UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL
CAMPUS REALEZA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE, BEM-ESTAR E PRODUCAO
ANIMAL SUSTENTAVEL NA FRONTEIRA SUL

RAFAEL LUAN PERIN

DIVERSIDADE GENETICA DE STAPHYLOCOCCUS XYLOSUS CAUSADORES DE
INFECCOES INTRAMAMARIAS EM OVELHAS DA RACA LACAUNE

REALEZA
2025



RAFAEL LUAN PERIN

DIVERSIDADE GENETICA DE STAPHYLOCOCCUS XYLOSUS CAUSADORES DE
INFECCOES INTRAMAMARIAS EM OVELHAS DA RACA LACAUNE

Dissertagdo apresentada para o Programa de Pos-
Graduagdo em Saude, Bem-Estar ¢ Producao Animal
Sustentavel na Fronteira Sul da Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS), como requisito para obtengdo do
titulo de Mestre em Saude, Diagndstico e Bem-Estar
Animal.

Orientadora: Profa. Dra. Maiara Garcia Blagitz Azevedo

Coorientador: Prof. Dr. Fernando Nogueira de Souza

REALEZA
2025



Bibliotecas da Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS

Perin, Rafael Luan

Diversidade genética de Staphylococcus xylosus
causadores de infecc¢des intramamdrias em ovelhas da raca
Lacaune / Rafael Luan Perin. -- 2025.

31 f.

Orientadora: Doutora Maiara Garcia Blagitz Azevedo

Co-orientador: Doutor Fernando Nogueira de Souza

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal da
Fronteira Sul, Intercédmbio Académico em Saude, Bem
Estar e Producdo Animal Sustentédvel Na Fronteira Sul,
Realeza, PR, 2025.

1. Epidemiologia molecular. 2. Staphylococcus
ndo-aureus. I. Azevedo, Maiara Garcia Blagitz, orient.
IT. Souza, Fernando Nogueira de, co-orient. III.
Universidade Federal da Fronteira Sul. IV. Titulo.

Elaborada pelo sistema de Geracao Automatica de Ficha de Identificagdo da Obra pela UFFS
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).




RAFAEL LUAN PERIN

DIVERSIDADE GENETICA DE STAPHYLOCOCCUS XYLOSUS CAUSADORES DE
INFECCOES INTRAMAMARIAS EM OVELHAS DA RACA LACAUNE

Dissertagdo apresentada para o Programa de Pos-
Graduagdo em Saude, Bem-Estar ¢ Producao Animal
Sustentavel na Fronteira Sul da Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS), como requisito para obtengdo do
titulo de Mestre em Saude, Diagndstico e Bem-Estar
Animal.

Este trabalho foi defendido e aprovado pela banca em 18/06/2025.

BANCA EXAMINADORA

Documento assinado digitalmente

“b MAIARA GARCIA BLAGITZ AZEVEDO
g Data: 16/07/2026 14:32:10-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dra. Maiara Garcia Blagitz Azevedo — UFFS
Orientadora

Documento assinado digitalmente

“b MARCOS BRYAN HEINEMANN
g Data: 16/07/2026 16:18:05-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Marcos Bryan Heinemann — USP
Avaliador

Documento assinado digitalmente

ub ALICE MARIA MELVILLE PAIVA DELLA LIBERA
g Data: 16/07/2026 18:28:22-0300
Verifique em https:/fvalidar.iti.gov.br

Profa. Dra. Alice Maria Melville Paiva Della Libera — USP
Avaliadora



Dedico esse trabalho aos meus pais Renato e
Carmen, com todo meu amor e gratiddo, por
tudo que fizeram por mim ao longo de minha

vida.



AGRADECIMENTO

Em primeiro lugar, a Deus, por todas as béng¢aos e oportunidades colocadas em meu caminho.

A minha familia, por sempre ter acreditado em mim e tornado esse sonho possivel.

A minha mie, Carmen, por ser exemplo de forga, amor e perseveranga.

Ao meu pai, Renato, por seu exemplo de amor aos filhos e temor a Deus.

Aos meus irmaos, Ricardo, Mateus e Ravi, pelas risadas que transformam dias pesados em
leves.

A minha companheira, Juliana, por ter sido alicerce solido e companhia incondicional em tantos
momentos dificeis.

Ao curso de Medicina Veterindria da Universidade Federal da Fronteira Sul e seu corpo
docente, pelo exemplo profissional de amor e dedicacao.

Ao Programa de Po6s-Graduagdo em Saude, Bem-Estar ¢ Producdo Animal Sustentavel na
Fronteira Sul, pelos ensinamentos e oportunidades.

A minha orientadora, Profa. Dra. Maiara Garcia Blagitz Azevedo, por sua sabedoria, paciéncia
e dedicacdo ao longo do desenvolvimento de nossas pesquisas.

A familia Blagitz, colegas de graduagio e pos-graduagdo que sempre auxiliaram e vibraram
pelo sucesso de nossas atividades.

A Profa. Dra. Alice Maria Melville Paiva Della Libera, pelo suporte material ¢ emocional a
execugdo desta pesquisa.

Ao meu coorientador, Prof. Dr. Fernando Nogueira de Souza, pela paciéncia e dedicacio
demonstradas na idealizag¢ao deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Marcos Bryan Heinemann e a todo o Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Satide Animal da FMVZ-USP, pelo apoio e conhecimento que permitiram a
realizacdo deste estudo.

Ao colega de pos-graduagdo, Gabriel Siqueira dos Santos, por sua competéncia cientifica
inigualavel e disposi¢do em ensinar, sem as quais nada disso poderia ter se concretizado.

A coordenadora do PPG-SBPAS, Profa. Dra. Tatiana Champion, por nos ensinar a olhar além
dos horizontes.

A Profa. Dra. Dalila Moter Benvegnil ¢ ao grupo de pesquisa BioSatide Humana & Animal,
pelos conselhos, ensinamentos e exemplo de dedicagdo a pesquisa.

Ao meu amigo e colega de poés-graduacdo, Isaac de Jesus de Oliveira (in memoriam), cuja
dedicag@o aos amigos e a medicina veterinaria serdo eternamente lembrados.

A todos que direta ou indiretamente tornaram esse momento possivel.



A Coordenagio de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pelo apoio

financeiro concedido durante o periodo de mestrado.



Meu filho, ndo ha felicidade sem coragem, nem virtude sem luta. A palavra virtude vem de
forca; a forga ¢ a base da virtude; a virtude s6 pertence a um ser fraco por natureza e forte
por sua vontade; € s6 nisso que consiste 0 mérito do homem justo (Rousseau, 1762).



RESUMO

As infecgdes intramamadrias em ovinos, frequentemente associadas ao género Staphylococcus,
representam um desafio sanitario e economico, especialmente em sistemas de producao leiteira.
Este estudo investigou a epidemiologia molecular de S. xylosus em casos de infeccdo
intramamaria em ovelhas, com foco em genes de resisténcia antimicrobiana e diversidade
genética. Foram analisadas 24 amostras positivas para S. xylosus e identificou-se a presenca do
gene blaZ (B-lactamase) em 16,7% dos isolados e do gene mecC (resisténcia a meticilina) em
8,3%. Nenhuma amostra apresentou o gene mecA, sugerindo mecanismos alternativos de
resisténcia, como efluxo ativo. A andlise de RAPD-PCR revelou diversidade genética entre os
isolados, com formagdo de subtipos distintos, indicando possiveis rotas de transmissdao
heterogéneas. A detec¢dao de mecC reforca o papel de S. xylosus como reservatorio de genes de
resisténcia emergentes, com riscos de transferéncia horizontal para patégenos humanos. Os
resultados destacam a necessidade de monitoramento continuo desse patogeno e a adogao de
praticas de manejo que reduzam a pressao seletiva por antimicrobianos. Além disso, a auséncia
de correlagdo direta entre gendtipo e fenodtipo de resisténcia ressalta a importancia de
abordagens integradas, combinando gendmica e ensaios fenotipicos, para orientar terapias

assertivas e politicas de controle em ovinocultura.

Palavras-chaves: Infec¢do intramamaria. Resisténcia antimicrobiana. Formacao de biofilme.

Epidemiologia molecular.



ABSTRACT

Ovine mastitis, frequently associated with Staphylococcus spp., represents a sanitary and
economic challenge, particularly in dairy production systems. This study investigated the
molecular epidemiology of S. xylosus in ovine mastitis cases, focusing on antimicrobial
resistance genes and genetic diversity. Twenty-four S. xylosus-positive samples were analyzed,
identifying the blaZ gene (B-lactamase) in 16.7% of isolates and the mecC gene (methicillin
resistance) in 8.3%. No samples tested positive for the mecA gene, suggesting alternative
resistance mechanisms, such as active efflux. RAPD-PCR analysis revealed genetic diversity
among isolates, with distinct subtypes indicating heterogeneous transmission routes. The
detection of mecC reinforces the role of S. xylosus as a reservoir for emerging resistance genes,
posing risks of horizontal transfer to human pathogens. These findings underscore the need for
continuous pathogen monitoring and the adoption of management practices to reduce
antimicrobial selective pressure. Additionally, the lack of direct correlation between resistance
genotype and phenotype highlights the importance of integrated approaches combining
genomics and phenotypic assays to guide targeted therapies and control policies in ovine

farming.

Keywords: Ovine mastitis. Antimicrobial resistance. Biofilm formation. Molecular

epidemiology.



2.2
23
2.4
24.1
2.4.2
243
244
245
2.4.6

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5

3.6

3.7

3.8
3.9

SUMARIO

INTRODUGCAQ .....oerreerrrnresnssessesnssessssssssssssssesssssssssssesssssssesssssssssessssssssssssasss 11
REVISAO DE LITERATURA ......oooverreerernsresnssessssnssessssssssssssssssessssssssssssssasss 13
PATOFISIOLOGIA DA GLANDULA MAMARIA ...... ERROR! BOOKMARK
NOT DEFINED.

MASTITE EM PEQUENOS RUMINANTES ......c.coooviieieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
STAFILOCOCCUS NAO-AUREUS.........cooovimieeeeeeeeeeeeeeeeeeseesees e 14
STAPHYLOCOCCUS XYLOSUS ......ooooeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeees s 15
Caracteristicas MiCrobDIOlOZICAS ....ccueievvuriersuricsvnrisssnnisssrncssnressssrcssssncsssssssssesnns 15
Patogenicidade.........cceeienvueicivnrinisnicssnninssnnissssnissssnesssnsssssnosssssssssssosssssssssssssssssses 15
Identificacao em leite € derivAdoS .....cccceeeeeeeeeeerrrcrsneeeeeccccssssnnasseseecccsssssnnsassasees 16
Resisténcia a antimicCrobianos ..........cccerceeeeerrseeeccsssneecccsssneeccsssassecssssnssecsssnssscssss 16
Mecanismos de viruléncia € biofilme........ccceeeeeecrrreeeeccrssneeeccrseneccssneeeccssaneeecnns 17
Implicagcdes em saude publica e biotecnologia............cuereevercrvnicscneicssnnccsnncens 17
MATERIAL E METODOS.......oooeeueeueenesnnsssssssssessessessessesssssssssssssessessssssesses 18
AMOSTRAS ..ot senaenas 18
LOCAL DA PESQUISA.......oouoieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 18
ENRIQUECIMENTO E CULTIVO DOS ISOLADOS BACTERIANOS ........... 18
CULTURA E ANTIBIOGRAMA .......coouiiioeeeeeeeeeeeeeeeeseeee e 19
REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE PARA PESQUISA DE S. XYLOSUS
................................................................................................................................ 19
REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE PARA PESQUISA DE GENES
MECC, MECA EBLAZ ..o 20
ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA POR RAPD-PCR............cccc........ 20
ANALISE ESTATISTICA ..o 21
RESULTADOS E DISCUSSAO ... 21
CONCLUSAOQ ..cucureererrresnsssssssssesssssssessssssessssssssssssssssssssssssssssssssessessssssssssesasss 25

REFERENCIAS ..coevveveeeeeeevesenssssssssssssssssssssssnssssssssssnsassssssssssnssssssssssnsassssssssssnsns 26



11

1 INTRODUCAO

As primeiras secregdes lacteas em animais surgiram ha mais de 150 milhdes de anos, a
partir de tecidos muito mais simples se comparados as glandulas mamarias dos mamiferos
atuais. Nos sinapsideos ancestrais aos mamiferos, ¢ provavel que uma secrecao semelhante ao
leite fosse produzida pela pele, provavelmente para umidificar e proteger ovos, antes da
emergéncia da amamentacdo como estratégia reprodutiva (Widelitz et al., 2007). Com a
evolucao dos mamiferos, especialmente apds a transi¢ao para o viviparismo, o tecido mamario
assumiu novas organizagdes e especializou-se na sintese de nutrientes, culminando no leite que
sustenta filhotes de ruminantes e humanos. Durante a tltima era glacial, o consumo de leite por
adultos era arriscado devido a intolerancia a lactose. A persisténcia da enzima lactase, fruto de
uma mutagdo genética, permitiu que populagdes europeias explorassem esse recurso,
impulsionando o desenvolvimento de civiliza¢des (Curry, 2013).

Durante o periodo Neolitico, com a domesticacdo de ruminantes, o leite tornou-se
importante fonte alimentar para as populagdes humanas, conforme apontado em andlise
isotopica de acidos graxos (6"°C) extraidos de cerdmicas que indicam a utilizacdo e o
processamento do leite de ruminantes hd pelo menos 6500 anos antes de Cristo (Evershed et
al., 2008). Atualmente, o leite bovino, caprino, ovino e bubalino ¢ um pilar alimentar global,
mas sua producdo enfrenta desafios sanitarios criticos, como as infec¢des intramamarias
causadoras de mastite.

No contexto da ovinocultura, atividade em expansao no Brasil (Bianchi et al., 2023), as
infecgdes intramamarias destacam-se como um entrave economico e sanitario. Essa condi¢ao
estd frequentemente associada a patdgenos como os Staphylococcus nao-aureus (SNA), grupo
que inclui o Staphylococcus xylosus. Esses microrganismos, embora menos estudados que o S.
aureus, exibem complexidade epidemioldgica: sdo comensais em nichos como a pele de
camundongos (Battaglia; Garrett-Sinha, 2023), mas podem se tornar oportunistas em
hospedeiros imunocomprometidos, causando infecgdes locais e sistémicas (Akhaddar et al.,
2010; Colak et al., 2024). Além disso, sua capacidade de formar biofilmes resistentes, mediados
por DNA extracelular e proteinas como SxsA (Schiffer ef al., 2022), e de adquirir resisténcia a
antimicrobianos via plasmideos (Milton; Hewitt; Harwood, 1992), os transforma em potenciais
reservatdrios de genes de viruléncia e resisténcia, com riscos de transferéncia horizontal para
patdgenos humanos (Leroy; Christieans; Talon, 2019).

Em ovinos, as infecgdes intramamarias por SNA estdo relacionadas a perdas produtivas,

alteracdes na qualidade do leite (Vasil et al., 2016) e desafios terapéuticos, agravados pela
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multirresisténcia de cepas a quinolonas, B-lactdmicos e macrolideos (Al-Tameemi et al., 2023;
Vela et al., 2012). A detec¢@o de material genético bacteriano em leite pasteurizado (Vasileiou
et al., 2019) amplia as preocupagdes, sugerindo que o consumo de derivados lacteos possa
veicular ndo apenas patogenos, mas também determinantes genéticos de resisténcia. A escassez
de dados sobre a epidemiologia molecular do S. xylosus em rebanhos ovinos limita a elaboragao
de estratégias eficazes de controle, especialmente em paises como o Brasil, cuja cadeia
produtiva de leite ovino estd em consolidagdo (Pulina et al., 2018).

Diante desse cenario, este estudo visa descrever a epidemiologia molecular do
Staphylococcus xylosus em casos de infec¢do intramamaria, investigando fatores genéticos de
viruléncia, padrdes de resisténcia antimicrobiana e dindmicas de transmissdo. Os resultados
buscardo subsidiar medidas de prevengdo, tratamento e controle, mitigando impactos
econdmicos e reduzindo riscos associados a disseminag@o de resisténcia em cadeias produtivas

e ecossistemas microbianos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Em pequenos ruminantes o ubere esta localizado na regido inguinal e ¢ formado por
duas glandulas independentes. Sua superficie € revestida pelo aparelho suspensorio mamario e
separado pelo ligamento suspensorio do ubere na linha média ventral. Cada glandula mamaéria
possui internamente um epitélio tibulo-alveolar tipico com um grande seio lactifero composto
por uma parte glandular e outra parte papilar. Dois esfincteres estdo presentes: o primeiro entre
as duas partes do seio lactifero e o segundo no aspecto distal do ducto papilar (canal do teto),
na abertura de um orificio Unico denominado 6stio papilar (Caja; Such; Rovai, 2000).
Histologicamente, a glandula mamaria dos ovinos ¢ semelhante & encontrada em outros
ruminantes, exceto pela presenca de grande numero de células ciliadas cujas fungdes e
importancia ndo sdo claras (Brooker, 1984). O leite produzido pelas células mamarias serve
tanto para a nutricdo de sua prole, como para o crescimento bacteriano e o surgimento de

infecgoes. Esses e outros mecanismos serdo abordados ao longo desta revisao.

2.1 MASTITE EM PEQUENOS RUMINANTES

O termo mastite ¢ utilizado para definir a inflamagao da glandula mamaria. Suas causas
podem ser secunddrias a traumas fisicos, substancias quimicas ou agentes infecciosos como
virus, fungos e bactérias (Contreras; Rodriguez, 2011). O quadro ¢ classificado em dois grupos
principais que levam em considerag@o os sinais clinicos apresentados: mastite clinica e mastite
subclinica (Zadoks et al., 2011). Na mastite clinica ocorrem os sinais classicos de inflamagao
(dor, rubor, aumento de volume, calor) e alteragdes fisicas na caracteristica do leite secretado
pelo animal (Sharun ef al., 2021), enquanto na mastite subclinica as principais caracteristicas
sd0 a alteracdo da composicdo quimica do leite, com aumento de proteinas séricas e leucocitos
(Khan et al, 2024). Essas alteracdes podem ser identificadas por meio de exames
complementares, conforme sera abordado adiante (Deb et al., 2013a).

Além das preocupacdes com a saude do animal, a mastite pode gerar outros problemas.
Do ponto de vista sanitdrio, quando consequente as causas infecciosas, a mastite pode
disseminar-se rapidamente pelo rebanho, comprometendo a satde e o bem-estar dos animais
(McLaren et al., 2018). Ainda neste sentido, o leite produzido apresenta alteragdes
organolépticas que podem afetar a qualidade do produto in natura e de seus derivados (Alba et
al., 2019). Do ponto de vista econdmico, a mastite ¢ responsavel pelo descarte precoce de
animais, pela redu¢do na producdo individual (Knuth et al., 2021) e pelo aumento dos custos

de produgdo associados a servicos médico-veterinarios ¢ medicamentos.
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Para seu controle sdo necessarias uma série de medidas de manejo para identificar
rapidamente casos da doenca e garantir maiores chances de cura (Ruegg, 2017). Com o
diagnostico precoce, ¢ possivel reduzir os riscos de transmissdo entre animais (Deb et al.,
2013b). Outra técnica utilizada para a reducao da contaminag¢ao a partir do ambiente, bem como
da infec¢do entre animais sdo o uso de sanitizantes denominados pré-dipping e pos-dipping
(Silva et al., 2024). Consistem em substancias microbicidas utilizadas antes e apds a ordenha
dos animais com o objetivo de reduzir a contaminagao do teto e prevenir a entrada de bactérias
apos a ordenha, enquanto o esfincter permanecer aberto (Krupelnytskyi, 2023).

Abordagens tem sido analisadas em busca de controlar a mastite em ovelhas. Varios
estudos comprovaram que existem genes relacionados a uma maior resisténcia a mastite e que,
portanto, a selecdo genética pode ser realizada, levando em considera¢do dados como contagem
de células somaticas, mas também, predi¢des genéticas (Banos et al., 2017; Bergonier et al.,
2003). Isso foi evidenciado também pela maior resisténcia de algumas racas em detrimento de
outras, e pela identificacdo de regides gendmicas associadas a este traco (Banos et al., 2017;
Gotii et al., 2004; Vasileiou et al., 2018).

Estudos determinaram que a resisténcia a antibidticos em isolados de Staphylococcus
ndo-aureus de mastite ovina na Asia e América do Sul apresentaram maior resisténcia quando

comparado com estudos realizados na Europa (Lysitsas ef al., 2023).
2.2 STAFILOCOCCUS NAO-AUREUS

A importancia das infecgdes por Staphylococcus nao-aureus estd cada vez mais clara
para a comunidade cientifica. Em um estudo observacional realizado entre os anos de 2022 e
2023 com 20 fazendas produtoras de leite ovino da Nova Zelandia observou-se predominancia
de Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus e Staphylococcus ndo-aureus (Chambers et al.,
2024). Ressaltando, por sua vez, um grupo de Staphylococcus ndo-aureus, outro estudo
observou que em ovelhas de corte criadas intensivamente os Staphylococcus ndo-aureus foram
os principais agentes etiologicos causadores de infec¢des intramamadrias subclinicas,
responsaveis por 72,1% do total. Diante destes dados, ressaltam a importancia de realizar
estudos com o objetivo de elaborar tratamentos baseados na etiologia, por meio da
caracterizacdo da viruléncia, resisténcia a antimicrobianos e das rotas de transmissao da doenca
(Peckler et al., 2024). Para fins de identificagdo do agente etioldgico e posterior correta
abordagem terapéutica, provou-se a efetividade de métodos moleculares como o MALDI-TOF

- Matrix Associated Laser Desorption-lonization — Time of Flight (Rosa et al., 2022).
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A diversidade genética foi descrita em algumas observacdes realizadas em mastites
estafilocdcicas. Nestas, ndo houve diferenca significativa entre isolados de S. aureus de mastites
clinicas e subclinicas de ovinos e caprinos, indicando que animais com mastite subclinica sao
reservatorios de S. aureus responsaveis por causar mastites clinicas. Assim, concluiu-se que o
controle da mastite subclinica ¢ determinante para o controle da mastite clinica em pequenos
ruminantes (Hoekstra et al., 2019). Enquanto isso, resultados de investigagdes quanto ao
microbioma e microbiota de leite de ovinos da raca Manchega revelaram poder existir
diferencas significativas entre o microbioma de animais com e sem histérico de mastite clinica
(Castro et al., 2019).

Recentemente foi identificada a presenga de genes associados a resisténcia a
antimicrobianos, producdo de biofilme e outros genes regulatérios em isolados de
Staphylococcus ndo-aureus, como blaZ, sasC, ica, bap e agr, confirmando a capacidade que
estas espécies possuem de adquirir genes de viruléncia bacteriana e atuarem como patdégenos

em mastites ovinas (Capri et al., 2024).

2.3 STAPHYLOCOCCUS XYLOSUS

2.3.1 Caracteristicas microbioldgicas

O Staphylococcus xylosus ¢ um coco Gram-positivo, coagulase-negativo, ndo hemolitico,
fosfatase-positivo, que cresce em pequenas coldnias brancas (<5 mm de didmetro) em agar
sangue. Esta bactéria ¢ catalase-positiva, com pelo menos dois genes responsaveis pela
codificacdo de enzimas catalase, sendo que o gene katA, presente em outros estafilococos, pode
ndo ser o principal responsavel pela sintese da enzima nessa espécie (Barriere, 2002).
Demonstra capacidade de crescimento em meios salinos e metabolizacdo de xilose (Conrad;
West, 1984). Além disso, possui habilidade de espalhar-se sobre superficies, o que favorece a

colonizagdo (Dordet-Frisoni et al., 2008).

2.3.2 Patogenicidade

Embora tradicionalmente considerado ndo patogénico para humanos (Battaglia; Garrett-
Sinha, 2023), o S. xylosus foi identificado como agente de pielonefrite aguda em uma paciente
de 26 anos (Tselenis-Kotsowilis; Koliomichalis; Papavassiliou, 1982), abscesso cerebral em
adolescente (Akhaddar et al., 2010), sacrolite séptica com formacao de abscesso (Colak et al.,

2024) e pseudocisto pancreatico em imunossuprimido (Mastroianni et al., 1994). Em modelos
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animais, estd associado a dermatite epizodtica fatal em camundongos atimicos (Bradfield ez al.,
1993) e dermatite aguda (Acuff et al., 2017).

Apesar de comensal da pele de camundongos, sua patogenicidade emerge em condi¢des
de lesdo cutanea, embora ndo infecte a pele humana (Battaglia; Garrett-Sinha, 2023).
Comparado a S. aureus e S. epidermidis, apresenta menor viruléncia e auséncia de adesinas,
enterotoxinas estafilococicas, leucocidinas, a-hemolisina e y-hemolisina (Tan et al., 2014). No
entanto, compartilha genes de viruléncia com S. aureus via transferéncia genética lateral:

transducao, transformacao ou conjugacao (Kaur et al., 2016).

2.3.3 Identificacdo em leite e derivados

S. xylosus e S. equorum foram identificados em leite de cabra e derivados usando
ribotipagem para diferenciagdo de espécies (Meugnier et al., 1996). Em bovinos leiteiros, sua
ocorréncia ¢ relevante, associando-se a mastites e alteragdes na qualidade do leite, como
reducdo de proteina e matéria seca (Freu et al, 2024; Vasil et al., 2016). Infecgdes por
Staphylococcus ndo-aureus causam perdas econdmicas devido a queda na producao e alteragdes

na composicao do leite (Vasil et al., 2016).

2.3.4 Resisténcia a antimicrobianos

As primeiras analises de susceptibilidade relataram resisténcia a eritromicina (CIM 150
pg/mL) e sensibilidade a penicilina e outras dez substancias (Tselenis-Kotsowilis;
Koliomichalis; Papavassiliou, 1982). Mecanismos de resisténcia baseados em plasmideos sdao
criticos: o plasmideo pCH200 (52 kb) esta ligado a resisténcia a eritromicina e pode ser
transferido para S. aureus e B. subtilis (Gotz et al., 1983; Milton; Hewitt; Harwood, 1992).

Estudos recentes destacam multirresisténcia: 45% dos isolados de queijo Bryndza na
Eslovaquia apresentaram resisténcia a multiplos antimicrobianos (MikulaSova et al., 2014). A
cepa NM36, isolada de mastites bovinas, possui nove determinantes de resisténcia, incluindo
quinolonas, meticilina e tetraciclina (Al-Tameemi et al., 2023). Resisténcia a oxacilina foi
observada sem detecg¢do do gene mecA, sugerindo mecanismos alternativos (Vela et al., 2012).
Além disso, ha relatos de resisténcia cruzada entre tilosina e florfenicol (Chen et al., 2022) e

efluxo de tetraciclina mediado pelo gene tetK (Cheng et al., 2019).
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2.3.5 Mecanismos de viruléncia e biofilme

A formagdo de biofilme em S. xylosus envolve matrizes de DNA extracelular (eDNA)
liberadas por lise celular, diferindo de outros estafilococos (Leroy et al., 2021). A proteina Bap,
dispenséavel nessa espécie, € substituida por outros mecanismos, como a proteina SxsA (Schiffer
et al., 2021, 2022). Comparado a S. epidermidis (forte formador de biofilme ica-positivo), S.
xylosus ica-negativo exibe intensidade similar, sugerindo papel central do gene bap (Schiffer et
al., 2019).

A modulina PSMa produzida por S. xylosus € mais potente que a d-toxina de S. aureus,
mas secretada em menor quantidade (Reshamwala et al., 2022). Além disso, quando co-

cultivado com S. aureus, S. xylosus inibe a formacao de biofilme deste (Leroy et al., 2020).

2.3.6 Implicacoes em saude publica e biotecnologia

Apesar de subestimado historicamente (Meugnier et al., 1996), o S. xylosus ¢ um
potencial reservatorio de genes de resisténcia, com capacidade de transferéncia horizontal para
patogenos humanos (Leroy; Christieans; Talon, 2019; Vela et al., 2012). Seu uso como starter
em fermentacdo alimentar exige cautela devido a esse risco (Leroy; Christieans; Talon, 2019).

O sequenciamento da cepa HKUOPLS (isolada de fezes de panda) revelou genes
associados a producdo de muco (ureABCEFGD), resisténcia a fagocitose (SCCcapl) e
transporte de metais (mtsABC), explicando sua patogenicidade em imunocomprometidos (Ma
etal.,2014).

Estudos reforcam a necessidade de reavaliar abordagens terapéuticas para
Staphylococcus nao-aureus (Al-Tameemi et al., 2023) e desenvolver estratégias de controle

especificas para espécies predominantes em infec¢des intramamarias (Jenkins ef al., 2019).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 AMOSTRAS

As amostras utilizadas neste estudo foram doadas pelo projeto aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Fronteira Sul (CEUA/UFES) com o
protocolo nimero 23205.003339/2018-02. Estas provém de 50 ovelhas da raca Lacaune, sendo
20 primiparas e 30 multiparas, de propriedade leiteira localizada na cidade de Chapecd, Estado
de Santa Catarina, Brasil. Inicialmente, as bactérias foram isoladas em agar-sangue (5% de
sangue bovino) e armazenadas em caldo infusdo cérebro-cora¢do (BHI; #K25620007, Kasvi®,
S3o José dos Pinhais, Brasil), suplementado com 10% de glicerina (Dindmica®, Sdo Paulo,
Brasil), a -20°C até a andlise de espectrometria de massa com fonte de ionizacdo e dessor¢do a
laser assistida por matriz e analisador de tempo-de-voo (MALDI-TOF). Com a realizacdo do
MALDI-TOF obteve-se a identificagdo das espécies bacterianas presentes em cada amostra,
que foram novamente criopreservadas (-80°C) e encontravam-se disponiveis para a realiza¢ao
de novos testes moleculares.

Para compor o grupo de isolados oriundos de amostras de leite foram selecionadas as
amostras contendo Staphylococcus xylosus em duas categorias: infeccdo intramamadria
transitoria quando o patdogeno foi identificado ao menos em uma amostra entre coletas
consecutivas, descartando-se o primeiro e Ultimo momentos por auséncia de histérico anterior
e posterior a realizacdo da pesquisa; e infec¢@o intramamaria persistente quando o patdgeno foi
identificado em >3 coletas consecutivas. Para cada caso de infec¢do intramamaria persistente
optou-se aleatoriamente pelo isolado de uma das coletas, uma vez que estas representam a

mesma cepa.
3.2 LOCAL DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada no Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude
Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo

(VPS/FMVZ — USP).
3.3 ENRIQUECIMENTO E CULTIVO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

As amostras selecionadas foram descongeladas e cultivadas em caldo BHI durante 24
horas. O crescimento bacteriano foi observado por meio da turbidez do meio.

Aproximadamente 10 pL de leite foram inoculados em placa de dgar-sangue (contendo 5% de
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sangue bovino) com o auxilio de uma al¢a de inoculagdo descartavel estéril. As placas foram
incubadas aerobicamente a 37°C e verificadas 24, 48 e 72 horas apos a inoculagdo quanto a

presenga de crescimento bacteriano.
3.4 CULTURA E ANTIBIOGRAMA

Para a avaliacdo do perfil de resisténcia antimicrobiana das cepas de Staphylococcus
xylosus, procedeu-se a semeadura das amostras previamente incubadas em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) por 24 horas a 37°C. A partir desse cultivo, o indculo bacteriano foi padronizado
para uma turbidez, utilizando solu¢do salina estéril como diluente. Com auxilio de uma alca
bacterioldgica estéril, o indculo foi semeado por esgotamento em placas de Petri contendo agar
Mueller-Hinton, garantindo uma distribui¢do homogénea.

Em seguida, discos de antibidticos foram dispostos sobre a superficie do agar,
respeitando uma distancia minima de 24 mm entre centros de discos € 15 mm das bordas da
placa, conforme recomendagdes do BRCAST (Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) para amostras veterinarias. Foram testados dez antimicrobianos,
abrangendo diferentes classes terapé€uticas: tetraciclina (TET, 30 pg), amicacina (AMI, 30 pg),
eritromicina (ERI, 15 pg), sulfametoxazol-trimetoprima (SUT, 23,75/1,25 pg), clindamicina
(CLL, 2 pg), cefoxitina (CFO, 30 pg), oxacilina (OXA, 1 pg), penicilina (PEN, 10 UI),
gentamicina (GEN, 10 pg) e ciprofloxacino (CIP, 5 pg).

As placas foram incubadas a 35°C por 18-24 horas em aerobiose. Ap6s o periodo de
incubacgdo, os didmetros dos halos de inibi¢cdo foram mensurados com paquimetro digital, e os
resultados interpretados conforme os pontos de corte estabelecidos pelo BRCAST para

bactérias de origem veterinaria.
3.5 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE PARA PESQUISA DE S. XYLOSUS

Apoés o cultivo e crescimento das colonias bacterianas, estas foram selecionadas e
extraidas com kit de extragdo (Bacteria DNA Preparation Kit, Cellco® Biotec do Brasil) de
acordo com as instru¢gdes do fabricante. Entdo, foram submetidas a reacdo em cadeia da
polimerase por método previamente estabelecido (Morot-Bizot; Talon; Leroy, 2004), para

confirmagdo de sua identidade microbioldgica.
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3.6 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE PARA PESQUISA DE GENES MECC,
MECA E BLAZ

Foram realizadas reac¢des individuais para pesquisa de cada gene de resisténcia. Para
cada reacgdo utilizou-se o Master Mix Taq Pol (Cellco® Biotec do Brasil) € 40 ciclos de
95°C/Imin, 95°C/15seg, 55°C/30seg e 72°C/30seg. Apos os 40 ciclos, a termocicladora

permaneceu a 72°C/2min e em seguida a 4°C até a corrida em gel de agarose.
3.7 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA POR RAPD-PCR

A andlise da diversidade genética foi realizada por meio de amplificacdo aleatéria do DNA
polimérfico por reagdo em cadeia da polimerase (RAPD-PCR) e determinagdo do coeficiente
de similaridade de Dice dos isolados bacterianos conforme descrito anteriormente (Fitzgerald
et al., 1997; Piessens et al., 2012). Primeiramente, foi realizada a extracdo do DNA genomico
pelo kit Bacteria DNA Prepartion (Cellco Biotec do Brasil). Em seguida, cada amostra extraida
teve sua qualidade e quantidade mensuradas em equipamento Espectrofotdmetro NanoDrop®
Thermo Scientific para padronizagdo da quantidade de DNA utilizada na reacdo, bem como
para verificar a qualidade e presenca de residuos do kit de extragdo. Entdo, 1 uL de DNA (50
ng/puL) foi utilizado para a amplifica¢do. O programa de amplificacdo consistiu em 4 ciclos de
desnaturagdo a 94°C por 5 minutos, anelamento a 36°C por 5 minutos e extensdo a 72°C por 5
minutos; seguido de 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 36°C por 1
minuto e extensao a 72°C por 2 minutos; € uma etapa final de extensdo a 72°C por 10 minutos.
O primer utilizado foi o DI11344, com 23 nucleotideos de sequéncia 5'-
AGTGAATTCGCGGTGAGATGCCA-3".

Os fragmentos gerados foram separados em gel de agarose em tampao Tris-Borato-EDTA
(TBE 1X; Invitrogen®, Paisly, Reino Unido) em 120 V durante 4 horas. Uma amostra controle
(Staphylococcus auriculares, ATCC 33753) foi analisada em cada corrida. Os padrdes de banda
obtidos no RAPD foram analisados pelo programa BioNumerics® (Applie-Maths, bioMérieux,
Marcy-1’Etoile, Franga). O coeficiente de similaridade de Dice foi calculado pelo
BioNumerics®. Os resultados obtidos foram utilizados para a construgio de dendrograma pelo
método hierdrquico UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). Os
parametros de otimizagdo e tolerdncia de posicdo foram definidos como 0,5 e 1%,
respectivamente. Para cada espécie, os subtipos identificados pelo RAPD receberam uma letra

minuscula arbitraria com base no agrupamento.
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

O Coeficiente de Similaridade de Dice foi calculado pelo programa BioNumerics® com
base na leitura das bandas geradas pela eletroforese em gel agarose. Com o coeficiente

calculado, as informagdes foram expostas em dendrograma.
3.9 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apoés a realizacdo da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para identificacio
microbiologica, foram confirmadas 24 amostras positivas para Staphylococcus xylosus. Dentre
estas, quatro amostras (A249, A338, A330 e A128) apresentaram positividade para o gene blaZ,
associado a resisténcia a f-lactamicos. Entre as amostras que apresentaram o gene blaZ, 100%
apresentaram resisténcia a oxacilina, 50% apresentaram resisténcia a penicilina e tetraclina e
25% apresentaram resisténcia a clindamicina e eritromicina.

Os resultados obtidos na identificacdo molecular de Staphylococcus xylosus associados
a infeccdo intramamaria ovina revelam aspectos relevantes sobre os mecanismos de resisténcia
a antimicrobianos nesta espécie. Das 24 amostras positivas para S. xylosus, quatro (16,7%)
apresentaram o gene blaZ, associado a resisténcia a B-lactdmicos, como penicilinas, por
codificar uma B-lactamase. Esse achado corrobora estudos anteriores que identificaram a
presenca de blaZ em S. xylosus de origem animal, por sua vez, em frequéncias muito menores
(Velaetal., 2012). A deteccdo deste gene reforga a hipdtese de que a resisténcia a B-lactdmicos
nesta espécie pode estar parcialmente mediada por enzimas modificadoras, embora a auséncia
de correlagdo entre a presenca de blaZ e fendtipos de resisténcia especificos deva ser
investigada em ensaios fenotipicos complementares.

Como observado neste estudo a presenca do gene blaZ nao determinou resisténcia a
penicilina em todas amostras. Sabe-se que em Staphylococcus aureus existem polimorfismos
do gene blaZ que produzem bactérias codificadoras de B-lactamase com alteragdes em seu sitio
de ligacdo que fazem com que esta ndo acople devidamente no antimicrobiano (Rocha et al.,
2022). A resisténcia a oxacilina, um B-lactdmico ndo suscetivel a penicilinases, esteve presente
em todas as amostras, sem relacionar-se com o gene mecA. Isso levanta a possibilidade de que
represente resisténcia intrinseca destes isolados a determinados antimicrobianos, ou entdo, que
seja coordenado por genes de resisténcia desconhecidos, conforme ja sugerido anteriormente
(Resch; Nagel; Hertel, 2008).

A resisténcia a tetraciclina ¢ mediada pelos genes tetK, fetl, tetM e tetO, nao

investigados neste estudo. Sabe-se, porém, que esse gene pode ser transferido ao S. xylosus a
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partir de cepas de S. aureus careadoras (Leroi; Christieans; Talon, 2019) e ¢ possivel que
estivesse presente nas amostras analisadas. Estudos anteriores identificaram a presenga do gene
tetK em quase metade dos isolados de S. xylosus de infec¢des intramamarias em bufalos e alta
homologia entre o gene encontrado em bactérias ndo-aureus e o S. aureus, indicando a possivel
transferéncia entre as espécies (El-Razik et al., 2017).

A resisténcia a eritromicina ¢ mediada por genes de resisténcia a macrolideos, nao
investigados neste estudo. Estudos anteriores com Staphylococcus nao-aureus identificaram a
presenca dos genes erm(C) ou msr(A/B) em todas as amostras resistentes a macrolideos
(Chajecka-Wierzchowska et al., 2015).

Dois isolados (A260 e A185) foram positivos para o gene mecC e nenhuma amostra
demonstrou presenca do gene mecA, responsavel pela resisténcia & meticilina-resisténcia em
estafilococos. Entre as amostras que apresentaram o gene mecC, 100% apresentaram resisténcia
a oxacilina, 50% apresentaram resisténcia a penicilina, clindamicina e tetraciclina e nenhuma
foi resistente a eritromicina. O teste de suscetibilidade a ciprofloxacina encontrou 100% das
amostras em classificacdo intermedidria, ou seja, nem sensiveis, nem resistentes a substancia,
tanto para amostras positivas como para amostras negativas para os genes de resisténcia
investigados. A frequéncia de resisténcia a eritromicina foi de 25% para as amostras do grupo
blaZ e 0% para o grupo mecC, enquanto apresentou valor intermedidrio levando-se em conta
todas as amostras, resistente em 12,1% dos isolados.

Resultados semelhantes foram identificados em testes de suscetibilidade a partir de
amostras de S. xylosus em queijos: alta taxa de resisténcia a oxacilina e de intermediarios a
ciprofloxacina. Além disso, 45,1% das amostras de S. xylosus foram consideradas
multirresistentes, com perfil de resisténcia >4 antimicrobianos. Em nosso trabalho, por sua vez,
a taxa de isolados multirresistentes foi de 16,6% (Mikulasova et al., 2014). E de conhecimento
que algumas espécies vem apresentando crescente aumento em sua resisténcia a ciprofloxacina:
Salmonella typhi, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus
(Shariati et al, 2022). Em S. aureus sabe-se que os principais mecanismos de resisténcia
compreendem bombas de efluxo enddgenas e mutacdes em topoisomerases que impedem a
ligacdo do antimicrobiano (Hooper; Jacoby, 2015).

A presencga do gene mecC em duas amostras (8,3%) € particularmente significativa, uma
vez que este gene, uma variante alélica de mecA, esta associado a resisténcia a meticilina em
estafilococos. A auséncia de mecA nas amostras analisadas estd alinhada com estudos prévios
que sugerem que S. xylosus pode empregar mecanismos alternativos para resisténcia a -

lactamicos, como modificagdes em proteinas ligadoras de penicilina (PBPs) ou a expressdo de
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bombas de efluxo (Vela et al., 2012; Al-Tameemi et al., 2023). A detec¢ao de mecC em S.
xylosus ressalta seu papel potencial como reservatorio de genes de resisténcia emergentes,
especialmente considerando que mecC foi originalmente descrito em Staphylococcus aureus
associado a animais (Garcia-Alvarez et al., 2011). Esse achado refor¢a a necessidade de
vigilancia gendmica continua, uma vez que a transferéncia horizontal de mecC para patégenos
humanos poderia comprometer terapias antimicrobianas.

A auséncia de mecA em todas as amostras contrasta com relatos anteriores que
identificaram cepas de S. xylosus resistentes a oxacilina sem a deteccdo deste gene (Vela et al.,
2012). Isso sugere que polimorfismos nas regides alvo dos primers ou a presenga de variantes
genéticas ainda ndo caracterizadas podem explicar a discrepancia entre fenotipos de resisténcia
e marcadores genéticos. Além disso, a resisténcia a B-lactamicos em S. xylosus pode estar
associada a mecanismos combinatorios, como a producdo de biofilmes (que reduzem a
penetracdo de antimicrobianos) e a coexisténcia de genes de efluxo, como observado na cepa
NM36 (Al-Tameemi et al., 2023).

A frequéncia de resisténcia a penicilina foi de 50% tanto para os isolados positivos para
blaZ como para os isolados positivos para mecC. Por sua vez, levando em conta todas as
amostras positivas para S. xylosus, a frequéncia de resisténcia a penicilina foi superior, de
aproximadamente 60,6%. Por sua vez, a resisténcia a tetraclina foi de 50% tanto para os isolados
positivos para blaZ como para os isolados positivos para mecC, enquanto sua frequéncia no
total de amostras foi inferior, de 36,3%. A frequéncia de resisténcia a clindamicina foi de 25%
para o grupo blaZ e 50% para o grupo mecC, enquanto sua frequéncia no total de amostras foi
de 72,7%. Por fim, do total de amostras analisadas, 6% foram resistentes a cefoxitina e todas
foram suscetiveis a gentamicina, sulfametoxazol-trimetropima e amicacina.

A resisténcia a clindamicina (72,7%) e cefoxitina (6%) diferiram da prevaléncia em
Staphylococcus ndo-aureus isolados de alimentos de origem animal prontos para consumo, cujo
valor foi de 36,2% e 41,3%, respectivamente (Chajecka-Wierzchowska et al., 2015). Apenas
duas amostras foram resistentes a clindamicina e eritromicina a0 mesmo tempo, entdo pode-se
assumir que ao menos a maior parte das amostras positivas ndo sdo consequéncia de indugao
por macrolideos (Timsina et al., 2020).

A diversidade genética foi analisada por RAPD-PCR. Os resultados revelam
heterogeneidade genética significativa entre as cepas (Figura 1), com perfis de similaridade
variando entre aproximadamente 70% (indicativo de disseminacdo clonal) e 0% (cepas

geneticamente distintas).
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Figura 1 — Resultado da amplificagdo aleatéria (RAPD-PCR) com resultados do teste de

suscetibilidade a antimicrobianos
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A deteccdo de blaZ e mecC em amostras de origem ovina tem implicagdes diretas para
a saude publica e animal. Ovinos sdo frequentemente criados em sistemas extensivos, o que
favorece a exposicao a antibidticos de uso veterinario e a disseminagdo de genes de resisténcia
entre bactérias comensais e patogénicas. A presenca de mecC em S. xylosus pode representar
um risco zoonoético, especialmente em ambientes onde humanos e animais compartilham
espacos, como em propriedades rurais. Além disso, a persisténcia desses genes em linhagens
de S. xylosus utilizadas como starters em fermentagcdo alimentar (Leroy; Christieans; Talon,
2019) destaca a necessidade de revisdo de protocolos de seguranca microbioldgica na industria
de laticinios.

Apesar de a PCR ter identificado genes-chave de resisténcia, a analise ndo abrangeu
outros determinantes genéticos (como tetK ou genes de efluxo) ja reportados em S. xylosus
(Cheng et al., 2019; Chen et al., 2022). Estudos futuros deveriam empregar sequenciamento
completo do genoma para mapear todos os genes de resisténcia e elementos moveis
(plasmideos, transposons), além de ensaios fenotipicos para correlacionar genotipo e perfil de
susceptibilidade. A investigacdo da expressdo de blaZ e mecC em condicdes in vitro também

seria valiosa para entender sua contribui¢do real na resisténcia.
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4 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que S. xylosus em ovinos carreia genes de resisténcia a
antimicrobianos de relevancia clinica, como blaZ ¢ mecC, mesmo em auséncia de mecA. Esses
achados reforcam a necessidade de monitoramento continuo desse patdgeno como reservatorio
de resisténcia, além da implementa¢do de praticas de manejo que reduzam a pressdo seletiva
por antibidticos em rebanhos. A elucidagdao dos mecanismos genéticos subjacentes a resisténcia
em S. xylosus € essencial para orientar terapias assertivas e politicas de controle de mastite em

ovinocultura.
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