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Resumo

O sucesso das infecgcbes por Streptococcus agalactiae pode ser atribuido, dentre
outros fatores, a capsula polissacaridica que é um fator de viruléncia, que auxilia na
evasao do sistema imune e na persisténcia do patégeno dentro do hospedeiro. Além
disso, os diversos tipos de mecanismos de resisténcia a antimicrobianos e a facilidade
em adquirir material genético (genes) de outros microrganismos, contribuem para sua
sobrevivéncia, mesmo na presenca de certos antimicrobianos utilizados para
tratamento da mastite bovina, uma das doengas mais prevalentes em rebanhos
leiteiros no Brasil e que tem S. agalactiae como uma das principais causas. Apesar
disso, informagdes sobre as caracteristicas de S. agalactiae acometendo bovinos no
pais sdo escassas e a prevaléncia deste patdgeno nos rebanhos brasileiros € alta.
Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi determinar o tipo capsular de cepas de
S. agalactiae e estabelecer o perfil de resisténcia aos antimicrobianos utilizados para
o tratamento de mastite em linhagens de S. agalactiae isoladas de vacas leiteiras na
regido da Zona da Mata Mineira e Campo das Vertentes. Mil cento e setenta (n=1170)
amostras de leite foram coletadas durante quatro semestres consecutivos, entre julho
de 2009 e junho de 2011, em 11 fazendas leiteiras localizadas nas regides da Zona
da Mata Mineira e Campo das Vertentes. Dentre os isolados bacterianos 284 cepas
foram identificadas como S. agalactiae por métodos bioquimicos e por PCR, sendo
141 isolados das coletas 1 e 4 (intervalo de 20 meses) usados no presente estudo. A
diversidade genética dessa subpopulacao foi avaliada por meio da comparagao de
perfis de restricdo de macrofragmentos de DNA gerados pela enzima Smal separados
por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE). A distribuicao epidemiolégica de
S. agalactiae foi inferida pela sorotipagem capsular de isolados por meio de PCR
multiplex. Foram realizados testes de suscetibilidade antimicrobiana, por difusédo em
disco, aos antimicrobianos ampicilina, penicilina, oxacilina, cefalotina, ceftiofur,
clindamicina, gentamicina, eritromicina, enrofloxacina, sulfametoxazol,
sulfametoxazol+trimetoprima e tetraciclina. A presenca de genes ermA, ermB, tetO,
tetk, tetl, tetM e aacA-aphD de resisténcia aos antimicrobianos gentamicina,
eritromicina e tetraciclina foi investigada por PCR. Entre os 97 perfis de DNA que
foram digeridos pela enzima de restricdo Smal, 95 cepas de S. agalactiae
apresentaram perfis de DNA geneticamente distintos, no PFGE. Dezessete isolados
foram considerados geneticamente redundantes e 78 se apresentaram geneticamente
nao redundantes, revelando grande diversidade genética entre os isolados de S.
agalactiae, da primeira e quarta coletas. O sorotipo capsular |l foi o de maior
ocorréncia (n= 34), seguido dos sorotipos Il (n=23) e la (n= 10). Entre os 78 isolados
de S. agalactiae submetidos ao antibiograma, 74 foram considerados resistentes a
pelo menos um antibiético e uma cepa (628) foi resistente a nove antimicrobianos.
Cinquenta e quatro (69,2%) isolados apresentaram resisténcia a tetraciclina no teste
fenotipico. Quarenta e seis isolados apresentaram alta resisténcia a tetraciclina, e
carream os genes tetM e tetO. A distribuicdo dos pulsotipos entre os isolados de S.
agalactiae sugere que em alguns casos 0sS mesmos microrganismos permaneceram
no rebanho durante o periodo de vinte meses. Quando associado ao
sorotipo/resisténcia antimicrobiana, o sorotipo Il apresentou elevadas resisténcias
antimicrobiana a eritromicina (65,8%), tetraciclina (59,2%), e gentamicina (45,1%).
Estudos sobre avaliacdo da diversidade genética, sorotipagem capsular e
suscetibilidade antimicrobiana de linhagens de S. agalactiae isoladas de bovinos
leiteiros, em diferentes regides do Brasil, se fazem necessarios, a fim de conhecer
melhor a biologia deste patdgeno visando desenvolver e implementar novas opgdes
de prevencgao e tratamento para mastite causada por S. agalactiae.



Palavras-chave: Multirresisténcia a antimicrobianos, mastite bovina, tipagem,
diversidade genémica, sorotipos.



Abstract

The success of Streptococcus agalactiae infections can be attributed to the
polysaccharide capsule (CPS), which is one of the virulence factors, capable of
enabling evasion of the immune system and the persistence of the pathogen within the
host. Furthermore, the different types of anticrobials resistance mechanisms and the
ease of acquiring genetic material (genes) from other microorganisms contribute to its
survival, even in the presence of certain antimicrobials used for the treatment of bovine
mastitis, one of the most prevalent diseases in dairy herds in Brazil, with S. agalactiae
being one of the main causes. Nevertheless, information about the characteristics of
S. agalactiae affecting cattle in the country is scarce and the prevalence of this
pathogen in Brazilian herds is high. Thus, the aim of the present study was to
determine the capsular serotyping of S. agalactiae strains and establish the
antimicrobial resistance profile used for mastitis treatment in S. agalactiae isolates
from dairy cows in the Zona da Mata Mineira and Campo das Vertentes regions. One
thousand one hundred and seventy (n= 1170) milk samples were collected during four
consecutive semesters, between the years 2009 and 2011, on 11 dairy farms located
in Zona da Mata Mineira and Campo das Vertentes regions. Among the bacterial
isolates, 284 strains were identified as S. agalactiae through biochemical methods and
PCR, with 141 isolates from collects 1 and 4 (20 months interval) used in the present
study. The genetic diversity of this subpopulation was assessed by comparing
restriction profiles of DNA macrofragments generated by the Smal enzyme separated
by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). The epidemiological distribution of S.
agalactiae was inferred by capsular serotyping of isolates using multiplex PCR.
Antibiotic susceptibility tests were performed by disk diffusion for the antimicrobials
ampicillin, penicillin, oxacillin, cephalothin, ceftiofur, clindamycin, gentamicin,
erythromycin, enrofloxacin, sulfamethoxazole, sulfamethoxazole+trimethoprim and
tetracycline. Resistance genes to the most prevalent antimicrobials (gentamicin,
erythromycin and tetracycline) were evaluated by PCR, using the genetic markers
ermA, ermB, tetO, tetk, tetl, tetM and aacA-aphD. Among the 97 DNA profiles that
were digested by Smal restriction enzyme, 95 strains of S. agalactiae presented
genetically distinct DNA profiles in PFGE. Seventeen isolates were considered
genetically redundant and 78 were genetically non-redundant, revealing great genetic
diversity between S. agalactiae isolates from the first and fourth collection. Serotype Il
was the most prevalent (n= 34), followed by serotypes lll (n=24) and la (n=10). Among
the 78 S. agalactiae isolates subjected to antibiogram, 74 were considered resistant to
at least one antibiotic, and one strain (628) was resistant to nine antimicrobials. Fifty-
four (69,2%) isolates showed resistance to tetracycline in the phenotypic test. Forty-
six (58,9%) isolates showed high resistance to tetracycline and carried the tetM and
tetO. The distribution of pulsotypes among S. agalactiae isolates suggests that, in
some cases, the same microorganisms remained in the herd over a period of twenty-
months. When associated with serotype/antimicrobial resistance, serotype Il showed
high resistance to the antibiotics erythromycin (65,8%), tetracycline (59,2%) and
gentamicin (45,1%). Studies on the assessment of genetic diversity, capsular
serotyping and antimicrobial susceptibility of S. agalactiae strains isolated from dairy
cattle in different regions of Brazil are necessary in order to better understand the



biology of this pathogen with a view to developing and implementing new prevention
and treatment options for mastitis caused by S. agalactiae.

Keywords: Multiresistance to antimicrobials, bovine mastitis, genomic diversity,
serotypes, typing.
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1 INTRODUGCAO

A mastite bovina € uma das doencas infecciosas mais frequentes e que mais
traz prejuizos econdmicos para as fazendas leiteiras, tanto no Brasil quanto no mundo
(Keefe, 2012; Minist et al., 2012; Fonseca et al., 2021). Streptococcus agalactiae
(Estreptococo do grupo B de Lancefield [EGB]) € um dos principais patdégenos
contagiosos envolvidos, na maioria das vezes, na mastite subclinica (MS) em bovinos,
e € responsavel por causar grande impacto na qualidade (com elevada contagem de
células somaticas) e na produgao de leite (Keefe, 2012; Sa et al., 2018). Além de
agente etioldgico da mastite bovina, o S. agalactiae tem grande importancia na saude
publica, uma vez que algumas linhagens desse patdégeno s&o responsaveis por causar
uma série de infecgdes em humanos, incluindo infec¢gdes invasivas neonatal,
septicemia, celulite, meningite e pneumonia (Zadoks et al., 2011; Yao et al., 2013).

Apesar dos numerosos programas de erradicagao de S. agalactiae existentes,
a prevaléncia do patégeno em rebanhos brasileiros € alta, tendo sido isolado em
diferentes regides do pais, com porcentagem que variam entre 3,2% a 67% (Keefe,
2012; Sa et al., 2018; Mesquita et al., 2019). Na regiao Sudeste do Brasil, este
microrganismo tem sido considerado um dos principais patdgenos da mastite com
base nos rebanhos leiteiros estudados (Carvalho-Castro et al., 2017; Tomazi, 2017).
O controle desta bactéria nos rebanhos leiteiros bovinos ainda € um desafio para o
pais, portanto, estudos que visam a tipagem epidemioldgica, o que envolve a
sorotipagem capsular, e o perfil fenotipico e genotipico de resisténcia a
antimicrobianos se fazem necessarios.

Por outro lado, em paises com a pecuaria desenvolvida e que adotaram
medidas efetivas de controle e biosseguridade, a prevaléncia do S. agalactiae nos
rebanhos infectados foi reduzida, em torno de 1,6% (Riekerink et al., 2006; Keefe,
2012). Nos paises como Canada, Reino Unido e norte da Europa, foram
implementados programas de controle e prevengao de S. agalactiae. Tais programas
se concentraram na identificagdo dos bovinos infectados e tratamento dos mesmos
com antimicrobianos, e também na prevencdo da transmisséo de S. agalactiae
durante a ordenha, levando a quase eliminagdo deste patdogeno nestas areas
(Crestani et al., 2021). Contudo, estudos relataram o reaparecimento desse patdégeno
no norte da Europa, e apontam que a principal fonte da reintroducéo nos rebanhos

leiteiros foi através do homem, que pode atuar como fonte de infecgdo para o gado
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(Zadoks et al., 2011; Tomazi et al, 2018). Além da reintrodu¢ao de origem humana,
outros fatores também podem contribuir para isto, como tratamento inadequado de
animais doentes e variagdes genéticas nas cepas bacterianas causadoras da mastite,
que resultam em diferentes potenciais patogénicos e de viruléncia das cepas,
incluindo resisténcia a antimicrobianos (Rossi et al., 2019). Como ndo ha nenhum
estudo brasileiro que fornega uma visdo nacional das caracteristicas fenotipicas e
genotipicas de isolados circulantes de S. agalactiae em bovinos, este estudo traz
informacdes sobre o sorotipo capsular e o perfil de resisténcia antimicrobiana de S.
agalactiae de uma area restrita no Brasil, que pode contribuir, no futuro, para estudo
de caracterizagao nacional dessas cepas.

Diversos métodos de tipagem molecular sdo utilizados em investigagbes
epidemioldgicas e contribuem para compreensao de fatores relacionados a biologia e
patogenia do hospedeiro. Um dos fatores frequentemente relacionados ao potencial
patogénico, de viruléncia e perfis de suscetibilidade a antimicrobianos de cepas de S.
agalactiae € a genotipagem capsular (Burtet, 2019). A genotipagem capsular é
considerada altamente adequada para investigagées epidemioldgicas porque os
sorotipos podem ser identificados na presenca ou auséncia de expressao de
polissacarideos capsulares (CPS) (Carvalho-Castro et al., 2017). Atualmente sao
conhecidos dez desses sorotipos (la, Ib, II, lll, 1V, V, VI, VII, VIII, IX), os quais podem
variar conforme a regiao geografica, tempo e grupos populacionais estudados (Burtet,
2019; Metcalf et al., 2017). Tendo na pesquisa observada a utilizacdo dessa
ferramenta para determinar o tipo capsular de cepas de S. agalactiae, em diferentes
regides do Brasil, estudo de sorotipagem capsular, realizado por Carvalho-Castro et
al. (2017) nos estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Parana e Pernambuco,
determinou que o sorotipo Ill foi o mais frequente entre S. agalactiae isolados de
amostras de leite. Ja o sorotipo V foi o mais prevalente entre os isolados bovinos dos
estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa Catarina, de acordo com Pinto et al.
(2013).

Uma importante abordagem para caracterizagao de grupos populacionais de S.
agalactiae consiste na analise de perfis gerados pela atuagao de enzimas de restri¢ao,
(principalmente Smal) por meio do PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis). Tal
técnica permite analisar grandes populagdes e verificar possiveis relagdes genéticas
entre as linhagens de acordo com o padrao de fragmentagao do seu material genético,

a fim de selecionar isolados geneticamente nao redundantes para analises posteriores
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(Gandra et al., 2008; Santos et al., 2018). Nos ultimos anos, estudos sao realizados
para avaliar a diversidade genética de S. agalactiae de origem bovina, utilizando
ferramentas moleculares. Com base no PFGE, Duarte et al. (2004) revelou 47 perfis
de digestao Smal entre 64 isolados de leite bovino em 3 estados da regido sudeste
(Minas Gerais, Sao Paulo e Rio de Janeiro).

A resisténcia a antimicrobianos também é um importante aspecto a ser
analisado, pois ndo sO pode estar associada a permanéncia de S. agalactiae nos
rebanhos, como é reconhecida com uma grande preocupacéao de saude global (World
Health Organization, 2014). A emergéncia da resisténcia a antimicrobianos é um
fenbmeno complexo, que envolve a interagdo entre humanos, animais, bactérias,
medicamentos e 0 meio ambiente. Antimicrobianos sdo comumente utilizados na
pecuaria animal para curar ou prevenir infeccdes bacterianas, mas o0 uso
indiscriminado pode exercer uma pressao seletiva, resultando na adaptacdo da
bactéria as mudangas ambientais (Rozman et al., 2020). Essa adaptagdo pode
acontecer com a aquisicdo de genes de resisténcia a antimicrobianos de outra
bactéria, através do mecanismo de transferéncia horizontal, o que contribui para a
emergéncia e propagacao de bactérias antibidtico-resistentes (Colautti et al., 2022).

Por este motivo, estudos epidemiolégicos tém avaliado ndo sé o fendétipo de
resisténcia aos antimicrobianos utilizados para tratamento da mastite bovina causada
por S. agalactiae, como também os genes de resisténcia a esses antimicrobianos.
Com base nisso, em estudo realizado por Pinto et al. (2013), observou isolados
bovinos resistentes aos seguintes antimicrobianos: clindamicina (20,7%), eritromicina
(27,6%) e tetraciclina (89,6%), nos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa
Catarina.

Até o presente momento, poucos dados estdo disponiveis sobre a diversidade
genética, sorotipagem capsular e suscetibilidade antimicrobiana de linhagens de S.
agalactiae circulantes em fazendas leiteiras no Brasil. Carvalho-Castro et al. (2017)
avaliaram a epidemiologia molecular de S. agalactiae isolados de 36 fazendas
localizadas nas regides de Minas Gerais, Sado Paulo, Parana e Pernambuco. Pinto et
al. (2013) avaliaram a distribuicdo de sorotipos e a suscetibilidade a antimicrobianos
de S. agalactiae de origem humana e animal de diferentes estados do Brasil. No
entanto, o estudo foi realizado entre 1980 e 2006, além de n&o incluir isolados

oriundos de Minas Gerais.
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A fim de desenvolver melhores opg¢des de tratamento e prevencéo para animais
portadores de S. agalactiae causadores de mastite bovina no Brasil, e também
diminuir os impactos relacionados a saudabilidade (transferéncia de genes de
resisténcia a antimicrobianos) e financeiro (prejuizos na producado de leite) dos
produtores, estudos que permitem o conhecimento do tipo, patogenicidade e
suscetibilidade antimicrobiana de cepas de S. agalactiae relacionados a mastite
bovina precisam ser desenvolvidos, no intuito de tragcar um projeto futuro, com a
criacdo de um banco de dados nacional que reuna informagdes como perfil de
resisténcia, tipo capsular de cepas de S. agalactiae circulantes em fazendas leiteiras
no Brasil. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi determinar a sorotipagem
capsular de cepas de S. agalactiae e estabelecer o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos utilizados para o tratamento de mastite em linhagens de S. agalactiae
isoladas de vacas leiteiras na regidao da Zona da Mata Mineira e Campo das Vertentes
entre os anos de 2009 e 2011.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta, transporte de amostra e isolamento

Os isolados bacterianos utilizados neste estudo foram obtidos por meio do
isolamento a partir de amostras compostas de leite, obtidas em 4 coletas realizadas
em intervalos de 6 meses, entre os anos de 2009 e 2011, em rebanhos de diferentes
fazendas (n=11) localizadas no estado de Minas Gerais, na regido da Zona da Mata
Mineira e Campo das Vertentes.

As fazendas apresentavam caracteristicas diferentes quanto ao padrao racial,
processo de ordenha, numero de animais lactantes e manejo. As amostras foram
coletadas apos a limpeza dos tetos, descartando os primeiros jatos de leite e
realizando a assepsia dos tetos com algodao embebido em alcool 70%. Em seguida,
foram coletados aproximadamente 10 mL de leite em frascos estéreis e transportados
sob refrigeracdo em caixas térmicas contendo gelo reciclavel até o Laboratério de
Microbiologia do Leite da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora, Minas Gerais,
Brasil, onde foram utilizados para posteriores analises microbioldgicas. No laboratorio
as amostras foram congeladas e mantidas a -20°C até o processamento.

Para o isolamento dos agentes da mastite, 0,1 mL de leite de cada amostra foi
inoculada em agar sangue de ovelha a 5% por meio de esfregaco e foi realizada a
contagem de colbnias 24 e 48 horas apds a incubagéo a 35°C. Pequenas colbnias de
cerca de 0,5-1 mm, translucidas, com hemodlise a ou B e suspeitas de serem S.
agalactiae foram sub cultivadas para analise microscopica pela coloragéo de Gram. A
identificacdo de isolados da espécie S. agalactiae foi realizada através de testes de
rotina, como morfologia das coldnias, hemodlise em agar 5% de sangue de carneiro
v/v, coloragdo de Gram, catalase, CAMP, hipurato, testes de hidrélise de esculina e
crescimento em NaCl a 6,5%.

A fim de confirmar a identidade dos isolados identificados presuntivamente
como S. agalactiae, foi realizada a amplificacdo da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) de partes especificas da espécie do gene que codifica 0 16S rRNA, a regido
espacadora intergénica 16S-23S rDNA (Abdulmawjood e Lammler, 1999). Uma cepa
ATCC de S. agalactiae (ATCC 12386) foi utilizada como controle positivo da PCR. Os

isolados identificados como S. agalactiae foram mantidos como suspensdes em
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solugao de leite desnatado a 10% (Difco Laboratories, Detroit, Michigan) contendo
10% de glicerol a -20°C.

Para reativacao dos isolados de S. agalactiae, estes foram cultivados em agar
triptona de soja (Himedia® India), suplementados com 5% de sangue ovino a 37°C
durante 48 horas. Apos esse periodo, foram inoculados em caldo BHI (Brain Heart
Infusion) (Sigma-Aldrich®, India) a 37°C por 48 horas, para que a extracao do DNA
genbmico fosse realizada de acordo com o protocolo padrdo para extragdo de
bactérias Gram-positivas, do kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega®,
Estados Unidos).

O acesso ao patriménio genético foi realizado em conformidade com os
requisitos da Lei 13.123/2015 cadastro numero A19AFEA.

2.2 Caracterizagao molecular de isolados de S. agalactiae por eletroforese em

gel de campo pulsado (PFGE)

A fim de evitar o uso de linhagens geneticamente redundantes, foi realizada
uma triagem molecular dos isolados de S. agalactiae por meio da clivagem do genoma
por enzimas de restricdo (Smal ou Sal |) seguida de separagado de macro fragmentos
de DNA por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) conforme descrito por
Benson e Ferrieri (2001), com modificacbes. Resumidamente, os isolados foram
cultivados em placas de Petri contendo agar BHI a 37 °C durante 18 a 24 h. Apds o
crescimento, as células foram raspadas da superficie do agar e preparada uma
suspensao de células em tampao TE (Tris 100 mM, EDTA 100 mM, pH 7.6) com
densidade o6ptica (DOs10) entre 2,0 e 2,2. Em seguida, 250 yL da suspensao foram
adicionados 2 ul de lisozima (10 mg/ml) (Sigma), e o tubo incubado a 37°C durante 15
minutos. Apds incubagédo, adicionou-se a suspensao 5 ul de proteinase K (20 mg/ml)
(Sigma), 20 ul de mutanolisina (1 mg/ml) (Sigma) e 250 ul de agarose de baixo ponto
de fusdo 2,0% preparada em tampé&o TE. Esta mistura foi imediatamente adicionada
em formas de acrilico para formagdo de blocos de agarose embebidos com os
isolados bacterianos. Estes foram incubados em 1,0 ml de tampé&o ES (0,5 M EDTA
[pH 8.0], 1% n-lauril sarcosina) e 50 ul de proteinase K (20 mg/ml) em um banho de
agua a 55 °C por 90 min, com agitacédo branda. Os plugs foram lavados uma vez a 55

°C durante 15 min com agua deionizada estéril e trés vezes a mesma temperatura
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com tampao TE (Tris 10 mM e EDTA 1 mM, pH 7.6). As fatias de plugs de 2 a 5 mm
lavadas foram digeridas com 20 U de endonuclease Smal por pelo menos 6 horas, de
acordo com as instrugées do fabricante (Invitrogen). Posteriormente, plugs foram
fixados no pente, e a solugao de agarose 1%, previamente fundida, foi vertida no
molde do gel. Os fragmentos foram separados por PFGE em gel de agarose 1,2% em
um sistema CHEF-DRIII (Bio-Rad) com tempos de pulso aumentando de 5 a 60 s em
13,5 h (fase 1) ede 1 a 3 s em 9,5 h (fase 2) a 14 °C com um gradiente de voltagem
de 6 V/cm. Apos a eletroforese, os géis foram corados com brometo de etidio 0,01%,
fotografados sob luz ultravioleta e documentados com auxilio do Sistema de
fotodocumentagao L'PIX (Loccus®).

Além da inspecgao visual, conforme sugerido por Tenover et al. (1995), as
imagens dos géis anteriormente fotodocumentadas, foram utilizadas para construcao
de dendrogramas utilizando o software Bionumerics V. 6.0 (Applied Maths, Kortrijk,
Belgium) para analise por comparagado dos fingerprints gerados. Os valores de
similaridade genética foram calculados pelo coeficiente de Jaccard e estes foram
utilizados para gerar o dendrograma de similaridade pelo método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). Foi estabelecido um limite
minimo de 80% de similaridade (280%) para que as amostras clusterizadas a partir
dessa porcentagem fossem consideradas de mesma linhagem, ou seja,
geneticamente redundantes. A partir da analise dos dendrogramas e da observagao
dos isolados geneticamente redundantes, 78 linhagens geneticamente distintas foram

selecionadas.

2.3 Pesquisa dos sorotipos capsulares por PCR multiplex

A determinagao dos sorotipos capsulares de S. agalactiae foram utilizadas 78
linhagens de S. agalactiae selecionadas a partir do PFGE para realizagdo da PCR
multiplex conforme descrito por Imperi et al. (2010), com adaptagdes. Para isso, foram
utilizados conjuntos de primers de PCR especificos para identificagdo dos sorotipos
la, Ib, Il ao IX. As amostras do DNA bacteriano foram extraidas de acordo com Almeida
(2018). A mistura da reacgao consistiu de 5 yL de tampao 10x (Tris-HCI 200 mM, pH
8.4, KCI 500 mM), 80 uM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 1,5 mM de
MgCl,, 0,2 uM de cada oligonucleotideo, 1 U da enzima Taq DNA polymerase
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Platinum (Life Technologies), 1 uL de DNA (25ng/uL) e agua estéril deionizada em
quantidade suficiente para um volume final de reacdo de 50 pyL. As amplificagdes
foram realizadas em um termociclador de gradiente Eppendorf Mastercycler
(Eppendorf, Alemanha) nas seguintes condi¢des: desnaturagéo inicial a 94°C por 1
min e extensao final a 72°C por 10 min, totalizando 35 ciclos. Cada ciclo consistiu em
desnaturagao a 94°C por 30 s, anelamento a 55°C por 30 s e extensao de 72°C por 1
min. Uma aliquota (5 pL) do produto de amplificagéo foi submetida a eletroforese em
gel de agarose a 2%. Os géis foram corados com brometo de etidio 0,01%,
fotografados sob luz ultravioleta e documentados com auxilio do Sistema de

fotodocumentagao L'PIX (Loccus®).

2.4 Perfil de suscetibilidade de Streptococcus agalactiae aos antimicrobianos

Para esse teste, foram utilizadas 78 linhagens de S. agalactiae selecionadas
mediante a analise dos perfis de restricdo por PFGE. A suscetibilidade antimicrobiana
das linhagens foi determinada pelo método de difusdo em disco utilizando agar
Mueller-Hinton (MH) (Merck, Alemanha) e discos disponiveis comercialmente CECON
(Sao Paulo, Brasil) contendo antimicrobianos de acordo com as diretrizes do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018). Os seguintes antimicrobianos foram
testados: ampicilina (10 pg), penicilina G (10 ug), oxacilina (1 ug), cefalotina (30 ug),
ceftiofur (30 ug), clindamicina (2 upg), gentamicina (10 ug), eritromicina (15 ug),
enrofloxacina (5 ug), sulfametoxazol (25 ug), sulfametoxazol-trimetoprima (25 ug) e
tetraciclina (30 ug). Uma aliquota da cultura de S. agalactiae cultivada por 18 horas
foi diluida em solugéo salina 0,85%, em uma DO de 600 nm (108 UFC/mL) em
equivalente espectrofotdbmetro, que corresponde a uma solugdo padrao 1,0
McFarland. Apds, 200 uL da solugéo foram distribuidos sobre placas contendo agar
MH com auxilio de swab estéril. Os discos foram colocados nas placas contendo o
microrganismo previamente distribuido com swab, com auxilio de uma pinga
previamente flambada, mantendo uma distancia de 2,5cm entre os discos. Feito isso
e aguardados 15 minutos para a adsorgdo dos antimicrobianos, as placas foram
incubadas a 35 °C por 24 horas. A linhagem de S. agalactiae ATCC 12386 foi utilizada
como controle positivo e foi cultivada em agar MH sem disco antimicrobiano. Apés a

incubacao, os diametros da zona de inibicdo nas placas de Petri foram medidos
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utilizando uma régua estéril e depois as linhagens de S. agalactiae foram classificados
como suscetiveis, intermediarios ou resistentes de acordo com os critérios do CLSI

(2018). Linhagens com halo intermediario foram consideradas resistentes.

2.5 Deteccao de genes de resisténcia a Eritromicina, Tetraciclina e Gentamicina

por PCR convencional

Linhagens de S. agalactiae considerados resistentes a eritromicina, tetraciclina
e gentamicina de acordo com o teste fenotipico, foram avaliados quanto a presenca
de genes de resisténcia a esses antimicrobianos por PCR. Para isso, foram extraidas
e diluidas (20 ng/ul) amostras do DNA bacteriano de acordo com Almeida (2018). Os
conjuntos de iniciadores (sintetizados por Sintese Biotecnologia) podem ser
observados na tabela 1.

A deteccao dos genes tetK, tetl, tetM e tetO, relacionados a resisténcia a
tetraciclina, foi realizada de acordo com as reagbes descritas por Trzcinski et al.
(2000). Para deteccao dos genes ermB e ermA, relacionados a resisténcia a
eritromicina, foram realizadas PCR de acordo com Sutcliffe et al. (1996) e Seppa
(1998), respectivamente. E para a detecgao dos genes aphA3 e aad-6, relacionados
a resisténcia a aminoglicosideos, foram utilizadas as reagbes descritas por Poyart et
al. (1995) e Poyart-Salmeron et al. (1990), respectivamente. Ja para a detecgdo do
gene aacA-aphD, também relacionado a resisténcia a gentamicina, a PCR foi
realizada de acordo com Strommenger et al. (2003).

A separacao eletroforética foi realizada em gel de agarose a 1,5%, 80V. Os géis
foram corados com brometo de etidio 0,01% e fotodocumentados com auxilio do

Sistema de fotodocumentagéo L'PIX (Loccus®).
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Tabela 1. Genes alvo e primers usados para amplificar genes
antimicrobiana isolados de S. agalactiae

de resisténcia

Tamanho Temperatura
Tipo de gene e A i Ey oy do de R
gene alvo Sequéncia (5’ - 3') amplicon anelamento Referéncias
(pb) (°C)
Genes de
resisténcia a - - - -
Eritromicina
F: GCA TGA CAT AAA CCT TCA Seppa. 1998
ermA R: AGG TTA TAA TGA AAC AGA 206 52 PP
F: GAA AAG GTA CTC AAC CAA ATA Sutcliffe of al.. 1996
utcliffe et al.,
ermB R: AGT AAC GGT ACT TAA ATT GTT TAC 639 52
Genes de
resisténcia a - - - -
Tetraciclina
F: TATTTT GGC TTT GTATTC TTT CAT Trzcinski et al.;
fetk R: GCT ATA CCT GTT CCC TCT GAT AA 1159 50 2000
F: ATA AAT TGT TTC GGG TCG GTA AT Trzcinski et al,;
fetl R: AAC CAG CCA ACT AAT GAC AAT GAT 1077 50 2000
F: AGTTTTAGC TCATGT TGA TG Trzcinski et al.;
tetM R: TCC GCA TAT TTA GAC GG 1862 50 2000
F: AGC GTC AAA GGG GAATCACTATCC Trzcinki ef al.: 2000
rZcinkl et al.,
tetO R: CGG CGG GGT TGG CAA ATA 1723 55
Genes de
resisténcia a - - - -
Aminoglicosideos
F: GGG GTA CCT TTA AAT ACT GTA G b et al: 1995
oyart et al.;
aphA3 R: TCT GGA TCC TAA AAC AAT TCA TCC 848 65 y
F: AGA AGA TGTA ATA ATA TAG Poyart-Salmeron et
aad-6 . 978 65 .
R: CTGTAATCACTG TTC CCG CCT al.; 1990
F: TAATCCAAGAGCAATAAGGGC Strommenger et al.
aacA-aphD 228 55

R: GCCACACTATCATAACCACTA

2003
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3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas fenogenotipicas dos isolados de S. agalactiae

Dentre os isolados obtidos do cultivo em agar sangue, 284 isolados das quatro
coletas apresentaram-se como gram-positivos, catalase negativos, teste CAMP e
hipurato positivos, hidrolise de esculina negativo, crescimento em NacCl,
caracteristicas de S. agalactiae, sendo assim identificados presuntivamente. Para o
presente estudo, foram selecionados isolados da primeira e quarta coleta, totalizando
141 isolados identificados presuntivamente como S. agalactiae. Dentre os 141
isolados, todos (100%) amplificaram o fragmento de 120 pb, que se relaciona a regiao
geneticamente mais diversificada altamente variaveis em termos de sequéncia e
tamanho, o que corresponde a um resultado positivo para a presenga da regiao
espacadora intergénica 16S-23S rDNA em S. agalactiae. A distribuicao geografica das

amostras utilizadas neste estudo, podem ser visualizadas na tabela 2 e figura 1.
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Tabela 2. Distribuicao geografica das amostras recuperadas do leite de bovinos das 11

fazendas
Numero de isolados
F d Regia
azendas egiao 12 Coleta 42 Coleta N° total de amostras
(Jul-dez. 2009) (Jan-jun. 2011) por fazenda
I
21° 13' 35" Sul, 43° 46’
27" Oeste 10 " 21
I
21° 36' 21" Sul, 43° 45’
I 26" Oeste 03 ) 03
I
21° 33" 36" Sul, 43° 55'
1l 24" Oeste 10 13 23
[
21° 33' 36" Sul, 43° 55’
IV 24" Oeste 20 17 37
I
21° 33' 36" Sul, 43° 55’
\% 24" Oeste 01 02 03
I
21° 50' 54" Sul, 43° 48’
vi 27" Oeste ) ) 0
I
22°5'21" Sul, 43° 49’
VIl 39" Oeste 12 15 27
[
22° 5'21" Sul, 43° 49’
VIl 39" Oeste 08 06 14
I
22° 5'21" Sul, 43° 49'
IX 39" Oeste ) 06 06
I
21° 45' 51" Sul, 43° 20’
X 59" Oeste ) 02 02
I
XI 21°43'45" Sul, 43° 4' 2 02 03 05
Oeste
I
Total 141
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3.2 Analise dos perfis de restricao do DNA cromossémico por PFGE

Na caracterizacdo molecular, entre 141 isolados S. agalactiae da primeira e
quarta coletas, submetidos a analise de PFGE. Para 44 isolados (30,71%), as
amostras de DNA se apresentaram sem digestao efetiva pela enzima de restricao
Smal (Tabela 3) e para 97 cepas de S. agalactiae as amostras de DNA foram clivadas
completamente por esta enzima de restrigdo. Através do PFGE, foram identificados
95 perfis de DNA geneticamente distintos entre as 97 cepas de S. agalactiae, cujos
DNAs foram clivados pela Smal. Dezessete desses perfis foram organizados em 8
clusters com base em seus perfis genéticos nomeados por letras alfabéticas de A —
H, de acordo com Duarte et al. (2004) (Figura 2). A partir da analise do PFGE, foram
selecionados 78 isolados de S. agalactiae geneticamente ndo redundantes para
realizacdo das analises do sorotipo capsular, perfil fenotipico de suscetibilidade
antimicrobiana e pesquisa de genes de resisténcia. Alguns S. agalactiae coletados no
mesmo rebanho, mas em tempos distintos, apresentaram o mesmo pulsotipo (Tabela
3). Em geral, isolados de um mesmo rebanho apresentaram perfis de PFGE mais
intimamente relacionados entre si do que aqueles isolados de animais em rebanhos

distintos.
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418 Figura 2 - Dendrograma mostrando padrées de eletroforese em gel de campo pulsado
419 (PFGE) digerido por Smal para Streptococcus agalactiae isolados de amostras de leite
420 bovino de 11 fazendas leiteiras localizadas nas regides da Zona da Mata Mineira e
421 Campo das Vertentes. A linha vertical mostra o corte de similaridade definido por 80%,
422  de acordo com padrao de bandas. O isolado, n° da fazenda, tempo da coleta, pulsotipo,
423  genes de resisténcia e sorotipos sdo mostrados, respectivamente, no dendrograma.
424  ND: nao definido; NT: nao tipavel. Continuagao



425 Tabela 3. Distribuicao dos pulsotipos entre S. agalactiae isolados de leite bovino no
426 sudeste de Minas Gerais, Brasil.

12 colheita 42 colheita
Fazendas Numero de
Nuamero de Nuamero de cepas Numero de
cepas sem
pulsotipo/n sem pulsotipo* pulsotipo
pulsotipo*
03/10 06 03/11 06
Il 01/03 00 00/00 00
1] 07/10 00 06/13 01
\% 06/20 01 o717 00
\% 01/01 00 02/02 00
VI 00/00 00 00/00 00
Vi 01/12 10 01/15 14
VIII 03/08 00 02/06 02
IX 00/00 00 03/06 00
X 00/00 00 01/02 00
XI 01/02 01 00/03 03
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3.3 Caracterizacao dos sorotipos capsulares de linhagens de S. agalactiae

Nas 78 linhagens de S. agalactiae anteriormente selecionadas foram
identificados 3 sorotipos, sendo estes o Il (n= 34[43,6%]), lll (n= 23[29,5%]) e la (n=
10[12,8%]), sendo o sorotipo Il o mais frequente. Sete linhagens de S. agalactiae
foram nao tipificaveis (NT) (n= 7[9,0%]). Outras quatro linhagens n&o amplificaram
(75, 542, 589 e 754). A frequéncia das linhagens por municipio de acordo com o tipo
capsular, pode ser consultada na tabela 4.

O sorotipo mais identificado na primeira e na quarta coleta foi o sorotipo I,
sendo identificado este tipo capsular em 14 linhagens da primeira coleta e em 19

linhagens da segunda coleta.

Tabela 4. Distribuicao dos sorotipos capsulares de linhagens de S. agalactiae por

municipios da Zona da Mata e Campo das Vertentes.

Fazenda Sorotipos Municipios

| laell Barbacena

Il Il Bias Fortes

1] laell Santa Rita de Ibitipoca
\ laell Santa Rita de Ibitipoca
\ Il elll Santa Rita de Ibitipoca
Vi - Lima Duarte

VII 1} Rio Preto
Vil ilelll Rio Preto

IX Il Rio Preto

X | Juiz de Fora

XI 11l Bicas
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3.4 Perfis fenotipicos de suscetibilidade antimicrobiana de linhagens de S.
agalactiae

Todas as linhagens de S. agalactiae geneticamente nao redundantes avaliadas
no presente estudo (n= 78) foram suscetiveis a cefalotina e ceftiofur. Cinco linhagens
foram suscetiveis a todos antimicrobianos testados (Ampicilina, Penicilina, Oxacilina,
Clindamicina, Sulfametoxazol, Trimetoprim+Sulfametoxazol, Enrofloxacina,
Gentamicina, Cefalotina, Ceftiofur, Eritromicina e Tetraciclina) simultaneamente.
Foram observadas linhagens resistentes aos seguintes antimicrobianos: tetraciclina
(69,2%, n=54), gentamicina (62,8%, n=49), clindamicina (55,1%, n=43),
sulfametoxazol (52,6%, n=41), eritromicina (48,7%, n=38), enrofloxacina (34,6%,
n=27), trimetoprim+sulfametoxazol (16,6%, n=13), oxacilina (14,1%, n=11), ampicilina
(8,9%, n=07) e penicilina (8,9%, n=07). Cabe ressaltar que os isolados que
apresentaram resisténcia a clindamicina, ndo foram avaliados quanto a resisténcia
induzida a clindamicina.

Algumas linhagens apresentaram o perfil de multirresisténcia, caracterizada
pela resisténcia a mais de uma classe de antibiotico. Neste caso, as linhagens
apresentaram resisténcia a gentamicina, eritromicina e tetraciclina, que correspondem
a classe de aminoglicosideos, macrolideos e tetraciclina. Esse perfil foi encontrado

tanto na primeira coleta (n= 12), quanto na quarta (n= 14) (tabela 5).

Tabela 5. Perfis de multirresisténcia de S. agalactiae isolados de amostras de leite, da

primeira e quarta coletas de fazendas localizadas na Zona da mata e Campo das

Vertentes.
Antimicrobianos 12 Coleta 42 Coleta
(n? isolados resistentes) (n? isolados resistentes)
Gentamicina 26 25
Eritromicina 19 19
Tetraciclina 25 29
Multirresisténcia
Genta/Eritro/Tetra* 12 14

*Genta: Gentamicina; Eritro: Eritomicina; Tetra: Tetraciclina
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3.5 Deteccgao de genes de resisténcia antimicrobiana em S. agalactiae

Do total de 78 DNAs de S. agalactiae analisados, 54 (69,23%) apresentaram
genes de resisténcia a tetraciclina. Os genes tetM e tetO foram os determinantes de
resisténcia a tetraciclina mais comuns nas cepas com fenétipo de resisténcia a esse
antibiético. O gene tetM foi detectado em 6 linhagens (7,7%) e tetO em 27 (34,61%).
15 linhagens com fendtipo de resisténcia a tetraciclina apresentaram simultaneamente
0s genes tetM e tetO. E em oito (10,25%) linhagens com fendtipo de resisténcia a
tetraciclina ndo foram detectados os genes tetO e tetM. Seis linhagens consideradas
sensiveis pelo teste fenotipico, apresentaram determinantes genéticos relacionados a
resisténcia a tetraciclina. Em uma das linhagens, foi detectado o gene tetM, em 2 delas
foi detectado o gene tetO e em uma foram detectados simultaneamente os genes tetM
e tetO. Os determinantes genéticos tetl e tetK ndo foram detectados em nenhuma
das linhagens analisadas.

Em 37 (47,4%) linhagens consideradas resistentes no teste fenotipico a
eritromicina, foi detectado o gene ermB em 36. Apenas 1 isolado considerado
resistente no teste fenotipico ndo apresentou nenhum dos determinantes genéticos
relacionados a resisténcia a eritromicina (ermB e ermA) investigados no presente
trabalho. Em 9 das 78 linhagens sensiveis a eritromicina foi detectado o gene ermB.
Em nenhuma das linhagens foi detectado o gene ermA.

Em relagdo a resisténcia aos aminoglicosideos, os determinantes genéticos
aad6 e aphA3 nao foram detectados em nenhuma das linhagens. O gene aacA-aphD
foi detectado em 32 (41%) entre as 78 linhagens da primeira e quarta coleta. As 49
(62,8%) linhagens fenotipicamente resistentes a gentamicina, 35 (44,9%) nao
apresentaram o gene aacA-aphD. Ja 18 (23,1%) linhagens fenotipicamente sensiveis
a gentamicina, apresentaram o gene aacA-aphD.

Algumas linhagens apresentaram determinantes genéticos relacionados a
diferentes classes de antimicrobianos. Em 22 (28,2%) linhagens foram detectados os
genes ermB e tetO. Em 14 (17,9%) linhagens foram detectados os genes ermB, tetO
e aacA-aphD. Em 1 (1,3%) isolado foram detectados os genes ermB, tetM e aacA-
aphD. Em 9 (11,5%) linhagens, os genes ermB, tetO e tetM e em 6, (7,7%) os genes
ermB, tetO, tetM e aacA-aphD.
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4 Discussao

Das 11 fazendas participantes do presente estudo, apenas uma apresentou-se
livre de S. agalactiae (Fazenda VI), ndo sendo identificado nenhum isolado dessa
espécie durante todo o periodo analisado (2009 a 2011). Com base nessa informacéao,
vale ressaltar que o S. agalactiae é passivel evitar a introdugdo destes nas
propriedades leiteiras, desde que as medidas de controle e profilaxia sejam adotadas
e seguidas corretamente, bem como a importancia de se conhecer o perfil de
resisténcia antimicrobiana deste patdégeno, afim de que o tratamento da mastite seja
bem-sucedido. Apesar da analise da prevaléncia n&o ser o objetivo deste trabalho, o
fato de 284 isolados terem sido identificados presuntivamente como S. agalactiae e
dos 141 selecionados (da primeira e quarta coletas), todos serem identificados como
S. agalactiae por PCR e, ainda, terem sido identificados em 10 das 11 propriedades
estudadas, confirma a elevada ocorréncia dessa bactéria em rebanhos bovinos
leiteiros na regido estudada, e reitera a possibilidade de que esse microrganismo seja
uma das principais causas de mastite nesses rebanhos. Tomazi et al. (2018)
coletaram leite de 4.212 vacas com mastite clinica e o terceiro patégeno mais
frequentemente isolado dos casos foi S. agalactiae, sendo obtidos 248 isolados (os
primeiros foram E. coli, n=276 e S. uberis, n=256). Conforme diversas pesquisas, 0s
microrganismos mais comumente encontrados nos casos de mastite sdo S. aureus,
S. agalactiae, S. uberis, E. coli e K. pneumoniae (Klaas e Zadoks, 2018; Ashraf e
Imran, 2020; Cadona-Hernandez et al., 2021). Sendo que, S. aureus, S. agalactiae e
Mycoplasma spp. sdo 0os mais associados a ocorréncia de mastite subclinica, apés a
cronificagdo da infecgcéo, se transforma em mastite clinica (Keefe, 2012, Brito et al.
2012). Além da presenca de S. agalactiae nos rebanhos analisados no presente
estudo, também foi observado uma permanéncia de S. agalactiae nos rebanhos
bovinos leiteiros de 2009 para 2011, o que pode ser atribuido a sua alta
contagiosidade e os animais infectados serem importantes reservatorios para o

rebanho (Langoni et al., 2017).

Erradicar totalmente um microrganismo de rebanho nao é facil, mas é possivel.
Geralmente, os problemas de mastite no rebanho sio resolvidos de maneira facil e
econdmica, por meio da implementagcdo de programas de prevencgao e controle da

mastite, a fim de impedir a introdugdo do microrganismo no rebanho e a disseminagao
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dos mesmos aos animais. Dentre os fatores que devem ser levados em consideragao
estdo o tratamento do animal doente com o antibiético adequado, monitoramento da
mastite no rebanho, monitoramento da resisténcia a antimicrobianos dos
microrganismos isolados do rebanho, entre outros (Brito et al., 2002; Zadocks et al.,
2012).

Apoés identificagdo prévia por meio de testes fenotipicos para triagem
microbiolégica de S. agalactiae e identificacdo da espécie por PCR, os isolados foram
submetidos a técnica de PFGE, que representa uma importante ferramenta de
tipagem molecular para avaliagdo da relagdo epidemioldgica e para anadlise de
similaridade genética entre as cepas de S. agalactiae (Ribeiro et al., 2013; Dutra et
al., 2014). Essa técnica permitiu, com auxilio dos dendrogramas, a sele¢cdo de
isolados geneticamente distintos para serem utilizados nas analises posteriores neste
estudo. Em dendrogramas construidos a partir dos resultados de PFGE, em geral, os
isolados sé@o considerados indistinguiveis se apresentarem 100% de similaridade e
possuem relagao clonal se a similaridade entre eles for maior do que 80% (Corréa et
al.; 2011). Neste estudo, a analise dos isolados de S. agalactiae provenientes de
amostras de leite bovino permitiu constatar a presenga de um grupo clonal formado
por isolados com 100% de similaridade, por exemplo, 749 e 750. E outros
apresentando similaridade superior a 80%, por exemplo, 51 e 52 (Figura 2). Neste
estudo, ao compararmos as cepas presentes em 2009 e depois em 2011, estes
resultados sugerem que além da ocorréncia de disseminagéo clonal de S. agalactiae
nos rebanhos, ha também o aparecimento de cepas que sofreram mutacio a partir
das cepas unicas, sugerindo a permanéncia dessas cepas nos rebanhos ao longo do
tempo. Na fazenda | isolados da primeira (1, 2 e 3) e da quarta (541, 542 e 545) coleta
apresentaram os mesmos pulsotipos (P1, P2 e P3, respectivamente), mesmo com
intervalo de 20 meses entre as coletas (tabela 3). Para os 44 isolados de S. agalactiae
considerados néo tipaveis pela enzima Smal, sugere-se o uso de outras enzimas para
esse fim, como por exemplo, a Sall. Em um estudo de caracterizacao de S. agalactiae,
realizado por Ribeiro et al. (2013) essa enzima se mostrou eficaz na digestdo do DNA
gendémico de alguns isolados que foram escolhidos aleatoriamente. Desta forma, no
presente estudo, alguns desses isolados nao tipaveis também foram escolhidos
aleatoriamente para testar a digestdo do DNA com Sal |, e essa enzima se mostrou

eficaz. Os isolados nao tipaveis podem apresentar uma restricdo a Smal, isso tem a
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ver com modificagdo no sitio de reconhecimento dessa enzima (5-CCCGGG-3’ e 3'-
GGGCCC-5’). A Smal é considerada um neoesquisdmero, que seria aquela enzima
que reconhece a sequéncia, mas corta em locais diferentes (Lima, 2008). Os perfis
eletroforéticos dos isolados digeridos com Sal |, nao foram analisados no Bionumerics.
Mas por meio do gel, foi possivel verificar que os isolados apresentavam padrdes de
bandas bem definidos com essa enzima. Logo, estudos futuros devem ser realizados,

a fim de testar a digestdo do DNA de todos os isolados nao tipaveis com essa enzima.

Isolados das fazendas Ill e IV foram os que apresentaram uma maior
diversidade de pulsotipos (P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7 e P8), de acordo com os critérios
de Tenover et al. (1995). Esse critério segue as seguintes diretrizes: uma diferenca
no padrao de bandas de trés fragmentos poderia ter ocorrido devido a um unico evento
genético e, portanto, esses isolados sao classificados como altamente relacionados;
diferencas de quatro a seis fragmentos de restricdo sdo provavelmente oriundas de
dois eventos genéticos, e diferengas maiores que sete fragmentos de restricdo sao
resultado de trés ou mais eventos genéticos. Na primeira coleta, a fazenda Il
apresentou os pulsotipos de P1 a P8, ja na segunda os pulsotipos variaram de P1 a
P6. Ja na fazenda IV, na primeira coleta os pulsotipos variaram de P1 a P6, e na

segunda coleta essa variacao foi de P1 a P8.

A partir da analise dos pulsotipos, as linhagens geneticamente nao
redundantes foram selecionadas e foi realizada a tipagem capsular. Essa analise
representa uma abordagem classica empregada em pesquisas epidemioldgicas
envolvendo S. agalactiae. A capsula polissacaridica do Streptococcus do grupo B (S.
agalactiae) desempenha um papel crucial em sua viruléncia e interagdo com o
hospedeiro. Funcionando como um fator de viruléncia, a capsula contribui para a
evasao do sistema imunoldgico ao dificultar a fagocitose por células imunes. Além
disso, fornece protecao contra a ativagao do sistema complemento, essencial para a
sobrevivéncia no hospedeiro. A variagao antigénica entre sorotipos € importante para
a classificagao epidemiolégica. A capsula também desempenha papel na adesao e
colonizagcdo de tecidos, sendo crucial para a capacidade da bactéria de causar
infeccbes. Em ultima analise, a capsula desempenha um papel crucial na viruléncia e
antigenicidade, proporcionando protegdo contra a fagocitose pelo sistema
imunoldgico e conferindo resisténcia aos antimicrobianos ao microrganismo. Até o

momento, foram identificados 10 sorotipos de polissacarideos capsulares (CPSs) S.
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agalactiae (la, Ib e lI-IX). Além disso, a genotipagem capsular é considerada altamente
adequada para investigacbes epidemiolégicas porque os sorotipos podem ser
identificados na presenca ou auséncia de expressdao de CPS (Yang et al., 2013;
Hacker, 2019).

A identificagao de dez sorotipos foi realizada com base nas variagdes nos tipos
de CPS por meio de PCR Multiplex segundo Imperi et al. (2010). Neste estudo, os
sorotipos encontrados foram Il (n= 34(43,6%)), lll (n=23(29,5%)) e la (n=10(12,8%))
e algumas linhagens nédo puderam ser tipificados (NT) (n= 7(9,0%)). Como pode-se
observar, o sorotipo Il foi o mais encontrado entre as linhagens de S. agalactiae
analisados, seguido do sorotipo lll. E em fazendas distintas de uma mesma regiao
geografica, foi possivel observar sorotipos distintos. Por exemplo, quando
comparados os sorotipos identificados nas fazendas IV e V foram identificados

sorotipos distintos, sendo la e Il na fazenda IV e Il e lll na fazenda V.

No Brasil, ja foram previamente reconhecidos cinco distintos tipos capsulares
(la, Ib, 11, 1l e IV), sendo Il e lll os mais frequentemente encontrados em Minas Gerais
e nas demais regides do Brasil (Duarte et al., 2005; Pinto et al., 2014; Carvalho-Castro
et al., 2017). Carvalho-Castro et al. (2017) ao analisarem o sorotipo nas linhagens de
S. agalactiae provenientes de fazendas de Minas Gerais, constataram que o sorotipo
Il foi o mais frequente (74%), independente da localizagdo geografica da fazenda e
da gravidade da mastite (clinica e subclinica). No entanto, alguns sorotipos como la,
Il e lll ttm sido os mais frequentemente associados a infecgdes graves e invasivas no
Brasil, em comparagao com outros sorotipos, sendo a presenca desses uma ameagca
em potencial para os rebanhos leiteiros bovinos. Dutra et al. (2014) ao avaliarem 185
S. agalactiae isolados de humanos, de diferentes regides do Brasil, constataram que
os sorotipos la (27.6%), I (19.1%), Ib (18.7%) e V (13.6%) foram os
predominantemente encontrados, na regido sudeste e também no Brasil como um
todo. Palmeiro et al. (2010) também avaliaram S. agalactiae (n=168) isolados de
humanos, de amostras obtidas em um hospital localizado no Sul do Brasil, e obtiveram
a prevaléncia dos sorotipos la (38.1%), IV (13.1%) e lll (3%). J& em um estudo
realizado no Japao, os sorotipos VI e VIII predominaram entre S. agalactiae isolados
de mulheres gravidas (Lachenauer et al., 1999). Isso demonstra que a localizagcédo
geografica e a fonte de isolamento talvez possam sim influenciar na prevaléncia dos

sorotipos de S. agalactiae, demonstrando a importancia de realizar estudos em
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regides especificas do Brasil e do mundo, a fim de conhecer o perfil de viruléncia das
cepas circundantes na regido em estudo. Por fim, assim como no estudo de Carvalho
e colaboradores (2017), no presente estudo também um menor niumero de isolados
foram considerados nao tipaveis, o que pode ser atribuido a técnica de tipagem

molecular utilizada, que € considerada especifica e sensivel.

Em relagcdo as analises de suscetibilidade aos antimicrobianos, no presente
estudo foi constatada a presengca de linhagens resistentes aos seguintes
antimicrobianos: tetraciclina (69,2%, n=54/78), gentamicina (65,4%, n=51/78),
clindamicina (55,1%, n=43/78), sulfametozaxol (52,6%, n=41/78), eritromicina (48,7 %,
n=38/78), enrofloxacina (34,6%, n=27/78), trimetoprim+sulfametoxazol (16,6%,
n=13/78), oxacilina (14,1%, n=11/78), ampicilina (8,9%, n=7/78) e penicilina (8,9%,
n=7/78). Observa-se que mais de 40% das linhagens de S. agalactiae sao resistentes
aos antimicrobianos tetraciclina, gentamicina, clindamicina, sulfametoxazol e
eritromicina. A alta taxa de resisténcia a tetraciclina encontrada no atual estudo, se
assemelha a um estudo recente realizado em S. agalactiae isolados de rebanhos de
leite no Nordeste do Brasil. Oliveira et al. (2022) apontaram que 75.9% (n=12/16) dos
S. agalactiae analisados apresentaram resisténcia a tetraciclina. No entanto, depois
da tetraciclina, as maiores taxas de resisténcia de S. agalactiae encontrados na
pesquisa de Oliveira et al. (2022), sdo em relagdo aos antimicrobianos ampicilina
(56,2% n=9/16), cefoxitin (43.3% n=7/16) e penicilina (56,2% n=9/16). Mesquita et al.
(2017), também identificaram altas taxas de resisténcia a oxacilina e penicilina, de S.
agalactiae de rebanhos bovinos de Minas Gerais (OXA: 97% e PEN: 86%). Outro
antibiético que também apresentou altas taxas de resisténcia e que apresenta um
fendtipo de resisténcia induzida € a clindamicina. A resisténcia induzida a clindamicina
depende da presenca de um indutor macrolideo, que no caso € a eritromicina. Esse
indutor estimula a produgéo da ribossomo metilase da eritromicina (erm) que induz a
expressao da resisténcia a clindamicina (Kishk et al., 2020). Por esse motivo, optou-
se por nao trabalhar neste estudo com a genética da resisténcia a clindamicina, mas

sera um objeto de trabalho a parte.

Neste estudo, foram encontradas 13 linhagens S. agalactiae que apresentaram
resisténcia a pelo menos 1 betalactadmico testado. Desses, cinco linhagens (621, 628,
633, 635 e 749) apresentaram resisténcias a todos os beta-lactdmicos (Ampicilina,

Penicilina e Oxacilina). Apesar de no presente estudo termos encontrado taxas
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menores relacionadas a presencga de linhagens resistentes a beta-lactamicos em
comparagao ao estudo de Oliveira et al. (2022) e Mesquita et al. (2017) esse foi um
resultado que despertou a atencdo dos autores, especialmente em relagdo a
penicilina, uma vez que nao é um resultado comum de ser encontrado (Kaczorek et
al., 2017). Devido a raridade de cepas resistentes a penicilina, o CLSI recomenda a
repeticdo dos testes de resisténcia, bem como da identificagao das cepas (McDougall
et al., 2014). Confirmar esses resultados é de extrema importancia, pois uma das
estratégias de controle da mastite, inclui tratamento com solugdes comerciais de
macrolideos, beta-lactdmicos e tetraciclinas, sendo os beta-lactdmicos os mais
comumente utilizados (Pinto et al., 2014). Os antimicrobianos pertencentes a essa
classe sédo os de primeira escolha para o tratamento da mastite bovina em rebanhos
leiteiros, mas nao podemos relacionar o perfil de resisténcia obtido e a permanéncia
de S. agalactiae nos rebanhos entre os anos de 2009 e 2011, com a ineficacia do
tratamento com essa classe de antimicrobianos. Essa observagao aponta o quao
importante € a realizagao de estudos que avaliem o perfil fenotipico de suscetibilidade

antimicrobiana de bactérias presentes nos rebanhos.

Todavia, outros antimicrobianos podem ser prescritos, como os pertencentes a
classe das cefalosporinas (Soares, 2021; Massiero, et al.; 2023). Ao analisarmos o
perfil de suscetibilidade a Cefalotina e Ceftiofur (da classe das cefalosporinas), todas
as linhagens foram consideradas sensiveis a agao desses antimicrobianos. No estudo
realizado por Silva et al. (2017), todas as linhagens também foram consideradas
suscetiveis a esses dois antimicrobianos, o que demonstra que a Cefalotina e Ceftiofur
sdo boas alternativas para o tratamento da mastite bovina nos rebanhos leiteiros.
Entretanto, a utilizacdo das cefalosporinas deve ser realizada com precaucao, visando
prevenir o desenvolvimento de estirpes bacterianas resistentes. Essa precaucao é
especialmente critica, pois as cefalosporinas de quarta geragao sao classificadas pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como antimicrobianos "criticamente
importantes" para a saude humana (OMS, 2019). E de fato, ao realizarmos pesquisas
de resisténcia a antimicrobianos em linhagens provenientes de animais ou ambientes,
devemos também considerar a saude humana, e realizar pesquisas que abrangem a
abordagem de saude unica implementada pelo Ministério da Saude (Brasil, 2023).
Abordagens como essa sédo importantes, pois relatos de bactérias multirresistentes

tem acontecido em todo mundo e afetam todo o microbioma, dificultando o tratamento
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de infecgbes em animais e humanos (Rocha, 2015; Santos, 2020ABCS, 2022; Puresa
e Carvalho, 2023). Além disso, alimentos derivados de animais/plantas podem servir
como vetores de transmissao importantes de bactérias resistentes a antimicrobianos
e também de genes de resisténcia. Dessa forma, o estudo da resisténcia
antimicrobiana englobando o conceito de saude unica se torna essencial para
promover o tratamento adequado de infecgdes e para o desenvolvimento de praticas
eficazes nas fazendas leiteiras (McDougall et al., 2021; Demil et al., 2022; Tiedje et
al., 2023).

Os testes de disco difusdo para antibiograma sdo uma técnica padréo e
amplamente utilizada para determinar a sensibilidade de uma bactéria a diferentes
antimicrobianos. Esses testes sao confiaveis quando realizados corretamente e
interpretados adequadamente. No entanto, algumas limitagcbes devem ser
consideradas. Dificuldades podem surgir na avaliagdo da suscetibilidade a
antimicrobianos que tém uma difusao limitada através do agar, como a polimixina. O
teste de bactérias nutricionalmente exigentes pode requerer a suplementagdo dos
meios de cultura. Adicionalmente, os resultados sao puramente qualitativos (S, | ou
R) e podem apresentar desafios na interpretagcdo de microrganismos anaerdbios ou
fastidiosos. E até mesmo a falta de controle de qualidade na execugao do método
quanto na producéao dos discos de antimicrobianos podem influenciar nos resultados
obtidos (Sejas et al., 2003). Vale lembrar que, isolados de resisténcia induzida a
clindamicina apresentam resisténcia a eritromicina, mas falsamente suscetiveis a

clindamicina no método de difusdo em disco.

Além do estudo fenotipico da resisténcia, estudos tém demonstrado a
importancia da realizacdo de pesquisas dos genes de resisténcia, a fim de melhor
compreender sobre os mecanismos de resisténcia envolvidos, bem como os
mecanismos de transferéncia desses genes (Pinto et al., 2013; Lin et al., 2021; Leghari
et al., 2022; Oliveira et al., 2022). No presente estudo, foi pesquisada a presenga dos
determinantes genéticos ermA e ermB, relacionados a resisténcia a eritromicina, que
pertence a classe dos macrolideos. Esses foram os determinantes de escolha, pois
sdo os comumente encontrados em patdgenos da mastite bovina (Silva et al., 2017;
Hernandez et al., 2021; Leghari et al., 2022). Essa classe de antibiotico atua ligando-
se a subunidade 23S do ribossomo bacteriano, causando a liberagdo prematura de

peptideos durante a tradugdo. Por outro lado, os genes erm codificam a produgao de
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metilases, que ao metilarem o rRNA no sitio ativo, reduzem a capacidade do
antibiético de se ligar ao ribossomo e interferem na tradugao (Choi et al., 2018). No
presente estudo, observou-se que o gene ermB foi o determinante genético
relacionado a resisténcia a eritromicina mais detectado nas linhagens de S.
agalactiae, em comparagao ao gene ermA. Os resultados obtidos assemelham-se aos
encontrados por outros pesquisadores. Duarte et al. (2005) ao analisarem o
determinante genético mais associado ao fenétipo de resisténcia a eritromicina, em S.
agalactiae obtidos de leite de vacas com mastite clinica e subclinica nas regides de
Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo, constataram a presenga do gene ermB em
100% dos S. agalactiae analisados. Gao et al. (2012) ao analisarem S. agalactiae
isolados de vacas com mastite na China, detectaram a presenca do gene ermB em
100% dos S. agalactiae fenotipicamente resistentes a eritromicina, ndo sendo
detectado nenhum outro gene erm. Rato et al. (2013) ao analisarem S. agalactiae
isolados de leite de vaca com mastite subclinica, em Portugal, com fendtipo de
resisténcia a eritromicina, detectaram a presenga do gene ermB na maioria (13/15),
sendo que em apenas 2 (n=15) foi detectada a presenga do gene ermA, ao invés do
gene ermB. Entretanto, outros genes erm também ja foram encontrados em S.
agalactiae em maiores proporg¢des. Kaczorek et al. (2017) realizaram um estudo na
Polbnia utilizando 135 isolados pertencentes ao género Streptococcus. Nesse estudo
eles analisaram a presenca de genes erm em S. uberis, S. agalactiae e S.
dysgalactiae. Apesar do gene ermB ter sido o determinante genético relacionado a
eritromicina mais presente entre as linhagens, estando presente em 17% delas, ele
nao foi detectado na espécie S. agalactiae, apenas em S. uberis e S. dysgalactiae. O
gene encontrado em S. agalactiae foi ermC, que também foi encontrado nas outras
espécies, sendo o segundo determinante genético mais presente (11%), € o gene
ermA estava presente em apenas 2 linhagens (1%). Por outro lado, Leghari et al.
(2022) observaram uma maior frequéncia do gene ermA, estando este presente em
84% dos S. agalactiae obtidos de leite proveniente da China, e em 73% do Paquistao.
Porém, ermB também foi o determinante genético mais encontrado no trabalho de
Leghari e colaboradores (2022), estando presente em 94% das linhagens

provenientes da China e 91% do Paquistao.

Portanto, ainda que outros genes relacionados a resisténcia a eritromicina

sejam encontrados em S. agalactiae, nota-se que o gene ermB é o determinante
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genético mais encontrado, e isso tem sido associado a localizagdo desse gene em
transposons, o0 que facilita a disseminagcdo desse gene para diferentes
microrganismos, devido a ocorréncia de transferéncia horizontal de genes entre eles
(Leghari et al., 2022). Também ja foi relatado a presencga desse gene em plasmideos,
0 que também favorece a transferéncia (Di Pilato et al., 2019). Relatos da presenca
do gene ermB localizados em transposons ou plasmideos nao foram encontrados por
nosso grupo de pesquisa em trabalhos realizados com S. agalactiae isolados no
Brasil. Portanto, as linhagens obtidas no presente estudo, e que fazem parte de uma

colecao institucional, sao uteis para estudos futuros com foco neste aspecto.

Genes de relacionados a resisténcia a tetraciclina também foram avaliados no
presente estudo, sendo eles tetO, tetM, tetK e tetlL, os determinantes genéticos
relacionados a tetraciclina mais encontrados em patégenos da mastite bovina (Silva
et al., 2017; Hernandez et al., 2021; Leghari et al., 2022;). As tetraciclinas agem
inibindo a sintese de proteinas bacterianas através do impedimento da associagao do
aminoacil-tRNA com o ribossomo bacteriano. E para interagir com os seus alvos, estas
moléculas precisam atravessar um ou mais sistemas de membrana, a depender se o
microrganismo alvo é gram-positivo ou gram-negativo. Os mecanismos de resisténcia
a tetraciclina envolvem a protec¢ao ao ribossomo e bomba de efluxo. Genes como tetO
e tetM, codificam proteinas que se ligam ao ribossomo causando uma mudancga de
conformacgao, o que impede a ligagao da tetraciclina aos ribossomos. Ja os genes
tetlL e tetK, codificam proteinas responsaveis pela bomba de efluxo. Nele, as proteinas
associadas a membrana exportam tetraciclina da célula, o que reduz a concentragao
intracelular do farmaco e, consequentemente, sua agéo é reduzida (Chopra e Roberts,
2001). No presente trabalho, os genes tetO e tetM foram encontrados nas proporg¢oes
de 56,4% e 24,4%, respectivamente, sendo os determinantes genéticos relacionados
a resisténcia a tetraciclina mais encontrados. E os genes tfetfL e tetK n&o foram
encontrados nas linhagens analisadas. Os dados obtidos corroboram os dados
encontrados por Duarte et al. (2005), que também analisaram S. agalactiae isolados
de leite de vacas com mastite, obtidos no Brasil, onde também detectaram apenas a
presenca de tetO e tetM. Leghari et al. (2022) também constataram a presenga apenas
dos determinantes genéticos tetO e tetM, sendo tetO detectado em maior proporgao
(tetM: em linhagens da China 53%, em linhagens do Paquistdo 68%; tetO: em

linhagens da China 90%, em linhagens do Paquistdo 91%). Com base nesses
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trabalhos, podemos observar uma presengca mais frequente do gene tetO em S.
agalactiae provenientes de rebanhos leiteiros € mais comum do que a presenca do
gene tetM, uma vez que o gene tetM vem sendo mais associado a S. agalactiae de

origem humana (Leghari et al., 2022; Dogan et al., 2005).

Por outro lado, Gao et al. (2012) apontaram os genes tetM e tetL como os
determinantes genéticos mais encontrados em S. agalactiae isolados de rebanhos
leiteiros bovinos na China. Outros estudos mais recentes também relataram a
detecgdo em maior frequéncia do gene tetM, mas em outros microrganismos isolados
de animais ou de produtos de origem animal, como Lactobacillus e Enterococcus
(Colautti et al., 2022; Rozman et al., 2023). A presenca do gene tetM em diferentes
microrganismos (patogénicos e ndo patogénicos) e de diferentes origens (animal e
humana) pode ser atribuida a localizacdo desse gene, que ja foi encontrado em
transposons e plasmideos, o que facilita a transferéncia desse gene para diferentes

microrganismos (Colautti et al., 2022).

A resisténcia a gentamicina nas linhagens foi atribuida a presenga do gene
aacA-aphD (também conhecido por aac(6’)-aph(2")). Esse gene codifica uma enzima
bifuncional, que demonstra atividade de acetiltransferase e fosfotransferase (Poyart et
al., 2003), capaz de conferir um amplo espectro de acdo contra todos os
aminoglicosideos, exceto estreptomicina (Colautti et al., 2022). Apesar de aacA-aphD
ser predominante em enterococos e estafilococos (Doumith et. al., 2017), Horaud et
al. (1996), demonstraram em seu estudo que uma cepa de S. agalactiae (B128)
continha o transposon Tn3706 composto por um fragmento central contendo o gene
aacA-aphD, que é semelhante, sendo idéntico, aos transposons Tn4001 e Tn5281
encontrados em Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, respectivamente, o

que pode ser devido a transferéncia horizontal de genes.

Em nosso estudo, 51 (65,4%) linhagens apresentaram resisténcia a
gentamicina, sendo que 35 linhagens resistentes, nao apresentaram o gene aacA-
aphD e 18 linhagens sensiveis ao teste de disco difusdo, apresentaram o gene aacA-
aphD. No estudo de Han et al. (2022), todos os S. agalactiae isolados de vacas
leiteiras com mastite clinica, analisados apresentaram alta sensibilidade aos
aminoglicosideos e foram detectados os seguintes genes: aph(3’)-la, ant(3’)-1, aac(6’)-
Ib e aac(3)-Ib (genes de resisténcia a aminoglicosideos). Um estudo no norte da

China, isolou estreptococos de vacas com mastite, com sensibilidade média aos
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aminoglicosideos (92,9%), sendo detectados o gene apH3’ (Tian et. al., 2019). Ja no
estudo de Carra et al. (2021) todos os Streptococcus agalactiae analisados,
provenientes de bovinos e humanos, demonstraram resisténcia aos aminoglicosideos
no Norte da Italia. A discrepancia entre esses resultados (diferentes perfis fenotipicos
e genes relacionados) e nossas descobertas atuais, pode ser resultado de
disparidades na antibioticoterapia, o que envolve tanto qual o antibi6tico esta sendo
utilizado (ex. gentamicina, canamicina e outros) e também a dosagem (uso racional

ou nao) que estao sendo empregados empregada na pratica em diferentes regides.

Outros genes para aminoglicosideos foram pesquisados no presente estudo,
sendo 0 aphA3 (conhecido também como aph(3”)-1ll) mais comumente disseminado
entre bactérias Gram-positivas. Este gene confere resisténcia a canamicina,
neomicina, lividomicina, paromomicina, livostamicina, butirosina, amicacina e
isepamicina (Vakulenko e Mobashery, 2003). Muitas vezes, a presenga do gene
aphA3 em bactérias Gram-positivas esta associada a existéncia de genes que
codificam outras enzimas modificadoras de aminoglicosideos, ou entdo esta
geneticamente ligada a genes de resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos
(Udo e Dashti, 2000; Werner et. al., 2001;). Como por exemplo, enterococos clinicos
que expressam aphA3 sao resistentes ao sinergismo amicacina-ampicilina (Leclercq
et. al. 1992; Vakulenko e Mobashery, 2003). As linhagens de S. agalactiae analisadas

no presente estudo, ndo continham esse gene.

Outro gene conhecido relacionado a resisténcia aos aminoglicosideos é o aad-
6 (conhecido também como aadE e ANT(6)-la), que codifica resisténcia a
estreptomicina. O gene aad-6 foi encontrado por hibridizagdo DNA-DNA em mais de
80% dos isolados clinicos identificados como enterococos e estafilococos na Europa.
E em uma pesquisa conduzida no Japao, foram examinadas cepas de enterococos
por meio de PCR para verificar a existéncia de genes relacionados a enzimas
modificadoras de aminoglicosideos e o gene ANT(6)-la foi detectado em quase
metade dos Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium analisados (Vakulenko e
Mobashery, 2003). No presente estudo o gene aadE nao foi detectado em nenhuma

das linhagens analisadas.

Os antimicrobianos da classe dos betalactamicos ainda continuam sendo a
primeira escolha para o tratamento da mastite causada por S. agalactiae (Denamiel et

al., 2005), embora ja exista relato de resisténcia nesses microrganismos de origem de
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vacas leiteiras (Hu et. al, 2018). Tian et. al. (2019), isolou estreptococos em vacas
leiteiras com mastite na China, com taxa de resisténcia de 100% a penicilina. No
presente estudo, 13 linhagens apresentaram resisténcia ao teste de disco difusao aos
beta-lactamicos, sendo que sete (9%) sao resistentes a ampicilina, outros sete (9%) a
penicilina e 11 (14,1%) a oxacilina. Desses, cinco linhagens (621, 628, 633, 635 e 749)
apresentaram resisténcia a todos os betalactamicos testados (ampicilina, penicilina e
oxacilina). Mais estudos se fazem necessarios com essas linhagens a fim de investigar

qual o mecanismo molecular dessas resisténcias.

Em outras espécies de patdogenos contagiosos como Staphylococcus aureus,
a presenga do gene de resisténcia blaZ, expressa resisténcia aos antimicrobianos,
especialmente os betalactamicos, fazendo com que a escolha do antimicrobiano para
tratamento das infecgbes causadas por este patégeno, fique limitada. Para todos os
genes pesquisados em S. agalactiae, foi possivel correlacionar a presenga do gene
de resisténcia e o perfil fenotipico. Em alguns casos, foi possivel observar a presenca
de genes de resisténcia em linhagens com fendtipo suscetivel ao antibiético em
questao. Em 18 (23,1%) linhagens susceptiveis a gentamicina, foi possivel observar
a presenca do gene aacA-aphD. Em 9 (11,5%) linhagens susceptiveis a eritromicina,
foi possivel observar a presencga do gene ermB e em 3 (3,8%) linhagens susceptiveis
a tetraciclina foi detectado o gene tetO (n=4, 5,1%) e tetM (n=3, 3,8%). Também foi
possivel observar que algumas linhagens, resistentes aos antimicrobianos avaliados
no teste fenotipico, ndo possuiam quaisquer dos genes de resisténcia pesquisados.
Em 35 (44,9%) linhagens resistentes a gentamicina ndo foi detectado nenhum dos
determinantes avaliados no presente trabalho (aacA-aphD, aphA3, aad-6). Em 2
(2,6%) linhagens resistentes a eritromicina, nao foi possivel detectar nem ermA, nem
ermB. E em 8 linhagens resistentes a tetraciclina, ndo foi possivel detectar os
determinantes genéticos relacionados a tetraciclina que foram avaliados (tetK, tetlL,
tetO e tetM). Contudo, é importante destacar que no presente estudo nem todos os
genes relacionados aos fendtipos de resisténcia a gentamicina, eritromicina e
tetraciclina foram pesquisados. Assim, em estudos futuros é necessario a inclusdo de
primers para a pesquisa dos genes tetZ e tcr3 (associados ao mecanismo de efluxo
do antibidtico tetraciclina); tetS, tetW, tetQ, tefT e otrA (associados ao mecanismo de
protecao ao ribossomo contra agéo da tetraciclina); ermC, ermT e ermLF (associados

ao mecanismo de metilacdo do ribossomo para proteger contra a acgao de
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eritromicina); mefA (associado a bomba de efluxo de eritromicina); e aac6-li, ant4-la,
aph2-1b, aph2-Ic e 6’-le-aph 2-la (relacionados a resisténcia a aminoglicosideos,
classe em que pertence a gentamicina) (Colautti et al., 2022). Além disso, novos
primers podem ser desenhados se pertinente a partir da analise dos genomas dos
microrganismos estudados e a partir da descoberta de novos mecanismos de

resisténcia relacionados aos antimicrobianos em questao.

Esses resultados que correlacionam os dados de fendtipo e gendtipo e
demonstram que nem sempre ha uma correlacéo entre o perfil fenotipico e a presenca
de genes de resisténcia, sdo de grande importancia. Isso porque, os resultados do
teste fenotipico indicam a qual antibiético o microrganismo possui suscetibilidade ou
ndo, e o genotipico se relaciona ao mecanismo de resisténcia, podendo ou néo
fornecer dados que permitam o conhecimento de como essa resisténcia esta sendo
estabelecida. Ademais, correlacionando os dados de fenétipo e gendtipo é possivel
ter uma visdo mais acurada sobre a resisténcia a antimicrobianos em rebanhos
bovinos leiteiros. Isso porque, ao correlacionar os resultados, é possivel inferir se a
resisténcia é intrinseca (especifica para géneros e espécies bacterianas) e extrinseca
(ou adquirida, o que acontece na maioria das vezes pela aquisicdo de genes por

transferéncia horizontal).

No entanto, um fendtipo negativo ndo garante a auséncia de genes de
resisténcia que podem ser transferidos. Isso porque, a auséncia de expressao de um
determinado gene (ou fendtipo negativo) pode ocorrer devido a sua localizagéo
distante do promotor ou a sua auséncia na regido a frente de uma sequéncia
codificante (Gao et al., 2021). Portanto, além da analise em nivel molecular, &
interessante a realizagdo do sequenciamento do genoma a fim de identificar a
presenca do gene, e também sua posic¢ao, evitando falsas presung¢des. Por outro lado,
a presenca do gene no genoma do microrganismo, nem sempre resultara em um
fendtipo de resisténcia. Gao et al. (2012) sugerem que a resisténcia fenotipica pode
resultar de mutagdes especificas em genes, € ndo necessariamente da presenca
destes. Ainda, a possivel presenca de stop codons, insercdes, ou delegdes, podem

tornar o gene nao funcional (Colautti et al., 2022).

Relacionando os sorotipos capsulares a resisténcia fenotipica aos
antimicrobianos (eritromicina, tetraciclina e gentamicina), neste estudo observa-se

que o sorotipo |l apresentou elevadas resisténcias (65,8%; 59,2% e 45,1%)
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respectivamente, aos 3 antimicrobianos (figura 3, tabela 6). No estudo realizado por
Pinto et al. (2013) nao foi observada correlagao entre a resisténcia a eritromicina e um
sorotipo especifico, se opondo ao nosso. Isso sugere que essa correlagao pode estar
relacionada a regiao de cada fazenda em estudo. Existem poucos relatos na literatura,
que estabelecam essa correlagdo. E necessario mais estudos que evidenciem que

essa correlagao esteja ligada a regiao geografica das fazendas.

Compreender os fatores determinantes da infeccdo por Streptococcus
agalactiae em vacas leiteiras € crucial para a saude do rebanho. A presenga dessa
bactéria pode impactar a qualidade do leite, exigindo a identificagcdo de métodos
preventivos e terapéuticos para assegurar um produto final de alta qualidade. A
investigacdo da resisténcia a antimicrobianos promove o uso racional desses
medicamentos na pecuaria, preservando sua eficacia e mitigando o desenvolvimento
de resisténcia bacteriana. O monitoramento continuo possibilita a compreensao da
epidemiologia e diversidade genética permitindo ajustes nas praticas de manejo,
incluindo biosseguranca e estratégias de tratamento, contribuindo para a saude global

dos animais.
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Figura 3 - Correlagao entre fenétipos de resisténcia antimicrobiana e sorotipos
capsulares de S. agalactiae isolados de leite bovino de fazendas da Zona da Mata
Mineira e Campo das Vertentes.

Resisténcia Fenatipica Eri/Tetra/Genta (%)

Tabela 6. Descricdao dos antimicrobianos prevalentes x sorotipos capsulares das

linhagens de S. agalactiae em fazendas da Zona da Mata e Campo das Vertentes.

Antimicrobianos N° de Sorotipos N° (%)
linhagens
la ] n NT Falhou
Eritromicina 38 4 (10,5) 25 (65,8) 7 (18,4) 0 (0) 2 (5,3)
Tetraciclina 54 9(16,7) 32 (59,2) 10 (18,5) 0(0) 3(5,6)
Gentamicina 51 8 (15,7) 23 (45,1) 13 (25,5) 6 (11,7) 1(2)
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5 Conclusao

S. agalactiae esta presente em praticamente todas as propriedades estudadas,
persistindo nas fazendas leiteiras mesmo com intervalo de 20 meses entre a primeira
e quarta coletas. Cento e quarenta e um isolados de S. agalactiae foram utilizadas
neste estudo, a partir disso, foram encontrados sorotipos la, Il e Ill, sendo o sorotipo
Il foi o mais frequente entre as linhagens de S. agalactiae geneticamente distintos
provenientes de rebanhos bovinos leiteiros na regido da Zona da Mata Mineira e
Campos das Vertentes, linhagens entre os anos de 2009 e 2011. Além disso, a analise
do perfil fenotipico de suscetibilidade antimicrobiana demonstrou que mais de 40%
das linhagens analisadas apresentam resisténcia a tetraciclina, gentamicina,
clindamicina e eritromicina. E com a analise dos genes de resisténcia relacionados a
resisténcia a tetraciclina, eritromicina e gentamicina, foi possivel observar que a
resisténcia a esses antimicrobianos nas linhagens analisados esta relacionada a
presenca dos genes tetO e tetM, ermB e aacA-aphD, elucidando sobre os
mecanismos de resisténcia prevalentes na regiao e no periodo de estudo realizado.
Em tempo, foi possivel observar linhagens resistentes aos beta-lactamicos, grupo de
antimicrobianos de primeira escolha no tratamento da mastite causada por S.
agalactiae. No entanto, as analises realizadas também sugerem que outros genes e
mecanismos de resisténcia, além dos analisados no presente estudo, podem estar
envolvidos nos fendtipos de resisténcia estudados, uma vez que em algumas
linhagens com fendtipo de resisténcia nao foi encontrado nenhum dos genes
analisados. Nosso trabalho destaca a importéncia de novos estudos epidemioldgicos
abrangentes, incluindo analise do sorotipo, e analises fenotipicas e genotipicas de
resisténcia antimicrobiana, incluindo outros antimicrobianos e outros genes, a fim de
desenvolver estratégias de prevencdo e tratamento mais eficazes em rebanhos

bovinos leiteiros.
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