propriedades
imunoldgicas distintas (BALABAM E RASSOLY, 2000; ZOCCHE, 2005).

S&o0 consideradas superantigenos por estimularem a proliferacdo em larga
escala de linfécitos T, ocasionando uma grande liberagcédo de interleucina 2 (IL-2)
podendo resultar em choque (LI et al.,, 2006). Outra caracteristica importante, em
segurancga de alimentos, é a termoestabilidade das EE, que podem suportar 121°C
durante 3 a 8 minutos, resistindo, desta forma, ao processamento térmico. O tempo
e temperatura, que as EE resistem, dependem de fatores como pH e concentragao
salina (DINGES et al., 2000; FRANCO E LANDGRAF, 2002; PELES et al., 2007).
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Sao conhecidos 18 diferentes tipos de enterotoxinas, nomeadas em ordem
alfabética pela ordem de descobrimento: as enterotoxinas classicas, nomeadas de
EEA até EEE, e as “like” ou “novas” enterotoxinas ou superantigenos EEG até EEU
(FISCHER et al., 2009). Segundo Chiang et al. (2008), o International Nomenclature
Committee for Staphylococcal Superantigen Nomenclature (INCSSN), recomenda
que somente os superantigenos que causem emese por administragdo oral em
macacos sejam designados de EE, e que o restante seja designado de enterotoxina
estafilococica “like” ou “novas” (EEL), pela falta de propriedades eméticas ou pela
falta de testes.

As enterotoxinas classicas sado mais freqlentes em surtos, sendo
responsaveis por 95% deles, sendo EEA a mais comum, seguida da EED e EEB
(BALABAN E RASSOLY, 2000; OMOE et al., 2002). Autores como Chiang et al.
(2008), afirmam que esta frequéncia de identificagdo pode estar diretamente
relacionada aos métodos de diagndsticos, os quais, em sua grande maioria,
detectam apenas as EE classicas.

Normanno et al. (2007), reportam uma correlagdo entre enterotoxina e origem
do isolado. Associam cepas de origem humana com as enterotoxinas A e B, e cepas
provenientes de contaminagdo animal, as enterotoxinas C e D, e ressaltam a
importancia do manipulador e da questdo zoondtica de S. aureus na intoxicagao
alimentar estafilocdcica.

Um cluster dentro das “novas” enterotoxinas tem despertado a atencéo entre
pesquisadores: o cluster egc, composto pelos genes das enterotoxinas eeg, eei,
eelm, eeln, eelo, e dois pseudogenes @ent1 e gent2, que ao se fundirem originam a
EELU. As enterotoxinas do cluster egc podem ser divididas em trés filogrupos: (i)
egc1 que carreia 0s genes eei, eeg, eelo, eelm, eeln , pent1, pent2, (ii) egc2 que
contém os genes eei, eeg, eelo, eelm, eeln , pent1, pent2 e o eelu, (iii)) egc3 com os
genes eei, eeg, eeln ,eelu (OMOE et al., 2002; BLAIOTTA et al., 2006; THOMAS et
al., 2006).

Diversos autores tém encontrado elevado indice das EE desse cluster em
seus alvos de estudo, como é o caso de Pereira et al. (2009) que observaram em
69% dos isolados pelo menos um gene do cluster egc. Ja Zocche et al. (2009)
encontraram o cluster egc completo em 64% das cepas de S. aureus isoladas em

carcacas de frango. Esse elevado indice indica a necessidade de maiores
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investigacdes sobre a real participagédo desse cluster nos casos de intoxicacao
alimentar.

Conforme Zhang e Stewart (2000) as enterotoxinas sdo similares em estrutura
e atividade biologica, mas diferem em localizagdo genética, quantidade de toxina e
mecanismo de regulagao génica. Como exemplo, os autores citam duas EE, EEA e
EEB. A primeira é expressa em pouca quantidade, ndo regulada por reguladores
globais e localizada num profago; a segunda € cromossomal, expressa em grande
quantidade e regulada por um acessory gene regulator (agr).

Os sintomas da intoxicagao alimentar estafilocécica surgem dentro de uma a
seis horas apds a ingestdo do alimento contaminado, e incluem: diarréia, dor
abdominal e, tipicamente, vomito. A doenga é autolimitante, com sintomas durando
em média 24 a 48 horas, o que muitas vezes torna os indices de hospitalizacéo e
notificagdo baixos (SILVA,1998; JORGENSEN et al., 2005;)

Estima-se que seja necessario 1ug de enterotoxina para causar intoxicagao
alimentar, mas as quantidades s&o variaveis entre individuos e dependem da
quantidade de alimento contaminado ingerido, do tipo de enterotoxina, do peso e do
estado imunoldgico do individuo (FREIRAS et al., 2004). Com relagdo a quantidade
de microrganismo, Franco e Landgraff (2002) relatam que 10° a 10° UFC (Unidades
Formadoras de Colbnias) de S. aureus por grama de alimento, sejam necessarias
para causar intoxicagao alimentar.

Varios alimentos sao incriminados em surtos, mas aqueles que envolvem uma
grande manipulagao e os derivados do leite sdo mais frequentemente envolvidos
(PELES et al., 2007).

Carmo et al. (2002) relatam um surto, no Brasil, envolvendo EEA, EEB e EEC
em queijo tipo Minas Frescal e outro envolvendo leite cru, onde as enterotoxinas
incriminadas foram EEC e EED. Ja, no Japao, Jorgensen et al. (2005) relataram
EEH em um surto envolvendo puré de batatas feito a base de leite cru. Chiang et al.
(2008) avaliando 147 isolados de S. aureus de pacientes envolvidos em surtos,
encontraram, por andlise de PCR (Reagao de Polimerase em Cadeia), além das
enterotoxinas classicas, as “novas” enterotoxinas: EEl, EELP, EELK, EELO, EELU,
EELN, EELM, EELQ, EELH, EELL e EELR.

As técnicas preconizadas pela ANVISA na RDC n°® 12/2001, para a detecgéo
de estafilococos coagulase positiva e confirmacgédo de sua possivel patogenicidade,

envolvem isolamento em Agar Baird Parker e teste da coagulase, onde se
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estabelece uma relagédo entre a producdo de coagulase e a capacidade de produzir
enterotoxina. Ja autores como Lancette e Bennett (2001), afirmam que o potencial
risco de intoxicacdo estafilococica somente pode ser determinado apds a
confirmagdo da enterotoxigenicidade do microrganismo isolado e/ou apds a

demonstracéo da presenca da enterotoxina no alimento.

3. Importéncia da mastite na intoxicag&o alimentar estafilocécica

S. aureus é o agente etiolégico mais comum da mastite bovina, doencga de
relevancia e que causa inumeras perdas para a industria leiteira, além de risco a
saude do consumidor (TEDESCHI et al., 2009).

A mastite pode se apresentar na forma clinica ou subclinica. A forma clinica é
de mais facil controle para a industria, enquanto que a forma subclinica, na qual, a
doenca se manifesta de forma silenciosa, € a principal forma de contaminagao do
leite cru (FAGUNDES, 2007).

Estudos envolvendo a origem da transmissdo do patégeno apontam como
principais fontes os equipamentos de ordenha, de resfriamento, manipuladores e a
transmissao animal-animal e humano-animal (ZADOKS et al., 2002).

A patogenicidade de S. aureus na mastite bovina ainda n&o esta totalmente
elucidada, mas €& dependente da producdo de um elevado numero de exotoxinas,
proteinas de superficie (como a proteina A) e do polissacarideo extracelular
(VASUDEVAN et al., 2003; KATSUDA et al., 2005). Segundo Smith et al. (2005),
entre as enterotoxinas encontradas em leite de animais com mastite as EEC e EED
estao presentes em 10 a 30% do leite bovino, enquanto que em leite caprino, a
incidéncia de EED e EEC é de 35% e 22%, respectivamente.

Pesquisadores como Boerema et al. (2006), encontraram em 61,9% dos
isolados de S. aureus oriundos de leite de vacas mastiticas, a presenca de genes de
enterotoxinas classicas e “novas”. No Japao, a presenga dos genes que codificam
para as EEC, EEG e EEIl em cepas de S. aureus provenientes de leite de vacas
mastiticas foi de 67,8% (KATSUDA et al., 2005). Boynukara et al. (2008) avaliando
25 cepas de S. aureus provenientes de leite de vacas com mastite subclinica, pelo
teste da aglutinacdo em latex, encontraram EEA em 23,6% , EEB em 1,9% e 9

cepas produtoras de EEC ou EED.
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4. Acessory Gene Regulator (agr)

A patogenicidade de S. aureus € um processo complexo que envolve diversos
componentes extracelulares e proteinas de parede que sado expressas durante
diferentes estagios da infeccdo (CHEUNG et al., 2004). A expressao de diversos
fatores de viruléncia esta sobre o controle de duas familias de reguladores globais:
Sistema regulador de dois componentes (TCRS) e o Regulador acessorio
staphylococcal (sarA) e seus homodlogos (BRONNER et al., 2004).

O TCRS é composto pelos reguladores: locus acessory gene regulator (agr),
S. aureus exoprotein expression (sae), Staphylococcal respiratory response (srrAB),
Autolysis-related locus (ArlISR) e o LytRS. O segundo sistema, sarA, € composto do
locus sarA e seus homélogos (AVIRDSON e TEGMARK , 2001).

O locus agr &, do TCRS, o sistema mais bem descrito e caracterizado em S.
aureus. Consiste de dois distintos promotores (P2 e P3) e cinco genes hld, agrA,
agrB, agrC e agrD, que codificam dois divergentes transcritores (RNAIl e RNAIII)
(YARWOOD et al., 2002; GOERKE et al., 2003; BRONNER et al., 2004).

O gene agrA codifica a proteina AgrA (34kDa) que funciona como um
regulador citoplasmatico; agrC, codifica a proteina transmembrana AgrC (46kDa),
que é um receptor histidina kinase, e juntos, AgrA e AgrC, formam o sistema classico
de dois componentes. AgrB (26kDa), uma proteina integral de membrana, codificada
por agrB, e AgrD, um protopeptideo do gene agrD, geram o AIP (peptideo
autoindutor), envolvido no sistema de quorum sensing de S. aureus. O AIP é um
peptideo formado por 7 a 9 aminoacidos, sendo que 5 desses contém um acido-
tiolactona (JI et al., 1995; MULLARKY et al., 2001; GOERKE et al., 2005; NOVICK e
GEISINGER, 2008).

O sistema de regulacdo do locus agr ocorre em cascata e é sensivel a
concentracio celular e a quantidade de AlP, por isso, esse locus é relacionado ao
sistema quorum sensing em S. aureus (WINZER e WILLIAMS, 2001).

Durante a fase de crescimento exponencial, o gene agrD codifica um
protopeptideo, AgrD, maturado por digestao proteolitica, que se liga a AgrB, proteina
ancorada na membrana, e forma uma ligagcéo tioester, sendo secretado para o
ambiente extracelular na forma de AIP. Na membrana celular ha o receptor AgrC,
que se liga a AIP e muda sua conformagédo através da fosforilagdo do dominio

histidina. O fosfato é transferido para o citoplasma, e se liga ao residuo de aspartato
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presente na proteina AgrA, que entdo se liga aos promotores P2 e P3, e a outros
fatores, aumentando a transcricdo do locus agr e transcrevendo RNAIIl, molécula
efetora da regulagdo do agr (Fig. 1) (BALABAN e NOVICK, 1995; ARVIDSON e
TEGMARK, 2001; BRONNER et al., 2004; CHEUNG et al., 2004; GOERKE et al.,
2004; SAKOULAS, 2006).

o Peptideo Autoindutor de Agr
Fluido extracelular i o &

Membrana

Clivagem e

rmodificagdo do
produto de agrD
Autofosforilagdo do Agrc

P
Fosforilagdo do Agra,
A A
Ativagdode P2 e P3
Id o o l
7 PE’ s agrA I_
NALII agr transcreve RMNA |

v

Regulagdo da expressdo de genes de viruléncia

Figura 1: Representagao esquematica dos eventos locus agr
Fonte: Adaptado de Arvidson e Tegmark, 2001

Segundo Qazi et al. (2001), RNAII é um mRNA policistrdbnico que transcreve
0s genes agrB e agrD, requeridos para a sintese de AIP, e consequentemente, agrA
e agrC. Ja RNAIIl ativa o nivel de transcricdo dos genes, além de transcrever o gene
da &- hemolisina.

Autores como Sakoulas (2006), relatam que a expressdo de &- hemolisina
pode servir para avaliagao qualitativa da expressao de RNAIII, ja que a produgéo e a
deteccao de 6- hemolisina indicam que RNAIII foi traduzido e, desta forma, o locus
agr. Ja a interpretacdo da expressao negativa de d- hemolisina € mais complicada,

porque pode indicar que houve reducao nos niveis de RNAIIl ou sua auséncia em
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decorréncia da perda ou mutagado do locus agr, ou que houve supressdo desse
sistema, por outros reguladores.

Um mecanismo alternativo de ativagédo do locus agr, sugerido por Balaban et
al. (1995), é conhecido como RAP (proteina ativadora de RNAIIl), que & uma
proteina de 38 kDa contendo uma sequéncia terminal NH,. Essa proteina pode
ativar a sintese de RNAIIl de forma independente do agr, ativando a sua produgéao
via seu sensor TRAP, proteina de membrana associada a RAP (BALABAN e
NOVICK, 1995; KOREM et al., 2003).

Gov et al. (2001), relatam que RAP é secretada durante todas as fases de
crescimento bacteriano, e ativa a fosforilagdo da proteina TRAP, ativando,
consequentemente, o promotor P2 e a traducdo de agrBDCA, e assim a formagéao
de RNAIIl. Balaban et al. (1995) sugerem que AIP produzido no meio da fase
exponencial, inibe a fosforilagao de TRAP.

Um inibidor potencial do locus agr, RIP (peptideo inibidor de RNAIII) descrito
por Balaban e Novick em 1995 em culturas de S. aureus coagulase-negativa,
compete com RAP na inducédo da fosforilagdo de TRAP, inibindo-a (GOV et al.,
2001; AVIRDSON e TEGMARK., 2004; LYON e NOVICK, 2004).

Polimorfismo na sequéncia do peptideo autoindutor (AIP) e no seu receptor
AgrC, ocasionam a formagéo de quatro grupos agr: |, Il, lll e IV (JARRAUD et al.,
2000; SHOPSIN et al, 2003; CHINI et al., 2006; SAKOULAS, 2006). Ji et al. (1997),
sugerem que a hipervariabildade do locus agr envolve a acumulagao de mutagoes.

Diversos autores relatam que o AIP de cepas pertencentes ao mesmo grupo
agr, ativam a resposta entre si, enquanto cepas de grupos diferentes competem por
niveis de expressao, além de poderem inibir o AIP de grupos distintos.

A associagao entre determinado grupo agr e enfermidades tem sido relatada.
Jarraud et al. (2000) verificaram a prevaléncia do grupo agr IV em cepas produtoras
de esfoliatina envolvidas na sindrome da pele escaldada. Jarraud et al. (2002)
relatam que cepas dos grupos agr | e Il causam, preferencialmente, doencgas
mediadas por enterotoxinas como a intoxicagéo alimentar, e que o grupo agr Il esta
envolvido com a sindrome do choque téxico. Sakoulas et al. (2002) relacionam
cepas clinicas, como as isoladas em casos de mastite, ao grupo agr |. Outra
correlacdo que tem sido estabelecida com grupos agr, envolve resisténcia a

antimicrobianos: Sakoulas et al (2002) relacionam a resisténcia a vancomicina com



25

cepas agr Il e Moise-Broder et al. (2004), cepas MRSA comunidade adquirida, com
agr .

Estudos conduzidos por Regassa et al. (1992), Chan et al. (1998) e Ster et al.
(2005), demonstram que o locus agr é sensivel aos sinais ambientais, causando a
reducdo ou repressao da produgao de exotoxinas e outros fatores controlados por
esse locus.

Sao conhecidos mais de 40 diferentes fatores de viruléncia em S. aureus, o
que por si sO, demonstra a complexidade da patogenicidade desse microrganismo.
Muitos desses fatores sdo regulados por agr, e por outros globais reguladores, em
varias etapas do processo infeccioso. Durante o comecgo da infecgao por S. aureus a
atividade do agr é baixa e as proteinas de superficie, que funcionam como adesinas,
sd0 expressas para permitir a colonizagdo. Com o progresso da infec¢do, agr inicia
sua atividade, suprimindo a expressdo de adesinas e iniciando a producao de
exotoxinas, como as enterotoxinas e exoproteinas degradativas (PAPAKYRIACOU
et al., 2000; OTTO, 2001; AVIRDSON e TEGMARK, 2004; CHEUNG et al., 2004).
Trabalhos envolvendo internalizagdo pelo macréfago de S. aureus, como os
desenvolvidos por Qazi et al (2001) e Buzzola et al. (2007), apontam que o sistema
agr facilita o escape ao complexo de ataque a membrana (MAC).

Mutagdes naturais em cepas de S. aureus que causem dele¢des no locus agr,
reduzem a persisténcia de infecgcdes, diminuem a sintese de exotoxinas, reduzem a
capacidade de aderéncia e promovem decréscimo do crescimento intracelular,
sugerindo que agr, por si s6, € um importante fator de viruléncia (GILLASPY et al.,
1995; MULLARKY et al., 2001, YOON et al.,, 2007). Nesse sentido, Goerke et al.
(2003), afirmam que o locus agr exerce uma regulagdo positiva na a-hemolisina e
negativa na proteina A e nas proteinas ligadas a fibronectina.

Em microbiologia de alimentos, a producdo de enterotoxinas e da enzima
coagulase, por cepas de S. aureus, tem grande importéncia, por isso sua relagéo
com o locus agr tem sido alvo de estudo. Zhang et al. (1998), descrevem que as
enterotoxinas D e J sdo codificadas pelo plasmideo plB485, mas somente EED é
regulada por agr, nao relatando, entretanto, o mecanismo de regulagdo. EEA e
coagulase s&o reguladas independente da expressdao de agr (TREMAINE et al.
1993). J4 as enterotoxinas B e C, sdo dependentes da expressao de agr, sendo

expressas em grande quantidade no final da fase exponencial, 0 que demonstra,
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mais uma vez, a relagdo entre agr e sistema quorum sensing (GASKILL e KHAN,
1988; WRIGHT e HOLLAND, 2003).

Outro aspecto muito importante na contaminacédo de alimentos por S. aureus,
diz respeito a sua capacidade de formar biofilmes em equipamentos e superficies.
Em relagdo a participacdo do sistema agr na formacgédo de biofilme por esse
microrganismo, cepas que expressam altos niveis de agr tém reduzida capacidade
de formar biofilmes (BEENKEN et al., 2004; BOLES et al., 2008). Entretanto, Cafiso
et al. (2007) observaram que cepas pertencentes ao grupo agr Il tem alta

capacidade de producéao de biofilmes.

5. S. aureus e a relagao com antibiéticos

Na ultima década, o numero de microrganismos isolados de alimentos, que
sao resistentes a antimicrobianos, tem aumentado consideravelmente. O uso
desenfreado de antibidticos em animais e em ragdes implicou no aumento do
numero de patdégenos transmitidos por alimentos que apresentam resisténcia a
antibidticos e a sua transmissao subsequente através de alimentos contaminados.
Além disso, mutagdes espontaneas e falta de pressao seletiva podem ter contribuido
para o surgimento de bactérias resistentes em alimentos (PESAVENTO et al., 2007;
PERESI et al.,2006; CONTER et al., 2009).

Quando a penicilina foi langada, em 1944, em torno de 94% dos
Staphylococcus aureus isolados eram sensiveis, entretanto, em 1950, metade das
cepas eram resistentes, e na década de 60 ja comegaram a aparecer surtos de
cepas multiresistentes em hospitais (LIVERMORE, 2000).

Na década de 50, comecaram a ser produzidos antibidticos como
cloranfenicol, eritromicina, tetraciclina e estreptomicina, para combater bactérias,
como S. aureus e E. coli, resistentes a penicilina, mas com o uso indiscreminado de
antimicrobianos, surgiram cepas multiresistentes, que sao resistentes a dois ou mais
antibiéticos. Em 1960 foram desenvolvidas as primeiras cefalosporinas (cefalotina e
cefazolina), que inicialmente foram criadas para estabilizar o avango de S. aureus
resistente a penicilina. Ainda em 1960, a descoberta que a substituicdo do
grupamento fenilacetil pelo grupo acil poderia impedir o ataque ao anel B-lactamico

contido na penicilina, criou a oxacilina, meticilina e nafcilina, os novos B-lactamicos.
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A seguir, foram criados os aminoglosideos como a gentamicina, e os glicopeptideos
como a vancomicina (LIVERMORE, 2000).

A introducdo da meticilina dentro da pratica médica no comeco da década de
60 resultou, rapidamente, em isolados Staphylococcus meticilina resistente (MRSA)
(FLUIT et al,. 2001), sendo o primeiro MRSA reportado por Jevons, em 1961
(McCULLOCH, 2006). Para o tratamento de doencas causadas por cepas MRSA
empregou-se, na antibioticoterapia, a vancomicina, que teve seu primeiro caso de
resisténcia reportado por Hiramatsu, em 1996, no Japao (Santos et al., 2007).

A resisténcia de S. aureus aos antibidticos ocorre por mutagdo em seus
genes ou pela aquisicdo de genes de resisténcia de outras bactérias da mesma
especie, ou de outras espécies. A resisténcia pode ser causada por uma variedade
de mecanismos: (i) a presenga de uma enzima que inativa o antimicrobiano; (ii)
presenca de uma enzima alternativa a enzima que € inibida pelo antibiético; (iii) uma
mutacdo no alvo do agente antimicrobiano; (iv) modificagcdo pds-transcricional ou
pos-traducional do alvo do agente antimicrobiano; (v) reduzida captagdo do
antimicrobiano; (vi) atividade efluxo; e, (vii) superproduc¢do do alvo do antimicrobiano
(FLUIT et al., 2001; ALTERTHUM, 2008).

Os antibidticos B-lactdmicos, como as penicilinas, oxacilina, meticilina,
ampicilina, amoxicilina e as cefalosporinas de 12, 22, 32 e 4% geragédo, s&o 0s mais
comumente usados na antibioticoterapia. Eles atuam nas proteinas fixadoras de
penicilinases (PBPs) que estdo envolvidas na sintese da parede celular. A
resisténcia aos B-lactdmicos é causada pela presenca de B-lactamases e de
mutagcbes nas PBPs, resultando em baixa afinidade aos sitios de ligagdo dos f-
lactamicos (LIVERMORE, 2000; FLUIT et al., 2001; ALTERTHUM, 2008).

Staphylococcus aureus meticilina resistente é o principal caso de resisténcia
bacteriana no mundo, e uma grande preocupacgao em saude publica (APPELBAUM,
2007). Por muitos anos, cepas MRSA foram reconhecidas como patdgenos
exclusivo de hospitais (MRSA-HA). Porém, muitos estudos tém documentado a
disseminacdo de MRSA em alimentos, na comunidade, (S. aureus meticilina
resistente-comunidade adquirida MRSA-CA) e em animais de companhia
(TENOVER et al, 2006; CARDOSO et al, 2007; NORMANNO et al.,, 2007;
PESAVENTO, et al., 2007; WALTHER et al, 2007; SIMEONI et al., 2008).

A resisténcia a meticilina e a outros B-lactamicos, depende da expressao de

uma proteina de 78-kDa (PBP2a) codificada pelo gene mecA, o qual esta localizado
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no “staphylococcal cassete chromosome mec” (SCCmec), um elemento genético
movel, incorporado ao DNA de cepas MRSA. Sao conhecidos sete tipos diferentes
SCCmec (tipo | a VII), sendo que os tipos I, IV, V, VI e VIl estdo envolvidos em
resisténcia somente a B-lactdmicos, enquanto os demais (Il e Ill), por adicdo de
elementos genéticos méveis, como plasmideos e transposons, podem causar
resisténcia a outros antibidticos. Esses ultimo caso é exemplificado pelo pUB110,
que confere resisténcia também a aminoglicosideos, e pelo Tn544, que carreia o
gene ermA conferindo resisténcia aos macrolideos (LIVERMORE, 2000;
APPELBAUM, 2007; GOULD, 2007; DEURENBERG e STOBBERINGH, 2008).

Analises epidemiologicas de MRSA, envolvendo as técnicas de PFGE e
MLST, indicam a disseminagcdo de 5 clones: ibérico, brasileiro, hungaro, New
York/Japao e pediatrico (HIRAMATSU et al., 2001; SOLA et al., 2002; RIBEIRO et
al., 2007; GORDON e LOWY, 2008).

Kluytmans et al. (1995), relatam um caso de infecgcdo por MRSA em paciente
hospitalizado, envolvendo a ingestdo de alimento preparado por um portador nasal
de MRSA. Outro caso, relatado por Jones et al. (2002), envolve um surto pela
ingestdo de MRSA proveniente de carne suina assada, contaminada pelo
manipulador portador.

Normanno et al. (2007) ressaltam a importancia do controle da disseminagao
de MRSA em alimentos, tendo em vista que pacientes imunocomprometidos podem
adquirir infeccédo por MRSA ao ingerirem essas cepas, as quais podem atingir o
sistema circulatério provocando uma septicemia.

O uso de testes fenotipicos para screeening de cepas MRSA, como os testes
de resisténcia a oxacilina e cefoxitina, dois [(-lactamicos, além dos testes
genotipicos, como PCR para deteccdo do gene mecA, sdo recomendados por
Normanno et al. (2007). NCCLS (2005) cita os testes fenotipicos de difusdo em
disco usando cefoxitina e de concentracdo minima inibitéria usando oxacilina, como
os testes que possuem a melhor correlacdo com a presenga ou auséncia do gene
mecA.

Com o aumento da taxa de isolamento de cepas MRSA, a vancomicina, um
glicopetideo que atua na sintese da parede celular, foi usada como base para
terapia anti-MRSA. No ano de 1996, no Japéo, foi registrado o primeiro caso de S.
aureus com sensibilidade intermediaria a vancomicina (VISA, ou GISA), em um

paciente da pediatria com infecgdo por S. aureus MRSA. Em 2000, foram
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encontradas, no Brasil, as primeiras cepas resistentes, em um hospital de referéncia
no Rio de Janeiro (SRINIVASAN et al.,, 2002; SAKOULAS, 2006; APPELBAUM,
2007; SANTOS et al., 2007).

Embora o mecanismo de resisténcia de S. aureus contra a vancomicina ainda
nao esteja bem esclarecido, acredita-se que esteja relacionado com o gene van, que
determina a resisténcia a esse antimicrobiano em Enterococcus, e que,
provavelmente, pode transmitir essa resisténcia por meio de plasmideos, para S.
aureus (FLUIT et al., 2001; SRINIVASAN et al., 2002; SANTOS et al., 2007).

A resisténcia a vancomicina altera o aspecto morfolégico das colbnias, que
apresentam uma aparéncia bastante heterogénea, dando a impressao visual de
contaminagdo. Além disso, geralmente as cepas produzem coagulase em mais de
4h, portanto, levam mais tempo para apresentar reagdo positiva no teste de
producao dessa enzima (SRINIVASAN et al., 2002; SANTOS et al., 2007).

Sakoulas et al. (2002) e Moise-Broder et al. (2004) relatam a relagao entre o
grupo agr |l e cepas resistentes a vancomicina e, esses ultimos autores observaram
que cepas MRSA pertenciam ao grupo agr lll.

Por seu papel no controle dos genes de viruléncia de S. aureus, o locus agr,
tornou-se um alvo importantissimo na terapia antimicrobiana (VIANELLO, 2006).

Aminoglicosideos, como a gentamicina, tombramicina, amicacina e
estreptomicina, sdo antibioticos que se ligam ao ribossomo e interferem na sintese
protéica. O principal mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos € a inativagao
celular da droga por enzimas que a modificam. As principais enzimas sao
classificadas em acetiltransferase aminoglicosidase (AAC), nucleotidiltransferase
aminoglicosidase (ANT) e fosfotransferase aminoglicosidase (APH). A resisténcia a
gentamicina € mediada por uma enzima bifuncional que exibe atividade AAC(6’) e
APH(2’), localizada no transposon Tn40017 (FLUIT et al., 2001; ALTERTHUM, 2008).

Os macrolideos, como a eritromicina e a azitromicina, sdo antibiéticos que
inibem a sintese protéica, se ligando na subunidade 50S do ribossomo. A resisténcia
pode ocorrer de trés maneiras: por metilagdo do sitio alvo no ribossomo, codificada
pelo gene erm (mais comum em S. aureus); por bomba de efluxo, mediada pelos
genes msrA e msrB; e, a chamada resisténcia macrolideo-lincosamina-
estreptogramina B (MLS-B) que também ocasiona modificagdo no sitio alvo do
antimicrobiano (NAWAZ et al., 2000; FLUIT et al., 2001; STEWARD et al., 2005).
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As tetraciclinas sao antibacterianos de amplo espectro, geralmente
bacteriostaticos, que se difundem no interior das células do hospedeiro, e ligam-se
na subunidade 30S do ribossomo, resultando em inativacdo da sintese protéica. A
resisténcia a tetraciclina ocorre pela aquisicdo do elemento movel contento o gene
tet, que codifica uma proteina efluxo, provocando a saida do antibitico da célula
(CHOPRA e ROBERTS, 2001; FLUIT et al., 2001; ALTERTHUM, 2008).



MATERIAIS E METODOS
1. Material
1.1. Cepas bacterianas

Foram utilizadas 55 cepas de Staphylococcus aureus provenientes de
diferentes fontes de alimentos, pertencentes ao Banco de Cepas do Laboratério de
Microbiologia de Alimentos da UFPel, 30 cepas de S. aureus isoladas em queijo Tipo
Minas Frescal, cedidas pela Universidade Federal de Vigosa, e 30 cepas de S.
aureus isoladas de leite de vacas com mastite, também cedidas pela Universidade
Federal de Vigosa (tab. 1).

Quatro cepas padréo de Staphylococcus aureus (RN 6390B, USA 100, RN
8846 e RN 4850 - agr |, agr Il, agr lll e agr IV, respectivamente), fornecidas pela
Universidade Federal do Rio de Janeiro, cedidos pela Dra. Agnes de Sa, foram
utilizadas como controle positivo da Reagao de Polimerase em Cadeia (PCR).

As cepas foram mantidas em agar TSA (agar tripticase de soja — TSA,

Acumedia®) sob refrigeracdo (< 4°C), até o momento do uso.

Tabela 1: Origem e numero de cepas de Staphylococcus aureus

Origem Numero de cepas
Leite de vacas mastiticas 30
Queijo tipo Minas Frescal 30
Carne de frango 38
Charque 02
Embutidos carneos 11
Queijo Tipo Colbnia 04

Foram selecionadas 14 cepas previamente caracterizadas quanto a presenca
dos genes das enterotoxinas (eea, eeb, eec, eed e cluster egc), pertencentes ao
Banco de Cepas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos da UFPel, para se

avaliar a relagdo entre a presencga de enterotoxinas e determinado grupo agr.
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Para a analise do perfil antimicrobiano utilizaram-se 71 cepas de S. aureus.
Foram analisados 30 cepas isoladas de carne de frango, 8 de embutidos carneos, 3

de queijo Tipo Coldnia e 30 de leite de vacas mastiticas.
1.2. Antibiéticos

Utilizaram-se treze diferentes principios ativos recomendados para o uso em
bactérias Gram-positivas: penicilina (PEN 10U), oxacilina (OXA 1ug), ampicilina
(AMP 10pg), vancomicina (VAN 30ug), gentamicina (GEN 10pug), eritromicina (ERI
15uQg), tetraciclina (TET 30ug), clindamicina (CLI 2ug), sulfazotrim (SUT 25ugQ),
cloranfenicol (CLO 30ug), cefalotina (CFL 30pg), cefoxitina (CFO 30ug) e
ciprofloxacina (CIP 5pg).

2. Meétodos

2.1. Extragdo de DNA

A extracao de DNA gendmico das cepas de S. aureus foi realizada de acordo
com o protocolo proposto por Matthews et al. (1997), com modificagdes.

Primeiramente, transferiu-se uma algada carregada com a cultura de S.
aureus proveniente de TSA, apos incubacao a 37°C por 24 horas, para 100uL de
tampao TE-A, até turbidez 1,0 da escala de MacFarland. A lise do peptideoglicano
da parede celular ocorria pela adicdo de 100uL de lisostafina 100ug mL™" (Sigma
AIdrich®) e incubacdo a 37°C em banho-maria, por 1 hora. Apds, adicionou-se 20uL
de tampao TE-B, contendo 20% de SDS (Dodecil sulfato de sddio, Invitrogen®), e
3uL de proteinase K (Invitrogen®), para complementar a lise celular, e incubou-se
em banho-maria a 37°C por 1 hora. Entdo, acrescentou-se 200uL de solugao NaCl
5M gelado, agitou-se manualmente, e centrifugou-se a 10.000 x g por 15 minutos.
Apds, transferiu-se o sobrenadante para um novo microtubo, adicionou-se fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e centrifugou-se a 10.000 xg por 30 minutos,
para separacao de proteinas, transferindo-se o sobrenadante para um novo
microtubo. A precipitagdo do DNA foi realizada com 800uL de alcool etilico absoluto

gelado, e manutengdo em —20°C por aproximadamente 2 horas. Apds este periodo,
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foi realizada nova centrifugacéo, a 10.000 x g por 15 minutos, mantendo-se o pellet
formado. A seguir, lavou-se o pellet com alcool etilico 70% e colocou-se para secar
em capela de fluxo laminar, a temperatura ambiente, durante 1 hora. ApOds,
ressuspendeu-se o pellet com 30uL de agua ultrapura estéril. A extracdo de DNA de
cada cepas foi realizada, no minimo, duas vezes, com cultivos diferentes, sendo

todas as amostras de DNA submetidas a amplificagao por PCR.

2.2. Estimativa do DNA obtido

Para a quantificacdo do DNA extraido, uma aliquota de 5uL foi submetida a
eletroforese em gel de agarose 1% (Invitrogen®), simultaneamente com o padrao de
peso molecular A DNA/Hind 11l (Invitrogen®). A intensidade da luminescéncia da
amostra de DNA extraida foi comparada visualmente a luminescéncia das bandas
do padrdo de peso molecular e a quantidade de DNA (ng pL™) foi estabelecida

comparativamente.

2.3.  Primers utilizados para a amplificagao dos grupos agr

Para a amplificagdo de sequéncias dos grupos agr |, Il, lll e IV utilizaram-se
os primers forward Pan-agr, e reverse agrl, agrll, agrlll e agrlV de acordo com
Shopsin et al. (2003) (tab. 2 e Fig.2).

Tabela 2: Sequéncia dos primers utilizados para detec¢cdo dos grupos agr

Sequéncia 5-3’ Pares de bases
Pan-agr* ATGCACATGGTGCACATGC
agrl** GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT 440
agril*** GTATTACTAATTGAAAAGTGCCATAGC 572
agrlil* CTGTTGAAAAAGTCAACTAAAAGCTC 406
agriv=** CGATAATGCCGTAATAC CCG 588

*Primer obtido da seqliéncia parcial do nucleotideo agrB, ** Primer obtido da seqiiéncia parcial do
nucleotideo agrD e *** Primer obtido da seqliéncia parcial do nucleotideo agrC.
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Figura 2: Regido de anelamento dos primers
Fonte: Shopsin et al., 2003.

2.4. Reacéo biplex-PCR

Adaptou-se a metodologia proposta por SHOPSIN et al. (2003). Preparou-se
duas solugdes: uma contendo 20 yM do conjunto de primers Pan, agr | e agr ll, e
outra contendo 20uM do conjunto de primers Pan agr lll e agr IV, em cada solugao
adicionou-se 5uL do DNA extraido (10 a 20ng upL"), 2,5uM de dNTP mix
(Invitrogen®), 1U de Taq Polimerase (Invitrogen®), 50mM de MgCl, (Invitrogen®) e
tampao 10 X para PCR (Invitrogen®), totalizando 25uL por reagdo. As misturas
foram submetidas a 95°C por 5 minutos para a desnaturacao inicial do DNA e,
posteriormente, termociclada por 30 ciclos, onde cada ciclo consistia de 1 minuto a
95°C, para a desnaturagdo do DNA, 1 minuto a 52°C, para a ligagc&o dos primers, e 1
minuto a 72°C para extensao, seguida de uma extensao final de 3 minutos a 72°C.
Para a determinagao da temperatura de anelamento foi utilizada reagcdao de PCR
com gradiente de temperatura variando de 46°C a 60°C e, como houve amplificacao
em todas as faixas de temperatura, ficou estabelecida como temperatura étima de
anelamento a média dessa faixa, 52°C.

Utilizou-se como controles positivos em todas as reacdes, DNA das cepas
padrdao e controles negativos da reacdo. Todas as amostras de DNA foram
submetidas a reacao biplex-PCR, no minimo, duas vezes, com extracbes em dias

diferentes.
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2.5. Visualizagao e analise dos produtos amplificados

Imediatamente antes da aplicagdo no gel de agarose, os produtos de PCR
foram descongelados e retirou-se uma aliquota de 5uL, a qual foram adicionados
2uL de tampéo de carga e 3uL de corante Gel RED. Para a separagao dos produtos
amplificados foi realizada eletroforese (80V, 120 minutos) em gel de agarose 1,2%
(p/v) em tampao TAE, pH 8,4 (Invitrogen® e Ludwig®). Concomitantemente com os
produtos de PCR aplicou-se no gel um padrdao de peso molecular (100 pb DNA
Ladder e 1kb plus Invitrogen®). A visualizacdo das bandas no gel e a
fotodigitalizacdo foram realizadas sob transiluminagédo com luz ultravioleta, sendo o
tamanho dos fragmentos amplificados, determinado pelo software KDS 1D, através

de comparacado com o padrao de peso molecular.

2.6. Antibiograma

O perfil de resisténcia a antibidticos foi determinado pela técnica de difusao
em disco, seguindo método recomendado pelo National Comittee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS), 2005. Os tamanhos dos halos de inibicdo, formados
em Agar Muller-Hinton (Acumedia®), foram comparados com os valores
apresentados na tabela de interpretacdo do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2005), do NCLSI, e as cepas foram classificadas como resistentes,

intermediarias ou sensiveis ao antibidtico analisado.



RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Prevaléncia de Grupos agr

Das 115 cepas testadas, 48 (41,7%) apresentaram padrdao de banda
compativel com um dos quatro grupos agr. Destas, 10 pertenciam ao grupo agr |
(8,6%), 22 ao agr 11 (19,1%), 09 ao agr Il (7,8%) e 07 ao agr IV (6,0%). Nas Figuras
3 e 4 demonstra-se o resultado da amplificacdo das cepas padrdo de S. aureus

pertencentes aos grupos agr |, agr ll, agr lll e agr IV

0
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Figura 3: Eletroforese em gel de agarose 1,2%, de produtos de PCR realizada com DNA de S. aureus
padrdo para os grupos agr | e agr 11— Coluna 1: controle negativo da reagao Coluna 2: fragmento do
grupo agr | (440pb) obtido a partir de DNA de S. aureus RN6390B; Coluna 3: Controle negativo com
primers; Coluna 4: fragmento do grupo agr Il (552pb) obtido a partir de DNA de S. aureus USA 100;
Coluna 5:. Marcador de massa molecular DNA Ladder 1kb plus (Invitrogen®).



37

1 2 3 4 5

650pb

200ph
00pb

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose 1,2%, de produtos de PCR realizada com DNA de S. aureus
padrdo para os grupos agr lll e agr IV — Colunas 1: controle negativo da reagéo; Coluna 2: fragmento
do grupo agr lll (406pb) obtido a partir de DNA de S. aureus RN 8846; Coluna 3: Reagdo negativa
com os primers; Coluna 4: fragmento do grupo agr IV (588pb) obtido a partir de DNA de S. aureus RN
4850; Coluna 5:. Marcador de massa molecular DNA Ladder 1kb plus (Invitrogen®).

Nas 55 cepas isoladas de diversas fontes de alimentos, no sul do Rio Grande
do Sul, a maior prevaléncia foi do grupo agr Il, encontrado em 32,7% (18 cepas),
seguido dos grupos agr lll, com 9% (5), e agr | e agr IV com 5,4% (3) cada (tab.3).

Em cepas de S. aureus isoladas de carne de frango (38 cepas) houve maior
prevaléncia do grupo agr Il, com 36,8% (14) das cepas pertencendo a esse grupo.
Entre as demais cepas, 7,9% (3) foram do grupo agr lll, 5,3% (2) do grupo agr IV, e
2,6% (1) do grupo agr |.

Nas cepas oriundas de embutidos carneos (11 cepas), também houve o
predominio do grupo agr Il (27,2%), seguidos de agr I, Il e IV com 9% cada. Da
mesma forma, entre as duas cepas isoladas de charque, uma pertencia ao grupo agr
II. Diferentemente dessa tendéncia, nas cepas oriundas de queijo Tipo Colbnia (4
cepas), uma apresentou perfil de banda compativel com o grupo agr | e outra com o

grupo agr lll.
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Tabela 3: Grupos agr em cepas de S. aureus provenientes de diferentes fontes de
alimentos, isoladas no sul do Rio Grande do Sul

Origem das cepas Numero de  Presenca dos grupos agr Total
cepas agrl agrll agrlll agrlV

Carne de frango 38 1 14 3 2 20

Embutidos carneos 11 1 3 1 1 06

Charque 2 0 0 0 01

Queijo Tipo Colbnia 1 0 1 0 02

Nas cepas isoladas em Vigosa, MG (30 isoladas em leite de vacas mastiticas
e 30 em queijo Tipo Minas Frescal), houve predominio do grupo agr |, porém apenas
em cepas isoladas em leite de vacas mastiticas. Nas cepas isoladas de leite de
vacas mastiticas, seis pertenciam ao grupo agr | (20%), duas ao grupo agr Il (6,7%),
quatro ao grupo agr Il (13,3%) e quatro ao grupo agr IV (13,3%). Das 30 cepas
isoladas de queijo Tipo Minas Frescal, somente trés apresentavam perfil de bandas
compativel com algum dos grupos agr, sendo que duas cepas pertenciam ao grupo

agr Il e uma ao grupo agr | (tab.4).

Tabela 4: Grupos agr em cepas de S. aureus provenientes da regido de Vigosa, MG

Origem das cepas Numero de  Presencga dos grupos agr Total
cepas agrl agrll agrlll agrlV
Leite de vacas com 30 6 2 4 4 16
mastite
Queijo Tipo Minas 30 1 2 0 0 03
Frescal

Resultados similares aos deste estudo foram encontrados por Buzzola et al
(2007), na Argentina, que avaliaram 127 cepas de S. aureus isoladas de leite de
vacas mastiticas, e também encontraram predominio do grupo agr | (88%), seguido
por agr Il (8%), e agr lll e IV, com 2% cada. Na andlise por RFLP encontram um
clone prevalente naquele pais associado ao grupo agr | o que poderia, segundo os
autores, indicar homogeneidade da populacdo com énfase na area geografica,
hospedeiro (vacas) e doenga (mastite). Essas informagdes nos remetem a hipotese

de relacéo entre grupo agr e origem das cepas, haja vista que em carne de frango e
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embutidos carneos houve maior prevaléncia do grupo agr ll, enquanto que em leite,
houve maior presenca do agr |. A hipotese de relagdo com hospedeiro, neste caso
origem, por relagdo clonal, foi verificada por Smith et al. (2005) em um estudo
envolvendo S. aureus isolados de leite de vacas mastiticas analisados por MLST.
Esses autores verificaram que havia, em cada clone, numero selecionado de fatores
de viruléncia e de ilhas de patogenicidade, o que conferiria especificidade ao
hospedeiro ou a sua origem.

Diversos autores (Ayed et al, 2006; Goerke et al., 2002; Jarraud et al., 2002)
apontam a associagdo de grupos agr a um clone especifico ou grupos clonais.
Nesse sentido, Vautor et al (2007), encontraram cepas pertencendo ao grupo agr |
em 80% daquelas isoladas em leite de ovelhas com mastite no sul da Francga, e
relataram a possibilidade de ligacdo entre origem genética e grupos agr. Essa
mesma tendéncia foi demonstrada neste estudo, onde se observou maior
prevaléncia de um determinado grupo agr dependendo da origem da cepa: entre as
cepas isoladas de leite de vacas com mastite, provenientes de Vigosa, MG, houve
prevaléncia do agr | (20%), e em cepas isoladas de produtos carneos (carne de
frango e embutidos), na regido sul do Rio Grande do Sul, do grupo agr Il.

Destaca-se, entretanto, que a simples presenga de um dos quatro grupos agr
em cepas de S. aureus, nao significa similaridade genética, pois como verificaram
Gilot and van Leeuwen (2004), avaliando cepas de S. aureus isoladas em humanos
e em bovinos, em ambas houve prevaléncia do grupo agr |, porém, as populagdes
eram distintas, pois apresentavam caracteristicas genéticas unicas quando
analisadas por RFLP. Os autores relatam que essas diferencas podem demonstrar a
evolugdo genética da espécie indicando um nicho ou hospedeiro preferencial.

Esta dissimilaridade genética apontada por aqueles autores poderia ser uma
das justificativas para as diferengcas encontradas entre as cepas isoladas de queijo
Tipo Minas Frescal e as isoladas de leite de vacas mastiticas, provenientes da
regido de Vigosa, MG (tab. 4), que embora tenham a mesma origem geografica,
houve baixa incidéncia de grupos agr entre as cepas isoladas em queijo, com leve
predominio do grupo agr Il, enquanto que no leite percebemos predominio do grupo
agr |, demonstra. Outra hipotese seria somente, fonte de contaminacgao diferente, ou
seja, hospedeiro preferencial diferente como: pessoas, objetos, animais, entre

outras.
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A observagao de Melchior et al. (2009), que cepas agr | persistem em alto
namero nas células mamarias, internalizam in vitro células epiteliais mais facilmente
que outros grupos agr, e sdo mais adaptadas, in vitro, a sobrevivéncia intracelular, o
que justificaria o alto predominio do grupo agr | entre as cepas de leite de vacas
mastiticas, observado neste estudo (tab. 4).

Esses mesmos autores relatam que cepas agr Il preferem um nicho
extracelular e que, consequentemente, tém maior capacidade de formacido de
biofilme. Embora neste estudo n&o se tenha realizado uma correlacdo com producao
de biofilmes, cepas isoladas de produtos carneos (embutidos e carne de frango) que
naturalmente passaram por um processamento na industria, apresentaram uma
prevaléncia do grupo agr Il. Nesse mesmo sentido, Goerke et al (2003) descrevem
que o polimorfismo do locus agr pode refletir a dindmica de colonizagéo de S. aureus
em seu habitat, o que vem ao encontro do reportado neste estudo, onde a maioria
das cepas isoladas de produtos carneos pertenciam ao grupo agr I, que
normalmente tem como fonte de contaminacdo manipulador e matéria-prima,
diferente dos isolados de S. aureus isolados de leite de vacas mastiticas que
apresentam como principal fonte de contaminagao o ubere de vacas em lactacao e
pertenciam, na sua grande maioria, a outro grupo agr.

Traber et al. (2008), avaliando cepas de S. aureus envolvidas em diversas
infeccbes, ndo encontraram correlagdo entre enfermidade e grupo agr, mas
observaram que a maioria das cepas pertencia ao grupo agr I, assim como as cepas
clinicas avaliadas neste trabalho.

E importante ressaltar que poucos autores caracterizaram os grupos agr em
cepas de S. aureus isoladas em alimentos, sendo a grande maioria dos estudos
realizados em cepas de S. aureus isoladas em leite de vacas com mastite ou com
cepas clinicas de origem humana. Dessa forma, os resultados descritos neste

estudo sao relevantes e os primeiros relatados no Rio Grande do Sul.

2. Relagao entre enterotoxinas e grupos agr

A literatura reporta que existe relagdo entre doengas causadas por
estafilococos e determinado grupo agr (Jarraud et al., 2002; Chini et al., 2006;

Collery et al., 2007). Dessa forma, procurou-se estabelecer uma relagéo entre a
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presenca de enterotoxinas e os grupos agr, dois fatores de viruléncia importantes
em S. aureus.

Quatorze cepas, previamente caracterizadas quanto a presenca de alguma
enterotoxina, pertencentes ao Banco de Cepas do Laboratério de Microbiologia de
Alimentos da UFPel, foram selecionadas para se avaliar a relacdo entre a presenca
de enterotoxinas e determinado grupo agr. Entre as quatorze cepas, trés carreavam
0 gene eeb, uma 0s genes eea e eeb, oito albergavam o cluster egc completo, e
duas cepas apresentavam o gene eed e o cluster egc. A origem, numero das cepas
e 0s genes das enterotoxinas que cada cepa carreava podem ser observada na tab.
5.

Tabela 5: Origem, numero de cepas e genes das enterotoxinas
Genes das enterotoxinas

Origem das cepas | eea/eeb eeb eed/clusteregc  Cluster egc

Carne de Frango 0 2 2 7
Embutidos Carneos 1 1 0 1
Total 1 3 2 8

Observou-se que entre as 10 cepas que carreavam o cluster egc completo
sete (70%) pertenciam ao grupo agr ll, e as demais n&o pertenciam a grupos agr. Ja
entre as cepas que carreavam genes para as EE classicas, ndo se observou relagéao
com 0s grupos agr, sendo que somente duas cepas, uma pertencente ao grupo agr |

e outra’ ao grupo agr IV, carreavam o gene da enterotoxina B (eeb).

Os resultados obtidos neste estudo estdo em acordo com aqueles relatados
por Jarraud et al (2002), que também observaram predominio dos grupos agr Il e |
em doengas que envolvem a produgdo de enterotoxinas. Esses pesquisadores
utilizaram AFLP, e identificaram trés clusters principais: o primeiro agrupava cepas
agr lll, produtoras de TSST-1; o segundo englobava cepas agr | e Il, envolvidas em
doencas mediadas por enterotoxinas, sendo que este cluster agrupou todas as
cepas que carreavam o cluster egc; e, no terceiro, cepas do grupo agr |V, produtoras
de esfoliatina. Baseado nisso os autores relataram que ha uma forte relagao entre a
presencga de genes das toxinas e origem genética, concluindo que a patogenicidade

especifica da bactéria € associada a um clone especifico ou a grupos clonais. Neste
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estudo, nao foi realizada analise filogenética, entretanto, a relagcao clonal reportada
por aqueles autores nos reportam a possibilidade de haver uma relagao clonal entre
as cepas agr Il portadoras do cluster egc.

Collery et al. (2008b) encontraram o cluster egc em 43 cepas isoladas de
humanos e em 53 isoladas de animais e observaram que havia predominancia do
grupo agr lll. Chini et al (2006) também delinearam um estudo para relacionar cepas
carreadoras do cluster egc com os grupos agr. Para isso, avaliaram 177 cepas
MRSA, sendo que 60 albergavam o cluster egc, e observaram que quatro carreavam
o cluster egc1 e pertenciam ao grupo agr | e uma, carreava o cluster egc2 e
pertencia ao grupo agr lll, reforcando a hipotese de relagcéo clonal. Essa tendéncia
também foi verificada neste estudo, onde se observou alta relagdo entre cepas
carreando o cluster egc e o grupo agr ll, que foram isoladas na mesma matriz
alimentar, no caso carne de frango.

Collery et al. (2008a) caracterizaram molecularmente S. aureus isolados em
portadores nasais e demonstraram que 66,7% apresentavam genes para
enterotoxinas classicas (eea, eeb e eec), sendo eeb o gene prevalente. Além disso,
encontraram uma alta prevaléncia do cluster egc (85,4%). O gene tst foi encontrado
em menos de 15% das cepas. Quando avaliaram a presenga dos diferentes grupos
agr, encontraram 37,5% das cepas pertencentes ao agr lll, 35,4% agr I, 25% agr| e
2,1% agr IV. Entretanto, ndo observaram relagdo entre perfil agr e produgdo de
enterotoxina, mas entre os que apresentam o cluster egc completo, quatro cepas
pertenciam ao grupo agr | e trés a cada grupo agr Il e |I. Constataram, ainda que
todos os isolados tst albergavam algum gene de enterotoxina classica e pertenciam
ao grupo agr lll, o que neste estudo, ndo foi observado entre as enterotoxinas
classicas, ja que somente duas pertenciam ao grupo agr, mesmo havendo trabalhos
que indicam a regulagao dessas enterotoxinas pelo acessory gene regulator.

Yoon et al. (2007) estudaram S. aureus isolados a partir de diferentes
doengas clinicas e estabeleceram relagéo entre os grupos agr |, Il e lll e as doengas.
Os pesquisadores descreveram 49,3% cepas MRSA isoladas de pacientes como
pertencentes ao grupo agr |, 44% ao agr Il e 6,7% ao grupo agr lll, e relacionaram
otites, ao grupo agr |. Resultados similares foram observados neste estudo, onde se
demonstrou uma possivel relagdo entre cepas agr | e a mastite, e a produgédo de

enterotoxinas do cluster egc e grupo agr .
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3. Perfil de sensibilidade a antibiéticos e relagdo com grupos agr

Foram utilizadas 30 cepas de S. aureus isoladas em leite de vacas mastiticas
na regido de Vigosa, MG, e 41 cepas provenientes de diversas fontes de alimentos,
pertencentes ao Banco de Cepas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos do
DCTA/FAEM/UFPel.

Observou-se que entre as cepas isoladas de leite de vacas com mastite,
100% apresentaram resisténcia a penicilina, ampicilina, cefoxitina e vancomicina. Os

perfis demonstrados por essas cepas podem ser observados na tab. 6

Tabela 6: Perfil antimicrobiano de cepas de S. aureus isoladas em leite de vacas

com mastite
PERFIL
Antibiotico Resistente  Sensivel Intermediario
% (n) % (n) % (n)
Ampicilina (AMP) 100% (30) 0 0
Cefalotina (CFL) 20% (6) 53,4% (16) 26,6% (8)
Cefoxitina (CFO) 100% (30) 0 0
Ciprofloxacina (CIP) | 56,7% (17) 6,7% (2) 36,7% (11)
Clindamicina (CLI) | 86,7% (26) 3,3% (1) 10% (3)
Cloranfenicol (CLO) | 26,6% (8) 0 73,4% (22)

(
Eritromicina (ERI) | 43,4% (13) 10% (3) 46,6% (14)
Gentamicina (GEN) | 50% (15) 23,4% (7) 26,6% (8)
Oxacilina (OXA) 30% (9) 40% (12) 30% (9)
Penicilina (PEN) 100% (30) 0 0
Sulfazotrim (SUT) 6,7% (2) 60% (18) 33,3% (10)
Tetraciclina (TET) | 46,7% (14) 13,3% (4) 40% (12)
Vancomicina (VAN) 100% 0 0
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Em Portugal, Pereira et al. (2009), avaliando o perfil de resisténcia a
antimicrobianos de S. aureus isolados de leite de vacas com mastite e de leite cru
proveniente de vacas sadias, encontraram 70% dos isolados resistentes aos
antibidticos penicilina e ampicilina, e nenhum isolado resistente a vancomicina.
Esses autores relatam que essa resisténcia aos antibiéticos p-lactamicos deve-se ao
tratamento para a mastite bovina com esses antimicrobianos e a capacidade de
cepas de S. aureus de produzirem uma barreira de exopolissacarrideo, aumentando
a parede celular e dificultando a agédo destes antibioticos, o que poderia justificar o
alto perfil de resisténcia apresentadas neste estudo.

Normanno et al. (2007) sugerem que os ruminantes podem atuar como
reservatorio de cepas MRSA, bem como de cepas oxacilina resistentes, e destacam
a importancia da caracterizagdo molecular para entendermos a epidemiologia da
transmissdao de cepas oxacilina resistentes. Ressaltam, também, que a
pasteurizacdo do leite destréi o perigo direto de contaminagao por cepas MRSA,
mas em termos de seguranga dos alimentos, a presenca dessas cepas torna-se
importante na contaminagao cruzada, no consumo de leite cru € no processamento
de derivados a partir do leite cru.

Peles et al. (2007) avaliaram leite de vacas com mastite, na Hungria, e
encontraram alta resisténcia aos antibidticos B-lactamicos, em especial a penicilina,
o antibidtico de maior uso em casos de infeccdo da glandula mamaria, resultados
similares ao apresentado neste estudo, ressaltando a importdncia do carater
multiresistente dos antibi6ticos desse grupo.

No Brasil, Aires de Souza et al. (2007), encontraram 67% de sensibilidade em
isolados de S. aureus isolados de leite de diferentes espécies, a todos os
antimicrobianos testados (PEN, CEF, CFO, OXA, SUT, CLI, ERI, GEN e TET),
diferindo dos apresentados nesse estudo.

Entre as cepas resistentes a oxacilina isoladas neste estudo, um dos
principais B-lactamicos utilizados na pratica clinica, houve presenca de cepas com
perfil de bandas compativeis com grupos agr. trés cepas pertencem ao grupo agr |,
uma ao grupo agr lll e outra ao grupo agr IV. Entre cepas resistentes aos antibiéticos
ampicilina, cefoxitina, penicilina e vancomicina, observamos prevaléncia do grupo
agrl.

Em estudo conduzido por Melchior et al. (2009), em cepas de S. aureus

isoladas de mastite bovina, os autores relacionam o grupo agr | a cepas resistentes
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a penicilina e a melhor adaptagao a sobrevivéncia intracelular, o que influenciaria na
eficiéncia da terapéutica e na propagacao de cepas resistentes. Neste estudo, foram
observados 100% resisténcia a penicilina, bem como se observou associagao entre
grupo agr | e esse antimicrobiano, resultados condizentes com os daqueles autores.

Ayed et al.(2006) avaliaram 57 cepas MRSA quanto a presenga do locus agr
e encontraram maior predominio do grupo agr Il (40,3%), seguido pelo grupo agr |
(15,7%). Esses autores verificaram que cepas agr lll estavam mais envolvidas em
infeccbes n&o invasivas, enquanto cepas agr |, com doengas invasivas, como a
mastite. Entre as cepas isoladas de leite de vacas com mastite neste estudo, houve
predominio do grupo agr | o mesmo encontrado em doengas invasivas por aqueles
pesquisadores. Por outro lado, entre as cepas resistentes aos -lactdmicos, grupo
da meticilina, houve uma leve prevaléncia do grupo agr |, diferindo dos resultados
daqueles pesquisadores. Os autores ainda relatam que a resisténcia a algum -
lactamicos demonstra resisténcia a todos os demais p—lactdmicos, como
observamos em nosso estudo, que encontramos resisténcia além a oxacilina, a
ampicilina, a cefalotina, a cefoxitina, o que poderia indicar resisténcia a meticilina.

A associagao entre agr | e gene de resisténcia a macrolideos (msrA), como a
eritromicina, envolvendo cepas MRSA- comunidade adquirida foi demonstrado por
Bogdanovich et al (2007). No presente estudo, também foi possivel realizar essa
associagao, haja vista o elevado indice de cepas isoladas em leite de vacas com
mastite e resistentes a eritromicina, que pertenciam ao grupo agr l.

Entre as 41 cepas isoladas em diversas fontes de alimentos (30 de carne de
frango, 8 de embutidos carneos e 3 de queijo Tipo Colbnia), também se encontrou
100% de resisténcia a penicilina, ampicilina, cefoxitina e vancomicina. O perfil de

resisténcia aos demais antimicrobianos é descrito na tab. 7.
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Tabela 7: Perfil de resisténcia a antibidticos de cepas de S. aureus isoladas em
diversos alimentos, no sul do Rio Grande do Sul

Resistente Sensivel Intermediério
Antibidtico % (n) % (n) % (n)
Ampicilina (AMP) 100% (41) 0 0
Cefalotina (CFL) 7,3% (3) 70,7% (29) 22% (9)
Cefoxitina (CFO) 100% (41) 0 0
Ciprofloxacina (CIP) 63,4% (26) 0 36,6% (15)
Clindamicina (CLI) 73,2% (30) 2,4% (1) 24,4% (10)
Cloranfenicol (CLO) 34,1% (14) 7,3% (3) 58,5% (24)
Eritromicina (ERI) 34,1% (14) 4,9% (2) 61% (25)
Gentamicina (GEN) 46,3% (19) 17% (7) 36,6% (15)
Oxacilina (OXA) 26,8% (11) 34,1% (14) 39,1% (16)
Penicilina (PEN) 100% (41) 0 0
Sulfazotrim (SUT) 0 87,8% (36) 12,2% (5)
Tetraciclina (TET) 61% (25) 9,7% (4) 29,2% (12)
Vancomicina (VAN) 100% 0 0

Observamos que entre a maioria das cepas isoladas de alimentos que foram
resistentes a ampicilina, vancomicina, penicilina e cefoxitina houve prevaléncia do
grupo agr Il. Entre as cepas resistentes a oxacilina, duas pertenciam ao grupo agr |l
e carreavam os genes do cluster egc, e uma cepa pertencia ao grupo agr Il
Nenhuma portava os genes das EE classicas. Dentre os demais antibidticos n&o
houve relagdo entre grupos agr e perfil de resisténcia a antimicrobianos.

Neste estudo verificou-se a presenca de cepas multiresistentes sendo o perfil
mais comum AMP/CEF/PEN/VAN diferindo de Kérouanton et al. (2007), que
caracterizaram cepas de S. aureus isoladas de surtos de intoxicagdo alimentar na
Franca, e demonstraram que das 33 cepas analisadas, apenas 11 apresentavam
resisténcia a dois diferentes antimicrobianos, como a meticilina e a penicilina.

Ja Peresi et al. (2006) avaliaram a susceptibilidade a antimicrobianos entre
cepas de S. aureus isoladas em surtos de intoxicagao estafilocdcica ocorridos em
Sao Paulo, e encontraram 32% das cepas sensiveis a todos os antibiticos testados,
entretanto, 40% resistentes a dois antibidticos, sendo que os maiores niveis de

resisténcia foram a penicilina, tetraciclina, oxacilina e cloranfenicol, com predominio
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da penicilina/oxacilina. Resultados similares foram obtidos neste estudo e, aliado
aos dados obtidos por Peresi et al. (2006), demonstram a elevada ocorréncia de
cepas de S. aureus resistentes a antibioticos e/ou multiresistentes, contaminando
alimentos, o0 que é preocupante em termos de saude publica, tendo em vista a
circulagao dessa fonte nos mais diversos ambientes, inclusive o hospitalar.

Nema et al. (2007), estudaram cepas de S. aureus isoladas em surtos de
intoxicacdo alimentar na india, e encontraram que todas foram sensiveis aos
antibidticos testados (AMP, CFL, CLO, CLI, ERI, GEN, OXA e VAN) exceto a
ampicilina. Os autores destacam que esse padrao €& compativel com cepas
provenientes de manipuladores de alimentos, em funcado da resisténcia a AMP,
antibiético usado indiscriminadamente na clinica humana sem prescricdo meédica. Os
resultados deste estudo também demonstram resisténcia a antibidticos comumente
usados na clinica médica sem prescricao, como AMP, PEN, GEN e TET, porém,
também se observou resisténcia a antibidticos que necessitam ser prescritos por
profissionais, como CFO, VAN e a CLI.

Nitzsche e Stephan (2007) avaliaram o perfil de resisténcia de S. aureus
isolados de carcagas suinas, e verificaram alto grau de resisténcia aos antibidticos
penicilina e ampicilina, resultado semelhante ao deste estudo, onde as cepas
isoladas de carne de frango também apresentavam perfil de resisténcia a ampicilina
e a penicilina. Ressalta-se que esses antibidticos sdo muito usados nos tratamentos
de enfermidades de animais de criacdo, muitas vezes sem prescricao de um Médico
Veterinario, aumentando a pressao de selegao e disseminando cepas de S. aureus
resistentes entre animais, alimentos e, consequentemente, consumidores.

Pesavento et al. (2007), avaliaram o perfil de resisténcia de cepas de S.
aureus isoladas em carne crua frente a 12 diferentes antibiéticos (CFL, OXA, AM,
TET, SUT ERI, CLI, GEN, PE, VAN, meticilina e teicoplan), e ndo encontraram cepas
resistentes a vancomicina e meticilina. Entre os demais antibidticos testados,
30,95% das cepas foram resistentes a todos. Os autores atribuiram nao terem
encontrado cepas resistentes a vancomicina e meticilina, ao fato desses antibiéticos
serem de uso hospitalar. Entretanto, a resisténcia a determinados antibidticos antes
somente observada em cepas isoladas em ambientes hospitalares, vem se
disseminando inclusive com sua presengca em alimentos como verificado neste
estudo, onde 100% das cepas isoladas em diferentes fontes alimentares

apresentavam resisténcia a vancomicina.
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Alguns autores, como Pesavento et al. (2007), destacam que a avoporicina,
um antibiético usado como promotor de crescimento em frangos seja a grande
causa do aumento da resisténcia a oxacilina em cepas de microrganismos isolados
nesse tipo de alimento. Neste estudo, se observou um elevado percentual de
resisténcia a oxacilina entre as cepas isoladas de carne de frango, mas n&o se pode
relacionar ao o uso de promotores de crescimento de frangos como causa dessa
resisténcia, haja vista que esta pratica é proibida no Brasil.

André et al. (2008), avaliaram cepas de S. aureus isoladas de manipuladores
de alimentos, leite cru e queijo Tipo Minas Frescal, no Brasil, e encontraram 100%
de sensibilidade a vancomicina, gentamicina e ciprofloxacina. Resultados
divergentes foram encontrados neste estudo, destacando-se a vancomicina com
100% de resisténcia, sendo um antibidtico de segunda escolha na clinica contra S.
aureus. Os antibidticos que apresentaram maior percentagem de resisténcia foram a
penicilina, oxacilina, tetraciclina e eritromicina, com 69,9%, 5,5%, 24,7% e 5,5%,
respectivamente, os mais usados no tratamento de vacas com mastite. Os autores
destacam que esses resultados demonstram a necessidade de maiores
investigacbes epidemioldgicas sobre as formas de transferéncia de resisténcia a
antibidticos na cadeia de producgao de alimentos.

Reinoso et al. (2008), na Argentina, avaliaram o perfil de resisténcia de cepas
de S. aureus provenientes de diversas fontes de alimentos e encontraram que 100%
foram sensiveis a todos os antibiéticos testados (CFL, ERI, PEN, TET, kanamicina,
novobiocina e estreptomicina), o que difere dos nossos resultados, ja que nenhuma
cepa apresentou 100% sensibilidade aos antibidticos testados. Aqueles autores
também estudaram cepas isoladas de leite de vacas com mastite, onde 27%
apresentaram resisténcia a penicilina, corroborando com dados encontrados neste
estudo. Os autores indicam a transferéncia horizontal de genes e o uso
indiscriminado de antibiéticos em humanos, como causa do elevado percentual de
resisténcia das cepas, o que poderia justificar o elevado numero de isolados
resistentes apresentados nesse estudo.

Simeoni et al. (2008) avaliaram, por PCR, o perfil de resisténcia de cepas de
Staphylococcus spp. isoladas de alimentos, e encontraram a presenca de 4 genes
de resisténcia (tetraciclina (tet), eritromicina (eri), B-lactamico (blaZ) e a oxacilina
resisténcia (mecA)) em 72,7% das cepas, confirmando a expansdo de bactérias

multiresistentes na cadeia de producao de alimentos. Embora neste estudo néo se
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tenha utilizado técnicas moleculares para a identificacdo de genes envolvidos em
resisténcia a antibiéticos, os resultados fenotipicos condizem com os encontrados
por aquele autor, reiterando a importancia do monitoramento do perfil de resisténcia
de cepas isoladas em alimentos e no ambiente de processamento de alimentos.

Laplana et al. (2007), tipificando isolados clinicos de S. aureus encontraram,
no mesmo perfil determinado por PFGE, cepas MRSA e MSSA o que sugere,
segundo os autores, transferéncia genética do gene mecA para cepas MSSA ou
delecdo desse mesmo gene em MSSA, o que poderia justificar as diferengas de
resisténcia/sensibilidade ao oxacilina entre cepas avaliadas neste estudo.

Sakoulas et al. (2002) e Moise-Broder et al. (2004) verificaram associagao
entre cepas de S. aureus com sensibilidade intermediaria aos glicopeptideos (GISA)
e falha na terapia com vancomicina em cepas MRSA, com grupo agr Il. Neste
estudo observamos alta prevaléncia de cepas agr Il entre as cepas isoladas de
diversas fontes de alimento, o que poderia explicar a elevada resisténcia aos

glicopeptideos encontrado entre eles.



CONCLUSOES

A técnica de biplex PCR padronizada permitiu identificar os quatro grupos agr
em cepas padrao de S. aureus e em cepas isoladas de alimentos e leite de vacas
mastiticas, demonstrando uma alta prevaléncia do grupo agr Il entre as cepas
testadas.

Nas cepas isoladas de diversas fontes de alimentos houve prevaléncia do
grupo agr Il, seguido dos grupos agr lll, agr | e agr IV. Avaliando-se cada alimento
separadamente (carne de frango, embutidos carneos e queijo Tipo Colbnia) também
houve predominio do grupo agr Il.

Em cepas provenientes de leite de vacas mastiticas, isoladas em Vigosa,
MG, houve predominio do grupo agr |I.

Houve relagcédo entre cepas que carreavam o cluster egc completo e grupo
agr ll, com grande maioria dessas cepas pertencendo a esse grupo. Entretanto,
nenhuma relagdo foi observada entre cepas que albergavam genes das EE
classicas e os grupos agr.

Todas as cepas apresentaram multiresisténcia, tanto entre as isoladas de
leite de vacas mastiticas quanto nas isoladas de alimentos.

Nas cepas isoladas de alimentos, que eram resistentes a ampicilina,
vancomicina, penicilina e cefoxitina, observou-se prevaléncia do grupo agr |l,
entretanto, nas cepas provenientes de leite de vacas com mastite nenhuma relagao

entre grupo agr e resisténcia a antibidtico foi observada.
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APENDICE 1: Fotos mostrando o DNA extraido em isolados de alimentos
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Eletroforose em gel de agarose a 1%, de DNA extraido de S. aureus isolados de diversas fontes de
alimentos. Coluna 1: Marcador de massa molecular DNANHindlIl (Invitrogen®); Colunas 2 a 9: DNA
extraido de isolados de diversas fontes de alimentos.

123456789

Eletroforose em gel de agarose a 1%, de DNA extraido de S. aureus padrao para os grupos agr I, agr
Il, agr lll, agr IV e de cepas de leite de vacas com mastite isoladas em Vigosa, MG. Coluna 1:
Marcador de massa molecular DNAANHindlll (Invitrogen®); Colunas 2 a 5: DNA extraido de cepas de
S. aureus padréo para os grupos agr I, agr I, agr 11l e agr IV. Colunas 6 a 9: DNA extraido de cepas
de leite de vacas com mastite isoladas em Vigosa, MG.



APENDICE 2: Fotos mostrando amplificacdes de fragmentos dos genes do grupos agr em S.
aureus isolados de diversas fontes de alimentos e leite de vacas mastiticas
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Eletroforese em gel de agarose 1,2%, de produtos de PCR realizada com DNA de S. aureus padrao
para os grupos agr |, agr Il, agr lll, agr IV e cepas oriundas de carne de frango — Coluna 1a 4:
fragmento do grupo agr Il (552pb) obtido a partir de DNA de S. aureus isolado de carne de frango;
Coluna 5, 7, 9 e 10: ndo houve amplificagdo; Coluna 06: controle positivo de reacdo com fragmento
do grupo agr Il (552pb) obtido a partir de DNA de S. aureus USA 100, Coluna 8: controle positivo da
reagdo com fragmento do grupo agr IV (588pb) obtido a partir de DNA de S. aureus RN 4850; Coluna
11:. Controle negativo; Coluna 12: Marcador de massa molecular DNA Ladder 100pb (Invitrogen®).
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650pb
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Eletroforese em gel de agarose 1,2%, de produtos de PCR realizada com DNA de S. aureus padrao
para os grupos agr |, agr ll, agr lll, agr IV e cepas de leite de vacas com mastite isoladas em Vigosa
MG - Coluna 1, 3, 5, 7: fragmento do grupo agr | (440pb) obtido a partir de DNA de S. aureus isolado
de leite de vacas com mastite; Coluna 9: fragmento do grupo agr IV (588pb) obtido a partir de DNA de
S. aureus isolado de leite de vacas com mastite; Colunas 2, 4, 6, 8, 11, 12 e 13: ndo houve
amplificagéo; Coluna 10: Marcador de massa molecular DNA Ladder 1 kb plus (Invitrogen®); Coluna
14: controle positivo de reacdo com fragmento do grupo agr IV (588pb) obtido a partir de DNA de S.

aureus RN 4850; Coluna 15: Controle negativo.
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