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RESUMO

A mastite bovina € uma doenca caracterizada pela inflamacdo da glandula
maméaria e é considerada a principal enfermidade de rebanhos leiteiros no
mundo, sendo a que causa 0S maiores prejuizos econdmicos ao setor lacteo.
Embora inevitavel, o uso de antibidticos para o controle dessa doenca pode
levar a emergéncia de linhagens resistentes e deixar residuos no leite, sendo
necessario entdo, que estes medicamentos sejam usados de forma racional.
Com a finalidade de se desenvolver ensaios aprimorados, rapidos e especificos
para estudos epidemioldgicos, bem como para o diagnéstico da mastite bovina,
métodos moleculares tém sido crescentemente estudados objetivando diminuir
0 tempo necessario para emissao de resultados. Considerando a escassez de
dados sobre resisténcia a antibidticos em patdgenos da mastite no Brasil e que
resisténcia a antibiéticos € um fendmeno genético, o objetivo do presente
trabalho foi desenvolver e validar um método baseado em PCR multiplex para
detectar os principais genes envolvidos na resisténcia dos patégenos
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae aos principais antibioticos
comercializados no Brasil para o tratamento de mastite bovina: tetraciclina
(genes tetO, tetK, tetM), eritromicina (gene ermB), gentamicina (gene aacA-
aphD) e penicilina (gene blaz). Um método baseado em PCR multiplex foi
desenvolvido para amplificacdo de todos os marcadores supramencionados e
também do gene mecA, que codifica resisténcia a meticilina/oxacilina e é
marcador de multirresisténcia a antibidticos. Em avaliacfes preliminares do
limite de detecc¢éo do ensaio foi demonstrada a necessidade de pelo menos 0,4
ng/uL de DNA bacteriano na reacdo para que todos os marcadores sejam
amplificados simultaneamente. As forcas de coincidéncia (indice Kappa) dos
resultados de amplificacdo utilizando os conjuntos de oligonucleotideos
propostos no presente trabalho, por PCR monoplex e multiplex, dos genes
tetO, ermB, mecA, blaZ, tetk e tetM variaram de 84% a 100%, enquanto que
dados referentes ao gene aacA-aphD demonstraram uma forca de coincidéncia
leve (11%). O método desenvolvido no presente trabalho podera ser usado
para detectar marcadores moleculares de resisténcia a antibiéticos relevantes
para estudos epidemioldgicos e para controle da mastite bovina no Brasil.

Estudos adicionais serdo realizados visando a melhoria, adaptacdo e validacao



do ensaio para a deteccdo destes marcadores em amostras de leite bovino.
Palavras-Chave: Resisténcia a antibioticos; mastite bovina;, PCR multiplex;

Streptococcus; Staphylococcus; genes de resisténcia.



ABSTRACT

Bovine mastitis is a disease characterized by the inflammation of the mammary
gland and is considered the main disease of dairy herds in the world, causing
the greatest economic damage to the dairy sector. Although unavoidable, the
use of antibiotics for the control of this disease can lead to the emergence of
resistant strains and leave residues in the milk, so these drugs must be used
rationally. In order to develop improved, rapid and specific studies for
epidemiological studies, as well as for the diagnosis of bovine mastitis,
molecular methods have been increasingly studied in order to reduce the time
required for the emission of results. Considering the scarcity of data on
antibiotic resistance in mastitis pathogens in Brazil and that antibiotic resistance
is a genetic phenomenon, the objective of the present work was to develop and
validate a multiplex PCR-based method to detect the main genes involved in
resistance of pathogens Staphylococcus aureus and Streptococcus agalactiae
to the main antibiotics marketed in Brazil for the treatment of bovine mastitis:
tetracycline (tetO, tetK, tetM genes), erythromycin (ermB gene), gentamicin
(aacA-aphD gene) and penicillin (blaZ gene). A multiplex PCR-based method
was developed for amplification of all of the above-mentioned markers as well
as the mecA gene, which encodes methicillin/oxacillin resistance and is a
marker of multidrug resistance to antibiotics. Preliminary assessments of the
detection limit of the assay have demonstrated the need for at least 0,4 ng/ul of
bacterial DNA in the reaction so that all markers are amplified simultaneously.
The coincidence forces (Kappa index) of the amplification results using the
oligonucleotide sets proposed in the present work, by monoplex and multiplex
PCR, of the tetO, ermB, mecA, blaz, tetKk and tetM genes ranged from 84% to
100%, while that data relating to the aacA-aphD gene demonstrated a light
coincidence force (11%). The method developed in the present work could be
used to detect molecular markers of resistance to antibiotics relevant for
epidemiological studies and for the control of bovine mastitis in Brazil. Further
studies will be carried out aiming at the improvement, adaptation and validation

of the assay for the detection of these markers in bovine milk samples.

Keywords: Resistance to antibiotics; bovine mastitis; PCR multiplex;

Streptococcus; Staphylococcus; resistance genes.
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1 INTRODUCAO

A mastite bovina é uma doenca caracterizada pela inflamacado da
glandula mamaria, e é considerada a principal enfermidade de rebanhos
leiteiros no mundo, sendo a que causa 0S maiores prejuizos econdmicos ao
setor lacteo. No Brasil, estimam-se perdas de producéo de leite entre 12 e 15%
devido a essa doenca, 0 que representa mais de trés bilhdes de litros de leite
por ano (Seegers et al., 2003). As perdas econfOmicas ocasionadas pela
mastite variam de acordo com o tipo de mastite, frequéncia, gravidade e
duracdo da doenca, assim como com o nivel de producéo do rebanho leiteiro.
A mastite subclinica € o tipo da enfermidade que ocasiona as maiores perdas
na producao leiteira, o que pode representar de 15 a 24% da renda bruta
(Vissio et al., 2015). Além disso, a mastite oferece riscos a saude publica, pela
possibilidade de contaminacdo do leite com residuos de antibiéticos ou com

microrganismos e suas toxinas.

Diversos agentes podem causar a mastite bovina, esses agentes
compreendem bactérias, leveduras, fungos e algas sendo a maioria das
infeccbes causadas por bactérias. Dentre as bactérias, uma parcela limitada
dos géneros Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae sdo o0s
principais patdogenos da mastite bovina, sdo agentes contagiosos e estdo
presentes na maioria dos rebanhos leiteiros brasileiros (Brito et al., 1999;
Coelho et al., 2011).

De forma geral, o tratamento da mastite bovina se da pelo uso de
antimicrobiano via intramamaria. A escolha do antimicrobiano vai depender do
tipo de patdgeno e da duracdo da infeccdo onde casos de longa duracao
apresentam menor taxa de cura; da vaca, pois o estagio de lactacdo, a idade e
o histdrico de ocorréncia de mastite clinica afetam a probabilidade de sucesso
da terapia e depende também da gravidade da infec¢do. O indice de cura de
mastites causadas por Staphylococcus aureus em vacas tratadas com
antimicrobianos € baixa em comparacdo com mastites causadas por
Streptococcus agalactiae, as quais respondem bem ao tratamento com
antibiéticos da classe dos B-lactamicos (SANTOS; TOMAZI e GONCALVES,
2011).
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A evolucdo das bactérias resistentes aos antimicrobianos decorre de
uma variedade de fatores que engloba o uso disseminado e as vezes
inadequado de antimicrobianos e, também, com a facilidade de compras de
animais de outras regides até mesmo internacionais aumenta a possibilidade
das bactérias resistentes aos antimicrobianos transporem barreiras geograficas
(Lowy, 2003). Os antimicrobianos utilizados em terapéutica devem ser evitados
na indicagcdo de aditivos alimentares, promotores de crescimento ou como

conservantes de alimentos para animais (BRASIL, 1998).

O conhecimento dos determinantes genéticos da resisténcia aos
antimicrobianos nesses microrganismos e suas prevaléncias podem direcionar
o desenvolvimento de metodologias baseadas em PCR podendo ser feita
diretamente da amostra colhida ou da cultura de bactéria, as quais sdo
sensiveis, rapidas, menos laboriosas e de menor custo quando comparadas
aos métodos classicos que envolvem isolamento dos patdgenos, cultivos
microbianos e realizacdo de antibiogramas. Portanto, é imprescindivel o
desenvolvimento de métodos confiaveis, rdpidos e de baixo custo para realizar

0 monitoramento e avaliacdo da resisténcia em rebanhos bovinos.

Tendo em vista a associacdo de genes de resisténcia especificos a
fendtipos de resisténcia a antimicrobianos e a necessidade de um método
confiavel para monitoramento da resisténcia aos antimicrobianos em patdégenos
da mastite, foi realizado o presente estudo no intuito de desenvolver e validar
um método baseado em PCR multiplex para deteccdo simultdnea de genes
marcadores da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos mais relevantes para
o tratamento da mastite bovina no Brasil. A escolha dos genes alvos incluidos
no método foi baseada em informacdes referentes a prevaléncia de genes de

resisténcia em S. aureus e S. agalactiae isolados de mastite bovina.

Tendo em vista dados da literatura e estudos ainda n&o publicados
realizados pela Embrapa Gado de Leite e seus parceiros, 0s genes de
resisténcia a antibidticos mais prevalentes em linhagens de S. agalactiae
isolados de mastite bovina sédo ermB, que codifica resisténcia a eritromicina,
tetO e tetM que codificam resisténcia a tetraciclina e aacA-aphD, que codifica

resisténcia a gentamicina.. Além dos genes supramencionados, 0s genes, blaZ,
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mecA e tetK que codificam resisténcia aos antibidticos penicilina,
meticilina/oxacilina e tetraciclina, respectivamente, apresentam elevadas

prevaléncias em S. aureus isolados de mastite bovina.

Essa metodologia permitird fornecer base tedrica sobre métodos
moleculares e trabalhos futuros padronizem a deteccdo dos genes de
resisténcia, sejam detectados diretamente em amostras de leite tendo em vista

que o DNA poderd ser extraido do leite.

Essa ferramenta serd também de grande importancia para a ampliacédo
do conhecimento sobre a base genética e os mecanismos de transmissédo da
resisténcia antimicrobiana de bactérias causadoras de mastite no Brasil. O
grande volume de dados que podera ser gerado com o uso dessa ferramenta
em curto periodo de tempo podera orientar trabalhos futuros com foco no
rejuvenescimento de antimicrobianos via nanotecnologia e outras acdes para

controle da doenca em microrregides especificas.

Esse estudo proporcionara uma ferramenta de grande importancia na
deteccado da resisténcia aos antimicrobianos de patdgenos da mastite, visando
o controle efetivo da doenca. Além disso, os resultados obtidos serdo de
grande importancia para a ampliacdo do conhecimento sobre a base genética e
0S mecanismos de transmissdo da resisténcia antimicrobiana de bactérias

causadoras de mastite no Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar um meétodo baseado em PCR multiplex para
detectar os principais genes envolvidos na resisténcia dos patdgenos
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae aos antimicrobianos

tetraciclina, eritromicina, gentamicina e penicilina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar diferentes combinacdes de primers para amplificar, por
PCR multiplex, genes de resisténcia aos antimicrobianos tetraciclina,
eritromicina, gentamicina, penicilina e meticilina/oxacilina em S. aureus e/ou S.
agalactiae isolados de mastite bovina;

o Padronizar um método baseado em PCR multiplex para deteccao
dos principais genes de resisténcia aos antimicrobianos tetraciclina,
eritromicina, gentamicina, meticilina/oxacilina e penicilina em S. aureus e S.
agalactiae;

o Avaliar a validade e a confiabilidade do método baseado em PCR
multiplex na deteccdo, de genes de resisténcia aos antimicrobianos mais
prevalentes em S. aureus e S. agalactiae.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MASTITE

A mastite € uma patologia caracterizada pela inflamacdo da glandula
mamaria das vacas, tem um carater contagioso e de facil transmissdo. Como
consequéncias dessa patologia ocorrem alteracdes nas propriedades fisico-
quimicas do leite e no parénquima glandular, podendo estar presente em

qualquer glandula mamaria funcional (Fonseca e Santos, 2000; Dias, 2007).

Diferencia-se a mastite quanto aos dados clinicos em: mastite clinica e
mastite subclinica. A mastite clinica é reconhecida por anormalidades visiveis
no Ubere e até mesmo no leite como: aparecimento de edemas, aumento da
temperatura, endurecimento e dor na glandula mamaria, aparecimento de
grumos, pus no leite. A mastite clinica acarreta perdas elevadas por descarte
de leite, gastos com medicamentos, perda funcional de glandulas mamarias do
animal (Fonseca e Santos, 2001). Ja a mastite subclinica ndo apresenta sinais
visiveis e passa despercebida durante a ordenha. Assim, o agente etiol6gico
pode se disseminar pelo rebanho infectando outros animais. Pode ocorrer a
diminuicdo da capacidade funcional da glandula mamaria, gerando uma baixa
capacidade na producdo de leite e prejuizos a saude do animal (Dias, 2007). O
aumento da contagem de células somaticas (CCS) no leite, devido a migracdo
de leucdcitos para combater o agente da infeccao, é a principal alteracéo, que
€ o0 alvo de métodos diagndsticos para mastite subclinica (Philpot e Nickerson,
2000).

A doenca pode ser classificada de acordo com a origem de seu agente
causador em mastite ambiental e mastite contagiosa. A mastite ambiental é
causada por microrganismos provenientes do ambiente e a contagiosa €
causada por microrganismos localizados na glandula mamaéaria infectada. A
contaminacdo da mastite contagiosa se da, principalmente, durante a ordenha,
seja pelas maos do ordenhador ou por equipamentos de ordenha mecéanica. Ja
na mastite ambiental, a contaminacéao é feita pelo contato direto da glandula
mamaria com o ambiente contaminado, principalmente onde ha acumulo de
esterco, urina, barro e camas organicas (Philpot e Nickerson, 2000; Ladeira,
2007; Radostits et. al, 2007).
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A mastite € a enfermidade de maior frequéncia e que ocasiona 0s
maiores prejuizos em rebanhos leiteiros (Ruegg e Reinemann, 2002). No
Brasil, estimam-se perdas de producéo entre 12 e 15% devido a essa doenca,
0 que representa mais de trés bilhdes de litros de leite por ano (Seegers et. al.,
2003). Recentemente, pesquisadores da Universidade Nacional de Rio Cuarto,
na Argentina, avaliaram os custos econémicos diretos diérios e as despesas de
controle e prevencdo associados a mastite. Concluiram que as perdas
econdmicas ocasionadas pela mastite variam de acordo com o tipo de mastite,
frequéncia, gravidade e duracdo da doenca, assim como com o0 nivel de
producéo do rebanho leiteiro. A mastite subclinica é o tipo da enfermidade que
ocasiona as maiores perdas na producéo leiteira, o que pode representar de 15
a 24% da renda bruta (Vissio et al., 2015).

3.2 PRINCIPAIS AGENTES ETIOLOGICOS DA MASTITE

Radostis et al. (2007) descreveram a existéncia de mais de 140
espécies, subespécies e sorotipos de microrganismos envolvidos nos casos de
mastites, 0 que da a ideia da dimensao do problema, com uma incidéncia anual
de 10 a 12% do rebanho total.

S&o considerados agentes causadores de mastite: Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma bovis e agentes ambientais:
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis e Streptococcus bovis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter aerogenes, Prototheca
zopfii, leveduras e fungos (Kulkarni e Kaliwal 2013, Pachauri et al. 2013, Zhou
et al. 2013). Os principais grupos de agentes causadores de mastite nas
diferentes regibes do Brasil sdo apresentados na Tabela 1 onde estao

representados os dados somente de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.

Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae sdo considerados os
principais patégenos da mastite bovina, sdo agentes contagiosos e estéo
presentes na maioria dos rebanhos leiteiros brasileiros (Brito et al., 1999;
Coelho et al., 2011).
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Tabela 1 — Staphylococcus e Streptococcus isolados de animais com mastite bovina

por regides no Brasil - Frequéncia relativa (%)*.

Staphylococcus spp

Regibes Streptococcus spp Referéncia
Género SCN' SCP?
32,8 13,9 Ruiz et al. 2011
Nordeste
49,1 2,1 Kreweret al. 2013
4.3 25,7 25,7 Ribeiro et al. 2009
29,7 17,2 Souto et al. 2010
Sudeste 21,3 16,6 21 Langoni eTroncarelli 2011
8,7 Costa et al. 2012
15,4 21,3 Piantaet al. 2007
30,53 28,15 Jobim et al. 2010
sul 14,5 11,1 36,7 Mesaquita et al. 2012
329 12,3 31,6 Saab et al. 2014
Centro-Oeste 1 24 159 19,7 Fontana et al. 2010

Obs.: Nao foram encontrados artigos que abordassem a regido Norte/ *Adaptada/ 1 Staphylococcus Coagulase

Negativo/ 2 Staphylococcus Coagulase Positivo

3.2.1 Staphylococcus sp.

S&8o microrganismos que se apresentam na forma de cocos, Gram
positivo e catalase positiva. Staphylococcus representam 0s microrganismos
mais frequentemente isolados de amostras de leite. Devido a isso, deve-se ter
um diagndstico correto desses agentes em amostras de leite para que se tenha
a diferenciacdo entre S. aureus e outros Staphylococcus comumente

denominados Staphylococcus coagulase negativo (NMC, 1999).
3.2.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € considerado um patégeno contagioso da
glandula maméaria. Causam na maioria das vezes a mastite subclinica, que tem
caracteristica de ser de longa duragdo com ocorréncia de casos clinicos
esporadicos. Reduzem consideravelmente a quantidade e a qualidade do leite
produzido. O reservatorio principal de S. aureus sao glandulas mamaérias
infectadas e devido a isso, sao transmitidos principalmente durante o processo
de ordenha (NMC, 1999).
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Para estabelecer a infeccdo, S. aureus precisa penetrar na glandula
através do canal do teto. Uma condicao predisponente & invasédo bacteriana é a
colonizagdo da superficie do teto (Forbes e Hebert, 1968). A desinfeccao do
teto pos ordenha (“pds dipping”) tem grande eficacia no controle da mastite por
S. aureus. Todavia, nem toda infeccdo intramamaria € precedida por
colonizacdo do teto mostrando que outros mecanismos, como a propulsédo
induzida pelo equipamento de ordenha, podem estar envolvidos (Fox e Gay,

1993).

Estabelecida a infec¢cdo intramamaria, os tecidos parenquimal e ductal
sdo afetados. Staphylococcus sdo agentes invasivos e geralmente atingem
toda a glandula maméaria. O menor fornecimento sanguineo na area afetada
pode diminuir a resposta imune, além de impedir a difusdo de antibiéticos (Fox
e Gay, 1993; Erskine et al., 2003).

3.2.1.2 Staphylococcus coagulase negativa (SCN)

Staphylococcus coagulase negativo sdo bactérias estafilocécicas que se
diferenciam dos S. aureus. O nome “coagulase negativo” se refere a
incapacidade destas bactérias em coagular o plasma sanguineo em teste
laboratorial. Isto as diferencia das espécies dos Staphylococcus coagulase
positivo. As bactérias SCN frequentemente encontradas sao os Staphylococcus
epidermidis, S. saprophyticus e S. haemolyticus (Balowset al., 1991; Brasil,
2004).

As bactérias SCN sdo as principais causa de mastite em vacas de
primeira lactacdo, onde os patdgenos principais tenham sido controlados, o que
sugere que estes agentes podem ser responsaveis por possiveis redu¢des na
producdo de leite. Se a prevaléncia no rebanho é alta, vacas infectadas se
tornam a principal fonte de bactéria, com transmissdo vaca a vaca (Sears e
McCarthy, 2003). Os patdgenos causadores de mastite contagiosa seriam S.
aureus, S. agalactiae e Mycoplasma bovis e o0s causadores de mastite
ambiental seriam S. uberis, S. dysgalactiae, E. coli, Klebsiella spp. e
Enterobacter spp. Os patdgenos causadores de mastite ambiental seriam
Staphylococcus coagulase negativa e Corynebacterium bovis (Radostits et. al.
2007).
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3.2.2 Streptococcus sp.

Sao microrganismos que se apresentam na forma de cocos, Gram
positivo e catalase negativa (NMC, 1999). Streptococcus tém comportamento
contagioso e/ou ambiental. As espécies de Streptococcus constantemente

envolvidas na mastite bovina séo o S. agalactiae, S. dysgalactiae e S. uberis.

Os agentes contagiosos sao representados pelo S. agalactiae e os
ambientais sdo: S. dysgalactiae e S. uberis. Outras espécies ambientais que
sao isoladas em frequéncia menor sdo: S. acidominimus, S. alactolyticus, S.

canis, S. equi, S. equinus (antigo S. bovis) e S. parauberis (NMC, 1999).
3.2.2.1 Streptococcus agalactiae

E considerado um patdgeno obrigatorio do Ubere de vacas com
sobrevivéncia restrita fora do Ubere, sendo a ordenha o principal momento de
transmissdao (NMC, 1999). Causam na maioria das infeccbes na forma
subclinica crénica com alta contagem de células somaticas (CCS), casos
clinicos séo raros e ha a eliminacdo de grande numero de bactérias no leite
(Philpot & Nickerson, 2000). Sado microrganismos bastante sensiveis as

penicilinas e podem ser erradicados do rebanho leiteiro (NMC, 1999).

As técnicas de higiene na ordenha que compreende sanitizar os tetos,
fazer a desinfeccdo do teto ap6s a ordenha (“pds dipping”), previnem a
propagacdo de S. agalactiae. Por tanto, a rapida identificacdo dos animais
positivos para o tratamento, aceleram o processo de controle e erradicacao de

S. agalactiae no rebanho.

3.3 ANTIBIOTICOS

O tratamento das doencgas utilizando substancias quimicas é chamado
de quimioterapia. A preocupacdo por busca de substancias que pudessem
suprimir 0 microrganismo patogénico sem causar qualquer dano a pessoa ou
ao animal que fizer uso dessa sustancia é de grande importancia. As
substancias produzidas naturalmente por bactérias e fungos que agem contra
outros microrganismos sdo chamados de antibiéticos (Tortora, Funke, e Case,
2012).
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Para a eficacia do antibiotico é importante que a concentracdo no local
de acéo (onde ocorre a infeccéo) seja suficiente para combater a infeccao. As
funcBes dos antibidticos sdo distintas podendo atuar na inibicdo do crescimento
bacteriano através da acao bacteriostatica, ou na destruicdo de uma populacao
bacteriana, por uma acéo bactericida.

3.3.1 - Classificacao dos antibiéticos

A classificacdo dos antibidticos baseia-se no seu mecanismo de acao
(Goodman &Gilman's, 2011), como apresentado na Figura 1.

SINTESE DAS PURINAS

SINTESE DO ACIDD FOLICO 4

PABA = Acido Paraominobenaoics
OHF = Dihicmdalata

THF = Talrakidedatata FUNCAD E ESTRUTURA
OMA= Acido Desoximibonuciaon
RNAm=Acco Ribonuckice Morsageino
Ria=Acido Ribonucésos Transpartadar
RNArAsdo Rioauchics Ribassbmico

Figura 1 — Mecanismos de A¢éo dos Antibioticos(BRASIL, 2004).

A parede celular é um revestimento que protege a membrana celular
prevenindo de rupturas. Os antibiéticos que agem sobre a sintese da parede
celular sédo seletivos, pois atuam apenas sobre a bactéria e ndo sobre o
hospedeiro, pois a parede celular € uma estrutura bacteriana. Exemplos de
antibioticos com acdo ao nivel da sintese do peptideoglicano sdo os
antibiéticos  B-lactamicos  (penicilinas, cefalosporinas, carbapenems,
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monobactamicos e alguns inibidores das [B-lactamases), a bacitracina e os

glicopeptideos (Goodman & Gilman's, 2011).

A membrana celular € uma estrutura lipoprotéica, situada no interior da
parede celular que recobre o citoplasma de todas as células, controlando as
trocas de substéncias entre a célula e o meio extracelular e mantendo a
integridade celular. A cessacdo das funcdes da membrana pode causar danos
a célula. Os antibiéticos que agem nesse local envolvem-se no processo de
respiragao celular, inibindo a fosforilagdo oxidativa e causam desorganizagao
da membrana celular. A atividade para esse tipo de antibiético restringem-se as
bactérias Gram negativas, incluindo Escherichia coli, Klebsiella sp., dentre
outras. (Neu&Gootz, 1996; Goodman &Gilman's, 2011; Katzung, 2014).

Para que haja reproducéo a bactéria contém, no seu cromossomo, toda
a informagcdo genética necessaria a producdo de enzimas que atuam na
sintese de RNA. A perda de alguma fungéo interrompe o crescimento. As
classes de antibioticos que fazem parte desses mecanismos Sdo Os:
aminoglicosideos (gentamicina, tobramicina e amicacina), cloranfenicol (usado
em Ultimo caso devido ao sua alta toxicidade), tetraciclinas, macrolideos
(eritromicina, claritromicina e azitromicina) e clindamicina (Neu&Gootz, 1996;

Goodman &Gilman's, 2011; Katzung, 2014).

Alguns antibiéticos atuam inibindo a sintese dos acidos nucléicos.
Fazem parte desse grupo as quinolonas. Tem uma funcao terapéutica limitada
e uma alta taxa de desenvolvimento de resisténcia bacteriana. O grupo mais
atual de antibiéticos sdo as fluoroquinolonas (ciprofloxacina, norfloxacina e
ofloxacina), que tém ampla atividade antimicrobiana. Apresentam atividade na
presenca de Escherichia coli, Salmonella sp., Shigella sp., Enterobacter sp..
(Neu&Gootz, 1996; Goodman &Gilman's, 2011; Katzung, 2014).

O metabolismo celular descrito neste ponto é a sintese do acido félico, que se
ligam a enzima que converte o acido para-aminobenzoico(PABA) em acido
félico. Incluem nesse grupo: Sulfanilamida. Tem efeito de inibir o crescimento
em Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae. (Neu&Gootz, 1996;
Goodman &Gilman's, 2011; Katzung, 2014).
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3.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA AOS
ANTIMICROBIANOS

A mastite € uma das principais doencas que acomete os rebanhos
leiteiros e os tratamentos dos animais doentes com antimicrobianos é
inevitavel. A resisténcia que os microrganismos desenvolvem é oposta a taxas
de descoberta de novos antimicrobianos, ou seja, enquanto o desenvolvimento
de novos antibidticos € decrescente as taxas de resisténcias sdo crescentes. A
resisténcia pode ser uma propriedade particular das bactérias ou adquirida.
Dessa maneira, a resisténcia adquirida pode ocorrer através da: obtencdo de
genes de resisténcia provenientes de outros microrganismos, ou transferéncia
horizontal de genes ou pela mutagéo do cromossomo (Dzidic, Suskovic, &Kos,
2007).

Genes de resisténcia compreendidos nos plasmideos, geralmente
codificam enzimas que inativam os antibiéticos ou reduzem a permeabilidade
das células bacterianas. Ja a resisténcia por mutacbées em genes nos

cromossomos implica na modificacdo do alvo (Neihardt, 2004).

A transferéncia de material genético pode ocorrer de maneira vertical,
onde o0s genes sao passados diretamente aos seus descendentes e de
maneira horizontal onde ocorre a aquisicdo de genes de resisténcia aos
antimicrobianos de outros microrganismos, sendo através de transformacéo,

transducéo, conjugacao e também por transposicdo (Todar, 2016).
3.4.1 Biologia da resisténcia aos antibiéticos
3.4.1.1 Resisténcia Natural

Corresponde a uma peculiaridade de cada microrganismo e isso ocorre
sem que ocorra uma exposicao prévia ao antibiético (Rice e Bonomo, 2005). A
resisténcia bacteriana a determinados antibidticos se da por diversos
processos diferentes, na Tabela 2 estdo relacionados alguns tipos de

resisténcia natural
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Tabela 2 - Resisténcia natural a alguns antimicrobianos usados no tratamento

da mastite bovina*.

Antibiético Gene de Resisténcia Mecanismo de resisténcia

Enzimas de acetilacao e / ou fosforilagdo modificam

Aminoglicosideos  aac, aph . T
aminoglicosideos

blaz Hidrélise enzimatica do nucleo B-lactamico
B-lactamicos Afinidade reduzida para Proteinas de ligacdo a penicilina
mecA
(PBP)
Producado de uma proteina que interage com o ribossomo de
Tetraciclina tetM, tetO tal forma que a sintese da proteina néo é afetada pela

presenca do antibiético

Diminuic&do da permeabilidade na membrana externa aos

MLSs ermB compostos hidrofébicos

*(Adaptada de Michigan StateUniversity. 2011; Fluit, Visser, eSchmitz, 2001; Pérez, 2012).
3.4.1.2 - Resisténcia Adquirida dos microrganismos

A resisténcia adquirida da-se quando ha o surgimento de resisténcia em
uma espécie bacteriana anteriormente sensivel a antibiotico. Dos mecanismos
de obtencéo da resisténcia a antibidticos, a transformacdo € um processo pelo
qual ocorre a transferéncia de material genético de uma célula doadora para
uma célula receptora, alterando o genotipo desta dltima. A bactéria receptora
irA adquirir no seu material genético as fracbes de DNA. Este mecanismo foi
descoberto em Streptococcus pneumoniae, em 1928 por F. Griffith, tendo sido
mais tarde observado também em Staphylococcus sp. A capacidade de
englobar material genético extracelular e sofrer transformacdo é denominada
de competéncia (Dzidic, Suskovic, e Kos, 2008; Neihardt, 2004; Ryan e Ray;
Todar, 2012).

A transducdo € um processo pelo qual segmento de DNA de uma
bactéria € incorporado por um bacteriéfago e entdo transferido para outra
bactéria que porventura venha ser infectada pelo virus carreador do fragmento
de DNA. Acredita-se que a resisténcia adquirida em S. aureus a meticilina

deriva desse mecanismo.

A conjugacao, ocorre entre células bacterianas e requer contato direto
célula a célula, pela formacéo do pili, mediado pelo fator F (Fator fetertilidade),

onde plasmideo séo transferidos contendo genes de resisténcia a antibitticos
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entre duas estirpes Escherichia coli (por exemplo) (Dzidic, Suskovic, e Kos,
2008; Rice e Bonomo, 2005; Todar, 2012).

J& a transposicao é um processo de transferéncia genética, que resulta
da interacdo entre duas bactérias diferentes, que na maioria das vezes utiliza a
conjugacao como via. Os fragmentos de DNA transferidos sdo chamados de
Transposons (Tn). Estes contém genes ou grupos de genes que se incorporam
num plasmideo ou cromossomo através de recombinagcdo. Por exemplo, um
transposon que contenha um gene que codifica a enzima B-lactamase
responsavel pela resisténcia a ampicilina (TnA) pode passar de um plasmideo
para outro, do plasmideo para o cromossomo e do cromossomo para o
plasmideo disseminando assim a resisténcia ao antibiético ampicilina (Neihardt,
2004; Veiga, 1984; Padua, 2009). O transposon conjugativo ocorre entre
Streptococcus e outras Gram positivas é de importante na disseminacédo de
resisténcia a antibidticos dentro do género, um bom exemplo € o transposon
Tn916, que contém o gene tetM que confere resisténcia a tetraciclina (Neihardt,
2004).

Os mecanismos moleculares da manifestacdo da resisténcia estéo

ilustrados na Figura 2.
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Figura 2 — Mecanismos moleculares da manifestacdo da resisténcia (Adaptado de
Levy & Marshall, 2004).

Alteracao da permeabilidade:

7

A alteracdo da permeabilidade da membrana celular é imprescindivel
para a eficiéncia de alguns antibiéticos. Qualquer alteracdo na funcao ou
diminuicdo das porinas resultard na resisténcia da bactéria ao antibittico
(Declour, 2009). Os aminoglicosideos, tetraciclinas, fosfomicina e quinolonas

sdo exemplos dessa resisténcia (Neu e Gootz, 1996).
Alteracdo do sitio de acdo do antibiotico

A alteracdo do sitio de acdo do antibidtico caracteriza-se pela reducao
ou pela falta de compatibilidade do antibiético ao local de ligacdo. Isto ocorre

devido a alteragBes na estrutura das moléculas alvo da ligacdo do antibidtico
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(Rice e Bonomo, 2005). Esse mecanismo de resisténcia € observado para
diversos antibidticos como, B-lactamicos e glicopeptideos (Dzidic, Suskovic, e
Kos, 2007).

A resisténcia aos B-lactamicos origina-se de mutacdes na proteina de
ligacao a penicilina (PBPs), as B-lactamases hidrolisam a ligacdo amida do anel
beta-lactamico, modificando o local onde os antimicrobianos B-lactamicos
ligam-se as PBPs bacterianas impedindo que exercam seu efeito
antibacteriano que se da pela diminui¢do da ligacdo do antibidtico ao local de
acao (Fluit, Visser, eSchmitz, 2001).

Linhagens de Staphylococcus aureus e Staphylococcus sp. negativas no
teste da coagulase adquiriram o gene mecA, que os torna resistentes aos (3-
lactamicos. S. aureus resistentes a meticilina e oxacilina sdo conhecidos como
MRSA (methicilin-resistant Staphylococcus aureus) que provém da presenca

do gene mecA (Hawkey, 1998).

A resisténcia a macrolideos, lincosamida e estreptogramina B (MLSg)
ocorre na subunidade 50S do ribossomo, bloqueando a sintese protéica. A
resisténcia se da pela alteracdo no 23S rRNA. O gene erm estd envolvido
nesse tipo de resisténcia agindo na sintese destas metilases (Dzidic, Suskovic,
eKos, 2008).

A resisténcia aos aminoglicosideos ocorrem através de mutacdes no
gene 16S rRNA. Aminoglicosideos modificados nos grupos amino por enzimas
aminoglicosideos (AAC) ou em grupos hidroxilo por enzimas aminoglicosideos
(ANT) ou fosfotransferases aminoglicosideos (APH) perdem sua capacidade de

ligacdo ao ribossomo (Dzidic, Suskovic, eKos, 2007).

As resisténcias as tetraciclinas ocorrem nas proteinas que atuam ligando
no ribossomo e alterando a sua conformacéao, protegendo o ribossomo da acao
destes antibidticos. Esta forma de resisténcia € mais comum do que a

verificada pela presenca de proteinas de efluxo (Fluit, Visser, eSchmitz, 2001).
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Bomba de Efluxo:

A bomba de efluxo que consiste no bombeamento ativo de
antimicrobianos do meio intracelular para o extracelular, isto é, o seu efluxo
ativo, produz resisténcia bacteriana a determinados antimicrobianos, esta
localizada na membrana interna, de uma proteina periplasmatica adaptadora e
de um canal na membrana externa eficiente para expelir substancias toxicas,
entre elas antimicrobianos. Contempla todas as classes de antibiéticos, sendo
mais eficaz com macrolideos, tetraciclinas e fluoroquinolonas (Dzidic, Suskovic,
eKos, 2008). O gene responsavel pela resisténcia as tetraciclinas que
codificam atividade de bombas de efluxo estd associado ao tet (Fluit, Visser,
eSchmitz, 2001).

Mecanismo enzimatico:

No mecanismo enzimatico, 0 microrganismo ira produzir enzimas que
vao degradar ou inativar o antibiotico. Existem trés mecanismos enzimaticos:
hidrélise, transferéncia de um grupo ou processo redox. Na hidrélise de
antibioticos ocorre a quebra da ligacdo dos grupos ésteres e amidas, fazendo
com que sejam susceptiveis as hidrolases que sdo enzimas que promovem a
cisdo de um material organico com a utilizacdo de agua. A quebra da ligacédo
destes grupos é feita na presenca destas enzimas, que podem ser excretadas
pelas bactérias, agindo na inativacdo do antibiético antes que atinja o seu alvo
(Dzidic, Suskovic, &Kos, 2008).

A resisténcia aos B-lactamicos ocorre quando as B-lactamases quebram
o anel B-lactdmico das penicilinas e cefalosporinas. A quebra do anel B-

lactamico pode dever-se a acao do nucledfilo.

Na transferéncia de grupos o mecanismo de inativacdo dos antibidticos
ocorrem pelas enzimas transferases. Os antibioticos mais acometidos sdo os
aminoglicosideos, anfenicéis, fosfomicina, estreptograminas e macrolideos, nos
quais ha a aquisi¢do dos diversos grupos quimicos, como o adenilil, fosforil ou
acetil (Dzidic, Suskovic, &Kos, 2008; Rice &Bonomo, 2005).

As enzimas sdo classificadas como aminoglicosideos acetiltransferases

(AAC), aminoglicosideos adenililtransferases (ANT) e aminoglicosideos
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fosfotransferases (APH). Os aminoglicosideos sdo modificados no grupo amino
pela enzima AAC e no grupo hidroxila pelas enzimas ANT e APH, perdendo a
capacidade de ligagdo ao ribossomo (Mingeot-Leclercq, Glupczynski &
Tulkiens, 1999;Fluit, Visser, &Schmitz, 2001).

3.5 METODOS MOLECULARES EMPREGADOS NA DETECCAO DE GENES
DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS.

Com a finalidade de se obter técnicas aprimoradas, rapidas e
especificas para o diagnoéstico e estudos epidemiolégicos da mastite bovina,
métodos moleculares tém sido crescentemente utilizados em diagndsticos
microbiolégicos objetivando minimizar o tempo gasto em métodos

convencionais (Zschock et al.,2005).

Na literatura encontram-se trabalhos que utilizaram a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) e suas variantes para deteccéo, identificacdo e estudos
epidemioldgicos de diferentes microrganismos, dentre elas a PCR Multiplex
(Pérez-Roth et al., 2001; Phuektes et al., 2001).

3.5.1 - Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica em que
pequenos segmentos de DNA podem ser rapidamente amplificados, ou seja,
sdo multiplicados exponencialmente utilizando o DNA genémico como molde
para a sintese de fragmentos especificos do genoma do organismo através de

sucessivos ciclos.

A técnica de PCR baseia-se na capacidade de desnaturacdo e
renaturacdo das moléculas de DNA, em que ligacbes de hidrogénio sédo
desfeitas quando as moléculas sdo submetidas a temperaturas superiores a
90°C, fazendo com que as duas fitas figuem desnaturadas na solugéo e
quando a temperatura € abaixada as fitas se reanelam reconstituindo a
molécula na forma de uma fita dupla e na complementaridade entre as bases
dos nucleotideos que constituem as fitas do DNA. A enzima Taq DNA-
polimerase proveniente da bactéria termofilica Thermus aquaticus é utilizada

nessa técnica. (Alberts et al., 1997; Eisenstein, 1990).
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Para a reacdo sdo necessarios 0s seguintes reagentes: Tampao para
PCR; MgCl, que €é um co-fator e para a enzima, DNA-polimerase,
Desoxirribonucleotideos trifosfatados (dATP, dTTP, dCTP e dGTP); e pelo
menos um par de primers, que sdo oligonucleotideos com sequéncias de
nucleotideos de até 30 pb usados como iniciadores da sintese de DNA. E
usado também o DNA molde. Os oligonucleotideos sé&o sintetizados com base
no principio da complementariedade de bases do DNA e no conhecimento da
sequéncia de nucleotideos especifica da regido do genoma a ser amplificada
(Alberts et al., 1997; Eisenstein, 1990).

ApoOs adicionar os reagentes juntamente com o DNA molde em tubos
tipo eppendorf, sdo colocados no termociclador, que € um equipamento usado
em Biologia Molecular que permite realizar os ciclos de temperaturas
necessarios para uma reacdo em cadeia da polimerizacdo ou amplificacdo de
DNA. Nessa fase, séo feitos ciclos de 3 etapas fundamentais que sdo:
Desnaturacéo, onde ocorre o aquecimento para que haja a separacao das fitas
de DNA; Anelamento, onde a temperatura é abaixada fazendo com que haja o
resfriamento e na presenca dos dois pares de primers para que a hibridizacao
dos mesmos com as sequéncias de DNA complementares para que possa
ocorrer e Extensdo, onde a incubacdo da mistura anelada com a enzima

polimerase (Eisenstein, 1990).

s

O resultado é obter copias em quantidade suficiente que permite
detectar e analisar a sequéncia de estudo, devido ao numero de ciclos
programados que pode variar de 20 a 40 repeticdes ciclicas (Abath et al., 2002;
Alberts et al., 1997).

7

A vantagem desse método € poder identificar patbgenos em poucas
horas, em vez dos métodos de culturas convencionais. Também podemos citar
como vantagem do método de PCR para diagnostico: maior rapidez, maior
seletividade, especificidade, maior poder de tipificacdo e discriminacdo, bom
limite de deteccao, potencial para automagéo e a possibilidade de trabalhar
com bactérias invidveis (Martinez et al.,2001 e Phuerktes et al., 2001). A

desvantagem de usar PCR como um método de identificacdo pode ser a
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sensibilidade excessiva, como contaminantes menores em amostras podem

levar a erros de diagnéstico (Phuerktes et al., 2001).
3.5.2 PCR Multiplex

Na técnica de PCR Multiplex, sdo amplificados dois ou mais segmentos
diferentes de DNA em uma Unica reacao, utilizando-se para isso mais de um
par de primers. Essa técnica permite a amplificacdo simultdanea de mais de um
segmento do genoma em uma Uunica reacdo. Usualmente, sdo incluidos na
reacao multiplex, iniciadores para controle interno da reacédo de amplificacdo. A
inclusdo do controle interno de amplificacdo visa a eliminacdo dos falso-

negativos.

A principal vantagem da PCR multiplex em relagdo a PCR convencional
€ a sua relacdo custo-eficacia. Reduz a quantidade de reagentes tais como Taq
DNA polimerase, e dos insumos para preparacao do gel de agarose, visto que
sera necessario apenas um gel para diagnostico. Além disso, requer menos
preparacao, tempo de analise do que os sistemas em que Varios tubos séo

utilizados na PCR simples.

No presente estudo, os principios da PCR multiplex foram empregados
no desenvolvimento de um método para a deteccdo de pelo menos sete genes
de resisténcia aos antimicrobianos em uma Unica reacao. Os determinantes de
resisténcia a serem incluidos foram selecionados com base em consideracdes
clinicas e técnicas, escolhnemos 0s genes mais frequentemente associados a
resisténcia dos principais patégenos da mastite que sao Streptococcus
agalactiae e Staphylococcus aureus.

Martini et al. (2017), em seu estudo de resisténcia aos antimicrobianos
penicilina e tetraciclina, encontrou que dos 90 isolados testados, 88 (97,7%)
foram positivos para o gene blaz, 76 (84,4%) foram positivos pra o gene tetK e
69 (76,7%) possuiam concomitantemente os genes blaZ e tetK. Guimaraes et
al. (2017) em seu estudo Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
em um rebanho leiteiro o gene mecA foi detectado em 29 (48,3%) dos 60
isolados testados; a deteccdo dessa grande porcentagem de casos de mastite

causada por MRSA e OS-MRSA é de grande preocupacdo para a saude dos
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animais, porque os [-lactamicos ainda sao o0s antimicrobianos mais

importantes usados no tratamento da mastite.

Em um estudo prévio de nossa equipe em que foram avaliadas 74
linhagens de Streptococcus agalactiae, isoladas de rebanhos bovinos na regiao
da Zona da Mata Mineira, foi verificada a presenca do gene ermB em 39
(52,7%) linhagens que apresentaram resisténcia a eritromicina no teste
fenotipico realizado por antibiograma e 35 (47,3%) foram consideradas
susceptiveis. Um resultado semelhante foi relatado por Dogan et al (2005)
estudando S. agalactiae de bovinos em Nova York onde se constatou que
100% dos isolados resistentes carregavam o gene ermB.

N&o foram encontrados relatos na literatura que descrevendo a presenca
do gene aacA-aphD em estirpes de S. agalactiae resistentes ao antibiotico
gentamicina, sendo descrito em S. aureus. Porém, em um estudo feito por
nossa equipe no Laboratério de Microbiologia do Leite da EMBRAPA Gado de
Leite, o gene aacA-aphD foi detectado em 42,86% (n=21) das 49 linhagens de
S. agalactiae isoladas de amostras de leite bovino.

Ribeiro et al. (2013) genotiparam amostras previamente isoladas de S.
agalactiae a partir de amostras compostas de leite coletadas assepticamente
em 11 rebanhos da Zona da Mata de Minas Gerais. Os isolados apresentaram
maior resisténcia fenotipica a tetraciclina e a eritromicina. O gene ermB foi
encontrado em 95% dos isolados fenotipicamente resistentes a eritromicina (n
= 40). Entre os isolados fenotipicamente resistentes a tetraciclina, os genes
tetM e tetO foram encontrados em 23 (51%) e 29 (64%), respectivamente, e 06
isolados (13%) apresentaram o gendétipo tetM / tetO. Além disso, genes de
resisténcia também foram detectados em alguns isolados suscetiveis,
mostrando que o gendtipo de resisténcia ndo se correlaciona com precisao a

resisténcia fenotipica.
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4 MATERIAIS E METODOS
Este trabalho foi desenvolvido no Laborat6rio de Microbiologia do Leite
da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora, MG.

4.1 MICRORGANISMOS

Para a padronizacdo das PCRs e desenvolvimento do método baseado
em PCR multiplex foram utilizadas as estirpes de S. agalactiae, S. aureus e S.
epidermidis isoladas a partir de leite bovino previamente isoladas de leite
bovino (Tabela 3) e caracterizadas quanto ao fendtipo de resisténcia aos
antimicrobianos e mantidas a -80°C (estoque) e a -20°C (solucéo de trabalho
com 20 ng de DNA por microlitro) na Coleg¢éo de Microrganismos de Interesse
da Agroindustria e Pecuaria (CMIAP) da Embrapa, sediada na Embrapa Gado

de Leite em Juiz de Fora, MG.

Tabela 3 - Linhagens bacterianas usadas para o desenvolvimento de
método baseado em PCR multiplex para deteccdo de genes de resisténcia a

antimicrobianos em patégenos da mastite bovina.



N° CNPqg? CMNIOAP Espécie Data coleta
136 10027 Staphylococcus aureus 14/12/2009
229 10028 Staphylococcus aureus 17/06/2010
237 10029 Staphylococcus aureus 17/06/2010
274 10030 Staphylococcus aureus 22/06/2010
301 10031 Staphylococcus aureus 23/06/2010
436 10032 Staphylococcus aureus 19/11/2010
452 10033 Staphylococcus aureus 18/11/2010
658 10023 Staphylococcus aureus 24/05/2011
680 10024 Staphylococcus aureus 15/06/2011
690 10025 Staphylococcus aureus 15/06/2011
696 10026 Staphylococcus aureus 15/06/2011
713 10034 Staphylococcus aureus 15/06/2011
741 10035 Staphylococcus aureus 16/06/2011
796 10037 Staphylococcus aureus 05/08/2011

4 - Streptococcus agalactiae 02/12/2009
10 8961 Streptococcus agalactiae 02/12/2009
36 8962 Streptococcus agalactiae 03/02/2009
40 - Streptococcus agalactiae 03/02/2009
50 10054 Streptococcus agalactiae 08/12/2009
56 - Streptococcus agalactiae 08/12/2009
73 - Streptococcus agalactiae 08/12/2009
75 8963 Streptococcus agalactiae 08/12/2009
82 - Streptococcus agalactiae 08/12/2009
84 - Streptococcus agalactiae 08/12/2009
88 8964 Streptococcus agalactiae 08/12/2009
138 10063 Streptococcus agalactiae 14/12/2009
168 - Streptococcus agalactiae 09/02/2010
539 10018 Streptococcus agalactiae 17/05/2011
541 8965 Streptococcus agalactiae 17/05/2011
544 10019 Streptococcus agalactiae 17/05/2011
546 10020 Streptococcus agalactiae 17/05/2011
552 10021 Streptococcus agalactiae 17/05/2011
603 - Streptococcus agalactiae 24/05/2011
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604 10022 Streptococcus agalactiae 24/05/2011
610 - Streptococcus agalactiae 24/05/2011
611 - Streptococcus agalactiae 24/05/2011
613 8966 Streptococcus agalactiae 24/11/2011
615 - Streptococcus agalactiae 24/05/2011
630 - Streptococcus agalactiae 24/05/2011
638 8967 Streptococcus agalactiae 24/05/2011
640 - Streptococcus agalactiae 24/05/2011
700 8968 Streptococcus agalactiae 14/07/2011
734 - Streptococcus agalactiae 15/06/2011
810 8545 S. epidermidis 01/09/2011
811 8546 S. epidermidis 01/09/2011
812 8547 S. epidermidis 01/09/2011
831 8566 S. epidermidis 01/09/2011
891 8601 S. epidermidis 20/01/2010
896 8605 S. epidermidis 28/07/2010
915 8621 S. epidermidis 25/05/2011
225 8534 S. epidermidis 17/06/2010
903 8612 S. epidermidis 18/01/2011
MRSAU 8969 S. aureus '”Se”dgallnozlczoéelgao em
MRSA1 8970 S aureus Inserida na colecdo em

31/03/2017

1 Numero referente ao isolamento feito no leite bovino
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4.2 AVALIACOES IN SILICO DE OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES
ESPECIFICOS PARA GENES DE RESISTENCIA

Foram realizados ensaios “in silico” visando a deteccao dos genes
mecA, blaZ, aacA-aphD, ermB, tetK, tetM e tetO em sequéncias de genes ou
de genomas depositados no NCBI utilizando as sequéncias de diferentes pares
de primers descritas na literatura. Para tal, os pares de primers especificos
para cada gene alvo foram testados utilizando a ferramenta “pick primers”
sendo verificado ap6s cada busca, o poder de cada par de primer na deteccao
dos respectivos fragmentos de genes de resisténcia em sequéncias de genes

ou genomas de patégenos da mastite disponivel.

4.3 REACOES EM CADEIA DA POLIMERASE

As reacdes em cadeia da polimerase em monoplex foram realizadas
conforme descrito na Tabela 4. As sequéncias de nucleotideos dos iniciadores
utilizados nas padronizagfes das reacdes de PCR sédo apresentadas na Tabela
4.



Tabela 4 — Relag&o de iniciadores utilizados para a padronizacdo da PCR multiplex

Gene de

Nome do

Amplicon

Resisténcia oligonucleotideo SRR = (pb) AU
mecA 310F TGGCTATCGTGTCACAATCG
A 310 pb Vannuffel et al., 1995
mec mecA 310R CTGGAACTTGTTGAGCAGAG P i
mecA mecA-174F AACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAG 174 pb Martineau et al., 2000
mecA-174R ATTGCTGTTAATATTTTTTGAGTTGAA
blaz 1 AAGAGATTTGCCTATGCTTC Vesterholm-Nielsen et al.,
blaz 517 pb
blaZ 2 GCTTGACCACTTTTATCAGC 1999
blaz blaz-173F ACTTCAACACCTGCTGCTTTC 173 pb Martineau et al., 2000
blaz-173R TGACCACTTTTATCAGCAACC
blaz blaz-486F GTTGCGAACTCTTTGAATAGG 674 ob Oslen JE, Christensen H
blaz-486R GGAGAATAAGCAACTATATCATC P and Aarestrup FM, 2006
A-aphD 1
aacA-aphD aach-ap TAATCCAAGAGCAATAAGGGC 228 pb Strommenger et al. 2003
aacA-aphD 2 GCCACACTATCATAACCACTA
ormB ermB 1 CCGTTTACGAAATTGGAACAGGTAAAGGGC 359 pb Lina et al., 1099
ermB 2 GAATCGAGACTTGAGTGTGC
ormB ermB-142F CTATCTGATTGTTGAAGAAGGATT 142 pb Martineau et al., 2000
ermB-142R GTTTACTCTTGGTTTAGGATGAAA
B-639F .
ermB erm CAAAMGGTACTGAACCAAATA 639pb  Martineau et al., 2000
ermB-639R AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC
tetk tetK 1 TATTTTGGCTTTGTATTCTTTCAT 1159 pb  Trzcinski et al. 2000
tetk 2 GCTATACCTGTTCCCTCTGATAA
tetM tetM 1 AGTTTTAGCTCATGTTGATG 1862 pb  Trzcinski et al. 2000
tetM 2 TCCGACTATTTAGACGACGG
tetM-406F
tetM e GTGGACAAAGGTACAACGAG 406 pb Ng et al.; 2001
tetM-406R CGGTAAAGTTCGTCACACAC
tetO tet0 1 AGCGTCAAGGGGAATCACTATCC 1723 pb  Trzcinski et al. 2000
tetO 2 CGGCGGGGTTGGCAAATA
tetO-515F AACTTA ATTCT TCA
tetO c GGC CTGGCTCAC 515 pb Ng et al.; 2001
tetO-515R TCCCACTGTTCCATATCGTCA
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4.4 OBTENCAO DE DNA DE BACTERIAS EM CULTURA PURA

A extracdo e purificacdo de amostras de DNA gendmico bacteriano
foram realizadas a partir de culturas puras dos patdgenos supramencionados
para uso nas reacdes de PCR para amplificacdo de genes individuais ou em
multiplex. Para obtencdo de DNA de linhagens de Streptococcus agalactiae e
Staphylococcus spp. foram empregadas metodologias descritas na literatura

com pequenas adaptacoes (Oliveira et al., 2002).

Para Staphylococcus spp. as amostras foram enriquecidas em caldo de
BHI. Uma aliquota de 2 mL de caldo foi centrifugada em 12000 g por 2 min e 0
sedimento bacteriano ressuspenso em 1 mL de TE (Tris-HCI 10 mM pH 8.0,
EDTA 1 mM) contendo 20 mL de lisozima 50 mg / ml e 10 mL de Lisostafina
(Img/mL) incubada em temperatura ambiente por 30 min, apds foram
adicionados 50 pL de SDS 10% e 20 pL de proteinase K (20 mg/mL) e
incubada a 55°C por 30 min. Em seguida adicinou-se 300 pL de Acetato de
Potassio 5M e 1 mL de Isopropanol 100%, centrifugou-se a 14000 g por 5 min,
descartou o sobrenadante e lavou o pellet com 300 pL de Etanol 70% e deixou
secar. Apds a secagem, ressuspendeu-se o pellet em 600 pL de agua Milli-Q e
adicionou-se 20 puL de RNAse e incubou em temperatura ambiente por 1 hora.
Um volume de 600 pL de fenol-cloroformio (1:1), pH 8.0, foi adicionado e
misturado por 5-10 min antes centrifugando a 14000 g por 10 min, apds o que a
fase liquida foi mais uma vez extraida com fenol-cloroférmio. Adicionou-se 200
UL de Acetato de Amoénio 7M e 600 pL de Etanol 100% e incubou-se as
amostras a -20°C por 30 min e apos foi centrifugada a 14000 g por 10 min.
Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi lavado com 50 uL de Etanol 70%
gelado e o pellet foi colocado pra secar. Por fim, o pellet de DNA foi
ressuspenso em 200 pL de agua Milli-Q, quantificado em Nanodrop e estocado
a -20C.

Ja para Streptococcus agalactiae, as amostras foram enriquecidas em
caldo de BHI. Uma aliquota de 2 mL de caldo foi centrifugada em 12000 rpm
por 2,5 min e o sedimento bacteriano ressuspenso em 100 pL de TE (Tris-HCI
10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM) contendo 25 mL de lisozima 50 mg / ml incubada
a 37°C por 30 min, apos foram adicionados 20 puL de SDS 20% e 20 uL de
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proteinase K (20 mg/mL) e incubada a 56°C por 50 min. Em seguida adicionou-
se 500 pL de TE e ferveu-se a 100°C em Banho-Maria por 15 min, centrifugou-
se a 14000 rpm por 5 min, coletou o sobrenadante em novo tubo e adicionou-
se 10 pL de RNAse e incubou em temperatura ambiente por 1 hora. Um
volume de 600 pL de fenol-cloroformio (1:1), pH 8.0, foi adicionado e misturado
por 5-10 min antes centrifugando a 14000 rpm por 5 min, apds o que a fase
liguida foi mais uma vez extraida apenas com cloroférmio. Adicionou-se 200 pL
de Acetato de Ambnio 7M e 600 uL de Etanol 100% e incubou-se as amostras
a -20°C por 2 horas e apos foi centrifugada a 14000 rpm por 5 min. Descartou-
se 0 sobrenadante e o pellet foi lavado com 50 pL de Etanol 70% gelado e o
pellet foi colocado pra secar. Por fim, o pellet de DNA foi ressuspenso em 150

uL de agua Milli-Q, quantificado em Nanodrop e estocado a -20C.
4.5 PADRONIZACOES DAS REACOES EM CADEIA DA POLIMERASE

4.5.1 Padronizacao da PCR de genes individuais com DNA obtido a partir de

amostras de bactérias em cultura pura

Inicialmente diferentes pares de primers relatados na literatura foram
avaliados para a amplificacdo individual dos genes mecA, blaZ, aacA-aphD,
ermB, tetK, tetM e tetO, utilizando o DNA gendmico de bactérias
conhecidamente portadoras destes genes. A padronizacdo das PCRs foram
realizada pela técnica de PCR convencional, constituido por uma solucéo final

de 25uL contendo os reagentes nas concentracfes especificadas na Tabela 5.



Tabela 5 — Condicdes de PCR para cada primer testado
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Gene de Amplicon Ciclos (e A
Resisténcia (pb) SR condicdes) R ENEIE

H,0 14,325; Tampéo 5,0; MgCl, 2,5; dNTPs 0,5; mecAl 92°C 3' (92°C 1', 56°C 1/,

mecA 310 pb 0,625; mecA2 0,625: TagDNApol 0,3; DNA 1,0 72°C 1)x30 72°C 3' Vannuftel et al., 1995
H,O 4,5; Tampao 4,0: MgCl, 2,0; dNTPs 0,4; mecALl 4,0; 96°C 3' (95°C 1', 55°C 30", .

mecA 174 pb mecA2 4,0; TagDNApol 0,1; DNA 1,0 55°C 1x30 55°C 1" Martineau et al., 2000

blaz 17 bb H,O 16,2; Tampao 2,5: MgCl, 1,5; dNTPs 1,0; blaZl 1,25;  95°C 5' (95°C 30", 52°C 30",  Vesterholm-Nielsen et

P blaz2 1,25; TagDNApol 0,3; DNA 1,0 72°C 1)x35 72°C 5' al., 1999

H,O 4,5; Tampao 4,0; MgCl, 2,0; dNTPs 0,4; blaZ1 4,0; 96°C 3' (95°C 1", 55°C 30", .

blaz 173 pb blaz2 4,0; TagDNApol 0,1; DNA 1,0 55°C 1")x30 55°C 1" Martineau et al., 2000

blaz 674 pb H,0 14,325; Tampéo 5,0; MgCl, 2,5; dNTPs 0,625; blaZl ~ 94°C 1' (94°C 1', 54°C 1, Oslen JE, Christensen H

P 0,625; blaz2 0,625: TagDNApol 0,3: DNA 1,0 72°C 1)x35 72°C 10' and Aarestrup FM, 2006
) H,O 13,7; Tampéo 5,0; MgCl, 2,0; dNTPs 0,5; aacAaphD1 94°C 3' (94°C 30", 55°C 30",

aacA-aphD 228 pb 1,25; aacAaphD2 1,25; TagDNApol 0,3; DNA 1,0 72°C 30")x35 72°C 4' Strommenger et al. 2003
H,O 17,2; Tampéo 2,5; MgCl, 1,5; dNTPs 0,5; ermB1 1,0; 94°C 5' (94°C 30", 55°C 30", .

ermB 359 pb ermB2 1,0; TagDNApol 0,3; DNA 1,0 72°C 1'50")x35 72°C 7' Lina et al., 1999
H,0 4,5; Tamp&o 4,0; MgCl, 2,0; dNTPs 0,4; ermB1 4,0 96°C 3' (95°C 1', 55°C 30", .

ermB 142 pb ermB2 4,0; TagDNApol 0,1; DNA 1,0 55°C 1')x30 55°C 1' Martineau et al., 2000
H,0 2,1; Tampao 6,0: MgCl, 2,4; dNTPs 0,2; ermB1 3,0 95°C 5' (95°C 45", 55°C 45", .

ermB 639 pb ermB2 3,0; TagDNApol 0,3; DNA 3,0 72°C 45")x35 72°C 10' Martineau et al., 2000
H,0 15,7; Tampéo 2,5: MgCl, 1,5; dNTPs 1,5; tetk1 1,25;:  95°C 5' (95°C 30", 50°C 30", o

tetk 1159pb (o2 1.25: TagDNApol 0,3; DNA 1,0 72°C 1'30")x35 72°C 5 Trzcinski et al., 2000
H,0 16,2; Tampao 2,5; MgCl, 1,5; dNTPs 1,0; tetM1 1,25;  94°C 5' (94°C 30", 55°C 30", o

tetM 1862 pb tetM2 1,25; TagDNApol 0,3; DNA 1,0 72°C 1'50")x35 72°C 7" Trzcinski et al.,, 2000
H,0 30,9; Tampao 10,0; MgCl, 3,1; dNTPs 1,5; tetM1 1,5;  94°C 5' (94°C 1', 55°C 1,

tetM 406 pb tetM2 1.5; TaqDNApol 0,5: DNA 1,0 72°C 1')x35 72°C 5' Ng et al., 2001
H,O 16,2; Tampao 2,5: MgCl, 1,5; dNTPs 1,0; tetO1 1,25:  94°C 5' (94°C 30", 55°C 30", o

teto 1723pb 16102 1.25: TaqDNApol 0,3; DNA 1.0 72°C 1'50")x35 72°C 7' Trzcinski et al., 2000

0 515 pb H,O 26,2; Tampao 10,0; MgCl, 7,8; dNTPs 1,5; tetO1 1,5:  94°C 5' (94°C 1', 55°C 1, Ng et al., 2001

tetO2 1,5; TagDNApol 0,5; DNA 1,0

72°C 1)x3572°C 5'
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4.5.2 Padronizacdo de PCR Multiplex com DNA obtido a partir de amostras de

bactérias em cultura pura

Foram testadas diferentes combinacfes de pares de primers (Tabela 6)
e condicOes de termociclagem para avaliar a compatibilidade dos mesmos na
amplificacdo simultdnea dos genes alvos. Como moldes foram utilizados DNA
gendmico de linhagens de S. agalactiae e Staphylococcus spp.
conhecidamente portadoras dos genes alvos da PCR multiplex na
concentragcédo de 20 ng/uL/genoma. A separacéo eletroforética foi realizada em
gel de agarose a 1,5%, 80V. Coloracdo com brometo de etidio e

fotodocumentacao.

Tabela 6 - Diferentes combinacdes de primers e mix para o teste da PCR

multiplex
Reagente . Concentrggao Flna! Amplicon (pb)

Mix 1 Mix 2 Mix3 Op¢l Opg2 Opc3 Opgd Opch
H,O - - - - - - - -
Tampao 5X 1X 0,75X 1X - - - - -
MgCl, 1,5mM 2,25mM  7mM - - - - -
dNTP 0,88mM 0,8mM  0,8mM - - - - -
tetO 1 0,1uM 0,1uM 0,1uM
tetO 2 0.1uM 0,1uM 0.1uM 1723 515 515 1723 515
tetM 1 0,1uM 0,1uM 0,1uM
tetM2 0.1uM 0.1uM 0,1uM 406 1862 406 406 1862
ermB 1 0,08uM  0,08uM  0,08uM
ermB 2 0,08uM  0,08uM  0,08uM 639 142 359 639 359
tetk 1 0,1uM 0,1uM 0,1uM
tetk 2 0.1uM 0,1uM 0,1uM 1159 1159 1159 1159 1159
aacA-aphD 1 0,1uM 0,1uM 0,1uM
aacA-aphD 2 0,1uM 0,1uM 0,1uM 228 228 228 228 228
mecA 1 0,05puM  0,05uM  0,05uM
mecA 2 0,05uM  0,05uM  0,05uM 162 310 174 310 310
blaz 1 0,1uM  0,05puM  0,05uM
blaz 2 0,1uM  0,05uM  0,05uM S17 674 674 1713 674
Tag DNA pol 0,06U/uL 0,06U/uL 0,06U/uL - - - - -
DNA* 1,6ng/uLl 0,8ng/uL 0,8ng/uL - - - - -

* DNA gendmico de bactérias conhecidamente portadoras dos genes em analise.

Foram testadas duas condi¢bes de termociclagem, a primeira com um
ciclo inicial de 95°C por 5 minutos, seguidos por 35 ciclos a 95°C por 30

segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por um minuto e 30 segundos. E por
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fim um ciclo final de extensdo de 72°C por 7 minutos. E a segunda com um
ciclo inicial de 94°C por 5 minutos, seguidos por 35 ciclos a 94°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por um minuto e 50 segundos. E por

fim um ciclo final de extenséo de 72°C por 7 minutos.
4.6 ANALISE ESTATISTICA

A PCR convencional (cPCR) tem como resultado final a amplificacdo em gel de
agarose, ou seja, a presenca ou auséncia de bandas esperadas. Este tipo de

técnica permite uma analise qualitativa de dados.
4.6.1 Medidas Qualitativas

Utiliza-se, neste estudo, a definicdo de repetibilidade e reprodutibilidade para
resultados qualitativos, BRASIL, 2015.

4.6.1.1 Repetibilidade (Repé)

A repetibilidade é uma medida de concordancia ou conformidade entre
resultados de uma mesma rodada sob um mesmo método. E a probabilidade,
em porcentagem, de se encontrar 0 mesmo resultado nas n amostras
analisadas, sob uma mesma rodada levando em conta um mesmo operador,
mesmo equipamento e tratamento dado as amostras, em curto intervalo de
tempo, em condicdes de repetibilidade. Desse modo, nas respostas
qualitativas, quanto maior o valor da porcentagem, maior o indicio de que o
método é confiavel. A repé de um método € obtida pela média das repés de

cada rodada.
4.6.1.2 Reprodutibilidade (Reprd)

A reprodutibilidade € uma medida de correspondéncia entre os resultados da
mesma amostra, em diferentes rodadas. E a probabilidade, em porcentagem,
de encontrar o0 mesmo resultado (-, -) ou (+, +) em duas amostras idénticas,

analisadas em diferentes rodadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foi desenvolvido e avaliado um método baseado
em PCR multiplex para detectar sete genes de resisténcia a antibioticos
clinicamente relevantes para o controle dos principais patégenos da mastite
bovina no Brasil: tetO, tetM e tetK, que codificam resisténcia a tetraciclina,
ermB, que codifica resisténcia a eritromicina, aacA-aphD, que codifica
resisténcia a aminoglicosideos, blaZ, que confere resisténcia a penicilina G e
ampicilina, e mecA, que confere resisténcia a meticilina e é marcador de
multirresisténcia. Estudos anteriores sobre esses patdgenos isolados a partir
de amostras de leite provenientes de rebanhos de diversas regies do pais
evidenciaram a ocorréncia de elevadas taxas de resisténcia de Staphylococcus
aureus a ampicilina, penicilina G e tetraciclina e de Streptococcus agalactiae
aos antimicrobianos tetraciclina, eritromicina e gentamicina.
Subsequentemente, foi demonstrado que os fendtipos de resisténcia destas
bactérias estavam associados aos determinantes genéticos supramencionados
(Ribeiro et al., 2015; Martini et al., 2017).

5.1 CONFIRMACAO DE GENOTIPOS DE RESISTENCIA DE LINHAGENS
BACTERIANAS POR PCR MONOPLEX

As linhagens usadas no presente trabalho consideradas, em estudos
prévios, portadoras e desprovidas dos marcadores de resisténcia
supramencionados foram reavaliadas por PCR monoplex sendo confirmados
todos gendtipos previamente ao uso. Esta confirmacao € necessaria para evitar
o uso de linhagens incorretamente genotipadas ou que tenham perdido os
marcadores de resisténcia devido a algum evento genético especifico durante
as passagens do microrganismo em cultivos laboratoriais. A transposicdo e a
mutacdo sdo exemplos de eventos genéticos raros, mas que podem ocasionar
a eliminacdo de alvos de amplificacdo do genoma de linhagens bacterianas.
Essa confirmacao da identidade genética garante também que ndo houve troca
ou perda de linhagens por contaminacdo. Deste modo, somente as linhagens
confirmadamente portadoras dos marcadores moleculares alvos do presente
trabalho foram empregadas no desenvolvimento do método. Para avaliacao da
confiabilidade do meétodo foram utilizadas linhagens confirmadamente
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portadoras e confirmadamente desprovidas dos marcadores, tendo todos os
gendtipos sido também conferidos no presente trabalho.

Além da confirmacao da presenca dos genes nos respectivos genomas
bacterianos, a realizacdo dos ensaios em monoplex permitiu confirmar o
funcionamento e ou fazer as adaptacdes necessarias para a utilizacdo dos
conjuntos de oligonucleotideos em reacdes de amplificacdo dos genes mecA,
blaz, aacA-aphD, ermB, tetK, tetM e tetO individualmente. Para todos os
primers testados foi observada a amplificacdo especifica de fragmentos de
DNA nos tamanhos esperados conforme descrito na literatura correspondentes
a fragmentos dos genes de resisténcia analisados. Imagens representativas
dos resultados dessas amplificacdes séo apresentadas na Figura 3 (dados n&o
apresentados).

aacA-aphD
M 12

674 pb

228 pb

tet K

<« 1159 pb

Figura 3 - Fotos de géis de eletroforese dos produtos de amplificacdo obtidos pela
reacdo de PCR realizada para a detec¢éo dos genes alvos da PCR Multiplex. O nome
do gene alvo de amplificag@o € indicado acima da imagem de cada gel. Os genes
aacA-aphD, tet O, tet M e erm B foram amplificados do genoma de Streptococcus
agalactiae. Os genes bla Z, mec A e tet K foram amplificados do genoma de
Staphylococcus spp. M: marcador de tamanho molecular com bandas de 100, 200,
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000 e 3000 pb de baixo para cima; 1:

branco; 2, 3 e 4: linhagem portadora do gene alvo da amplificagéo.
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5.2 DETERMINACAO DAS CONDICOES DE AMPLIFICACAO E SEPARACAO
ELETROFORETICA DE SETE MARCADORES DE RESISTENCIA A
ANTIBIOTICOS POR PCR MULTIPLEX.

Com base em informacdes da literatura, as condicdes de reacdes foram
testadas apO6s a elaboracdo de combinacdes de diferentes pares de
oligonucleotideos visando a amplificacdo simultanea dos genes alvos em uma
Unica reagdo. Para tal, também foram considerados os tamanhos dos
amplicons e a perspectiva de separacdo dos mesmos por eletroforese em gel
de agarose (Tabela 6). Apds varios testes in vitro, as condi¢cbes de reacdo e 0s
conjuntos de primers que possibilitam a amplificacdo simultdnea dos sete
fragmentos de DNA correspondentes aos genes alvos foram determinadas
(Tabela 7). A Figura 4 mostra a imagem do gel de agarose em que bandas de
DNA especificas contendo fragmentos de DNA de tamanhos esperados para

cada um dos genes alvos podem ser visualizadas separadamente.

Tabela 7 - Mix para o PCR multiplex

PCR MULTIPLEX

MIX [If 1X (uL)
Agua - 6,8
Tampéo 1X 5,0
MgCl, 7mM 7,0
dNTP 0,8 mM 2,0
aacA-aphD1 0,1 uM 0,25
aacA-aphD2 0,1 uM 0,25
ermB1 0,08 uM 0,20
ermB2 0,08 uM 0,20
tetO-515F 0,1 uM 0,25
tetO-515R 0,1 uM 0,25
tetM1 0,1 uM 0,25
tetM2 0,1 uM 0,25
tetk1 0,1 uM 0,25
tetk2 0,1 uM 0,25
mecA 310F 0,05 uM 0,125
mecA 310R 0,05 uM 0,125
blaz-486F 0,05 uM 0,125
blaz-486R 0,05 uM 0,125
Taq DNA pol. 0,06 U/uL 0,3
DNA* 0,8 ng/puL 1,0
TOTAL (pL) - 25

*DNA gendmico de bactérias conhecidamente portadoras dos genes em andlise
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A melhor condicdo de termociclagem foi um ciclo inicial de 94°C por 5
minutos, seguidos por 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos e 72°C por um minuto e 50 segundos. E por fim um ciclo final de
extensdo de 72°C por 7 minutos.

Os amplificados para 0s genes ermB, tetM, tetO, tetK, aacA-aphD, mecA
e blaz foram facilmente separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%.
Embora existam outros métodos para realizar a etapa de separacdo dos
fragmentos de DNA amplificados, tais como, a eletroforese convencional em
gel de poliacrilamida ou a eletroforese capilar, a eletroforese em gel de agarose
apresenta a vantagem de ser mais simples e de estar disponivel em mais
laboratorios o que podera facilitar a ado¢cdo do método apds sua validacao.
Entretanto, a avaliacdo de métodos de separacdo alternativos a eletroforese
em gel de agarose é também desejavel, principalmente tendo em mente a
possibilidade de insercdo de novos marcadores na reagao.

Considerando o alto nivel de associacdo entre genétipo e fendtipo da
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, o desenvolvimento de métodos que
possibilitem a deteccdo em massa de genes de resisténcia de modo rapido e
de menor custo pode ser considerado muito Util, pois, a presenca de gene de
resisténcia a antimicrobianos mesmo que livre no ambiente ja representa um
sinal de alerta, visto que 0 mesmo pode ser incorporado por um patdégeno e

conferir-lhe o fenotipo de resisténcia.
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Figura 4 - Eletroforese (80V) em gel de agarose 1,5 % da amplificagdo por PCR
multiplex dos genes ermB (359 pb), tetM (1862 pb), tetO (515 pb), aacA-aphD (228
pb), tetK (1159 pb), mecA (310 pb) e blaZz (674 pb). M: Marcador de tamanho
molecular com bandas de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500,
2000 e 3000 pb de baixo para cima; 2: Branco da reacdo onde nao foi adicionado
DNA; 3, 5-7, 11-20: S. agalactiae, linhagens CT700, CT613, CT638, CT734, CTO01,
CT02; CT04; CT10; CT36; CT40; CT50; CT51; CT54 e CT55, respectivamente. 4, 8, 9,
10: Staphylococcus spp., linhagens CT225, CT810, CT811, CT903, respectivamente.

5.3 AVALIACAO DA SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO METODO BASEADO
EM PCR MULTIPLEX PARA DETECCAO DOS GENES tetO (515 pb), ermB (359 pb),
mecA (310 pb), blaZ (674 pb), tetk (1159 pb), tetM (1862 pb) e aacA-aphD (228 pb)
EM LINHAGENS DE Streptococcus agalactiae e Staphylococcus spp.

A Sensibilidade (S) é a probabilidade de um teste apresentar resultado
positivo em uma amostra sabidamente positiva, ou seja, € a habilidade da PCR
detectar o gene alvo na avaliagdo de uma amostra de DNA contendo o gene.
Ja a Especificidade (E) é probabilidade de um teste apresentar resultado
negativo em uma amostra sabidamente negativa. Ou seja, no caso especifico

do presente trabalho, € a habilidade da PCR nao amplificar regiées do genoma
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que nao correspondam de fato ao gene alvo (BRASIL, 2015). Testes de
sensibilidade sdo importantes, pois dara a certeza que aquela amostra de DNA
contém genes de resisténcia a antibidticos, isto implica diretamente no
diagnéstico da amostra pesquisada e possivel escolha de antibiético no
tratamento da mastite. Deste modo, estes testes sado importantes quando do
desenvolvimento de novos métodos porque mostram o nivel de confiabilidade
do método em comparacdo a metodos ja existentes. A seguir sdo apresentados
os resultados referentes a avaliacdo do funcionamento método de PCR
multiplex ora desenvolvido quanto a sensibilidade e especificidade por

marcador.

5.3.1 Avaliacdo da Sensibilidade e Especificidade do método baseado em
PCR multiplex para deteccéo do gene tetO (515 pb)

As 15 amostras de DNA bacteriano contendo o gene tetO apresentaram
resultado de amplificacdo positiva quando os oligonucleotideos tetO-515F e
tetO-515R foram empregados conforme mostra a imagem do gel na Figura 5
(canaletas 02 a 17). O par de primers utilizado mostrou-se eficaz uma vez que
todas as amostras conhecidamente portadoras do gene tetO (positivas)
apresentaram o produto de amplificacdo correspondente ao fragmento de DNA
de 515 pb, evidenciando que esses oligonucleotideos funcionam
eficientemente quando usados em conjunto com os demais oligonucleotideos
incluidos no método de PCR multiplex sob avaliacdo. Por outro lado, todas as
amostras de DNA bacteriano desprovidas do marcador tetO ndo apresentaram
amplificacdo do fragmento de DNA 515 pb como demonstrado nas canaletas
19 a 33 (Figura 5). Esse resultado foi verificado em trés repeticdes da andlise
do gene tetO (Tabela 8). Essa elevada correspondéncia de resultados dos
métodos de PCR monoplex e PCR mutliplex para esse marcador indica que
método ora desenvolvido é altamente especifico e sensivel quanto a deteccao

do mesmo.
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Figura 5 - Foto representativa do gel de eletroforese dos produtos de amplificacéo
obtidos pela reacdo de PCR multiplex realizada para validacdo da deteccdo do gene
tetO (515 pb). As amostras sdo: M: marcador 100pb; 2: Branco; 3 - 17 Controles
Positivos para gene tetO; 19 — 33 Controles Negativos para gene tetO.

Tabela 8 — Resultado da amplificagdo de amostras de DNA de bactérias portadoras

ou ndo do gene tetO em triplicata para avaliagdo do método de PCR Multiplex

Canaleta Data da PCR Canaleta Data da PCR
Amostra Amostra
no gel 18/04 30/05 05/06| no gel 18/04 30/05 05/06
3 36 + + + 19 15 - - -
4 40 + + + 20 34 - - -
5 54 + + + 21 35 - - -
6 73 + + + 22 45 - - -
7 82 + + + 23 89 - - -
8 84 + + + 24 95 - - -
9 168 § + + + 25 136 E - - -
10 603 =+ + + 26 229 3§ - - -
11 610 & + + + 27 237 3 - - -
12 611 + + + 28 274 - - -
13 613 + + + 29 301 - - -
14 614 + + + 30 318 - - -
15 615 + + + 31 436 - - -
16 621 + + + 32 440 - - -
17 628 + + + 33 444 - - -
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5.3.2 Avaliacéo da Sensibilidade e Especificidade do método baseado em PCR

multiplex para deteccao do gene ermB (359 pb)

As 15 amostras de DNA bacteriano contendo 0 gene apresentaram
resultado de amplificagédo positiva quando os oligonucleotideos ermB1 e ermB2
foram empregados conforme mostra a imagem do gel na Figura 6 (canaletas
02 a 17). O par de primers utilizado mostrou-se eficaz uma vez que todas as
amostras conhecidamente portadoras do gene ermB (positivas) apresentaram
o produto de amplificacdo correspondente ao fragmento de DNA de 359 pb,
evidenciando que esses oligonucleotideos funcionam eficientemente quando
usados em conjunto com os demais oligonucleotideos incluidos no método de
PCR multiplex sob avaliacdo. Entretanto, quanto a especificidade, algumas
amostras de DNA bacteriano desprovidas do marcador ermB apresentaram
amplificacdo do fragmento de DNA 359 pb como demonstrado na Figura 6
(canaletas 23, 28, 30, 32, 33). Nas trés repeticbes da analise do gene ermB
(Tabela 9) os resultados foram divergentes o que pode ser explicado
possivelmente devido a contaminacdo das amostras. Deste modo, estes

ensaios deverao ser repetidos apds aquisi¢cdo de novos oligonucleotideos.

M2 3 456 7 8 91011121314151617 M 19 2021 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Figura 6 - Foto representativa do gel de eletroforese dos produtos de amplificagéo
obtidos pela reacdo de PCR multiplex realizada para validacdo da deteccdo do gene
ermB (359 pb). As amostras sdo: M: marcador 100pb; 2: Branco; 3 - 17 Controles

Positivos para gene ermB; 19 — 33 Controles Negativos para gene ermB.
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Tabela 9 — Resultado da amplificacdo de amostras de DNA de bactérias portadoras ou

ndo do gene ermB em triplicata para avaliagdo do método de PCR Multiplex

Canaleta Data da PCR Canaleta Data da PCR
Amostra Amostra
no gel 01/03 13/03 21/05| no gel 01/03 13/03 21/05

3 54 + + + 19 4 - - -
4 73 + + + 20 10 - - -
5 75 + + + 21 36 - - -
6 82 + + + 22 56 - - -
7 84 + + + 23 40 + - +
8 138 + + + 24 111 - - -
9 168 3+ + + 25 116 U% - - -
10 50 ;*I + + + 26 121 = - - -
11 603 2 + o+  + 27 69 B - - -
12 610 + + + 28 539 - - +
13 611 + + + 29 597 - - -
14 615 + + + 30 612 - - +
15 638 + + + 31 659 - - -
16 640 + + + 32 732 - -

17 734 + + + 33 749 - - +

5.3.3 Avaliacao da Sensibilidade e Especificidade do método baseado em
PCR multiplex para detec¢do do gene mecA (310 pb)

As 15 amostras de DNA bacteriano contendo 0 gene apresentaram
resultado de amplificacdo positiva quando os oligonucleotideos mecA 310F e
mecA 310R foram empregados conforme mostra a imagem do gel na Figura 7
(canaletas 02 a 17). O par de primers utilizado mostrou-se eficaz uma vez que
a maioria das amostras conhecidamente portadoras do gene mecA (positivas)
amplificaram, apresentando apenas uma amostra que n&o amplificou o
fragmento de DNA de 310 pb. Ja quanto a especificidade, algumas amostras
de DNA bacteriano desprovidas do marcador mecA apresentaram amplificacdo
do fragmento de DNA 310 pb como demonstrado na Figura 7 (canaletas 19, 20,
21). A andlise para o gene mecA, mostrou-se nas trés repeticbes (Tabela 10)
gue néo teve tanto controle dos interferentes gerando o resultado falso
negativo e resultados falso positivos. Assim sendo, estes ensaios deveréo ser

repetidos apos aquisicdo de novos oligonucleotideos.
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M 23 45 6 7 89 10111213141516 17 M 19 2021 22 23 24 25 26 27 28 29 30 3132 33M

Figura 7 - Foto representativa do gel de eletroforese dos produtos de amplificacéo

obtidos pela reacdo de PCR multiplex realizada para validacdo da deteccdo do gene

mecA (310 pb). As amostras sdo: M: marcador 100pb; 2: Branco; 3 - 17 Controles

Positivos para gene mecA; 19 — 33 Controles Negativos para gene mecA.

Tabela 10 — Resultado da amplificacdo de amostras de DNA de bactérias portadoras

ou ndo do gene mecA em triplicata para avaliagdo do método de PCR Multiplex .

Canaleta Data da PCR Canaleta Data da PCR
Amostra Amostra
no gel 24/04 07/05 14/06| no gel 24/04 07/05 14/06
3 225 + + + 19 36 + + -
4 141 + + + 20 40 + - -
5 247 + + + 21 54 + - -
6 651 + + + 22 57 - - -
7 810 + + + 23 73 - - -
8 811 + + + 24 75 - - -
9 812 3+ + + 25 82 E - - -
10 831 = + + + 26 84 = - - -
11 891 2+ + N 27 168 B - - -
12 896 + + + 28 603 - - -
13 915 + + + 29 610 - - -
14 MRASU + + + 30 614 - - -
15 MRSA1 + + + 31 611 - + -
16 779 + + - 32 638 - - -
17 903 + + + 33 734 - - -
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5.3.4 Avaliacéo da Sensibilidade e Especificidade do método baseado em PCR

multiplex para deteccao do gene blaZ (674 pb)

As 15 amostras de DNA bacteriano contendo 0 gene apresentaram
resultado de amplificacdo positiva quando os oligonucleotideos blaZ-486F e
blaZz-486R foram empregados conforme mostra a imagem do gel na Figura 8
(canaletas 02 a 17). O par de primers utilizado mostrou-se eficaz uma vez que
a maioria das amostras conhecidamente portadoras do gene blaZ (positivas)
amplificaram, apresentando apenas duas amostra que nao amplificou o
fragmento de DNA de 674 pb (Tabela 11). Por outro lado, todas as amostras de
DNA bacteriano desprovidas do marcador blaZ ndo apresentaram amplificacéo
do fragmento de DNA 674 pb como demonstrado nas canaletas 19 a 33 (Figura
8). A andlise para o gene blaZ, mostrou-se nas trés repeticdes (Tabela 11) a
gque teve mais controle dos interferentes ndo gerando falsos resultados

positivos.

M2 3 45 6 7 8 910111213141516 17 M 19 20212223 24252627282930 313233 M

Figura 8 - Foto representativa do gel de eletroforese dos produtos de amplificagéo
obtidos pela reagdo de PCR multiplex realizada para validacdo da deteccéo do gene
blaz (674 pb). As amostras sdo: M: marcador 100pb; 2: Branco; 3 - 17 Controles

Positivos para gene blaz; 19 — 33 Controles Negativos para gene blaZ.
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Tabela 11 — Resultado da amplificacdo de amostras de DNA de bactérias portadoras

ou ndo do gene blaZ em triplicata para avaliacdo do método de PCR Multiplex.

Canaleta Data da PCR Canaleta Data da PCR
Amostra Amostra
no gel 23/05 28/05 21/06| no gel 23/05 28/05 21/06
3 8950 + + - 19 10 - - -
4 9085 + + 20 40 - - -
5 10032 + + 21 8951 - - -
6 10013 + + - 22 54 - - -
7 10014 + + + 23 57 - - -
8 10030 + + + 24 73 - - -
9 10031 »  + + + 25 75 § - - -
10 136+ + ¥ 26 82 8 - - -
11 141 8+ o+ 4 27 138 B - - -
12 247 + + + 28 552 - - -
13 810 + + + 29 603 - - -
14 891 + + + 30 610 - - -
15 896 + + + 31 613 - - -
16 915 + + + 32 615 - - -
17 812 + + + 33 741 - - -

5.3.5 Avaliacdo da Sensibilidade e Especificidade do método baseado em

PCR multiplex para detecc¢éo do gene tetK (1159 pb)

As 15 amostras de DNA bacteriano contendo 0 gene apresentaram
resultado de amplificacdo positiva quando os oligonucleotideos tetK1l e tetk2
foram empregados conforme mostra a imagem do gel na Figura 9 (canaletas
02 a 17). O par de primers utilizado mostrou-se eficaz uma vez que a maioria
das amostras conhecidamente portadoras do gene tetK (positivas)
amplificaram, apresentando apenas duas amostra que nao amplificou o
fragmento de DNA de 1159 pb (Tabela 12). Por outro lado, todas as amostras
de DNA bacteriano desprovidas do marcador tetKk ndo apresentaram
amplificagéo do fragmento de DNA 1159 pb como demonstrado nas canaletas
19 a 33 (Figura 9). A andlise para o gene tetK, mostrou-se nas trés repeticoes
(Tabela 12) a que teve mais controle dos interferentes ndo gerando resultados

falso positivos.
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M 23 45 6 7 8 91011121314 1516 17 M 19 20212223 24 252627282930 313233 M

1159pb
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Figura 9 - Foto representativa do gel de eletroforese dos produtos de amplificacéo

obtidos pela reacdo de PCR multiplex realizada para validacdo da deteccdo do gene

tetK (1159 pb). As amostras sdo: M: marcador 100pb; 2: Branco; 3 - 17 Controles

Positivos para gene tetK; 19 — 33 Controles Negativos para gene tetK.

Tabela 12 — Resultado da amplificacdo de amostras de DNA de bactérias portadoras

ou nao do gene tetK em triplicata para avaliacdo do método de PCR Multiplex.

Canaleta Data da PCR Canaleta Data da PCR
Amostra Amostra
no gel 03/05 15/05 22/05| no gel 03/05 15/05 22/05
3 45 + + + 19 10 - - -
4 89 + + + 20 40 - - -
5 136 + + + 21 54 - - -
6 237 + + + 22 73 - - -
7 301 + + + 23 82 - - -
8 318 + + + 24 84 - - -
9 440 S _+ + + 25 168 E - - -
10 903 Er + + + 26 603 = - - -
11 %085 &  + - - 27 610 3 - - -
12 915 + + - 28 611 - - -
13 713 + + + 29 613 - - -
14 891 + + + 30 614 - - -
15 831 + + + 31 615 - - -
16 812 + + + 32 621 - - -
17 811 + + + 33 628 - - -
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5.3.6 Avaliacdo da Sensibilidade e Especificidade do método baseado em

PCR multiplex para deteccéo do gene tetM (1862 pb)

As 15 amostras de DNA bacteriano contendo 0 gene apresentaram
resultado de amplificagdo positiva quando os oligonucleotideos tetM1 e tetM2
foram empregados conforme mostra a imagem do gel na Figura 10 (canaletas
02 a 17). O par de primers utilizado mostrou-se eficaz uma vez que a maioria
das amostras conhecidamente portadoras do gene tetM (positivas)
amplificaram apresentando algumas amostras que nao amplificaram o
fragmento de DNA de 1159 pb (Tabela 13). Por outro lado, todas as amostras
de DNA bacteriano desprovidas do marcador tetM ndo apresentaram
amplificacdo do fragmento de DNA 1862 pb como demonstrado nas canaletas
19 a 33 (Figura 10). A andlise para o gene tetM, mostrou-se nas trés repeticdes
(Tabela 13) a que teve mais controle dos interferentes ndo gerando falsos
resultados positivos.

B ———
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1862pb

A R

—_-- SEEEEEs EaEwe

L eSS

Figura 10 - Foto representativa do gel de eletroforese dos produtos de amplificagdo
obtidos pela reacdo de PCR multiplex realizada para validagdo da deteccdo do gene
tetM (1862 pb). As amostras sdo: M: marcador 100pb; 2: Branco; 3 - 17 Controles
Positivos para gene tetM; 19 — 33 Controles Negativos para gene tetM.
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Tabela 13 — Resultado da amplificacdo de amostras de DNA de bactérias portadoras
ou ndo do gene tetM em triplicata para avaliacdo do método de PCR Multiplex.

Canaleta Data da PCR Canaleta Data da PCR
Amostra Amostra
no gel 07/07 11/07 16/07| no gel 07/07 11/07 16/07
3 638 + + + 19 36 - - -
4 539 + + + 20 40 - - -
5 47 - + + 21 57 - - -
6 54 - + + 22 73 - - -
7 10 + + + 23 75 - - -
8 552 + + + 24 82 - - -
9 247 § + + + 25 84 § - - -
10 546 ;ﬁ + + + 26 168 = - - -
11 MRSAU &  + o+ o+ 27 614 3 - - i
12 4 - + + 28 621 - - -
13 603 + + + 29 628 - - _
14 610 + + 30 630 - - -
15 611 + + 31 640 - - R
16 613 - - - 32 734 - - -
17 615 + + + 33 903 - - -

5.3.7 Avaliacdo da Sensibilidade e Especificidade do método baseado em
PCR multiplex para detec¢céao do gene aacA-aphD (228 pb)

As 15 amostras de DNA bacteriano contendo o gene aacA-aphD nao
amplificaram bem, quando os oligonucleotideos aacA-aphD1 e aacA-aphD2
foram empregados conforme mostra a imagem do gel na Figura 11 (canaletas
02 a 17). O primer ndo mostrou-se sensivel, e pouquissimas amostras deram
positivas nos testes. Por outro lado, todas as amostras de DNA bacteriano
desprovidas do marcador aacA-aphD ndo apresentaram amplificacdo do
fragmento de DNA 228 pb como demonstrado nas canaletas 19 a 33 (Figura
11). A analise para 0 gene aacA-aphD, mostrou-se nas trés repeticdes (Tabela
14) a que teve a maior interferéncia de componentes da reagdo nao
apresentado resultados falso positivos. Entretanto, considerando que mesmo
amostras portadoras do gene nao apresentaram amplificacdo, novos primers

deverdo ser desenhados e avaliados para o marcador aacA-aphD.
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M2 3 45 6 7 8 91011121314 1516 17 M 1920212223 24 252627 282930 313233 M

Figura 11 - Foto representativa do gel de eletroforese dos produtos de amplificagéo

obtidos pela reacdo de PCR multiplex realizada para validagdo da deteccdo do gene

aacA-aphD (228 pb). As amostras sdo: M: marcador 100pb; 2: Branco; 3 - 17

Controles Positivos para gene aacA-aphD; 19 — 33 Controles Negativos para gene

aacA-aphD.

Tabela 14 — Resultado da amplificacdo de amostras de DNA de bactérias portadoras

ou ndo do gene aacA-aphD em triplicata para avaliagdo do método de PCR Multiplex

Canaleta Data da PCR Canaleta Data da PCR
Amostra Amostra
no gel 05/04 11/04 13/04| no gel 05/04 11/04 13/04
3 903 - - - 19 4 - - -
4 40 - - + 20 10 - - -
5 54 + - - 21 51 - - -
6 247 - - - 22 65 - - -
7 84 - - 23 139 - - -
8 638 - - 24 140 - - -
9 640 I - - - 25 141 £ - - -
10 660 Z - - - 26 “s 8 - - -
11 734 & - - - 27 539 8 - - -
12 109 - - + 28 546 - - -
13 121 - - - 29 36 - - -
14 169 - - - 30 1 - - -
15 589 - - - 31 552 - - -
16 700 - - - 32 2 - - -
17 732 - - - 33 50 - - -
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Embora todas amostras selecionadas para serem controles positivos e
controles negativos na reacgdo tivessem sido selecionadas a partir da PCR
Monoplex, algumas reag0es apresentaram Falsos-positivos e Falsos-negativos
na PCR Multiplex. Diversos autores relatam a necessidade de um controle
interno para andlises genéticas através da PCR, Bladbjerg et al. (2002)

separam esses controles em fases como descrito na Tabela 15.

Tabela 15 - Controle de qualidade interna para métodos de genéticos baseados em
PCR (adaptado de Bladbjerg et al. (2002)).

Fase Processos Passos para garantir a qualidade
Quantificar o DNA

Manipulagao de

Variagao Pré amostras Relacdo DNA / proteina

- Analitica Isolamento do DNA  Diluir amostras para concentracdes semelhantes de DNA
Usar tubos e ponteira livres de DNAse / RNAse
Amplificagdo do
DNA Incluir amostras com gendtipo conhecido
Variagao Separando
Analitica fragmentos por Incluir o reagente em branco

eletroforese
Incluir marcador de pares de bases

] . Reanalise com método diferente, se possivel.
Confirmagao - N
Associacdo com outra variagdo

dos
Resultados Discordam-se mais de 5% dos resultados, reanalisar toda
a série.
Leitura de
Variagdo Pds resultados Duas leituras independentes
- Analitica Entrada no banco
de dados Entrada dupla no banco de dados

Raggi et al.,, (2003), salienta que a técnica de PCR ¢é sensivel a
inumeras fontes de variagcdes podendo ser previsiveis ou ndo e que podem
influenciar negativamente os resultados de amplificacdo. Resultados Falso-
Negativos estao frequentemente relacionados com a qualidade do DNA e até a
presenca de inibidores da enzima Taqg DNA Polimerase. Ja para resultados
Falso-Positivos se da, principalmente, pela contaminagdo com outros DNA’s ou
com amplicons de PCR (CARNEVALLE, 2015). Vale ressaltar que a
especificidade de todos os primers foram confirmadas pelo Basic Local
Alignment Search Tool — BLAST (GenBank) de acordo com a Tabela 16.
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A analise para o gene tetO (Figura 5), mostrou-se nas trés repeticdes a
que teve mais controle dos interferentes nao gerando falsos resultados
positivos e negativos. Os teste para 0os genes ermB (Figura 6) e mecA (Figura
7) apresentaram resultados falso-positivos sugerindo assim uma contaminacao
provavelmente por amplicons de PCR’s pré existente devido todas as amostras
de DNA terem sido confirmadas com teste de PCR monoplex e apresentarem
resultados negativos para esse genes, ou ainda, h4 a possibilidade de terem
sido contaminadas na etapa de adicdo do DNA, pois essa € a ultima etapa
antes de leva-las ao termociclador e na rotina, adicionava-se primeiro 0s
controles positivos e depois 0s controles negativos, por exemplo, na Figura 7
podemos observar que 0s trés primeiros controles negativos deram resultados
falso-positivos sugerindo assim uma contaminacdo por DNA de amostras de
controle positivo, sendo essa hipotese a mais relevante.

Resultados falso-negativos foram observados nos testes para 0os genes
mecA (Figura 7), blaZ (Figura 8), tetK (Figura 9), tetM (Figura 10) e aacA-aphD
(Figurall), sendo este Ultimo o que apresentou maior indice de resultados
falso-negativos. Apesar de todas amostras de controle positivo terem sido
confirmadas em PCR monoplex, desta forma a hipotese mais relevante seria a
integridade do DNA, visto que todos os reagentes utilizados no mix da PCR sao
0s mesmos para todos. O armazenado dos DNA’s deve ser feitos em freezer a
-20°C, para minimizar a atividade de degradacdo das DNAses, devem ser
estocados em tubo de plastico, hidrofébico e com tampa de vedacéo eficaz
para prevenir a evaporacdo (MELO et. al., 2010). Durante a rotina na
realizacdo das PCR’s, pode ser que as amostras tenham sido expostas a
temperaturas mais altas resultando assim numa suposta degradacao dessas
amostras de DNA gerando assim esses resultados falso-negativos nas PCR’s
Multiplex.

5.4 LIMITE DE DETECCAO DO ENSAIO DE PCR MULTIPLEX

Para medir a sensibilidade do ensaio de PCR Multiplex, foi feita a
diluicho de duas amostras de DNA que abrangessem todos oS genes
envolvidos nas seguintes concentracdes: 40 ng, 20 ng, 10 ng, 1 ng e 100 pg

(0,1 ng). Reacgbes de PRC Multiplex foram feitas em triplicata para todas essas
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concentracbes para determinar a sensibilidade dos primers. As amostras
selecionadas foram: 810 (Figura 12-A) que contém os genes tetO (515 pb), tetKk
(1159 pb), mecA (310 pb) e blaz (674 pb) e 603 (Figura 12-B) que contém os
genes ermB (359 pb), tetM (1862 pb), tetO (515 pb) e aacA-aphD (228 pb).

A B

12345 67

M2 34 56 7

Figura 12 — Foto representativa dos géis de agarose 1,5%, eletroforese dos produtos
de amplificacdo obtidos pela reacédo de PCR multiplex realizada para a determinacgéo
da sensibilidade dos primers. A - Amostra 810, onde: M: marcador 100pb, 2: Branco;
3:40 ng; 4: 20 ng; 5: 10 ng; 6: 1 ng; 7: 100 pg (0,1 ng); B - Amostra 603, onde: M:
marcador 100pb, 2: Branco; 3: 40 ng; 4: 20 ng; 5: 10 ng; 6: 1 ng; 7: 100 pg (0,1 ng).

Em ambas as amplificacdes, a concentracdo de 10 ng/puL de DNA foi o
limite minimo para que todos os primers amplificassem. Na amostra 810
(Figura 12-A), o primer para o gene blaZz (674 pb) ndo amplificou para as
concentracdes de 1 ng e 100 pg (0,1 ng), os primers para os gene tetO (515
pb) e mecA (310 pb) amplificaram facilmente para todas concentracoes e o
primer para o gene tetK (1159 pb) teve sua amplificacdo diminuida a partir da
concentragéo de 1ng. Na amostra 603 (Figura 12-B), o primer para o gene tetM
(1862 pb) ndo amplificou para as concentragdes de 1 ng e 100 pg (0,1 ng), os
primers para 0s gene tetO (515 pb) amplificou facilmente para todas
concentracbes e 0s primers para 0ss gene ermB (359 pb) e aacA-aphD (228

pb) teve suas amplificagdes diminuidas a partir da concentracdo de 1ng.
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5.5 AVALIACOES IN SILICO DE PRIMERS ESPECIFICOS PARA GENES DE
RESISTENCIA

Foram realizados ensaios “in silico” visando a detecgao dos genes
mecA, blaZ, aacA-aphD, ermB, tetK, tetM e tetO em sequéncias de genes ou
de genomas depositados no National Center for Biotechnology Information -
NCBI, utilizando as sequéncias de diferentes pares de primers descritas na
literatura para cada gene a ser incluido no método baseado em PCR multiplex
(Tabela 16).

Tabela 16 - Avaliacédo in silico de primers especificos para genes de resisténcia

a antimicrobianos utilizando a ferramenta pick primers do NCBI.

Patégenos da

Gene Primers/Tamanho do amplicons _
mastite
- 359pb S. aureus, E.
ermB  ermB 1 5CCGTTTACGAAATTGGAACAGGTAAAGGGCS' faecalis, E. faecium,
ermB 2 5 GAATCGAGACTTGAGTGTGC & S. agalactiae, E. coli
-1159pb S. aureus, S.
tetk etk 15 TATTTTGGCTTTGTATTCTTTCAT 3 epidermidis, S.
tetKk2 5 GCTATACCTGTTCCCTCTGATAA 3 agalactiae.
- 515pb :
tet0  teto1 5 AACTTAGGCATTCTGGCTCAC 3’ Sb a‘%’a'zc“ae’ S.
tet0 2 5 TCCCACTGTTCCATATCGTCA 3’ uberis, S. aureus.
S. aureus, S
- 1862pb .agalactiae, E.
tetM  tetM 1 5 AGTTTTAGCTCATGTTGATG 3’ faecium, E. coli, S.
tetM 2 5 TCCGACTATTTAGACGACGG 3’ epidermidis, E.
faecalis.
- 310pb . .
MECA  mecA 15 TGGCTATCGTGTCACAATCG 3 S. epidermidis, S.
mecA 2 5 CTGGAACTTGTTGAGCAGAG 3’ aureus.
- 674pb N&o é encontrado na
blaZ  plaz 1 5 GTTGCGAACTCTTTGAATAGG 3’ base de dados de
blaZ 2 5 GGAGAATAAGCAACTATATCATC 3’ nucleotideos
. r .
aacA- - 228pb iggll;c?iues’ES faecium
hp 8acA-aphD1 5 TAATCCAAGAGCAATAAGGGC 3' Ef s & ’
ap aacA-aphD 2 5 GCCACACTATCATAACCACTA 3’ - laecalls, .

epidermidis.
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5.6 ANALISES ESTATISTICAS
5.6.1 Resultados da Repetibilidade (Repé) e Reprodutibilidade (Repro):

Para os resultados de repetibilidade das amostras Controle Positivos
(CP) e Controle Negativos (CN) os valores expressos em porcentagem (%) na
Tabela 17, que podem variar de 0 a 100 %. Resultados mais proximos de
100% mostram que o sistema de medidas é adequado, enquanto resultados
mais distantes de 100%, mostram que o sistema de medidas ndo é adequado
para este experimento. Desse modo, 0 primer para o gene tetO, mostrou-se
como o melhor marcador molecular obtendo 100% para o CP e o CN, sendo
considerado assim um adequado sistema de medida. Os primers para 0s
genes ermB, mecA, blaz, tetK e tetM também mostram um adequado sistema
de medida pois os resultados deram proximo a 100%, ja o primer para o0 gene
aacA-aphD apresentou o pior resultado que foi de 11,11% para os controles
positivos, mostrando-se nao ser um sistema de medidas adequado para este
experimento, enquanto para 0s controles negativos o primer mostrou-se

adequado.

Para resultados de reprodutibilidade das amostras Controle Positivos
(CP) e Controle Negativos (CN) os valores expressos em porcentagem (%) na
Tabela 17, que podem variar de 0 a 100 %. Resultados mais proximos de
100% mostram que o sistema de medidas € aceitavel e resultados mais
distantes de 100%, mostram que o experimento deve ser reconduzido, pois 0
sistema de medidas ndo apresenta robustez. Novamente o primer para o gene
tetO mostrou-se como melhor marcador molecular obtendo 100% para o CP e
o CN desse modo o sistema de medida é consideravel aceitavel. Para todos
outros primers para os genes ermB, mecA, blaZ, tetK, tetM e aacA-aphD sé&o

considerados aceitaveis pois estao proximos a 100%.
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Tabela 17 - Resultados dos Célculos da Repetibilidade (Repé) e
Reprodutibilidade (Repré) em relacdo as amostras controle positivo (CP) e
controle negativo (CN)

Gene Controles R iz

(%) (%)

CP 100 100

teto CN 100 100

. CP 100 100
CN 8444 7333
A CP 97.78 9556

CN 88,89 80
CP 9556 9111

blaz CN 100 100
CP 9333 9111

tetk CN 100 100
CP 86.67 86,67

tetM CN 100 100
aacA- CP 11,11 77,78

aphD CN 100 100

5.6.2 Forca da Coincidéncia — indice de Kappa de Cohen

Na tabela 18 temos os graus de coincidéncias dos resultados de cada

primer utilizado no multiplex.

Tabela 18 — Resultado do indice Kappa

indice Kappa de Cohen

tetO 1

ermB 0,844444444
mecA 0,866666667
blaz 0,955555556
tetK 0,933333333
tetM 0,888888889

aacA-aphD 0,111111111
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A interpretacdo do indice Kappa se d& através da Tabela 19, que vai

qualificar a forca de coincidéncia dos resultados.

Tabela 19 - Qualificacdo da forca das coincidéncias pelo indice Kappa de Cohen

Kappa de Cohen Forca de coincidéncia
0 Pobre
0,01-0,20 Leve
0,21 -0,40 Aceitavel
0,41 - 0,60 Moderada
0,61 -0,80 Consideravel
0,81 -1,00 Quase perfeita

Desse modo, a interpretacdo dos resultados da Tabela 10, mostram que
as forcas de coincidéncia dos primers tetO, ermB, mecA, blaZ, tetk e tetM
ficaram quase perfeita e os resultados para o primer aacA-aphD teve uma forca

de coincidéncia leve, ratificando que esse nao foi um bom resultado.

6 CONCLUSAO
Foi padronizado um método de PCR multiplex para deteccdo, em
Streptococcus agalactiae e Staphylococcus spp., de sete genes de resisténcia

a antimicrobianos relevantes para o controle da mastite bovina no Brasil.

O conjunto de oligonucleotideos que possibilitou a deteccédo simultanea
de todos os marcadores foi aacA-aphD, ermB, tetO-515, tetM, tetK, mecA 310,
blaz-486

A sensibilidade do método foi 100% para os marcadores tetO e ermB,
98% mecA, 96% blaZ, 93% tetK, 87% tetM e 11% aacA-aphD.

A especificidade do método foi de 100% para os marcadores tetO, blaZz,
tetK, tetM e aacA-aphD, 89% mecA e 86% ermB
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O limite de deteccao simultanea de todos os marcadores de resisténcia
utiizando o método de PCR multiplex, onde todos primers funcionaram
perfeitamente ficou em 0,4 ng de DNA/uL da reacéo.

O método desenvolvido poderd ser usado para ampliar o conhecimento
sobre a base genética e o0s mecanismos de transmissdo da resisténcia

antimicrobiana em Staphylococcus spp. e Streptococcus agalactiae.

Estudos adicionais sdo necessarios para a identificacdo de
oligonucleotideos mais adequados para detectar o marcador aacA-aphD e
adaptar o método para detectar esses marcadores diretamente em amostras

de leite.
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