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La différence entre l'esprit de géométrie et l'esprit de finesse. - En l'un, les
principes sont palpables, mais éloignés de l'usage commun... Mais dans l'esprit de
finesse, les principes sont dans l'usage commun et devant les yeux de tout le
monde.

Blaise Pascal

«Différence entre l'esprit de géométrie et l'esprit de finesse»
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RESUMO

Neste trabalho objetivou-se investigar o polimorfismo genético do Staphylococcus aureus
causador de mastite bovina, por meio de RAPD. A andlise de distancia realizada pelo
algoritmo UPGMA, identificou dois grupos desse agente etioldgico. Por meio de
marcadores RAPD, foi possivel isolar bandas especificas de cada grupo, inseri-las em vetor
pGEM™ (Promega Corporation), utilizando a linhagem TOP 10 F1 de Escherichia coli.
Suas seqiiéncias permitiram desenhar oligonucleotideos iniciadores para identificacdo de
ambos os biosorotipos. A elaboracdo de uma reacdo de multiplex-PCR, serviu para
monitorar precocemente infecgdes por S. aureus em matrizes ainda jovens, e em tanque de
leite, o que permitira reduzir enormemente os prejuizos causados pela doenga.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus; mastite bovina; polimorfismo genético; marcador
genético; diagnostico.
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ABSTRACT

This work investigates genetic polymorphism among Staphylococcus aureus causing
bovine mastitis by RAPD. Distance analysis by the UPGMA algorithm was carried out the
identification of two ethiological agent groups. Although, morphologic and biochemical
aspects were apparently the same, after the isolation of these differences was possible to
delineate the nucleotides sequences in serumtypes by means of plasmid vector insertion
(Promega Corporation) using TOP 10 F1 Escherichia coli ancestry. These sequences
allowed design primers to identify these serumtypes and in an elaboration of a multiplex-
PCR reaction, it allowed to monitor infections by S. aureus, precociously in still young
matrices and into milk tank, a result that will reduce economic damages comed by the
illness.

Key words: Staphylococcus aureus; bovine mastitis; genetic polymorphism; genetic
markers; diagnostic.
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INTRODUCAO

Na producao e industrializa¢do do leite, um dos fatores que mais reduz a qualidade e
a quantidade do produto ¢ a mastite. Segundo CULLOR (1992), a mastite ¢ uma doenga que
ataca em média 15% das vacas leiteiras em todo mundo, com prevaléncia na ordem de 50%
(GONCALVES e KOZICKI, 1997). Pode-se dividi-la em mastites clinicas ou ambientais e
em subclinicas ou contagiosas. Destas, as segundas sdo as mais importantes, por acometerem
o maior nimero de matrizes produtivas, principalmente aquelas onde o agente etiologico é o
Staphyococcus aureus, as quais se apresentam na forma subclinica crénica, a mais
contagiosa e que ndo sdo facilmente controladas por antimicrobianos. A invasdo e a lesdo
tecidual da glandula mamaria por este microrganismo iniciam uma resposta inflamatéria com
conseqiiente aparecimento de sinais clinicos que incluem mudancas na aparéncia e
composicao do leite, além de altas contagens leucocitarias e grande redugdo do volume
produzido, provocando um impacto de grande importancia econdomica (LIPMAN et al.,
1996).

AXFORD et al. (2000) relatam prejuizos causados, da ordem de US$ 180 por
animal, além de imensuraveis problemas de saude publica. No Brasil, ndo existem
estimativas oficiais, mas calcula-se em 12% esta queda de produgdo. Assim, produzem-se
20 bilhdes de litros de leite por ano, significando perdas anuais de cerca de 2,4 bilhdes de
litros (FONSECA, 1996; BUZZOLA et al.,, 2001). As alteracdes na composi¢ao
prejudicam a industria cujos produtos passam a ter qualidade inferior, ressaltando-se
mudangas drésticas de paladar e valores nutricionais igualmente comprometidos. Por outro
lado, a freqiiente presenca de antimicrobianos impede o processamento industrial na
maioria dos casos que envolvem fermentacgdo latica, resultando em grandes prejuizos aos
laticinios. O “National Research Council of Mastitis”, dos Estados Unidos da América,
relata os problemas de saude publica como sendo principalmente: gastroenterites,
meningites e intoxicagdes, provocadas por cocos e suas toxinas. O isolamento e
identificagdo por testes enzimaticos e bioquimicos tém sido realizados (SILVA et al., 2000),
porem o diagnostico preciso e rapido vem sendo desenvolvido por marcadores moleculares

(VIEIRA-DA-MOTA et al., 2001). Estudos genéticos de populagdes naturais de S. aureus t€m



identificado consideravel heterogeneidade e sugerido que um pequeno niimero de sorotipos
tém sido responsavel pela maioria dos casos de mastite bovina (FITZGERALD et al., 2000).

Desta forma, estudos envolvendo a etiologia e os diagnosticos da mastite bovina
sdo de extrema importancia, pois a cada ano um maior nimero de matrizes leiteiras ¢
contaminado. Em fazendas produtoras a dificuldade para diagnosticar e realizar o
tratamento adequado tem sido responsabilizado pelo aumento do numero de matrizes
acometidas (FERNANDES, 2006a). Sendo assim, a caracterizagdo molecular dos agentes
e o desenvolvimento de marcadores genéticos visando diagndstico, contribuira ao lado das
praticas de manejo e de higiene da ordenha, para a reduc¢do dos prejuizos causados pela
redu¢do da producdo, com gastos excessivos em tratamentos e descarte precoce de
matrizes produtivas (LIPMAN et al., 1996; VEIGA et al., 1996 ¢ FITZGERALD et al.,
2000). Além de ofertar ao consumidor, produtos de melhor qualidade e com seguranca
alimentar mais desejavel.

O presente trabalho foi apresentado na forma de capitulos. No capitulo I foi tratado
o isolamento, purificacdo e caracterizacdo do S. aureus de amostras de leite. Os dados
referentes a extragdo do DNA gendmico e a aplicagdo de marcadores RAPD, visando
identificar o polimorfismo existente entre os diferentes isolados, foram sumarizados no
capitulo II. O capitulo III retine dados referentes ao desenvolvimento de um marcador
molecular, a partir do seqiienciamento de bandas especificas de dois grupos separados
geneticamente por meio de marcadores de RAPD, permitindo assim desenhar
oligonucleotideos iniciadores para identificar de forma rapida, a bactéria em tanques de

leite ¢ em casos de mastite subclinica.

1.1 OBJETIVOS

Investigar o polimorfismo genético de isolados de Staphylococcus aureus, agente

etioldgico de mastite em bovinos leiteiros.

Estudar a seqiiéncia de nucleotideos de parte do genoma destas bactérias, capazes
de desenvolver marcadores moleculares para rapida detecgao direta de isolados, e indireta

em tanques de resfriamento de leite.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MASTITE BOVINA

A mastite em gado bovino ¢ uma doenga que acomete principalmente matrizes em
lactacdo e destas principalmente as de ragas leiteiras, onde as holandesas estdo em primeiro
lugar (FERNANDES, 2006a). Dependendo do agente etiologico sdo rapidamente curaveis,
enquanto outras permanecem durante toda vida produtiva do animal. Por esta razdo, a
mastite bovina continua sendo fator limitante da producao leiteira em muitas propriedades
no Brasil. As mastites subclinicas cronicas sdo transmitidas principalmente durante a
ordenha. Nao ¢ visivel aos olhos do produtor, a ndo ser pela queda na produgdo de leite,
surgindo como o mais freqiiente causador de prejuizos aos produtores de leite.

Normalmente, estes ndo protegem seu rebanho da forma adequada e sé iniciam algum
tipo de tratamento quando a doenca ja estd em estagio bem avancado. Assim, a mastite tem
merecido atengdo e tratamento quando ¢ visivel (clinica), determinando prejuizos pela queda
na produgdo e descarte de leite devido ao tratamento antibidtico (FERNANDES, 2006a). Este
tratamento se limita aos casos clinicos emergenciais quando o prejuizo ja ¢ inevitavel. A base
do controle da mastite estd na sua prevengdo, o que significa reduzir as possibilidades de
infeccdo por meio do manejo, sejam das mastites contagiosas (durante a ordenha) ou das
ambientais (p6s-ordenha) pelos 300 dias do periodo de lactagdo, e, do tratamento intramamario
preventivo por 60 dias, quando da secagem das vacas, com antibidtico de longa a¢do. O fator
determinante para o sucesso no controle da mastite ¢ que todo o processo seja feito
corretamente € com a mesma importancia para cada etapa (FERNANDES, 2006a).

As mastites em vacas de leite freqlientemente ocorrem durante no periodo seco ou
no inicio da lactagdo. Principal bactéria causadora de mastite, o Staphylococcus aureus
pode formar focos encapsulados nas por¢des altas do ubere, desenvolvendo uma forma
subclinica, que dificulta a cura bacterioldgica durante a lactagdo, pois os antibidticos
usados nesta fase atuam por pouco tempo, devido ao periodo de retirada no leite
geralmente entre 10 e 12 horas, ndo permanecendo em niveis terapéuticos suficientes para
determinar a eliminagdo completa da bactéria encistada (LISBOA e PIANTA, 1994;

FIGUEIREDO, 1995). Porém, outras bactérias também tém sido isoladas, tais como



Streptococcus uberis, S. agalactiae e Actinomices sp. (COLLINS e JONES, 1982;
MORRISON e TILLOTSON, 1988). O tratamento de vacas no periodo seco reduzira tanto
o numero de infecgdes durante esta fase, quanto o de novas infecgdes ja no inicio da
lactagdo. Em média, com este procedimento pode-se eliminar 90% de infecgdes por
Streptococcus agalactiae e 70% por S. aureus (NAZTKE, 1971; FONSECA, 1996;
EMBRAPA, 2006; FERNANDES, 2006b).

2.2 BACTERIAS CAUSADORAS DE MASTITE EM BOVINOS LEITEIROS

Inumeros sdo os agentes etioldogicos causadores dessa infeccdo, como fungos e
leveduras, porém sdo as bactérias os microrganismos mais freqiientes. FERREIRO et al.
(1981) haviam relatado 41,65% de casos com S. aureus, 16,09% com S. epidermidis, ¢
com Micrococcus, 6,1%. Quanto aos estreptococos, S. agalatiae 16,15%, S. dysgalactiae
7,3%, S. uberis 5,3% e ainda, Corynebacterium spp, 1,76%. Autores como COSTA et al.
(1993) verificaram que 24,77% das infec¢des sdo causadas por fungos, enquanto 72,22%
devem-se as bactérias, valores proximos a GONCALVES e KOZICKI em (1997) que
relataram dois tercos dos casos provocados por bactérias, corroborando com dados
anteriores. Por outro lado, estudos de BUZZOLA et al. (2001), relataram que 12,5% dos
casos, ndo possuem motivo aparente, 1,6% devia-se a S. dysgalactiae e que estafilococos
coagulase-negativos foram observados em 53,8% das amostras. Estafilococos coagulase-
positivos apareciam somente em 7,6%, contrariando pesquisas anteriores. Estes autores
concluiram também que os grupos estafilococos coagulase-negativos e coagulase-positivos
estavam associados na resposta inflamatéria cronica.

Em resumo, pode-se dizer que Staphylococcus sp. provocam a infeccdo no pos-parto e
no primeiro ter¢co da lactagdo em 90% das matrizes. Os outros 10% tem como etiologia a
Escherichia coli. No terco final da lactacdo 90% dos casos sdo de Staphylococcus sp. e os
restantes 10%, Streptococcus sp. Por outro lado, no periodo seco pode-se isolar
Staphylococcus sp., Streptococcus sp. € Corynebactyerium sp., mas, mesmo assim, as mastites
subclinicas sdo provocadas em 100% dos casos por Staphylococcus sp., aparentando
predominio de microrganismos Gram-positivos. Algumas consideragdes inerentes as bactérias
explicam este fato: bactérias Gram-positivas podem ser isoladas no periodo seco e no pos-parto

e sdo representadas principalmente por: Streptococcus agalatiae, S. uberis, S. aureus, S.



intermedius, S. hyicus e S. epidermidis, ¢ como Gram-negativas, E. coli, Klebsiella sp,
Enterobacter sp. e Pseudomonas sp. Os S. agalatiae sobrevivem somente no leite. Fora do
ubere e de lesdes nos tetos, ndo sobrevivem por mais de trés semanas. Sao isolados das maos
de ordenhadores até dez dias ap6s a ordenha (FERNANDES, 2006b). O S. uberis ¢ isolado
com maior freqiiéncia em lesdes da pele do ubere, podendo também ser menos incidentes na
pele sa. Podem sobreviver fora da glandula mamaria (ordenhadeiras mal higienizadas e pélos
das vacas). Encontra-se com freqiiéncia na fase seca e seu isolamento significa falho processo
de ordenha, seja ela manual ou mecénica. A ocorréncia de Gradiente de Pressdo Reversa
(GPR), a secagem incorreta dos tetos antes da ordenha, ou o baixo nivel de vicuo no
equipamento de ordenha, predispde a transmissdo de doenga de um teto infectado para outro
sadio (FERNANDES, 2006b). As bactérias do género Staphylococcus representam um grupo
epidemiologicamente significativo. Dentre os estafilococos encontram-se isolados coagulase
positivos e negativos. Estudos de FERREIRO et al. (1981) verificaram o S. intermedius,
enquanto que o S. hyicus e S. epidermidis, foram encontrados por (BUZZOLA et al., 2001).

O S. aureus é uma das causas de mastite bovina, com maior importancia econdmica
(MYLLYS et al., 1997) e, muitos métodos bioquimicos € moleculares tém sido usados na
sua investigacdo em infec¢oes humanas e bovinas (HARTSTEIN et al., 1989; WILLIAMS
et al., 1990; PREVOST et al., 1991; KOSTEMAN et al., 1992 ¢ KAPUR et al., 1995). O
“National Center of Biotechnology Information” (NCBI) identifica o S. aureus como
Linhagem: Bacteria,; Firmicutes, Bacilli; Bacilalles,; Staphylococcaceae; Staphylococcus,
Staphylococcus aureus. O S.aureus RF 122, registrado no GenBank (AJ 938182) ¢ o mais
encontrado em infec¢des do tbere bovino. O RF 122 em seu genoma completo possui
2665 genes e traduz 2515 proteinas, com um DNA do tamanho de 2.742.531 nanometros,
do tipo circular e que codifica 74 RNAs estruturais. Este genotipo juntamente com o
ambiente do tbere bovino ¢ responsavel pelo fendtipo dessa bactéria a qual se apresenta
como cocos agrupados em forma de cacho de uva e que reage positivamente a coloragdo de
Gram. E encontrado no ambiente externo e nas narinas de pessoas, nas suas pregas
cutaneas, perineo, axilas e vagina, assim como no ubere bovino.

Verifica-se o crescimento de infecgdes provocadas por Staphylococcus spp. ao longo
dos anos, tendo como o seu maior representante o S. aureus. Caracterizam-se por colonizarem
o canal do teto, situando-se em posi¢do estratégica para penetracdo no ubere, mas nao

colonizam a pele sadia. Ao penetrarem, no interior do tbere burlam as defesas celulares, sao



fagocitados por neutréfilos, permanecendo viaveis no interior destes e ao destrui-los, iniciam
novas infec¢des. Possuem grande poder invasor dos tecidos com capacidade de encistamento,
formando focos encapsulados profundos e de dificil acesso a antibioticos que nao possuam boa
dispersdao, o que favorece o desenvolvimento de processos cronicos e subclinicos
(HARTSTEIN et al., 1989; WILLIAMS et al., 1990; PREVOST et al., 1991; KOSTEMAN et
al., 1992; KAPUR et al., 1995 e FERNANDES, 2006a).

A mastite causada por S. aureus apresenta, segundo QUINN (1994); AXFORD et
al. (2000) e FERNANDES, (2006b), as seguintes caracteristicas infectoldgicas proprias,
onde o habitat natural dessas bactérias sdo lesdes no ubere, na pele e nas membranas
mucosas. Os quartos afetados apresentam maior nimero de células bacterianas no leite, as
quais sdo facilmente transmitidas através das ordenhadeiras, recipientes, utensilios e mao
de ordenhadores. O S. aureus causa mastite que varia da forma subclinica a peraguda com
ameaca a vida, como ¢ o caso da mastite gangrenosa. A gangrena ¢ causada pela acdo da «
- toxina que lesiona vasos sangiiineos, resultando em necrose isquémica coagulativa do
tecido adjacente. Os quartos afetados ficam com cor purpura e fria e podem eventualmente
desprender-se, se o animal sobreviver a toxemia (FERNANDES, 2006b).

A mastite, na forma subclinica cronica, ocasiona substituicdo lenta e gradativa do
tecido secretorio afetado por tecido fibroso com conseqiliente diminui¢do da produgdo de
leite no quarto afetado. Respondem mal a terapia antibidtica, pois ha a formacdo de uma
barreira que dificulta a penetragcdo do antibiotico até o sitio da infec¢do, GONCALVES e
KOZICKI, (1997). A terapia em matrizes secas ¢ mais eficaz, mas apenas 50% das
infecgdes estafilocOcicas persistentes respondem a terapia. Estes fatos fazem com que a
infeccdo seja de dificil tratamento, tornando-se um dos maiores problemas da pecudria
leiteira. O estudo biotecnologico da S. aureus, contribui para a solugdo deste problema,
GONCAVES e KOZICKI, (1997). As técnicas utilizadas para tipificacdo da bactéria,
revelaram ser bastante eficientes, assegurando o isolamento apenas de S. aureus, uma vez
que outros estafilococos podem estar presentes no parénquima secretor de leite bovino.
Finalizando, podem ser isolados no periodo seco e pos-parto e estdo presentes em
rachaduras dos tetos, em lesoes de ressecamento destes, em ferimentos, € em prolapsos de
esfincter (FERNANDES, 2006b). Entre as bactérias Gram-negativas mais relatadas sao E.
coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp. e Pseudomonas sp. As mastites por elas provocadas

sdo conhecidas como mastites ambientais, e a principal é a E. coli. Apresentam



normalmente sintomatologia superaguda, com evolucdo rapida e na maioria das vezes
progndstico sombrio, para saide da glandula mamaria e do animal, devido principalmente
a liberacdo de toxinas a partir de restos celulares provenientes das bactérias mortas,
requerendo intervencdo imediata e associagdo de antibioticoterapia sistémica e
intramamaria. Sdo isolados freqiientes durante o pds-parto, significando falhas na

higienizacao do ubere, pois sdo basicamente intestinais ¢ ambientais (FONSECA, 1996).

2.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL E TRATAMENTO

Existe uma grande discussdo em torno do emprego do diagnostico laboratorial de
mastites bovinas na rotina de granjas leiteiras, principalmente no que se refere ao alto custo do
exame e a urgéncia na escolha da consulta terapéutica. Nao se pode esperar 72 h apos o envio
da amostra ao laboratorio (tempo minimo para obtengdo de resultados de isolamento do agente
e antibiograma) para se tomar uma decisdo. Neste periodo perdem-se o leite de seis ordenhas,
e, dependendo da evolugdo do quadro clinico, poderda comprometer irreversivelmente a saude
da glandula mamaria. Por outro lado, o isolamento bacteriano e respectivo antibiograma sao
ferramentas imprescindiveis no dia-a-dia da granja leiteira. Além de ser util para confirmar o
diagnostico clinico, os resultados laboratoriais sugerem possiveis corregdes no manejo, que
podem reduzir sensivelmente as recidivas (FERNANDES, 2006b).

O isolamento bacteriano ¢ realizado por exame direto e por meio de provas
bioquimicas, KONEMAN et al. (2001) de acordo com a (Figura 1). Uma vez detectada a
mastite, alguns fatores devem ser levados em consideracao para a escolha do antibidtico
intramamario a ser adotado como o espectro de a¢do, a adaptagdo ao manejo (que ndo altere
a rotina da propriedade), o periodo de caréncia, histdrico de sucesso anterior no rebanho,
sucesso reconhecido na regido, resultados de testes de sensibilidade, natureza da infecgao
(algas, fungos e bactérias Gram-positivas e negativas) e o custo-beneficio favoravel (COSTA
et al., 1996). Os resultados dos testes de antibiograma possuem grande importincia e sdo
aplicados na triagem dos produtos, que poderiam, a partir de entdo, ser usados ou ndo na
propriedade, dai a necessidade da opg¢ao por um antibiotico de alto poder bactericida, que atue
no maior numero possivel de agentes causadores de mastites, independente de serem clinicas
ou ambientais. A afericdo de sensibilidade ¢ fundamental para a certeza de se estar utilizando o

produto certo e que melhor se aplica no combate aos agentes de mastite naquela propriedade.



As principais bactérias causadoras de mastites possuem comportamentos distintos, como
habitat, forma de colonizagdo do ubere, etc. A detec¢do destas no leite ou no interior do
ubere com conseqiientes investigacdes laboratoriais indica que falhas no manejo podem

estar ocorrendo, e com algumas medidas praticas as recidivas podem ser evitadas (VEIGA

et al., 1996; FERNANDES, 2006b).

FIGURA 1 - IDENTIFICACAO PRESUNTIVA DE BACTERIAS DO GENERO
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A identificacdo do S. aureus, (KONEMAN et al., 2001), ¢ mais confiavel pela prova
da coagulase, pois a sua ¢ livre. Bioquimicamente, o S. aureus, sintetiza a coagulase, apresenta
endonuclease termoestavel, fosfatase alcalina e arginina diidrolase. Produz acetoina, reduz
nitratos, maltose, frutose, sacarose, lactose, D-manitol, D-manose, D-trealose, ribose e¢ D-
turanose. Destes, a fermentacdo do manitol serve para diferenciar o S. aureus de espécies como
o S epidermidis, o S. hyicus e o S. intermedius. E negativo & ornitina descarboxilase,
pirrolidonil arilamidase, B-glicosidase, [B-galactosidase, oxidase modificada, rafinose, D-
celobiose, D-xilose e L-arabinose. A identificacao dessa bactéria ¢ feita inicialmente a partir de
esfregacos diretos corados com Gram (KONEMAN et al., 2001).

Nos esfregacos diretos dos isolados corados por Gram, os estafilococos aparecem como
cocos Gram-positivos, com 0,5 um a mais de 1,0 um de didmetro. As células sdo encontradas
em forma de cacho de uvas, dentro ou fora de leucocitos polimorfonucleares. E provavel que as
variagoes em tamanho das células e na reagdo a colora¢do de Gram se devam a acao de células
inflamatorias e de suas enzimas hidroliticas sobre as bactérias. Quando a colora¢do de Gram
apresenta aspectos mais tipicos, pode ser emitido um informe como cocos Gram-positivos
similares a estafilococos, com posterior confirmagao por cultivo (KONEMAN et al., 2001).

O S. aureus produz coldnias caracteristicas com cocos organizados na forma de cachos
de uva, em agar sangue. As coldnias de algumas cepas de S. aureus podem ter pigmento amarelo
ou amarelo-alaranjado, enquanto que outras podem produzir colonias esbranquicadas ou até
cinza. Estas ultimas cepas podem ser similares a estreptococos do grupo D e enterococos
catalase-negativos. A producdo de pigmento por parte do S. aureus pode ser evidenciada apds
incubagdo a temperatura ambiente. Com freqiliéncia algumas amostras apresentam variagdes de
tamanho na mesma placa de cultivo. Algumas linhagens de S. aureus e outras coagulase-
negativas podem apresentar uma difusa zona de 3-hemolise ao seu redor. Esse fato deve-se a
producdo de B-hemolisinas por parte das células. Os membros da familia Micrococcacae sao
diferenciados da familia Streptococcacae pela prova da catalase. Esta prova detecta a presenca de
citocromo oxidases nas Micrococcacae. O teste ¢ realizado com peroxido de hidrogénio (H,0»),
na concentragdo de 3% numa lamina. A imediata produgdo de efervescéncia indica a conversao
de H,O, em 4gua e oxigénio gasoso. A prova da catalase deve ser realizada a partir de um meio
de crescimento sem sangue, porque eritrocitos por si s6 podem produzir uma reacao de catalase
fraca (KONEMAN et al., 2001). Entretanto, como a maioria dos laboratorios clinicos isola

estafilococos de meios ndo seletivos, contendo sangue, deve-se ter o cuidado de colher apenas a
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parte superior das colonias para execu¢do da prova de catalase, evitando-se, assim, a
contaminagdo com sangue e possiveis reagdes falso-positivas (KONEMAN et al., 2001).

A prova da coagulase ¢ decisiva na identificacao do S. aureus, e pode ser feita em lamina
ou em tubo. A maior parte dos S. aureus possui uma coagulase tinica ou “fator de agregacdo”, na
superficie da parede celular. Esse fator reage diretamente com o fibrinogénio presente no plasma
e produz rapida aglutinagdo das células bacterianas. Esta prova pode ser executada com
microrganismos provenientes de crescimento em agar sangue, dgar CNA ou outros meios
nutritivos ndo seletivos, mas nao deve ser realizada a partir de meios com elevado contetido em
sais (agar-manitol-salgado), porque o alto teor em sais, neste caso 7,5%, induz aglutinagdo
espontanea das c€lulas. Qualquer cepa negativa em lamina deve ser confirmada com a prova em
tubo, pois existem cepas deficientes em fator de aglutinacdo e usualmente produzem coagulase
livie (KONEMAN et al., 2001). Na prova em tubo, a coagulase estafilococica detectada €
secretada extracelularmente e reage com uma substancia presente no plasma denominada de
“fator de reacdo com a coagulase”, CRF, para formar um complexo que, por sua vez, reage com
o fibrinogénio, formando fibrina. As provas que sdo consideradas negativas apos quatro horas de
incubacdo a 35°C, devem ser mantidas em temperatura ambiente e lidas novamente apos 24
horas, ja que cepas podem produzir fibrinolisinas por incubagdo prolongada a 35°C, o que causa
a dissolugdo do codgulo durante o periodo de incubagdo (KONEMAN et al., 2001). Raras cepas
de S. aureus podem ser coagulase-negativas e alguns isolados de origem animal, como em nosso
caso (S. intermedius, S. hyicus, S. delphini e S. schleiferi subesp. coagulans) podem ser positivos
a prova de coagulase em tubo. Recentemente, isolados de infecgdes humanas dessa ultima
bactéria, encontrada na otite de caes eram positivas para prova em tubos. Esses isolados também
produziam DNAses termoestaveis ¢ poderiam ser confundidas com S. aureus. Estas cepas
podem ser diferenciadas do S. aureus, pela auséncia da produgdo de acidos a partir de maltose,
lactose, manitol, sacarose e turanose.

A prova da coagulase em tubos ainda ¢ um procedimento de referéncia na
identificacdo do S. aureus. Embora essa prova seja realmente realizada com isolados
desenvolvidos em meios de agar, também pode sé-lo de hemocultivos, desde que com
resultados positivos e sedimentadas por centrifugacao.

A fermentacdo do manitol é outra prova muito importante, pois o S. aureus
fermenta o manitol ao contrario de outros estafilococos coagulase-negativos, como o S.

epidermidis. Esta propriedade ¢ utilizada em estudos epidemioldgicos para detecgao do S.
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aureus nos solos e nas fezes, assim como para detec¢do de portadores nasais. O meio
utilizado ¢ o agar-sais-manitol, ou agar manitol-salgado. Esse meio contém manitol 1%,
NaCl a 7,5%, vermelho de fenol e peptonas. A alta concentracdo de sais inibe o
crescimento de outros microrganismos, com exce¢ao de enterococos e isola de forma
seletiva o estafilococo. O S. aureus pode ser detectado pela presenga de um halo amarelo
ao redor das colonias, o que indica a produ¢do de acido a partir do manitol. Entretanto,
outras espécies de estafilococos isoladas com pouca freqiiéncia também podem produzir
acidos a partir do manitol. Em conseqiiéncia, os microrganismos manitol-positivos, devem
ser controlados quanto a producao de coagulase.

Um teste definitivo para identifica-lo, ¢ o Voges-Proskauer que, em caso positivo
desenvolve cor vermelha. Este teste estd baseado na conversdo de acetil metil carbinol
(acetoina) em diacetil através da agcdo de hidroxido de potéssio e oxigénio atmosférico. O
diacetil ¢ convertido a um complexo vermelho sob a acdo catalitica de a-naftol e da
creatina. Observa-se neste teste, que a formagdo de acetoina e butileno glicol ¢ uma via
alternativa do metabolismo do acido pirtivico. As bactérias que utilizam esta via, como
certas linhagens do grupo Klebsiella-Enterobacter-Serratia-Hafnia, produzem apenas
pequenas quantidades de acidos mistos, que podem ser insuficientes para diminuir o pH do
meio de vermelho de metila o bastante para produzir uma mudanca de cor. Em
conseqiiéncia, muitas amostras de enterobactérias que sdo Voges-Proskauer-positivas, sdo
vermelho de metila-negativo e vice-versa, dado esse positivo na identifica¢do do S. aureus.
Para uma identificacdo segura do S. aureus ¢ importante a complementacdo entre os testes
anteriormente mencionados, para que se tenha certeza de que os isolados tratam realmente,

do microrganismo requerido neste trabalho.

2.4 EXTRACAO E PURIFICACAO DE DNA EM BACTERIAS

A extracdo e purificagdo de DNA gendmico de bactérias Gram-positivas, provenientes do
ubere bovino, foram estudadas recentemente (BUZZOLA et al., 2001; COUTO et al., 2001),
contudo, vérios métodos para isolamento do DNA de células procarioticas tém sido descritos
(BEL et al., 1986; OWEN e BORMAN, 1987, YACOOB e ZEALEY, 1988; PITCHER et al.,
1989). Estes pesquisadores demonstram ser mais faceis extrair DNA de bactérias Gram-negativas,

como a E.coli, que possui menor quantidade de peptidioglicano na parede celular que das Gram-
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positivas, de parede mais espessa e mais dificil de ser rompida. E de se concluir que a diversidade
de protocolos existentes, reflete a variabilidade da composicdo bioquimica encontrada em
diferentes células e microrganismos. Estas diferencas protocolares procuram solucionar problemas
decorrentes de DNAses endogenas, do isolamento de polissacarideos inibidores de enzimas (os
quais conferem ao DNA extraidos um aspecto gelatinoso e viscoso), de substancias fenolicas (que
conferem tom marrom devida a oxidagao dos compostos quinonicos) ou de outras substancias que
possam danificar o material genético, ou inibir a agdo da 7aq polimerase. Inlimeros compostos t€ém
sido usados para extrair o DNA e encontram-se comercialmente disponiveis. Alguns dos mais
utilizados sdo: Tiocianato de Guanidina (BEUI et al., 1986 ¢ PITCHER et al., 1989); Agepol
(Nonidet-Sigma), Soédio Duodecil Sulfato (SDS) (SAMBROOK, et al, 2002). Outros
pesquisadores utilizaram SDS juntamente com o CTAB (DELLAPORTA et al., 1983; DOYLE e
DOYLE, 1987), com bons resultados. Todos estes métodos envolvendo os reagentes citados
utilizam a temperatura, geralmente em torno de 60°C a 65°C. Comercialmente existem muitos
“Kits”, destinados a extracdo de DNA gendmico fundamentados nestes detergentes (BELII et al.,
1986 e PITCHER et al., 1989). Pesquisadores t€ém extraido DNA genomico de cocos Gram-
positivos, utilizando-se de enzimas como a lisozima e a estafilolisina para lise da parede celular,
(MYLLYS et al., 1997); (PEREIRA et al., 2002), obtendo amostras de DNA, porém com custo
mais elevado.

O Brometo de cetiltrimetilamonio (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide), CTAB ¢
um composto de amonia quaterndria, usado em cosméticos, desinfec¢do e sanitizagao bem
como na sintese organica de outros produtos. Apresenta formula C;9H4,BrN, com ponto de
fusdo maior que 230°C. Em outras palavras o CTAB também ¢ um detergente, que
solubiliza as membranas, formando um complexo com o DNA, facilitando uma posterior
precipitacdo diferencial deste complexo.

E mais comumente utilizado para extragdio de DNA de diferentes espécies
vegetais. Normalmente as extragcdes por este método fornecem DNA suficientemente puro
para digestdo com enzimas de restri¢do e para amplificagdes por PCR.

O tampao utilizado com CTAB, apresenta um pH entre 8,0 ¢ 9, 0, que ¢
desfavoravel a acdo de enzimas degradantes como as lipoliticas e lipodenases (pH 5,0 e
6,0) e de DNAses endogenas (pH 7,0). Outro artificio utilizado ¢ o uso de EDTA (4cido
etileno diamino tetracético) nos tampdes de extracdo (BRASILEIRO e CARNEIRO,

1998). Este composto ¢ um agente quelante de cations divalentes, como Mg™ ¢ Ca™ e,
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portanto inibe a agdo das DNAses que usam metais como co-fatores (SAMBROOK et al.,
2002). Para evitar efeitos indesejaveis de oxidacao, diferentes produtos podem se incluidos
nos tampdes de extracao, como a polivinilpirrolidona solavel (PVP-40), a albumina de soro
bovino (BSA) em concentragdes de 1% a 2%. O PVP ¢ um antioxidante que inibe a acao
de compostos fenolicos. A BSA atua absorvendo os polifendis e, portanto, evitando a agdo
oxidativa dessas substancias tornando o DNA inacessivel as enzimas de restri¢cdo
(BRASILEIRO e CARNEIRO, 1998; BITTENCOURT, 2000).

Outro composto que pode ser incluido nos tampdes de extragdo para evitar a
oxidagdo por compostos fenolicos € o B-mercaptoetanol a 2%. Ele ¢ um agente redutor que
desnatura peroxidases e polifenoloxidases, impedindo a a¢do danosa destas enzimas sobre
o DNA (BRASILEIRO e CARNEIRO, 1998). Seu aumento para a concentragdo de 5%,
aumenta a quantidade e a qualidade do DNA extraido. Algumas preparacdes podem
necessitar de uma etapa de purificacdo posterior para remog¢ao de contaminantes como
fenois, polissacarideos e lipidios.

O aspecto do DNA ao final da extragdo pode ser utilizado para diagnosticar se
ocorreu o co-isolamento de substancias fendlicas, degradacio do DNA por DNAses
enddgenas, co-isolamento de polissacarideos que podem inibir enzimas € o co-isolamento
de outros compostos secundarios que podem danificar o DNA ou inibir a Taq polimerase.
Dentre estes aspectos observa-se a contaminacao por polifendis que pode ser evidenciada
pela coloragdo do DNA, que tende a ficar marrom. O escurecimento ¢ devido a oxidacao
dos polifendis em compostos quindnicos. Estes por sua vez, sdo agentes oxidantes que
danificam DNAs e também proteinas. O co-isolamento de polissacarideos pode ser
facilmente detectado pelo aspecto gelatinoso e excessivamente viscoso do DNA. A
contaminagdo por DNAses enddgenas resultam no aparecimento de DNA degradado
quando visualizado em gel de agarose (BITTENCOURT, 2000). O DNA genomico obtido
para que tenha boa qualidade, deve ser purificado de substancias indesejaveis, as quais
prejudicariam técnicas como a RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
(WILLIAMS et al., 1990), PCR (Polymerase Chain Raction) e seqlienciamento de
amostras ja amplificadas.

Apos a etapa de ressuspensao do conteudo celular, realiza-se normalmente uma
desproteinizagdo por meio de uma ou mais extracdes com solventes organicos (fenol ou

cloroférmio: alcool isoamilico), seguida de centrifugacdo para separar a fase orgénica da



14

aquosa. Esses solventes desnaturam proteinas que ficam na interface, enquanto o DNA e
outras substancias contaminantes, como carboidratos ¢ RNAs, se mantém na fase aquosa.
Alguns protocolos utilizam proteases antes da extracdo com solventes organicos, o que
facilita a separagdo do DNA das proteinas da cromatina (BRASILEIRO e CARNEIRO,
1998; BITTENCOURT, 2000).

Apoés a etapa de desproteinizagdo, o DNA pode ser precipitado ou sofrer outros
tratamentos que o separam dos outros contaminantes. A dialise pode ser considerada uma
etapa da purificagdo do DNA, pois elimina diversos contaminantes de baixo peso
molecular. O DNA pode ser concentrado por precipitacdo por meio de alcool etilico 96% a
100%, podendo realizar-se uma segunda precipitacdo com alcool etilico com concentragao
de 70% a 80% que remove sais que co-precipitam com o DNA (BRASILEIRO e
CARNEIRO, 1998; BITTENCOURT, 2000).

2.5 MARCADORES MOLECULARES

Os distintos tipos de marcadores moleculares hoje disponiveis diferenciam-se pela
tecnologia utilizada para revelar variabilidade do DNA, e assim variam quanto a habilidade
de detectar diferencas entre individuos, custo, facilidade de uso, consisténcia e
repetibilidade. Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados em
dois grupos, conforme a metodologia utilizada para identificd-los: hibridizacdo ou
amplificacdo de DNA (POLLASTRY, 2002).

Entre os identificados por hibridizagdo estdo os marcadores RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) e minissatélites ou locos VNRT (Variable Number of
Tandem Repeats) (JEFFREYS et al., 1985). Ja aqueles revelados por amplificagdo incluem
os marcadores do tipo: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (WILLIAMS et al.,
1990), SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions), STS (Sequence Tagged Sites)
(PARAN e MICHELMORE, 1991), Microssatélite (LITT e LUTTY, 1989), e AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) (VOS et al.,, 1995). As tecnologias de
marcadores moleculares estdo evoluindo rapidamente e modificacdes ja existem para
algumas das técnicas acima descritas. Contudo, os tipos de marcadores aqui listados sao
ainda os mais utilizados em estudos genéticos. Atributos como consisténcia e tempo para

obtencdo de resultados, nivel de polimorfismo obtido, custo e facilidade de uso sdo
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importantes para a implementac¢do de marcadores moleculares na anélise de polimorfismos

(FERREIRA e GRATAPAGLIA, 1998).

2.5.1 Amplificacido ao Acaso de DNA Polimorfico (RAPD)

Um aspecto dos mais fundamentais da revolugdo causada pela PCR foi a
possibilidade de se gerar grandes quantidades de DNA de segmentos especificos do
genoma. DNA em grande quantidade pode ser facilmente detectado a olho nu diretamente
em gel de eletroforese através de corantes especificos para DNA (ex. brometo de etidio).
Entretanto, a técnica de PCR apresentava uma limitacdo significativa na obtencdo de
marcadores moleculares anonimos distribuidos pelo genoma. A construgdo de iniciadores
para a amplificagdo via PCR dependia essencialmente do conhecimento prévio das
seqiiéncias de nucleotideos que flanqueiam a seqiiéncia de DNA de interesse
(BITTENCOURT, 2000). Para se conhecer estas seqiiéncias ¢ necessaria a clonagem e
seqiienciamento da regido. Em vista disso, com excecdo de alguns genes de seqiiéncia
conhecida, a PCR apresentou de inicio, um uso limitado como técnica para obtencdo de
marcadores moleculares. O grande avango na area de marcadores moleculares baseados em
PCR ocorreu em 1990, com a idéia de se utilizar iniciadores mais curtos e de seqiiéncia
arbitrdria para dirigir a reacdo de amplificagdo, eliminando assim a necessidade do
conhecimento prévio de seqiiéncia. Esta técnica foi desenvolvida independentemente por
dois grupos nos Estados Unidos. WILLIAMS et al. (1990) patentearam a tecnologia com o
nome mais comumente utilizado, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), DNA
polimoérfico amplificado ao acaso. Neste trabalho classico, este grupo descreveu a técnica
no contexto da andlise Mendeliana, demonstrando a identificagdo de marcadores genéticos
para mapeamento. A técnica de RAPD distingue-se das demais pelo fato de utilizar
iniciadores curtos com dez pares de bases de extensdo, por razao probabilistica. Existem
4" seqiiéncias diferentes de dez nucleotideos, somando cerca de um milhdo delas. A
seqiiéncia nucleotidica dos iniciadores ¢ arbitraria, ao contrario de outras que requerem
informagdes a respeito da seqiiéncia de DNA alvo, para o desenho de iniciadores
especificos (WILLIAMS et al.,, 1990). Considerando um genoma de 100.000.000
nucleotideos, e supondo que a seqiiéncia seja completamente aleatdria, € esperado que, em

média, existam para cada uma das seqiiéncias de RAPD cerca de 100 seqiiéncias que sejam
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idénticas, no genoma, a seqiiéncia de RAPD. Caso elas estejam dispostas
palindromicamente, ha a amplificagdo por PCR. Se uma seqiiéncia aleatdria apresentasse
15 nucleotideos, haveria apenas uma probabilidade de 1/10 de haver seqiiéncia idéntica em
um genoma de 100 milhdes de nucleotideos, pois 4" sdo aproximadamente um bilhdo
(WILLIAMS et al., 1990). WELSH e McCLELLAND (1990), por sua vez, propuseram a
denominacao mais apropriada para a técnica, chamando-a de AP-PCR (Arbitrarily Primed-
Polymerase Chain Reaction) uma vez que os iniciadores possuem seqii€éncia arbitraria, mas
a amplificacdo tecnicamente ndo ocorre ao acaso, mas sim em lugares especificos no
genoma. O experimento deste grupo foi essencialmente a geracdo de "fingerprints"
(impressoes digitais) gendmicos simples e reproduziveis para a identificacdo de linhagens,
utilizando géis de eletroforese em poliacrilamida de maior poder de resolucio juntamente
com iniciadores um pouco mais longos.

Desde sua descricdo, o uso de marcadores RAPD na andlise genética e no
melhoramento de plantas tem tido uma difusdo extremamente rapida. As aplicagdes
incluem: a obtencdo de padrdes gendmicos de individuos, variedades e populagdes. A
analise da estrutura e diversidade genética em populagdes naturais, populagdes de
melhoramento e bancos de germoplasma; O estabelecimento de relacionamentos
filogenéticos entre diferentes espécies; A construgdo de mapas genéticos de alta cobertura
genOmica e a localizagdo de genes de interesse econdomico. RAPD ¢ basicamente uma
variacdo do protocolo de PCR, com duas caracteristicas distintivas: Utiliza um iniciador
unico ao invés de um par de iniciadores; o iniciador Uinico tem seqiiéncia arbitréria, e,
portanto a posi¢cdo da seqiiéncia alvo ¢ desconhecida. Para que haja amplificagdo de um
fragmento RAPD no genoma analisado, duas seqiiéncias de DNA complementares ao
iniciador arbitrario devem estar suficientemente adjacentes (< 4000 pares de bases) e em
orientacdo oposta, de maneira a permitir a amplificagdo exponencial de um segmento de
DNA pela DNA polimerase. Em funcdo da grande quantidade de DNA produzido, este
segmento pode ser visualizado diretamente na forma de uma banda num gel de
eletroforese. A eletroforese ¢ geralmente conduzida em gel de agarose e a visualizacao ¢
feita com brometo de etidio em luz ultravioleta. A natureza molecular do polimorfismo
RAPD ndo ¢ inteiramente conhecida. Entretanto, evidéncias experimentais indicam que

diferengas de apenas um par de bases (mutagdes de ponto) sdo suficientes para causar a
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ndo complementaridade do iniciador com o sitio de iniciagdo e assim impedir a
amplificacdo de um segmento (WILLIAMS et al., 1990).

Outras fontes de polimorfismo podem incluir delecdes de sitios de iniciagdo ou
inser¢des que colocam dois sitios de iniciagdo adjacentes a uma distancia acima daquela
que a DNA polimerase ¢ capaz de percorrer. Assim, o segmento amplificado (banda no
gel) esta presente ou ausente. Uma caracteristica fundamental dos marcadores RAPD ¢ o
fato deles se comportarem como marcadores genéticos dominantes. Dominancia neste caso
nao se refere ao conceito classico de interacao entre alelos de um mesmo loco, ¢ sim
puramente do ponto de vista da interpretacdo relativa entre gendtipo e fenotipo de um
individuo. Ao se observar uma banda RAPD no gel, ndo ¢ possivel distinguir se aquele
segmento se originou a partir de uma ou de duas copias da seqiiéncia amplificada. Ou seja,
um individuo dipléide homozigoto para aquele loco RAPD possui dois "alelos" RAPD
idénticos (AA) a partir dos quais a amplificacdo ocorre. Por outro lado, um individuo
heterozigoto (Aa) para o mesmo loco RAPD possui um "alelo" (A) que ¢ amplificado e
outro (a) que ndo o ¢, devido a qualquer uma das causas de polimorfismo mencionadas
anteriormente. A detec¢do dos segmentos RAPD nao tem sensibilidade quantitativa
suficiente para discriminar os dois casos. Por isso enquanto o gendtipo homozigoto
"recessivo" (aa) ¢ identificado pela auséncia da banda no gel (fendtipo nulo), os genotipos
homozigoto "dominante" (AA) e heterozigoto (Aa) sdo colocados juntos na mesma classe
fenotipica, isto €, a presenca da banda no gel. A técnica RAPD detecta, assim, apenas um
alelo em cada loco. A auséncia de banda representa, na verdade, o conjunto de todos os
outros alelos daquele loco que ndo podem ser amplificados por um motivo ou outro (ex.
mutagdo, inser¢ao, delegao).

Embora a grande maioria dos marcadores RAPD possua um comportamento
"dominante", existe a possibilidade de se amplificar marcadores co-dominantes, ou seja,
amplificar ambos os alelos de um loco (individuo dipléide) utilizando-se o mesmo
iniciador. Co-dominancia de marcadores RAPD resulta de pequenas inser¢des ou delegdes
de DNA entre os sitios de iniciacdo dos iniciadores. A deteccdo de marcadores co-
dominantes tipicamente sé ¢ possivel ser feita em experimentos que envolvam a analise de
segregacdo de marcadores em progénies lado a lado com os parentais como, por exemplo,
durante a constru¢do de mapas genéticos. Nestas condi¢des experimentais existe um

modelo genético de segregacdo Mendeliana ao quais alelos co-dominantes devem se
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adequar. Basicamente, alelos co-dominantes RAPD devem ser amplificados com o mesmo
iniciador e estar presentes simultaneamente em individuos heterozigotos. Experimentos de
confirmacao de co-dominancia podem ser realizados através da utilizacdo de um dos
segmentos RAPD como sonda de hibridizagdo contra o outro segmento suspeito co-
dominante. Freqiientemente, detectam-se segmentos RAPD funcionalmente co-
dominantes, mesmo quando resultantes da amplificagdo por iniciadores diferentes. Neste
caso, 0s segmentos aparecem na progénie de forma mutuamente exclusiva, ou seja, sem
qualquer evento de recombinacdo entre eles (PARAN e MICHELMORE, 1991).

A principal limitagdo dos marcadores RAPD ¢ o baixo contetido de informagao
genética por loco. Apenas um alelo ¢ detectado, o segmento que ¢ amplificado, enquanto
que as demais variagdes alélicas sdo classificadas conjuntamente como um alelo nulo.
Excecdo feita para alelos co-dominantes, resultantes de pequenas inser¢des ou delecdes no
loco RAPD. Genétipos heterozigotos ndo podem ser diretamente discriminados dos
homozigoto pela técnica RAPD. Esta limitacdo ¢ comumente descrita como "dominancia"
dos marcadores RAPD. Outro aspecto que pode ser uma limitacdo em alguns casos € o
desconhecimento prévio da base genética das bandas RAPD. Estritamente falando, uma
banda RAPD observada no gel s6 pode ser considerada um marcador de comportamento
Mendeliano depois de verificada sua segregacdo de parentais para descendentes. E
importante ressaltar, no entanto, que este pré-requisito ¢ necessario, em principio, para
todo e qualquer tipo de marcador molecular, isoenzimas, RFLP ou outros. Assim como
para todos os tipos de marcadores, no caso dos marcadores RAPD algumas bandas sdo
facil e claramente interpretadas, enquanto que outras sdo ambiguas. A ambigiiidade pode
resultar: de um iniciador especifico discriminar entre sitios de amplificacdo distintos; da
competi¢ao entre diferentes sitios de amplificagcdo por substrato e enzima, de maneira que a
presenca de certos segmentos pode interferir com a amplificagdo de outros, num processo
equivalente a uma interagao "epistatica" entre marcadores o que influencia o fen6tipo final
das bandas; de problemas relacionados com a padronizacdo de condi¢cdes de amplificacio.
Variagao de laboratorio para laboratorio, como resultado de perfis térmicos diferentes entre
diferentes aparelhos termocicladores tem sido observada (PENNER et al., 1993; WANG et
al., 1993). Dentre as diversas técnicas utilizadas, RAPD ¢ a de menor nimero de etapas e
tempo para obter resultados além de facil execucdo. Contudo, apresenta a desvantagem de

ser de baixa repetibilidade e pouca consisténcia de um laboratoério para outro, o que
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dificulta a comparacdo entre dados obtidos em diferentes locais. Em geral como ndo ¢
necessario o conhecimento prévio sobre o genoma da espécie avaliada e os iniciadores
utilizados sdo aleatorios, uma série de reagdes costuma ser realizada (cada reagdo um
iniciador) para se avaliar o polimorfismo através de RAPD. No entanto alguns trabalhos
tém sugerido que quando a variabilidade genética ¢ elevada em uma populacdo, o uso de
poucos iniciadores, ou um menor nimero de reagdes seria suficientes, o que reduziria custo

e tempo operacional (WILLIAMS et al., 1990).

2.5.2 Reacido em Cadeia da Polimerase (PCR)

A reagdo da polimerase em cadeia ¢ hoje uma tecnologia com inumeras aplicagdes
em medicina veterindria, tanto em pesquisa basica como aplicadas, tendo proporcionado a
seu autor, Kary B. Mullis, no inicio da década de 90, o prémio Nobel de medicina. Por
meio da PCR, pode-se, a partir de uma tnica molécula de DNA, gerar cem bilhdes de
moléculas similares em uma tarde (MULLIS, 1990). PCR pode ser definido como um
método “in vitro” para produzir grandes quantidades de um fragmento especifico de DNA,
de tamanho e seqiiéncia definidos, a partir de uma pequena quantidade de um molde
complexo de acido nucléico (MULLIS e FALOONA, 1987; SAIKI et al., 1988). O nimero
de fragmentos amplificados duplica-se a cada ciclo da reag¢do, sendo, portanto, um
processo exponencial.

A reagdo de amplificagdo ¢ catalizada pela DNA polimerase que alonga um
pequeno fragmento de DNA de fita simples, chamado de oligonucleotideo iniciador ou
“primer”, quando este estd ligado a uma fita molde de DNA. O alongamento ¢ feito pela
adicdo na extremidade 3’ do iniciador, do nucleotideo complementar ao nucleotideo
correspondente na fita molde. O fragmento amplificado ¢ aquele compreendido entre as
duas extremidades 3’ de um segmento duplex, complementares aos dois iniciadores
utilizados na reacao. Os iniciadores sao sintetizados artificialmente, tendo como base uma
seqiiéncia de nucleotideos complementares as seqiiéncias que delimitam o fragmento de
acido nucléico a ser amplificado. A PCR ¢ inicializada pela separagdo das fitas moldes de
DNA, através da elevacao de temperatura da reagdo, ao que se chama de desnaturagdo. A
temperatura ¢ entdo diminuida para que haja o anelamento dos iniciadores com o molde de

DNA, e a polimerase possa atuar estendendo um novo fragmento. O fragmento produzido
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na reagdo anterior serve também como molde para a reacdo seguinte. PCR envolve,
portanto, ciclos repetidos de desnaturagdo do DNA, anelamento dos iniciadores com as
seqliéncias complementares e polimerizagao da fita complementar ao molde. Os segmentos
de DNA sdo sintetizados em uma progressdo geométrica, pois a cada ciclo origina-se um
novo segmento a partir do inicial e de cada um dos segmentos ja produzidos no ciclo
anterior. Inicialmente, a enzima utilizada para a reagdo de PCR era a DNA polimerase de
E. coli, fragmento Klenow da polimerase I (ERLICH et al., 1991; SLIGHTOM et al.,
1995) que, por ser termolabil, era adicionada a cada ciclo de reacdo, porque era destruida
na etapa seguinte de desnaturag¢do. Atualmente, ¢ utilizada a DNA polimerase isolada da
bactéria termofila Thermus aquacticus (SAIKI et al., 1988), por isso chamada Tag
polimerase. Essa enzima permite a realizagdo de multiplos ciclos de reacdo, com uma
unica adi¢ao de enzima, o que possibilitou a automatiza¢ao da reacdo, generalizando seu
uso. A Tag polimerase suporta temperaturas de 95°C e ¢ mais ativa entre 70°C e 75°C,
temperatura em que o pareamento entre os iniciadores e o DNA ¢é mais especifico
(estringente), do que a 37°C, temperatura 6tima para a polimerase de E. coli (SINGER et
al., 1993). Para uma reagdao de PCR ¢ necessario, portanto, amostra do acido nucléico com
o fragmento molde, a enzima catalizadora da reacdo, os iniciadores especificos, os
nucleotideos que constituirdo o novo fragmento e os cofatores da reacdo, € um tampao.

PCR tem a vantagem de necessitar somente de quantidades muito pequenas do
DNA a ser ampliado, menores que a de RAPD. E uma técnica tdo sensivel, que o DNA
isolado de uma tnica célula, ¢ suficiente para detec¢do de seqiiéncias especificas de genes.
Além da deteccdo de genes em um DNA gendmico, a PCR pode ser aplicada para:
clonagem de DNA; sequénciamento; quantificacdo de seqiiéncias especificas; analise de
expressdo génica pela amplificacdo a partir de mRNA; mutagénese direta e indireta;
analise da estrutura de genomas; analise de interacdes DNA-proteina; evolucdo molecular;
identificagdo de mutacdes, novos membros de familias multigénicas e de polimorfismo;
diagnostico de patdogenos e de doencas hereditarias; identificacdo de anormalidades
cromossomais; mutagdes somaticas especificas e terapia génica (BRASILEIRO e
CARNEIRO, 1998).

O resultado da amplificagdo de acido nucléico por PCR pode ser facilmente
visualizado por eletroforese em gel de agarose. O sucesso da amplificacdo depende das

condi¢gdes da reagdo, da pureza dos reagentes utilizados e dos diferentes parametros da
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reagdo. Tais parametros podem ser testados e otimizados em diferentes reagdes e devem
ficar dentro dos limites a seguir citados, pois acima disso podem provocar o aparecimento
de produtos inespecificos, onde a quantidade de enzima varia em torno de 1,0 a 2,5 U para
reagdes com volumes finais de 25 a 50 pL ou 1 a 4 U para reagdes para um volume final de
100 pL. A concentragcdo de cada nucleotideo deve ficar entre 20 e 200 uM (MULLIS e
FALLONA, 1987; BRASILEIRO e CARNEIRO, 1998). Os oligonucleotideos iniciadores
devem estar em uma concentracao de 100 a 500 mM, e a concentracdo de magnésio no

tampao em torno de 0,5 a 2,5 mM.

2.5.3 Seqiienciamento do DNA

O seqilienciamento do DNA pode ser feito a partir do DNA mode inserido em
plasmidio, ou em produto de PCR. Segundo a EMBRAPA (2006), podem ser utilizados os
kits de seqiienciamento da Applied Biosystems ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction (Kit versio 3.1), ou o Kit DYEnamic™ ET dye terminator
MegaBACE™ (Amersham Biosciences), para sua realizagdo. A cultura para o crescimento
bacteriano ¢ minipreparagdo plasmidial pode ser realizado em formato de placa de 96
pocos ou em amostras individuais para cada isolado, dependendo do ntimero de amostras a
serem trabalhadas. O procedimento baseia-se no crescimento bacteriano em meio de
cultura liquido LB ou Circle Grow, lise alcalina e purificagdo com sistema de filtragem
Millipore para as placas de 96 pogos mediante centrifuga¢do, ou outros meios de
purificacdo do DNA plasmidial ou de PCR (EMBRAPA, 2006). O procedimento de
purificacdo da reacdo de seqiienciamento antes da andlise eletroforética ¢ realizado
seguindo as recomendacdes especificadas para o kit de seqiienciamento do ABI e baseia-se
essencialmente em precipitagdo do DNA com etanol e remogdao dos nucleotideos nao
incorporados pela centrifugacdo e lavagem do pellet de DNA (EMBRAPA, 2006).
Devidamente secos os pellets sdo submetidos a eletroforese no ABI 377 em placas, ou em
ABI 3700, com tubos capilares, dependendo do ntimero de amostras a seqilienciar. Este
ultimo consegue leitura para entre 500 e 700 amostras, enquanto que em placas, o ABI 377
tem capacidade geralmente para 50 amostras. Na eletroforese com gel o tempo de corrida ¢
de até 20 horas, tempo este no qual, se medem os comprimentos de ondas, por ocasido da

passagem de um feixe de luz emitido através do gel, dados estes que sdo registrados ao
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nivel de programas computacionais, gerando “eletroforetogramas”, também chamado de
cromatograma. O eletroforetograma apresenta cores pré-estabelecidas para cada um dos
quatro nucleotideos encontrados no DNA ou RNA. No caso do DNA, a adenina ¢ corada
em verde, a guanina em preto, a citosina em azul e por ultimo, a timina ¢ corada em
vermelho (EMBRAPA, 1996). A seqiiéncia dessas bases pode ser vista também de uma
segunda forma, ou seja, pela utilizagcdo das letras iniciais de cada uma das bases, ao se
mudar o tipo de linguagem computacional. Um dos programas utilizados para realizagao
deste trabalho, ¢ o Bioedit 5.0.6 que permite, além de outras tarefas, a edi¢do das
seqiiéncias, a corre¢do de “gaps”, como se verd em seguida ao tratarmos do tema de andise

de distancia (EMBRAPA, 2006).

2.5.4 Analise de Distancia

A anélise de distancia requer varias etapas, para obter-se uma arvore filogenética
final que possa representar sua histéria evolutiva (CRUZ, 2001). E necessario construir
esta arvore e avalia-la (HERSHKOVITZ e LEIPE, 1998).

Antes do desenvolvimento deste processo ¢ necessaria, por se tratar de filogenia
molecular, que se defina uma molécula que leve em conta as semelhancas entre os
microrganismos. A andlise filogenética de DNA ou proteina ¢ uma importante ferramenta
para estudar a historia evolutiva dos microrganismos. Uma vez que a taxa evolutiva das
seqiiéncias varia com o gene ou segmento de DNA (WILSON et al., 1977) por estar sobre
pressao de selecao, variando entre um gene ou outro, entre diferentes partes do mesmo
gene, e entre uma linha e outra de descendentes. Isso significa que seqiiéncias de
nucleotideos podem mudar rapido o suficiente para mostrar variagdo significante ao nivel
intraespecifico (pseudogenes, ou sitios silenciosos de cédons), considerando que as
seqliéncias que sdo cruciais para fungdes altamente conservadas, permanecerao
reconheciveis. Esta variacdo de taxas permite compara-las, caso sejam bem escolhidas.
Também significa que andlises cada vez mais sofisticadas tém que ser desenvolvidas para
extrair a0 maximo a informacgao filogenética (YONG, 1992).

A andlise filogenética ¢ por outro lado, importante para estudar-se o padrdao de
familias multigenes (ATCHLEY e ZHU, 1997), bem como para entender a evolugdo
adaptativa ao nivel molecular (JERMANN et al., 1995; WISTOW, 1993). Esta técnica
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permite uma visdo aprofundada do mecanismo de manutencdo de alelos polimodrficos em
populagdes (TAKAHATA, 1993). Entretanto, existem duas razdes pela qual a filogenia
molecular pode falhar: a similaridade entre as seqiiéncias pode ndo ocorrer devido a
ancestralidade de um gene, que pode ndo ser representativa da historia evolutiva do genoma
como um todo. A evolucdo convergente ¢ um problema menor para o genotipo do que para o
fenotipo, uma vez que o mapa a partir do genotipo para o fendtipo ¢ redundante. Desta
forma, a acdo de forcas seletivas similares pode causar a mesma capacidade metabolica
evoluir independentemente em diferentes organismos, mas ¢ virtualmente certo que as
seqiiéncias dos genes responsaveis irdo reter diferengas caracteristicas (YONG, 1992).

Emile Zuckerkandl e Linus Pauling em 1965 introduziram a idéia de que moléculas
podem ser usadas como “‘cronémetros moleculares” (ZUCKERKANDL e PAULING, 1965),
abrindo a possibilidade do uso de moléculas de DNA ou proteina como “documentos da
historia evolutiva” de seres vivos. Uma década mais tarde, Carl Woese ¢ colaboradores
identificaram o gene para o RNA ribossomal de 16S, como poderoso marcador filogenético,
utilizando-o para propor um terceiro dominio dos seres vivos, o dominio das Arqueobactérias
(FOX et al., 1980). O conteudo informativo das moléculas marcadoras € critico na analise
filogenética e o esfor¢o para reconstruir a histéria de um gene ou organismo analisando
seqiiéncias moleculares particulares estd em fungdo do numero e carater das mudancas
detectaveis na seqiiéncia. Assim, o conteiido informativo maximo depende do numero de
nucleotideos ou de aminoacidos da molécula e dos estados potenciais assumidos pelos
caracteres (4 nucleotideos e 20 aminodacidos). Portanto, a andlise comparativa de moléculas
marcadoras permite somente uma primeira aproximac¢do do curso da evolucdo bacteriana
(LUDWIG e SCHLEIFER, 1999).

Diversas ferramentas para alinhar seqiiéncias foram desenvolvidas nos ultimos 25
anos, podendo-se dividi-las “grosseiramente” em GLOBAL e LOCAL, que por sua vez sdo
separadas em métodos de alinhamento em PARES, por estudarem duas seqiiéncias e
MULTIPLO, mais de duas seqiiéncias (ALTSCHUL, 1997; ALTSCHUL et al., 1997). A
maioria dos métodos de analise filogenética trabalha a partir de um grupo de seqii€ncias
alinhadas pelo método de alinhamento multiplo, quando se querem estabelecer relagdes
evolutivas de um grupo de organismos. Neste caso, as seqii€ncias sdo dispostas cada uma

numa linha, de modo que cada base seja colocada numa coluna chamada de sitio que
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contenha esta mesma base em todas as seqiiéncias, sem que para isso a estrutura primaria
da molécula seja alterada.

Para isso se aceita o pressuposto de que a semelhanga entre as seqiiéncias reflete a
hipdtese de homologia entre elas. A Unica alteragdo permitida ¢ a introducdo de espagos
denominados falhas (“gaps”) que representam delecdes de nucleotideos, durante a
evolugdo. Normalmente como nao se tem informagdes sobre a ancestralidade em relagao
aos organismos nas analises filogenéticas, ¢ valido pensar que as falhas possam representar
inser¢des nas seqiiéncias que nao as possuem. Uma falha € dificil de interpretar em termos
evolutivos, ndo havendo métodos confidveis que possam usar a informagdo contida em
seus padroes (GOLDMAN, 1997). Entre duas seqiiéncias ¢ possivel encontrar diversas
possibilidades para o alinhamento e este problema torna-se mais grave no alinhamento
multiplo. O nimero de comparagdes aumenta geometricamente em relacdo ao numero de
seqiiéncias a serem alinhadas, tornando os calculos impraticaveis, quando se trabalha com
algumas dezenas de seqiiéncias, mesmo em computadores com grande capacidade de
analise. Por isso a maior parte dos programas para esta finalidade utiliza um conceito
denominado alinhamento progressivo (SANKOFF, 1975).

A idéia de alinhamento progressivo depende da existéncia de um relacionamento
filogenético entre as seqiiéncias, para que o alinhamento comece a ser feito entre as
seqiiéncias mais proximas e seja “progressivamente” conduzido, até que a seqiiéncia mais
distante seja incorporada. Este fato remete a um paradoxo: a andlise filogenética de um
grupo de seqiiéncias depende do correto alinhamento entre elas e, da mesma forma, para se
conseguir o alinhamento confidvel é preciso ter um alinhamento prévio das relagdes
filogenéticas entre as seqiiéncias. Na pratica, os programas mais usados, como o Clustal W,
HIGGINS et al. (1994), partem do alinhamento aos pares, montam uma matriz de
similaridade entre todos os pares de seqiiéncias e calculam a “arvore filogenética”
grosseira para guiar o alinhamento multiplo propriamente dito. Este método ndo garante
que tenhamos sempre o melhor alinhamento possivel, mas torna-se tanto mais confiavel
quanto maior for o grau de conservagado entre as seqiiéncias e € bastante rapido, permitindo
o alinhamento de centenas de seqiiéncias em relativamente pouco tempo.

Até o presente momento, dois elementos do modelo de substitui¢do podem ser
acessados para dados de nucleotideos, mas nao para dados de aminoacidos ou c6dons. Um

deles ¢ o modelo de substituicao entre bases, e o outro a taxa relativa de substitui¢ao entre os
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diferentes sitios da seqiiéncia. Varidveis mais complexas, como os modelos de substitui¢ao
sitio-especifico ou linhagens-especificas, ndo podem ser determinados (HERSHKOVITZ e
LEIPE, 1998).

Para estabelecer o modelo de substituicdo entre bases ¢ preciso considerar dois
tipos de substitui¢des de bases, quimicamente distintos, que sdo observados no DNA. A
primeira ¢ aquela onde uma base € substituida por outra quimicamente semelhante, ou seja,
uma purina sendo substituida por outra purina (ex., A—G) ou uma pirimidina substituida
por outra pirimidina (ex. C—T). A este tipo de substituigio denomina-se TRANSICAO. O
segundo tipo ¢ aquele que ocorre a substituicdo de bases quimicamente distintas, como
uma purina sendo substituida por uma pirimidina (ex., A—C) ou vice-versa. A esse
segundo tipo de substituigdo di-se o nome de TRANSVERSAO. A transversio
normalmente ¢ menos comum de que a transi¢ado (HERSHKOVITZ e LEIPE, 1998).

Na pratica, a especificacdo das taxas relativas de substituicdes entre residuos
particulares normalmente tem a forma de uma matriz quadrada, com um niimero de linhas
e colunas sendo igual a quatro para as bases do DNA. Estas matrizes podem determinar, os
“pesos” que serao aplicados as substituigdes pelos algoritmos de constru¢ao da arvore,
como sdo feito quando se usa o método de Méaxima Parcimonia. Neste caso, onde a matriz
de “pesos” ¢ aplicada, o método ¢ referido como “Parcimoénia Ponderada”. Para os
métodos de constru¢do de arvores de distancia e Maxima Verossimilhanga, o “peso” dado
as substituicdes pode ser derivado dos proprios dados, sendo a matematica envolvida mais
complexa (HERSHKOVITZ e LEIPE, 1998).

O segundo elemento, a taxa relativa de substituicdo total entre diferentes sitios,
também afeta os resultados da constru¢do da arvore. O exemplo mais 6bvio desta variagao
¢ aquela entre as trés posicoes de codon, onde a terceira posi¢ao tende a ser a mais variavel
que as duas primeiras. Por esta razdo, em algumas andlises feitas a partir de seqiiéncias
codificadoras de proteinas, a terceira posicdo ¢ excluida (HERSHKOVITZ e LEIPE,
1998). Variagdo entre sitios também ¢ observada no 16S rRNA, entre as posi¢des mais ou
menos conservadas (VAN DE PEER et al., 1996). Entretanto, as abordagens a esta questao
sdo matematicamente mais complexas como no modelo ndo paramétrico (YANG et al.,
1996) e no modelo invariante ¢ modelo de distribuicdo gama (SWOFFORD et al., 1996).

Estes modelos ainda ndo sdo rotineiramente empregados, mas o modelo de distribui¢ao
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gama comega a ganhar for¢a, na medida em que novos algoritmos tém sido desenvolvidos
e disponibilizados nos pacotes de programas para analises filogenéticas.

A reconstru¢ao de arvores filogenéticas usando métodos estatisticos foi iniciada
independentemente em taxonomia numérica para caracteres morfologicos (SNEAT e
SOKAL, 1973) e em genética de populagdes para os dados de freqii€éncia génica
(CAVALLI-SFORZA ¢ EDWARDS, 1964). Alguns dos métodos estatisticos
desenvolvidos para este proposito sao ainda usados na andlise filogenética de dados
moleculares, mas recentemente novos métodos t€ém sido desenvolvidos. As relagdes
genéticas sdo tradicionalmente representadas em um diagrama denominado de “arvore”,
assim denominado devido a maneira com que os ramos das diferentes linhagens analisadas
sdo arranjados, lembrando os ramos de uma arvore. Embora esta representagdo ndo mostre
todas as possiveis variagdes da maneira como os organismos evoluem (ex: sdo incapazes
de mostrar a transferéncia horizontal da informag¢do genética), ela tem persistido, por ser,
freqlientemente, uma aproximagdo e por ser a maneira mais facilmente tratada
computacionalmente (GOLDMAN, 1997).

O estudo de arvores forma uma parte da matematica conhecida como teoria grafica
e, embora haja uma consideravel variagdo nos termos usados, alguns deles sdo aqui
definidos e denominados, para um melhor entendimento das discussdes posteriormente
apresentadas acerca deste assunto. Segundo NEI et al. (1995) e NEI (1996), consideram-se
atualmente a reconstrucdo de uma arvore filogenética como uma inferéncia estatistica de
uma verdadeira arvore filogenética, entendendo-se como ‘“verdadeira” a real histéria
evolutiva do grupo de organismo em estudo. Ha dois processos envolvidos nesta
inferéncia: “estimativa” da topologia ou do padrdo de ramos de uma arvore e estimativa
dos comprimentos dos ramos para uma dada topologia de arvore. Quando a topologia ¢
conhecida, estimativas estatisticas do comprimento dos ramos sdo relativamente simples. O
problema maior reside na estimativa ou reconstru¢do de uma topologia.

O numero de topologias a serem analisadas aumenta rapidamente em relacdo ao
numero de organismos ou seqiiéncias sendo comparados. Desta forma, analisando-se quatro
organismos, existem apenas trés possiveis topologias (considerando-se arvores sem raiz e
ramos divididos dicotomicamente); quando este nimero aumenta para dez organismos, O
numero de topologias possiveis torna-se gigantesco, sendo igual a 2.027.025; se o nimero de

organismos ¢ igual a vinte, o niimero de topologias possiveis atinge inimaginaveis 8 x 10%
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arvores (PENNY, 1991), o que seria impraticavel de se calcular at¢ mesmo em computadores
de alta capacidade de processamento. Apesar dos fundamentos matematicos em filogenia
molecular ndo estarem bem estabelecidos, simulagcdes por computador e dados empiricos
indicam que os métodos atualmente usados, como Neighbor-Joining, Evolu¢gdo Minima e
Parciménia produzem 4rvores filogenéticas razoavelmente boas quando um nimero
suficientemente grande de nucleotideos ¢ usado. Entretanto, quando a taxa de evolucdo varia
extensivamente de ramo a ramo, muitos métodos podem falhar em recuperar a verdadeira

topologia (NEI, 1996).
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CAPITULO I - ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE Staphylococcus aureus DE
MASTITES CLINICAS E SUBCLINICAS BOVINA.
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Capitulo I

INTRODUCAO

Segundo CULLOR (1992), a mastite ¢ uma doenca que ataca em média 15% das
vacas leiteiras em todo mundo, com prevaléncia na ordem de 50%, dados confirmados por
GONCALVES e KOZICKI (1997) e GONCALVES et al. (1999) e podem ser divididas em
clinicas ou ambientais e subclinicas ou contagiosas. As mastites subclinicas sdo
consideradas as de principal impacto econdmico, por acometerem o maior niimero de
matrizes produtivas, principalmente as provocadas pelo S. aureus, que se apresentam na
forma subclinica cronica, mais contagiosa. Na forma subclinica a bactéria nao ¢ facilmente
controlada por antimicrobianos e a mastite caracterizada por alta contagem de leucdcitos
(neutrofilos ou polimorfonucleares), no leite (FONSECA, 1996). A invasdo e lesdo
tecidual da glandula mamaria por estes microrganismos iniciam uma resposta inflamatoria
com conseqiiente aparecimento de sinais clinicos que incluem mudangas na aparéncia do
leite, em sua composicao, altas contagens leucocitarias e grande reducdo do volume
produzido (FERNANDES, 2006a, b). Segundo AXFORD et al. (2000), os prejuizos sdo da
ordem de US$ 180. 00 por animal doente, além de imensuraveis problemas de saude

publica.

Ao longo dos ultimos anos tem se observado o crescimento de infeccdes
provocadas por Staphylococcus spp., tendo como principal agente etiologico o S. aureu, os
quais caracterizam-se por colonizarem o canal do teto, situando-se em posicao estratégica
para penetracdo no ubere, mas nao colonizam a pele sadia. Ao penetrarem, no interior do
ubere burlam as defesas celulares, sdo fagocitados por neutrofilos, permanecendo viaveis
no interior destes e ao destrui-los, iniciam novas infec¢gdes. Estes possuem grande poder
invasor dos tecidos com capacidade de encistamento, formando focos encapsulados
profundos e de dificil acesso a antibidticos que ndo possuam boa dispersdo, o que favorece
o desenvolvimento de processos cronicos e subclinicos (HARTSTEIN et al., 1989;
WILLIAMS et al., 1990; PREVOST et al., 1991; KOSTEMAN et al., 1992; KAPUR et al.,
1995). Estudos biotecnologicos envolvendo desde o isolamento, identificacdo e

diagnéstico da bactéria S. aureus vem sendo realizados GONCAVES e KOZICKI, (1997).
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As técnicas aplicadas visando o isolamento e identifica¢des dos diferentes sorotipos
revelaram ser bastante eficientes, assegurando a recuperagdo apenas de S. aureus, uma vez
que outros estafilococos podem estar presentes no parénquima secretor de leite bovino,
(FERNANDES, 2006b). No presente capitulo foi investigado a presenca da bactéria S.
aureus em uberes portadores de mastite clinica e subclinica, visando posterior estudo
genético para a identificacdo de diferentes biosorotipos e correlaciona-los com as

diferentes manifestag¢des clinicas da doenga.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 PROPRIEDADES E ANIMAIS

Matrizes de doze propriedades, com diferentes niveis tecnoldgicos, foram
acompanhadas, todas submetidas a ordenha mecanizada, onde havia casos subclinicos cronicos
de mastite. Os animais foram selecionados a partir da verificagdo de altas contagens de células
somaticas (CCS) e de “California Mastitis Test” (CMT) (SCHALM e NOORLANDER,

1957). Foram considerados positivos os testes de CMT: reagdo 1, 2 e 3 cruzes (Tabela 1).

TABELA 1 - COMPARACAO ENTRE O RESULTADO DO “CALIFORNIA MASTITIS TEST” - CMT, E
A CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS — CCS

CMT CCS
(Reacoes) (n°/mL)
Negativo
Tragos 0-200.000
Reagdo “1” cruz + 150.000 — 500.000
Reagdo “2” cruzes ++ 400.000 — 1.500.000
Reacdo “3” cruzes +++ 800.000 — 5.000.000
> 5.000000

Fonte: Associag@o Paranaense de Criadores de Bovinos da Raga Holandesa

2.2 COLETA E IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS

Foi realizada previamente uma desinfec¢do do local da coleta com alcool-gel 70% e
os trés primeiros jatos de leite foram desprezados para evitar contaminagdo das amostras.
Foram coletadas 217 amostras de leite mastitico (ANEXO 1), transportadas sob
refrigeracdo, e conservadas a —20° C, at¢é o momento das andlises microbioldgicas

realizadas no laboratorio de Microbiologia da UFPR.
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2.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO

As amostras de leite mastitico foram semeadas em agar sangue de carneiro e
incubadas a 37° C durante 24 h. Apos a incubagdo, as colonias B-hemoliticas desenvolvidas
no agar sangue, foram identificadas morfologicamente pela coloragdo de Gram. As
colonias com caracteristicas morfolégicas de Staphylococcus (cocos Gram-positivos),
foram repicadas em agar Chapman (4gar manitol-NaCl), incubadas a 37° C durante 24 h.
Apos o crescimento, foram realizadas as seguintes provas bioquimicas para a identificacao
de S. aureus: fermentacdo do manitol, coagulase em tubo e prova de Voges-Proskauer
(VP). Amostras de S. aureus B-hemoliticos, manitol, coagulase e V.P. positivos, foram

conservadas a 4-8° C, em agar manitol-NaCl inclinado (KONEMAN et al., 2001).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 QUANTIFICACAO E IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS OBTIDOS

Através das analises morfologicas utilizando a coloragdo de Gram, foi evidenciada nas 217
amostras a presenca de Staphylococcus sp. em 112 (51,61%), Streptococcus sp., 2 (0,92%),
Micrococcus sp. 67 (30,87%), Bacilos Gram-positivos, 23 (10,60%) e Leveduras (6,0%). Os
resultados obtidos através das provas bioquimicas (fermentacao do manitol +, prova da coagulase + ¢
VP +), assim como a -hemolise, confirmaram a presenga de S. aureus em 75 amostras (34,61%). Os

resultados podem ser visualizados com detalhes na tabela 2.

TABELA 2 - CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E BIOQUIMICA DOS
ISOLADOS DAS AMOSTRAS DE LEITE BOVINO (n =217)

N° Culturas Bactéria Gram Catalase Coagulase Manitol V.P.
Amostra Agar Chapman Isolada (Tubo) Salgado
Sangue

1 NC NC NC NC NC NC NC NC
2 NC NC NC NC NC NC NC NC
3 NC NC NC NC NC NC NC NC
4 NC NC NC NC NC NC NC NC
5 NV + Micrococcus + NV NV NV NV
6 NC NC NC NC NC NC NC NC
7 B - hemolise + S. aureus + + + + +
8 NC NC NC NC NC NC NC NC
9 NC NC NC NC NC NC NC NC
10 NC NC NC NC NC NC NC NC
11 NC NC NC NC NC NC NC NC
12 NC NC NC NC NC NC NC NC
13 NC NC NC NC NC NC NC NC
14 NC NC NC NC NC NC NC NC
15 NC NC NC NC NC NC NC NC
16 NC NC NC NC NC NC NC NC

segue
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continuacao
Ne Culturas Bactéria Gram Catalase Coagulase Manitol V.P.
Amostra  Agar Sangue  Chapman Isolada (Tubo)

17 NV NC Micrococus + NV NV NV NV
18 NC NC NC NC NC NC NC NC
19 NV NC Micrococus + NV NV NV NV
20 NV NC Micrococus + NV NV NV NV
21 B - hemdlise + Staphylococcus + + 3 3 +
22 B - hemolise + Staphylococcus + + _ + +
23 NV + Leveduras + NV NV NV NV
24 NV + Leveduras + NV NV NV NV
25 NV + Leveduras + NV NV NV NV
26 NV + Leveduras + NV NV NV NV
27 B - hemdlise + Staphylococcus + + 3 3 +
28 NV NC Bacilos/cocos + NV NV NV NV
29 NC NC NC NC NC NC NC NC
30 NC NC NC NC NC NC NC NC
31 NC NC NC NC NC NC NC NC

32A NV - Bacilos NV NV NV NV

32B NV - Bacilos + NV NV NV NV
33 NC NC NC NC NC NC NC NC
34 o - hemolise - Staphilococcus + NV NV NV NV
35 NV - Bacilos + NV NV NV NV
36 B - hemdlise + Staphilococcus + + B + +
37 NV - Micrococcus + NV NV NV NV
38 nv + Micrococcus + NV NV NV NV
39 B - hemolise - ? + NV NV NV NV
40 NC NC NC NC NC NC NC NC
41 NV - Bacilos + NV NV NV NV
42 NC NC NC NC NC NC NC NC
43 NV - Bacilos + NV NV NV NV
44 NV - Bacilos + NV NV NV NV
45 NV + Micrococcus + NV NV NV NV
46 NV + Micrococcus + NV NV NV NV
47 NV + Micrococcus + NV NV NV NV
48 NV - Bacilos + NV NV NV NV

segue
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continuacao
Ne Culturas Bactéria Gram Catalase Coagulase Manitol V.P.
Amostra  Agar Sangue  Chapman Isolada (Tubo)

49 B - hemolise S. aureus + + + T T
50 B - hemolise + Staphylococcus + + _ + +
51 B - hemolise + S. aureus + + + + +
52 B - hemolise + S. aureus + + + + +
53 NC NC NC NC NC NC NC NC
>4 } - hemolise " S. aureus " " * - "
55 P - hemolise + S. aureus + + + + +
56 B - hemolise + S. aureus + + + + +
57 NC NC NC NC NC NC NC NC
58 NV - Cocos isolados + NV NV NV NV

59 A B - hemolise + Staphylococcus + + B _ +

59B NV - Bacilos + NV NV NV NV
60 NV - Bacilos + NV NV NV NV
61 NV - Bacilos + NV NV NV NV
62 NV - Bacilos + NV NV NV NV
63 B - Hemolise + S. aureus. + + + + +
64 NV - Bacilos + NV NV NV NV
65 NV - Bacilos + NV NV NV NV
66 NV - Cocos isolados - NV NV NV NV
67 NV + Micrococcus + NV NV NV NV
68 NV - Cocos isolados + NV NV NV NV
69 NV - Cocos isolados + NV NV NV NV
70 B - Hemdlise + S. aureus + + + + +
71 NV - Bacilos + NV NV NV NV
72 B - Hemolise + S.aureus + + + + +
73 NV + Micrococcus + NV NV NV NV
74 NV + Micrococcus + NV NV NV NV
75 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
76 NV + Micrococcus + NV NV NV NV
77 NV - Bacilos + NV NV NV NV
78 B - Hemolise + S.aureus + + + + +

segue
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continuagao
N° Culturas Bactéria Gram Catalase Coagulase Manitol V.P.
- Isolad Tub
Amostra  Agar Sangue  Chapman solada (Tubo)
79 NV + Micrococcus + NV NV NV NV
80 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
81 NV + Micrococcus + NV NV NV NV
82 NV - Bacilos + NV NV NV NV
83 B - Hemolise + Staphylococcus + + B + B
84 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
85 B - Hemdlise + S. aureus + + + + +
86 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
87 B - Hemolise + Staphylococcus + + B + +
88 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
89 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
90 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
91 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
92 B - Hemolise + S.aureus + + +
93 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
94 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
95 NV NC Bacilos + NV NV NV NV
96 NV NC Micrococcus + NV NV NV NV
97 NV NC Micrococcus + NV NV NV NV
98 NV NC . + NV NV NV NV
Micrococcus
99 B - Hemolise + + + + + +
S. aureus
100 NV NC . + NV NV NV NV
Micrococcus
101 NV NC . + NV NV NV NV
Micrococcus
102 NV + . + NV NV NV NV
Micrococcus
103 NV + + NV NV NV NV
Leveduras
104 NV + + NV NV NV NV
Leveduras
105 NC NC NC NC NC NC NC NC
106 NC NC NC NC NC NC NC NC
107 NV + + NV NV NV NV
Leveduras
108 NV + + NV NV NV NV
Leveduras
109 NV + + NV NV NV NV
Leveduras
110 NV + + NV NV NV NV
Leveduras

segue
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continuagao
N° Culturas Bactéria Gram Catala Coagulase Manitol V.P.
Amostra  Agar Sangue  Chapman Isolada 5¢ (Tubo)
111 NV + Leveduras + NV NV NV NV
112 NC NC NC NC NC NC NC NC
13 NV * Leveduras * NV NV NV NV
114 NV + Leveduras NV NV NV NV
115 NC NC NC NC NC NC NC NC
116 B - Hemolise * Staphylococcus * * — + +
117 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
118 NC NC NC NC NC NC NC NC
119 a-hemolise NC Bacilos + NV NV NV NV
120 NC NC NC NC NC NC NC NC
121 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
121 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
122 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
123 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
121 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
122 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
123 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
124 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
125 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
126 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
127 B - Hemdlise + S. aureus + + + + +
128 NC NC NC NC NC NC NC NC
129 + Cocos isolados + NV NV NV NV
130 B - hemolise + Staphylococcus + + 3 3 +
131 B - hemolise + Staphylococcus + + 3 + +
132 B - hemolise + Staphylococcus + + 3 + +
133 B - hemolise + Staphylococcus + + B _ +
134 B - hemolise _ Bacilos + NV NV NV NV
135 B - hemolise + S. aureus + + + 4 +
136 + _ Cocos isolados + NV NV NV NV
137 + + Staphylococcus + + _ + +
138 + + Staphylococcus + + + +

segue
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continuagao
N° Culturas Bactéria Gram Catalase Coagulase Manitol  V.P.
Amostra  Agar Sangue =~ Chapman Isolada
(Tubo)
139 + _ Cocos + NV NV NV NV
isolados
140 B - hemolise + S. aureus + + + + +
141 B - hemolise + Staphylococcus + + _ + +
142 + + S.aureus + + + + +
143 + + Staphylococcus + + _ + +
144 NC NC NV NV NV NV NV NV
145 NC NC NV NV NV NV NV NV
146 + B _ NV NV NV NV NV
147 + + Staphylococcus + + _ + +
148 + _ Micrococcus + NV NV NV NV
149 + _ Micrococcus + NV NV NV NV
150 NC NC NC NC NC NC NC NC
151 B - hemolise + Staphylococcus + + _ + +
152 NC NC NC NC NC NC NC NC
153 + + Cocos NV NV NV NV
isolados
154 B - hemolise + Staphylococcus + + B ~ +
155 NC NC NC NC NC NC NC NC
156 B - hemolise + + + + _ + +
157 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
158 B - Hemolise + S. aureus + + + + +
159 B - Hemolise + Staphylococcus + + 3 + +
160 B - Hemolise + Cocos + NV NV NV NV
isolados
161 B - Hemolise _ Micrococecus + NV NV NV NV
162 B - Hemolise _ Micrococcus + NV NV NV NV
163 B - Hemolise + Staphylococcus + _ NV NV NV
164 + _ Streptococcus + NV NV NV NV
165 + _ Bacilos + NV NV NV NV
166 + Streptococcus + NV NV NV NV
167 NC NC NC NC NC NC NC NC
168A NC + Staphylococcus + + + +

segue
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continuagao
N° Culturas Bactéria Gram Catalase Coagulase Manitol  V.P.
Amostra  Agar Sangue =~ Chapman Isolada
(Tubo)
168B + _ Bacilos + NV NV NV NV
168C + + Staphylococcus + + 3 + +
168D + _ Cocos isolados + NV NV NV NV
169A + + Staphylococcus + + a + +
169B + + Bacilos + NV NV NV NV
169C + + Cocos isolados + NV NV NV NV
170 NC NC NC NC NC NC NC NC
170A + _ Bacilos + NV NV NV NV
170B + + Staphylococcus + + B + +
170C + = Staphylococcus - + B + +
171 + + Staphylococcus + + n "
172 + + S. aureus + + + + +
173 + + S. aureus + + n i
174 + _ Cocos isolados + NV NV NV NV
175 + _ Cocos isolados + NV NV NV NV
176 + + Staphylococcus + + B + +
177 + + Staphylococcus + + + +
178 + + Staphylococcus + + - + +
179 + + S. aureus + + _4_, + +
180 + + Staphylococcus + + B + +
181 +(ATCC) + S. aureus + + + + +
182 +(BOV) + S. aureus + + + + +
183 + (Bf) + Staphylococcus + + B +
184 + (CCh) + Staphylococcus + + B +
185 B-hemolise + S. aureus + + + + +
186 B-hemolise + S. aureus + + + + +
187 B-hemolise + S. aureus + + + + +
188 B-hemolise + S. aureus + + + + +
189 B-hemolise + S. aureus + + + + +
190 B-hemolise + S. aureus + + + + +
191 B-hemolise + S. aureus + + + + +
192 + + Micrococcus + NV NV NV NV
193 NC NC NC NC NC NC NC NC

segue
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conclusdo
N° Culturas Bactéria Gra  Catalase  Coagulase  Manitol  V.P.
Amostra  Agar Sangue =~ Chapman Isolada m
(Tubo)
194 B-hemolise + S. aureus + + + + +
195 + _ Micrococcus NV NV NV NV NV
196 + + Staphylococcus + + 3 B +
197 B-hemolise + S. aureus + + + + +
198 + _ Micrococcus + NV NV NV NV
199 NC NC NC NC NC NC NC NC
200 B-hemolise + S. aureus + + + + +
201 NC NC NC NC NC NC NC NC
202 B-hemolise + S. aureus + + + + +
203 B-hemolise + S. aureus + + + + +
204 B-hemolise + S. aureus + + + + +
205 B-hemolise + S. aureus + + + + +
206 B-hemolise + S. aureus + + + + +
207 B-hemolise + S. aureus + + + + +
208 B-hemolise + S. aureus + + + + +
209 B-hemolise + S. aureus + + + + +
210 B-hemolise + S. aureus + + + + +
211 B-hemolise + S. aureus + + + + +
212 B-hemolise + S. aureus + + + + +
213 B-hemolise + S. aureus + + + + +
214 B-hemolise + S. aureus + + + + +
215 B-hemolise + S. aureus + + + + +
216 B-hemolise + S. aureus + + + + +
217 B-hemolise + S. aureus + + + + +
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Os microrganismos encontrados neste trabalho corroboram com relatos de
pesquisadores (CULLOR, 1992; GONCALVES e KOZICKI, 1997) os quais relatam que
0s microrganismos mais freqiientemente encontrados sdo bactérias Gram-positivas, e
dentre elas o S. aureus, encontrado na propor¢ao de 34,61%. Outras bactérias como os
Streptococcus sp. foram isoladas em pequenas quantidades, como relata (FONSECA,
1996), ndo representando maiores problemas para os casos clinicos analizados. A presenca
de leveduras na proporcao de 6,0% entre os isolados foi um achado pouco usual. Os relatos
de pesquizadores, poucos se referem a este microrganismo, (BUZZOLA et al., 2001;
FERNANDES, 2006b). Acredita-se que nestes casos onde leveduras estdo presentes,
bactérias venham infectar o ubere com maior facilidade. O tratamento com antibidticos
elimina estas ultimas, permanecendo a infec¢do por leveduras, muito mais resistentes a
estes farmacos. E possivel que no futuro observe-se uma maior incidéncia deste tipo de
agente em casos de mastite cronica. A baixa incidéncia de Streptococcus sp. encontrada,
pode estar ligada a este fato, uma vez que estes ndo sobrevivem (FERNANDES, 2006a),
facilmente no meio ambiente, ¢ sdo mais susceptiveis a antibidticos. As quantidades
encontradas de Staphylococcus spp. (17,0%) ndo identificados como S. aureus, por serem
coagulase negativos (FERREIRO et al., 1981), mostram que os Staphylococcus estao

presentes em mais da metade (51,61%) dos casos, levando a cronicidade da doenca.
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4 CONCLUSOES

O isolamento elucidou a ocorréncia de diferente agentes causadores de mastite nas
distintas regides do Estado do Paran4, sendo o S. aureus o mais freqliente. A metodologia
preconizada por (KONEMAN et al., 2001), foi adequada para o isolamento ¢ manutengao

dos isolados de S. aureus.
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CAPITULO II -ANALISE DO POLIMORFISMO GENETICO DE Staphylococcus
aureus, ISOLADOS DE MASTITE CLINICA E SUBCLINICA
CRONICA DE BOVINOS LEITEIROS.
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INTRODUCAO

Muitos métodos bioquimicos e moleculares (SILVA et al., 2000) tém sido usados
nas investigacdes da bactéria S. aureus em infecgdes humanas e bovinas. Pesquisadores
como HARTSTEIN et al. (1989); WILLIAMS et al. (1990); PREVOST et al. (1991);
KOSTEMAN et al. (1992) e KAPUR et al. (1995), verificaram um consideravel
polimorfismo genético entre as linhagens de S. aureus, porém segundo FITZGERALD et
al. (2000), poucos sdo os sorotipos relacionados a mastite bovina.

O objetivo do presente capitulo foi isolar e identificar S. aureus de leite de vacas
portadoras de mastite clinica e subclinica cronica, apresentando um protocolo de baixo
custo e de fécil utilizacdo para extrair o DNA total das amostras isoladas de S. aureus,
através do método do CTAB.

O uso de marcadores RAPD no estudo de microrganismos patogénicos tem
possibilitado a classificagdo de linhagens de uma espécie, identificagdo de sorotipos
patogénicos e de marcadores ligados a genes de interesse, além de estudos de genética de
populagdo e epidemiologia de doencas, (FERREIRA e GRATAPAGLIA, 1998).

Sendo assim, fenotipos moleculares gerados por RAPD podem servir para
diagnosticar em diferentes niveis taxondmicos. Considerando-se um determinado iniciador,
os produtos de amplificacio podem ser classificados em dois grupos, varidveis
(polimorficos) e constantes (ndo polimorficos). Perfis de RAPD de representantes de varios
géneros podem conter bandas comuns a um outro género, enquanto outras bandas podem
ser exclusivas. Se varias espécies pertencentes a esse género forem analisadas e uma das
bandas exclusivas do género estiver presente em todas elas, pode-se concluir que esta
banda ¢ um marcador género-especifico. Da mesma forma, quando se tem o perfil de
RAPD de espécies de um mesmo género, algumas bandas poderdo ser compartilhadas por
algumas espécies, enquanto outras poderdo ser exclusivas de uma dada espécie. Se varios
individuos dessa espécie forem analisados e essa banda estiver presente em todos eles,
pode-se concluir que ¢ um marcador espécie-especifica (FUNGARO e VIEIRA, 1998).

Assim, os marcadores de RAPD podem ser utilizados para diagnéstico molecular.
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Fragmentos polimoérficos detectados entre individuos de uma populacdo também podem
ser utilizados para se determinar identidade clonal, (marcadores clone-especifico).
Marcadores moleculares tém esclarecido a variabilidade genética existente entre
isolados de S. aureus provenientes do Ubere bovino e de outras fontes. Dentre eles, o
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) usado por SILVA et al. (2000); HERMANS
et al. (2001), os quais identificaram bandas tipicas em determinadas linhagens de S.
aureus, com alta viruléncia. Ha uma forte associagdo entre as bandas geradas por RAPD,
com os resultados obtidos por meio de outros métodos (FITZGERALD et al., 2000). O
estudo destes dados envolve andlise de distincia (MEYER, 1993), a existéncia de
similaridade entre os sorotipos (ROHLF, 2000), e outras andlises de confiabilidade
(FELSENSTEIN, 1985; SITNIKOVA et al., 1995; SANDERSON ¢ WOJCIECHOWSKI,
2000). Neste contexto, foram utilizados marcadores RAPD (MYLLYS et al., 1997;
PEREIRA et al., 2002; SPOLIDORIO et al., 2003) e analisada a distancia génica entre os
grupamentos com grande confiabilidade, visando identificar o polimorfismo genético de

isolados de S. aureus, provenientes de mastite bovina.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 ISOLAMENTO DAS BACTERIAS

Um total de 217 amostras de S. aureus, provenientes de 12 populagdes de bovinos
leiteiros distribuidas geograficamente, foram caracterizadas por meios de testes
morfolégicos e bioquimicos. Inoculadas em Agar sangue (KONEMAN et al., 2001),
verificou-se o grau de hemolise, e a coloracdio de Gram. Amostras de S. aureus [-
hemoliticos foram repicadas em Agar Chapman e transferidas para meios liquidos:
manitol, caldo simples e Clark Lubs, realizando-se as provas de coagulase em tubo, e
Voges-Proskauer (VP). As amostras coagulase positivas, manitol e V.P. positivas, foram

mantidas a 4-8 ° C, em Agar manitol-NaCl inclinado (n=75).

2.2 EXTRACAO DE DNA

Os isolados de S. aureus, foram repicados em caldo BHI (infusdo de cérebro-
coragdo) e incubados a 37° C durante 45 h, obtendo-se uma cultura com 10° células.

As paredes destas foram lisadas com CTAB (Brometo de cetiltrimetilamonio), o
qual extrai 0 DNA total em quantidades aceitaveis e em concentracdes menores do que 10°.
As células foram lavadas com tampao TRIS-EDTA (TE) e centrifugadas. Os “pellets”
foram ressuspensos com 600 pL. de CTAB, mais 40 puL. de mistura de cloroférmio com
alcool isoamilico — CIA (49:1) e incubados em banho-maria a 65°C por 30 min.
Transcorrido esse tempo, foram adicionados 800 puL de CIA, agitados gentilmente por
cinco vezes, e centrifugados a 12.000 g por 5 min. A seguir, foram tomados 450 uL do
sobrenadante, aquoso, ¢ transferidos a um outro tubo, adicionados parte igual de CIA,
misturado da mesma forma anterior, voltando a centrifugar, por mais 5 min. Apos, foram
tomados 300 uL do sobrenadante, transferidos para outro tubo, adicionando 2,5 partes de
etanol a 96% gelado, deixado “over night” a —20°C. Transcorrido este periodo foi repetida
a operacdo com etanol 70%, centrifugado a 12.000 g por 20 min, eliminando o

sobrenadante, e deixando os tubos para secagem por 10 min, em fluxo laminar. Apds secos,
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os “pellets” foram ressuspensos com TE e armazenados a temperatura de — 20°C. Em
substituicio ao CTAB, foram testados outros compostos utilizando de protocolos
semelhantes ao CTAB: O Sodio Duodecil Sulfato (SDS) (DELLAPORTA et al., 1983;
SAMBROOK et al., 2002), foi usado na concentracdao de 1%, exceto que as células foram
incubadas a 60° C por 20 min.

DNAzol (Life Technologies) ¢ EZ-DNA (Biosistem), reagentes nao organicos,
usados na quantidade de 1,0 mL por amostra, tratando-se de versdao modificada do método
de Chomczynski, feita por Cox. E composto de guanidina-detergente, que possui a
vantagem em hidrolisar o RNA e permitir a precipitagdo do DNA, com etanol. Atuam
entre 107 ¢ 10° células, permitindo rapida extragio.

Nonidet (Agepol) do Sigma, um detergente de alta viscosidade que hidrolisa o
RNA e permite extracdo, na presenga de calor e a precipitagio do DNA com etanol e
também isopropanol. Atua em concentracdo igual a outros detergentes de guanidina, sendo
usado na proporcao de 0,5 mL/amostra.

O outro protocolo testado foi o Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen), destinado ao
isolamento do DNA de fungos. Servem para PCR, andlise por RAPD, AFLP, RFLP,
microsatélites, Blotting e Real-Time PCR.

Seu protocolo com material especifico, ¢ protegido comercialmente: i) colunas para
spin; ii) frascos QIlAshredder; iii) tubos para armazenagem do material; iv) Tampao API1; v)
Tampao AP 2; vi) Tampao AP3 (concentrado); vii) Tampao AW (concentrado); viii) Tampao
AE; ix) RNAse A (100 mg/mL). Foram adiconados 400 uLL do Tampao AP1, mais 4 pL da
solugdo de RNAse. Os frascos foram incubados a 65°C por 10 min para lisar as células. Em
seguida foram adicionados 130 pL. do Tampao AP2 ao lisado, centrifugado por 5 min.

Foram incubadas a 65° C por 10 min para lisar as células e em seguida adicionados
mais 130 uL do Tampao AP2 ao lisado, centrifugado por 5 min. O lisado foi transferido ao
QlAshredder e centrifugado por 2 min, e transferido o sobrenadante a outro tubo. Foram
adiconados 1,5 volumes do Tampao AP 3, centrifugado e novamente acrescentado 650uL
do Tampao AP 3 e, ap6s, repetido o passo anterior. Adicionou-se 500 pL. do Tampao AW,

com nova centrifuga¢do. Transferido para outro tubo, adicionou-se 100 pL. do Tampao AE,
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voltando a centrifugar. Repetiu-se o passo anterior, para obter a amostra de DNA. As

centrifugacdes foram sempre a 12.000 g, por 5 minutos.

23 RAPD

Para a realizagdo das reacdes de RAPD foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores: OPJ 5 (5’CTCCATGGGG 3’°), OPJ 6 (5° TCGTTCCGCA 3°), 786 (5’
GCGATCCCCA 3°), 797 (5 AGCGTCACTG 3°), 798 (5 TGACCCGCC 3’), e 0 OPA 2
(5 TGCCGAGCTG 3’ recomendado por MYLLYS et al. (1997), PEREIRA et al. (2002) e
SPOLIDORIO et al. (2003) respectivamente. As reacdes foram preparadas com um
volume de 14,9 uL, contendo: 20ng de DNA purificado e 0,3 pL de Tag DNA polimerase,
3 mM 17" MgClp, 50 mM 1" KCI, 10 mM 17" Tris-Cl (pH 8,8), 200 pM de dNTP (dATP,
dCTP, dGTP e dTTP) e 0,5 mM de iniciador, foram realizadas segundo PEREIRA et al.
(2002) e submetidas a 45 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s 2 36°C e 1 min 30 s a 72°C, com 3 min
de desnaturagdo inicial a 94°C e 5 min de extensdo final a 72°C. Os produtos da
amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose, 1,6%, em tampao TRIS -
Borato-EDTA, a voltagem de 114 mV.

O tamanho dos fragmentos de DNA foi determinado por marcador molecular de
100 pb e incluiu-se em todas as amplificagdes, controle negativo de duas linhagens
referéncia e um grupo externo (BITTENCOURT, 2000).

A andlise do polimorfismo realizada por RAPD foi verificada fenéticamente com o
método de “Agrupamento” (UPGMA - Unweighted pair group method with arithmetic
mean) (MEYER, 1993), utilizando coeficiente de similaridade de Jaccard por meio do programa
NTSYS, versao 2.1 (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) (ROHLF, 2000).
A consisténcia dos agrupamentos foi verificada por bootstrap (FELSENSTEIN 1986 e 1993),
obtido com 10.000 amostragens com reposicdo dos dados dos marcadores. Apenas os
agrupamentos que apresentaram valores de bootstrap maior ou igual a 70% foram
considerados consistentes.

Para testar a significancia dos grupos formados no método de “Agrupamento” foi

realizada a AMOVA.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EXTRACAO DE DNA

Foram extraidas 77 amostras de DNA de S. aureus, sendo 75 provenientes de isoladas
de casos de mastite e duas linhagens referéncia. Os resultados obtidos revelaram ser o método
de extracdo CTAB, bastante eficaz para obtencdo de DNA genomico de S. aureus, conforme a
(Figura 1). Submetidas a espectrofotometria, as amostras apresentaram indice de 1,80,

estimando-se em 150 pg de DNA quando extraidas pelo CTAB.

FIGURA 1 - GEL DE AGAROSE NA CONCENTRACAO DE 0,8%, CORADO POR BROMETO DE ETIDIO
MOSTRANDO A QUALIDADE DO DNA TOTAL ISOLADOS DE S. aureus, OBTIDO A
PARTIR DA UTILIZACAO DE TAMPAO DE EXTRACAO CTAB

Legenda: M = marcador de peso molecular com 100 pb;
1, 3,4, 5=DNA extraido pelo método do CT AB (n=4). 2 ¢ 6 vazios.

Quando comparado com outros métodos utilizados, tais como o método da Qiagen
(Dneasy) (Figura 2) o tampao CTAB apresentou-se como uma alternativa de menor custo e
alta eficacia na extracdo do DNA total de S. aureus. Ainda faz-se importante acrescentar
que os protocolos utilizados para extragdo de DNA gendmico de células vegetais podem

ser eficientes para extrair DNA de cocos Gram-positivos.
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FIGURA 2 - PADRAO DE DNA EM GEL DE AGAROSE, CORADOS EM BROMETO DE ETIDIO,
COMPARANDO RESULTADOS OBTIDOS COM O USO DOS PROTOCOLOS

SDS DNAzol / EZ-DNA Nonidet Dneasy
123 4 5 1234 56 1 2345¢6 1 2 3 4

Legenda: SDS (2); DNAzol (1, 2 ¢ 3); EZ— DNA (4, 5 ¢ 6); Nonidet (1, 4 ¢ 5) e DNeasy (1 ¢ 2). As demais

sdo linhas vazias

O processo de extragdo envolveu etapas distintas: lise dos cocos, eliminagdo de
proteinas e polissacarideos e outros compostos indesejaveis, precipitacdo do material
genético e sua conservagao. Destas etapas foi a lise da parede celular a mais complexa,
para o que hd uma variedade de protocolos. Nas demais etapas, sdo usados o isopropanol,
cloroférmio, alcool isoamilico e etanol. O presente trabalho usou o tampao CTAB,
segundo DOYLE e DOYLE (1987). Apenas o método QIAGEN (Dneasy) teve protocolo
proprio. O caldo BHI, permitiu grande desenvolvimento das bactérias, propiciando 10
células em 6,0 mililitros de cultura. As lavagens com TE asseguraram a existéncia de
material genético de S. aureus (VIEIRA - DA — MOTA et al., 2001). A concentragdo usada
para as culturas, assim como o tempo de cultivo, permitiu extrair boas quantidades de
DNA, fato este explicavel pela existéncia de parede celular comprometida e mais fragil, ao
preservar vias bioquimicas vitais a sua sobrevivéncia (KONEMAN et al., 2001). O método

do CTAB foi que se apresentou melhor. Nesse ambito o método do SDS (DELLAPORTA
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et al., 1983; SAMBROOK et al., 2002) foi ineficaz, prestando-se para lise de paredes
celulares de bactérias Gram-negativas (Figura 2).

As tentativas com o nitrogénio liquido (ROMANO, 1998), foram trabalhosas e
demoradas, extraindo quantidades de DNA muito pequenas. Extra¢cdes com Guanidina-
detergente, principios dos métodos do DNAzol e EZ-DNA, (Figura 2) (PITCHER et al.,
1989; PEREIRA et al., 2002), extrairam amostras de DNA muito pequenas e degradadas.
O uso de Nonidet, um espalhante adesivo, na propor¢dao de 40 microlitros, revelou-se
ineficaz, (Figura 2). E possivel que com o aumento dessa proporgao, na presenca de calor,
surjam resultados mais satisfatorios.

O método QIAGEN (Dneasy), mostrou-se eficaz, como se vé na (Figura 2), onde as
amostras estdo bem demarcadas e o DNA ¢ de grande qualidade, porém com custo muito
elevado. Finalizando, o método preconizado por este trabalho e por (DELLAPORTA et al.,
1983; DOYLE e DOYLE, 1987; SUMER et al., 2003; DANESHWAR ¢ SHER-ULLAH,
2004), extraiu DNA gendmico de boa qualidade, podendo contribuir com o estudo de
doengas que envolvam cocos Gram-positivos (HERMANS et al., 2001; MARSOU et al.,
2001).

Viarios métodos para o isolamento de DNA de células procaridticas tém sido
descritos (BEIJI et al., 1986; OWEN ¢ BORMAN, 1987; YACOOB ¢ ZEALEY, 1988,
PITCHER et al., 1989). Esses métodos demonstram serem mais eficientes para extrair
DNA de bactérias Gram-negativas, como a Escherichia coli, por possuir menor quantidade
de peptideoglicanos na parede celular que as Gram-positivas, de parede mais espessa e
mais dificil de ser rompida. A extracdo de DNA cromossomal de bactérias Gram-positivas,
provenientes do ubere bovino, foi estudada por BUZZOLA et al. (2001), COUTO et al.
(2001). Lisozima e estafilolisina tém sido eficiente na extracdo de DNA cromossomal de
cocos Gram-positivos, MYLLYS et al. (1997); PEREIRA et al. (2002), obtendo amostras
de boa qualidade.

Pesquisas realizadas por DELLAPORTA et al. (1983), com SDS e CTAB, e de
DOYLE e DOYLE (1987), com CTAB, fundamentaram na utilizacdo do detergente

brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB).
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A diversidade de protocolos existentes para extracio de DNA, reflete a
variabilidade da composi¢do bioquimica encontrada em diferentes células e
microrganismos.

Estes diferentes protocolos, procuram solucionar problemas decorrentes de DNAses
endogenas, isolamento de polissacarideos inibidores de enzimas, os quais conferem ao
DNA extraido um aspecto gelatinoso e viscoso, ou ainda eliminar substancias fenolicas
decorrentes da oxidag¢dao dos compostos quindnicos ou de outras substancias que possam

danificar o material genético, ou até mesmo inibir a acdo da 7ag polimerase.

3.2 RAPD

A partir dos seis oligonucleotideos iniciadores utilizados obteve-se 108 bandas em todas as
amostras, determinadas visualmente. Considerando a procedéncia dos isolados, verificou-se que
duas bandas monomorficas encontradas, correspondiam a amostras de casos clinicos e subclinicos

da doenca.

FIGURA 3 - PADRAO DE AMPLIFICACAO DAS AMOSTRAS DE DNA DE S. aureus, CAUSADORES
DE MASTITE BOVINA, POR MEIO DE RAPD

M 1234567 8910111213 1415 1617181920 212223 2425262728 2930 3132333435363738 M

Legenda: M = marcador de peso molecular (100 pb); 1, 2, 3, 13, 14, 24 e 37 correspondem a isolados de
casos subclinicos, enquanto que os demais sdo de casos clinicos
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A arvore obtida por UPGMA (Figura 4), mostrou dois grupos, (I-clinico e II-
subclinico) por apresentarem baixa similaridade em relagdo aos demais, além do utilizado

COmo grupo externo.



FIGURA 4 - ARVORE DE DOIS GRUPOS DE S. aureus, DISSEMINADOS EM 12 POPULACOES DE BOVINOS LEITEIROS, RESSALTANDO A ALTA

SIMILARIDADE ENTRE ALGUNS DELES, POREM COM BOOTSTRAP MUITO BAIXOS (N = 78
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No entanto, a maioria dos agrupamentos teve um baixo valor de bootstrap
sugerindo que, provavelmente, existissem isolados fenéticamente intermediarios aos
grupos. Para contornar este fato, e baseado em relatos de HILLIS e BULL, (1993) e SITNIKOVA
et al. (1995), tomaram-se os dados das amostras com melhor bootstrap, e realizou-se novos RAPD,
utilizando os iniciadores OPJ 6 e OPA 02, construindo uma nova arvore baseada igualmente no
algoritmo UPGMA e no coeficiente de Jaccard. Os valores de bootstrap foram mais consistentes, €

mais bem sustentados pela AMOVA, e podem ser visualizados na (Figura 5).

FIGURA 5 - FORMACAO DE DOIS GRUPOS DE S. aureus, DISTRIBUIDOS EM 12 POPULACOES DE
BOVINOS LEITEIROS, RESSALTANDO A BAIXA SIMILARIDADE ENTRE OS
GRUPOS, POREM COM NIVEIS DE CONFIANCA BASTANTE ALTOS E COM
SIGNIFICANCIA DE p<0,001 (n = 18)

83 |A11

| |
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11

De acordo com a figura 5 verificou-se a presenca dos grupos identificados a partir da
analise apresentada (Figura 4). O agrupamento I reuniu os isolados 1, 2, 3, 31, 32, 42 e 43,
enquanto que o II agrupou os isolados 4, 9, 10, 11, 12, 53, 54, 59, 67, 68 e 76. A partir

destes perfis de RAPD, verificaram-se duas bandas monomorficas caracterizando cada grupo
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grupo expresso (Figura 5), as quais foram excisadas e visualizadas em gel de agarose 1,6%,

como se observa na Figura 6.

FIGURA 6 - POSICIONAMENTO DAS BANDAS MONOMORFICAS VERIFICADAS E EXCISADAS
DO GEL DE AGAROSE, PARA CADA UM DOS GRUPOS DE S. aureus

3000 pb | —
1000 pb

950 pb
m 4 | P
m <1800 pb

A técnica de RAPD foi usada para investigar o polimorfismo genético de isolados
de S. aureus, proveniente de mastite bovina. A analise com marcadores RAPD utilizando o
algoritmo UPGMA (SNEAT e SOKAL, 1973; NEI et al, 1995; POLLOCK e
GOLDENSTEIN, 1995), a analise bootstrap e teste de significancia AMOVA
(FELSENSTEIN, 1986 ¢ 1993), sugeriram a existéncia de dois grupos formados, com
variancia de (p<0,001). Os grupos estavam fortemente associados aos quadros subclinicos
e clinicos, € a idade do animal.

Verificaram-se nessa andlise, associacdes entre isolados origindrios da mesma
populacdo e subgrupos com alta similaridade (Figura 4). As analises de isolados com maior
confianga, sustentou essa associacdo, visto que os subgrupos com altos valores de
confiabilidade (bootstrap) (Figura 5), agruparam individuos originarios dos mesmos
rebanhos, apesar de ndo formarem grupos distintos, em congruéncia com o UPGMA
(SANDERSON e WOJCIECHOWSKI, 2000).

Tais resultados (Figura 5) concordam com a literatura (HARTSTEIN et al., 1989;
WILLIAMS et al., 1990; PREVOST et al., 1991; KOSTEMAN et al., 1992; KAPUR et
al., 1995, PEREIRA e SIQUEIRA-JR, 1995; VIEIRA DA MOTA et al., 2001 e PEREIRA

etal., 2002), a qual sugere que micro-habitats podem agir como fonte de infeccio para
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animais de populacdes locais (FERNANDES, 2006a, b), e que existe uma relagdo regional

entre os diversos isolados relacionados geneticamente.

BRASILEIRO E CARNEIRO, (1998), utilizaram inferéncias realizadas a partir de

marcadores para tracar a origem de infecgdes estafilocdcicas do tibere bovino.
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4 CONCLUSOES

A variabilidade genética encontrada entre os isolados, sugere uma associacdo entre
genotipo, rebanhos, e manifestacdo clinica da doenga. Estudos futuros potenciais poderiam
ser realizados no sentido de comparar essa variabilidade a resisténcia das linhagens aos
antimicrobianos. Por meio dos marcadores RAPD foi possivel separar dois grupos
genéticos distintos relacionados com diferentes quadros clinicos da doenga e desta forma

identificar um segmento gendmico vidvel para a elabora¢ao de um “primer” diagnoéstico.
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CAPITULO III - PRODUCAO DE MARCADORES GENETICOS PARA
IDENTIFICACAO DE Staphylococcus aureus CAUSADORES DE
MASTITES BOVINA, CLINICAS E SUBCLINICAS.
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INTRODUCAO

Varios métodos de biologia molecular t€ém sido usados para investigar o S. aureus
em infec¢oes humanas e de bovinos, (HARTSTEIN et al., 1989; WILLIAMS et al., 1990;
PREVOST et al., 1991; KOSTEMAN et al., 1992 ¢ KAPUR et al., 1995).

Ao colonizar o parénquima secretor, o S. aureus, com o passar do tempo vai
difundindo e incistando-se, fato que o torna pouco vulneravel a acdo de antimicrobianos.
Sendo assim, o diagndstico precoce no Ubere de matrizes jovens, significa diminui¢do do
numero de futuros descartes de vacas produtivas e perdas na producao de leite.

A identificagdo desse agente causador de mastite subclinica cronica diretamente do
leite de tanque, facilitaria o seu controle em fazendas leiteiras, € na sua seqiiéncia o
diagnostico dos animais portadores. Por outro lado, a identificacdo de clones de S. aureus,
possibilita elaborar marcadores moleculares especificos, visando o diagnostico para uma
diversidade de doengcas. RAMESH et al. (2002), usando a técnica de PCR, aplicou PCR
multiplex, permitindo além do diagnostico da doenca diretamente em matrizes leiteiras,
sua identificagdo em produtos lacteos. Dentro deste contexto, neste trabalho foi utilizada
uma seqiiéncia de métodos, como RAPD, clonagem, PCR, seqlienciamento e analise
estatistica visando identificar o polimorfismo genético, de linhagens responsaveis por
diferentes formas da doenca em regides do Estado do Parana e estabelecer relacdes entre
sorotipos e manifestacdo clinica ou subclinica da doenga.

A identificagdo de dois subclones, relacionados com diferentes formas de mastite
(clinica e subclinica), permitiu obter marcadores especificos, um para cada populagdo
bacteriana. Sendo o principal objetivo o desenvolvimento de um método diagndstico de
acordo com os anteriormente relatados (VANNUFFEL et al., 1995 ¢ PINEKTER et al.,
2001) contribuindo assim, com futuros estudos sobre esta doenga, assim como com a

reducdo de seus prejuizos.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 SELECAO DO FRAGMENTO GENOMICO

Para producao de marcadores genéticos visando a identificacdo dos Staphylococcus
aureus causadores de mastites bovinas, clinicas e subclinicas foram extraidas bandas
previamente selecionadas a partir do estudo da variabilidade genética por meio de
marcadores RAPD (capitulo II). As bandas polimérficas e monomorficas, correspondentes
aos grupos genéticos correlacionados com casos clinicos e subclinicos da doencga, foram
excisadas do gel de agarose e purificadas por meio do Purelink™ Quick Gel Extraction Kit

(Invitrogen™ Life Technologies).
2.2 CLONAGEM DOS FRAGMENTOS

Para a clonagem dos fragmentos foi utilizado os pGEM®™ ¢ pGEM"-T Easy Vector
Systems (Promega Corporation), € clonados na bactéria Escherichia coli TF 10 (SOARES
et al., 2001). A visualizacdo dos possiveis pontos de insercdo dos fragmentos, foi por
restricio com a enzima EcoRI (Invitrogen™ Life Technologies), ¢ eletroforese em gel de

agarose 1,0%.

2.3 SEQUENCIAMENTO DA REGIAO CLONADA

Verificada a insercdo dos fragmentos do DNA de S. aureus, realizaram-se as reagdes de
amplificagdo, as quais foram preparadas com o Kit DYEnamic™ET dye terminator
MegaBACE™ (Amersham Biosciences). Os iniciadores usados nas reagdes foram
sintetizados e purificados por (Invitrogen™Life Technologies), em conformidade com
MURPHY et al. (2005), CHARBONIER et al. (2005): pUC/M 13 Forward Sequencing
Primer: 5> CGTTGTAAAACGACGGCAAGT 3’ e pUC/M13 Reverse Sequencing
Primer: 5> TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC 3°. As reagdes consistiram de 3,0 pL
de mix ET dye terminator; iniciadores em igual concentra¢io de 5-500 mol 1"'; dNTPS na
concentracao final de 125 mol l'l; 50-500 mg I de DNA, num volume final de 7,5uL. As

reacdes amplificaram a 95° C por 2 min, e por 35 ciclos a 95° C por 20s e em 60° C por



62

Capitulo ITI

60° C por 2 min. O produto do PCR foi purificado por acetato de aménia 7,5 mol 17 e
precipitado por etanol em sucessivas centrifugagdes (MURPHY et al.,, 2005). Apos
liofilizacdo em SpeedVac a 60° C por 40 min, as amostras foram seqiienciadas por
eletroforese em ABI 377 (Applied Biosystems). A edi¢do das seqiiéncias nos dois sentidos
(HALL, 2001) por meio do Staden Package (STADEN et al., 1998). A seqiiéncia original

dos iniciadores e suas posicdes nos plasmidios foram observadas.
2.4 DESENHO DOS MARCADORES

Os conjuntos de iniciadores para identificacdo por meio de PCR, para ambas as
linhagens foram analisados com o programa PerlPrimer (MARSHALL, 2004). Cada
conjunto de iniciadores foi idealizado considerando seu comprimento, conteido de GC,
formag¢do de grampos, auto-anelamento e temperatura de anelamento. Para prevenir

auséncia pareamento o iniciador foi desenhado com aproximadamente 24 bases.
2.5 PCR-MULTIPLEX

A avaliacdo dos marcadores ¢ a montagem de uma PCR-multiplex (VANNUFFEL
et al., 1995 e PINEKTER et al., 2001) foi realizada de acordo com a Tm de anelamento de
cada iniciador, com um volume final de 25, 0 pL. As reagdes foram compostas de 2,5 pL.
de PCR Tampao minus; concentragao final Mg, 1X; 1,0 uL, concentragdo de dANTP’s de
0,2 mM; concentracdo do mix de iniciadores de 0,5 uM, 4.0uL; 0,5 pL, Tag 2,5 un.; 0,5
nL, de DNA gendmico na concentragdo de 50 ng e 17,5 pL dgua milli Q. As amplificacdes
foram em 94°C for 45 s para desnaturagdo e 60°C para o anelamento e extensdo, durante 2
min num total de 35 ciclos. Os produtos da PCR-multiplex foram examinados em gel de

agarose a 1%, corado com brometo de etidio.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ISOLAMENTO E SEQUENCIAMENTO DOS FRAGMENTOS DE DNA
CLONADOS

O isolamento dos fragmentos de DNA através do Purelink™ Quick Gel Extration
(Invitrogen™ Life Technologies) recuperou 80% dos fragmentos de DNA, livres de outras
substancias. Estes fragmentos foram inseridos e clonados em Escherichia coli TF 10
(SOARES et al., 2001), como recomenda a pGEM®™ and pGEM®-T Easy Vector Systems
(Promega Corporation), com 6timos resultados, mas com baixo nimero de coldonias com o
inserto, devido ao comprimento dos fragmentos. Ambos os grupos mostraram bandas

monomorficas comparadas ao marcador de 1 kpb (Figura 1).

FIGURA 1 - AGAROSE GEL 1%, MOSTRANDO O MARCADOR DE | Kbp E AMOSTRAS
SUBCLINICA (S) E CLINICA (C). OS PLASMIDIOS pGEM®-T Easy Vector, FORAM
PREVIAMENTE RESTRINGIDOS COM ENZIMA EcoR 1.

3.000 p

950 p o 800 pb

Estes fragmentos com 800 a 950 pb ¢ o uso do pGEM ® - T Easy Vector,
permitiram estudar estas diferencas. Os componentes adicionados as reagdes amplificaram
efetivamente os plasmidios com inserto dos fragmentos de DNA de S. aureus. Os
iniciadores ligaram-se nos sites do plasmidio pGEM®-T Easy Vector de acordo com o

fabricante (APENDICE A).
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O mapa do vetor e pontos de referéncia foi também observado (77 RNA polymerase
transcription initiation site, SP6 RNA polymerase promoter: 139-158 SP6 RNA polymerase
transcription initiation site: 141 puc/M13 Reverse Sequencing Primer binding site: 176-
197 e pUC/M13 Forward Sequencing Primer binding site: 2949-2972). As reagdes de
SOARES et al. (2001), obtiveram duas seqiiéncias com 731 pb para a amostra subclinica e
739 pb para amostra clinica (ANEXO III). A partir destas seqiiéncias foram desenhados
iniciadores para as amostras subclinicas e clinicas, baseados no programa PerlPrimer
(MARSHALL, 2004) de acordo com o item 2.4 da metodologia. As seqiiéncias dos
iniciadores para as amostras subclinicas, foram editadas com 686 bases (16-702): Forward:
5"  CCAAACTTGGTAATTGAAGGAC 3' (Tm: 59,78°C) e Reverse: 5'
ACAATGTTGAAACTCAGACGTC 3' (Tm: 61,41°C), ambos com 22 bases. Para as
amostras  clinicas com 393  bases editadas (36-429):  Forward: 5
TTGATCTGGATACGATGGAAAGG 3' (24 bases e Tm: 62,48°C) e Reverse: 5'
TTAAGTATAAGCTTCACGCCGAG 3' (23 bases e Tm: 62,72 °C).

3.2 REACOES DE AMPLIFICACAO E PCR MULTIPLEX

Os iniciadores foram sintetizados por Invitrogen™, objetivando uma PCR-
Multiplex (VANNUFFEL et al., 1995; PINEKTER et al., 2001). A PCR-Multiplex foi
composta de DNA gendmico das amostras subclinicas e clinicas, amostras procedentes de
dois novos casos clinicos de mastite, amostras subclinicas e clinicas coletadas de tanque de
resfriamento do leite (KIM et al., 2001); linhagens referéncia (ATCC 25923 e ATCC
6538); grupo externo (S. mutans) e E. coli. Os resultados visualizados em gel de agarose
(Figura 2), mostraram amplificagdo das amostras do DNA gendmico de S. aureus
(amostras do trabalho, novos casos, linhagens referéncia e amostras de tanque de leite). O
DNA gendmico do grupo externo e de E. coli ndo amplificaram, mostrando eficiéncia das
reacOes para todas as amostras de DNA testadas. Na linha 6, as bandas sugeriram a
presenca dos dois grupos de S. aureus (KIM et al., 2001). A existéncia de casos subclinicos
e clinicos mostrou por outro lado, que alguns isolados sdo mais virulentos que outros

(CHEN et al., 2003; CORT et al., 2005 e DESZO et al., 2004 e 2005).
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Estes grupos eram semelhantes morfologicamente e por dados bioquimicos, mas diferentes

na composi¢ao de seus nucleotideos.

FIGURA 2 - PCR-MULTIPLEX EM GEL DE AGAROSE ONDE SE VE AMPLIFICACOES DO DNA
GENOMICO DE S. aureus. Linhas: 1=clinica; 2=clinica; 3 e 4=amostras de novos casos
clinicos; 5=vazia; 6 subclinica e clinica em tanque de leite; 7= clinica em tanque de leite;

8=ATCC 25923; 9=ATCC 6538; 10=S. mutans; 11=E. coli

M 123456 72891011M

3000 pb

1000 pb
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4 CONCLUSOES

As seqiiéncias delineadas permitem o diagndstico de mastite subclinica, numa fase
da vida da vaca quando o S. aureus ndo estd ainda “incistado”, e por isso, mais vulneravel
a antibidticoterapia, favorecendo a cura.

O PCR-multiplex idealizado neste trabalho permitird realizar este diagndstico de mastite
clinica e subclinica, pois se revelou eficaz para acusar a presenca da amostra subclinica no leite e
em outras secregdes do Uibere, assim como em nivel de tanque de leite.

Adicionalmente, os dados clinicos dos animais, revelaram estreita relagdo com a idade da

vaca, e o niimero de parigdes. A razao destes fatos merece estudos futuros.
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CONSIDERACOES FINAIS

As etiologias da mastite podem ser as mais variadas envolvendo fatores
nutricionais, anatdmicos e outros, todos eles ligados ao ambiente. Mas, indiscutivelmente,
o fator predisponente principal esta relacionado as deficiéncias do manejo em geral, e mais
intimamente ligado ao sistema de ordenha e a quem o opera.

Diante deste quadro, a realizagdo periddica de exames laboratoriais do leite podera
fornecer dados valiosos e, se bem aplicados, podem, com medidas simples de correcao de
manejo, evitar as recidivas. Aliado a isso, os resultados de antibiograma, mesmo sendo
conhecidos quando o tratamento ja foi realizado, fornece todos os subsidios para a decisao
sobre que produto continuar usando ou que deva ser descartado na propriedade.

O wuso criterioso de antibidtico intramamario de largo poder bactericida, com
excepcional desempenho em testes de sensibilidade bacteriana e alta eficdcia em mastites
clinicas e ambientais, associado a prevencdo de novas infec¢des durante o periodo seco,
mais as corre¢des de manejo que o isolamento bacteriano venha a sugerir, podem reduzir
sensivelmente os prejuizos causados pelas constantes recidivas de mastites em vacas de
boa producao. Neste ambito, a interacdo do agente etiologico, principalmente o S. aureus,
com o ambiente resultara em fendtipos diferentes da bactéria que podem alterar o quadro
nefasto a pecudria leiteira. Sabendo disso, € logico concluir que: o meio ambiente ¢ o fator
mais controlavel, incluindo-se aqui, o0 manejo geral dos rebanhos, devendo os técnicos da
area ensinar ao produtor de leite a melhor forma de adequa-lo a producao leiteira; ja o
melhoramento genético desses rebanhos resolvera as questdes de resisténcia a doenga, e de
produgdo, no ambito da quantidade e da qualidade; porém, a genética dos microrganismos,
como a do S. aureus, contribuird, e muito, com a produc¢do de farmacos e com o
conhecimento desse problema.

Desta forma, a presente pesquisa vem se somar a esse conjunto de medidas, pela
elucidacdo do polimorfismo genético encontrado, pelo conhecimento de aspectos da
resisténcia bacteriana, de minucias ligadas a seqiiéncia de nucleotideos, ou pela criagdo de

métodos diagndsticos, imediamente aplicaveis a esse contexto.
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