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RESUMO

KLEIN, Raphael Contelli, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2010.
Expressdo de genes de viruléncia de Staphylococcus aureus isolados de mastite
bovina em resposta a concentracdes subinibitérias de antimicrobianos.
Orientadora: Andréa de Oliveira Barros Ribon. Co-orientadores: Denise Mara Soares
Bazzolli, Luciano Gomes Fietto e Maria Aparecida Vasconcelos Paiva Brito.

Staphylococcus aureus ¢ um dos principais micro-organismos causadores da
mastite bovina, doenga que provoca as maiores perdas na pecudria leiteira mundial. Este
patogeno possui diversos fatores de viruléncia que contribuem para a grande
diversidade genética observada entre isolados e auxiliam no estabelecimento das
infecgdes. Nos ultimos anos, varios trabalhos tém demonstrado que o uso de
antibidticos em concentragdes subinibitdrias modula a expressao génica influenciando a
viruléncia de patdgenos bacterianos. Este trabalho teve por objetivo investigar o efeito
de concentragdes subinibitorias de ampicilina, gentamicina, oxacilina e tilosina,
antibioticos usados em formulagdes veterindrias para o tratamento da mastite, na
expressdo de genes de duas cepas de S. aureus de origem bovina. Inicialmente, foi
realizada uma investigacdo da presenca de genes que codificam alguns fatores de
viruléncia em 85 bactérias isoladas de animais com manifestagdo de mastite bovina. Os
genes CIfB e sdr foram os mais prevalentes, sendo detectados em 83,5% e 75,3% dos
isolados, respectivamente. A diversidade genética dos isolados, avaliada por PCR
multiplex, também foi alta e permitiu a discrimina¢do de mais de 60 grupos. Esses
resultados nortearam a escolha de S. aureus 4006 e 4125, com dissimilaridade genética
de 80%, para os ensaios posteriores. RNA total das duas culturas crescidas em valores
equivalentes a 0,5X, 0,25X e 0,125X da concentragdo inibitéria minima definida para
cada antibidticos foi extraido e usado em andlises de RT-PCR em tempo real. A
expressdo dos genes spa, clfB, sdrC, fnBP, icaD, icaR, murF e sarA foi normalizada
para o gene gyrB. Todos os antibidticos testados causaram alteracdo na expressao dos
genes avaliados. Um mesmo antibidtico usado em diferentes doses, assim como
diferentes antibidticos em dose similar, modulou diferencialmente a expressdao dos
genes. Para o isolado 4006, a proteina regulatéria SarA, que regula a transcricdo de
varios fatores de viruléncia, foi muita expressa em varios tratamentos. Ja para o isolado
4125, o regulador icaD foi positivamente influenciado, quando diferentes condigdes

foram testadas. Em suma, os dados confirmam que genes de S. aureus se expressam de
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forma diferenciada em resposta a concentragdes de antibidticos abaixo das consideradas
inibitorias e que a variagdo existente entre cepas de S. aureus dificulta que um padrdo de

expressao seja estendido a toda espécie.
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ABSTRACT

KLEIN, Raphael Contelli, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, February, 2010.
Gene expression of Staphylococcus aureus isolated from bovine mastitis in
response to subinhibitory concentrations of antibiotics. Adviser: Andréa de
Oliveira Barros Ribon. Co-Advisers: Denise Mara Soares Bazzolli, Luciano Gomes
Fietto and Maria Aparecida Vasconcelos Paiva Brito.

Staphylococcus aureus is one of the main micro-organisms causing bovine
mastitis, a disease that causes the greatest losses in dairy farming worldwide. This
pathogen has several virulence factors that contribute to the great genetic diversity
observed among isolates and assist in the establishment of infections. In recent years,
several studies have shown that the use of antibiotics in subinhibitory concentrations
modulates gene expression, influencing the virulence of bacterial pathogens. This study
aimed to investigate the effect of subinhibitory concentrations of ampicillin, gentamicin,
oxacillin and tylosin, antibiotics used in veterinary formulations for the treatment of
mastitis, in the expression of genes from two strains of S. aureus of bovine origin.
Initially, we conducted a preliminary investigation of the presence of genes encoding
some virulence factors in 85 bacteria isolated from animals with bovine mastitis
outbreak. Genes clfB and sdrCDE were the most prevalent, detected in 83.5% and
75.3% of the isolates, respectively. The genetic diversity of isolates, assessed by
multiplex PCR, was also high and allowed the discrimination of more than 60 groups.
These results guided the choice of S. aureus 4006 and 4125, with genetic similarity of
80% for the later trials. Total RNA from two cultures grown in values equivalent to
0.5X, 0.25X, 0.125X and the minimum inhibitory concentration defined for the four
antibiotics was extracted and used in the analysis of real time RT-PCR. The expression
of genes spa, clfB, sdrC, fnBP, icaD, icaR, murf and sarA was normalized to the gyrB
gene. All antibiotics tested caused alterations in the expression of genes evaluated. The
same antibiotics used in different doses, as well as different antibiotics at the same dose,
differentially modulate the expression of genes. Only for 4006, the SarA regulatory
protein, which regulates the transcription of several virulence factors, was expressed in
many different treatments. As for 4125 isolate, the icaD regulator gene was positively
influenced when different conditions were tested. In short, the data confirm that genes

of S. aureus are expressed differently in response to concentrations of antibiotics below
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the considered inhibitory concentration and that the variance between strains of S.

aureus makes difficult a pattern of expression is extended to all species.
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1. INTRODUCAO

A mastite ¢ uma inflamag¢do da glandula mamadria causada primariamente pela
invasdo e multiplicacdo de bactérias no parénquima glandular. Ela representa a doenga
de maior significancia econdmica na pecuaria leiteira mundial, sendo responsavel por
perdas anuais de U$ 35 bilhoes (Ruegg, 2005). No Brasil, estimativas mostram que 2,4
bilhoes de litros de leite sdo perdidos anualmente devido a mastite bovina (Dias, 2007).

Staphylococcus aureus ¢ considerada um dos principais patdogenos associados a
mastite dado a sua alta incidéncia nos rebanhos leiteiros mundiais, inclusive na Zona da
Mata mineira (Brito et al, 1999; Arcuri et al., 2006). Trata-se de um patdogeno
contagioso encontrado no Ubere de vacas infectadas que pode ser disseminado para
quartos mamarios ndo infectados e para animais sadios no momento da ordenha. S.
aureus pode ser isolado de infecgdes clinicas, mas, estd associado com uma frequéncia
muito maior, as manifestagdes subclinicas, onde os sintomas caracteristicos da doenga
podem passar despercebidos. Além disso, animais infectados com a bactéria nem
sempre apresentam elevada contagem de células somaticas no leite, o que torna o
diagnostico insensivel e ineficiente (Persson-Waller et al., 2003).

Vérios estudos tém demonstrado grande heterogeneidade encontrada em
populagdes naturais de S. aureus de origem bovina (Lange et al., 1999; Francois et al.,
2005; Reinoso et al., 2008). Outros estudos mostraram que os isolados podem ser
agrupados em complexos clonais e concluiram que as infec¢des intramamarias sdo
causadas por um pequeno numero de clones especializados (Kapur et al., 1995; Smith et
al., 2005). Porém, um mesmo rebanho pode possuir isolados pertencentes a diferentes
clones, o que dificulta o controle e o tratamento da doenga. Por isso a analise da
diversidade genética de S. aureus e o estudo de diferentes cepas tém sido vistos como
etapas indispensaveis para o controle mais efetivo da doenga (von Eiff et al., 2004;
Haslinger-Loffler et al., 2005).

A presenca de diferentes fatores de viruléncia contribui para a diversidade
genética de S. aureus e auxilia no estabelecimento das infec¢des causadas pelo
patdgeno. A esses fatores sdo atribuidos os mais diversos papéis como reconhecimento
e ligagdo a proteinas da matriz extracelular do hospedeiro, resisténcia a fagocitose, lise
de células eucariotas e capacidade de metabolizar substratos presentes no leite
(Chhatwal, 2002; Patti et al., 1994). Essas caracteristicas sdo, em grande parte,

conferidas por proteinas presentes na superficie do patégeno. A expressdo dessas
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proteinas, contudo varia entre as cepas e o tecido colonizado (Sutra e Poutrel, 1994). A
despeito disso, muitas pesquisas se propdem a avaliar a eficacia de vacinas baseadas
nesses fatores de viruléncia (Arrecubieta et al.; 2008).

O tratamento da mastite ¢ feito principalmente com uso de antimicrobianos pela
via intramamaria. Porém, a taxa de cura ¢é variavel e sofre influéncia direta de uma série
de fatores como idade, fase da lactacdo, posi¢do dos quartos mamarios infectados e
contagem de células somaticas (Joshi e Gorkhale, 2006).

As infecgdes causadas por S. aureus sio dificeis de serem eliminadas, o que
muito se deve as caracteristicas do patdogeno dentre as quais se destaca a capacidade de
sobreviver intracelularmente (Anaya-Lopez et al., 2006), o que o mantém protegido do
sistema imune e dos antibioticos usados na pratica veterindria (Oviedo-Boyso et al.,
2007).

Além do crescente aumento da resisténcia de cepas de S. aureus aos antibidticos,
¢ possivel que o produto adotado no tratamento se distribua de forma desigual pelo
ubere do animal, fazendo com que o sitio de infec¢do seja exposto a uma concentragao
do antibiotico menor que a considerada inibitoria. Estudos recentes tém demonstrado
que concentragdes subinibitdrias causam alteracdes diferenciadas na expressao génica
de bactérias patogénicas podendo, em alguns casos, aumentar a viruléncia do patégeno
(Andrews, 2001; Shaw et al., 2003; Lin et al., 2005). Desta forma, o antibidtico, ao
invés da agdo bactericida esperada, acaba desencadeando um efeito contrario.

Nesse sentido, esse trabalho teve como o objetivo avaliar o efeito, na expressao
génica, de concentracdes subinibitorias de quatro antibidticos empregados em
formulagdes usadas para o tratamento da mastite bovina, duas cepas geneticamente
distintas foram cultivadas na presenca de ampicilina, oxacilina, gentamicina e tilosina.
Em seguida, a alteracdo na expressao de sete genes importantes para a patogenicidade
de S. aureus foi estimada por RT-PCR em tempo real. Acredita-se que esse trabalho
representou um passo inicial no entendimento de como a pratica veterindria pode
influenciar molecularmente a viruléncia de S. aureus de origem bovina, além de
contribuir para o desenvolvimento de novas praticas para prevencdo ¢ tratamento da

mastite bovina voltadas para o rebanho brasileiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mastite Bovina

O Brasil ¢ o sexto maior produtor de leite do mundo, sendo responsavel por 5%
da produ¢ao mundial (FAO, 2007). Em 2007 o Brasil produziu 26,4 bilhdes de litros de
leite, sendo Minas Gerais o maior produtor nacional, com 28,1%, seguido por Rio
Grande do Sul (10,0%) (IBGE, 2007). O saldo da balanga comercial brasileira de
lacteos, em 2008, foi de US$ 290,7 milhdes, com exportagoes atingindo o recorde de
USS$ 483,1 milhdes, um crescimento de 91,7% em relagdo ao mesmo periodo de 2007.
Minas Gerais foi o Estado que mais contribuiu para o resultado das exportacdes, com
embarques de US$ 224,5 milhdes (Carvalho et al., 2008). Entretanto, estimativas
mostraram que ocorreu uma queda de 12 a 15% na produgdo de leite todos os anos,
representando um desperdicio de 2,4 bilhdes de litros de leite/ano. Uma das principais
razoes para este baixo rendimento ¢ a mastite bovina (Dias, 2007).

A mastite bovina ¢ a doenca de maior significincia econdmica na pecudria
leiteira mundial (Fonseca e Santos, 2000) e acarreta um prejuizo, de aproximadamente,
US$ 35 bilhdes/ano (Ruegg et al., 2005). Nos Estados Unidos, as despesas anuais
chegam a US§$ 2 bilhdes/ano, devido aos gastos diretos com o tratamento (servigos e
medicamentos) bem como prejuizos indiretos decorrentes da morte dos animais,
decréscimo da produgdo e descarte do leite (National Mastitis Council, 2001; Rainard,
2005; Petrovskia, 2006). A doenca também traz prejuizos para a industria de laticinios,
isto porque em animais infectados, o leite produzido apresenta menor teor de lactose,
gordura, proteinas e minerais, um numero elevado de proteinas séricas e células
somaticas, isto reduz significativamente a qualidade do leite e derivados,
comprometendo o valor nutricional do alimento e sua aceitabilidade pelo consumidor
(Urech et al., 1999; Ma et al., 2000; Bruckmaier et al., 2004; Oliveira e Timm, 2006).

A mastite bovina ¢ uma infeccdo da glandula mamadaria que acontece
principalmente em resposta a invasdo da teta por micro-organismos, mas também pode
ter origem traumatica, alérgica ou metabolica. Quanto a forma de apresentagdo, a
doenga ¢ classificada como clinica ou subclinica. O edema do quarto mamario, a
sensibilidade ao toque, além da presenca de codgulos e, algumas vezes, sangue no leite,

sdo os sintomas mais comuns da mastite clinica. Nos casos mais severos, o que se



observa ¢ uma reagdo generalizada, onde o animal apresenta febre, perda de apetite,
desidratagdo e septicemia, que pode evoluir para morte (Freitas et al., 2005).

Na mastite subclinica, a doen¢a se manifesta sem sintomas visiveis, sendo o
diagnostico feito por testes indiretos que se baseiam na elevagdo da contagem de células
somaticas (CCS), tais como células leucocitdrias, presentes no leite. Essa contagem
indireta de CCS ¢ feita através do California Mastitis Test (CMT), um teste muito usado
por ser rapido e acessivel aos produtores, além de poder ser realizado em campo.
Entretanto, os resultados do teste CMT nao devem ser utilizados na definicdo do
tratamento, pois ele ndo identifica o agente etiologico (Sears e McCarthy, 2003).
Relatos mostram que para cada caso clinico, existem 20 a 40 casos da forma subclinica
(Wattiaux, 1996), sendo as infec¢des subclinicas constantemente detectadas em 50-70%
do rebanho (Gruet et al., 2001). No Brasil faltam estatisticas recentes sobre a
prevaléncia da mastite, porém sabe-se que na regiao Sudeste, cerca de 20% dos quartos
mamarios ¢ afetado pela mastite subclinica, enquanto 1% ¢ afetado clinicamente. Sem o
diagnostico precoce, a mastite subclinica pode se tornar crOnica, e assim vacas,
aparentemente sadias, tornam-se reservatorios de patdgenos, que acabam se
disseminando entre outros animais do rebanho (Veiga et al., 1994).

A mastite pode ter como causa diversos patdgenos, mas sdo as bactérias os
principais agentes etiologicos, normalmente divididas em duas categorias: bactérias
contagiosas ¢ bactérias ambientais. Na mastite contagiosa, o patdgeno se encontra no
proprio ubere do animal e a transmissao ocorre de animal para animal. Na mastite
ambiental, o reservatério do patdgeno € o proprio ambiente, que pode estar presente no
ar, cama, agua e fezes das vacas leiteiras. Dentre os principais patdogenos contagiosos
podemos citar Streptococcus agalactiae e Staphylococcus aureus. Os patdgenos
ambientais mais comuns sdo divididos em dois grupos: coliformes e estreptococos do
ambiente (National Mastitis Council, 2001).

O controle da mastite bovina € feito com base em programas de manejo onde sdo
adotadas medidas preventivas, principios rigidos de higiene e tratamento de animais
doentes (National Mastitis Council, 2001). Vérios trabalhos confirmam que a adocao
dessas medidas reduz significativamente a prevaléncia e a incidéncia da mastite no
rebanho leiteiro. Porém, as praticas de controle preventivas, baseadas em higiene e
manejo, sdo muitas vezes desconhecidas ou mal aplicadas pelos produtores brasileiros

(Carvalho, 2004; Dias, 2007).



2.2. Staphylococcus aureus

S. aureus ¢ um dos principais agentes causadores da mastite bovina e, por isso,
tem sido foco de numerosos estudos que buscam compreender a patogénese e
epidemiologia da doenca. S. aureus ¢ uma bactéria da familia Staphylococcaceae,
Gram-positiva de forma cocoide, que pode ocorrer em cachos ou isoladamente (Lowy,
1998), imdvel, nao formadora de esporos, coagulase positiva, produtora de hemolise,
maltose e manitol positivos. Possui metabolismos fermentativo e respiratorio, sendo
classificada como anaerobia facultativa, com temperatura Otima de crescimento
variando de 30 a 37 °C (Bergey, 1994).

S. aureus é uma bactéria encontrada no ubere de vacas infectadas, sendo
disseminada para quartos mamadrios nao infectados e para animais sadios no momento
da ordenha. Embora S. aureus cause frequentemente mastite subclinica, animais
infectados com a bactéria nem sempre apresentam elevada contagem de células
somaticas no leite, o que torna o diagnostico baseado neste parametro, nem sempre
sensivel e eficiente (Jones et al., 1984).

O isolamento de S. aureus em animais com manifestacdo de mastite subclinica
no Brasil vem sendo descrito desde a década de 50 (Lacerda Jr. et al., 1953) ¢ sua
predominancia sobre os demais agentes da doenca ja foi comprovada em um estudo
realizado em diferentes regides do pais (Brito e Brito, 1996). Em Minas Gerais, a
analise de 44 rebanhos leiteiros revelou a predominancia de uma cepa, embora varias
cepas possam ocorrer simultaneamente em um mesmo rebanho (Brito et al., 2000).
Porém, fatores sdcio-ambientais como praticas de manejo, localizagao da propriedade,
composi¢do do rebanho e até¢ mesmo a estacao do ano afetam a distribuigdo e incidéncia
dos isolados (Shpigel et al., 1998; Sommerhauser et al., 2003; Joshi ¢ Gorkhale, 2006).

A diversidade genética vem sendo utilizada para a tipagem de S. aureus e tem
sido vista como um passo indispensavel para o desenvolvimento de tratamentos mais
efetivos (Jarraud et al., 2002; von Eiff et al., 2004; Haslinger-Loffler et al., 2005). Cada
vez mais, estudos comprovam a grande diversidade existente em populagdes naturais de
S. aureus, o que contribui para dificultar o controle e o tratamento da mastite
estafilococica (Smith et al., 2005; Francois et al., 2007; Morandi et al., 2007).

Como se ndo bastassem as diferencas entre os isolados de origem bovina,
trabalhos recentes mostram que eles possuem caracteristicas proprias quando

comparados aos isolados humanos, o que vem motivando pesquisas com patdgenos
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veterinarios (Kapur et al., 1995; Zadoks et al., 2000; Reinoso et al., 2008). O processo
molecular responsavel pela especificidade do hospedeiro ainda é pouco entendido, mas
presume-se que seja devido a diferencas nos genes ou por variagdes em regides
codificadoras de alguns genes, como aqueles que codificam algumas proteinas de
superficie, dentre as quais podemos citar o gene cna, que codifica a proteina de ligacao
ao colageno, ¢ fnb, que codifica a proteina de ligagdo a fibronectina (Francois, et al.,
2005).

S. aureus ¢ conhecida em todo o mundo como um importante patégeno, com
uma grande versatilidade, capaz de colonizar diferentes hospedeiros e diferentes sitios
anatomicos. Essa bactéria produz uma série de fatores de viruléncia que contribuem
sobremaneira para o sucesso da infec¢do. Esses fatores promovem a adesdao da bactéria
ao hospedeiro, a invasdo da célula eucariota e protegem o patégeno do sistema imune
do hospedeiro (Lowy, 1998).

O processo de adesdao ¢ crucial para a colonizagdo e ¢ mediado por proteinas
conhecidas como adesinas. Elas pertencem a familia das proteinas associadas a parede
celular, denominadas MSCRAMMs (microbial surface components recognizing
adhesive matrix molecules - componentes da superficie microbiana que reconhecem
moléculas adesivas da matriz). As adesinas possuem caracteristicas estruturais em
comum que incluem um sinal secretério na extremidade N-terminal, aminoacidos
carregados positivamente na regido C-terminal e a presenga de um dominio com um
motivo conservado denominado LPXTG, que as ancora na parede celular (Foster e
Hook, 1998).

Durante o cultivo, muitos fatores de viruléncia, principalmente os associados a
superficie bacteriana, sdo expressos durante a fase exponencial de crescimento,
enquanto que aqueles secretados sdo liberados ao final da fase exponencial (Foster e
Hook, 1998). Este controle diferenciado da expressdo rege o processo de infeccdo. In
vivo, as adesinas inicialmente reconhecem a estrutura da superficie do hospedeiro,
facilitando a colonizagdo. Posteriormente, segue o crescimento dos micro-organismos e
a secre¢ao de toxinas e enzimas, tais como toxinas hemoliticas (toxinas a, B, vy € 9),
leucotoxinas (LukFS), enterotoxinas (como EntB), toxina do choque téxico 1 e varias
proteases (serino proteases e cisteino proteases) (Kahl et al., 1998; Lowy, 1998; Proctor
etal., 1994).

Apesar de S. aureus possuir um grande nimero de adesinas, as proteinas que se

ligam a fibronectina, como as proteinas FnBP, desempenham um papel principal na
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infeccdo (Hauck e Ohlsen, 2006). A maioria dos isolados de S. aureus possui dois genes
proximamente relacionados, fnbA e fnbB, que estdo localizados em tandem no
cromossomo. As proteinas codificadas por esses genes, FnbP-A e FnBP-B sdo cruciais
para a invasao de células eucaridticas e ja foi demonstrado que mutantes que nao
possuem estes genes sdo incapazes de realizar tal atividade (Dziewanowska et al., 1999;
Sinha et al., 1999; Grundmeier et al., 2004). Em S. aureus isolados de infec¢Oes
humanas a prevaléncia do gene fnb pode variar de 60% a quase 100% dependendo do
tipo de infecgdo (Peacock et al., 2000; Arciola et al., 2003).

Os fatores de agregagdo A (CIfA) e B (CIfB) sdo adesinas expressas, in Vitro,
apenas durante a fase exponencial do crescimento bacteriano. Os genes CIfA e clfB sao
genes distintos que codificam proteinas que auxiliam na adesdo de S. aureus ao
fibrinogénio imobilizado e promove a agregacao da bactéria ao fibrinogénio soltivel (Ni
Eidhin et al., 1994; McAleese et al., 2001).

Outras adesinas ndo tdo bem caracterizadas sdo as proteinas Sdr, ainda nao
tiveram seu papel estabelecido na infec¢do. Sabe-se, porém que elas tém similaridade
estrutural as proteinas CIfA e CIfB (McCrea et al, 2000). A proteina Cna ¢ responsavel
pela adesao ao colageno, e sua presenga em S. aureus ¢ variavel, dependendo do tipo de
infec¢do e de tecido colonizado. Normalmente essa adesina ¢ encontrada em cepas
isoladas de infecgdes Osseas (Foster e Hook, 1998; Navarre e Scheneewind, 1999).

A proteina estafilocdcica A (Spa) ¢ uma proteina associada a superficie de S.
aureus que esta covalentemente ligada ao peptideoglicano e possui um dominio de
ligagdo a regido Fc da imunoglobulina IgG (O'Seaghdha et al., 2006). A presenga da
proteina Spa auxilia na evasao da resposta imune do hospedeiro, caracteristica facilitada
pela capacidade dessa proteina em ligar aos fragmentos Fc das imunoglobulinas G,
evitando a fagocitose e a via classica de fixa¢do do complemento (Atkins et al., 2008).

O operon sar foi identificado por Cheung e colaboradores (1992) como sendo
um locus regulatorio de S. aureus. A proteina regulatoria acessoria SarA influencia na
expressdo de proteinas regulatdrias e de superficie. O locus sar contem trés transcritos
sobrepostos designados sarA, sarC e sarB, que sdo transcritos em diferentes fases do
ciclo de crescimento, sendo que sarA ¢ mais transcrito na fase exponencial do ciclo de
crescimento (Bayer et al., 1996). SarA liga-se a regides conservadas denominadas Sar
boxes dentro de regides promotoras de genes que codificam proteinas de superficie
(spa), exoproteinas (hla, que codifica a-hemolisina) e agr, outro importante locus

regulatorio global (Chien et al., 1999). SarA se liga a elementos do promotor de agr
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alterando a expressao de transcritos que contribuem, indiretamente, para a regulagdo de
fatores de viruléncia, como exoproteinas e proteinas de superficie (Cheung et al., 1997,
Chien et al., 1998). Alguns estudos tém demonstrado que SarA pode controlar a
regulacdo de alguns fatores de viruléncia de maneira independente de agr (Dunman et

al., 2001).
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Figura 1. Mecanismo de agr. O peptideo AgrD ¢ processado e secretado por
AgrB na forma da AIP, que atua no receptor de membrana AgrC, ativando-o
através de fosforilacdo. AgrC fosforilado ativa AgrA, o qual ativa os promotores
P2 e P3. O promotor P2 promove a auto-ativacdo do circuito enquanto P3 dirige
a transcricdo de RNAIII, que regula a expressdo de exoproteinas e proteinas de
superficie (Novick e Geisinger, 2008 — Modificado)

A patogénese em S. aureus também ¢ influenciada pela produgdo de biofilme
(Melchior et al., 2006). Biofilmes sdo comunidades estruturadas de bactérias unidas por
uma matriz extracelular de substancias poliméricas como, os polissacarideos de adesao
intercelular (PIA) e outros componentes, como acido teicoico e proteinas associadas ao
biofilme (BAP), que aderem a uma superficie viva ou inerte (Costerton et al., 1999).
Esse arranjo pode constituir em um modo de protecdo, que permite o crescimento
bacteriano em ambientes hostis (Melchior et al., 2006).

O operon ica, responsavel pela produgdo de biofilme, ¢ formado por quatro
genes (icaADBC) e esta presente em grande parte dos S. aureus estudados (G6tz, 2002).
As proteinas codificadas sdo responsaveis pela produ¢do de PIA e parecem ser
reguladas pelo operon sigB e pelos loci regulatorios agr e sar (Rachid et al., 2000;
Gotz, 2002). Além dessas quatro proteinas, o locus ica codifica uma proteina reguladora
denominada IcaR. O gene icaR ¢ transcrito de forma divergente de icaADBC e ¢

considerado um regulador negativo (Cramton et al., 1999; Ramos et al., 2005).



Apesar de sua ocorréncia abundante, a expressdo do locus ica e a formagdo de
biofilme parecem ser altamente variaveis entre isolados de S. aureus (Rachid et al.
2000). Varios fatores ambientais podem modular a expressdao de PIA, incluindo etanol,
cloreto de sodio e concentragdes subinibitorias de antibioticos (Conlon et al., 2002;
Rachid et al., 2000). Estudos tém demonstrado a relagdo entre o desenvolvimento da
mastite ¢ a presenga de ica, além de vincular a presenga deste locus com a viruléncia da
bactéria (Ziebuhr et al., 1997; Arciola et al., 2001; Cho et al., 2002; Vandecasteele et
al., 2001), indicando que cepas formadoras de biofilme estdo, frequentemente, mais

relacionadas com a infecgdo (Melchior et al., 2006).

2.3. Tratamento da mastite bovina

A administragdo de drogas antimicrobianas por via intramamaria oferece uma
op¢ao conveniente, € também a mais usual, para o tratamento da mastite bovina. A meta
da antibioticoterapia ¢ alcangar concentragdes efetivas da droga no sitio de infec¢ao. Por
outro lado, a concentragdo da droga deve diminuir o suficiente para permitir que niveis
seguros sejam alcangados antes da liberagao do leite para o consumo humano (Gruet,
2001).

Dependendo das caracteristicas dos antimicrobianos, eles podem apresentar
diferentes niveis de distribui¢dao na glandula mamaria, o que € usado por alguns autores
para a sua classificagdo. Segundo Gruet e colaboradores (2001), os antibidticos
administrados por via intramamaria podem ser divididos em 1) antibidticos com boa
distribui¢dao 1ii) antibidticos com distribuicdo limitada e iii) antibidticos com baixa
distribui¢do. A distribui¢do inicial envolve a dissolucdo da formulagao e distribuigcao
passiva das moléculas da droga pelo leite, o qual ¢ essencialmente um ambiente
hidrofilico. Drogas hidrofilicas podem, portanto se distribuir bem pelo compartimento
central do ubere. Mas a distribuicdo em tecidos mais profundos requer uma difusao
passiva através de membranas lipofilicas que separam os diferentes compartimentos da
glandula mamaria (Gehring et al., 2006).

As vantagens da via intramamaria sdo as altas concentracdes alcangadas pelo
antibidtico no ubere infectado, a rapida taxa de distribuicdo da droga para varias partes
do tubere (Moretain e Boisseau, 1989) e o baixo consumo de substancias
antimicrobianas. Citam-se como desvantagens o risco de contaminacdo durante a

aplicacdo no canal da teta, uma possivel irritagdo do tecido mamaério e a distribuigdo
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desigual de muitas substancias por todo o ubere fazendo com que o sitio de infeccao
seja exposto a concentragdo do antibidtico menor que a inibitéria, o que pode levar a
sele¢@o de novas cepas resistentes (Gruet et al., 2001).

Estudos epidemioldgicos revelam que apods o tratamento com antimicrobianos, a
taxa de cura de infecgOes bacterianas pode variar entre 0% e 80%, dependendo de uma
série de fatores como idade, fase da lactacdo, posi¢do dos quartos mamarios infectados e
contagem de células somaticas (Sol et al., 2000). Por exemplo, novilhas possuem uma
taxa de cura entre 90 e 100%, enquanto que, para vacas em lactacdo, a taxa varia de 0 a
52%. Tratamentos de vacas com nivel elevado de contagem de células somaticas
geralmente sdo pouco eficazes (Owens et al., 2001).

Em particular, infeccdes causadas por S. aureus sdo mais resistentes ao
tratamento. A falha em eliminar a infecgdo estafilocdcica do rebanho leiteiro deve-se a
uma resposta adaptativa do patdogeno para a sobrevivéncia na glandula mamaria apesar
da presenga de antibidticos (Sandholm et al., 1990), combinado com a incapacidade das
defesas do hospedeiro em eliminar o patogeno (Sutra e Poutrel, 1994). Em infec¢des
agudas causadas por Streptococcus dysgalactiae, S. agalactiae, S. uberis e Escherichia
coli observa-se entre 33 e 100% de eficacia do tratamento (Owens et al., 1997; Pyorala
¢ Pyorala, 1998; Deluyker et al., 1999; Wilson et al., 1999; Sol et al., 2000).

A probabilidade de a mastite clinica reaparecer no mesmo quarto mamario
infectado nos meses seguintes ¢ aumentado em 4,8 vezes se o tratamento nao for
inteiramente efetivo (Houben et al., 1993). Outros estudos mostram que até 40% dos
casos de mastite parecem ser recorrentes de doengas que nao foram completamente
curadas (Hillerton e Kliem, 2002).

Vérios agentes antimicrobianos, com diferentes modos de agdo, sao utilizados
em formulagdes de medicamentos para o tratamento da mastite bovina (Salmon et al.,
1998). Uma das classes de antibidticos mais utilizadas sdo as penicilinas, que atuam
como bactericidas por impedir a sintese de peptideoglicanos, o que resulta na lise e
morte bacteriana (Whitten e Gaon, 1998; Crespilho et al., 2007). A ampicilina pertence
ao grupo de penicilinas denominado aminopenicilinas, que sdo compostos similares as
penicilinas naturais. Segundo Gruet et al. (2001), a ampicilina pode ser considerada um
antibiotico com boa distribuicdo. Embora a oxacilina seja uma penicilina semi-sintética,
resistente a penicilinase, ao contrario dos outros B-lactamicos, ela possui distribuigdo
limitada no ubere (Gruet et al., 2001). Outro antibidtico utilizado no tratamento da

mastite bovina ¢ a gentamicina, um aminoglicosideo que provoca erro de leitura ao se
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ligar na subunidade ribossomal 30S, bloqueando a passagem do peptidil-tRNA do sitio
aceptor para o sitio doador, impedindo, portanto, a sintese protéica. A tilosina ¢ um
antibidtico de boa distribuicdo, da classe dos macrolideos, que interfere na sintese de
proteinas bacterianas por se ligar na subunidade ribossomal 50S (Tan et al., 2009).
Todos os antibidticos supracitados tém sido amplamente utilizados no
tratamento da mastite bovina (Gruet et al., 2001). Trabalhos tém demonstrado que cerca
de 6% de S. aureus isolados de mastite clinica s3o resistentes a penicilinas, mas essa
porcentagem pode ultrapassar os 30% se isolados sao de mastite subclinica ou cronica.
A resisténcia aos antibioticos oxacilina e gentamicina também ja foi observada em cerca
de 5% do isolados S. aureus de origem bovina, enquanto a resisténcia a antibidticos da
classe dos macrolideos ¢ ainda mais rara (Lange et al., 1999; Gentilini et al., 2000;

Pitkala et al., 2004).

2.4. Concentragdes subinibitorias de antimicrobianos

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) € definida como a menor concentragao
do antimicrobiano que inibe o crescimento visivel do micro-organismo. Este valor ¢
definido in vitro e normalmente norteia a dose de antibidtico aplicada in vivo. Porém,
como descrito acima, varios fatores podem contribuir para que o sitio de infec¢ao seja
exposto a concentracdes menores (Andrews, 2001).

Estudos recentes vém demonstrando que em concentragdo abaixo da CIM, ou
seja, em concentragcdes subinibitorias (sub-CIM), os antibidticos podem alterar a
expressao génica de micro-organismos causadores de infecgdes. Desta forma, o
antibiotico, ao invés da acdo bactericida esperada, acaba desencadeando um efeito
contrario, como por exemplo, estimulando a producdao de biofilme, o que torna a
infec¢do mais dificil de ser tratada (Andrews, 2001; Shaw et al., 2003; Lin et al., 2005;
Davies et al., 2006).

Ja foi relatado que concentragdes subinibitorias de penicilina aumentam
significativamente a taxa de mutagdo em Streptococcus pneumoniae, sugerindo que a
exposicdo a este antibidtico poderia ajudar o patdégeno a induzir adaptacdes que
conferem resisténcia a outros antibidticos (Cortes et al., 2008). Em estudos realizados
com S. aureus de origem humana, a clidamicina quando utilizada em concentragdes

subinibitdrias, eliminou a producdo de praticamente todas as exoproteinas secretadas e
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aumentou a produgdo de proteinas de superficie, aumentando a viruléncia do patdégeno
(Herbert et al., 2008).

O efeito de diferentes antibioticos sobre a expressdo de genes relacionados a
produgdo de biofilme foi recentemente estudado (Melchior et al., 2006). Antibidticos
utilizados em sub-CIM foram capazes de estimular a expressdo do gene icaA, que
codifica enzima relacionada com a producdo de biofilme. O uso de concentragdo
subinibitoria de tetraciclina foi capaz de aumentar a expressdo do operon ica em S.
epidermidis (Rachid et al., 2000), efeito também observado em S. lugdunensis, quando
submetido a sub-CIM de naficilina (Frank et al., 2007). Mas resultados divergentes
foram encontrados quando S. epidermidis foi tratado com sub-CIM de diferentes
antibidticos como vancomicina, cefazolina e ofloxacina (Rupp e Hamer, 1998; Rachid
et al., 2000; Frank et al., 2007).

Atualmente varias ferramentas moleculares de avaliagdo da expressao
diferencial de genes bacterianos tém sido utilizadas, dentre as quais se destaca a
transcricao reversa seguida pela reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) em tempo
real. Essa estratégia foi empregada para avaliar a producdo de toxinas por cepas de
Clostridium difficile, crescidas na auséncia e na presenca de sub-CIM de metronidazol,
vancomicina, clidamicina e linezolida. Todos os antibidticos utilizados, exceto a
clidamicina, aumentaram a expressdo dos genes tcdA e tcdB, responsaveis pela
expressao das toxinas A e B, mais uma vez comprovando que concentragdes abaixo da
CIM causam mudangas na transcrigdo génica de fatores de viruléncia (Gerber et al.,
2008).

Até o momento, um grupo de genes de assinatura responsivo a cada antibiotico
nao foi claramente identificado e o que tem sido observado ¢ que dependendo do tipo de
antibiotico e do organismo, diferentes grupos de genes sdo afetados (Adhikari e Novick,
2005; Cerca et al., 2005; Li et al., 2005; Tanaka et al., 2005; Henderson-Begg et al.,
2006; Soto et al., 2006). A interpretacdo dos dados obtidos tem se mostrado dificil e por
isso converter os resultados determinados in vitro para um regime de uso in vivo, ainda
¢ um desafio para todos os tipos de antibioticos (Soto et al., 2006). Porém, existe um
consenso que o estudo dos efeitos de concentragdes subinibitorias sobre bactérias
devera gerar importantes informagdes que poderdo ser Uteis para otimizagdo de terapias

(Diarra et al., 1999; Braga et al., 2000).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Esse trabalho teve por objetivo analisar a expressdo de genes de duas cepas de
S. aureus geneticamente distintas em resposta a concentragdes subinibitérias de quatro

antimicrobianos usados para o tratamento da mastite bovina.

3.2. Objetivos Especificos

1. Identificar a presenca dos genes SSPA, spa, cIfA, clfB, cna, fnBP e sdrCDE, que
codificam proteinas envolvidas na patogénese bacteriana.

2. Estimar a diversidade genética de isolados de S. aureus por meio de analises de loci
polimorficos;

3. Determinar, para isolados geneticamente distintos (4006 e 4125), a concentragdao
inibitéria minima dos antibidticos ampicilina, gentamicina, oxacilina e tilosina;

4. Avaliar a expressdo dos genes clfB, fnbA, spA, icaD, icaR, sdrC, sarA e murF em

concentragdes subinibitorias por meio de RT-PCR em tempo real.
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Biotecnologia Molecular

do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Universidade Federal de Vigosa.

4.1. Micro-organismos utilizados e condicGes de cultivo

Os oitenta e cinco isolados de S. aureus utilizados neste estudo fazem parte da
colecdo de culturas da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG e foram obtidos de
animais com manifestacdo de mastite bovina em rebanhos leiteiros da regido Sudeste,
principalmente do estado de Minas Gerais. As culturas bacterianas foram estriadas em
placas contendo dgar infusdo cérebro-coracdo (BHI; Himedia) e mantidas por 16 h a
37 °C. Para preparo dos estoques cada isolado foi inoculado em 5 mL de caldo BHI, ¢
mantido em estufa a 37 °C por 24 h. Esse volume foi transferido para tubos de 1,5 mL e
centrifugado a 5000 g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
ressuspendido em 850 uLL de BHI com adigdo posterior de 150 uL de glicerol estéril. Os

microtubos foram mantidos a -80°C.

4.2. Extracdo do DNA genémico

O DNA gendémico dos isolados foi extraido conforme sugerido por Pospiech e
Neumann (1995) a partir de cultivo celular em 10 mL de meio BHI. As amostras foram
armazenadas a -20 °C para uso posterior.

A qualidade do DNA extraido foi analisada em gel de agarose 0,8% contendo
0,5 pg/mL de brometo de etido e as imagens registradas em sistema de

fotodocumentag¢do L-PIX-HE (Loccus Biotecnologia).

4.3. Reacao em cadeia da polimerase (PCR)
Inicialmente, os isolados foram avaliados por PCR quanto a presenca dos genes

de SSpA (serino protease V8), spa (proteina A), CIfA (fator de agregagdo A), clfB (fator

de agregacdo B), cna (proteina de ligacdo ao colageno A), fnBP (proteina de ligagdo a
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fibronectina) e SArCDE (proteinas de ligagdo ao fibrinogénio) com oligonucleotideos ja
descritos na literatura (Tabela 1).

A reacdo de amplificacdo continha 20 ng/ul. de DNA gendmico, 2,0 pL de
10X, 1,5 mM de MgCl, 02 mM de
desoxirribonucleotideo (ANTP), 1U de GoTaq DNA Polimerase (Promega) e o par de

tampao de amplificagdo cada
primers especificos para cada gene alvo nas concentragdes descritas na Tabela 1,
totalizando um volume final de 20 pL. As condi¢des de amplificacdo consistiram de
uma etapa de pré-desnaturacao a 94 °C por 5 min, seguidos por 20 ciclos de 30 seg a
94 °C, 30 seg a 55 °C e 30 seg a 72 °C, com uma extensao final a 72 °C por 5 min
(Sabat et al., 2003). Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose

1,0% contendo 0,5 ug/mL de brometo de etideo. As imagens foram registradas em

sistema de fotodocumentagao L-PIX HE (Loccus Biotecnologia).

Tabela 1. Oligonucleotideos empregados para reacdo em cadeia da polimerase utilizados
neste estudo.
Gene Seqiiéncia (5’- 3°) Concentragdo | Amplicon Fonte
alvo (UM) esperado
(bp)
SSPA F-ATCMATTTYGCMAAYGATGACCA 1,0 132 Francois et
R-TTGTCTGAATTATTGTTATCGCC al., 2005.
spa F-AGCACCAAAAGAGGAAGACAA 1,0 290 Francois et
R-GTTTAACGACATGTACTCCGT al., 2005.
clfA F-GATTCTGACCCAGGTTCAGA 1,0 945 Francois et
R-CTGTATCTGGTAATGGTTCTTT al., 2005
clfB F-ATGGTGATTCAGCAGTAAATCC 0,5 880 Francois et
R-CATTATTTGGTGGTGTAACTCTT al., 2005.
fnBP F-GGTCAAGCRCAAGGACCART 1,0 1045 Francois et
R-AATAATCCGCCGAACAACAT al., 2005.
cha F-AAAATGACAAAAATGGCAAG 1,0 1888 Francois et
R-CAGGTTTAGTTGGTGGTGTT al., 2005.
sdrCDE | F-GTAACAATTACGGATCATGATG 1,0 648/580/622 Sabat et
R-TACCTGTTTCTGGTAATGCTTT al., 2003.

4.4. Diversidade genética dos isolados

A diversidade genética dos isolados foi avaliada por PCR multiplex, empregando
os primers citados na tabela 1. Uma mistura dos 7 conjuntos de primers foi preparada

juntamente com 20 ng/uL. do DNA gendmico, 2,0 pL de tampdo de amplificagdo 10X,
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3,0 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada ANTP, 1U de JumpStart Tag DNA Polimerase
(Sigma, D4184), totalizando um volume final de 20 pulL (Sabat et al., 2003). As
condi¢oes de amplificacdo adotadas consistiram de uma etapa de pré-desnaturacdo a
94 °C por 5 min, seguidos por 20 ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 55 °C e 30 seg a
72 °C, com uma extensdo final a 72 °C por 5 min (Sabat et al., 2003). Os amplicons
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2,0% contendo 0,5 pg/mL de
brometo de etidio. As imagens foram registradas em sistema de fotodocumentacido L-
PIX-HE (Loccus Biotecnologia). Os isolados foram agrupados por andlise de
diversidade genética em relagdo ao resultado do PCR multiplex. Utilizou-se o programa
GENES (Cruz, 1997), utilizando como indice de dissimilaridade o Dice (Sorenso ou
Nei e Li = 2a/(2a + b + ¢)) para obter um dendrograma, de acordo com o qual dois
isolados geneticamente distintos foram selecionados e utilizados nos estudos

posteriores.

4.5. Antibioticos

Estoques de solucdes de antibidticos ampicilina (Sigma, A9518), gentamicina
(Sigma, G8648), oxacilina (Sigma, O1002) e tilosina (Sigma, T6134) foram preparados
em agua deionizada, a uma concentragao de 50 mg/mL, esterilizados por filtragdo e

aliquotas foram armazenadas a -20 °C.

4.6. Determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Para os isolados selecionados foram determinadas as concentragdes inibitorias
minimas de quatro diferentes antibidticos, ampicilina, gentamicina, oxacilina e tilosina.
A determinacao da CIM foi feita pelo método da microdiluigdo em caldo, de acordo
com as recomendagdes do National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, 2003). Para cada isolado, o pré-indculo foi preparado partindo-se de uma
colonia isolada, a qual foi inoculada em um tubo de ensaio contendo 3 mL de meio de
cultura Luria-Bertani (LB) e mantido em agitador orbital a 37 °C por 18 h. O volume de
1,5 mL foi submetido a centrifugacdo a 5000 g por 5 min. O sedimento de células
obtido foi lavado, ressuspendido em solugao salina (0,9% NaCl, p/v) e ajustado para
densidade 6tica (DO) a 600nm igual a 0,1, que corresponde a 5x10” UFC/mL. Todas as

leituras de absorvancia foram feitas em leitor de microplaca VersaMax (Molecular
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Device). A suspensdo de células foi diluida em solugdo salina para que a concentragdo
final de bactérias fosse padronizada entre 5x10* e 5x10° UFC/mL (solugdo padrio A).
Inicialmente, em placa de 96 pocos, foram estimados os valores aproximados de
CIM para os quatro antibioticos, considerando os isolados 4006 e 4125. Foi preparado
um tubo de ensaio contendo 4 mL caldo Mueller-Hinton (Himedia). Nesse tubo foi
adicionado uma quantidade de antibidtico quatro vezes maior que o valor de CIM
estimado, seguido de homogenizacao vigorosa. Uma aliquota de 2 mL desse tubo de
ensaio foi transferida para outro tubo contendo 2 mL de caldo Mueller-Hinton, diluindo
pela metade a concentragdo do antibidtico. A transferéncia foi realizada mais cinco
vezes, de forma que a concentragdo de um tubo fosse sempre metade do valor do tubo
antecessor. Em cada tubo de ensaio foram adicionados 20 pL da solu¢do padrdo A,
seguidos por incubacao a 37 °C, 180 rpm, durante 24 h. A CIM foi definida como a
menor concentragdo de antibidtico no qual ndo houve crescimento bacteriano. Os testes
para determinagdao da CIM foram feitos em triplicata. Os mesmos procedimentos foram

feitos para todos os antibidticos e para os dois isolados.

4.7. Curvas de crescimento

Foram feitas curvas de crescimento dos isolados 4006 e 4125 nas concentracoes
correspondentes a 0,50X, 0,25X e 0,125X da CIM previamente determinada conforme
descrito acima. A um tubo de ensaio contendo 12 mL de caldo Mueller-Hinton foi
adicionada uma quantidade de antibiotico equivalente ao valor de CIM. Uma aliquota
de 6 mL foi transferida para outro tubo contendo 6 mL de caldo Mueller-Hinton, de tal
modo a obter 0,5X CIM. Esse procedimento foi repetido até que se obtivessem valores
correspondentes a 0,25X e 0,12X da CIM. A curva de crescimento também foi
determinada na auséncia de antibidticos (controle). A cada tubo de ensaio foram
adicionados 60 pL da solug¢do padrdo A, que foram incubados a 37 °C, 180 rpm, por 24
h. A cada hora foram retiradas aliquotas de 100 pL para leitura de absorvancia a 600nm
em leitor de microplaca Versamax (Molecular Device). Os experimentos foram

realizados em triplicata.

17



4.8. Extracéo de RNA total

O experimento consistiu de quatro repetigdes bioldgicas cujos sedimentos de
células foram agrupados em dois pools os quais foram submetidos, separadamente, a
extracdo de RNA. Para cada pool foram realizadas duas repetigdes técnicas. Para cada
repeticdo biologica, 1,5 mL de cultura crescida em meio Mueller-Hinton contendo
concentragdes subinibitorias (0,5X, 0,25X, 0,125X) de antibidticos foram coletadas
observando a D.Ogpo nm = 0,15-0,20 e centrifugadas a 5.000 g por 5 min. O sobrenadante
foi descartado e ao pellet de células obtidos de duas repetigdes foram adicionados
300 pL de tampao TE contendo 5 mg/mL de Lisozima (Sigma, L7651) e 0,5 U/uL de
Lisostafina (Sigma, L7386). As amostras foram incubadas a 37 °C por 30 min, com
inversdao a cada 5 min. Posteriormente, centrifugou-se a 5.000 g, por 6 min. O
sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 500 pL. de TriReagent (Sigma, 93289) e
200 pL de cloroformio (Sigma, C2432), etapa a partir da qual adotou-se o protocolo
sugerido pelo fabricante. Todas as etapas de extracdo, exceto as centrifugacdes, foram
realizadas a 4°C e em condig¢des livres de ribonucleases. O controle consistiu de cultura
crescida na auséncia de antibiotico.

A qualidade do RNA total foi avaliada pela integridade das bandas do RNA
ribossdmico em gel de agarose 1% (Sambrook, et al., 2001). A pureza e a concentra¢ao
das amostras foram determinadas pelas leituras de absorvancia a 260 nm e 280nmm de
1 uL de amostra no aparelho Evolution 60 (Thermo Scientific).

A preparacdo de RNA total foi tratada com 1 U/uL de DNAse-RNAse Free
(Promega), para eliminagdo de DNA contaminante, seguindo especificagdes do
fabricante. As amostras foram amplificadas por PCR convencional utilizando primers
para o gene 16S rRNA para confirmar a auséncia de contaminacdo por DNA total
bacteriano. Foi usado como controle positivo uma amostra contendo DNA de S. aureus.
A pureza e a concentragao das amostras foram novamente determinadas pela leitura de
1 uL de amostra no aparelho Evolution 60 (Thermo Scientific) e o RNA total foi

armazenado a -80 °C.

4.9. Sintese de cDNA

A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada utilizando o kit ImPromil

Reverse Transcriptase System (Promega), de acordo com as recomendagdes do
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fabricante. Amostras de RNA total (1 pg) das diferentes condi¢cdes de crescimento
foram incubadas com 1 puL de primer randomico a 70 °C por 5 min e, em seguida,
incubadas a 4 °C por 5 min. A seguir foi adicionado tampao de reagdo ImPromll 1X,
MgCl, 3 mM, mix de dNTPs (0,5 mM de cada), 1 U/uL de inibidor de ribonuclease
recombinante RNasin e a enzima transcriptase reversa Impromll (200 U). As amostras
foram incubadas a 25 °C por 5 min, para anelamento dos primers, 42 °C por 60 min
para extensao da fita de DNA e a 70 °C, por 15 min, para inativa¢do da transcriptase.

Os cDNAs obtidos foram armazenados a -20°C.

4.10. Quantificacao dos transcritos por RT-PCR em tempo real

As reagdes de PCR em tempo real foram feitas utilizando o aparelho ABI Prism
7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems). Baseado nos valores de Ct
(Cycle threshold), que é o ponto em que a fluorescéncia aumenta apreciavelmente acima
da fluorescéncia do ruido, foi realizada a quantificacdo relativa pelo método 24
descrito por Livak e Schmittgen (2001). A deteccao foi realizada pelo sistema SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems), sendo o gene que codifica DNA girase (gyrB)
(Korem et al., 2009) e 16S rRNA (Ster et al., 2005) utilizados como normalizador para
quantificagdo dos genes alvos cIfB, fnbA, spA (Ster et al., 2005) icaD, icaR, sdrC, sarA
(Korem et al., 2009) e murF. O desenho do par de oligonucleotideos murF foi realizada

através do programa Primer3 plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi), de acordo com os requisitos para PCR em tempo real.

As amostras foram analisadas em duas repeti¢des biologicas, quantificadas em
corridas independentes, sendo cada amostra analisada em duplicata em cada placa de
reacdo. As analises de quantificacdo relativa de cada gene foram feitas em tubos
individuais.

Inicialmente, foram feitos ensaios para a determinacao da concentragdao 6tima de
primer ¢ da eficiéncia da reagdo. Os componentes para cada reagdo foram 3uL de
cDNA, 6,0 uL de 2X SYBR Green Master Mix (Applied Biosystem) e primer nas
concentragcoes de 100, 200, 400 e 600 nM. O teste de eficiéncia foi realizado em
diluigcOes seriadas de 100, 107, 107 ¢ 10° do c¢cDNA. Para o calculo do valor do
coeficiente angular da reta (slope) foi utilizada a formula Eficiéncia PCR= (10"/°P®) _

1) x 100.
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As condigdes de amplificacdo para todos os sistemas foram 50 °C por 2 min,
95 °C por 10 min, 40 ciclos de desnaturagdo a 95 °C durante 30 seg e anelamento e
extensdo a 60 °C durante 30 seg. Apods 40 ciclos de amplificacdo todas as amostras
foram submetidas a desnatura¢do gradual para elaboragdo da curva de dissociagdo. As

amostras foram aquecidas com incremento de 1 °C durante 30 seg, partindo de 60 °C

até atingir o limite de 94 °C.

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados nos experimentos de RT-PCR em tempo real.

Gene Seqiiéncia (5’- 37) Concentragéo Fonte
alvo (uUM)
clfB | F-TGCAAGTGCAGATTCCGAAAAAAAC 0,4 uM Ster et al.,
R-CCGTCGGTTGAGGTGTTTCATTTG 2005
fnBP | F-CGACACAACCTCAAGACAATAGCGG 0,4 uM Ster et al.,
R-CGTGGCTTACTTTCTGATGCCGTTC 2005
icaD | F-GGGTGGATCCTTAGTGTTACAATTTT 0,4 uM Korem et al.,
R-TGACTTTTTGGTAATTCAAGGTTGTC 2009
icaR | F-TTGCGAAAAGGATGCTTTCA 0,2 uM Korem et al.,
R-GATAAAGATGACAAAAGAAGACTTTCAG 2009
murF | F-CGGGCCTATTATATGGTTTG 0,2 uM Desenhado
R-AGACCCTGTGACGGCAATTA neste trabalho
sarA | F- GCTTTGAGTTGTTATCAATGGTCAC 0,2 uM Ster et al.,
R- CTCTTTGTTTTCGCTGATGTATGTC 2005
SdrC | F-AAGACAATACGCAAACTGCAACTG 0,2 uM Korem et al.,
R-GTCGTGATTGCATGTTACTACTAGTTTCT 2009
spa | FF-ATATCTGGTGGCGTAACACCTGCTG 0,4 uM Korem et al.,
R-CGCATCAGCTTTTGGAGCTTGAGAG 2009
gyrB | FF-ATCGGTGGCGACTTTGATCTA 0,2 uM Korem et al.,
R- CCACATCGGCATCAGTCATAA 2009
16S | F-TAT GGAGGAACACCAGTGGCGAAG 0,4 uM Ster et al.,
R-TCATCGTTTACGGCGTGGACTACC 2005
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5. RESULTADOS

Este trabalho teve por objetivo investigar o efeito de concentragdes
subinibitérias de quatro antibidticos na expressdo de genes responsaveis pela
patogenicidade e viruléncia de duas cepas de S. aureus de origem bovina. Porém
estudos tém demonstrado que nem todos os fatores sdo expressos por todas as cepas, o
que motivou uma investigagcdo prévia da ocorréncia de genes que codificam proteinas de
superficie entre os isolados cedidos pela Embrapa Gado de Leite. Isso permitiu a
escolha dos genes e das cepas cujas expressdes seriam analisadas quantitativamente.

Inicialmente, a presenca no genoma, dos genes que codificam o fator de
agregacao (CIfA e clfB), a proteina A (spa), as proteinas de ligagdo a fibronectina (fnbP),
ao colageno (cna), ao fibrinogénio (SdrCDE) ¢ a serino-protease (SSPA) foram avaliadas
por PCR (Fig. 2 e apéndice 1A a 7A). Embora se esperasse de cada amplificagdo
fragmentos de DNA de tamanhos definidos (Tab. 1), o que se observou foram
amplicons de tamanhos variados para cada gene. A variagdo observada foi de
aproximadamente 300 a 700 pb para clfB, 980 a 1100 pb cIfA, 450 a 1000 pb para
sdrCDE, 700 1900 pb para cna, 600 a 650 pb para fnBP, aproximadamente 290 pb para

spa e aproximadamente 132 pb para SSpA.

6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 1718 1920 212223

Figura 2. Avaliacdo da presenga do gene clfB em isolados de Staphylococcus aureus, por
meio de analise eletroforética, em gel de agarose 1%. Numero da canaleta, seguida pela
identificagdo do isolado: M- marcador molecular (A HindIIl); 1-3811; 2-2878; 3-3006; 4-
3652; 5-3987; 6-3974; 7- 2927; 8- 3930; 9- 3900; 10- 4769; 11-4651; 12-4118; 13-4162; 14-
4156; 15-4236; 16-4746; 17-4784; 18-4716; 19-4760; 20-4627; 21-4130; 22-2927; 23-2927.

Com base nas amplificacdes foi calculada a percentagem da presenca dos genes

considerando as 85 bactérias (Tab. 3). Conforme pode ser observado, o gene clfB foi o
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mais encontrado entre os isolados estudados, seguido por spa e sdrCDE, enquanto que

cna foi encontrado em menos que 20% deles.

Tabela 3. Prevaléncia das proteinas de superficie entre as
bactérias estudadas.

Gene Porcentagem
clfA 38,8 % (33/85)
clfB 83,5 % (71/85)
sdrCDE 75,3 % (64/85)
cna 18,8 % (16/85)
SSPA 63,5 % (54/85)
spa 77,6 % (66/85)
fnBP 43,0 % (37/85)

Para fins de selecionar as cepas para os estudos posteriores, um PCR multiplex
usando o conjunto de primers usados para o PCR convencional foi realizado para
constatar a diversidade genética dos 85 isolados pertencentes a colecdo. O padrao de
bandas obtido para alguns isolados esta apresentado na Figura 3. Os demais géis estdao

apresentados no apéndice (Fig 8A).

1000pb —p
750pb —»

500pb —p

250pb —p

Figura 3. Avalia¢do do padrdo de bandas de isolados de Staphylococcus aureus por meio
da reac@o em cadeia da polimerase multiplex em gel de agarose 2 %. Namero da canaleta,
seguida pela identificagéio do isolado: M- Marcador Molecular (GeneRuler 1kb); 1-4074; 2-
4192; 3-4184; 4- 4235; 5-4124; 6-4005; 7- 4628; 8- 4018; 9- 4075; 10- 4628; 11-4627; 12-
4130.

Um méximo de oito fragmentos foi obtido para cada isolado. Um total de 21
bandas de diferentes tamanhos foram analisados para a constru¢do de um dendograma
(Fig. 4). A tipagem molecular permitiu a subdivisdo dos isolados em 61 grupos

diferentes, quando considerada uma dissimilaridade de 20%, conforme Peles e
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colaboradores (2007). Os grupos que continham mais isolados considerados similares
foram os grupos 1 e 14 (7 isolados) e o grupo 42 (5 isolados).

Baseada na andlise de diversidade genética e na presenga de fatores de
viruléncia, os isolados 4006 e 4125 foram selecionados para dar continuidade aos
estudos. De acordo com as amplificagdes, esses isolados apresentaram os genes CIfB,
fnBP, spa, sdr e SSpA, e foram geneticamente distantes, possuindo apenas 20% de
similaridade. Para eles, foram determinados os valores da concentragdo inibitoria
minima (CIM) dos antibioticos ampicilina, gentamicina, oxacilina e tilosina (Tab. 4).
Pelos dados obtidos, 4125 ¢ muito mais resistente a ampicilina que 4006. O isolado
4006 pertence ao grupo 25 e o isolado 4125 pertence ao grupo 48.

ApOs a determinacdo da CIM, cada isolado foi cultivado em meio de cultura
contendo concentragdes subinibitorias dos antibidticos. As curvas de crescimento foram
determinadas sem o antibidtico € na presenga dos quatro antibidticos nas concentragdes
correspondentes a 0,5X, 0,25X e 0,125X da CIM, até que alcangassem a fase
estaciondria (Fig. 5). Os graficos apresentaram as trés fases tipicas das curvas de
crescimento de bactérias. Para a extracdo de RNA total as culturas foram recuperadas
estipulando-se D.O.¢00 mm= 0,15-0,20, o que representa a fase exponencial de

crescimento.

Tabela 4. Valores da Concentra¢do Inibitéria Minima
(ng/mL) de diferentes antibioticos para Staphylococcus

aureus 4006 e 4125.
Isolado
4006 4125
Ampicilina 0,05 40,00
Gentamicina 0,80 0,80
Oxacilina 0,05 0,10
Tilosina 0,80 0,40

Para a quantificagdo dos transcritos por RT-PCR em tempo real foi
inicialmente averiguada a especificidade dos conjuntos de primers utilizados. A Figura
8A (apéndice) apresenta, para cada oligonucleotideo, as curvas de dissociagdo e os
Tm’s, onde a obten¢do de um pico Unico confirma a amplificagio de apenas um

fragmento de DNA.
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Método de agiupamento : Ligagio Média Entre Grupo{UPGMA)
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Figura 4. Dendrograma obtido da analise de agrupamento pelo programa GENES utilizando DICE
como indice de dissimilaridade. Isolados pertencentes a um mesmo grupo estdo identificados por
retangulos. Os dois isolados selecionados para os estudos de expressdo génica estao identificados por
circulos.
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quando crescidos na presenca de diferentes concentragdes dos antibiéticos ampicilina (AMP),
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A eficiéncia (E) da PCR em tempo real foi calculada através de grafico onde
os valores obtidos de Ct foram dispostos no eixo das ordenadas e o logaritmo dos
valores de cada dilui¢do, no eixo das abscissas. A PCR apresenta 100 % de eficiéncia
quando o resultado do slope se aproxima de -3,32. Os valores das eficiéncias da PCR
para os primers foram 86,35 % (clfB), 95,49 % (fnBP), 95,46 % (sarA), 91,13 % (spa) e
94,04% (16S rRNA); os graficos se encontram no apéndice (Fig. 9A). Esses valores
elevados de eficiéncia validam o experimento e conseqlientemente permitem as analises
de quantificacio de transcrito utilizando o método 2**“* (Livak e Schmittgen, 2001). Os
valores de E para os primers gyrB, murF, icaD, icaR e sdrC nio foram determinados.

Dentre os dois genes endogenos (16S rRNA e gyrB) analisados, o que
apresentou menor variacdo nos valores de Ct foi o gyrB, que foi escolhido como

normalizador (Tab. 5).

Tabela 5. Valores médios de Ct para os genes normalizadores 16S rRNA e gyrB.

Isolado 4006 Isolado 4125
Desvio Desvio Desvio Desvio
Média Padrdo Média Padrdo | Média Padrdo Média Padréo
16S 16S 16S 16S

rRNA rRNA gyrB gyrB rRNA rRNA gyrB gyrB

sem tratamento 10,20 3,22 26,05 1,60 7,65 3,61 24,03 2,07
0,50x CIM Amp 10,26 1,47 22,35 0,18 16,29 0,49 33,32 0,13
0,25x CIM Amp 12,24 2,47 25,30 0,14 9,23 0,42 24,83 0,10
0,125x CIM Amp 9,34 1,99 24,44 0,73 7,11 0,45 23,94 0,02
0,50x CIM Gen 17,63 3,29 28,11 4,00 6,33 2,15 23,03 2,66
0,25x CIM Gen 5,88 0,24 22,91 0,01 7,77 3,57 23,91 3,40
0,125x CIM Gen 6,67 0,06 23,73 0,11 15,49 15,61 15,39 7,84
0,50x CIM Oxa 6,13 0,16 23,32 0,35 7,08 0,18 23,24 0,08
0,25x CIM Oxa 6,78 0,13 23,93 0,03 7,33 1,98 24,10 1,20
0,125x CIM Oxa 9,39 1,43 24,86 0,37 8,16 2,45 24,92 1,40

0,50x CIM Til 9,86 0,47 24,75 0,04 6,06 0,20 25,55 0,41
0,25x CIM Til 11,03 0,50 22,50 0,16 6,90 0,32 25,35 0,81
0,125x CIM Til 6,86 0,13 24,16 0,30 10,78 0,03 25,51 0,52

Neste trabalho, os isolados 4006 e 4125 tiveram os genes spa, clfB, sdrC e fnBP,
icaD, icaR, murF, sarA, 16S rRNA e gyrB, avaliados quanto a alteragdes na expressao
génica quando submetidos a sub-CIM. Os dados da expressdo relativa dos genes estdo
apresentados na Figuras 5 e 6. Os dados relativos a repeti¢cdo bioldgica B estdo na

Figura 10A e 11A (Apéndice). Apenas os resultados que tiveram concordancia entre as
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duas repeticdes bioldgicas foram considerados. Entretanto, foi possivel observar que o
perfil de expressdo foi semelhante para a maior parte das duas repeticdes biologicas,
embora a amplitude de variagcdo da expressdo tenha sido diferente.

De maneira geral, para os dois isolados analisados, a grande maioria dos genes
teve sua expressao aumentada quando submetidos a sub-CIM dos antibidticos. Embora
4006 e 4125 sejam representantes de uma mesma espécie, eles nem sempre mostraram
comportamento semelhante em resposta a mesma condi¢ao testada, o que pode ser
observado na comparacao dos resultados obtidos. Todos os genes do isolado 4006
tiveram sua expressao aumentada quando submetidos a concentragao de 0,50X CIM de
ampicilina, exceto icaR, para ambos os isolados. O valor de 0,50X CIM de quase todos
os antibioticos induziu a expressao dos genes que codificam as proteinas de superficie
FnBP, SdrC, Spa e CIfB, resultado semelhante para 0,25X CIM de ampicilina e tilosina.
Ja a producao da proteina regulatéria SarA foi altamente estimulada no isolado 4006
pelas concentragcdes dos antibidticos 0,125X CIM de gentamicina e 0,50X CIM de
oxacilina. Além disso, para o isolado 4125, este gene também foi estimulado por 0,25X
CIM dos antibidticos gentamicina, oxacilina e 0,125X CIM de tilosina.

O gene icaD foi altamente expresso quando o isolado 4006 foi submetido a
0,50X e 0,25X CIM de tilosina. Sua expressao também foi aumentada na presenca de
0,50X CIM de ampicilina e oxacilina. Para o locus regulatorio, icaR, a expressdo foi
maior nas presengas de 0,25X CIM de gentamicina e oxacilina e também para 0,125X
CIM de gentamicina e tilosina para o isolado 4006. O gene murF teve sua expressao
aumentada quando tratado com todos os antibioticos na concentragdao de 0,50X CIM, e
para 0,25X CIM de oxacilina, ampicilina e tilosina para 0 mesmo isolado. O gene icaR
teve sua expressao reduzida pela metade em 0,50X CIM de gentamicina para o isolado
4006.

A redugdo da expressao para o isolado 4125 foi observada em varias
concentragdes subinibitorias. O gene CIfB teve sua expressdo reduzida, pela metade, em
0,25X CIM e 0,125X CIM de gentamicina e 0,125X CIM de tilosina, enquanto a
expressao de spa foi diminuida quando submetido a tratamento de 0,25X CIM de
ampicilina e oxacilina. Os genes que codificam as proteinas de parede celular FnBP e
Spa tiveram suas expressoes aumentadas em 0,50X CIM de ampicilina. A concentracdo
de 0,25X CIM de ampicilina também aumentou a expressao de fnBP. Os genes murF,
icaD e sdrC foram induzidos apenas na presenca de 0,25X CIM de ampicilina para o

mesmo isolado.
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Figura 6. Expressdo relativa de genes de Staphylococcus aureus 4006 quando submetidos a diferentes

concentracdes de ampicilina, gentamicina, oxacilina e tilosina.
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Figura 7. Expressdo relativa de genes de Staphylococcus aureus 4125 quando submetidos a diferentes

concentracdes de ampicilina, gentamicina, oxacilina e tilosina.




As redugdes de expressao para o S. aureus 4125 ocorreram para o gene clfB, que
teve sua expressdo diminuida em 0,125X CIM de oxacilina.O fnbP teve sua expressao
reduzida em 0,25X CIM de oxacilina e 0,50X e 0,25X CIM de tilosina. spa foi menos
expresso nas condigdes de 0,50X e 0,25 de CIM para gentamicina. O gene sdrC foi teve
sua expressdao reprimida quando tratado com 0,25X e 0,125X CIM de oxacilina e
0,25XCIM de tilosina

Os loci relacionados a producdo de biofilme também foram reprimidos sob
determinadas condigdes. Para o isolado 4125, o gene icaD foi menos expresso em
0,125X CIM de oxacilina ¢ 0,50X CIM de tilosina; icaR teve sua expressao reprimida
em 0,125X CIM de ampicilina e tilosina e 0,50X CIM de oxacilna. Para o mesmo
isolado, o gene murF foi menos expresso quando tratado com 0,50X CIM de tilosina e

ampicilina.
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6. DISCUSSAO

Staphylococcus aureus é um patogeno versatil responsavel por varias infecgoes
em diversos hospedeiros (Lowy, 1998). Devido a esta versatilidade, e pela sua
importancia clinica, muitos estudos sdo focados no entendimento dos mecanismos
moleculares envolvidos na sua patogenicidade, visando contribuir para que novas
ferramentas de prevengdo e tratamento possam ser criadas. Com essa perspectiva, este
trabalho foi desenvolvido.

As infecgdes causadas por S. aureus sdo normalmente tratadas com antibioticos
cujas dosagens sao estabelecidas com base nos resultados de sensibilidade observados
in vitro e em dados farmacologicos da droga usada. Porém, sabe-se que fatores inerentes
ao animal e as propriedades do antimicrobiano podem afetar a concentracao efetiva no
sitio de (Gruet et al., 2001; Barkema et al., 2006).

Os estudos sobre o efeito de concentragdes subinibitdrias sobre a expressdo de
genes em S. aureus foram realizados para isolados humanos (Ohlsen et al., 1998).
Porém, a grande variagdo existente entre isolados de origem humana e bovina (Reinoso
et al., 2008), justifica a condugdo de novos estudos com isolados veterinarios.

Neste trabalho, alguns dos genes que codificam importantes fatores de viruléncia
foram avaliados por PCR convencional para subsidiar a escolha dos genes cujas
expressoes seriam avaliados por RT-PCR em tempo real. O fator mais prevalente foi a
adesina clfB, que ocorreu em 83,5 % dos isolados, enquanto que o fator de agregacdo A
(clfA), mostrou-se presente em apenas 38,8 % deles. Esses dois genes estdo
relacionados com a producao de proteinas que interagem com o fibrinogénio, presente
na matriz extracelular da célula hospedeira. Estudos realizados por Fitzgerald et al.
(2000) relataram a prevaléncia de clfA em 74,3 % dos isolados de mastite bovina da
Irlanda e dos EUA, o que contrasta com os resultados obtidos em nossos experimentos.
Entretanto, 93% dos isolados avaliados possuem um dos dois genes, indicando um
importante papel desses fatores na viruléncia dos isolados bovinos. Como as bactérias
foram obtidas de rebanhos leiteiros da regido Sudeste, a alta prevaléncia de clfB pode
ser sugestivo de que a prevaléncia dessa proteina no rebanho nacional também seja alto.

O par de primers sdr utilizado neste trabalho ¢ capaz de amplificar os trés genes
do locus sdr (Francois et al., 2005). Em 75,3 % (64/85) dos isolados foi possivel
detectar os genes sdr, cujas fungdes ainda sdo desconhecidas. Porém, tem sido proposto

que essas proteinas exercam diferentes papéis na patogenicidade de S. aureus, como
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ligagdo a sialoproteina e ao fibrinogénio (Foster ¢ Hook; 1998; Sabat et al., 2006). A
glutamil endopeptidase SspA, (protease V8) também foi bastante encontrada nos
isolados (63,5 %). Além de atuar na adesdo de S. aureus a fibronectina por alterar a
composi¢do protéica da superficie bacteriana, ela processa formas precursoras de outras
enzimas secretadas e proteinas de superficie celular de ligagao a fibronectina (Nickerson
et al., 2007), auxiliando no desenvolvimento da infecgdo (Arvidson, 2000).

A proteina Cna ¢ considerada um dos principais fatores de viruléncia em
diferentes infecg¢des estafilococicas (Patti et al., 1994; Hienz et al., 1996, Mamo et al.,
2000; Rhem et al., 2000; Elasri et al., 2002). Contudo, poucos isolados analisados
apresentaram este gene, em concordancia com Vancraeynest e colaboradores (2004),
onde a porcentagem de isolados que continham este gene também foi pequena. Embora
existam muitas informac¢des demonstrando a importancia da proteina Cna na patogénese
de infecgdes Osseas por S. aureus, varios estudos clinicos indicam que esta adesina nao
¢ essencial na patogénese de infecgdes musculo-esqueléticas em humanos e, portanto,
pode também ndo ser importante para infecgdes intramamarias em bovinos (Elasri et al.,
2002), o que justificaria sua baixa prevaléncia.

A proteina A estafilococica (Spa) foi a primeira proteina de ligacdo a
imunoglobulinas nao-imune identificada (Forsgren e Sjoquist, 1966). A presenca da
proteina Spa auxilia na evasdao da resposta imune do hospedeiro. Essa caracteristica ¢
facilitada pela capacidade dessa proteina em ligar aos fragmentos Fc das
imunoglobulinas G, evitando a fagocitose e a via classica de fixacdo do complemento
(Atkins et al., 2008). Neste estudo, o gene spa foi detectado em 77,6 % dos isolados
estudados, o que pode ser explicado pela sua importancia no processo de evasdo do
sistema imune, fator determinante para a patogenicidade de S. aureus na mastite, ja que
a glandula mamaria apresenta varias linhas de defesa para se manter livre de patdgenos
(Araujo e Gheller, 2005). Outros estudos identificaram o gene spa em 93 a 100% (Johne
¢ Jarp, 1988; Pozza et al.,1999).

S. aureus pode se ligar a fibronectina pela interacdo de uma proteina de
superficie codificada pelo gene fnbpA, denominada FnBPA (Signas et al., 1989). Outra
proteina de ligacdo a fibronectina, FnBPB, ¢ codificada pelo gene fnbpB que esta
apenas 682 nucleotideos downstream do primeiro (Jonsson et al., 1991). Em nosso
estudo a detecgdo dos genes fnbpA e fnbpB por meio de PCR utilizou um primer
desenhado para alinhar as seqiiéncias presentes em ambos os genes. Embora estudos

anteriores relatem que esses genes sdo amplamente distribuidos, nossos dados
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mostraram que apenas 43 % (37/85) dos isolados apresentaram um deles. Isso também
foi mostrado para outros isolados de S. aureus (Foster e McDevitt, 1994).

Em sintese, a concordancia dos dados sobre a prevaléncia das proteinas de
superficie disponiveis na literatura ratificam a importancia de algumas delas no
processo de infecgdo. A discrepancia de alguns valores confirma a grande variedade dos
S. aureus e, portanto, a necessidade de estudar sua diversidade para que novas
estratégias efetivas de prevengao e tratamento sejam elaboradas.

Durante os ultimos anos, os avangos mais notaveis na tipagem molecular foram
alcancados por meio de analises de loci com niimero variavel de repeticdes em tandem
(VNTR-variable numbers of tandem repeat), identificados nos genomas de eucariotos ¢
procariotos (Jeffreys et al., 1992; Adair et al., 2000; Keim et al., 2000; Farlow et al.,
2001). O sequenciamento do genoma de S. aureus indicou a presenga de varios loci
VNTR. O numero das unidades de repeticdo de um mesmo locus frequentemente varia,
tanto intra- quanto inter-espécie, mas pode ser detectado por PCR com primers
flanqueando estas regides variaveis. Sabat et al. (2003) descreveram um sistema de
analise por multi-locus VNTR, denominado MLVA (multi-locus VNTR analysis), para
discriminar diferentes isolados de S. aureus baseado na analise de cinco loci (sdr, CIfA,
clfB, ssp e spa) com regides repetitivas (Sabat, et al., 2003; Sabat, et al., 2006), que foi
posteriormente estendido por Francois e colaboradores (2005) pela utilizagdo de mais
dois loci (fnBP e cna). A designagdo MLV A foi assim modificada para MLVF (multi-
locus VNTR fingerprinting), também conhecido como PCR multiplex. Este método
permite a tipagem molecular de S. aureus e a determinagdo de sua diversidade e
relagcdes evoluciondrias com poder de discriminagdo e reprodutibilidade semelhante a
técnica de PFGE (pulsed-field gel electrophoresis) (Strommenger et al., 2006). O poder
discriminatério da técnica foi comprovado neste estudo uma vez que 61 grupos
diferentes foram obtidos para uma mesma espécie, quando considerada uma
dissimilaridade de 20%, adotada por outros autores (Peles et al., 2007).

O uso de antibidticos para o tratamento da mastite ¢ um passo importante para o
controle da doenga, mas o uso inadequado pode induzir o surgimento de cepas
resistentes. Diversos estudos sobre susceptibilidade a antimicrobianos de patdgenos da
mastite bovina vém demonstrando o aumento crescente no padrdo de resisténcia, sendo
0 maior aumento observado para os B-lactdmicos, como a ampicilina. Neste trabalho foi
observado a presenca de uma cepa resistente e outra susceptivel a ampicilina. A

variacdo no padrdo de susceptibilidade ¢ relatado em diversos trabalhos realizados
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utilizando S. aureus isolados de mastite do mundo inteiro (De Oliveira et al., 2000,
Brito et al., 2001; Ochoa-Zarzosa et al., 2008), inclusive relatando valores de CIM
ainda mais elevados (De Oliveira et al., 2000).

O isolado 4125 apresentou um crescimento mais rapido do que o isolado 4006
em todas as condi¢des. O valor equivalente a 0,125X CIM de todos os antibidticos foi o
que menos alterou o crescimento das bactérias. Este resultado ¢ esperado, uma vez que
0 crescimento em concentragdes mais baixas de antibidtico ¢ muito pouco alterado
(Herbert et al., 2001). Na concentragdo equivalente a metade do valor de CIM, os
isolados tiveram seus crescimentos diminuidos, o que retardou a entrada na fase
estacionaria. Apesar dessas alteragdes, o padrao sigmodide, tipico do crescimento de
bactérias fo1 mantido.

Foi utilizada a técnica RT-PCR em tempo real para avaliar as possiveis
alteracdes na expressao de varios genes relacionados com a patogé€nese bacteriana,
como aqueles relacionados a formacdo de biofilme e a proteinas de superficie. Estes
ultimos sdo importantes, pois os fendmenos que ocorrem no ambiente ao redor da
bactéria sao percebidos por elementos presentes na superficie externa da bactéria e
entdo comunicados ao interior desta. Essa comunicagdo € crucial para a sobrevivéncia
da bactéria e, portanto para o processo de infec¢dao (Navarre e Schneewind, 1999).

O primeiro passo para iniciar os estudos sobre expressdo génica através do RT-
PCR em tempo real ¢ a escolha do gene normalizador (enddgeno). A escolha de um
gene enddgeno Otimo para esse tipo de analise ¢ feita com base em sua uniformidade.
Dos dois genes testados, 16S rRNA e gyrB, o ultimo se mostrou a melhor escolha, pois
sua expressdo foi pouco alterada pelos tratamentos com antibioticos. Um gene
endogeno (normalizador) ideal ndo deve ter variagcdes nos niveis de expressdo sob as
condi¢des experimentais (Radoni¢ et al., 2004). Porém, estudos realizados com S.
epidermidis mostraram que o nivel de expressdo de cinco housekeeping genes, entre
eles 0 16S rRNA, variou conforme a fase de crescimento (Vandecasteele et al., 2001). O
mesmo foi observado para trés genes em S. aureus (Eleaume e Jabbouri, 2004).

Todos os sete genes alvos tiveram seus valores de Ct normalizados em relagao
ao gyrB. Uma vez normalizados, os valores de Ct de cada gene tratado foram subtraidos
dos valores de Ct do gene ndo tratado, fornecendo os dados de AACt, que foram
utilizados para calcular os valores de 274",

Embora ndo fosse esperado, foi observada uma variagdo nos valores de

expressdo quando as duas réplicas bioldgicas usadas para a extracdo de RNA total
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foram comparadas. A instabilidade do RNA bacteriano e as varias etapas durante a
preparacdo do cDNA podem contribuir para tal discrepancia (Eleaume e Jabbouri,
2004). Porém, o padrao de expressao foi o mesmo para as duas réplicas.

Tem sido mostrado que os antibidticos modulam a transcrigdo em bactérias de
maneira dose-dependente, o que também pode ser observado em nossos estudos ja que
diferentes concentragdes subinibitorias de um mesmo antibidtico tiveram diferentes
efeitos. Estudos relatam que em baixas concentra¢des os antibioticos podem atuar como
moléculas sinalizadoras, alterando a expressdo de genes especificos. A medida que a
concentragdo aumenta genes de resposta ao estresse come¢am a ser ativados, enquanto
que, em altas concentragdes inibitorias, as mudangas podem ocorrer no crescimento na
bactéria, perda de viabilidade ou desencadeando resposta que levam a morte (Fajardo e
Martinez, 2008).

De maneira geral, para os dois isolados analisados, a grande maioria dos genes
teve sua expressao aumentada quando submetidos as concentragdes subinibitorias dos
antibidticos. Enquanto os genes isolado 4006 foram induzidos em 0,50X CIM de
ampicilina, o 4125 teve sua expressao alterada em 0,25X CIM para o mesmo
antibiotico. Ja o locus regulatério icaR foi altamente expresso apenas para o isolado
4006 quando submetido a 0,50X CIM de oxacilina. Dessa forma, as concentragdes
subinibitorias desse antibidtico aumentaram a expressdo de icaD para ambos os
isolados, mas ao mesmo tempo atuou sobre o isolado 4125 diminuindo a expressao de
icaR. A estimula¢ao de um gene relacionado com a produgdo de biofilme ¢ a atenuagio
de um locus regulatorio produzem o mesmo efeito de aumentar a produgdo de biofilme,
uma vez que icaR tem sido considerada um repressor de icaADBC (Conlon et al., 2002;
Cerca et al., 2008).

Estudos recentes tem proposto sarA como um regulador positivo de icaR. De
acordo com os dados obtidos para o isolado 4006 esses dois genes tiveram sua
expressdo estimulada pelos mesmos antibidticos gentamicina, oxacilina e tilosina
(Tormo et al., 2005). O perfil de expressdo de sarA e icaR foi muito semelhante. Nas
mesmas concentra¢des dos mesmos antibidticos onde sarA foi induzido, icaR também
foi mais expresso. Esses dados sugerem que esse dois locus possam ter regulagdo de sua
expressao interligada.

Os dois antibioticos B-lactamicos utilizados, ampicilina e oxacilina, foram os
que mais aumentaram a expressao da maioria dos genes testados. Para alguns genes o

padrdo de expressdo foi semelhante quando um mesmo isolado foi considerado.
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Pesquisas tém mostrado que concentracdes subinibitdrias de antibidticos P-lactamicos
aumentam a expressdo de toxinas em S. aureus (Kernodle et al., 1995). Os valores de
CIM para ambos isolados foram semelhantes, diferindo apenas para a ampicilina, uma
vez que esta possui um valor de CIM 80 vezes maior para o isolado 4125. Apesar dessa
grande diferenca, os dois tiveram a expressdo alterada para varios genes quando
submetido a sub-CIM. Apenas o gene SarA ndo teve sua expressdo alterada pela
ampicilina em ambas bactérias estudadas.

Os dois isolados tiveram a expressao de murF estimulada quando tratada com
concentragdes subinibitérias de ampicilina. Esse gene ¢ responsavel pela sintese de
peptideoglicano, local de a¢dao da ampicilina (Sobral et al., 2006). Esse resultado pode
ser explicado pelo fato de que o antibidtico, em concentragdes subinibitorias atue sobre
a parede celular, e em resposta a esta acdo, a bactéria aumente a transcricao de murF,
para tentar suprir a necessidade de peptideoglicano.

A sub-CIM de ampicilina (0,50X CIM) foi capaz de aumentar a expressao de
spa, para ambos isolados, mas 0,25X CIM do mesmo antibidtico diminuiu e expressao
de spa. A diminui¢do da expressdao de exoproteinas como SpA resulta em um menor
namero destas na superficie da célula e, portanto, em um maior aumento de sitios
receptores livres para o elemento C3b do sistema complemento, o que acarreta em um
aumento da fagocitose (Gemmell e O’Dowd, 1983; Milatovic, 1983; Gemmell, 1984).

O locus sar desempenha um importante papel na regulacao de proteinas de
superficie (Tegmark et al., 2000; Manna e Cheung, 2001; Schmidt et al., 2001). Sabe-se
que SarA, a principal proteina reguladora do locus sar, pode ativar os genes fnb e clfB,
e, por outro lado pode reprimir a transcricdo de spa (Cheung et al., 1997; Chien et al.,
1998; Wolz et al., 2000). Poucos estudos tém demonstrado as alteragdes provocadas por
concentragdes subinibitérias de antibidticos sobre adesinas, principalmente para
isolados de mastite bovina. De maneira geral, estudos anteriores tém demonstrado o
efeito de locus regulatorios sobre essas adesinas. Nossos resultados mostraram que a
maioria das sub-CIM dos antibidticos testados foi capaz de induzir a expressdo das
adesinas. De acordo com os dados, para o isolado 4006, 0,50X CIM de oxacilina,
tilosina e gentamicina aumentou a expressdo de sarA, assim como a expressao de fnBP
e CIfB. Isso pode sugerir que os antibioticos podem ter alterado a expressdo das adesinas
ou, ao terem aumentado a expressdo de sarA, e por conseqiiéncia, os genes fnBP e CIfB.
Em contrapartida, 0,25X CIM e 0,125X CIM de gentamicina ndo influenciaram a

expressao de sarA, mas foram capazes de reprimir a expressao de fnBP e cIfB.

36



Os dois isolados de S. aureus usados neste estudo foram capazes de regular,
embora nem sempre de forma semelhante, a expressdo de importantes genes em
resposta a presenca de diferentes antibidticos. A regulacdo aumentada de fatores de
viruléncia € preocupante, pois pode aumentar a viruléncia do patdégeno, dificultando o
combate a infeccdo. Estudos futuros e mais conclusivos realizados com outros
patogenos serdo necessarios para determinar se existe um comportamento semelhante
para cada classe de antibidticos e até que ponto as diferencas entre isolados devem ser
um fator a ser considerado durante o tratamento. As informacdes geradas deverdo ser

analisadas juntamente com dados farmacocinéticos para auxiliar na defini¢do de

concentragdes mais efetivas usadas para a otimizagao de terapias.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos por este trabalho permitem concluir as seguintes questoes:
> Das proteinas de superficie avaliadas, o gene clfB foi o de maior prevaléncia
entre as 85 bactérias estudadas, seguido pelos genes e cna. A ampla distribui¢ao de clfB
entre S. aureus isolados de mastite bovina ¢ um indicativo da importancia dessa adesina
para a viruléncia desse patdgeno.
> Um grande polimorfismo foi detectado nos genes clfB, cIfA, sdrCDE e cna, o
que permite que eles sejam utilizados para tipagem de S. aureus de origem bovina.
> Pela PCR multiplex foi possivel agrupar os 85 isolados em 61 diferentes grupos,
revelando a grande heterogeneidade genética de S. aureus associado a mastite bovina na
Regido Sudeste.
> S. aureus 4006 e 4125 apresentaram uma similaridade nos perfis de
susceptibilidade aos antibidticos testados, exceto para ampicilina, onde o valor de CIM
para o isolado 4125 foi oitenta vezes superior ao do isolado 4006.
> Os genes 16S rRNA e gyrB, testados como referéncia enddgena, ndo
apresentaram, nas condigdes estudadas, um comportamento ideal para estudos de RT-
PCR em tempo real, o que motiva a busca por novos normalizadores.
> Alguns dos tratamentos avaliados foram capazes de aumentar a expressao de
fatores de viruléncia em S. aureus, sugerindo que determinados antibioticos podem, ao
contrario do esperado, ter um efeito negativo durante o tratamento de infecgdes
intramamarias.
> A resposta de S. aureus 4006 e 4125 aos tratamentos utilizados nem sempre foi
a mesma, o que dificulta uma generalizacdo a respeito do efeito de concentragdes

subinibitorias sobre a modulagdo da expressdo génica em S. aureus.
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APENDICE

Numeros correspondentes aos oitenta e cinco isolados de S. aureus utilizados
neste estudo fazem parte da colecao de culturas da Embrapa Gado de leite, Juiz de Fora,
MG e foram obtidos de animais com manifestagdo de mastite bovina em rebanhos
leiteiros da regido Sudeste.

01-3820, 02-3654, 03-3988, 04-3017, 05-3923, 06-4131, 07-3985, 08-2926, 09-3596, 10-3702,
11-3019, 12-3703, 13-3022, 14-3008, 15-3007, 16-4191, 17-3212, 18-3885, 19-3907, 20-2027,
21-3570, 22-3811, 23-2878, 24-3006, 25-3652, 26-3987, 27-3974, 28-2927, 29-3930, 30-3900,
31-4628, 32-4627, 33-4130, 34-2979, 35-3627, 36-3829, 37-3870, 38-3916, 39-3992, 40-3993,
41-4006, 42-4030, 43-4070, 44-4081, 45-4082, 46-4098, 47-4119, 48-4163, 49-4182, 50-4313,
51-4745, 52-4759, 53-4769, 54-4651, 55-4118, 56-4125, 57-4162, 58-4156, 59-4236, 60-4746,
61-4784, 62-4716, 63-4770, 64-4760, 65-3828, 66-4783, 67-4072, 68-4051, 69-4157, 70-4052,
71-4784, 72-4074, 73-4192, 74-4184, 75-4235, 76-4124, 77-4005, 78-4628, 79-4018, 80-4075,
81-3166, 82-3916, 83-4766, 84-3821, 85-3886.
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Figura 1A. Avalia¢do da presenga do gene clfB em isolados de Staphylococcus
aureus, por meio de andlise eletroforética, em gel de agarose 1%. Numero da
canaleta corresponde & identifica¢do do isolado.
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Figura 2A. Avaliagéo da presenga do gene cha em isolados de Staphylococcus aureus,
por meio de analise eletroforética, em gel de agarose 1 Numero da canaleta
corresponde a identificacdo do isolado.

54



2027

564

19 20 24 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39%40 41 42 43 44 4546

H

M 47 48 49, 50 54 52" .53 54 .55 .56 57 S8 B0 B0 Bl B89 63

Figura 3A. Avalia¢do da presenca do gene clfB em isolados de Staphylococcus aureus, por
meio de analise eletroforética, em gel de agarose 1%. Numero da canaleta corresponde a
identificagdo do isolado.

55



344 16416 1718 M19 20 21

39 4041 42 434445464748 49 5

- .

51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 6263 64 65 66 67768 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 8283 84 85

Figura 4A. Avaliagéo da presenca do gene fnBP em isolados de Staphylococcus aureus, por
meio de analise eletroforética, em gel de agarose 1%. Numero da canaleta corresponde a
identificagdo do isolado.
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Figura 5A. Avaliagdo da presenga do gene SPA em isolados de Staphylococcus
aureus, por meio de andlise eletroforética, em gel de agarose 1%. Numero da
canaleta corresponde & identifica¢do do isolado.
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Figura 6A. Avaliacdo da presenca do gene SSpPA em isolados de Staphylococcus aureus,
por meio de analise eletroforética, em gel de agarose 1%. Numero da canaleta
corresponde a identificacdo do isolado.

58



2L BLIPINVRBURBBTS M 19 20 29 22 23 24 95 26 27 26 "W %0

31 32 339" 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 6667

6869 70 71 72 73 J4 75 76 77 78

Figura 7A. Avaliacdo da presenga do gene sdrCDE em isolados de Staphylococcus aureus,
por meio de analise eletroforética, em gel de agarose 1%. Numero da canaleta corresponde a
identificagdo do isolado.
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Figura 8A. Avalia¢do do padrdo de bandas de isolados de S. aureus por meio da reagdo em cadeia da
polimerase multiplex em gel de agarose 2 %. Numero da canaleta corresponde a identificagdo do
isolado.
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Figura 9A: Curvas de melting para os genes avaliados por RT-PCR em tempo real.
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Figura 11A. Expressao relativa de genes de Staphylococcus aureus 4006 (repeticdo bioldgica B)

guando submetidos a diferentes concentraces de ampicilina, gentamicina, oxacilina e tilosina.
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Figura 12A.. Expressdo relativa de genes de Staphylococcus aureus 4125 (repeticdo bioldgica B)

guando submetidos a diferentes concentracfes de ampicilina, gentamicina, oxacilina e tilosina.



