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RESUMO

Importante por causar sérios prejuizos as fazendas leiteiras, a mastite bovina por
Staphylococcus aureus pode desencadear casos subclinicos e clinicos, com severidade
leve, moderada ou grave, dependendo da resposta imunoldgica do hospedeiro e dos
fatores de viruléncia da bactéria, sendo alguns deles, controlados por genes como o gene
acessorio regulador (agr), além do envolvimento de possiveis linhagens especificas.
Com isso, o objetivo do estudo foi avaliar as diferencas e relacBes genéticas entre 0s
fatores de viruléncia mais importantes, como o biofilme (bap, icaA e icaD),
enterotoxinas (sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei e sej), a Toxina da Sindrome do
Choque Toéxico (tsst-1), a Leucocidina Panton-Valentin (pvl), as proteinas envolvidas
no processo de adesao e invasdo celular (MSCRAMMS) e os tipos capsulares e de agr
com os graus de severidade da mastite clinica e com a mastite subclinica, além de
observar 0s pulsotipos envolvidos em cada tipo da doenca, pelo Pulsed field gel
electrophoresis (PFGE). Foram usados 50 isolados de S. aureus, obtidos de casos de
mastite bovina subclinica, 73 de casos de clinica leve e 28 de clinica moderada. Os
isolados subclinicos apresentaram relacéo estatistica com os genes sea, sec, see, tsst-1 e
pvl. J& os clinicos, com o0s genes seg, seh, sei, bap e icaA. A maioria dos genes das
MSCRAMMs (fnbA, fib, clIfA, cIfB, cna, ebpS) também estiveram associados aos
isolados clinicos. Todos os isolados foram capazes de produzir biofilme, ndo havendo
diferenca entre os tipos de mastite. Isolados contendo o gene agrl e sem o locus agr
(agr-) foram mais os prevalentes entre os casos de mastite subclinica, enquanto 0s
contendo os genes agrll e agrlll foram mais prevalentes nos casos clinicos. Os tipos
capsulares 5 (cap5) e 8 (cap8) foram encontrados em 42% e 44% dos isolados
subclinicos e em 38,6% e 58,4% dos clinicos, respectivamente. Foram encontrados 72
pulsotipos e ndo foram observados isolados clinicos e subclinicos num mesmo cluster.
Os resultados obtidos mostraram que existem diferencas genémicas, considerando-se 0
potencial de viruléncia dos isolados de S. aureus, obtidos de casos de mastite clinica e
subclinica. Porém, o tipo de locus agr parece exercer um papel fundamental na
expressao e repressdo desses genes, impactando diretamente na progressao da doenca.
Além disso, o PFGE diferenciou de maneira clara, pulsotipos encontrados em casos de
mastite de mastite clinica e subclinica.

Palavras-chave: MSCRAMMSs, Biofilme, Enterotoxinas, PFGE.
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ABSTRACT

Important for causing serious damage to dairy farms, bovine mastitis by Staphylococcus
aureus can trigger subclinical and clinical cases, with mild, moderate or severe severity,
depending on the host's immune response and the bacteria's virulence factors, and some
of them are controlled by genes such as the regulatory accessory gene (agr), in addition
to the involvement of possible specific lineages. Thus, the aim of the study was to
evaluate the differences and genetic relationships between the most important virulence
factors, such as biofilm (bap, icaA and icaD), enterotoxins (sea, seb, sec, sed, see, sec,
seh, sei and sej), Toxic Shock Syndrome Toxin (tsst-1), Leucocidin Panton-Valentin
(pvl), proteins involved in cell adhesion and invasion (MSCRAMMS) and capsular and
agr types with degrees of severity of clinical mastitis and with subclinical mastitis, in
addition to observing the pulse types involved in each type of disease, using Pulsed field
gel electrophoresis (PFGE). We used 50 S. aureus isolates obtained from cases of
subclinical, 73 from mild clinical and 28 from moderate clinical bovine mastitis. The
subclinical isolates showed a statistical relationship with the genes sea, sec, see, tsst-1
and pvl. The clinicians, with the genes seg, seh, sei, bap and icaA. Most MSCRAMM
genes (fnbA, fib, clfA, clfB, cna, and ebpS) were also associated with clinical isolates.
All isolates were able to produce biofilm, with no statistical difference between both
types of mastitis. Isolates containing the agrl gene and without the agr locus (agr-) were
more prevalent among cases of subclinical mastitis, while those containing the agrll and
agrlll genes were more prevalent in clinical cases. Capsular types 5 (cap5) and 8 (cap8)
were found in 42% and 44% of subclinical isolates and in 38.6% and 58.4% of the
clinical ones, respectively. Seventy-two pulse types were found, and clinical and
subclinical isolates were not observed in the same cluster. The results obtained showed
that there are genomic differences, considering the virulence potential of S. aureus
isolates, obtained from both cases of clinical and subclinical mastitis. However, the type
of agr locus seems to play a role in the expression and repression of these genes,
directly impacting disease progression. In addition, the PFGE clearly differentiated the
pulse types found in cases of mastitis from clinical and subclinical mastitis.

Keywords: MSCRAMMs, Biofilm, Enterotoxins, PFGE.
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1. INTRODUCAO

1.1 Mastite Bovina

A mastite bovina é uma das doencas mais prevalentes em rebanhos leiteiros,
afetando diretamente a quantidade e qualidade do leite produzido (Hogeveen e Van,
2017). E caracterizada por interacbes entre hospedeiro, meio ambiente e agentes
infecciosos (Perez et al., 2020), principalmente bactérias que causam inflamacdo no
Ubere devido ao aumento de células sométicas, em resposta a invasdo no canal do teto
(Jones e Bailey, 2009). De acordo com a gravidade do processo inflamatdrio, essa
doenca pode ser classificada como subclinica ou clinica (Peters et al., 2015).

A mastite subclinica é caracterizada pela auséncia de sintomas clinicos no
animal e de alteracGes visiveis no leite, mas ocorrendo o aumento da contagem de
células somaéticas (CCS) e variagcBes nas concentragdes de gordura, sais minerais,
proteinas, enzimas e lactose. Além disso, pelo aumento da permeabilidade vascular e
com a passagem de substancias do sangue para o leite, também pode-se detectar sodio,
cloro e imunoglobulinas (Cunha et al., 2008). Os casos subclinicos sdo facilmente
disseminados no rebanho, causando ao produtor uma falsa impresséo de tranquilidade
em relacdo a ocorréncia de mastite (Bueno et al., 2002). Nesse caso, a doenca € somente
detectada por testes como o California Mastitis Test (CMT, Schalm e Noorlander, 1957)
ou CCS (Peters et al., 2015).

Na mastite clinica, ocorrem sinais patoldgicos evidentes como o aumento do
Ubere e a presenca de dor e rubor. As alteracdes no leite também séo visiveis, sendo
quantitativas (de reducdo no volume a auséncia) e qualitativas (mudancas na aparéncia e
na composi¢do) (Peters et al., 2015). O monitoramento da gravidade dos casos clinicos
é um conceito atual e de grande valor em programas de controle da mastite. A variacao
na intensidade dos sintomas classifica a doenca em grau 1 (leve), com alteracGes
visiveis somente no leite (grumos e pus); grau 2 (moderado), com as alteracdes fisicas
no leite e sinais inflamatérios da glandula mamaria como hipermemia, congestéo,
edema e dor a apalpacdo e grau 3 (grave), com as alteracdes no leite e na glandula
mamaria ja descritas e também no estado geral do animal (febre, anorexia, desidratacao,
taquicardia, dificuldade respiratoria, diminuicdo dos movimentos ruminais, prostracao ,
decubito e morte). Em geral, de 50 a 70% dos casos de mastite clinica sdo de gravidade
leve, 20 a 40%, moderada e 5 a 15%, graves (Pinzon-Sanchez e Ruegg, 2011; Ribeiro et
al., 2016).
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1.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) pertence a familia Staphylococcaceae. Sdo
bactérias Gram-positivas, catalase e coagulase positivas, ndo formam esporos, ndo sao
moveis e sdo considerados anaerdbios facultativos (Vaughn et al., 2020). E um micro-
organismo comensal humano e de outros mamiferos, que coloniza persistentemente as
narinas de aproximadamente 20-25% da populacdo adulta saudavel, enquanto 60% sao
colonizados de forma intermitente (Lister e Horswill, 2014).

S. aureus é considerado um dos principais patdgenos bacterianos envolvidos na
mastite bovina contagiosa (Bonsaglia et al., 2018; Wang et al., 2018), sendo isolado de
casos subclinicos (Rossi et al., 2019; Ren et al., 2020; Zayda et al., 2020) e clinicos
(Ronco et al., 2018; Monistero et al., 2020; He et al., 2020).

Sua capacidade de causar uma ampla variedade de doencas depende da
expressao de varios fatores de viruléncia que, agindo em conjunto, permitem ao micro-
organismo evadir do sistema imune e se adaptar aos diferentes nichos, além de poder
conferir 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).

1.2.1 Fatores de Viruléncia de Staphylococcus aureus

1.2.1.1 Enterotoxinas estafilocécicas (staphylococcal enterotoxins - SES)

As enterotoxinas estafilocdcicas (SEs) sdo proteinas extracelulares hidrosollveis
e com baixo peso molecular, que estdo relacionadas com intoxicagdes de origem
alimentar, atuando em receptores eméticos especificos presentes na parede intestinal
(Denayer et al., 2017). Até o momento, foram descritos 29 tipos de SEs, classificados de
SEA a SEZ, (Letertre et al., 2003; Thomas et al., 2006) além de sel26, sel27 (Aung et
al., 2019) e dos tipos 01 e 02 (Hisatsune et al., 2017; Suzuki et al., 2020).

As SEs classificadas como classicas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) sao
responsaveis pela grande maioria dos casos de intoxicacdo alimentar (Ono et al., 2015)
e, aproximadamente, apenas 5%, sdo causadas pelos outros tipos (Jay et al., 2005). Séo
resistentes a muitas condi¢des ambientais como variagdes de pH e temperatura. Além
disso, a pasteurizacdo € capaz de destruir a bactéria, mas ndo a toxina pré-formada no
alimento (Hennekinne et al., 2012) e a presenca de genes que codificam SEs tem sido

relatada em varios estudos que envolvem S. aureus, isolados de mastite (Rahimi e Safai,
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2010; Khoramrooz et al., 2016; Rossi et al., 2019). As SEs sdo consideradas
superantigenos, que se caracterizam por ligacfes simultdneas ao Complexo Maior de
Histocompatibilidade (CMH) de classe Il na célula apresentadora de antigeno e aos
receptores de células T, sem a presenca de antigenos especificos. Com essa ligacao,
podem ocorrer efeitos sisttmicos como febre alta, vomito, diarreia e disfuncbes
hepéticas e renais (Fernandez et al., 2006).

Até o0 momento, além das enterotoxinas cléssicas, 15 tipos de SEs (SEG, SEH,
SEl, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SES, SET, SEY e SE02) ja
apresentaram atividade emética significativa em algum primata, sendo consideradas
como potenciais agentes causadores de intoxicacdo de origem alimentar (Su e Wong,
1995; Munson et al., 1998; Ono et al., 2008; Omoe et al., 2013; Ono et al., 2015; Ono et
al., 2019; Suzuki et al., 2020). Enquanto isso, pelo menos sete outros tipos (SEH, SEIU,
SEIV, SEIW, SEIX, SEIZ e SEIO1) foram classificados como enterotoxinas
estafilococica semelhante a superantigeno (SEI) (Lina et al., 2004), sem apresentar
potencial emético comprovado em primatas (Letertre et al., 2003; Thomas et al., 2006;
Wilson et al., 2011; Spoor et al., 2015; Hisatsune et al., 2017). Além de causarem
intoxicagOes, essas enterotoxinas parecem ter um papel no desenvolvimento da mastite,
criando um ambiente favoravel para a colonizacgdo e alguns genes que codificam essas
enterotoxinas tém sido associados, em maior ou menor frequéncia, aos casos de mastite
(Piccinini et al., 2010). De fato, Haveri et al. (2007) correlacionaram a presenca de sed e
sej em casos de mastite persistente. Por outro lado, Veh et al. (2014) associaram o gene
seg a uma reducdo na probabilidade da bactéria causar mastite persistente durante a
lactacdo, demonstrando diferentes fungdes para diferentes enterotoxinas.

1.2.1.2 Toxina da Sindrome do Choque Toxico (toxic shock syndrome toxin
- TSST-1)

A toxina da sindrome do choque toxico (TSST-1) foi originalmente denominada
como Enterotoxina Estafilocdcica F (SEF), porém uma caracterizacdo adicional revelou
uma importante divergéncia estrutural e funcional em relacdo as outras SEs, que seria a
auséncia de propriedades eméticas, sendo reclassificada somente como um
superantigeno (Benkerroum, 2018). Essa toxina promove a liberagé@o de citocinas como
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1) e IL-6. Os sintomas dessa
sindrome foram descritos pela primeira vez em criangas que apresentaram febre alta,

vomito, diarreia, hipotensdo, anormalidades neuroldgicas além de descamacdo da pele
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das méos e pés (Prajapati e Prajapati, 2010). Posteriormente, TSST-1 foi encontrada em
S. aureus isolados de pacientes com septicemia, de cavidades nasais de adultos jovens
considerados portadores saudaveis, manipuladores de alimentos, alimentos manipulados
e de mastite bovina (Sospedra e Soriano, 2012).

Segundo Perez et al. (2020), TSST-1 contruibui para reacdes inflamatorias na
glandula mamaria. A frequéncia de S. aureus portadores do gene tsst-1 em isolados de
mastite bovina parece variar amplamente entre os paises e rebanhos, como demostrado
por Monistero et al. (2018) que encontraram positividade de 37% nos isolados
argentinos, 23% nos alemées, 16% nos tunisianos e 6% nos italianos. Além disso, foi
relatado que a producdo simultdnea de TSST-1 e de enterotoxinas por S. aureus pode
contribuir para uma resposta inflamatéria mais grave em bovinos (Perez et al. 2020).

1.2.1.3 Leucocidina Panton-Valentine (Panton-Valentin leucocidin - PVL)

A leucocidina Panton-Valentine (PVL), codificada pelos genes IukS-PV e lukF-
PV e transmitidos por bacteriofagos (Melles et al., 2006), é uma toxina especifica de S.
aureus que interfere nas defesas imunoldgicas do hospedeiro ao romper as membranas
das células fagociticas, contribuindo para a gravidade das infeccdes (Mechesso et al.,
2021) e desempenhando um papel fundamental na necrose de tecido (Shallcross et al.,
2013). A presenca dessa toxina em ruminantes leiteiros tem sido associada a mastite
bovina (Mechesso et al., 2021). J& em humanos, a toxina esta relacionada as infeccbes
cutaneas graves e, ocasionalmente, pneumonia necrosante que pode levar a morte
(Nimmo, 2012).

Alguns estudos tém relatado que o peptideo PVL pode estar relacionado com a
aderéncia de S. aureus, uma vez que cepas PVL-positivas associadas com pneumonia
necrotizante tém forte afinidade com proteinas da matriz extracelular do hospedeiro (De
Bentzmann et al., 2004; Tristan et al., 2009; Lo e Wang, 2010). Além disso, segundo
Wau et al. (2019), também pode estar associada a doengas invasivas.

1.2.1.4 Capsulas polissacaridicas (Polysaccharide capsule — PC)

S. aureus também pode produzir capsula polissacaridica (PC), o que aumenta a
viruléncia da cepa, pois a protege da fagocitose (O’Riordan and Lee, 2004; Tuchscherr
et al., 2007) pelos neutréfilos polimorfonucleares (PMN), que sdo considerados a
principal linha de defesa da glandula mamaria contra patdégenos invasores (Ambroggio

et al., 2018). Entre os onze sorotipos de capsulas identificados em S. aureus, apenas 0s

12
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sorotipos 1 (PC1), 2 (PC2), 5 (PC5) e 8 (PC8) foram caracterizados quimicamente,
sendo os dois Ultimos, os mais prevalentes em isolados de infec¢des bovinas (Salimena
et al., 2016). Os sorotipos PC1 e PC2 sdo raramente isolados quando comparados aos
sorotipos PC5 e PC8 (Tuchscherr et al., 2007) e quando os isolados ndo apresentam
PC5 ou PC8, séo considerados como néo tipaveis (NT) (Ambroggio et al., 2018).

A presenca de S. aureus encapsulados é variavel e pode ser influenciada pela
regido geogréfica do isolado (Cocchiaro et al., 2006). Estudos em diversos paises
mostraram essa variacdo, alguns apresentando todos ou quase todos os isolados com
genes para producdo de capsula (Bardiau et al., 2014; Khichar and Kataria, 2014) mas,
em contrapartida, alguns estudos apresentaram baixo percentual da presenca desse fator
de viruléncia (Babra et al.,2013; Marques et al. 2013).

1.2.1.5 Producéo de Biofilme
A capacidade de producdo de biofilme também ¢é considerada um dos
principais fatores de viruléncia, pois estd relacionada com a aderéncia e colonizacéo
desses micro-organismos nas células do epitélio mamario bem como com a evasao do
sistema imune do hospedeiro e resisténcia a antibioticos, tornando a eliminacdo de um
isolado produtor de biofilme, um grande desafio para a cura da mastite bovina
(Khoramrooz et al., 2016).

O biofilme € constituido por uma comunidade microbiana séssil, com células
ligadas a um substrato (bi6tico ou abit6tico) e umas as outras, que estdo envoltas por
uma matriz polissacaridica, composta por substancias poliméricas extracelulares
produzidas pelas préprias bactérias (Clutterbuck et al., 2007).

A producdo do biofilme € dividida nas fases de adesdo, maturacdo e de
dispersdo. Na fase de adesdo, células planctdnicas se aderem as superficies (biodticas ou
abidticas) e em seguida, essas células comecam a se proliferar formando microcol6nias.
Com o acimulo cada vez maior de bactérias, a matriz polissacaridica comega a ser
produzida, auxiliando na protecdo e manutencao do biofilme e esse periodo é chamado
de maturacdo. Quando o biofilme atinge sua densidade maxima, as bacterias comegam a
se dispersar para o ambiente para reiniciar o desenvolvimento do biofilme em outros
locais, na fase de disperséo (Kostakioti et al., 2013).

A producdo de biofilme é controlada principalmente pelo operon de adesao
intercelular, conhecido como operon ica (Prakash et al., 2017), sendo composto pelos

genes icaA, icaD, icaB e icaC, além do icaR (regulatério) e os dois primeiros genes sdo
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0s mais importantes na formacdo de biofilme por S. aureus (Vasudevan et al., 2003).
Esse operon é responsavel por codificar as proteinas mediadoras da sintese da adesina
polissacaridica intercelular (PI1A) ou N-acetilglicosamina polimérica (PNAG) e do
antigeno capsular denominado polissacarideo/adesina capsular (PS/A) (O’Neil et al.,
2007), que é o responsavel pela adesdo inicial da bactéria as superficies.

O gene bap (biofilm-associated protein), responsavel por codificar a proteina
associada ao biofilme esta envolvido na aderéncia inicial as superficies e nas ligacoes
entre as células bacterianas e tem sido encontrado somente em isolados de vacas com
mastite (Darwish e Asfour, 2013; Khoramrooz et al., 2016). Segundo Cucarella et al.
(2004), a presenca do gene bap permite que isolados produzam biofilme, mesmo na

auséncia do operon ica.

1.2.1.6 Adeséo e Invasdo Celular

A adesdo e invasdo celular sdo fatores de viruléncia importantes para a
sobrevivéncia de S. aureus no estado comensal e durante infeccdes invasivas,
auxiliando a bactéria a se estabelecer e permanecer no hospedeiro (Foster et al., 2014;
Vaughn et al., 2020). A adesdo € o primeiro passo para a invasdo e formacdo de
biofilme, mecanismos responsaveis por proteger a bactéria do sistema imunolégico do
hospedeiro e facilitar a infeccdo cronica (Loffler et al., 2014; Josse et al., 2017). Esas
fungdes sdo realizadas pelas “proteinas ancoradas a parede celular” (CWA - Cellwall-
Anchored Proteins) (Foster et al., 2014), presentes na superficie de S. aureus. Entre
elas, destacam-se as adesinas conhecidas como Componentes da Superficie Microbiana
Reconhecedores de Moléculas Adesivas da Matriz (MSCRAMMs - Microbial Surface
Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules), familia de proteinas que
apresentam semelhancas estruturais e mecanismos comuns para adesdo. (Foster et al.,
2014).

A fibronectina é uma glicoproteina, com duas isoformas de proteinas ligadoras
de fibronectina (FNnBP), FNBPA e FnBPB, com sequéncias muito semelhantes e
codificadas, respectivamente, pelos genes fnbA e fnbB, (Fowler et al., 2000; Burke et al.,
2010). Essas proteinas estdo relacionadas com a adesdo bacteriana, podendo ainda
promover a internalizagdo da bactéria em células epiteliais e endoteliais (Geoghegan et
al., 2014). Segundo Brouillette et al. (2003), as FnBPs de S. aureus podem estar
relacionadas com a coloniza¢do das glandulas mamérias bovina, levando a mastite

infecciosa, pois em seu estudo com um modelo de mastite em camundongo, a presenga
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de FnBPs na superficie de S. aureus aumentou a capacidade da bactéria colonizar as
glandulas mamarias em comparacdo com a de um mutante sem FnBPs e, segundo
Zuniga et al. (2015), as FnBPs contribuem também para invasdo bacteriana e inibi¢éo
da fagocitose.

Trés fatores sdo importantes na ligacao das bactérias ao fibrinogénio: os fatores
clumping A e B (CIfs) e proteina ligadora de fibrinogénio (Fib) (Zmantar et al., 2008),
codificados pelos genes cIfA e clIfB (Scali et al., 2015) e fib (Pereyra et al., 2016),
respectivamente. A ligacéo ao fibrinogénio pode estimular a agregacdo de plaquetas e a
formacéo de abscesso e pode levar a lesdes tromboembdlicas no coracdo durante a sepse
(McAdow et al., 2011; Malachowa et al., 2016).

A proteina ligadora de coldgeno (Cna) desempenha importantes funcGes
fisioldgicas durante a patogénese, com ligacdes de alta afinidade ao colageno (Valotteau
et al., 2017) e sua presenca também é necessaria para a aderéncia de S. aureus a tecidos
cartilaginosos in vivo (Simojoki et al., 2012). J& em tecidos flexiveis, a proteina EbpS é
responsavel por fazer a ligacdo do S. aureus, devido a elastina ser o componente
principal (Downer et al., 2002). A ancoragem na matriz extracelular é feita pela proteina
ligadora de laminina (Eno), uma vez que laminina é um dos principais componentes

presentes (Carneiro et al., 2004).

1.2.2 Caracterizacdo Molecular

1.2.2.1 Grupo agr

O gene acessorio regulador (agr) é o principal sistema responsavel por regular
a expressao génica de diversos fatores de viruléncia em S. aureus. Os fatores associados
a parede celular e a secrecdo de exoproteinas sdo as duas principais classes de fatores de
viruléncia que tém sido associados a resposta agr, que ocorre durante a fase de
crescimento pds-exponencial (Buzzola et al., 2007).

A primeira classe de fatores de viruléncia promove a adesdo do hospedeiro
facilitando a evasdo do sistema imunoldgico. A segunda regula a expressdo da producéo
de cépsulas de polissacarideo e de exotoxinas, como hemolisinas, enterotoxinas e
proteases extracelulares, incluindo proteinas que promovem a invasdo (Yang et al.,
2019).
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O sistema agr estd associado ao quorum-sensing e este locus é composto por
dois operons, um deles controlado pelo promotor P2, que apresenta 0s genes agrA,
agrB, agrC e agrD e o polimorfismo da sequéncia de aminoacidos desses genes (exceto
agrA) forma os grupos agrl, agrll, agrlll e agrlV (Cheraghi et al., 2017).

Um conjunto de caracteristicas fenotipicas e genotipicas de S. aureus esta
associado a persisténcia a longo prazo na glandula mamaria bovina, incluindo o tipo agr
de cada cepa (Sacco et al., 2020). A prevaléncia de S. aureus agrl em isolados
subclinicos ja foi relatada em estudos anteriores (Khoramrooz et al., 2016; Rossi et al.,
2019, Rossi et al., 2021) e segundo Melchior et al. (2009), cepas agrl apresentaram
melhor adaptacdo a sobrevivéncia intracelular, fazendo com que a bactéria persista por
mais tempo no hospedeiro, sem causar sintomas de inflamacéo ou infeccdo aparente
além de limitar a acdo de antibidticos (Buzzola et al., 2007; Castilho et al., 2017). Em
contrapartida, os grupos agrll e agrlll foram associados a isolados clinicos (Buzzola et
al., 2007; Rossi et al., 2021).

1.2.2.2 Gel de eletroforese em campo pulsado (Pulsed field gel
electrophoresis - PFGE)

O rastreamento molecular das relaces genéticas dos isolados usando o gel de
eletroforese em campo pulsado (Pulsed field gel electrophoresis - PFGE), entre outras
técnicas, pode auxiliar a investigacdo da transmissdo e persisténcia do patégeno nos
rebanhos (Melake et al., 2014). O PFGE tem como objetivo, discriminar linhagens
bacterianas de uma mesma espécie (Magalhaes et al., 2005). Nessa técnica, enzimas de
restricdo digerem o genoma bacteriano total e, em seguida, é realizada a eletroforese em
uma cuba com campo pulsétil, discriminando bandas de diferentes pares de base
(Tenover et al., 1997).

Essa técnica € muito utilizada em contextos epidemiol6gicos menores como
demonstrado por Rossi et al. (2019), que avaliaram a presenca de clones persistentes e
diversidade genética em um Unico rebanho. Estudos explorando varios ambientes, de
uma mesma regido também ja foram publicados, como o de Sabour et al. (2004), que
avaliaram 58 rebanhos no leste canadense e Vaughn et al. (2020), que estudaram a
disperséo de clones em 11 diferentes rebanhos no leste do Tennessee. Esses estudos
mostraram a coexisténcia de linhagens heterogéneas dentro de uma mesma fazenda e a

existéncia da mesma linhagem em propriedades distintas.
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2. OBJETIVO

O objetivo do estudo foi associar os diferentes fatores de viruléncia com a mastite
subclinica, mastite clinica leve ou mastite clinica moderada, buscando também perfis
genéticos predominantes entre essas variacdes da doenca pela classificacdo do grupo
agr e PFGE.

2.1 Objetivos Especificos

- Associar 0s genes responsaveis pela producdo das enterotoxinas SEA, SEB, SEC,
SED, SEE, SEG, SEH, SEI e SEJ com os diferentes tipos de mastite (subclinica, clinica
leve e clinica moderada);

- Associar 0s genes responsaveis pela Toxina da Sindrome do Choque e
Leucocidina Panton-Valentine com os diferentes tipos de mastite (subclinica, clinica
leve e clinica moderada);

- Analisar a capacidade de producdo de Biofilme in vitro das cepas isoladas de cada
tipo de mastite bem como a presenca dos genes envolvidos nesse processo (bap, icaA e
icaD);

- Relacionar os diferentes perfis genéticos dos Componentes da Superficie
Microbiana Reconhecedores de Moléculas Adesivas da Matriz (MSCRAMMS)
encontrados nos isolados de mastite subclinica, clinica leve e clinica moderada com
capacidade de adesdo e invasdo em células de eptélio mamario bovino (BMEC);

- Buscar perfis genéticos predominantes entre essas variacbes da doenca pela
classificacdo do grupo agr e PFGE.
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