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RESUMO

Streptococcus agalactiae € um dos principais agentes causadores de
mastite em bovinos e de consequentes perdas econémicas aos produtores.
Estudos que avaliaram a viruléncia e a susceptibilidade a antimicrobianos desse
agente em amostras de bovinos do Brasil sdo limitados. Este trabalho teve por
objetivo avaliar a frequéncia dos genes de viruléncia hylB, bca, bac,fbsA, fbsB,
cfb, bibA,PI-1, Pl-2a e PI-2b, dos genes de resisténcia a antimicrobianos ermA,
ermB, mefA, tetO, tetM, aphA3, aad-6, bem como a susceptibilidade aos
antimicrobianos eritromicina, clindamicina, tetraciclina, gentamicina, penicilina,
ceftiofur, cefalotina, sulfonamida e associagdes entre gendtipos e fenotipos de
resisténcia em 61 isolados de S. agalactiae provenientes de casos de mastite em
rebanhos bovinos brasileiros. Foram definidos sete perfis de viruléncia de
acordo com a frequéncia dos genes estudados. Os genes cfb, hylB, fosB e PI-2
(P1-2a ou PI-2b) foram encontrados em todos os isolados, enquanto Pl-1 foi
encontrado em somente um isolado, fbsA em 27 (44%), bibA em nove (15%),
bca em dois (3%) e bac ndo foi encontrado em nenhum dos isolados. Dentre 0s
genes de resisténcia pesquisados, ermB foi encontrado em 12 (19,67%) isolados,
tetO em 20 (32,78 %) e tetM em nove (14,75%) isolados. Os genes ermA, mefA,
apha3 e aad6 ndo foram detectados. Houve associacdo entre a presenca dos
genes ermB, tetM e tetO e os fendtipos de resisténcia a eritromicina,
clindamicina e tetraciclina. Pelo teste de concentragéo inibitéria minima (MIC),
foram encontrados diferentes indices de resisténcia: eritromicina com 26,23%;
tetraciclina,47,54%; gentamicina,3,28%; sulfonamida,98,36% e clindamicina
com 29,51%, por outro lado, todos os isolados foram susceptiveis a penicilina,
ceftiofur e cefalotina. Foi possivel concluir que a populacdo estudada possui
determinantes de viruléncia diversos, porém com um ndcleo comum
representado pelos genes cfb, hylB, fbsB e PI-2 (principalmente PI1-2b) e que os
testes de resisténcia aos antimicrobianos devem auxiliar nas tomadas de decisdo
relacionadas aos tratamentos, pois, a resisténcia a varios antimicrobianos
apresenta-se em altas frequéncias nesse patogeno.

Palavras-chave: S. agalactiae. Viruléncia. Resisténcia antimicrobiana. Mastite.



ABSTRACT

Streptococcus agalactiae is one of the major causal agents of mastitis in
cattle, which causes economic losses to cattle breeders. However, there are few
studies related with evaluation of virulence and susceptibility of these
antimicrobial agents toward cattle samples in Brazil, so far. In this work, we
aimed to assess the frequency of virulence genes, namely, hylB, bca, bac, fbsA,
fbsB, cfb, bibA, PI-1, PI-2a and PI-2b; antimicrobial agent resistance genes,
namely, ermA, ermB, mefA, tetO, tetM, aphA3 and aad-6; susceptibility to
antimicrobial agents such as erythromycin, clindamycin, tetracycline,
gentamicin, penicillin, ceftiofur, cephalothin, sulfonamide; as well as the
association between genotype and resistance phenotypes in 61 isolates of S.
agalactiae obtained from mastitis cases in herds of Brazilian cattle. Seven
virulence profiles related to gene frequencies were set. The genes cfb, hylB,
fbsB and PI-2 (PI-2a or PI-2b) were found in all isolates; while PI-1 was only
found in one isolate, fbsA was found in 27 isolates (44%), bibA in 9 isolates
(15%), bca in two isolates (3%), and bac was found in none of the isolates.
Regarding the resistance genes, ermB was found in 12 isolates (19.67%), tetO in
20 isolates (32.78%), and tetM was found in 9 isolates (14.75%). The following
genes were not detected: ermA, mefA, apha3 and aad6. There was association
between the presence of genes ermB, tetM and tetO, and resistance phenotypes
to erythromycin, clindamycin and tetracycline. Different resistance indices were
found by means of minimum inhibitory concentration test, namely for
erythromycin (26.23%), tetracycline (47.54%), gentamicin (3.28%), sulfonamide
(98.36%), and clindamycin (29.51%). In other hand, all isolates were susceptible
to penicillin, ceftiofur and cephalothin. Then, we could state that these isolates
have diverse determining factors for virulence, however, with a common core
represented by genes cfb, hylB, fbsB and PI-2 (mainly PI-2b). In addition, the
antimicrobial resistance tests can help in making decisions related to these
treatments, because the resistance to various antimicrobial agents was found to
show high relative frequency for this pathogen.

Key-words: S. agalactiae. Virulence. Antimicrobial resistance. Mastitis.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o quarto maior produtor mundial de leite, atrds apenas dos
Estados Unidos, India e China (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION, FAO, 2013). Em 2011, a estimativa de vacas ordenhadas foi
de 23.508.605 (cabegas) com producdo de 32.296.120.000 litros de leite
(EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA, EMBRAPA,
2012). Embora o Brasil ocupe posi¢do de destaque na produgdo leiteira, doengas
relevantes do ponto de vista econémico e de salde publica ainda sdo importantes
no cenario da pecuaria leiteira nacional. A mastite ocupa lugar de destaque entre
essas afeccoes.

A mastite é a doenga infecciosa mais frequente e onerosa que afeta as
exploragOes leiteiras em todo o mundo (KEEFE, 2012). Esta enfermidade
prejudica a qualidade e reduz a producdo de leite, além de levar a gastos
relacionados ao tratamento, prejuizos com descarte de leite e reposicdo de
animais cronicamente afetados (SANTOS; FONSECA, 2007). Trata-se de uma
doenca de cunho multifatorial em que estdo envolvidos fatores ambientais,
fatores inerentes aos proprios animais e infecciosos, contando com envolvimento
de mais que 140 tipos diferentes de microrganismos em sua etiologia (RIBEIRO
et al., 2006).

Dentre os principais patégenos causadores de mastite bovina, estdo as
bactérias Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Streptococcus uberis (JAIN et al., 2012; KEEFE, 2012;
RATO etal., 2013; ZADOCKS et al., 2011).

Streptococcus agalactiae é considerado um importante patdégeno na
mastite por elevar as contagens de células somaticas, reduzir qualidade e
producdo de leite dos rebanhos afetados (KEEFE, 2012). Na maioria das vezes,

esta envolvido na mastite bovina subclinica e esta forma de apresentacédo é a que
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determina as perdas econdmicas mais expressivas a cadeia produtiva do leite
(SANTOS; FONSECA, 2007).

Além de agente etiolégico para a mastite bovina, S. agalactiae tem
importancia na saide publica. Em humanos, este microrganismo coloniza os
tratos urogenitais e gastrointestinais podendo levar a septicemia, pneumonia e
meningite neonatal, mastite em mulheres lactantes, além de altas taxas de
mortalidade em adultos imunocomprometidos (ZADOCKS et al.,, 2011). Na
piscicultura é um patégeno emergente, responsavel por altas taxas de morbidade
e mortalidade em casos de septicemia e meningo encefalite em peixes de agua
doce, marinhos e estuarinos (EVANS et al., 2002).

A capacidade deste agente de se multiplicar e colonizar diferentes
hospedeiros e sitios corporais depende da expressdo concatenada de genes de
viruléncia (SAMEN et al.,, 2011). Desta forma, a doenca causada por S.
agalactiae ocorre somente quando ha uma adequada expressao e regulacdo de
diversos genes de viruléncia, possibilitando as devidas interacdes entre patégeno
e hospedeiro (MAISEY; DORAN; NIZET, 2008).

Desde a introducdo da penicilina na década de 1940, os antimicrobianos
sdo amplamente utilizados no controle das doencas bacterianas, tanto na
medicina humana quanto para a promocdo da salde e bem estar animal
(BARLOW, 2011). O controle da mastite bovina tem como uma de suas
principais ferramentas a intervencéo terapéutica, levando a um frequente uso de
antimicrobianos nas propriedades (ERKSINE; WAGNER; DEGRAVES, 2003).
No entanto, a eficiéncia desses agentes é comprometida quando surge a
resisténcia antimicrobiana nos patdgenos, sendo esta influenciada por fatores
como pressdo seletiva, tipo de antimicrobiano administrado e frequéncia de
mutacao de genes de resisténcia nos microrganismos (SCHWARZ et al., 2001).

Embora S. agalactiae seja um dos principais agentes envolvidos na

etiologia da mastite bovina, e que esta enfermidade, quando associada com o
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referido agente, possa ter conotacdo de doenga zoonoética e ocupacional, existem
poucos estudos sobre os fatores de viruléncia e sobre a susceptibilidade a
antimicrobianos em amostras deste agente obtidas de rebanhos brasileiros
(FERREIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011). Neste contexto, este trabalho
teve por objetivo proporcionar melhor entendimento sobre a frequéncia dos
fatores de viruléncia estudados e sobre a susceptibilidade aos antimicrobianos
testados para a mastite bovina causada por S. agalactiae em rebanhos
brasileiros, de modo a fornecer novas perspectivas em termos de estratégias de
controle para o agente. Além disto, considerando-se a participagéo do agente em
enfermidades de diversas outras espécies animais e no préprio ser humano, este
estudo poderd trazer contribuicbes Uteis para o controle das infecgdes

ocasionadas pelo mesmo nas demais espécies susceptiveis.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mastite bovina e importancia econémica

A mastite bovina é uma afeccdo caracterizada pela inflamacdo da
glandula mamaéria devido a invasdo microbiana, principalmente por bactérias,
mas também ocorre por fungos, leveduras e algas (BRADLEY, 2002;
SORDILLO, 2011). E a doenca mais importante dos rebanhos leiteiros em todo
0 mundo devido a alta incidéncia de casos clinicos, alta prevaléncia de infec¢Ges
subclinicas e aos prejuizos econdmicos que acarreta (HOGEVEEN; HUIJPS;
LAM, 2011). S&o calculadas perdas na produgdo que podem variar de 10 a 30%
por lactagdo, sendo que estes valores séo influenciados por fatores como a
gravidade da infeccdo, agente causador, duragcdo da doencga, idade do animal,
época, estado nutricional e potencial genético (SORDILLO, 2011).

O termo mastite originou-se do grego masto-glandula mamaria e itis-
inflamacdo (PIETERSE; TODOROQV, 2010) e esta afeccdo pode se apresentar
sob a forma clinica ou subclinica. A primeira se caracteriza pela presenca de
sinais do fendmeno inflamatério no quarto acometido, ausentes na forma
subclinica. A mastite clinica subaguda apresenta sinais clinicos discretos,
caracterizados pela presenca de grumos no teste Tamis, podendo evoluir ou ndo
para formas mais graves, denominadas clinicas agudas, caracterizadas por sinais
inflamatérios mais evidentes, tais como dor, calor, rubor, edema, perda de
fungdo e alteracBes nas caracteristicas macroscopicas do leite (COSTA et al.,
1998; SANTOS; FONSECA, 2007). Casos superagudos estdo geralmente
associados a infeccdo por agentes ambientais do grupo dos coliformes e se
caracterizam por sinais inflamatérios muito intensos nos quartos acometidos,
com a presenca de sinais sisttmicos tais como febre, dispneia, hipotenséo,
prostracdo e anorexia (BURVENICH et al., 2003; HOGAN; SMITH, 2003).
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Outra forma clinica relevante é a cronica, na qual podem ser observados sinais
de fibrose dos quartos acometidos, em alguns casos acompanhados de atrofia
glandular e presenca de fistulas. Streptococcus agalactiae e Staphylococcus
aureus sdo agentes frequentemente associados com estes casos (COSTA et al.,
1998; SANTOS; FONSECA, 2007).

A forma subclinica da mastite caracteriza-se pela auséncia de sinais
externos de inflamacdo do quarto acometido, mas acarreta reducdo na produgéo
do quarto afetado e alteragcBes na composigdo do leite (BRITO; BRITO, 1998;
COSTA et al., 1998; SANTOS; FONSECA, 2007; VEIGA, 1998;). Sob o ponto
de vista econbmico, € aquela que se reveste de maior significado, devido ao
grande nimero de animais geralmente acometidos e por causar alteragdes fisico-
quimicas na qualidade do leite, bem como a reducgdo expressiva na producao dos
quartos afetados (BRITO; BRITO, 1998; SANTOS; FONSECA, 2007).

A epidemiologia da mastite varia consideravelmente dependendo da
espécie, dose infectante, patogenicidade e infectividade do agente envolvido e ha
evidéncias de que os fatores de risco diferem conforme essas caracteristicas. A
literatura relaciona o envolvimento de diversos grupos de microrganismos nas
infecgBes  intramamarias  (IIM) de bovinos, mas, embora diferentes
microrganismos possam estar envolvidos em sua etiologia os Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
uberis e Escherichia coli sdo os responsaveis por cerca de 80% dos casos de
IIM. Menos que 5% das infeccBes sdo causadas por Corynebacterium bovis,
Pseudomonas sp., Mycobacterium sp., Nocardia asteroides, Aspergillus sp.,
Candida sp., Serratia sp. e Prototheca sp. (RANJAN et al., 2006).

Como mencionado anteriormente, a mastite consta como a doenca
infecciosa mais prevalente e economicamente relevante de bovinos leiteiros em
todo o mundo, embora nas Gltimas décadas tenham ocorrido enormes avangos
nas areas de prevencdo e controle (AARESTRUP; JENSEN, 1997; PETON;
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LOIR, 2014; VINTOV et al., 2003). As perdas econdbmicas ocorrem devido a
reducdo temporaria ou permanente na producao de leite, descarte de leite devido
ao uso de antimicrobianos, reducdo no preco causado pelo aumento das
contagens de células somaéticas (CCS), reducdo da vida produtiva do animal,
além dos custos com tratamento e médo de obra (HILLERTON; BERRY, 2005;
VIGUIER et al., 2009).

Segundo Bradley (2002), as perdas ocasionadas pela mastite na industria
leiteira mundial foram estimadas em 35 bilhdes de dolares anuais. Nos Estados
Unidos, o Conselho Nacional de Mastite estimou que 0s custos da mastite para
os produtores de leite sejam da ordem de dois bilhdes de délares anuais
(OLIVER; MURINDA, 2012). Bar et al. (2008) relataram que a média de custos
de um caso de mastite clinica sdo de US$ 179, sendo que deste valor US$ 115
estdo relacionados a perdas no rendimento, US$ 14 devido ao aumento da
mortalidade e US$ 50 referem-se aos gastos com o tratamento. Na Europa,
Halasa et al. (2009) relataram custos médios anuais com a mastite de 4.896
euros para rebanho com 100 vacas em lactagao.

No Brasil, Lopes et al. (2012) estimaram que 0 impacto econdémico
anual da mastite para cada vaca em lactacdo é da ordem de R$ 727,13 e R$
2.774,11 para frequéncias anuais de mastite clinica de 1 e 15% respectivamente.
Levantamentos anteriores realizados por Benites et al. (1999) em propriedades
leiteiras de S@o Paulo e Minas Gerais apontaram custos com a prevencdo da
mastite da ordem de US$ 23,98 por vaca/ano, com perdas estimadas em US$
317,38 por vaca/ano, sendo 0s custos com prevengdo, por propriedade,
estimados em US$ 1.558,59 e as perdas totais avaliadas em US$ 20.611,32 no
periodo de um ano. Em outra publicacdo, Costa (1998) relatou que as perdas
decorrentes da doenca eram da ordem de 10-15% da producdo total no rebanho

nacional.
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2.2 Streptococcus agalactiae

O género Streptococcus abrange diversas espécies bacterianas
associadas a processos infecciosos em seres humanos e animais, bem como
microrganismos saprofiticos ou ndo patogénicos. Atualmente, sdo descritas 109
espécies e 22 subespécies bacterianas pertencentes a este género (LIST OF
PROKARYOTIC NAMES, LPSN, 2015). Compreendem cocos Gram-positivos,
com didmetro de 0,5 - 2,0 um, organizados em pares ou cadeias lineares curtas,
catalase negativos, ndo moveis e ndo formadores de esporos. Além das
caracteristicas fenotipicas, o tipo de hemolise e a sorotipagem baseada na
composicdo de polissacarideos tém sido empregadas para caracterizar as
diferentes espécies de Streptococcus (SHEWMAKER et al., 2007).

Lancefield (1933) caracterizou os membros beta-hemoliticos do género
Streptococcus em grupos soroldgicos designados de A a H e de K a V. Esta
classificacdo é baseada na composicdo antigénica do polissacarideo da parede
celular, denominado carboidrato C. S&o excecbes os grupos D e N, nos quais o
antigeno de parede celular detectado é o &cido lipoteicoico. Assim, a espécie S.
agalactiae foi classificada no grupo B de Lancefield e seu carboidrato C é
composto por ramnose, N-acetilgalactosamina e galactose (CURTIS; KRAUSE,
1964). As cepas do grupo B séo ainda classificadas em tipos soroldgicos de
acordo com a composicdo do polissacarideo capsular, também referido como
polissacarideo tipo especifico (LANCEFIELD, 1934).

S. agalactiae é uma das principais espécies do género pelo fato de
colonizar multiplos hospedeiros e possuir diversos fatores de viruléncia cuja
expressdo permite adaptacdo do patdgeno em diferentes sitios do corpo,
incluindo aqueles que s&o tipicamente estéreis, como o sistema nervoso central
(SAMEN et al., 2011). Segundo Hillerton et al. (2004), S. agalactiae é um

microrganismo bem adaptado a glandula maméria de bovinos e, geralmente, esta
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envolvido em doencas clinicas agudas e infecgdes subclinicas persistentes.
Embora, frequentemente, ndo invada o tecido glandular, pode causar fibrose e
abscessos no Ubere (FONSECA; SANTOS, 2000). Trata-se de um agente
altamente contagioso, que causa quadros de mastite com baixa taxa de cura
espontanea (KEEFE, 2012). Os animais infectados desempenham importante
papel de reservatorio no rebanho e a transmissao ocorre principalmente durante
o0 periodo de ordenha (BAL; BAYAR; BAL, 2010).

Este patdgeno destaca-se como agente causador de mastite por
determinar indices elevados de casos clinicos, elevacdo nos escores de contagens
de células sométicas (CCS) e contagem bacteriana total (CBT), acarretando em
decréscimo na quantidade e qualidade do leite produzido pelo animal ou rebanho
infectado (COSTA, 2008; MERL et al., 2003; ZAFALON et al., 1999). A
presenca de S. agalactiae no leite leva a degradacdo de suas proteinas, sendo que
a caseina, que tem grande importancia para a industria lactea, pode ser
degradada em até 75% gerando grandes prejuizos (AKERSTEDT et al., 2012).

Segundo Duarte et al. (2004), as taxas de infeccdo por S. agalactiae
variam bastante entre rebanhos, verificando-se as maiores prevaléncias em
rebanhos nos quais as medidas de controle tém sido negligenciadas. No Brasil,
este agente é relacionado como um dos principais agentes etiol6gicos da mastite
bovina com uma prevaléncia média estimada de 60% dos rebanhos (KEEFE,
2012). Tém sido citadas taxas de isolamento que variam entre 4,6% e 28,05%
(BARBALHO; MOTA, 2001; BRANT; FIGUEIREDO, 1994; MOTA et al.,
2004) citado por Costa (2008). Brito et al. (1999) relataram a ampla
disseminagdo deste agente em rebanhos do estado de Minas Gerais, sendo
isolado em 60% dentre 48 propriedades estudadas nas regides da Zona da Mata e
Campos das Vertentes. Em outros paises, como Canad, estudos apontam que
cerca de 40 a 50% dos rebanhos apresentam ao menos uma vaca infectada por S.
agalactiae (RIEKERINK et al., 2008).
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Além do envolvimento na mastite bovina, S. agalactiae, também
chamado de Streptococcus do Grupo B (GBS), tem sido relacionado como
importante agente causal de doencas em seres humanos e outras espécies
animais. Nos seres humanos, 0 agente é responsavel por casos de pneumonia,
septicemia e meningite em neonatos. Apresenta alta taxa de morbidade em
gestantes e mortalidade em adultos imunocomprometidos e idosos (JOHRI et al.,
2006; MAIONE et al., 2005; NAKIB et al., 2011). Na piscicultura, leva a
septicemia e meningoencefalite em peixes de diferentes espécies e ambientes,
gerando altas taxas de morbidade e mortalidade que culminam em altos
prejuizos econdmicos (BOWATER et al., 2012; EVANS et al., 2002).
Esporadicamente S.agalactiae estd associado a casos de doengas em Varios
outros hospedeiros como aves, camelos, cdes, equinos, gatos, ras, hamsters,
camundongos, macacos, dentre outros (ELLIOT; FACKLAM; RITCHTER,
1990; GARCIA et al., 2008; JOHRI et al., 2006).

2.3 Fatores de Viruléncia em Streptococcus agalactiae

Os patdgenos envolvidos na etiologia da mastite bovina possuem
diversificados fatores de viruléncia que facilitam a colonizacdo e infec¢do da
glandula mamaria. Alguns patégenos podem escapar das defesas do hospedeiro
ao se aderirem as células epiteliais, pela capsula que dificulta a captura e
destruicdo pelos neutréfilos ou produzindo endotoxinas e exotoxinas que
destroem ou inativam os leucdcitos, podendo manter-se no interior das células
para escapar a resposta imune do hospedeiro (BRADLEY, 2002; CARNEIRO;
DOMINGUES; VAZ, 2009).

Os fatores de patogenicidade representam uma série de estratégias das
quais 0 microrganismo se utiliza para invadir e colonizar um hospedeiro. Para

infectar, S. agalactiae deve entrar em contato com o hospedeiro, atravessando
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barreiras epiteliais (BARON; KASPER, 2005; PIETROCOLA et al., 2005). Para
isto, 0 agente utiliza estruturas presentes em suas superficies ou secreta produtos
no ambiente circundante. Em muitos casos, é vital para a sobrevivéncia do
microrganismo a utilizacdo de varios mecanismos com sobreposi¢cdo de fungdes
(BARON; KASPER, 2005). Em todos os organismos vivos, a regulacdo da
expressao génica em resposta aos estimulos externos € realizada pelo Sistema de
Transducdo de Sinal (STS). O STS responde a sinais externos regulando a
fungdo dos fatores transcricionais do DNA mobilizado, sendo mais comum em
bactérias o Sistema de Duplo-Componente (RAJAGOPAL, 2009). O
sequenciamento do genoma de S. agalactiae tem revelado a presenca de 17 a 20
Sistemas de Duplo Componentes, que podem responder a mudangas no
ambiente externo (GLAZER et al., 2002).

A maior parte dos estudos sobre fatores de viruléncia de S. agalactiae se
refere a isolados associados com infeccGes em seres humanos e peixes, sendo
poucos 0s estudos sobre o tema para amostras obtidas de bovinos. Em peixes,
Pereira et al. (2010) demonstraram que as amostras isoladas desses animais
apresentaram padrdo genético distinto das isoladas de seres humanos e bovinos.
Apesar desta diferenca genotipica, estes autores demonstraram em condicoes
experimentais, que amostras isoladas de seres humanos e de bovinos foram
capazes de infectar alevinos de tilapia do Nilo. Esses dados sugerem que
isolados de diferentes animais podem compartilhar fatores de viruléncia e
mecanismos de invasdo comuns envolvidos na patogénese das infecgdes.

Entre os principais fatores de viruléncia ja estudados para S. agalactiae
associados com a infec¢do em seres humanos ha destaque para a f
hemolisina/citolisina que promove a entrada do patdgeno na célula, facilitando a
sobrevivéncia e disseminagdo sistémica com lise celular e faléncia de 6rgéos
vitais, Cba peptidase que impede o recrutamento de neutrofilos e promove

adesdo celular, serina protease que inibe a cascata de coagulacdo, proteinas
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ligantes de penicilina (PBP1a) que conferem resisténcia aos peptideos catidnicos
antimicrobianos, adesina bacteriana imunogénica (BibA) que promove aderéncia
as ceélulas hospedeiras e inibe o sistema complemento, pili que promove a
resisténcia aos peptideos catibnicos antimicrobianos, assim como aderéncia a
célula hospedeira (RAJAGOPAL, 2009).

2.3.1 Proteina C

A proteina C foi o primeiro antigeno de superficie identificado em S.
agalactiae. Sendo composto por duas subunidades ndo relacionadas entre si,
denominadas proteinas a e B, codificadas pelos genes bca e bac, respectivamente
(LINDAHL; STALHAMMAR-CARLEMALM; ARESCHOUG, 2005). Isolados
de S. agalactiae podem expressar uma, ambas as subunidades ou ainda nenhuma
delas (BROKER; SPELLERBERG, 2004). A importancia do antigeno C como
fator de viruléncia em S. agalactiae ainda é controversa devido ao pequeno ou
nulo efeito em ensaios de invasdo, porém, os componentes dessa proteina sdo
alvos para a producdo de anticorpos (LINDAHL; STALHAMMAR-
CARLEMALM; ARESCHOUG, 2005).

A proteina o € o protétipo de uma familia de proteinas estreptocicicas
caracterizada pela presenga de um dominio amino-terminal conservado, longos
elementos repetidos em tandem e dominio carboxi-terminal conservado
(LACHENAUER et al., 2000; WASTFELT et al., 1997). A presenga de
unidades repetidas, verificada entre as cepas clinicas, é associada a variabilidade
genética e fenotipica por originar locais de rearranjo génico, promovendo
diversidade antigénica e variagdo no peso molecular da proteina final
(GRAVEKAMP; ROSNER; MADOFF, 1998). A delecdo do gene bca atenuou a

viruléncia de S. agalactiae em camundongos neonatos (LI et al., 1997).
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Adicionalmente, a perda da expressdo da proteina o foi associada a redugdo na
invasdo de células epiteliais cervicais (ME180) (BOLDUC et al., 2002).

A proteina B, também referida como Bac ou proteina ligadora de 1gA
encontra-se localizada na superficie da célula bacteriana (BERNER et al., 2002;
JARVA et al., 2003). Diferentemente da proteina o, a B ndo contém repeticdes
longas, mas a regido carboxi-terminal possui uma sequéncia rica em prolina,
também referida como regido XPZ, em alusdo aos trés residuos que se repetem
periodicamente, arranjada em tandem, que resulta em alteracdo no nimero de
unidades repetitivas e resultam em acentuado polimorfismo genético (BERNER
et al., 2002). A sua exposi¢do na superficie celular e o conhecimento prévio de
que regides ricas em prolina comumente participam de interagcGes proteina-
proteina sugerem que a regido XPZ possa promover interagdes com proteinas do
hospedeiro ou com outras proteinas presentes em superficies bacterianas
(ARESCHOUG et al., 2002; WILLIAMSON, 1994). A regido amino-terminal
possui um sitio de ligacdo a IgA sérica, mas ndo a IgA secretdria, presente em
mucosas (JARVA et al., 2003). A ligacdo de IgA a superficie bacteriana poderia
resultar no bloqueio para deposicdo de outros anticorpos opsonizantes e
complemento, na inibicdo da fagocitose e outros mecanismos de defesa do
hospedeiro e no mascaramento de outros antigenos, desta forma a proteina Bac
atuaria na evasdo da resposta imune do hospedeiro (MADOFF et al., 1994;
MICHEL et al., 1991).

2.3.2 Toxinas Formadoras de Poros

S. agalactiae apresenta no seu genoma pelo menos dois genes que
codificam toxinas formadoras de poros, conhecidas como Beta-
hemolisina/citolisina (Beta-H/C) e Christie Atkins Munch Peterson, mais

conhecida como fator CAMP. Essas toxinas promovem a entrada de patégenos
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nas células hospedeiras, facilitam a sobrevivéncia intracelular e a disseminacéo
sistémica do agente (RAJAGOPAL, 2009).

A Beta-H/C é uma proteina de superficie que promove a invasao do S.
agalactiae nas células hospedeiras, permitindo que este atravesse barreiras como
as células epiteliais e endoteliais e, inclusive, a barreira hematoencefalica
(DORAN; LIU; NIZET, 2003; GIBSON; NIZET; RUBENS, 1999; NIZET,
2002). Além disso, podem induzir a apoptose, liberar citosinas relacionadas com
a invasdo celular e resisténcia a fagocitose (DORAN; NIZET, 2004; NIZET,
2002). O fator CAMP tem sido relatado como importante para a patogénese de
S. agalactiae (LANG; PALMER, 2003; JURGENS; STERZIK;
FEHRENBACH, 1987). Esta proteina promove a formacdo de poros nas
membranas das células do hospedeiro, além de se ligar a por¢cdo Fc de IgG e
IgM, impedindo a acdo destes anticorpos (DORAN; NIZET, 2004; LANG;
PALMER, 2003).

2.3.3 Adesina Bacteriana Imunogénica- BibA

Ap0s o0 sequenciamento gendmico de S. agalactiae foi identificada uma
adesina bacteriana imunogénica com atividade antifagocitica, denominada BibA
(“group B Streptococcus Immunogenic Bacterial Adhesin®). Esta adesina facilita
a aderéncia bacteriana as células epiteliais do hospedeiro, se liga a proteina
ligadora de C4 (C4-binding protein) e é expressa na superficie celular (SANTI et
al., 2007). BibA é codificada por um dos alelos do gene ghs2018, até o0 momento
seis alelos j& foram descritos. Existe uma adaptacdo deste alelo ao hospedeiro,
sendo que, o alelo 5 por exemplo, é encontrado somente em isolados de bovinos
e 0 alelo 6 foi identificado em um isolado de truta (BROCHET et al., 2006;
SPRINGMAN et al., 2009).
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A delecdo do gene bibA foi associada a redugdo da viruléncia de S.
agalactiae em modelo de infeccdo em camundongos e ao aumento da fagocitose
por neutr6filos humanos. Adicionalmente, a delecdo desse gene causa reducao
na adesdo a culturas de células epiteliais cervicais (ME180) e pulmonares
(A549). E colocado que BibA seria uma proteina multifuncional envolvida na
resisténcia a acdo microbicida fagocitica e na adesdo a células do hospedeiro
(SANTI et al., 2007).

2.3.4 Hialuronidase

Uma proteina também importante para a patogénese do S. agalactiae é a
hialuronidase (HyIB) codificada pelo gene hylB (GASE; OZEGOWSKI;
MALKE, 1998). Ela pertence a um grupo especial de enzimas, as
hialuronidases, responsaveis pela degradacdo de polissacarideos, principalmente
a N-acetilglicosamina, que compGe o é&cido hialurénico (AKHTAR;
KRISHNAN; BHAKUNI, 2006). Esta proteina estd presente no genoma de
varios microrganismos Gram-positivos como varias espécies de Streptococcus,
Staphylococcus, Peptostreptococcus, Propionibacterium, Streptomyces e
Clostridium. Em microrganismos Gram-negativos, as hialuronidases sdo
encontradas nas regides periplasmaticas ao invés de serem excretadas para o
meio extracelular e, por este motivo, apresentam pouca importancia na
patogénese (HYNES; WALTON, 2000).

O é&cido hialurdnico participa na composicdo de tecidos do organismo,
tais como pele, liquido sinovial e humor vitreo, estando associado ao
preenchimento de espacos entre as células, viscosidade e hidratagdo. A enzima
hialuronidase pode cliva-lo, assim como pode clivar a condroitina e sulfatos de
condroitina (AKHTAR; KRISHNAN; BHAKUNI, 2006; LI; JEDRZEJAS,

2001). Desta forma a hialuronidase facilitaria a difusdo do S. agalactiae durante
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a infeccdo (AKHTAR; KRISHNAN; BHAKUNI, 2006; LIU; NIZET, 2004,
RAJAGOPAL, 2009).

2.3.5 Proteina ligante de fibrinogénio

Proteinas de superficie que se ligam a matriz extracelular auxiliam
varias bactérias patogénicas a se aderirem as células hospedeiras (SCHUBERT
et al., 2004). A matriz extracelular de tecidos de mamiferos é composta por
glicoproteinas, como colageno, laminina, fibronectina e fibrinogénio, formando
uma estrutura macromolecular subjacente as células epiteliais e endoteliais
(ARAUJO et al., 2008; SCHUBERT et al., 2004). O fibrinogénio é uma proteina
de fase aguda sintetizada pelo figado e tem sua liberagdo aumentada no processo
inflamatério (VECINI; PATRICIO; CIARLINI, 2006). Vérias pesquisas tém
demonstrado interacGes de S. agalactiae com as proteinas da matriz extracelular
e, para cada uma dessas proteinas, existem receptores especificos (SCHUBERT
et al., 2004; SPELLERBERG et al., 1999).

A aderéncia de S. agalactiae aos tecidos do hospedeiro é importante no
inicio do processo infeccioso (FROST; WANASINGHE; WOOLCOCK, 1977,
RAJAGOPAL, 2009). Enquanto nos Streptococcus pertencentes aos outros
grupos de Lancefield, a ligacdo ao fibrinogénio é feita por uma proteina de
membrana denominada M (FISCHETTI, 1989; VASI et al., 2000), a ligagéo de
S. agalactiae ao fibrinogénio da matriz extracelular ¢ mediada por duas
proteinas conhecidas como FbsA e FbsB, que podem ligar tanto ao fibrinogénio
soltvel quanto ao imobilizado de humanos e de bovinos (JACOBSSON, 2003;
JONSSON et al., 2005; SCHUBERT et al., 2004). Estudos tém demonstrado que
a proteina FbsA também tem fungdo de agregagdo plaquetaria, podendo causar
outros agravos durante a infeccdo (PIETROCOLA et al., 2005) como também

pode estar envolvida no mecanismo de escape ao sistema imunoldgico, evitando
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a opsonizagdo por macréfagos e neutrofilos (PIETROCOLA et al., 2005;
SCHUBERT et al., 2004). Uma mutacéo no gene fbsA pode causar uma reducdo
na habilidade do S. agalactiae em se multiplicar no sangue de seres humanos, o
gue sugere que a proteina FbsA contribui para a resisténcia a fagocitose
(LINDAHL; STALHAMMAR-CARLEMALM; ARESCHOUG, 2005). A
delecéo do gene fbsB ndo resultou em reducdo na adesdo ao fibrinogénio celular,
porém, diminuiu a invasdo em células epiteliais pulmonares, mostrando que
FbsB também tem funcéo de promover a entrada de S. agalactiae nas células do
hospedeiro (GUTEKUNST; EIKMANNS; REINSCHEID, 2004).

2.3.6 Pili

Pili, também conhecidos como fimbrias, sdo estruturas relacionadas a
aderéncia e invasdo bacteriana as células e tecidos hospedeiros durante a
colonizagdo. Sua primeira descricdo em S. agalactiae ocorreu em 2005 e desde
entdo diversos estudos tém sido realizados, mostrando sua importancia na
invasdo do hospedeiro (LAUER et al., 2005; MAISEY et al., 2007;PAPASERGI
etal., 2011;ROSINI et al., 2006; SORIANI; TELFORD, 2010).

As fimbrias sdo importantes fatores de viruléncia em S. agalactiae para
a infeccdo em mamiferos, consistindo de subunidades proteicas repetidas, que se
estendem desde a superficie bacteriana até o meio circundante (DRAMSI,
TRIEU-CUOT,; BIERNE, 2005; MARESSO; SCHNEEWIND, 2008). Estas
permitem o desenvolvimento de infecgdes invasivas em seres humanos,
principalmente infec¢bes urinarias, genitais e gastrointestinais, podendo
contribuir para a ocorréncia de meningite e septicemia neonatal (DORAN;
NIZET, 2004; MAISEY et al., 2008).

A extremidade dos pili geralmente apresenta propriedades adesivas, que

promovem a ligacdo bacteriana & matriz extracelular e/ou a ligacéo a receptores
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celulares do hospedeiro (MARESSO; SCHNEEWIND, 2008). Em S. agalactiae,
os pili sdo mediadores de resisténcia aos peptideos catidnicos antimicrobianos,
facilitando a aderéncia e ataque do patogeno as células hospedeiras (DRAMSI;
TRIEU-CUOT; BIERNE, 2005; MAISEY et al., 2007; PEZZICOLI et al.,
2008). Além destas funcBes, um estudo realizado por Konto-Ghiorgh et al.
(2009) revelou que os pili de S. agalactiae também estdo envolvidos na
formacé&o de biofilmes.

Os pili sdo codificados pelos genes pilA, pilB e pilC (MAISEY et al.,
2007) que estdo localizados em dois grupos, ilha de pilus 1 (PI-1) e ilha de pilus
2 (PI-2), sendo que esta Ultima apresenta duas variantes, a Pl-2a e PI-2b
(LAUER et al., 2005; RAJAGOPAL, 2009; ROSINI et al., 2006). Estas
estruturas sdo formadas por trés subunidades proteicas: PilA, PilB e PilC e sua
montagem envolve duas classes de proteinas sortases tipo C, StrC3 e StrC4
(KONTO-GHIORGH et al., 2009).

Acredita-se que as sortases tipo C possam polimerizar os pili pela
formacéo de ligagdes covalentes entre diferentes subunidades. Essas proteinas ja
foram descritas em outros microrganismos além dos Streptococcus do Grupo B
(GBS), como em Actinomyces viscosis, Actinomyces naeslundii, Bacillus cereus,
Clostridium perfringens, Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae e
Streptococcus  pyogenes (DRAMSI; TRIEU-CUOT; BIERNE, 2005;
MARESSO; SCHNEEWIND, 2008).

Margarit et al. (2009) avaliaram a frequéncia das ilhas de pilus em 289
amostras de S. agalactiae provenientes de humanos e mostraram que pelo menos
uma das trés ilhas estava presente. PI-2 estava presente em todas (73% possuiam
Pl-2a e 27%, PI-2b) enquanto o locus PI-1 foi detectado em apenas 28%. A
organizagdo mais frequente, observada em 133 amostras, foi a deteccdo
simultanea de PI-1 e PI-2a enquanto a situacdo mais atipica foi a presenca de

somente PI-2b em quatro amostras. Houve uma correlacdo desses dados com o
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tipo capsular e a idade do hospedeiro que foi isolada. Sorensen et al. (2010)
também observaram a presenca de genes Pl-2 em 238 bactérias isoladas de
bovinos e seres humanos, mostrando o potencial dessas proteinas para
desenvolvimento de vacinas. Ao contrario, Pl-1 estava ausente em 54% de
isolados de bovinos e 24% de isolados de seres humanos.

Embora varios estudos sobre os pili em isolados de S. agalactiae de
origem humana tenham sido realizados, pouco se sabe sobre a presenca e
importancia deste fator de viruléncia em isolados associados com a mastite

bovina, o que salienta a necessidade de mais estudos sobre o tema.

2.3.7 Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR) no estudo dos fatores de

viruléncia

Ferramentas de epidemiologia molecular oferecem oportunidades Unicas
para 0 avan¢o no entendimento das doencas através da investigacdo dos agentes
infecciosos ao nivel molecular (MUELLNER et al., 2011). Técnicas de estudo
da viruléncia de isolados de seres humanos e bovinos, bem como métodos que
determinam a habilidade destes isolados de colonizar certos hospedeiros, de
causar doenca e até mesmo de cruzar barreiras interespécies, sao de grande
importancia na epidemiologia de S. agalactiae (CORREA et al., 2010).

Varios estudos recentes tém utilizado a PCR com sucesso para o estudo
de fatores de viruléncia de S. agalactiae isolados de humanos, bovinos e peixes
(UDO; BOSWIHI; AL-SWEIH, 2013; CORREA et al., 2009; GODOY et al.,
2013; LIN et al., 2009; SORENSEN et al., 2010). Métodos baseados em PCR
sdo metodos de tipagem quase universais, com diversas aplicacdes em sistemas
de tipagem de microrganismos, e exibem bons niveis de discriminacdo. Suas

principais vantagens incluem alta reprodutibilidade, alta simplicidade técnica de
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execucgdo, grande disponibilidade de equipamentos e reagentes e rapidez para
execugdo (BELKUN et al., 2007).

2.4 Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

Programas de controle eficazes e econdmicos de mastite se
fundamentam mais na prevencdo do que no tratamento, e rebanhos que adotam
as medidas de prevencdo produzem leite de maior qualidade a um menor custo.
No entanto, a intervencdo terapéutica é parte importante de um programa de
controle de mastite bovina, que continua a ser a causa mais frequente do uso de
antibacterianos em fazendas leiteiras e contribui para o0s gastos com
medicamentos e custos veterinarios na propriedade (ERKSINE; WAGNER;
DEGRAVES, 2003). Além disso, 0 uso indiscriminado de antimicrobianos na
medicina humana e veterinaria € uma das principais causas de resisténcia aos
antibioticos (TEUBER, 2001).

Segundo Myllys et al. (1994), a resisténcia a antimicrobianos é um fator
importante no estabelecimento e disseminagdo de clones bacterianos em um
rebanho, tendo estreita associacdo com mudangas no manejo, tais como a
implementacdo de tratamento antibidtico sistematico, estabulacdo e introdugdo
de ordenhadeira mecénica, fatores que atuam como forcas seletivas sobre
patdgenos causadores de mastite.

Segundo Guérin-Faublée et al. (2002), a terapia antimicrobiana continua
a ser um componente importante dos programas de salde do rebanho para
controlar infecgBes intramamarias em vacas leiteiras. Para tratar a mastite clinica
com sucesso e implementar as terapias de vaca seca de forma eficiente, é preciso
conhecer a prevaléncia e os padrdes de susceptibilidade antimicrobiana de
microrganismos isolados da glandula maméria. No entanto, as restricdes

financeiras e de tempo muitas vezes tornam impraticaveis a identificacdo dos
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agentes envolvidos na etiologia e a realizacdo de testes de susceptibilidade a
antimicrobianos pelos veterinarios, antes de tratar a mastite clinica. Assim, a
escolha da terapéutica geralmente é feita empiricamente ou, muitas vezes, com
base na informacgdo anterior sobre tendéncias de susceptibilidade.

A resisténcia a antimicrobianos em agentes patogénicos na producgdo
animal é um problema de satde animal, mas também traz implicacGes para a
salde publica (WITTE, 2000). Desta forma, a realizacdo de estudos para
incrementar os conhecimentos sobre o perfil de susceptibilidade aos agentes
patogénicos responsaveis pelas mastites em bovinos leiteiros é fundamental
(ERSKINE; WAGNER; DEGRAVES, 2003). Estes trabalhos contribuem para a
vigilancia epidemioldgica continua da susceptibilidade aos antimicrobianos para
estes microrganismos, permitindo monitorar o aparecimento de estirpes
microbianas resistentes a alguns antibiéticos. Deve-se ressaltar que os padrdes
de resisténcia aos antimicrobianos utilizados em mastites podem variar entre
paises, com o tempo, e até mesmo entre propriedades, desta forma, devem ser
permanentemente monitorados (VINTOV et al., 2003).

Estudos sobre concentracdo inibitéria minima (MIC) para S. agalactiae
tém sido realizados (BENGTSSON et al., 2009; GUERIN-FAUBLEE et al.,
2002). Gao et al. (2012) avaliaram o MIC para 55 amostras de S. agalactiae
isoladas de bovinos com mastite, tendo verificado susceptibilidade de 27,5%
para a tetraciclina, 70,6% para gentamicina e amicacina, 76,5% para
eritromicina e de 100% para penicilina. Devido aos niveis expressivos de
resisténcia a aminoglicosideos e tetraciclina, os autores preconizaram 0 usoO
criterioso destes antimicrobianos nos casos de mastite por S. agalactiae,
preferencialmente com suporte do teste antibiograma.

Pesquisas relacionadas ao perfil de sensibilidade a antimicrobianos em
amostras de S. agalactiae isoladas de bovinos acometidos por mastite em

rebanhos brasileiros s@o limitados. Nos poucos estudos realizados, a
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identificacdo do agente se limitou ao género e utilizou a técnica de difusdo em
discos, que embora padronizada internacionalmente, é mais passivel de erros que
0 MIC. Estes aspectos impedem a percepcdo mais ampla do problema de
resisténcia em S. agalactiae em ambito nacional (FERREIRA et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2011).

2.4.1 Genes de resisténcia a antimicrobianos

A resisténcia aos antibioticos tem sido documentada em bactérias,
podendo ocorrer em decorréncia de mutagdes (MARTINEZ; BAQUERO, 2000)
ou através da aquisi¢do de genes de resisténcia a antibioticos (PINTO et al.,
2014). Os genes de resisténcia podem ser adquiridos através de transferéncia
horizontal de genes, incluindo a transferéncia de plasmideos com capacidade de
replicacdo autdbnoma e transposons que podem transportar genes de resisténcia
de cromossomos para plasmideos e vice-versa (MARTINEZ et al., 2009). O
fendmeno de conjugacédo e transferéncia de plasmideos com determinantes de
resisténcia a antimicrobianos ocorre naturalmente entre cepas de bactérias de
origem humana ou animal, mesmo na auséncia de antibiéticos (KRUSE;
SORUM, 1994).

A possibilidade de resisténcia cruzada entre antimicrobianos pode
ocorrer nas diferentes classes de antimicrobianos que, apesar de estruturalmente
diferentes, ligam-se a porcdes relacionadas nas bactérias. Um exemplo sdo os
macrolidos, lincosamidas e estreptogaminas (MLS) que se ligam a subunidade
50S do ribossoma em locais estreitamente relacionados, possibilitando a
ocorréncia de resisténcia cruzada em bactérias Gram-positivas. Um dos
mecanismos descritos de multipla resisténcia é devido a modificagdes no rRNA
23S devido a enzima adenina-N6- metiltransferase. Estas modificacfes tém

como resultado a alteracdo do local no rRNA 23S onde os antibioticos MLSB
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(macrdlidos, lincosamidas e estreptogramina B) se ligam. A modificacdo deste
local do ribossoma confere resisténcia cruzada a estes antibi6ticos (fenétipo de
resisténcia MLSB) e refere-se a um dos mecanismos de resisténcia mais comuns,
sendo os genes que codificam para essas metilases designados de erm
(“erythromycin ribosome methylation”) (FLUIT et al., 2001).

A resisténcia a um determinado antimicrobiano também pode ocorrer
devido a bombas de efluxo. Estas sdo responsdveis pela expulsdo do
antimicrobiano da célula bacteriana, de forma a proteger o meio intracelular, em
particular os ribossomas. Os genes que codificam para o mecanismo de efluxo
de antibidticos da classe dos macrolideos designam-se genes mef (“macrolide
efflux”). Estes genes podem estar associados a elementos genéticos localizados
no cromossoma e podem ser transferidos entre bactérias durante a conjugacgéo
(LUNA et al., 1999). A presenga deste gene nos isolados de Streptococcus spp.
resulta na resisténcia a macrolideos sem interferir na susceptibilidade as
lincosamidas e estreptogramina B (fen6tipo M) (ROBERTS et al., 1999).

Poyart et al. (2003) detectaram o0s genes erm(A), erm(B) e mef(A)
associados a resisténcia a macrolideos e lincosamidas em isolados S. agalactiae
de origem humana. Loch et al. (2005) detectou o gene erm(B) em isolados
Streptococcus spp. associados a mastites bovinas.

A resisténcia a macrolideos associada a resisténcia a tetraciclina tem
sido observada. Estes autores observaram que todas as estirpes S. agalactiae de
origem humana e origem animal resistentes a eritromicina também eram
resistentes a tetraciclina contendo associa¢des dos genes erm, principalmente
erm(B), responsavel pela resisténcia a eritromicina e tet(O), responséavel pela
resisténcia a tetraciclina (DUARTE et al., 2005).

Determinantes de resisténcia a tetraciclina no género Streptococcus
foram descritos pela primeira vez por Brown e Roberts (1991). Existem dois

mecanismos codificados pelos genes de resisténcia a tetraciclina. Um é o
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mecanismo de efluxo do antibidtico (através de proteinas codificadas pelos
genes tetK e tetL) da célula bacteriana e o outro confere protecdo ao ribossoma
(proteinas citoplasmaticas codificadas pelos genes tetM, tetO, tetQ, tetS, tetT e
tetwW) (FLUIT et al., 2001; LEVY et al., 1999; ROBERTS, 1996). A maioria dos
genes tet esta associada a elementos genéticos moveis, o que parece justificar a
sua grande distribuicdo por diferentes espécies bacterianas (CHOPRA,;
ROBERT, 2001; ROBERTS, 1996; SALYERS et al., 1995).

Outros determinantes de resisténcia que vém sendo estudados em S.
agalactiae sdo os genes aphA-3 e aad-6, cuja expressdo confere fenotipos de
resisténcia aos antimicrobianos da classe dos aminoglicosideos. Gao et al.
(2012) e Poyart et al. (2003) relataram a presenga desses genes em amostras de
S. agalactiae provenientes de bovinos e humanos, ambos os trabalhos mostraram
que a presenca destes genotipos estava associada aos fendtipos de resisténcia aos

aminoglicosideos, como a gentamicina e a amicacina.

2.4.2 Técnicas de estudo in vitro para avaliacdo da susceptibilidade aos

antimicrobianos

O surgimento de bactérias resistentes € um dos principais fatores que
limita a eficacia dos antimicrobianos no combate as doencas. Portanto, a
determinacdo da resisténcia ou susceptibilidade de uma bactéria representa um
dos elementos criticos no delineamento de terapias racionais e adequadas. O
padrdo de susceptibilidade bacteriana aos antimicrobianos pode ser determinado
por testes laboratoriais, mas os dados gerados devem ser utilizados de acordo
com o contexto clinico de cada caso (COYNE et al., 2004). Para extrapolagdo do
resultado dos testes laboratoriais para uso in vivo, é necessario observar as

caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindmicas da droga, a fim de
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determinar a probabilidade de o farmaco atingir uma concentracdo satisfatéria
nos 6rgdos onde o patdgeno pode estar localizado (MILLER, 2007).

Diversos métodos laboratoriais podem ser utilizados para mensurar a
sensibilidade in vitro das bactérias aos agentes antimicrobianos (CLSI, 2008).
Estes incluem métodos de difusdo da droga em meio de crescimento solido (teste
de difusdo em discos) e métodos de difusdo das drogas em meio liquido
(microdiluicdo para determinacdo da concentragdo inibitéria minima — MIC)
(BELKUM et al., 2007). A utilidade desses métodos pode variar de acordo com
a estabilidade dos padrdes de resisténcia, pois, alguns determinantes de
resisténcia sdo transmitidos por plasmideos, por exemplo, sendo facilmente
perdidos na auséncia de condi¢des seletivas (TENOVER et al., 1994). Os perfis
de susceptibilidade gerados podem fornecer dados de caracterizagdo bacterianas
complementares as técnicas de tipagem molecular (BELKUN et al., 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Realizar a prospeccdo de genes de viruléncia, de genes de resisténcia a

antimicrobianos e avaliar a susceptibilidade a antimicrobianos em amostras de

Streptococcus agalactiae isolados de mastite em rebanhos bovinos do Brasil.

3.2 Obijetivos especificos

a)

b)

c)

d)

Realizar a PCR para pesquisar a presenca dos seguintes genes de
viruléncia: hylB, bca, bac, fbsA, fbsB, cfb, bibA,PI-1, Pl-2a e PI-2b;
Realizar a PCR para pesquisar a presenga dos seguintes genes de
resisténcia antimicrobiana: ermA, ermB, mefA, tetO, tetM, aphA3,
aad-6;

Avaliar os padrdes de susceptibilidade antimicrobiana de S.
agalactiae isolados de casos de mastite bovina em rebanhos
brasileiros por meio da técnica de Concentra¢do Inibitéria Minima
(MIC) para os antibi6ticos Eritromicina, Clindamicina, Tetraciclina,
Gentamicina, Penicilina, Ceftiofur, Cefalotina e Sulfonamida;
Comparar genotipos e fendtipos de resisténcia aos antimicrobianos

Eritromicina, Clindamicina, Tetraciclina e Gentamicina.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Amostras estudadas

Para a realizacdo do estudo, foram utilizadas 61 amostras de
Streptococcus agalactiae associadas com a mastite bovina, provenientes de
rebanhos bovinos das regides Nordeste (n=10), Sudeste (n=38) e Sul (n=13) do
pais. Estas amostras, que ja se encontravam congeladas a 70°C negativos no
Laboratério de Microbiologia do Departamento de Medicina Veterinaria da
UFLA, foram gentilmente cedidas por pesquisadores de institui¢des de pesquisa

e de ensino das referidas regides.
4.2 Testes moleculares

Os testes moleculares realizados para andlise das amostras estdo

descritos nos itens seguintes.
4.2.1 Extracdo de DNA

As amostras de S. agalactiae foram cultivadas em agar tripticaseina soja
(Himedia®, India) suplementadas com 5% de sangue ovino a 37°C durante 48
horas. Apds esse periodo foram inoculadas em caldo BHI (brain heart infusion)
(Sigma-Aldrich®, India) a 37°C por 48 horas para que a extracdo do DNA
genbmico fosse procedida de acordo com o protocolo padrdo para extracdo de
bactérias Gram-positivas, do kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit

(Promega®, Estados Unidos).
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4.2.2 Reag0es de PCR

A deteccdo dos genes de viruléncia e dos genes de resisténcia
antimicrobiana foi avaliada por PCR individual, em termociclador Peltier
Thermal Cycler Multi-Purpose (Biocycle®, China), utilizando condicdes e
iniciadores previamente descritos na literatura, sendo que, quando necessério, as
reacOes foram otimizadas (Tabelas 1 e 2).

Foram estudados os genes de viruléncia hylB (hialuronidase), bca e bac
(subunidades a e B da proteina C), fbsA e fbsB (proteinas ligantes de
fibrinogénio), cfb (fator CAMP), bibA (adesina bacteriana imunogénica de GBS)
e dos genes que codificam as ilhas de pilus PI-1, PI-2a e PI-2b. Em relagdo aos
genes de resisténcia antimicrobiana, foram estudados os genes ermA e ermB
(resisténcia cruzada a macrolideos, lincosamidas e estreptogaminas), mefA
(resisténcia aos macrolideos por bomba de efluxo), tetO e tet M (resisténcia a
tetraciclina por protecdo ao ribossoma) e aphA3 e aad-6 (resisténcia aos
aminoglicosideos).

Para avaliar a reprodutibilidade dos ensaios de PCR, as amostras foram
submetidas a retestes em cada bateria de testes e, a avaliacdo da especificidade
das reacdes foi realizada através da analise do tamanho dos produtos de
amplificagdo formados e pela presenca de amplicon Gnico. Ao encontrar uma
amostra positiva esta era utilizada como controle nas demais baterias de testes

para determinado gene.



Tabelal Iniciadores utilizados, tamanho esperado dos produtos de amplificagdo e suas respectivas referéncias para
deteccdo dos genes de viruléncia em S. agalactiae isolados de mastite em rebanhos bovinos brasileiros

Gene alvo

Tamanho dos
produtos

Sequéncia (5°-3°)

Referéncias

hylB
bca
bac
fbsB
fbsA
cfb
bibA
PI-1
Pl-2a

P1-2b

503 pb
376 pb
479 pb
417 pb
556 pb
317 pb
2816pb
735 pb
575 pb

721 pb

F:5’-CACCAATCCCCACTCTACTA-3’
R:5’-TGTGTCAAACCATCTATCAG-3’
F:5’-CTACAATTCCAGGGAGTGCA-3’
R:5’-ACTTTCTTCCGTCCACTTAG-3’
F:5’-AAGCAACTAGAAGAGGAAGC-3’
R:5>-TTCTGCTCTGGTGTTTTAGG-3’
F:5’-GCGCAAACTTCTGTCCAA-3’
R:5’-CCGATACGATTGTCCAAATG-3’
F:5’-GAACCTTCTTGTCACACTTG-3’
R:5’-TTGATCCTAGCACTCCCA-3’
F:5’-AAGCGTGTATTCCAGATTTCC-3’
R:5’-AGACTTCATTGCGTGCCAAC-3’
F:5’-AATCGAAAACAACGTTGGAAAG-3’
R:5’-AAACCAGGCTTCATCAGTCATT-3’
F:5’-CTCATCAGTTGACGATTGTTC-3’
R:5’-CCATTGCCTGTTGCTCAC-3’
F:5’-CTATGACACTAATGGTAGAAC-3’
R: 5’-CACCTGCAATAGACATCATAG-3’
F: 5’-ACACGACTATGCCTCCTCATG-3’
R: 5’-TCTCCTACTGGAATAATGACAG-3’

(CORREA et al., 2009)
(CORREA et al., 2009)
(CORREA et al., 2009)
(GODOY et al., 2013)
(GODOY et al., 2013)
(GODOY et al., 2013)
(SANTI et al., 2009)
(ARPINI, 2011)
(MARTINS et al., 2010)

(MARTINS et al., 2010)

8¢



Tabela 2 Iniciadores utilizados, tamanho esperado dos produtos de amplificagdo e suas respectivas referéncias para
deteccdo dos genes de resisténcia antimicrobiana em S. agalactiae isolados de mastite em rebanhos bovinos
brasileiros

Tamanho .. A
Gene alvo Sequéncia (5°-3%) Referéncias
dos produtos

F:5’-TCTAAAAAGCATGTAAAAGA-3’

ermA 640pb R:5-CTTCGATAGTTTATTAATATTAGT-3’ (SUTCLIFFE etal., 1996)
F:5-GAAAAGRTACTCAACCAAATA-3’

ermB 640 pb R:5’AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC-3’ (SUTCLIFFE etal,, 1996)
F:5°-AGTATCATTAATCACTAGTGC-3’

mefA 328 pb R T O TG ACT b (SUTCLIFFE et al., 1996)
F:5-GTGGAGTACTACATTTACGAG-3’

tetM 359 pb R:5’-GAAGCGGATCACTATCTGAG-3’ (POYART etal., 1995)
F:5’-GCGGAACATTGCATTTGAGGG-3’

(eto 538 pb R:5’-CTCTATGGACAACCCGACAGAAG-3’ (CLERMONT etal., 1997)
F:5-GGGGTACCTTTAAATACTGTAG-3’

aphA3 848 pb R:5’-TCTGGATCCTAAAACAATTCATCC-3’ (POYART etal., 1995)
s 078 ob F:5-AGAAGATGTAATAATATAG-3’ (POYART-SALMERON et
P R:5’-CTGTAATCACTGTTCCCGCCT-3’ al., 1990)

6€
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4.2.3 Eletroforese

Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose
a 1,5% (Invitrogen Brasil, S30 Paulo) corados com 0,5x Gelred™ (Biotium®,
Hayward, CA) utilizando tampédo de corrida TAE 1X (Tris-Acetate, 0,04 M;
EDTA, 0,001 M), e as imagens foram reveladas e registradas em aparelho
transluminador (L-Pix Chemi Photo Digitizer - Loccus Biotecnologia, Brasil)
para serem analisadas. Foram utilizados marcadores de tamanho molecular de
100 pb e 1kb (New England Biolabs®Inc). Os perfis genéticos de viruléncia
foram determinados com base na presenca ou auséncia dos genes de viruléncia
rastreados e as frequéncias dos perfis foram estatisticamente avaliadas utilizando
o software SPSS 20.0, pelo Teste Exato de Fisher, com nivel de significancia de
95% (p=0,05).

4.3 Teste de Susceptibilidade Antimicrobiana — MIC

A técnica de microdiluicdo para a obtencdo das Concentracdes
Inibitérias Minimas - MIC, classificando os isolados como susceptiveis ou
resistentes, foi realizada segundo as normas do Clinical Laboratory Standarts
Institute (CLSI, 2008).

Foi utilizada a técnica de microdiluicdo em microplacas estéreis. Para
tal, foi utilizado caldo Mueller-Hinton (Himedia®, India) suplementado com os
cations divalentes Ca +2 e Mg +2 (CAMHB) e 5% de soro equino. Todos 0s
antibidticos (Sigma-Aldrich®, EUA) foram solubilizados e diluidos de acordo
com o indicado pelo CLSI, 2008, a fim de obter as concentracbes a serem
testadas (Tabela 3).
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Tabela 3 Concentracbes dos antibioticos (pg/mL) usados no teste de
Concentragdo Inibitéria Minima — MIC em S. agalactiae isolados de
mastite em rebanhos bovinos brasileiros

Antibidtico Faixas de Concentragéo (png/mL)
Eritromicina 32 - 0,06
Tetraciclina 128 - 0,25
Gentamicina 128 - 0,25
Penicilina 8-0,015
Ceftiofur 32-0,06
Sulfonamida 2048 — 4
Clindamicina 16 — 0,03
Cefalotina 8-0,015

As amostras foram previamente cultivadas em agar tripticaseina soja
(Himedia®, India) suplementadas com 5% de sangue ovino a 37°C por 24 — 48
horas. Para cada amostra, foram preparadas suspensdes bacterianas em solucéo
salina (0,9%), ajustadas a turbidez de 0,5 da escala de Mac Farland que equivale
a 1,5 x 10° (UFC/mL). Em cada poco contendo as devidas concentracdes de
antibidtico e caldo Muller Hinton, foram adicionados 5 microlitros da suspensao
bacteriana, as placas foram agitadas e posteriormente incubadas, por 24 horas, a
37 °C. Todos os testes foram realizados em duplicata, utilizando controles
negativos e positivos do crescimento bacteriano. Apo6s o periodo de incubagéo, o
valor da MIC foi determinado como a menor concentracdo de cada antibidtico
em que ndo foi possivel a deteccédo visual do crescimento bacteriano.

Os resultados dos oito antimicrobianos testados foram avaliados a partir
dos padrdes do CLSI (2008).

A associacdo entre a presenca/auséncia dos genes de resisténcia
antimicrobiana e os fen6tipos de resisténcia aos antimicrobianos eritromicina,
clindamicina e tetraciclina foi estatisticamente avaliada utilizando o software
SPSS 20.0, pelo Teste Exato de Fisher com nivel de significancia de 99%
(p=0.01).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Viruléncia em S. agalactiae

Os resultados da pesquisa de genes de viruléncia demonstraram a
ocorréncia de sete perfis de viruléncia nos isolados estudados (Tabela 4). O
perfil 1 (n=31) foi o mais frequente, seguido pelos perfis 7 (n=17) e 4 (n=8)
cujas frequéncias ndo diferiram significativamente. A frequéncia do perfil 6
(n=2) também néo teve diferenca significativa do perfil 4 (n=8), e dos perfis 2,
3, e 5 (n=1) (p>0,05) (Tabela 4).

O perfil 1 (n=31), que foi 0 mais frequente, contém os genes PI-2b, fbsB,
cfb e hylB. A presenca desses genes, nos isolados deste perfil, pode estar
relacionada & melhor adaptacgdo para a colonizagdo e para a infec¢do da glandula
mamaria dos bovinos, o que explica também a maior distribuigdo deste perfil. Os
genes fbsB, cfb e hylB estiveram presentes em todos os isolados estudados,
corroborando a hipdtese pré-citada.

O perfil 7 (n=17) diferiu-se do perfil 1 pela presenca do gene fbsA, assim
como o perfil 4 (n=8) diferiu-se do perfil 1 pela presenca de fbsA e bibA. O gene
fbsA esteve presente em 44,2% das amostras e bibA em 15%. Essas frequéncias
apontam para o fato que esses genes podem ndo ser essenciais para a ocorréncia
de mastite por S. agalactiae nos bovinos ou que as fungdes desempenhadas
pelos mesmos estdo sendo desempenhadas em parte por outros genes de
viruléncia.

Com relagdo as ilhas de pilus, PI-2b esteve presente em 59 (96,7%)
amostras estudadas, enquanto a PI-1 foi encontrada em uma Unica (1,6%)
amostra e Pl-2a, em duas amostras (3,3%). A amostra portadora de PI-1 era uma
das duas portadoras de Pl-2a. As duas amostras que ndo apresentavam Pl-2b

foram as portadoras de Pl-2a.
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O gene bca, relacionado a subunidade a da proteina C, foi encontrado
em duas amostras e sua presenca compds o perfil 6. O gene relacionado a

subunidade B (bac) da proteina C ndo foi encontrado neste estudo.



Tabela4 Perfis génicos de viruléncia encontrados em amostras de S. agalactiae isolados de mastite em rebanhos
bovinos brasileiros

Perfil/Gene Pl-2a PI-2b PI-1 bibA fbsA fbsB c¢fB hylB  bca bac N° de amostras

Perfil 1 - + = = = + + 4 - _ 31°
Perfil 2 + - - - - + + + - - 10
Perfil 3 + - + - - + o+ + - - 1¢
Perfil 4 - + - + + + o+ + - - 8™
Perfil 5 - + - + - + + + - ) 10
Perfil 6 - + - - + + + + + - ocd
Perfil 7 - + - - + + 4+ + - - 17°

abcd: pepresentam frequéncias diferentes entre os perfis — Teste Exato de Fisher (p < 0,05)

144
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O estabelecimento e a severidade das doengas bacterianas podem ser
influenciados pela expressdo de genes de viruléncia (AITKEN; CORL;
SORDILLO, 2011). Desta forma, destaca-se a importancia de estudos que
explorem o potencial de viruléncia em bactérias. Os resultados encontrados
mostram que a populagdo estudada, embora de forma ndo significativa, possui
diferentes combinacGes de genes de viruléncia, além de um ndcleo comum de
viruléncia representado pelos genes cfb, hylB, fbsB e PI2 (principalmente PI-2b).
Richards et al. (2011) comparando amostras de bovinos e humanos, concluiram
gue S. agalactiae de origem bovina possui potenciais genes de viruléncia
obtidos, principalmente, através da transferéncia de elementos genéticos moéveis
0 que o tornaram “bovino-especifico” e continuamente se adaptaram ao
hospedeiro, porém, apesar dessa adaptacdo, Richards et al. (2014) mostraram
que os isolados de S. agalactiae bovino possuem maior turnover de genes que
isolados humanos, este fato pode refletir uma adaptacdo mais recente ao
hospedeiro bovino.

Dentre os determinantes de viruléncia estudados neste trabalho,
encontra-se o fator CAMP, codificado pelo gene cfb. Estudos in vivo mostraram
que o fator CAMP parcialmente purificado foi letal para coelhos e que a
administracdo de fator CAMP junto a doses subletais de S. agalactiae foi capaz
de induzir septicemia e morte em camundongos (RAJAGOPAL, 2009). A
presenca do gene cfb em todas as amostras deste estudo (provenientes de mastite
bovina clinica e subclinica) mostra que o fator CAMP deve estar envolvido na
patogenia de S. agalactiae em bovinos. Altas frequéncias também tém sido
descritas em outros trabalhos recentes referentes a amostras de outras espécies.
Udo, Boswihi e Al-Sweih (2013) encontraram uma frequéncia de 99,4% cfb
positivos em amostras clinicas de humanos e Godoy et al. (2013) mostraram que
todos os 46 isolados estudados, provenientes de surtos de doenca estreptocécica

em peixes, eram cfb positivos.
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A hialuronidase, codificada pelo gene hylB, vem sendo descrita como
um fator que contribui na disseminagdo do patdégeno nos tecidos do hospedeiro
(RAJAGOPAL, 2009; YILDIRIM; FINK; LAMMLER, 2002). Embora relatos
anteriores mostrassem que sua acdo nao era absolutamente requerida para a
invasdo, pois, cepas com hylB silenciado foram isoladas de infec¢Bes invasivas
(ROLLAND et al., 1999), em estudo recente realizado por Wang et al. (2014)
foi demonstrado que a inativagdo de hylB reduziu a sobrevivéncia intracelular de
S. agalactiae em macréfagos, desta forma este estudo indicou que a
hialuronidase tem um papel chave na sobrevivéncia do patdégeno no interior das
células do hospedeiro.

No presente estudo, a presenca de hlyB foi observada em todas as
amostras estudadas. Corréa et al. (2009), estudando isolados humanos com
origem clinica e Dmitriev et al. (2002), trabalhando com isolados humanos e
bovinos também, encontraram 100% de amostras hylB positivas. Godoy et al.
(2013) relataram que 80, 4% das cepas provenientes de surtos da doenga em
peixes eram hylB positivas, além de demonstrar que a presenga de hylB levava a
maior viruléncia de S. agalactiae em tilapias do Nilo e aparecimento mais rapido
dos sinais clinicos. Foi demonstrado que hylB ¢ um determinante crucial nas
infecgBes intramamadrias bovinas e que existe uma alta atividade dessa enzima
em cepas de origem bovina quando comparadas as de humanos
(SUKHNANAND et al., 2005).

Os antigenos a e f da proteina C, codificados pelos genes bca e bac tém
sido investigados como possiveis candidatos a produgdo de vacinas, devido a
capacidade de induzirem imunidade protetora contra infecgdes por GBS
(MAIONE et al., 2005). Considerando os resultados obtidos neste estudo, em
que a frequéncia de bca foi muito baixa (presente em dois dos 61 isolados
estudados) e bac foi ausente, entende-se que essas duas proteinas ndo seriam

antigenos vacinais eficientes para a mastite bovina causada por S. agalactiae em
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rebanhos brasileiros, embora o nimero de amostras testadas tenha sido reduzido.
Johnson e Ferrieri (1984) ja haviam descrito que um namero significativo de
cepas de GBS ndo expressa as proteinas o e B em sua superficie, tornando
limitado o interesse na deteccdo fenotipica dessas proteinas. Trabalhos recentes
apontaram baixa frequéncia desses genes em outras espécies de isolados
brasileiros, bca foi encontrado em 22% e bac foi ausente em amostras humanas
(CORREA et al., 2009), enquanto ambos foram ausentes em estudo realizado em
amostras de peixes (GODOY et al., 2013).

Corréa (2009) demonstrou através de infeccdo experimental em
camundongos que a auséncia dos genes bca e bac na cepa bovina 87159 néo foi
fundamental para a sua viruléncia. A baixa frequéncia desses genes observada
no presente estudo corrobora que esses genes nao SA0 essenciais para a
ocorréncia da doenca nos bovinos, uma vez que os isolados estudados sdo
provenientes de casos clinicos ou subclinicos de mastite.

A presenca de pelo menos uma das variantes das ilhas de pilus foi
descrita em todas as amostras deste estudo, sendo que 59 amostras foram PI-2b
positivas, as outras duas foram Pl-2a positivas e uma dessas também continha
PI-1. Corroborando os resultados do presente trabalho, P1-2b foi relatada como a
variante de pilus mais frequente em isolados de bovinos em estudos realizados
em vérias regides do mundo (SORENSEN et al., 2010; YANG et al., 2013;
SPRINGMAN et al., 2014). Em amostras de humanos, P1-2a foi a variante mais
frequente, sendo algumas vezes associadas a PI-1 (MARTINS et al., 2010).
Margarit et al. (2009) também mostraram que PI-1 ndo esta presente em todas as
amostras enquanto PI-2 é ubiquamente expressa em isolados de S. agalactiae de
origem humana. Existe uma facilidade para a transferéncia horizontal de PI-1,
enquanto PI-2a e PI-2b encontram-se em um local entre os genes sag1410 e
sagl1403, portanto, apenas um ou outro pode estar presente em cada isolado
(SPRINGMAN et al., 2014).
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Func0es especificas para os pili em GBS ainda ndo foram identificadas,
porém, tém sido relatado que essas estruturas podem estar envolvidas na adesao,
invasdo e translocacdo em células epiteliais (KONTO-GHIORGHI et al., 2009;
MAISEY et al., 2007; PEZZICOLI et al., 2008), além de ser descrito como
importante na formacgdo dos biofilmes (RINAUDO et al., 2010). Estudos e
analises das frequéncias das ilhas de pilus nas diferentes espécies e regifes sdo
fundamentais para o desenvolvimento futuro de vacinas para S. agalactiae com
base nessas proteinas. Vacinas dessa natureza ja se mostraram eficientes em
camundongos recém-nascidos (MARGARIT et al.,, 2009; MARTINS et al.,
2013). Os resultados obtidos neste trabalho apontam para o fato de que uma
vacina contendo combinac@es das variantes de pilus, principalmente com PI-2b
e Pl-2a poderia ser eficiente para a profilaxia da mastite bovina. Um trabalho
recente de Liu, Zhang e Lu (2013) mostrou que PI-2b tem se mostrado bastante
presente em isolados provenientes de peixes, bovinos e criangas, 0 que destaca a
importancia dessa proteina como candidata para desenvolvimento de uma vacina
que poderia ter boa eficiéncia em varias espécies.

Os genes fhsA e fbsB, que codificam proteinas ligantes de fibrinogénio,
foram pesquisadas neste trabalho, sendo que fbsB foi encontrada em todos os
isolados e fhsA em 44% deles. E possivel sugerir que fbsB esteja mais
relacionado a infeccdo nos bovinos que fbsA. Rato et al. (2013) também
descreveu fhsB presente em todas as amostras bovinas estudas e ndo encontrou
fosA em nenhuma dessas amostras. Esses genes ja foram descritos em
frequéncias bastante diferentes, variando de 3 a 80%, em isolados humanos
(UDO; BOSWIHI; AL-SWEIH, 2013; ROSENAU et al., 2007). As func¢des das
proteinas codificadas por estes genes vém sendo estudadas e, enquanto FbsA
tém sido relacionada & diminuicdo da fagocitose por macrofagos humanos

(PIERNO et al., 2006), FbsB tém se mostrado importante para a entrada do
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patdgeno em células epiteliais (GUTEKUNST; EIKMANNS; REINCHEID,
2004).

A detecgdo do gene bibA em somente 15% das cepas estudadas torna o
interesse com relagdo & BibA “Adesina Bacteriana Imunogénica” limitado.
Godoy et al. (2013) ndo encontraram esse gene em nenhuma das amostras
provenientes de surtos da doenca em peixes, desta forma podemos inferir que
esta proteina parece ndo estar diretamente relacionada & doenga em peixes e
bovinos. Em humanos, BibA foi proposta como candidata a vacina, uma vez que
foi expressa em todos os isolados estudados e sua expressao foi correlacionada
com a protecdo em camundongos (SANTI et al., 2009).

Estudos dessa natureza fornecem informagfes importantes sobre
potenciais elementos de viruléncia em S. agalactiae, embora, estudos mais
aprofundados e que levem em conta, por exemplo, a expressdo dos fatores de
viruléncia estudados, sejam necessarios para permitir conclusdes mais
fidedignas sobre os mecanismos envolvidos na infeccdo deste patdégeno na
glandula mamaria de bovinos. A compreensdo da interacdo entre GBS e seus
hospedeiros fornece informagGes valiosas sobre a evolugdo do patégeno e sobre
alvos moleculares de destaque para possiveis intervencdes terapéuticas
(MAISEY; DORAN; NIZET, 2008).

5.2 Susceptibilidade antimicrobiana em S. agalactiae e genes de resisténcia

Nos isolados de S. agalactiae (n = 61) testados pela concentracéo
inibitéria minima (MIC) foram encontrados diferentes indices de resisténcia:
eritromicina (26,23%), tetraciclina (47,54%), gentamicina (3,28%), sulfonamida
(98,36%), e clindamicina (29,51%), por outro lado, todos os isolados foram
susceptiveis a penicilina, ceftiofur e cefalotina. A distribuicdo das MIC, bem

como a localizagdo das amostras resistentes, estdo descritas na Tabela 5.
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Dentre os genes de resisténcia pesquisados, ermB foi encontrado em 12
(19,67%) isolados, tetO em 20 (32,78%) e tetM em 9 (14,75%) isolados. Os
genes ermA, mefA, apha3 e aad6 nao foram detectados em nenhum dos isolados.

A associacdo entre a presenca de fenotipos de resisténcia aos
antimicrobianos eritromicina, clindamicina e tetraciclina e a presenca dos genes
de resisténcia ermB, tetM e tetO estdo descritos na Tabela 6 (p<0,01). Entre os
12 isolados ermB positivos, 10 (83,3%) apresentavam fenétipo de resisténcia a
eritromicina, porém, seis isolados resistentes a eritromicina ndo continham o
gene ermB. Com relagdo a clindamicina, os 12 isolados ermB positivos (100%)
eram fenotipicamente resistentes, porém, seis isolados resistentes a clindamicina
eram ermB negativos, sendo 0s mesmos seis isolados resistentes a eritromicina.

Sobre a associagdo dos genes que conferem a resisténcia a tetraciclina e
os fendtipos de resisténcia para esse antimicrobiano, 100% dos isolados tetM
positivos e 95% dos tetO positivos eram fenotipicamente resistentes. Foram
encontrados dois isolados resistentes a tetraciclina que ndo possuiam tetM ou
tetO, um isolado que possuia a combinacdo de tetO e tetM e ainda um isolado
tetO positivo sensivel a tetraciclina. Outra associacdo verificada foi a presenca
de tetO e ermB nas mesmas amostras. Esta analise mostrou que 91,7% das

amostras que carreavam ermB também carreavam tetO.



Tabela 5 Distribuicdo das Concentragdes Inibitérias Minimas de oito antimicrobianos em amostras de S. agalactiae
isolados de mastite em rebanhos bovinos brasileiros

NUmero de isolados em cada MIC (ug/mL)

Concentracao >32 32 16
Eritromicina - 0 0
Ceftiofur 0 0 0
Concentracéo > 128 128 64 32 16
Gentamicina 0 0 0 0 0
Concentracéo >16 16
Clindamicina _ 0
Concentracéao >8
Cefalotina 0
Penicilina 0
Concentracdo > 2048 2048 1024 512 256 128 64 32 16

TS



“Tabela 5, conclusdo”

Ndmero de isolados em cada MIC (ug/mL)

Concentracéo 8 4 2 1 0,5 0,25 0,12 <0,06
Eritromicina 0 0 0 0 0 2 43
Ceftiofur 0 0 0 0 0 0 0 61
Concentracéo 8 4 2 1 0,5 <0,25
Tetraciclina 0 0 0 0 1 31 0 0
Gentamicina [N 15 29 8 6 1 0 0
Concentracéo 8 4 2 1 0,5 0,25 0,12 0,06 <0,03
Clindamicina 0 0 0 0 0 1 0 11 31
Concentracéo 8 4 2 1 0,5 0,25 0,12 0,06 0,03 <0,015
Cefalotina 0 0 0 0 1 45 14 1 0 0
Penicilina 0 0 0 0 0 0 0 28 24 9
Concentracéao 8 <4
Sulfonamida 0 0

As células em destaque representam os isolados resistentes, ou seja, aqueles que possuem MIC > ao ponto de corte referente aos
padrdes de cada antimicrobiano.

¢S
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Tabela6 Comparacdo dos genotipos e fendtipos de resisténcia a
antimicrobianos encontrados em amostras de S. agalactiae isolados
de mastite em rebanhos bovinos brasileiros

Caracteristicas dos

isolados Associacio®

Antibi6ticos Genes F+/G+* F-/G-* F+/G-* F-IG+ P OR (IC 95%)
Eritromicina ermB 10 43 6 2 <0,001 35,8(6,2-204,5)
Clindamicina ermB 12 43 6 0 <0,001 88,7(9,2-726,3)
Tetraciclina  tetO 19 31 10 1 <0,001 58,9 (6,9-497,4)

tetM 9 32 20 0 <0,001 15,7(1,9-131,9)
®  Associacdo entre fenotipos resistentes e os genes de resisténcia. Teste Exato de

Fisher (p<0,01)

Numero de isolados que expressam fendtipo de resisténcia para o antibidtico
indicado (F+) e possui o gene indicado (G+).

° Numero de isolados que ndo expressam fenotipo de resisténcia para o antibidtico
indicado (F-) e ndo possui o0 gene indicado (G-).

Namero de isolados que expressam fendtipo de resisténcia para o antibidtico
indicado (F+) e ndo possui o gene indicado (G-).

® Numero de isolados que ndo expressam fendtipo de resisténcia para o antibidtico
indicado (F-) e possui o gene indicado (G+).

A prevencdo permanente realizada de forma eficiente e o tratamento
precoce sdo metas cruciais para o controle adequado da mastite, uma vez que 0s
casos ndo tratados geralmente evoluem para a cronicidade, levando a perdas
permanentes (TENHAGEM et al., 2006). As infusdes intramamarias contendo
altos niveis de um ou mais antibi6ticos incluindo principalmente penicilinas,
cefalosporinas, tetraciclinas, aminoglicosideos e macrolideos sdo amplamente
utilizadas no controle da mastite bovina (KEEFE, 2012). Desta forma, estudos
como este que visam determinar os padrdes de resisténcia e a disseminacgdo de
elementos genéticos relacionados a resisténcia sdo importantes, auxiliando na
tomada de decisdo relacionada aos tratamentos no campo.

A resisténcia a eritromicina vem sendo descrita em trabalhos realizados
com cepas de S. agalactiae, de origem humana e bovina, em todo o0 mundo. Nos

Estados Unidos e na Europa, ja foram descritas taxas de resisténcia em torno de
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4 a 50% (DOGAN et al., 2005; DIPERSIO; DIPERSIO, 2006; GUERIN-
FAUBLEE et al., 2002; SADOWY et al., 2010). No Brasil, a resisténcia a esse
antibidtico vem sendo relatada e as taxas ndo tém ultrapassado 10% (DUARTE
et al., 2004; DUARTE et al., 2005; PALMEIRO et al., 2010; CORREA et al.,
2011), porém, Pinto et al. (2013) relataram resisténcia de 27,6% em isolados
bovinos, estando em acordo com a taxa encontrada no presente trabalho
(26,23%).

Neste trabalho, foi encontrada em torno de 50% de resisténcia a
tetraciclina, indices também elevados de resisténcia a este antimicrobiano (60-
90%) j& foram bem relatados, tanto em isolados humanos como em bovinos
(DUARTE et al., 2004; DOGAN et al., 2005; GAO et al., 2012; PINTO et al.,
2013; RATO et al., 2013). Esses elevados indices de resisténcia a tetraciclina
podem ser justificados pelo uso indiscriminado desse antimicrobiano para
combater diversas afec¢des em animais durante muitos anos (RATO et al.,
2013).

Rato et al. (2013) ndo encontraram resisténcia a cefazolina e ao
cefoperazone quando avaliaram 60 cepas de S. agalactiae causadores de mastite
em Portugal. No presente trabalho, foi encontrado 100% de susceptibilidade a
cefalotina e ao ceftiofor, esses antimicrobianos sdo cefalosporinas de primeira e
terceira geracdo, respectivamente, assim como a cefazolina e o cefoperazone
avaliados por Rato et al. (2013). Lindeman et al. (2013) também encontraram
altos niveis de susceptibilidade ao ceftiofur e a cefalotina em amostras de S.
agalactiae provenientes de rebanhos norte-americanos.

Alta susceptibilidade a penicilina foi descrita por Minst et al. (2012),
Guérin-Faublée et al. (2002) e Rato et al. (2013) em isolados de S. agalactiae
provenientes de mastite em bovinos. Neste trabalho, de acordo com a literatura,
ndo foi demonstrada resisténcia para esse antimicrobiano, mostrando que esse

antibidtico € uma boa opcéo para o tratamento dessa afec¢do. Em humanos, a
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penicilina é preconizada como primeira opgdo para o tratamento das infeccdes
por S. agalactiae em todas as faixas etérias, bem como na profilaxia em
gestantes (VERANI; MCGEE; SCHRAG, 2010).

Niveis varidveis de resisténcia a gentamicina ja foram descritos. Gao et
al. (2012), em um estudo com 55 isolados de S. agalactiae provenientes de
rebanhos chineses, encontraram 29,4% de resisténcia para esse antimicrobiano.
Enquanto Duarte et al. (2004), em um estudo com 85 isolados de rebanhos
brasileiros, obtiveram 100% de resisténcia. Rato et al. (2013), estudando 108
isolados de Streptococcus bovinos portugueses, encontraram uma taxa de 80,6%
de resisténcia para esse agente. Os resultados obtidos no presente estudo diferem
dos resultados citados, uma vez que foi observada resisténcia de 3,28% a
gentamicina nas amostras testadas.

Uma alta taxa de resisténcia a sulfadoxina (98%) foi detectada neste
estudo, mostrando que esta ndo é uma opcdo adequada para o tratamento das
mastites por S. agalactiae no Brasil. Rajala-Shultz et al. (2004) encontraram
86,4% de resisténcia a sulfadimetoxine em Streptococcus isolados de casos de
mastite bovina nos Estados Unidos, antimicrobiano semelhante a sulfadoxina
testada no presente estudo. Estes antibiéticos normalmente ndo sdo utilizados
nos tratamentos de mastite, e quando utilizados, sdo associados a outros como o
trimetoprim. Em humanos, as sulfonamidas, o trimetoprim e suas associages
ndo sdo recomendados para o0 tratamento das infecgdes materno fetais por S.
agalactiae (BROCHET et al., 2008).

Os determinantes genéticos de resisténcia avaliados neste trabalho tém
sido bastante descritos em S. agalactiae e os resultados encontrados estdo em
acordo com os dados da literatura.

Os genes ermA e ermB medeiam fenétipos de resisténcia cruzada a
eritromicina e a clindamicina. Neste trabalho, ermB foi encontrado em 19% das

amostras e sua presenca foi associada a resisténcia a eritromicina e a
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clindamicina, enquanto ermA ndo foi encontrado. Tém sido descrito que ermB é
o determinante erm mais frequente em S. agalactiae bovino, enquanto ermA é
mais frequente em amostras de humanos (DUTRA et al., 2014; DUARTE et al.,
2004). Foram encontrados seis isolados com fendtipo de resisténcia para a
eritromicina e para a clindamicina que ndo apresentavam ermA ou ermB. Isto
pode ter ocorrido porque existe uma grande variedade de mecanismos genéticos
associados com um Unico fenétipo de resisténcia, neste caso, esses isolados
poderiam abrigar determinantes menos frequentes como ermC, ermF e ermT,
todos ja descritos em Streptococcus (ROBERTS, 2008).

O determinante de resisténcia a tetraciclina, o tetO (32,7%) foi mais
frequente neste trabalho que tetM (14,7%), sendo que ambos foram associados
ao fendtipo de resisténcia a tetraciclina. Esses determinantes tém sido os mais
frequentemente descritos em S. agalactiae, tanto em bovinos como em humanos
(PINTO et al., 2014; DUTRA et al., 2014; DUARTE et al., 2005; DOGAN et
al., 2005). Outros, menos frequentes, como tetS e tetK também tém sido
encontrados (RATO et al., 2013; DUARTE et al., 2004). Em dois dos isolados
estudados com fendtipo de resisténcia a tetraciclina, ndo foi encontrado tetM ou
tetO, sugerindo que outro determinante, como tetS e tetK poderia estar presente e
deveria ser investigado nessa populacdo. Um dos isolados avaliados possuia tetO
e tetM, associacOes desse tipo também foram encontradas por Duarte et al.
(2004).

No presente estudo, foram encontrados dois isolados ermB positivos e
um isolado tetO positivo que ndo apresentavam os fenotipos de resisténcia. As
razbes que levam a falta de expressdo de alguns genes de resisténcia ainda
precisam ser mais bem avaliadas, sendo que as explicagBes possiveis incluem
promotores ausentes, fracos ou distantes e a presenga de mutagdes (GAO et al.,
2012).
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Foi verificado que 91% das amostras que carreavam tetO também
carreavam ermB. Esse tipo de associacao ja foi verificada anteriormente e tem
sido descrito que a vigilancia dos elementos genéticos relacionados a tetraciclina
é importante, pois, frequentemente 0s genes tet se encontram nos mesmos
elementos genéticos mdveis que genes que codificam a resisténcia aos
macrolideos, lincosamidas e cloranfenicol (CHOPRA; ROBERTS, 2001). Ha
varias descrigdes de associagdo entre genes tet e erm presentes no mesmo
elemento genético moével em Streptococcus pyogenes e Streptococcus
pneumoniae (VARALDO et al., 2009). Tal associa¢do, no entanto, raramente
tem sido avaliada em S. agalactiae (VARALDO et al., 2009; HAENNI et al.,
2010), e pode ser subestimada.

O gene mefA ndo foi encontrado, porém também nao foi observado o
fendtipo M (resisténcia a eritromicina e susceptibilidade a clindamicina). Rato et
al.(2013) e Palmeiro et al. (2010) também ndo detectaram o gene mefA e seu
respectivo fendtipo M em suas coleces de S. agalactiae de origem bovina e
humana, respectivamente.

Os genes aphA3 e aad6, que conferem fenotipos de resisténcia aos
aminoglicosideos ndo foram detectados neste trabalho, estando estes resultados
de acordo com a alta susceptibilidade descrita para gentamicina. Esses genes ja
foram descritos em amostras de S. agalactiae humanos e bovinos em outros
paises, estando nestes casos correlacionados a fen6tipos de resisténcia a um ou
mais antimicrobianos do grupo dos aminoglicosideos (POYART et al., 2003;
GAO et al., 2012), mas até o momento ndo existem relatos da detec¢do desses
genes em amostras de S. agalactiae brasileiras.

Em resumo, o grupo de isolados de S. agalactiae bovino aqui estudado
foi heterogéneo quanto a presenca dos elementos genéticos de resisténcia
estudados e na resisténcia fenotipica aos antimicrobianos. Os altos indices de

resisténcia a tetraciclina, sulfonamida, clindamicina e eritromicina indicam a
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limitagdo do uso terapéutico desses agentes antimicrobianos para o tratamento
de vacas infectadas e sugere que medidas de controle e prevencao, incluindo o
controle do uso de antimicrobianos, podem ndo estar sendo devidamente
aplicadas nos rebanhos. Por outro lado, a susceptibilidade a penicilina, ao
ceftiofur e a cefalotina mostra que os betalactamicos e as cefalosporinas
constituem boas opcBes profilaticas e terapéuticas para o controle das infeccGes
intramamarias de bovinos.

O presente trabalho permitiu incrementar os conhecimentos sobre a
viruléncia, difusdo de determinantes genéticos de resisténcia e susceptibilidade
aos antimicrobianos de S. agalactiae provenientes de casos de mastite bovina
clinica e subclinica em rebanhos brasileiros. Os dados obtidos podem auxiliar o
desenvolvimento de métodos de diagnostico, profilaticos e terapéuticos para as
patologias causadas pelo agente em questdo, ndo sé em bovinos, mas também

em humanos e outros animais que podem ser acometidos por este agente.
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6 CONCLUSOES

Os resultados do estudo dos determinantes de viruléncia apontaram a
existéncia de um ndcleo comum entre as amostras de S. agalactiae de bovinos
no Brasil representado pelos genes cfb, hylB, fbsB e PI-2 (principalmente PI-2b).

Com relacdo a resisténcia aos antimicrobianos, foram observados
diferentes indices de resisténcia; eritromicina com 26,23%:; tetraciclina, 47,54%;
gentamicina, 3,28%; sulfonamida, 98,36% e clindamicina com 29,51%, por
outro lado, todos os isolados foram susceptiveis a penicilina, ao ceftiofur e a
cefalotina. Os determinantes genéticos de resisténcia encontrados e suas
respectivas frequéncias foram ermB (19,67%), tetO (32,78%) e tetM (14,75%).
Os genes ermA, mefA, apha3 e aad6 ndo foram detectados em nenhum dos
isolados.

Este trabalho incrementou os conhecimentos sobre viruléncia e
susceptibilidade aos antimicrobianos de amostras de S. agalactiae isolados de
bovinos, auxiliando nas tomadas de decisdo sobre os antimicrobianos mais
eficientes para o tratamento das patologias causadas por esse agente e na
identificacdo de isolados e ou fatores de viruléncia que possam ser utilizados na

imunoprofilaxia da mastite bovina.
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