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Estudar e compreender a vida, em suas diversas formas e fragilidades, é um ato de
amor, resiliéncia e cuidado com a criacdo divina. Na jornada do conhecimento, 0s
desafios moldam o carater e revelam o verdadeiro sentido de servir com empatia,

utilizando o saber como instrumento de acolhimento e transformacéo
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RESUMO

A mastite € uma inflamacdo da glandula maméria, causada principalmente por bactérias.
Staphylococcus aureus é um dos principais patdégenos associados a essa doenca, que pode
causar infec¢des subclinica ou clinicas, com escores de leve, moderada ou grave. As principais
estratégias para a persisténcia da bactéria no Ubere envolvem a formag&o de biofilme e invaséo
das células epiteliais da glandula mamaria. Além disso, a producdo de superantigenos,
modulinas e leucocidinas parecem desempenhar papel relevante no desenvolvimento da
doenca. O objetivo deste estudo foi investigar a relacdo da presenca de genes que codificam os
principais fatores de viruléncia de S. aureus, como produgdo de enterotoxinas, hemolisinas,
leucocidinas, modulinas e biofilme com o escore de gravidade da mastite bovina. Foram
utilizados 103 isolados, obtidos de leite de vacas com mastite subclinica e 101, de origem
clinica (71 de gravidade clinica leve, 28 na moderada e duas graves). A pesquisa desses fatores
de viruléncia foi realizada por testes de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os isolados de
S. aureus apresentaram grande plasticidade genética, sem a identificacdo de um marcador
genético especifico associado ao desenvolvimento de mastite clinica. No entanto, a triade
genética seh+selw+selx foi encontrada em 42,7% dos isolados clinicos e esteve ausente nos
isolados de mastite subclinica, sugerindo um potencial biomarcador que necessita de mais
estudos para validacdo. A prevaléncia significativa de genes codificadores de enterotoxinas,
leucocidinas, modulinas e hemolisinas reforca seu papel na patogénese da mastite. Além disso,
a producdo de biofilme por isolados subclinicos, mesmo sem os principais genes conhecidos,
indica a participacdo de outros genes. Diferentes perfis genéticos de biofilme ndo influenciaram
a adesdo e invasdo dos isolados, sendo as proteinas MSCRAMMSs as principais responsaveis
por esses processos. O reconhecimento dessas variagcdes genéticas pode contribuir para uma
melhor compreensdo das manifestaces clinicas da mastite bovina e auxiliar no
desenvolvimento de estratégias para controle e prevencao da doenca, minimizando impactos
econdmicos na pecuaria leiteira.

Palavras-Chave: Mastite bovina contagiosa; Biofilme; Modulinas; Patogenicidade; MAC-T;
Adeséo; Invaséo.



ABSTRACT

Mastitis is an inflammation of the mammary gland, primarily caused by bacteria.
Staphylococcus aureus is one of the main pathogens associated with this disease, which can
lead to subclinical or clinical infections, classified as mild, moderate, or severe. The main
strategies for bacterial persistence in the udder involve biofilm formation and invasion of
mammary gland epithelial cells. Additionally, the production of superantigens, modulins, and
leukocidins appears to play a significant role in disease development. The aim of this study was
to investigate the relationship between the presence of genes encoding the main virulence
factors of S. aureus, such as enterotoxin, hemolysin, leukocidin, modulin, and biofilm
production, and the severity score of bovine mastitis. A total of 103 isolates were obtained from
the milk of cows with subclinical mastitis, and 101 isolates were from clinical cases (71
classified as mild, 28 as moderate, and two as severe). The detection of these virulence factors
was performed using polymerase chain reaction (PCR) assays. The S. aureus isolates exhibited
high genetic plasticity, with no specific genetic marker identified as being associated with the
development of clinical mastitis. However, the genetic triad seh+selw+selx was found in 42.7%
of clinical isolates and was absent in subclinical mastitis isolates, suggesting a potential
biomarker that requires further studies for validation. The significant prevalence of genes
encoding enterotoxins, leukocidins, modulins, and hemolysins reinforces their role in mastitis
pathogenesis. Furthermore, biofilm production by subclinical isolates, despite the absence of
major known biofilm-associated genes, suggests the involvement of other genetic factors.
Different biofilm genetic profiles did not influence the adhesion and invasion capabilities of the
isolates, with MSCRAMM proteins being the main mediators of these processes. Recognizing
these genetic variations may contribute to a better understanding of the clinical manifestations
of bovine mastitis and aid in the development of strategies for disease control and prevention,

thereby minimizing economic losses in the dairy industry.

Keywords: Contagious bovine mastitis; Biofilm; Modulins; Pathogenicity; MAC-T; Adhesion;

Invasion.
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1. INTRODUCAO

1.1. Mastite bovina

A mastite bovina € uma das doencas mais prevalentes em vacas leiteiras afetando a
qualidade e a quantidade do leite produzido (AKERS; NICKERSON, 2011; HOGEVEEN;
VAN, 2017), pois frequentemente causa danos irreversiveis aos tecidos glandulares produtores
de leite (SHARMA; JEONG, 2013), com a reducdo da quantidade de calcio e fosforo no leite
(TOZZETTI et al., 2008). Essa doenca resulta em perdas globais anuais estimadas em cerca de
35 bilhdes de dolares (SATHIYABARATHI et al., 2016), pois levam a reducdo da &rea
funcional do teto e, muitas vezes, a perda do teto, além do descarte precoce de animais,
reposicdo de fémeas, gastos no tratamento e honorarios veterinarios, bem como, afeta o bem-
estar animal (GONCALVES et al., 2018),

Staphylococcus aureus é um dos principais agentes infecciosos na mastite bovina
(ROLLIN; DHUYVETTER; OVERTON, 2015; BOBBO et al., 2017). Além dos efeitos
negativos na producdo leiteira, a infeccédo por essa bactéria também é uma preocupante zoonose,
uma vez que isolados com potencial toxigénico podem afetar os humanos, pelo consumo de
leite e derivados. Portanto, é fundamental entender os fatores de viruléncia, estruturas e
mecanismos que essa bactéria pode apresentar, resultando em persisténcia bem-sucedido no
hospedeiro (VAN LOO et al., 2007).

Quanto a forma de manifestacdo, a mastite pode ser classificada em subclinica (MS) ou
clinica (MC). O primeiro tipo é caracterizado por infecgdes intramamarias sem sinais clinicos
(CONSTABLE et al., 2016), embora altere a composicao do leite (GONCALVES et al., 2018).
Nesse caso, a doenca somente é detectada por testes como o California Mastitis Test (CMT)
(SCHALM; NOORLANDER, 1957) ou pela contagem de células somaticas (CCS) (PETERS
etal., 2015).

Na mastite clinica ocorrem sinais evidentes como edema do Ubere e a presenca de dor e
rubor. As alteragdes no leite também sdo visiveis, sendo quantitativas (de redugdo no volume a
auséncia) e qualitativas (mudancas na aparéncia e na composi¢do) (PETERS et al., 2015). O
monitoramento da gravidade dos casos clinicos € um conceito atual e de grande valor em
programas de controle da mastite. As variacGes na gravidade clinica classificam a doenga em
escores 1 (leve), com alterages visiveis somente no leite (grumos e pus); 2 (moderado) com as
alteracbes fisicas no leite e sinais inflamatorios da glandula mamaria como hiperemia,

congestdo, edema e dor a apalpacdo e 3 (grave), com as alteracdes no leite e na glandula
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mamaria ja descritas e também no estado geral do animal (febre, anorexia, desidratacéo,
taquicardia, dificuldade respiratoria, diminuicdo dos movimentos ruminais, prostracéo,
decubito e morte). Em geral, de 50 a 70% dos casos de MC sao de gravidade leve, 20 a 40%
moderada e 5 a 15% graves (RIBEIRO et al., 2016).

1.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus sp. sdo bactérias Gram-positivas que pertencem a familia
Staphylococcaceae, presentes na microbiota de animais e humanos. Sdo imdveis, anaerobicas
facultativas, com didmetro entre 0,5 e 1,5 um e, quando observadas ao microscépio,
apresentam-se sob a forma de “cacho de uva”. Esse género ¢ dividido em dois grupos, pela
habilidade ou ndo de producdo da coagulase em tubo: os estafilococos coagulase-positiva
(ECP), que compreende a espécie S. aureus e 0s estafilococos coagulase-negativa (ECN), que
sdo patdgenos oportunistas e pertencem a microbiota das mucosas, pele e conjuntiva (FOSTER,;
GEOGHEGAN, 2015).

S. aureus € um dos principais patdégenos causadores de mastite em rebanhos leiteiros,
além de representar uma grande participacdo em casos de intoxicacdo alimentar em humanos
(EWIDA; AL-HOSARY, 2020). A capacidade do patégeno de causar diferentes doencas
depende da expressdo de varios fatores de viruléncia que, agindo em conjunto, possibilitam ao
micro-organismo evadir do sistema imune e se adaptar aos diferentes nichos, além de apresentar
resisténcia aos antimicrobianos. Assim, a diversidade genética de isolados de S. aureus
influencia o desenvolvimento de doencas em hospedeiros humanos e em animais
(TUCHSCHERR et al., 2007).

A infec¢do por S. aureus pode ocorrer através de manipuladores portadores e também
pode se propagar entre as vacas durante a ordenha pelos equipamentos, requerendo uma
abordagem cooperativa a fim de reduzir disseminacdo para os animais saudaveis (GOMES;
HENRIQUES, 2016; MCMILLAN et al., 2016).

Diversas interagdes intra e inter-relacionadas entre a vaca, 0 ambiente e S. aureus podem
influenciar a duragéo e a gravidade da mastite em vacas lactantes (RAINARD et al., 2018).
Sommerhéauser et al. (2003) observaram que os métodos tradicionais de controle de S. aureus
foram ineficazes, uma vez que alguns isolados desse patdgeno apresentavam caracteristicas
semelhantes as dos patdgenos ambientais da mastite. O conceito de Sadde Unica (One Health)
destaca a interconexdo entre a saude humana, animal e ambiental. Quatro areas principais

influenciam as condig¢des sanitarias de um territério: o ambiente, questdes sociais, aspectos
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6. CONCLUSAO

Os isolados de S. aureus apresentaram grande plasticidade genética, sem que ainda
exista um marcador genético, cuja presenca poderia alertar para uma maior possibilidade de
desenvolvimento de mastite clinica. Entretanto, 42,7% dos isolados clinicos apresentaram
a triade genética seh+selw+selx, que esteve ausente em todos os isolados de mastite
subclinica e que pode vir a ser considerado um possivel biomarcador. Mas devido a auséncia
de dados mais concretos na literatura, mais estudos Sdo necessarios para validar esse
biomarcador.

A prevaléncia estatisticamente significativa dos seg, seh, sei, seo, selul, selu2, selw e
selx (codificadores de enterotoxinas), lukMF, IuKED, IukAB, higC (leucocidinas), psmA, psmB
e hld (modulinas), hla e hlb (hemolisinas) em isolados de mastite clinica e subclinica sugere
um papel importante na patogénese da mastite, independentemente do sistema imunoldgico do
hospedeiro.

Ocorreu a producdo de biofilme por varios isolados de mastite subclinica, mesmo na
auséncia dos trés principais genes pesquisados, sugerindo que outros genes devem estar
envolvidos nessa producgdo. Por outro lado, diferentes perfis envolvendo os genes responsaveis
pela producdo de biofilme parecem ndo influenciar na capacidade de adesdo e invasdo dos
isolados, sendo as proteinas das MSCRAMMs, as principais responsaveis por esse papel.

O reconhecimento das variagcGes genéticas entre isolados de S. aureus pode vir a
favorecer uma melhor compreensdo das manifestacdes clinicas da mastite bovina. No entanto,
mais estudos séo necessarios para oferecer novas perspectivas sobre a complexidade genética e
implicacdes, visando melhorar a satde do gado leiteiro, proteger a saude humana e minimizar

perdas econémicas significativas no setor pecuario.
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