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USO DE GENOMICA COMPARATIVA E ENSAIOS FILOGENETICOS PARA

ANALISE DE LINHAGENS DE Staphylococcus aureus EM BOVINOS E

HUMANOS EM BUSCA DE PADROES DE VIRULENCIA ESPECIFICOS E
MARCADORES DA MASTITE

RESUMO - O Staphylococcus aureus é responsavel por uma série de infecgdes
nosocomiais e intramamarias, comuns em humanos e bovinos,
respectivamente. Soma-se também um grande aparato de viruléncia, o que o
torna um relevante problema a saude publica e a economia no setor
agropecuario. Nesse contexto, a gendbmica comparativa tem sido usada para
compreender as relagbes epidemiologicas e filogenéticas da espécie. Aqui,
investigamos a presenca de genes de adesao, de biofilmes, de resisténcia
antimicrobiana e de toxina, a filogenia e a tipagem genética de genomas de S.
aureus isolados de bovinos (mastite clinica, mastite subclinica e leite cru/leite a
granel) e de humanos (abscessos, infecgdes de pele e pus) em busca de
marcadores genéticos de mastite clinica e subclinica na espécie bovina.
Observamos que os genes implicados na adeséo cflA, fnbA, ebpS, spa, sdrC,
coa, emp, VWF, atl, sasH, sasA e sasF e os genes de toxinas aur, hglA, hglB e
hglC estdo associados em cepas de mastite clinica. Os resultados também
reforcam a importancia das proteinas superficiais sasG e fnbB na formacéao de
biofilme, o impacto do uso irracional de antimicrobianos em cepas isoladas de
humanos, o potencial zoond6tico e a prevaléncia de diversas origens genéticas
de cepas de S. aureus (48 tipos de sequéncias e 72 tipificagbes da proteina A,
sendo frequentes o ST97, ST8 e ST152 em isolados de mastite clinica,
abscesso e infecgdo de pele, respectivamente). Nossos resultados ilustram
possiveis marcadores genéticos que podem ser utilizados no desenvolvimento
de vacinas e identificagdo de estirpes em mastite clinica, bem como
compreender as relagdes entre os processos de adesdo, formacgao de biofilme,
resisténcia antimicrobiana e toxinas.

Palavras-chave: Adesinas, Filogenia, Formacdo de Biofilme, Genes de
Viruléncia, Saude Unica, Resisténcia Antimicrobiana



USE OF COMPARATIVE GENOMICS AND PHYLOGENETICS ASSAYS FOR
ANALYSIS OF Staphylococcus aureus LINES IN CATTLE AND HUMANS IN
SEARCH OF SPECIFIC VIRULENCE PATTERNS AND MASTITIS DISEASE
MARKERS

v

ABSTRACT - Staphylococcus aureus is responsible for a series of nosocomial
and intramammary infections, common in humans and cattle, respectively.
There is also a large virulence apparatus, which makes it a relevant problem for
public health and the economy of the agricultural sector. In this context,
comparative genomics has been used to understand the epidemiological and
phylogenetic relationships of the species. Here, we investigated the presence
of adhesins genes, biofilms, antimicrobial resistance, and toxins, the phylogeny,
and genetic typing of S. aureus genomes isolated from cattle (clinical mastitis,
subclinical mastitis, and raw milk/bulk milk) and of humans (abscesses, skin
infections, and pus) in search of genetic markers of clinical and subclinical
mastitis of bovines. We observed that the genes involved in adhesion cflA, fnbA,
ebpS, spa, sdrC, coa, emp, VWF, atl, sasH, sasA, and sasF, and the toxin genes
aur, hglA, hglB, and hglIC are associated in clinical mastitis strains. The results
also reinforce the importance of surface proteins sasG and fnbB in biofilm
formation, the impact of the irrational use of antimicrobials in strains isolated
from humans, the zoonotic potential, and the prevalence of diverse genetic
origins of S. aureus strains (48 types of sequences and 72 typifications of protein
A, with ST97, ST8 and ST152 being frequent in isolates from clinical mastitis,
abscess and skin infection, respectively). Our results illustrate possible genetic
markers that can be used in vaccine development and strain identification in
clinical mastitis, as well as understanding the relationships between adhesion

processes, biofilm formation, antimicrobial resistance, and toxins.

Keywords: Adhesins, Phylogeny, Biofilm Formation, Virulence Genes, One

Health, Antimicrobial Resistance
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1. INTRODUGAO

O Staphylococcus aureus € um microrganismo comensal responsavel por diversos
agravos a saude humana e animal (Todd, 2014), e considerado um patégeno
intracelular facultativo e responsavel por infecgdes nosocomiais recorrentes (Watkins
and Unnikrishnan, 2020). As principais portas de entrada incluem pele e mucosa
danificada (Murata et al., 2021) e, em humanos, é a principal causa de infec¢des
cuténeas, septicemia, endocardite e abscessos (Lalaouna et al., 2018). Em animais
destacam-se as infecgdes intramamarias em bovinos (mastite clinica e subclinica) e a
transmissao ocorre, principalmente, através das maquinas de ordenha, maos de
ordenhadores e moscas; sendo, portanto, considerado o patégeno contagioso mais
prevalente no rebanho leiteiro (Zadoks et al., 2011).

Os fatores de viruléncia possuem papéis cruciais no estabelecimento, na
persisténcia e na gravidade dessas enfermidades, proporcionando ao agente
etiolégico habilidades de evasdo do sistema imune bem como mecanismos que
dificultam a terapia antimicrobiana. Neste sentido, as adesinas atuam na invasao das
células e auxiliam na formagao de biofilmes pelo S. aureus (Kerro Dego, 2021). Este,
por sua vez, proporciona a persisténcia no hospedeiro, provoca danos diretos aos
processos tecnoldgicos e possui fungdes protetoras contra interferéncias externas e
agentes antimicrobianos (Gajewska and Chaj, 2020). A viruléncia do S. aureus pode
ser amplificada pela produgao de toxinas, as quais causam danos diretos a células
hospedeiras por meio da agado de hemolisinas, leucotoxinas, proteases e outras (Otto,
2014). Além disso, esse agente etiolégico pode carrear um grande numero de genes
de resisténcia, sendo uma grande preocupacao para as industrias leiteiras e para as
instituicbes de saude publica (Mehndiratta and Bhalla, 2014; Igbinosa et al., 2016).

A transmissao zoonética do S. aureus ja foi amplamente documentada (Patel et
al., 2021) e acredita-se ser impulsionada pela presenga dos fatores de viruléncia
(Watkins and Unnikrishnan, 2020) que se relacionam as células hospedeiras
(Bencardino, Amagliani and Brandi, 2021).

Assim, além do risco a saude publica, infecgdes por S. aureus provocam
importantes perdas econdmicas no setor agropecuario, ocasionadas principalmente
em decorréncia das infeccdes intramamarias de vacas leiteiras. O aumento da taxa

de descarte do rebanho e do leite, a redugéo da produgao, os gastos para o tratamento



com antimicrobianos, a contaminacdo do leite e as mortes de animais sao
consequéncias comuns quando o rebanho leiteiro tem mastite clinica (animais com
sinais visiveis) e subclinica (animais sem sinais visiveis a olho nu) (Exel et al., 2021).

Estudos de genbémica comparativa vém sendo empregados para entender as
relagdes filogenéticas e evolutivas de cepas de S. aureus (Ko et al., 2021; Pizauro et
al., 2021). Contudo, ainda faltam estudos que auxiliem na compreensdo do perfil
destes genes, nas relagdes entre as cepas e a epidemiologia, na relagdo doenca-
hospedeiro e nas interagdes entre hospedeiro e patdégeno. Nesse contexto, o objetivo
deste estudo foi investigar genes de adesao, de biofiime, de toxinas e de resisténcia
antimicrobiana de S. aureus, isolados de amostras provenientes de humanos e
bovinos, em busca de perfis genéticos e marcadores de mastite bovina, por meio de

genb6mica comparativa e filogenia.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Gendmica comparativa: Staphylococcus aureus

A gendmica comparativa € uma das subareas da bioinformatica que permite
realizar um estudo comparativo dos genomas, principalmente devido ao fato de que
uma espécie bacteriana pode ser efetivamente descrita utilizando seu pangenoma,
que pode ser dividido em genoma central (genes compartilhados por genomas de
todas as cepas da espécie que provavelmente codificam funcdes relacionadas a
biologia celular basica) e genoma dispensavel (genes presentes em alguns, mas nao
em todos os representantes de uma espécie), os quais incluem fun¢des que conferem
vantagens especificas sob condigbes ambientais particulares, como adaptagao a
nichos distintos, resisténcia a antimicrobianos e habilidade de colonizar novos
hospedeiros (Bosi et al., 2016).

Como a epidemiologia do S. aureus esta associada a sua diversidade
fenotipica, que é reflexo de seus gendtipos, ao analisar multiplos genomas de S.
aureus pode-se descobrir fatores preditores de fendtipos de doengas e de viruléncia.
Neste quesito, as metodologias classicas de genotipagem, como Eletroforese em Gel
de Campo Pulsado (PFGE) e a “Multilocus Sequence Typing” (MLST), avaliam genes
“housekeeping”, que sdo altamente conservados e nao sao suficientes para a predigéo

de fendtipos de doengas (Bosi et al., 2016). Assim como as tecnologias moleculares



vém crescendo exponencialmente e as técnicas de PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) e de sequenciamento estdo cada vez mais sofisticadas, a quantidade de
dados processados e a necessidade de interpreta-los cresce e fomenta o interesse
pela bioinformatica, que € uma ferramenta util para auxiliar na analise de dados
genéticos, tendo como vantagem o baixo custo e a abundancia de dados a serem
trabalhados (Gauthier et al., 2019).

Um estudo recente evidenciou que algumas linhagens de S. aureus tém
uma gama de hospedeiros ampla, sendo uma caracteristica que evolui dinamicamente
(Sakwinska et al., 2011). Esses autores sugerem que o surgimento de gendtipo
adaptado aos bovinos foi devido a uma recente mudanca do hospedeiro de humanos
para vacas, concomitante com a perda da capacidade de colonizar humanos,
indicando que a especificidade do hospedeiro € uma caracteristica especifica da
linhagem, que pode evoluir rapidamente. Estes achados vao ao encontro de estudos
de filogenética de genes de resisténcia em S. aureus os quais observaram que a
transferéncia lateral de genes € crucial para a evolugéo da resisténcia antimicrobiana
nos S. aureus (John et al., 2019).

Nesse contexto, a epidemiologia molecular representa a base cientifica do
século XXI para saude publica, e vem contribuindo no desenvolvimento de
diagnosticos moleculares, em intervengdes direcionadas aos individuos susceptiveis
(Dorman, 2000) e nas relagdes biologicas (filogenéticas) de microrganismos

patogénicos e seus elementos acessorios (genes) de viruléncia (Caldart et al., 2016).
2.2 Infecgoes intramamarias em bovinos

A mastite bovina é um dos agravos mais onerosos do gado leiteiro, podendo
resultar na morte de animais, aumento da taxa de descarte do rebanho, reducéo da
producao, descarte de leite e tratamento com antimicrobianos. A contaminacdo do
leite e a produgéo de toxinas por microrganismos também €& um grande problema,
responsaveis pelo aumento dos riscos inerentes a saude do consumidor (Rocha et al.,
2019).

Segundo Simdes e Oliveira (2012), um animal com sinais clinicos da mastite
apresenta alteracdes no ubere e no leite bem como anormalidades na secreg¢ao

lactea, no tamanho do quarto e na temperatura da glandula mamaria. A forma clinica



da mastite pode ser classificada quanto a duragdo e a gravidade. A duragéo pode ser:
de curta duragao, clinica recidivante, clinica persistente. Santiago e colaboradores
(2009) e Radostits e colaboradores (2010) classificam a gravidade da mastite clinica
como:
e Hiperaguda, infec¢do causada, principalmente, por coliformes que ocasionam
inflamacoes e reacdes sistémicas severas, tais como febre e dor;
e Aguda, desenvolve-se de forma lenta, mas com os mesmos sinais da mastite
hiperaguda;
e Subaguda, apresenta sinais menos evidentes, e no teste da caneca de fundo
preto detecta presencga de grumos no leite;
e Cronica, persistente e pode durar dias, meses ou anos;
e Gangrenosa, forma intensa da mastite que apresenta quantidades
significativas de soro tingido de sangue.

A mastite bovina pode ser detectada de duas formas diferentes, a clinica
(apresenta sinais visiveis) e a subclinica (ndo apresenta sinais visiveis a olho nu),
sendo esta a maior responsavel por perdas econémicas, podendo reduzir a producao
de leite em até 45% (Muller, 2002). Ambas sao observadas nos rebanhos leiteiros
sendo o S. aureus o principal responsavel pela causa primaria da infe¢ao; ja outros
Staphylococcus coagulase-negativos (SCN) ou Staphylococcus nao aureus (SNA)
sdo considerados de menor importancia ou como patégenos oportunistas (Schukken
et al., 2011). Assim, nas infec¢des intramamarias de bovinos o S. aureus é o principal
microrganismo responsavel pela mastite contagiosa (Radostits et al., 2010).

A mastite contagiosa é aquela que tem como hospedeiro o préprio animal,
sendo sua fonte principal de transmissdo as glandulas mamarias infectadas de
animais doentes no rebanho. As principais vias de transmissdo desses agentes s&o
as maos do ordenhador, toalhas contaminadas, leite residual na teteira e
equipamentos de ordenha contaminados. Ja a mastite ambiental é causada por dois
grupos de patoégenos: os coliformes e alguns Streptococcus. O principal meio de
transmissdo € o ambiente das vacas, resultante do manejo inadequado de camas
umidas, de areas sujas destinadas a permanéncia dos animais, da ordenha de uberes

molhados, da higiene inadequada dos tetos e outros (Radostits ef al., 2010).



Nos rebanhos leiteiros, ha uma incidéncia maior da forma subclinica em
relagdo a mastite clinica, que provavelmente é subestimada devido a falta de sinais
evidentes, exceto por alteragcdes na qualidade e quantidade do leite que nem sempre
sao detectadas pelos produtores e somente constatadas por analises laboratoriais
(Rocha et al., 2019). Devido a sua forma assintomatica, a mastite subclinica
frequentemente evolui para mastite clinica e acredita-se que cepas de S. aureus
envolvidas em infec¢des agudas e crénicas sao diferentes, sendo mais provavel que
as crbnicas persistam e circulem no rebanho devido a falta de sintomatologia
(Sakwinska et al., 2011). Esse fato € suportado pela descoberta de que a cepa S.
aureus Newbould 305 (mastite subclinica) e a cepa S. aureus SF122 (mastite clinica)
apresentaram diferencas em relagdo ao seu conteudo de viruléncia, que poderia estar
associado a severidade da infecgéo (Peton et al., 2014).

O S. aureus possui mecanismos capazes de burlar o sistema imunolégico
do hospedeiro, como as caracteristicas de adesédo, formagao de biofilme e invaséo
das células epiteliais mamarias (Kerro Dego, 2021). A adesao é dependente de
proteinas superficiais que permitem ao microrganismo se ligar as células hospedeiras
e esta fortemente correlacionada a capacidade de formar biofilmes e a persisténcia
estafilococica (Chen et al., 2020). Tais mecanismos podem prejudicar 0s processos
industriais, provocar a contaminag¢ao dos produtos alimenticios, ampliar a resisténcia
aos antibidticos e promover outras perdas econdmicas consideraveis (Gajewska e
Chajecka-Wierzchowska, 2020). Algumas pesquisas indicam que o custo bancado
pelos produtores com antibidticos ineficazes é maior do que os investimentos com

instrumentos laboratoriais (Freitas et al., 2005; Exel et al., 2021).
2.3 Saude Unica: infeccdes em humanos

Os motivos para o surgimento das doengas emergentes sao diversos, mas a
expansdo da populagdo humana e a globalizagdo do comércio sdo as principais
causas (Brown, 2004). Desta forma, as intera¢des entre humanos, animais, patdégenos
e 0 ambiente em que habitam estido intrinsecamente relacionados ao surgimento de
doencas e ao transbordamento zoonodtico. Nesse cenario, 61% dos organismos
infecciosos conhecidos sdo zoonadticos e 75% destes sdo considerados emergentes;
as bactérias ou rickettsias representam 31% dos agentes zoonéticos e podem ser,



principalmente, transmitidas pelo contato indireto (Taylor, Latham and Woolhouse,
2001). Outra grande preocupagdo é a prevaléncia crescente de patdgenos
bacterianos multirresistentes, instigada pelo o uso inadequado de antibidticos, o
contato préximo de animais de estimagao (Miranda et al., 2021), a defasagem de
intervencdes de higiene e saneamento e outros fatores que evidenciam cada vez mais
a relac&o entre humanos, animais e o ambiente (Booton et al., 2021).

O S. aureus é o principal agente isolado de mastite e abscesso mamario em
mulheres. As principais complicagcdes para as mulheres e os bebés recém-nascidos
surgem nos hospitais, onde esses entram em contato com cepas desconhecidas,
virulentas e resistentes a antimicrobianos que podem ocasionar a mastite epidémica
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000). Causa frequente de abscessos cerebrais
(Dey e Bishayi, 2021), o S. aureus também é comum em infecgbes de pele (Stevens
et al., 2005), bacteremia (Van Hal et al.,, 2012) e infecgdes hospitalares, sendo
responsavel por infecgcdes recorrentes e cada vez mais resistentes a antibidticos
(Watkins e Unnikrishnan, 2020). Portanto, uma abordagem transdisciplinar auxilia na
compreensao holistica, sendo crucial para prevenir surtos e minimizar o impacto de

doencas infecciosas (Sanchez et al., 2021).

3. Material e Métodos

3.1 Sequenciamento bacteriano e origem dos isolados

Foram selecionadas, no banco de dados Genbank do NCBI (National Center
for Biotechnology Information) (Clark et al., 2016), genomas completos de S. aureus
isolados de amostras de bovinos (Bos taurus) e seres humanos (Homo sapiens). Para
melhor caracterizacdo da capacidade zoondtica e de infecgdo em tecidos, foram
utilizadas cepas de bovinos provenientes de leite de animais com mastite clinica e
subclinica e de leite cru ou leite a granel, e os isolados provenientes de humanos
foram de abscessos, infeccdes de pele e pus.

Inicialmente, selecionou-se o item “organism” no topico “Available Facets” da
plataforma online Sequence Set Browser do NCBI', posteriormente o microrganismo
“Staphylococcus aureus ” no topico “Top Organisms”. Os termos utilizados para as

pesquisas foram mastitis, clinical mastitis, subclinical mastitis, raw milk, bulk milk,



abscess, skin infection e pus. Apds essa etapa inicial, foram avaliados os genomas
isolados de Bos taurus, cuja descrigdo do agravo (mastite clinica, mastite subclinica e
leite cru/leite a granel) constava como estagio da doencga na descrigao do BioSample
ou em publicagbes académicas. A seguir, foram selecionados os genomas isolados
de Homo sapiens cuja afecgao envolvida (abcesso, infeccdo de pele e pus) constava
como fonte de isolamento na descricao do BioSample ou em publicacbes académicas;
além disso, outras fontes de isolamento como sitio cirurgico, pele e secregao de ferida
foram aceitas para o grupo de infecgbes de pele, excluindo outras denominacdes; os

dados foram coletados até 2020.
3.2 Anotacgao génica e determinagao de pangenoma

Para obteng&o do pangenoma dos isolados avaliados foi utilizada a ferramenta
computacional Roary 3.13.0 (Page et al., 2015). Essa ferramenta também foi usada
para calcular o tamanho do pangenoma e revelar genes ortélogos. Para normalizar as
analises, todos os genomas selecionados foram agrupados e posteriormente

anotados pelo Prokka 1.14.6 (Seemann, 2014).

3.3 Anotagcao gendmica: identificagdo dos genes relacionados a adesao,

formacao de biofilme, resisténcia a antimicrobianos e toxinas

Os genomas de S. aureus foram anotados pelo Rapid Annotation using Subsystem
Technology (RAST)? (Aziz et al., 2008) para identificagdo dos genes relacionados a
adesdo e a formagao de biofilme. A classificagcdo destes baseou-se nos resultados
fornecidos pela plataforma RAST e no banco de dados de referéncia Virulence Factor
of Pathogenic Bacteria (VFDB)? (Chen etal., 2004). Dessa forma foram avaliados 35
genes, sendo 26 de adesao e nove de biofilme, dos quais quatro sao reguladores. Os
genes de resisténcia a antimicrobianos foram anotados pelo ResFinder 4.1 e os genes
de toxina pelo VirulenceFinder 2.0, ambos do Center of Genomic Epidemiology*
(Bortolaia et al., 2020; Clausen, Aarestrup and Lund, 2018; Zankari et al., 2017).



3.4 Analise Filogenética

As sequéncias do gene 16S rRNA foram obtidas a partir de genomas completos
usando o Basic Rapid Ribosomal RNA Predictor (Barrnap) v 0.95. A correlagéo
filogenética do gene de 16S RNA foi determinada e a arvore filogenética foi gerada
com abordagem de maxima verossimilhanga usando |IQ-TREE2 (Minh et al., 2020)
apos realizagdo de alinhamento multiplo dos genes encontrados pelo MAFFT v7
(Katoh and Standley, 2013) usando os parametros padroes. Para suporte ao clado,
foram realizadas analises de ultrafast bootsrap com 1000 pseudorréplicas. A
visualizagao da arvore foi feita com o iTOL v5 (Letunic and Bork, 2016). A fim de criar
uma arvore enraizada, cepas de Escherichia coli (BioSample: SAMNO08638904,
SAMN15423745, SAMN10604454, SAMDO00129668 e SAMNO04482320, e seus
respectivos acessos no GenBank: GCA 003018455, GCA_014058445.2,
GCA_004358405.1, GCA_003966465.1, GCA_003018035.1) foram utilizadas como

um grupo externo.
3.5Determinacao in silico do Multilocus Sequence Typing (MLST) e spa

Os MLSTs foram determinados in silico com base em dados de
Sequenciamento de Genoma Completo (WGS), por meio da plataforma online MLST
2.0 (Larsen et al., 2012), e a tipagem de spa obtida por meio do spaTyper verséo 1.0

(Bartels et al., 2014), ambos do Center of Genomic Epidemiology 4.

3.6 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa R verséo 4.1.2
(Wilson and Norden, 2015). O teste exato de Fisher foi utilizado para analisar as
possiveis associagdes entre a presenga de cada um dos genes de viruléncia e o tipo
de enfermidade, por meio de uma tabela de contingéncia considerando “1” como
presenca e “0” como auséncia; o p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
A regressao logistica multinomial foi utilizada em todos os genes que apresentaram
valor significativo no teste de Fisher para a avaliar a associagéo significativa entre os
tipos de afec¢des, considerando as amostras de leite cru como referéncia; de modo

que a origem dos isolados foi considerada como variavel resposta e os genes como



variavel explicativa, a partir de modelos multiplos. Posteriormente, analisados pelo
teste Z de Wald e os valores de p foram obtidos pela fungdo pnorm() do pacote nnet.
Os genes com p<0,05 foram considerados significativos para a determinagdo do
modelo em cada enfermidade (Dalgaard, 2008).

A avaliacdo entre a associagdo da presenga dos genes de adeséo, biofilme,
resisténcia a antimicrobianos e toxinas dos isolados por origem de isolamento foi
obtida pelo teste de correlagao de Spearman, no qual um coeficiente proximo de 1,00
indica alta correlagao positiva, proximo de -1 indica alta correlagdo negativa e o valor
proximo de 0O indica auséncia de correlagdo (Dalgaard, 2008). Os coeficientes foram

apresentados em mapas de calor.

4 RESULTADOS

4.1 Avaliagao do Pangenoma

Dos 248 genomas de S. aureus avaliados, a analise do pangenoma evidenciou
15.011 genes acessorios e 873 genes pertencentes ao genoma central. Desses, 594
foram classificados como genes softcore, compartilhados entre 95% e 98% dos
genomas identificados; 1.842 como genes shell, moderamente conservados e
compartilhados entre 15% e 95% dos genomas, e 11.702 como genes cloud,
raramente identificados compartilhado por menos de 15% dos isolados analisados.
Do genoma central, os genes foram associados a traducg&o, estrutura ribossomal e
biogénese (9,86%), transporte de aminoacidos e metabolismo (9,05%), transcri¢ao
(8,25%), producdo e conversdo de energia (8,25%) e muitos com fungao
desconhecida (27,16%); demonstrando uma grande variedade genética entre os

isolados (Figura 1).
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Figura 1. Funcdo da categoria COG (Clusters of Orthologous Groups) de genes
centrais nos genomas de 248 Staphylococcus aureus isolados de humanos
(abscessos, infecgdes de pele e pus) e de bovinos (mastite clinica, mastite subclinica

e leite cru)

A Figura 2 demonstra que ainda ha um crescimento de genes unicos
inversamente relacionado ao numero de novos genes a serem revelados para essa
espécie, ou seja, a medida que novas linhagens continuam sendo sequenciadas e
estudadas, ainda é benéfico e importante que ocorra o sequenciamento de cepas
oriundas de humanos e bovinos relacionadas a mastite clinica, subclinica, abscessos,

infeccbes de pele e pus.
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Figura 2: Perfil do pangenoma de Staphylococcus aureus isolados de humanos
(abscessos, infecgdes de pele e pus) e de bovinos (mastite clinica, mastite subclinica
e leite cru). (A) O numero de genes em fungdo do numero de genomas. As linhas
sélidas representam genes conservados no genoma central; uma linha tracejada
representa o total de genes. (B) O numero de novos genes do pangenoma em fungao
do numero de genomas analisados. Uma linha sdlida representa novos genes; uma

linha tracejada representa genes unicos

4.2Distribuicao dos genes de adesinas, biofilmes, resisténcia e toxina nos

isolados de S. aureus

Apés a etapa de selecédo de genomas dos S. aureus, foram obtidos 248
genomas sequenciados advindos de bovinos e humanos. Dos 91 isolados bovinos, 27
foram de mastite clinica, 43 de mastite subclinica e 21 de leite cru/leite a granel. Dos
157 de isolados de humanos, 53 foram de abscessos, 49 de infecgdes de pele e 55
de pus. A etapa de anotacao pelo RAST identificou 26 genes que foram classificados
como adesinas (clIfA, clfB, cna, fnbA, fnbB, ebpS, spa, sdrC, sdrD, sdrE, coa, eap,
emp, efb, vWbp, atl, aap, pls, sasG, sasH, sasA, sasC, sasD, sasF, sasl, sasK) e nove
genes relacionados a formagao de biofilmes (icaA, icaB, icaC, icaD, icaR, rbf, tcaR,
sarA e sigB). O ResFinder identificou 30 genes relacionados a resisténcia
antimicrobiana (aadD, aac(6')-aph(2"), aadE, ant(9)-la, aph(3')-1ll, blaTEM-116, blaZ,
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cat (pC233), dfrG, erm(A), erm(B), erm(C), fosB4, fosB6, fusB, fusC, Inu (A), Inu (B),
Isa (E), mecA, mecA1, mph(C), msr(A), mup(A), sal (A), str, tet(K), tet(M), vga(A)v,
gacD) e o VirulenceFinder 43 genes de toxinas (aur, splA, splB, splE, ACME, sak, scn,
edinB, higA, higB, higC, IukD, IukE, lukF-PV, lukS-PV, sea, seb, sec, sec3, sed, seg,
seh, sei, sej, sel, sek, sem, se n, seo, sep, seq, seu, ser, tst) (Material
Suplementar 1). Todos foram identificados e caracterizados quanto a funcgéo,
mecanismo de acgao e expressao de seus produtos (Material Suplementar 2).

Os genes clfA, cIfB, fnbA, ebpS, spa, coa, eap, emp, vWbp, atl, sasH, sasA,
sasC, e sasF foram observados em frequéncias elevadas nos isolados de todos os
grupos analisados. Os genes cna, aap e pls foram observados com uma frequéncia
menor do que 20% em todos os grupos analisados. Grandes disparidades nas
frequéncias entre os grupos foram observadas para os genes cna, fnbB, sdrC, sdrD,
SArE, efb, aap, pls, sasG, sasD, saskK, operon icaADBC, icaR, rbf, tcaR, saA e sigB.
Os genomas de mastite clinica apresentaram menor frequéncia dos genes de biofilme
(icaA, icaB, icaC e icaD) e seus reguladores (rbf, tcaR, sarA e sigB), porém nos outros
grupos avaliados estes apresentaram frequéncia superior a 90%. O gene fnbB se
destacou em infecgéo de pele e pus, o gene sdrD, por sua vez, se destacou nos
isolados de bovinos, infeccdo de pele e pus. Comportamento semelhante foi
observado com o gene sasG. Os genes sdrE e efb apresentaram maior frequéncia em
isolados de mastite clinica e infecgdo de pele, enquanto o gene sdrC em infecgao de
pele e o sasD em mastite clinica, leite cru e pus (Figura 3, Material Suplementar 3).
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A distribuicdo dos genes aadD, aac(6')/aph(2"), aadE, ant(9)-la, aph(3')-lll,
cat(pC233), dfrG, erm(A), erm(B), mecA, mph(C), msr(A), tet(K) e tet(M), pertencentes
a resisténcia antimicrobiana, prevaleceu nos isolados humanos, sendo esporadicas
suas aparicbes nos isolados de bovinos. Ja os genes blaTEM-116, erm(C), fosB4,
fosB6, fusB, fusC, Inu(A), Inu(B), Isa(E), mecA1, mup(A), sal(A), str, vga(A)v e qacD
se comportaram esporadicamente em todos os grupos. Assim, o blaZ foi o unico gene
que apresentou frequéncia consideravel em todos os grupos avaliados, porém, assim
como o0 mecA, foi elevada somente em isolados de pus (Figura 3).

Somente os genes aur, higA, higB e higC, classificados como toxinas,
apresentaram frequéncia elevada em todos os grupos avaliados, ao passo que outros
genes como SplA, splB e edinB apresentaram frequéncia alta em isolados de mastite
clinica e leite cru, leite cru e pus, respectivamente; ja os genes IukD e IukE foram

frequentes em isolados de leite cru e abscesso (Figura 3).
4.3 Analise Filogenética

Foi observado que as cepas de leite cru e mastite subclinica apresentaram
pequena relagéo filogenética pela avaliagdo do 16S. Além disso, os resultados obtidos
ressaltam o carater zoonotico do S. aureus, pois isolados de fontes diferentes (bovinos

e humanos) apresentaram associagao filogenética muito préxima (Figura 4).
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4.4Tipos de Multilocus Sequence Typing e spa
As analises de MLST revelaram 48 tipos de sequéncia (ST). Os principais e mais
frequentes foram ST8 (15,73%), ST97 (12,10%), ST59 (11,69%), ST239 (6,85%) e
ST152 (5,24%); além disso, 11 isolados ndo foram identificados. A tipagem de spa
identificou 72 tipificagdes de proteina A (t), sendo os mais prevalentes a t008 (n = 32),
t437 (n = 26), t355 (n = 11) e 267 (n = 8); todos foram classificados de acordo com a

fonte de isolamento, o hospedeiro e o ST (Tabela 1).

Tabela1 - Classificagdo do Tipo de Sequéncia e da Tipagem da Proteina A(spa),
em ordem decrescente, de Staphylococcus aureus isolados de humanos (abscessos,

infeccdes de pele e pus) e de bovinos (mastite clinica, mastite subclinica e leite cru)

MLST Spa typing (Number of isolates)

Bos taurus Homo sapiens

Sequence type

(Number — of Clinical Subclinical Skin

isolates) masitis mastitis Raw milk Abscess infection Pus

t008(23)
t024(1) t008(8)
t121(1) t024(1) t024(2)

8 (39) t2953(1) - - unknown (1)  t008 (1) t622(1)

t267(8)
t380(1)
t527(1)
t359(1) t2421(1)
t2734(3) t2734(1) t224(4)

97 (30) unknown(1)  unknown(1) t3380(1) - t1182 (1) t044 (1)
t437(23)
t1212(1)
t3523(1)

59 (29) - - - t437 (3) - t3736(1)

t030(5)
t037(1)
t632(1)

239 (17) - - - unknown (1)  t037 (2) t037(7)

t355(11)
t4256(1)
152 (13) - - - unknown (1)
t002(1)
t062(1) t002(1) t002(2)

5(10) - - - unknown(1) unknown(3) t9405(1)

151 (10) t529(4) t529(1) t529(5) - - -

t041(2)

228 (7) - - - unknown (1)  t041(4)

t084(2)
t085(1)

15 (6) t368 (2) - - t346 (1)

126 (6) t605 (2) t605 (4) - - -

1(5) t127 (1) t127(1) t7589 (1) - t127(1) t127(1)

479 (5) t543 (4) 2873 (1) - ; .
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t377(2)

4549 (2)  t377 (1)

t1987 (1)

t164(3)
650 (1)

t021 (1)

unknown (1)

t524 (2)

t524 (1)

2132 (1)

t044
t131 (1)

(1)

11849 (1)

133 (3)

1403 (1)

t6367 (1)
unknown (1) -

504 (3)

t529 (1)

t529 (2)

45 (2)

1081 (1) 11081 (1)

88 (2)

t1376 (1)

115 (2)

1267 (1)

359 (1)

- t690 (1)

398 (2)

unknown (1)

t011 (1)

425 (2)

t10021 (1)
unknown (1) -

737 (2)

1005 (2)

3183 (2)

1028 (2)

6 (1)

t304 (1)

7(1)

t091(1)

10 (1)

22 (1)

t3243 (1)

t352 (1)

72 (1)

3169 (1)

101 (1)

t7170 (1)

105 (1)

121 (1)

t002 (1)

1272 (1)

291 (1)

1149 (1)

t529 (1)

1267 (1)

1
1

351 (1)
1
1

464 (1)

3297 (1)

701 (1)

429 (1)

705 (1)

529 (1)

(
(
(
(
352 (1)
(
(
(
(

772 (1

t657 (1)

1074
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1633
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t529 (1)
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t529 (1)

3249
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)
(1)
(1)
(1)
3099 (1)
(1)
(1)
(1)

5476

t458 (1)

Unknown (11)

unknown (1)

21 (1)
t164 (1)
t380 (1)

t002
1029 (1)

(2)

t111 (1)
t4549 (1)
unknown (2) -




18

4.5Associacao entre a presenca dos genes de viruléncia e a origem do

isolado

O teste de Fisher, utilizado como triagem de genes, demonstrou que ocorreu
associagao significativa (p<0,05) entre nove genes de adesinas, nove de biofilme, 18
de resisténcia e 25 de toxinas. Além disso, o0 Sequence Type também apresentou
associacao significativa com a origem do isolado.

O teste da regressao logistica multinominal demonstrou que a maioria dos
genes apresentou relagao significativa com a origem de todos os isolados. Contudo,
0 gene blaZ nao demonstrou ser significativo nos isolados de mastite clinica, assim
como os genes blaZ, str, spIB e sek em mastite subclinica, os genes fusB, fusC, tet
(M) e tst em abscesso, os genes aadE e tef(M) em infecgbes de pele e os genes
aac(6')-aph(2"), drfG e tet(M) em isolados de pus. A avaliagdo do MLST foi significativa
apenas para isolados de mastite clinica, abscesso e infec¢ao de pele, sendo os mais
preponderantes o ST97, ST8 e ST152, respectivamente (Tabela 1, Tabela 2).

Tabela 2. Perfil génico significativo pelo teste exato de Fisher e pela regresséo
logistica multinomial de acordo com a origem do Staphylococcus aureus, isolados de
humanos (abscessos, infec¢des de pele e pus) e de bovinos (mastite clinica, mastite

subclinica), e o principal Sequence Type

Origem Perfil génico significativo MLSTs
Mastite clinica Adesinas: clfB,cna, fnbB, sdrC, sdrD, efb, sasG, sasD, sasK, ST97

Biofilme: icaADBC, icaR, rbf, tcaR, sarA, sigB, Resisténcia:

aadD, aac(6')-aph(2"), aadE, ant(9)-la, aph(3')-lll, cat (pC233),

dfrG, erm(A), erm(B), fusB, fusC, mecA, mph(C), msr(A), str,

tet(K), tet(M), Toxina: splA, spIB, splE, ACME, sak, scn, edinB,

higC, IukD, IukE, lukF-PV, lukS-PV, sea, seb, sec, seg, sei, sel,

sek, sem, sen, seo, seq, seu, tst
Mastite Adesinas: clfB,cna, fnbB, sdrC, sdrD, efb, sasG, sasD, sasK, -
subclinica biofilme: icaADBC, icaR, rbf, tcaR ,sarA, sigB Resisténcia:

aadD, aac(6')-aph(2"), aadE, ant(9)-la, aph(3')-lll, cat (pC233),

dfrG, erm(A), erm(B), fusB, fusC, mecA, mph(C), msr(A), tet(K),

tet(M), Toxina: splA, splE, acme, sak, scn, edinB, higC, IukD,

IukE, lukF-PV, lukS-PV, sea, seb, sec, seg, sei, sel, sem, sen,

seo, seq, seu, tst
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Abcesso Adesinas: clfB, cna, fnbB, sdrC, sdrD, efb, sasG, sasD, sasK, ST8
biofilme: icaADBC, icaR, rbf, tcaR ,sarA, sigB, Resisténcia:
aadD, aac(6')-aph(2"), aadE, ant(9)-la, aph(3")-lll, blaZ, cat
(pC233), dfrG, erm(A), erm(B), mecA, mph(C), msr(A), str, tet(K),
Toxina: splA, spIB, splE, acme, sak, scn, edinB, higC, lukD, IukE,

lukF-PV, lukS-PV, sea, seb, sec, seg, sei, sel, sek, sem, sen, seo,

seq, seu
Infeccao de Adesinas: clfB, cna, fnbB, sdrC, sdrD, efb, sasG, sasD, sasK, ST152
pele biofilme: icaADBC, icaR, rbf, tcaR , sarA e sigB, Resisténcia:

aadD, aac(6')-aph(2"), ant(9)-la, aph(3')-lll, blaZ, cat (pC233),
dfrG, erm(A), erm(B), fusB, fusC, mecA, mph(C), msr(A), str,
tet(K), Toxina: splA, splB, splE, acme, sak, scn, edinB, higC,
lukD, IukE, IukF-PV, IukS-PV, sea, seb, sec, seg, sei, sel, sek,
sem, sen, seo, seq, seu, tst
Pus Adesinas: clfB, cna, fnbB, sdrC, sdrD, efb, sasG, sasD, saskK, -

biofilme: icaADBC, icaR, rbf, tcaR ,sarA, sigB, Resisténcia:
aadD, aadE, ant(9)-la, aph(3)-lll, blaZ, cat (pC233), erm(A),
erm(B), fusB, fusC, mecA, mph(C), msr(A), str, tet(K), Toxina:
SplA, spIB, splE, acme, sak, scn, edinB, higC, lukD, IukE, lukF-
PV, lukS-PV, sea, seb, sec, seg, sei, sel, sek, sem, sen, seo, seq,

seu, tst

4.6 Correlagao entre os genes

Foi observada consideravel divergéncia na associagao entre os genes de
adesao e biofilme nos grupos avaliados. Os resultados do teste de correlacdo de
Spearman apresentados nos mapas de calor (Figura 5) demonstram que o padréao
dos genes nos isolados de S. aureus de mastite clinica teve maior correlagdo entre os
genes de adesao, sendo que clfA, fnbA, ebpS, spa, sdrC, coa, emp, vWbP, atl, sasH,
sasA e sasF tiveram alta correlagao (préximo ou igual a 1), aliado também aos genes
de toxina aur, higA, higB e higC. A correlagdo também foi elevada entre os genes
fnbB, sasK e o sasG neste grupo. Nos isolados de leite cru foi observada alta
correlagao entre os genes sdrD, o gene sasK e fnbA. Nos isolados de humanos, a
correlagao foi alta nos genes de adesao efb, sdrC e sasG em infec¢des de pele e sasG
e sdrE em abscessos. Na formagcdo de biofilme, todos os genes avaliados

apresentaram correlacdo elevada nas cepas sequenciadas de mastite clinica e
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subclinica. Ainda, o operon icaADBC e o regulador icaR foram altamente
correlacionados em isolados de leite cru e infec¢cdes de pele (Figura 5, Material
Suplementar 4).

Outras associagdes foram observadas no grupo de mastite clinica, entre os
genes pertencentes a resisténcia antimicrobiana ant(9)-la, erm(B), mecA, Isa(E),
inu(B), tet(M) e tet(K), assim como os genes de toxinas sak, scn, sea, sed, sej e ser.
Em todos os grupos, ocorreu a associagdo dos genes seu, seg, sei, sen, sem e Seo,
nos isolados de bovinos houve a associagao dos genes sel, sec e tst. Além disso, os
genes sej, sed e ser estiveram associados em mastite subclinica e abscesso; os genes
seq e sek em infecgdes de pele; lukF-PV e lukS-PV em mastite subclinica, infeccoes
de pele e pus; lukD e IukE em isolados de abscessos e infecgdes de pele; splA e splB
em abscessos e os genes IukD, IukE, splA e splB em isolados de pus (Material
Suplementar 4).
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5 DISCUSSAO

O S. aureus é considerado um importante agente etioldgico, tanto para
humanos como para animais (Sergelidis and Angelidis, 2017). Dos genomas
completos obtidos neste estudo, 63,3% correspondem a cepas de origem humana e
36,7% a cepas de animais. As pesquisas confirmam que a adesdo € uma etapa
essencial durante a colonizag&o bacteriana pelo S. aureus nesses hospedeiros, pois
antecede a invasao celular, a internalizagéo e a infecgao crénica (Josse, Laurent and
Diot, 2017). Além disso, a capacidade de formar biofilmes auxilia na evasao
imunolodgica, contribuindo para ineficacia de antimicrobianos, troca de material
geneético e adaptagao do agente etiologico (Idrees et al., 2021). Tal como na literatura,
as evidéncias aqui observadas reforcam a importancia da adesao e da formagao de
biofilme, uma vez que os genes classificados como toxina e resisténcia antimicrobiana
foram pouco frequentes e apresentaram poucas associagdes relevantes. Assim, o fato
de que os genes clfA, cIfB, fnbA, ebpS, spa, coa, eap, emp, vWbp, atl, sasH, sasA,
sasC, sasF, operon icaADBC, icaR, rbf, tcaR, sarA e sigB foram observados em
frequéncias elevadas vai ao encontro da habilidade do S. aureus de aderir aos tecidos
(Roche et al., 2004; Petrie et al., 2020), provocar a internalizagéo (Haggar et al., 2003),
persistir nos hospedeiros (Cheng et al., 2009) e formar biofilmes (Gajewska e Chaj,
2020).

5.1 Relevancia dos genes de Adesinas e Biofilmes

Os genes clfA e, especialmente, clfB geralmente s&o pertinentes em infecgdes de
pele (Petrie et al., 2020), na promog¢ao da internalizagdo do S. aureus em mastite
bovina (Ying et al., 2021) e na formagao de abscesso em infec¢des cutdneas (Lacey
et al., 2019). As proteinas que eles expressam relacionam-se a fase inicial de
disseminagao estafilococica na formagao de abscessos (Cheng et al., 2009), o fato
que ambos o0s genes estavam presentes em quase todas as cepas sugere que
essa observacgao deve ser valida para qualquer local de infecgao.

Outra relagdo importante € que a proteina expressa pelo gene ebpS possui
capacidade de se ligar a peptideos da elastina (Downer et al., 2002), presente em

pele, vasos sanguineos, pulmdes, ligamentos e tenddes. Assim como os produtos do
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gene fnbA e fnbB que codifica proteinas de ligagao a fibronectina, as quais possuem
a capacidade em aderir a elastina imobilizada (Roche et al., 2004). Essa ultima
observacado parece ser relevante em infeccbes de pele e pus, pois elevadas
frequéncias do gene fnbB foram assim encontradas. Outra considerag&o importante é
que a capacidade de internalizacdo do S. aureus em células epiteliais mamarias
bovinas, em casos de mastite clinica e subclinica, esta associada a superexpressao
deste gene (Pereyra et al., 2016); e em humanos, a infec¢gdes recorrentes na
promogao da evasao imunoldgica (Al Kindi et al., 2019). Adicionalmente, o gene sasC
e 0 sasG exercem fungdo na agregacao celular e na formacao de biofilme (Schroeder
et al., 2009), e o sasK nao possui fungado conhecida (Material Suplementar 2). Estes
achados reforcam a recente observagao de que o gene fnbB é um dos principais
marcadores de biofilme em S. aureus (Kadkhoda et al., 2020) e sugerem que o gene
sasK exerce fungao na agregacao celular e na formacéao de biofilme.

Vale destacar que o sasK apresentou frequéncia inferior (< 90%) em todos os
isolados, porém mostrou-se significativo no teste de Fisher e na regressao logistica
multinomial. Da mesma maneira que o saskK, a fungao exercida pela proteina expressa
pelo sasD é desconhecida (Foster et al., 2014); sabe-se que sdrC e o sasD
compartiiham de uma rede regulatéria semelhante (Brignoli et al., 2019), contudo
nenhuma relagao foi visualizada. Por fim, o gene sasD apresentou frequéncia superior
a 90% nos isolados de mastite subclinica, abscesso e infecgdes de pele, e significativo
em todos os isolados (Tabela 2).

O contato inicial com as células hospedeiras inclui trés Sdr. O sdrC esta envolvido
na adesao intercelular bacteriana e na formagao de biofilme (Barbu et al., 2014), o
sdrD desempenha papel no sistema imunoldgico (Sitkiewicz, Babiak and Hryniewicz,
2011) e o gene sdrE esta envolvido na evasao complementar (Zhang et al., 2017).
Semelhantemente, a frequéncia do sdrC, sdrD e sdrE foi inferior nos isolados de pele,
evidenciando um perfil diferente de outros grupos avaliados, e o sdrD apresentou-se
menos frequente em amostras obtidas de bovinos. No teste de Fisher e na regressao
logistica multinomial o sdrC e o sdrD foram significativos. Desse modo, sugere-se que
a importancia desses Sdr € reduzida para os tecidos epiteliais, em especial nas
infeccdes cutaneas, e o perfil encontrado para o gene sdrD parece ser irrelevante para

adesao ao tecido glandular mamario no estabelecimento de mastite bovina e na
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formacao de biofilme. Entretanto, estudos in vivo sdo necessarios para comprovar
essas relacgoes.

Igualmente, o sasC, o sasA, o sasF e o sasH tiveram frequéncia acima de 90%
nos isolados de todos os grupos avaliados. O gene sasA ja foi descrito em isolados
de mastite gangrenosa (Vautor et al., 2009) e o sasF, modulado pelo tcaR (McCallum
et al., 2004), foi descrito como prevalente em isolados de mastite bovina (Pizauro et
al., 2021). Até o presente momento, pouco se sabe sobre o sasH, que ainda n&o foi
funcionalmente caracterizado (Ythier et al., 2012). Assim, neste trabalho foi realgada
a importancia da associagao desses genes em isolados de mastite clinica (Figura 5),
principalmente considerando os genes implicados na adesao (cflA, fnbA, sdrC, spa e
ebpS), na evasao de resposta imune (coa, emp e vWbp) e na formagao de biofilme
(atl). Neste quesito, os produtos do gene atl sdo importantes nos estagios iniciais da
formacao de biofilme (Bose et al., 2012) por estarem relacionados aos processos de
autdlise (Biswas et al., 2006) e divisao celular (Sugai et al., 1995).

Os genes vWbp e coa promovem a infecgao através da ativacdo da protrombina
(Thomer, Schneewind and Missiakas, 2013), e foi recentemente revelado que o gene
vWF é o determinante arquetipico da coagulagao estafilocdcica (Pickering et al.,
2021). Outro fato interessante é a capacidade que a proteina de ligagao vVWF (vWbp)
tem de ativar a interagéo entre o vWF e o CflA (Viljoen et al., 2021). Essa relagao foi
observada nos isolados de mastite clinica, uma vez que todos esses genes se
demonstraram fortemente associados (Figura 5). Apesar de apresentarem frequéncia
acima de 90%, os genes spa, coa, vWbp e CflA, assim como o gene fnbA, nao foram
significativos no teste de Fisher (Tabela 2). Dessa forma, este estudo ressalta o fato
de que provavelmente a patogenicidade do S. aureus na mastite bovina deve estar
relacionada a presenca simultdnea ou a associacido entre eles, principalmente em
relacdo aos fatores de coagulagéo e a internalizagao.

As menores frequéncias observadas (inferior a 50%) dos genes cna, pls e aap
podem estar associadas ao fato de que o gene cna expressa uma proteina ligadora
ao colageno que é mais associada a infecgdes musculares esqueléticas (Smeltzer and
Gillaspy, 2000) do que tecidos epiteliais. O gene pls esta intimamente associado ao
gene mecA, sendo portanto evidente em cepas resistentes a meticilina (Savolainen et

al., 2001); provavelmente devido a poucos isolados (< 45%) que apresentaram o gene
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mecA. Além disso, foi relatado que a falta de emp e a presenca de pls esta
correlacionada com a reducgao de viruléncia (Kurlenda, Grinholc and Wegrzyn, 2008),
o que foi inversamente observado nos isolados (baixa frequéncia de pls e alta de emp)
(Material suplementar 3).

E importante ressaltar que os genes eap e emp apresentaram frequéncias
elevadas e sao relevantes para a formacgao de abscessos e persisténcia estafilocécica
(Cheng et al., 2009). A literatura também demonstrou que a formagao de biofilme in
vivo envolve as proteinas Emp e Eap, e a expressédo dos seus genes é dependente
do operon icaADBC (Johnson, Cockayne and Morrissey, 2008). O processo para a
formacédo de biofilme ocorre em diferentes etapas, |drees e colaboradores, 2021,
fizeram uma revisdo detalhada. Os resultados evidenciam que o gene aap teve uma
frequéncia inferior a 10%, sendo pouco importante para os isolados, ja o ica locus e
0s genes rbf, tcaR, saA e sigB apresentaram frequéncia acima de 90%, com excegao
dos isolados de mastite clinica (material suplementar 3).

Essas diferencas podem estar relacionadas ao fato de que o PIA é o principal
exopolissacarideo sintetizado pelo operon icaADBC e que a formacéao de biofilme nao
seja tdo necessaria na ocorréncia de mastite clinica, mas sim na manutencéo das
cepas no hospedeiro (Arciola et al., 2015). O ica locus mostrou-se significativo no teste
de Fisher e na regressao logistica multinomial; esse resultado & pertinente com a
persisténcia estafilococica e a cronicidade dos agravos, podendo ter relagdo com
infecgbes recidivas (Oogai et al., 2011). A associagao entre icaA, icaB, icaC, icaD e
icaR ocorreu em cepas oriundas de leite cru e infecgbes de pele (Material Suplementar
4). Apesar desses mecanismos serem complexos, os resultados refletem o efeito
imparcial do icaR em relagdo ao operon icaADBC.

Os genes sarA, rbf, tcaR e sigB foram significativos no teste de Fisher e na
regressao logistica multinomial (Tabela 2) em todas as fontes de isolamento e também
foram associados ao ica locus em isolados de mastite clinica e subclinica (Figura 5,
Material Suplementar 4). Este evento pode estar relacionado com o efeito dos
reguladores sarA, sigB e rbf (Jenul and Horswill, 2019; Valle, Echeverz and Lasa,
2019) na expressao do gene icaR e ao fato de que o rbf € uma ativador da formagéao

de biofilme em diferentes cepas de S. aureus (Luong, Lei and Lee, 2009).
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Estudos tém apontado para a importancia das proteinas superficiais na formacgao
de biofilme (Cucarella, Solano and Valle, 2001; Vergara-Irigaray et al., 2009;
Geoghegan et al., 2010). Aqui, identificamos que o sasG e o fnbB foram significativos
em todos os grupos avaliados (Tabela 2), o primeiro com frequéncia superior a 90%
em isolados de abscessos e pus; ambos foram associados em isolados de mastite
clinica e leite cru. Ainda, o sasG s rbf, tcaR, saA e sigB e icaR nao se apresentaram
correlacionados (Material Suplementar 4). Tanto o sasG como o fnbB ja foram
associados a doencas invasivas (Rasmussen et al., 2013).

A discrepancia observada no gene efb baseia-se na frequéncia, inferior a 90% em
isolados de mastite clinica e em infecgdes de pele, e na associagao entre os genes
sdrC e sasG em infecgdes de pele. Na presenga desse gene, cepas tornam-se mais
virulentas, a cicatrizagao de feridas € prejudicada (Palma et al., 1996) e a imunidade
€ reduzida (Posner et al., 2016). Levando em consideragao as fungdes do sdrC, as
evidéncias sinalizam a relevancia do gene efb na evasdo imune, visto que sua
presenca foi significativa para todos os isolados; e quando associado aos genes sdrC
e sasG pode contribuir na patogenicidade em tecidos epiteliais (Tabela 2, Material
Suplementar 4).

Muitos genes de adesinas e biofilmes tém sido testados como alvos de vacinas,
especialmente em vacinas destinadas a gerar titulos elevados de anticorpos
opsoénicos contra antigenos de superficie de S. aureus (Miller et al., 2019). Assim, os
achados deste estudo sugerem que as associagdes dos genes cflA, fnbA, ebpS, spa,
sdrC, coa, emp, vVWF, atl, sasH, sasA e sasF sao as que possuem maior relacdo com
a manifestacdo da mastite clinica, sendo portanto, fatores importantes para o uso em
desenvolvimento futuro de vacinas e, possivelmente, marcadores de cepas que

provocam a doeng¢a quando da presenga simultdnea desses genes.
5.2 Prevaléncia das toxinas

Os genes de toxinas aur, hglA, hglB e hgIC foram os unicos que apresentaram
frequéncia superior a 90% em todos os grupos avaliados. Ademais, estiveram
associados aos genes de cflA, fnbA, ebpS, spa, sdrC, coa, emp, vWF, atl, sasH, sasA
e sasF em isolados de mastite clinica (Figura 5). A aureolisina (expressa pelo gene

aur) modifica o fator de adesao CflB e ativa outras proteases, potencializando a
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viruléncia do S. aureus (Sabat et al., 2000; McAleese et al., 2001). J& as proteinas
expressas pelos genes hglA, hglB e hglC sao leucotoxinas bicomponentes que
possuem a capacidade de formar poros na membrana celular e, consequentemente,
lise celular (Staali and Colin, 2021). Se considerarmos que elas exercem fungdes
semelhantes as do gene atl, estas toxinas podem ser importantes nos estagios iniciais
da colonizacdo bacteriana e formacao de biofilme na mastite clinica. Além disso, um
estudo recente notou que vacinas podem ter sucesso quando utilizadas em
associagao a toxinas e outros antigenos (Zhang et al., 2017). Logo, a associagao dos
genes supracitados ou de seus produtos na mastite clinica podem ser alvos
importantes para o desenvolvimento de imunizantes (Ahmad-Mansour et al., 2021).

Acredita-se que as enterotoxinas possuem papel no desenvolvimento de mastite
(Kerro Dego, 2021), porém a unica relagéo observada foi a associagao dos genes sak,
scn, sea, sed, sej e ser (Figura 5) na mastite clinica, sendo estes pertecentes ao
mesmo isolado que pode ter se adaptado a viver nesse ambiente hostil (Bardiau et al.,
2016). Outra associagao observada foi do cluster genético de enterotoxinas (cge)
seg, sei, sem, sem, seo e seu em todos os grupos avaliados; igualmente foram suas
frequéncias, as quais vém sendo observada por outros estudos (Blaiotta et al., 2004;
Bania et al., 2006; Indrawattana et al., 2013). Geralmente associadas a intoxicagdes
alimentares, cepas de S. aureus que expressam enterotoxinas podem causar danos
diretos e indiretos aos hospedeiros, como vomitos, diarreias, hemalises e ativacido de
citocinas (Schwan, 2019; Ren et al., 2020). Os genes sea, seb, sec, seg, sei, sel, sek,
sem, sem, seo, seq, seu e tst foram significativos (Tabela 2), e devem estar
relacionados a viruléncia dessas cepas, independente da origem da infecgdo, bem
como a adaptacao a ambientes hostis; além de representar risco elevado a saude
publica (Gunaydin, Aslantas and Demir, 2011).

Estudos também evidenciam que o cge e os gendtipos sec, sel e tst-1 foram
frequentes em cepas de MRSA (Hu et al., 2011), mas essa relagdo provou nao ser
direta com o gene mecA. Nossos dados demonstram a associagao entre os genes
sec, sel e tst somente nos isolados de bovinos, em que a frequéncia do gene mecA
foi baixa. A literatura também evidencia a importancia desses genes na viruléncia da
mastite bovina (TOLLERSRUD et al., 2000; Franck et al., 2017; Fang et al., 2019).

Assim, tais resultados ampliam os indicios sugerindo que esses elementos genéticos,
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em harmonia, sdo importantes a quaisquer amostras obtidas de rebanhos bovinos
leiteiros, contribuindo, portanto, com a hipotese de que os reservatorios de S. aureus,
advindos de bovinos e humanos, constituem duas subpopulagdes diferentes (Larsen
et al., 2000) o que foi suportado pela avaliagéo filogenética.

Os genes IukD e IukE foram associados em isolados de abscessos, em infecgbes
de pele e, junto aos genes splA e spIB, em pus; eles também foram considerados
significativos para todos os grupos, porém tiveram frequéncias superiores em isolados
de bovinos, com excegao dos isolados de abscessos (Figura 3, Tabela 2). Ainda faltam
estudos que determinem as fungdes das proteinas expressas por esses genes, mas
sabe-se que uma variante demonstrou elevada citotoxicidade em neutrofilos humanos
(Morinaga, Kaihou and Noda, 2003) e a auséncia desses genes minimizou a viruléncia
(Alonzo et al., 2012). Alguns trabalhos evidenciaram prevaléncia alta desses genes
(Rasmussen et al., 2013; Patel et al., 2021), bem como a elevada conservagédo de
suas proteinas (Vandenesch, Lina and Henry, 2012). Logo, acreditamos que as
consequéncias provocadas por eles sejam comuns em ambas as espécies.

Assim como lukD e IukE, os genes splA e splB foram associados a doengas
invasivas (Rasmussen et al., 2013; Snel et al., 2015). No presente trabalho, estes
apresentaram perfis semelhantes aos daqueles, sendo significativos na maioria dos
grupos avaliados, bem como associados entre si em isolados de abscessos. Ja os
genes lukF-PV e o lukS-PV apresentaram-se associados em todos os grupos que
estiveram presentes, o que condiz com a bibliografia uma vez que seus produtos séo
secretados antes de se unirem para formar a toxina PVL(Panton-Valentine leukocidin)
(Kaneko and Kamio, 2004).

5.3 Prevaléncia dos genes de resisténcia a antimicrobianos

Entre as principais relacbes observadas notoaram-se maiores frequéncias em
isolados de humanos, sendo prevalentes e significativos os genes de resisténcia a
aminoglicosideos (aadD, aac(6')/aph(2"), aadE, ant(9)-la, aph(3’)-1ll), ao cloranfenicol
[cat(pC233)], as tetraciclinas [tet(K), tet(M)], aos macrolideos e lincosaminas [erm(A),
erm(B), mph(C), msr(A)], ao trimetropin (dfrG) e aos B-Lactédmicos (mecA). Esses
resultados coincidem com os achados em humanos, uma vez que a alta prevaléncia
dos genes de aadD, aac(6')/aph(2"), tet(M), msr(A), aph(3')-1ll, erm(A) e erm(B) ja foi
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relacionada a pacientes internados em UTIs (Abiri et al., 2017); assim como a
presencga dos genes tet(K), tet(M), mph(C), msr(A) e outros em hospitais (Lozano et
al., 2012). ). Estas rela¢des também foram observadas no presente estudo, sendo que
o genes tet(M) apresentou alta correlagdo com os genes erm(A), dfrG e ant(9)-la em
isolados de pus, pele e em abcesso com a adi¢ado do gene [cat(pC233)]. A resisténcia
conferida ao trimetropim, em humanos, é globalmente ocasionada pelo gene dfrG e
foi associada a co-resisténcias a tetraciclinas (Nurjadi et al., 2015), sendo que em
mastites foram poucos os relatos (Haubert ef al., 2017). Em sintese, os resultados
reforcam a crescente presenga de genes de resisténcia observada em cepas de
humanos enquanto que apontam para uma relativa baixa resisténcia em cepas de
origem bovina (Sweileh, 2021).

Nas amostras de leite isoladas de bovinos apenas uma apresentou o gene
mecA, provando ser poucas cepas de Staphylococcus aureus Resistentes a Meticilina
(MRSA) presentes em vacas leiteiras e leite cru. Existe uma preocupagéo sobre o
surgimento dessas cepas no rebanho bovino leiteiro, mas a prevaléncia ainda é baixa
(Patel et al.,, 2021). Ainda, a presenga do gene blaZ, que configura resisténcia a
penicilina, foi baixa nos isolados de bovinos; fato semelhante observado em isolados
de mastite clinica na Suécia (Leijon et al., 2021). Contudo, outros trabalhos vém
apontando a presenca do blaZ e sua expressao fenotipica em bovinos, como nas
provincias da Ruanda (Ndahetuye et al., 2021), no norte de Xinjiang, na China (Kou
et al., 2021), e no Kenya (Mbindyo et al., 2021).

Em humanos, cepas de MRSA e cepas resistentes a penicilina (mecA e o blaZ)
demonstraram ser importantes para a persisténcia das infecgdes e,
consequentemente, representam maior risco para a saude publica. Ambos os genes
exibiram frequéncias maiores nos isolados de humanos, em especial em amostras de
pus (Figura 3). Em Portugal, isolados de infec¢des de pele e tecidos moles foram
44.1% e 97,1% resistentes a meticilina e a penicilina, respectivamente (Ferreira et al.,
2021); valores semelhantes foram observados em amostras de diferentes hospitais
(Ahmed, Tolba and El-Zawahry, 2019). Outrossim, a frequéncia do mecA e do blaZ
aumentou, em ordem crescente, nas infec¢gdes de pele, em abscessos e em pus
(Material Suplementar); se levarmos em consideragdo o carater cronico dessas

enfermidades, as cepas MRSA podem ser mais prevalentes nas infecgcdes cronicas,
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uma vez que a farmacocinética dos antibiéticos em infecgdes contendo pus se
comporta de formas diferentes (Bryant et al., 1980).

Houve a associagcédo dos genes ant(9)-la, mecA, tet(M) e tet(K), erm(B), Isa(E)
e Inu(B) no grupo de mastite clinica (Figura 5), os quais conferem resisténcia aos
aminoglicosideos, aos B-Lactadmicos, as tetraciclinas e aos macrolideos e
lincosamidas. Essa associacdo é justificada pelo fato de que ambos os genes
pertencem ao mesmo MRSA (Ronco, Stegger and Pedersen, 2017), contudo, os
dados nao permitem dizer se essa associacdo sera corriqueira a outros MRSA
isolados de animais com mastite clinica, visto que sua prevaléncia é baixa.

Semelhatemente, aconteceu com os genes ACME, msr(A) e mph(C) em
isolados de pus que apresentaram frequéncias baixas. No entanto, evidéncias indicam
que o gene msr(A) pode exercer papel na viruléncia (Reynolds, Ross and Cove, 2003)
€ que sua presenca é necessaria para a expressao do mph(C) (Matsuoka et al., 2003).
Observamos que o gene mph(C) foi um pouco mais frequente que o msr(A), e talvez
arelagdo com a expressao seja inversa, mas as diferengas foram minimas e é preciso
sequenciar mais genomas (Figura 2). Recentemente, demonstrou-se que o ACME
sozinho nao contribuiu para a viruléncia bacteriana do S. aureus (Wu et al., 2020);
sendo assim, a associagdo com o msr(A) parece ser pertinente, visto seu provavel

papel na viruléncia.

5.4 Multi-locus sequence typing e Spa — typing

Os estudos epidemiolégicos de Tipagem de Sequéncia de Lécus Multiplo
(MLST) e da tipagem da proteina estafilocécica A (spa) permitem compreender as
relacbes entre as cepas e a epidemiologia do S. aureus, uma vez que é possivel
observar linhagens comuns em isolados de humanos, de animais, de ambientes
hospitalares e associados a comunidade (McCarthy e Lindsay, 2010). Nossos
resultados demonstram relagdes epidemioldgicas importantes entre os STs que
tiveram frequéncias elevadas, porém a maioria apresentou frequéncia baixa e €&
preciso identificar e sequenciar mais genomas (Figura 1, Figura 2).

De fato, o S. aureus é um importante agente zoonaético, uma vez que cepas de
diferentes origens apresentam-se na mesma ramificagdo (Figura 4). A regressao

logistica multinomial demonstrou como significativo apenas os STs isolados de
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mastite clinica, de abscessos e de infecgdes de pele, sendo os mais frequentes ST97,
ST8 e ST152, respectivamente. O primeiro (ST97) pertence a linhagem bovina, ja o
segundo e o terceiro a linhagem humana, no entanto, todos foram descritos em ambos
os hospedeiros e podem ser indicativos de transmissao zoondtica (Ndahetuye et al.,
2021). Além disso, os resultados encontrados também mostraram a diversidade de
STs e spa-typing identificados.

Outras linhagens que demonstraram caracteristicas zoonéticas foram ST15,
ST1, ambas relatadas em alimentos (Lv et al., 2021), e ST398. Recentemente foi
proposta a adaptagdo do ST1 a ambiente hospitalar (Cortes et al., 2021), e o ST15
esteve identificado em amostras de surto hospitalar relacionado a problemas com
desinfeccdo de superficies (Donkor et al., 2018). O ST398 inicialmente era frequente
em animais, mas provou ser uma preocupacgao para os humanos (Kashif et al., 2019).

Os ST59, ST239, ST5, ST228, ST630, ST30, ST80, ST45 e ST88 foram
comuns nos isolados humanos. O ST59 é frequentemente observado em isolados de
comunidade e até o momento € mais frequente em amostras de alimentos (Pang et
al., 2020). A linhagem ST239 é globalmente disseminada e resistente a
antimicrobianos em hospitais (Wang et al., 2014), assim como o ST228, que possui
alta transmissibilidade (Abdelbary et al., 2020), o ST630 com alta patogenicidade
(Zong et al., 2020) e o ST45 responsavel por doengas invasivas graves (Effelsberg et
al., 2020). O ST5, por sua vez, representa ameaga clinica, capacidade de aderir a
células epiteliais e provocar hemolise (Jian et al., 2021); ja o ST30, responsavel por
epidemias mundiais, vem demonstrando aumento na viruléncia (Di Gregorio et al.,
2021). Por fim, o ST80 e o ST88 parecem estar principalmente associados a
comunidade (Stam-Bolink et al., 2007), pois cepas estdo sendo encontradas em
animais, alimentos e pecuaristas (Otalu et al., 2018).

Os ST151, ST126, ST479, ST20, ST71, ST133, ST504, ST115, ST425, ST737 e
ST3183 foram identificados somente nos isolados bovinos, e nesses isolados notou-
se maior diversidade de auséncia de genes, sem notar algum padrao estabelecido.
Fato interessante é que os genes associados a adesdo em mastite clinica (Figura 5)
mantiveram-se inalterados em todos os STs observados. Vale destacar o ST504,
conhecido também por ocasionar mastite bovina, uma vez que se mostrou como fraco

produtor de biofilme (Grunert et al., 2018); essa informag&o pode ser relevante devido
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a auséncia das proteinas superficiais nesses isolados, pois 0os genes cna, fnbB, sdrD,
aap, pls, sasG e sasK nao estao presentes (Material Suplementar 1); essa observagao
reforgca a hipotese vista anteriormente de que o sasG e fnbB possam estar envolvidos
na regulagcado e formagao de biofilme (Cucarella, Solano and Valle, 2001; Vergara-
Irigaray et al., 2009; Geoghegan et al., 2010).

O ST151 tem sido relatado como linhagem bovina comum em casos de mastite,
passivel a aquisigdo de genes de resisténcia a vancomicina (Guinane et al., 2008),
semelhante ao que acontece com a distribuicdo ST126, sendo associado ao leite
bovino em ambito mundial (Silva et al., 2016). Descrito principalmente em cepas de
mastite clinica e subclinica, o ST71 pertence a mesma linhagem do ST97, com cada
vez mais isolados, demonstrando serem MRSA (Cormican and Keane, 2018), sendo
que no presente trabalho foram caracterizados em isolados de leite cru. O ST479 foi
retratado somente em amostras de leite (Chenouf et al., 2021), o ST115 mostrou-se
condizente com isolados bovinos (Smith et al., 2005) e o ST3183 foi identificado
recentemente em amostras de leite cru (McMillan et al., 2016). Cepas da linhagem
ST20 foram relatadas ocasionalmente em bovinos, humanos (Aung et al., 2019) e
alimentos (Bystron et al., 2010). Da mesma maneira ocorreu com o ST133, citado em
diversos hospedeiros e amostras ambientais, apresentando porcentagem elevada de
MRSA (Roberts, Soge and No, 2013). O ST425 atualmente é caracterizado como
linhagem associada a humanos e animais (Paterson, Harrison and Holmes, 2014),
encontrado inclusive em animais silvestres (Porrero et al., 2014). Por fim, o ST737 foi
reportado associado a comunidade, ao ambiente hospitalar (Karbuz et al., 2017) e a

bovinos (Erdem and Turkyilmaz, 2013).
6 CONCLUSOES

Nossos resultados ilustram um perfil de genes que pode ser utilizado como
marcador genético para a identificagdo de estirpes com potencial para causar mastite
clinica e novos alvos génicos que podem ser utilizados no desenvolvimento de
vacinas. Além disso, contribuem na elucidacéo de fungdes e relagdes entre os genes
de adesao, de biofilmes, de resisténcia e de toxinas, na compreensado dos perfis
epidemioldgicos do S. aureus e na relagéo entre a severidade do agente etiolégico

frente aos agravos de humanos e de bovinos.
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7 Rodapé

=Y

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/wgs/

2 https://rast.nmpdr.org/

3 http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/genus.cqi?Genus=Staphylococcus

4 https://cge.cbs.dtu.dk/services/

a

https://github.com/tseemann/barrnap
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APENDICE A — Material Suplementar 1: Anotacdo genémica da analise de MLST e do Spa-Typing, e dos genes de adesio, formac&o de
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55

1A - Mastite clinica

MLST* [ spa** [Adhesins***

Organism Strain BioSample Host Disease stage Sequence Type[Nearest ST| clfA clf8 cna fnbA fnbB ebpS spa sdrC sdrD. sdrE coa eap emp efb VWhp atl* aap* pls* 5asG sasH sasA sasC sasD. sask sask.
Staphylococcus aureus | RF122  [SAMEA3138186 Bos taurus Clinical mastitis 151 |t529 1) 1 0 1) 0 1] 1) 1 0 1] 1 1 1) 1 1 1] 0 0 0 1 1 1] 1 1 0
Staphylococcus aureus | NCTC7485 |SAMEA3500267 Bos taurus Clinical mastitis 351 t529 1) 1 0 1) 0 1] 1 1 0 1 1 1 1] 1 1 1) 0 0 0 1 1 1] 1 1 0
Staphylococcus aureus [Newbould 305 [SAMN02471776 Bos taurus Clinical mastitis 115) 1267 1) 1] 0 1) 1) 1] 1) 1) 1] 1) 1) 1 1) 1) 1 1) 0 0 1] 1 1 1] 1) 1 1]
Staphylococcus aureus 9 SAMN03376161 Bos taurus Clinical mastitis 20, t1987 1) 1 0 1) 1 1] 1) 1] 1] 1) 1) 1 1) 1 1 1] 0 1 1] 1 1 1] 1) 1 1]
Staphylococcus aureus 5 SAMN03376162 Bos taurus Clinical mastitis 151 t529 1) 1 0 1) 0 1] 1) 1 0 1) 1 1 1) 1 1 1) 0 0 0 1 1 1] 1) 1 0
Staphylococcus aureus | BMSA1  [SAMN03835273 Bos taurus Clinical mastitis Unknown |Unknown 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus aureus 682|SAMN04435211 Bos taurus Clinical mastitis i t524 1) 1 1] 1) 1 1] 1) 1 1] 1) 1 1 1) 0 1 1) 0 0 1] 1 1 1] 0 1 1]
Staphylococcus aureus 685{SAMN04435212 Bos taurus Clinical mastitis 479) 1543 1) 1 1] 1) 1 1] 1) 1 0 1) 1) 1 1) 0 1 1) 0 0 1] 1) 1 0 1 1 1]
Staphylococcus aureus 663|SAMN04435213 Bos taurus Clinical mastitis 8 t2953 1) 1 0 1) 1] 1] 1) 1) 0 0 1) 0 1) i 1 1] 1) 0 1] 1 1 1] 1 1 0
Staphylococcus aureus 674|SAMN04435214 Bos taurus Clinical mastitis 97, 359 1 1 0 1 1 1] 1 1 1] 0 1 1 1) 0 1 1] 1 0 1] 1 1 1] 1 1 1]
Staphylococcus aureus |AL-699 SAMNO5773537 Bos taurus Clinical mastitis 97 2734 1) 1] 0 1) 1) 1] 1) 1) 1] 1) 1) 1 1) 1) 1 1] 0 0 1] 1 1 1] 1 1 1]
Staphylococcus aureus [AL-492 SAMN05773538 Bos taurus Clinical mastitis 97 Unknown 1) 1 0 1) 1 1] 1) 1 1] 1) 1 1 1) 1 1 1] 0 0 1] 1 1 1] 1 1 1]
Staphylococcus aureus |AL-704 SAMN05773540 Bos taurus Clinical mastitis 97 2734 1) 1 0 1) 1) 1] 1) 1 1] 1) 1) 1 1) 1) 1 1) 0 0 1) 1) 1 1] 1) 1 1]
Staphylococcus aureus |[MT-0363  [SAMN05773543 Bos taurus Clinical mastitis 97, 2734 1) 1 0 1) 1) 1] 1) 1 1] 1) 1) 1 1) i 1 1] 0 0 1] 1 1 1] 1 1 1]
Staphylococcus aureus 1608 |SAMN05892870 Bos taurus Clinical mastitis 352 267 1) 0 0 1) 1 1] 1) 1) 1] 1] 1) 1 1) 1) 1 1] 0 0 1] 1 1 1] 1 1 1]
Staphylococcus aureus Sa52 SAMN06650965 Bos taurus Clinical mastitis 398] Unknown 1) 1] 1] 1) 1) 1] 1) 1) 1] 1) 1) 1 1) 1) 1 1) 0 0 0 1) 1 1] 1) 1] 0
Staphylococcus aureus 4185 [SAMNO7556253 Bos taurus Clinical mastitis 126 605 1) 1 0 1) 1 1] 1) 1 0 1) 1) 1 1) 1) 1 1] 0 1 0 1) 1 1] 1 1 1
Staphylococcus aureus 15{SAMN09081213 Bos taurus Clinical mastitis 479) |t543 1) 1 1] 1) 1) 1] 1) 1) 0 1) 1) 1 1) 1) 1 1) 0 0 1] 1) 1 1] 0 1 1]
Staphylococcus aureus 28/SAMN09081215 Bos taurus Clinical mastitis 479 |t543 1) 1 1] 1) 1 1] 1) 1] 0 1) 1 1 1) 1) 1 1] 0 0 1] 1 1 1] 0 1 1]
Staphylococcus aureus 31|SAMN09081217 Bos taurus Clinical mastitis 504 |t529 1) 1 0 1) 0 1] 1) 1 0 1) 1 1 1) 1) 1 1) 0 0 0 1 1 1] 1 1 0
Staphylococcus aureus 58 SAMN09081218 Bos taurus Clinical mastitis 479) |t543 1) 1] 1] 1) 1) 1] 1) 1 0 1) 1) 1 1) 1) 1 1) 0 0 1] 1) 1] 1) 0 1] 1]
Staphylococcus aureus 139|SAMN09081219 Bos taurus Clinical mastitis 133 |t1403 1) 1 0 1) 1] 1] 1) 1] 1] 1) 1) 1 1) 1) 1 1] 0 0 0 1) 1 1] 0 1 1
Staphylococcus aureus 483 SAMN09081221 Bos taurus Clinical mastitis 151 |t529 1) 1 0 1) 0 1] 1) 1 0 1) 1 1 1) 1) 1 1) 0 0 0 1 1 1] 1) 1 0
Staphylococcus aureus 909 SAMN09081223 Bos taurus Clinical mastitis 151 |t529 1) 1 0 1) 0 1] 1) 1 0 1) 1 1 1) 1) 1 1] 0 0 0 1 1 1] 1 1 0
Staphylococcus aureus | MOK042  [SAMN09253995 Bos taurus Clinical mastitis i |t524 1) 1 1] 1) 1 1] 1) 1 1] 0 1 1 1) 1 1 1) 0 0 1] 1 1 1] 0 1 1]
Staphylococcus aureus 3059|SAMN11415706 Bos taurus Clinical mastitis 126) |t605 1) 1 0 1) 1 1] 1) 1 0 1) 1) 1 1) 1) 1 1) 0 0 0 1 1 1] 1) 1 1]
Staphylococcus aureus |Ani_0S001  [SAMN12735218 Bos taurus Clinical mastitis 1 |t127 1) 1 1] 1) 1 1] 1] 1 1] 1] 1 1 1] 1 1 1] 0 0 1] 1 1 1] 1 1 1]
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2A - Mastite subclinica

MLST S| Adhesins

Organism Strain BioSample Host Disease stage Sequence Type| Nearest ST cIfA clfs cna fnbA fnbB ebpS spa sdrC sdrD sdrE coa eap emp efb VWbp atl aap pls sasG sasH sasA sasC sasD. sask sasK
| Staphylococcus aureus |SID8 SAMD00002817 Bos taurus Subclinical mastitis 2219 118728 1 1] 0| 1] 1 1] 1 1 1] 1 1] 1 1] 1 1] 1 0 0] 1 1 1 1 1 1 1
| Staphylococcus aureus |SID53 SAMD00009748 Bos taurus mastitis 5476 458 1 1] 1 1] 0] 1] 1] 1] 0) [t) 1] [ 1] 1 1] 1 0 0] 0 1 1 1 1 1 1
ylococcus aureus 110 SAMNO03376163 Bos taurus inical mastitis 3140 1529 1] 1] 0 1] 0| 1 1] 1 0] 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 0 0] 0 1] 1] 1] 1] 1 0
aureus 112 SAMNO03376164 Bos taurus inical mastitis 151 1529 1] il 0 il 0| il il 1 0] 1] il 1] il 1] il il 0) 0] 0 il 1] il 1] il 0
phylococcus aureus 1364 SAMNO04191396 Bos taurus inical mastitis 126 605 1] 1] 0 1] 1] 1] 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0) 0] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1]
Staphylococcus aureus 1269 SAMNO04191397 Bos taurus Subclinical mastitis 1 127 1 1] 1 1] 1 1] 1 1 0) 0| 1] 1 1] 1 1] 1 0| 0) 1 1] 1 1] 1 1] 1
Staphylococcus aureus 302 SAMNO04191398 Bos taurus Subclinical mastitis 126 1605 1 1] 0| 1] 1 1] 1 1 0) 1 1] 1 1] 1 1] 1 0| 0) 0| 1] 1 1] 1 [o) 1
Staphylococcus aureus 170 SAMN04191399 Bos taurus Subclinical mastitis 126 1605 1 1] 0| 1] 1 1] 1 1 0) 1 1] 1 1] 0] 1] 1 0| 0) 1 1] 1 1] 1 1] 1
| Staphylococcus aureus 19|SAMN04435203 Bos taurus Subclinical mastitis 115 1359 1 1] [t) 1] 1 1] 1 1 1] 1 1] 1 1] 0f 1 1 0 0] 1 1 1 1 1 1 1
| Staphylococcus aureus 299|SAMN04435206 Bos taurus Subclinical mastitis 504 1529 1 1] [ 1] 0] 1] 1] 1] 0) 1 1] 1 1] 1 1 1 0 0] 0 1 1 1 1 1 0
ylococcus aureus 120|SAMN04435207 Bos taurus mastitis 504 1529 1] 1 0 1 0 1 1] 1 0] 1] 1 1] 1 0| 1 1] 0 1] 0 1] 1] 1 1] 1 0
aureus 141|SAMNO04435219 Bos taurus inical mastitis Unknown| 1121 1] il 0 il 1] 1 il 1 il 1] il 1] il 1] 1l il 0 0] 1] il 1] il 1] 1l 0
phylococcus aureus |MT-0541 SAMNO05773539 Bos taurus inical mastitis 97 12734] 1] il 0 1] i 1 il 1 il 1] il 1] 1 i 1 il 0) 0] 1] 1] 1] 1] i 1 i
p aureus |MT-0557 SAMNO05773541 Bos taurus | Subclinical mastitis 97 12734 4 i 0 i 1] i 1] il 4 4 i i i 1] i 1] 0) 0] 4 i i i 1] i 1
Staphylococcus aureus |MT-0509 SAMNO05773542 Bos taurus Subclinical mastitis 97 12734 1 1] 0| 1] 1 1] 1 1 1] 1 1] 1 1] 1 1] 1 0| 0) 1 1] 1 1] 1 1] 1
Staphylococcus aureus 241 SAMNO07966380 Bos taurus Subclinical mastitis 97 Unknown 1 1] 0| 1] 1 1] 1 1 1 1 1] 1 1] 1 1] 1 0| 0) 1 1] 1 1] 1 1] 1
Staphylococcus aureus 1113 SAMN08104781 Bos taurus Subclinical mastitis Unknown| 1380} 1 1] [t) 1] 1 1] 1 1 1 1 1] 1 1] 1 1] 1 0| 0) 1 1] 1 1] 1 1] 1
| Staphylococcus aureus 11131 SAMN08104878 Bos taurus Subclinical mastitis 97 1380} 1 1] [ 1] 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 1] 1 1] 1 0 0] 1 1 1 1 1 1 1
ylococcus aureus 17 MN08125787 Bos taurus mastitis 22] 13243 1] 1 1] 1 0| 1 1] 1 1) 1] 1 1] 1 1] 1 1] 0 0] 1] 1] 1] 1] 0| 1 1]
ylococcus aureus 42 SAMN08125903 Bos taurus inical mastitis 97 Unknown 1] 1] 0 1] 1] 1 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 0 0] 1] 1] 1] 1] 1] 1 1]
aureus |2030RH1 SAMN11415728 Bos taurus inical mastitis 464] 13297 1] il 0 il 1] il il 1 il 1] il 1] il 1] il il 0 0] 1] il 1] il 1] il i
Staphylococcus aureus 70[SAMN13133908 Bos taurus | Subclinical mastitis 20 1164 1] 1] 0 1] 1] il 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1] il 1] 0) 0] 1] 1] 1] 1] 1] il 1]
Staphylococcus aureus T74{SAMN13134096 Bos taurus Subclinical mastitis 20 164} 1 1] 0| 1] 1 1] 1 1 1] 1 1] 1 1] 1 1] 1 0| 0) 1 1] 1 [o) 1 1] 1
Staphylococcus aureus 88|SAMN13134217 Bos taurus Subclinical mastitis 20 164] 1 1] 0| 1] 1 1] 1 1 0) 1 1] 1 1] 1 1] 1 0| 0) 1 1] 1 1] 1 1] 1
Staphylococcus aureus 8656|SAMN13134218 Bos taurus Subclinical mastitis 479| 12873 1 1] 1 1] 1 1] 1 1 0) 1 1] 1 1] 1 1] 1 0] 0) 1 1] 1 1] 0] 1] 1
| Staphylococcus aureus 615|SAMN13134304 Bos taurus Subclinical mastitis Unknown| 164] 1 1] [ 1] 1 1] 1 1 1] 1 1] 1 1] 1 1 1 0 0] 1 1 1 1 1 1 1
| Staphylococcus aureus 1703|SAMN 13134305 Bos taurus mastitis 20| 650 1 1] [1) 1] 1 1] 1] 0| 0 1 1] 1 1] 1 1] 1] 0] 0) 1 1] 1 1] 1 1] 0
ylococcus aureus 1838|SAMN13134306 Bos taurus inical mastitis 737 1005, 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 0 0] 1] 1] 1] 1] 0| 1 1]
aureus 1839|SAMN13134307 Bos taurus inical mastitis 737 1005, 1] il 1] il 1] il il 1 il 1] il 1] il 1] 1l il 0) 0] 1] il 1] il 0| 1l il
Staphylococcus aureus 23|SAMN13134308 Bos taurus | Subclinical mastitis 97 12421 1] 1] 0) 1] 0| 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0) 0] 1] 1] 1] 0) 1] 1] 1]
Staphylococcus aureus 8|SAMN13134309 Bos taurus Subclinical mastitis 97 12421 1 1] 0| 1] 0] 1] 1 1 1] 1 1] 1 1] 1 1] 1 0| 0) 1 1] 1 1] 1 [o) 1
Staphylococcus aureus 812|SAMN13134320 Bos taurus Subclinical mastitis 15 1368 1 1] 0| 1] 1 1] 1 1 1 1 1] 1 1] 1 1] 1 0| 0) 1 1] 1 1] 1 1] 0
Staphylococcus aureus 724{SAMN13134321 Bos taurus Subclinical mastitis 15 KBG_§| 1 1] [t) 1] 1 1] 1 1 1 1 1] 1 1] 1 1] 1 [o) 0) 1 1] 1 1] 1 1] 0]
| Staphylococcus aureus |18-17 SAMN13134339 Bos taurus Subclinical mastitis 97 1267} 1 1] [t) 1] 1 1] 1 1 1] 1 1] 1 1 1 1 1 0 0] 1 1 1 1 1 1 1
| Staphylococcus aureus |18-16 SAMN13134341 Bos taurus Subclinical mastitis 97 1267} 1 1] [t 1] 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 1] 1 1] 1 0 0] 1 1 1 1 1 1 1
ylococcus aureus |18-13 SAMN13134342 Bos taurus inical mastitis 97 1267 1] 1] 0) il 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] il 1] il 1] 0) 0] 1] 1] 1] il 1 1] 1]
aureus |18-29M SAMN13134349 Bos taurus inical mastitis 97 1267 1] il 0 il 1] il il 1 il 1] il 1] il 1] il il 0 0] 1] il 1] il 1] 1l il
phylococcus aureus [18-19M SAMN13134359 Bos taurus inical mastitis 97 1267 1] il 0 1] i 1 il 1 il 1] il 1] 1 i 1 il 0) 0] 1] 1] 1] 1 i 1 i
Staphylococcus aureus |18-35M SAMN13134360 Bos taurus Subclinical mastitis 97 267} 1 1] [ 1] 1 1] 1 1 1] 1 1] 1 1] 1 1] 1 0| 0) 1 1] 1 1] 1 1] 1
Staphylococcus aureus |18-13-1 SAMN13134361 Bos taurus Subclinical mastitis 97 1267} 1 1] 0| 1] 1 1] 1 1 1] 1 1] 1 1] 1 1] 1 0| 0) 1 1] 1 1] 1 1] 1
Staphylococcus aureus |18-7M SAMN13134362 Bos taurus Subclinical mastitis 97 1267} 1 1] 0| 1] 1 1] 1 1 1 1 1] 1 1] 1 1] 1 [0 0) 1 1] 0| 1] 1 1] 1
Staphylococcus aureus 1709|SAMN13134363 Bos taurus Subclinical mastitis 97 527} 1 1] [t) 1] 1 1] 1 1 1] 1 1] 1 1] 1 1] 1 [o] 0) 1 1] 1 1] 1 1] 1
| Staphylococcus aureus |mecC 165 PE_|SAMN13517281 Bos taurus |Subclinical mastitis 126 605 1 1] [1) 1] 1 1] 1] 1] 0 1 1] 1 1] 1 1] 1] [1] 0 1 1] 1 1] 1 1] 1
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3A — Leite Cru

MLST [ spa_[Adnesins
Organism Strain BioSample Host Disease stage Sequence Typ: STl clfA clfB cna fnbA fnbB ebpS spa sdrC sdrD sdrE coa eap emp eft VWhp atl aap pls sasG sasH sasA sasC sasD sasF sasK

Staphylococcus aureus | GKP138-27  [SAMEAL708671 Bos taurus Bulk milkk 151 |t529 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1) 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0
Staphylococcus aureus (GKP136-62 SAMEA1708679 Bos taurus Bulk milkk 97 |t224 1 1] 0] 1 1] 1 1 1] 1 1] 1 1 1] 1 1 1] 0| 0] 1) 1 1] 1) 1 1] 1
Staphylococcus aureus (GKP136-19 SAMEA1708709 Bos taurus Bulk milkk 3099 |t529 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0
Staphylococcus aureus |GKP138-16 SAMEA1708730 Bos taurus Bulk milk 151 |t.529 1 1] 0| 1 0f 1) 1 1) 0| 1 1) 1 1] 1) 1 1] 0| 0} 0| 1 1] 1) 1 1] 0|
Staphylococcus aureus |GKP138-19A  |SAMEA1708738 Bos taurus Bulk milk 151 |t529 1 1] 0| 1 0] 1) 1 1] 0| 1] 1) 1 1] 1) 1 1] 0| 0f 0] 1 1] 1) 1 1] 0|
Staphylococcus aureus [GKP136-53 SAMEA1708797 Bos taurus Bulk milkk 151 |t529 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1) 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0
Staphylococcus aureus (GKP138-13 SAMEA1708801 Bos taurus Bulk milkk 97 |t3380 1 1] 0| 1 1] 1 1 1] 1 1] 1) 1 1] 1 1 1] [ 0] 1) 1 1] 1) 1 1] 1
Staphylococcus aureus (GKP136-35 SAMEA1708869 Bos taurus Bulk milkk 97, |t224 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1

p aureus |GKP138-33 SAMEA1708919 Bos taurus Bulk milkk 71 |t524 1 1] 1 1 1] 1 1 1 1 1 1 1 1] 1 1 1] 0 0 1 1 1] 1 0] 1] 1
Staphylococcus aureus |GKP138-71 SAMEA1708940 Bos taurus Bulk mikk 1074 529 1 1] 0| 1 0] 1) 1 1] 0| 1] 1) 1 1] 1) 1 1] 0| 0 0 1 1] 1) 1 1] 0
Staphylococcus aureus |GKP138-50 SAMEA1708955 Bos taurus Bulk mikk 425 Unknown 1 1] 1) 1 1] 1 1] 1] 1 1] 1) 1 1] il 1 1] [ 0] 0| 1 1] il 0) 1] 1
Staphylococcus aureus |GKP138-31 SAMEA1708981 Bos taurus Bulk milk 425 110021 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0] 1 1
Staphylococcus aureus (GKP136-77 SAMEA1708992 Bos taurus Bulk milkk 97 224 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1) 1 1 1 1 1 1

p aureus |GKP136-67 SAMEA1709023 Bos taurus Bulk milkk 133 Unknown 1 1] 0 1 1] 1 1 1 1 1 1 1 1] 1 1 1] 0 0 0 1 1 1 0] 1] 1
Staphylococcus aureus |GKP136-24 SAMEA1709025 Bos taurus Bulk mikk 133 t6367 1 1] 0] 1 1] 1 1 1) 1 1] 1) 1 1] 1) 1 1] 0| 0] 1) 1 1 1) 1 1] 1)
Staphylococcus aureus |GKP136-22 SAMEA1709034 Bos taurus Bulk milk 151 529 1 1] 0] 1 0] 1) 1 1] 0| 1] 1) 1 1] 1) 1 1] 0| 0] 0| 1 1] 1) 1 1] 0|
Staphylococcus aureus [Sa12-001 SAMN05188390 Bos taurus Raw milk 705) t529 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1) 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0
Staphylococcus aureus [Sa12-002 SAMN05188391 Bos taurus Raw milk 1 t7589 1 1] 1) 1 1] 1 1 1] 1 1] 1 1 1] 1 1 1] 0| 0] 1) 1 1] 1) 1 1] 1
Staphylococcus aureus [Sa13-001 SAMN05188392 Bos taurus Raw milk 3183| 11028 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1) 1 1 1) 1 1 1
Staphylococcus aureus |Sa13-002 SAMN05188393 Bos taurus Raw milkk 3183| 11028 1 1] 0] 1 1] 1) 1 1) 1 1] 1) 1 1] 1) 1 1] 0| 0] 1) 1 1] 1) 1 1] 1)
Staphylococcus aureus |Sa14-004 SAMN05188401 Bos taurus Raw milkk 701| 429 1 1] 0] 1 0] 1) 1 1] 0] 1 1) 1 1] 1) 1 1] 0] 0] 0] 1 1] 1) 1 1] 0]

Biofilm formation
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3A — Leite Cru, continuagéo
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4A - Abscesso

[ [ MLST [Adhesins
[ Organism [Strain BioSample Host Isolation source host disease Sequence Type[Nearest S CItA cifs cna fibA | fnbB | ebps spa sdrC_ | sdrD | sdrE coa eap emp et VWbp atl aap pls sasG_ | sasH | sasA | sasC | sasD sasF sask
Staphylococcus aureus [MU4 SAMEAB862564 Homo sapiens | Abscess 239 1 1 1 1 0 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 0] 0] 1] 1] 1] 1] 1 0] 0]
aureus |HU8 SAMEA862622 Homo sapiens | Abscess 1] 1] 1] 1] 0 1] 1] 1 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
aureus |HU7 SAMEA862623 Homo sapiens | Abscess 1 1] 1] 1] 0 1 1 1 1 1 1] 1] 1] 1 1 1 0] 0) 1 1] 1] 0 1 1 0]
aureus |HU17 SAMEA862632 Homo sapiens Brain abscess 1] 1] 1] 1] 0) 1] 1 1 1 1] 1] 1] 1] 1 1 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
aureus |HU13 SAMEA862636 Homo sapiens Brain abscess 1] 1] 1] 1] 0 1] 1] 1 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
aureus |IU12 SAMEA862658 Homo sapiens | Abscess 1] 1] 1] 1] 0 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
aureus |IU13 SAMEA862659 Homo sapiens | Abscess 1] 1] 1] 1] 0 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1 1 1] 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
Staphylococcus aureus |NCTC13435 SAMEA2479566 Homo sapiens Skin abscess 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1]
aureus |NCTC10655 SAMEA351801¢ Homo sapiens Leg abscess 1 1 0] 1 1) 1] 1] 1 1 [ 1] 1] 1] 1 1] 1 0] 0] 0] 1] 1] 1] 0] 1] 1
aureus |Ged12 29412 SAMEA6125820 Homo sapiens | Abscess 1] 1] 0] 1] 0 1] 1 1 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 1 0) 1] 1] 1] 1] 1 1] 1
aureus |Ge414 29414 SAMEA6125824 Homo sapiens | Abscess 1 1] 0] 1] 0) 1 1 1 1 1 1] 1] 1] 1 1 1 1 0] 1 1] 1] 1] 1 1 1
aureus |Ge416_29416 SAMEA6125829 Homo sapiens | Abscess 1] 1] 0] 1] 0) 1] 1 1 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 1 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1
Staphylococcus aureus |M0313 SAMN02325330 Homo sapiens | Abscess Unknown 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1
Staphylococcus aureus |M0379 SAMN02325647 Homo sapiens | Abscess 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1 1] 1]
Staphylococcus aureus |M0895 SAMN02325792 Homo sapiens | Abscess Unknown 1] 1] 0] 1] 1] 1 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1 1 1] 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1 1] 1]
aureus |DAR3913 SAMI 4 Homo sapiens  Tonsillar abscess 1 1 0] 1 1) 1] 1] 1 1 [ 1] 1] 1] 1 1] 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1
aureus |DARS853 SAMI 3 Homo sapiens | Abscess 1] 1] 0] 1] 0 1] 1 1 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 0] 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1
aureus |E1470 SAMN02777049 Homo sapiens | Abscess 1 1] 0] 1] 1] 1 1 1 1 1 1] 1] 1] 1 1 1 0] 0] 1 1] 1] 1] 1 1 0]
aureus |E404 SAMN02777079 Homo sapiens | Abscess 1] 1] 0] 1] 1] 1 1 1 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
aureus |SA7-LAU SAMN02851469 Homo sapiens | Abscess 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1 1] 1
Staphylococcus aureus [TCH 959 SAMN03255444 Homo sapiens Buttocks abscess 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
Staphylococcus aureus |USA300_2014.C02 |SAMNO03787340 Homo sapiens Purulent abscess 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1 1 1] 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
Stashi lococcus aureus [FDAARGOS 140 [SAMN03996284 [Homo sapiens | Abscess 1] 1] 0| 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0| 0 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0|
aureus |FDAARGOS_169 |SAMN03996293 Homo sapiens | Abscess 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1 1 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
aureus |1626.C01 Homo sapiens Purulent abscess Skin and soft tissue infection 1 1] 0] 1] 1] 1 1 1 1 1 1] 1] 1] 1 1 1 0] 0] 1 1] 1] 1] 1 1 0]
aureus |[NCTC 08532 SAMN05977989 Homo sapiens | Abscess Unknown 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1 1 1 1] 1] 1] 1] 1 1 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
aureus _|abs 1 SAMN06697961 Homo sapiens | Abscess |Soft tissue infection or abscess 8| 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
aureus |abscess124 SAMN06697963 Homo sapiens | Abscess Soft tissue infection or abscess 8| 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
Staphylococcus aureus _|abscess125 SAMN06697964 Homo sapiens | Abscess Soft tissue infection or abscess 8| 1] 1] 0] 1] 1 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1 1 1] 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
&aéhi lococcus aureus [abscess126 SAMN06697965 __[Homo sapiens [ Abscess Soft tissue infection or abscess 8 1] 1] 0| 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0| 0 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0]
aureus |abscess127 SAMN06697966 Homo sapiens | Abscess Soft tissue infection or abscess 5) 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1 1 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1
aureus _|ab: 128 7 Homo sapiens | Abscess Soft tissue infection or abscess 8| 1] 1 0 1 1) 1] 1] 1 1] 1] 1 1 1 1] 1] 1] 0| 0 1] 1 1 1 1] 1] 0|
aureus _|abs 129 SAMN06697968 Homo sapiens | Abscess Soft tissue infection or abscess 8| 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1 1 1 1] 1] 1] 1] 1 1 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
aureus _|abs 130 Homo sapiens | Abscess |Soft tissue infection or abscess 30| 1] 1] 1] 1] 0 1] 1] 1 1 0] 1] 1] 1] 1 1] 1 0] 0) 0] 1] 1] 1] 1 1] 0]
aureus |SAM-13 SAMN08683525 Homo sapiens | Abscess # 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1 1 1] 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
aureus |SAM-21 SAMN08683533 Homo sapiens | Abscess 6[ 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1 1 1] 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1 0] 1]
Staphylococcus aureus |SA75 SAMN08971726 |Homo sapiens | Abscess 88| 1 1 0| 1 1 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0| 0 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1]
aureus |STV108L Homo sapiens Skin and Soft Tissue Infection 8| 1 1 0| 1 1) 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 0] [} 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0]
aureus |STV232L SAMN09862504 Homo sapiens Skin and Soft Tissue Infection 8| 1 1] 0] 1] 1] 1 1 1 1 1 1] 1] 1] 1 1 1 0] 0) 1 1] 1] 1] 1 1 0]
aureus |STV262L SAMN09862505 Homo sapiens 8| 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1 1 1 1] 1] 1] 1] 1 1 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
Staphylococcus aureus |STV915L SAMN09862506 Homo sapiens 8| 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1 1] 1] 1] 1] 1 1 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
aureus |STVO73L SAMN09862507 Homo sapiens 8| 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
Staphylococcus aureus |STV101L SAMN09862508 Homo sapiens 8| 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1 1 1] 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
Staphylococcus aureus [STV209L SAMN09862509 Homo sapiens Wound/abscess 8| 1 1] 0] 1] 1 1 1] 1] 1 1 1] 1] 1] 1 1 1] 0] 0) 1 1] 1] 1 1 1 0]
aureus |STVS63L 10 Homo sapiens 8| 1 1 0] 1 1) 1] 1] 1 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 0] [} 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
aureus |STV658L SAMN09862511 Homo sapiens \Skin and Soft Tissue Infection 8| 1 1 0 1 1) 1] 1] 1 1 1 1 1 1 1] 1] 1] 0| 0 1 1 1 1 1] 1] 0|
aureus |STV600L SAMN09862512 Homo sapiens Ekin and Soft Tissue Infection 8| 1 1] 0] 1] 1] 1 1 1 1 1 1] 1] 1] 1 1 1 0] 0] 1 1] 1] 1] 1 1 0]
aureus |sta2155 SAMN 14278127 Homo sapiens | Abscess Cellulitis 8| 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
Staphylococcus aureus |sta3228 SAMN 14278131 Homo sapiens | Abscess Cellulitis 8| 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
Staphylococcus aureus |stal993 SAMN 17620653 Homo sapiens | Abscess Cellulitis 239 1] 1] 1] 1] 1 1 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1 1 1] 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1 1] 0]
Staphylococcus aureus |ORSA354 SAMN 17620724 Homo sapiens | Abscess Cellulitis 59| 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 0] 0) 1] 1] 1] 1] 0) 1] 1]
aureus |ORSAG02 SAMN 17620740 Homo sapiens | Abscess Cellulitis 59| 1 1 0] 1 1) 1] 1] 1 1 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1 0] [} 1] 1] 1] 1] 0] 1] 1
[ aureus |stad52 SAMN17620799 Homo sapiens | Abscess Cellulitis 59\ 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1 1 1 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 0] 1] 1
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4A — Abscesso, cont
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5A - Infeccbes de Pele

[ MLST | [Adhesins
| Organism |Strain Host | Isolation source host disease Sequence Type|Nearest ST clfA clfB. cna fnbA fnbB ebpS spa sdrC | sdrD SArE coa eap emp | efb VWbp atl aap pls sasG sasH sasA sasC sasD sasF saskK.
h, AMN08456629 Homo sapiens _|Skin lesions /Atopic dermatitis 101 |t7170
S AMN08456633 Homo sapiens _ |[Skin lesions |Atopic dermatitis
Homo sapiens _|Skin lesions. [Atopic dermatitis
AMNO08456651 Homo sapiens kin lesions |Atopic dermatitis
Homo sapiens _|Skin lesions [Atopic dermatitis
AMN11585614 Homo sapiens _|Skin lesions | Atopic dermatitis 1]
AMN12721996 Homo sapiens _|Surgical site infection Skin and soft tissue infections 0]
AMN 12721997 Homo sapiens Skin and soft tissue infections 0)
Al 721998 Homo sapiens _|Surgical site infection Skin and soft tissue infections
Staphylococcus aureus [GHA4 Al 721999 Homo sapiens _[Surgical site infection Skin and soft tissue infections Unknown
St aureus [GHAS Al 722000 Homo sapiens urgical site infection Skin and soft tissue infections Unknown
aureus [GHA6 Al 722001 Homo sapiens _|Surgical site infection Skin and soft tissue infections
aureus |GHA7 AMN 12722002 Homo sapiens urgical site infection Skin and soft tissue infections
aureus [GHA8 AMN 12722003 Homo sapiens urgical site infection Skin and soft tissue infections 1] 1 1] 1] 1 1]
aureus |GHA9 AMN 12722004 Homo sapiens urgical site infection Fkin and soft tissue infections 1] 1] 1] 1] 0] 0] 1]
Staphylococcus aureus |GHALO AMN12722005 _|Homo sapiens _|Surgical site infection Skin and soft tissue infections 1 0| 1 1 1] 1 1
Staphylococcus aureus [GHA11 ISAMN12722006 Homo sapiens _|Surgical site infection Skin and soft tissue infections 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 0] 0 0] 1] 1 1] 1] 1] 0
aureus [GHA12 SAMN12722007 Homo sapiens _|Surgical site infection Skin and soft tissue infections 1 1] 0 1] 1 1 1] 0 1] 1 1 0| 1 0| 1 1] 0| 0] 0| 1 1] 1 1 1] 0]
aureus [GHA13 SAMN 12722008 Homo sapiens ﬁurgbal site infection ﬁkln and soft tissue infections 1] 1) 1] 1] 1] 1] 1) [o) 1) 1] 1] 1] 1] 0] 1] 1] 0] 0) 0] 1] 1] 1] 1] 1] 1]
aureus [CHUV_1 SAMEA48331918 Homo sapiens _[Skin Skin infections 1] 1 1] 1 1] 1] 1 0] 1] 1] 1 1 1] 0] 1] 1 0] 0 0] 1] 1] 1] 1 1 1]
aureus [CHUV 2 SAMEA48332668 __|Homo sapiens _|Skin Skin infections 1] 1) 1] 1] 1] 1] 1) 0| 1] 1] 1] 1] 1] 0] 1] 1] 0] 0) 0] 1] 1] 1] 1] 1] 1]
CHUV_3 SAMEA48333418 Homo sapiens Fkir\ Fkin infections. 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0] 1 1] 1] 1] 1] 0] 1] 1] 0) 0 0] 1] 1 1] 1] 1] 1]
CHUV_4 SAMEA48334168 Homo sapiens _|Skin Skin infections 1] 1 1] 1] 1 1] 1 0| 1 1] 1] 1 1] 0] 1] 1] 0] 0) 0] 1] 1] 1] 1] 1 1]
CHUV_5 SAMEA48334918 Homo sapiens _|Skin 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0) 1 1] 1] 1] 1] 0] 1] 1 0] 0 0] 1] 1 1] 1] 1] 1]
CHUV_6 SAMEAA48335668 Homo sapiens _|Skin 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1 0] 1 1] 1] 1] 1] 0] 1] 1] 0) 1] 0] 1] 1 1] 1] 1] 1]
CHUV_7 SAMEA48336418 _ |Homo sapiens ‘Skin Skin infections 1] 4 1] 1] 1] 1] 1) [0 1 1] 1] 1) 1] 0] 1] 1] 0] 0) 0] 1] 1) 1] 1] 1 1]
CHUV_8 SAMEA48337168 Homo sapiens _|Skin Skin infections 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0) 1 1] 1] 1] 1] 0) 1] 1] 0] 0 0] 1] 1 1] 1] 1] 1]
aureus [CHUV_9 AMEA48337918 Homo sapiens _ |Skin Skin infections 1 1] 0 1 1 1 1] 1 1] 1 1 1] 1 1] 1 1 0| 0] 1] 1 1] 1 1 1] 0]
| aureus |CHUV_10 |SAMEA48338668  |Homo sapiens ‘Skln ‘Sklﬂ infections 1] 1) 0| 1] 1] 1] 1) 1] 1 1] 1] 1] 1] 1) 1] 1] 0] 0) 1) 1] 1) 1] 1] 1] 0)
St aureus |CHUV_11 SAMEAA48339418 Homo sapiens \§kir\ Fkin infections. 1] 1] 0) 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0) 0 1] 1] 1 1] 1] 1] 0
Staphylococcus aureus |CHUV_12 ISAMEA48340168 Homo sapiens _ |Skin Skin infections 1 1] 1 1 1] 1 1] 1 1] 1 1 1] 1 1] 1 1 0| 0] 1] 1 1] 1 1 1] 1
aureus |CHUV_13 SAMEA48340918 Homo sapiens _[Skin JSkln infections 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 0] 0 0] 1] 1 1] 0 1] 1]
St aureus |CHUV_14  |SAMEA48341668 Homo sapiens _|Skin }ikin infections 1] 1] 0) 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0) 0 1 1] 1 1] 1] 1] 1]
CHUV_15 |SAMEA48342418  |Homo sapiens _|Skin Skin infections 1] 1 0| 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 0] 0) 1 1] 1 1] 1] 1 1]
JE2 ISAMNO06677988 Homo sapiens _|Skin and soft tissue Soft tissue infections 1] 1 0| 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 0] 0 1] 1] 1 1] 1] 1] 0
|ES26 SAMEA862530 Homo sapiens _|Skin 1] 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 0] 0 1 1] 1 1] 1] 1 0
RA6 SAMEA862591 Homo sapiens _|Skin 1] 1) 1] 1] 1] 1] 1) 1] 1) 1] 1] 1] 1] 1) 1] 1] 0] 0) 1 1] 1] [ 1] 1] 0)
Lgl aureus [WH231 SAMN15887724 Homo sapiens |Wound secretion Nosocomial infection Unknown 1] 1] 0) 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0) 0 1] 1] 1 1] 1] 1] 1]
aureus [WH17 SAMN15887722 Homo sapiens _|Wound secretion INosocomial infection 1 1] 1 1 1] 1 1] 1 0| 1 1 1] 1 1] 1 1 0| 0] 0| 1 1] 1 1 1] 0]
[ aureus [WH299 SAMN15887721 Homo sapiens [Wound secretion Nosocomial infection 1] 1] 0| 1] 1] 1] 1] 1] 1 0) 1] 1] 1] 1 1] 1] 0] 0 1] 1] 1 1] 1] 1] 0
(WH211 SAMN15887720 Homo sapiens _|Wound secretion Nosocomial infection Unknown 1] 1] 0) 1] 1] 1] 1 1] 0] 0) 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0) 0 1 1] 1 1] 1] 1] 0
\WH60 SAMN15887716 Homo sapiens _|Wound secretion INosocomial infection 1 1] 0 1 1 1 1] 1 0| 0 1 1] 1 1] 1 1) 0| 0] 1] 1 1] 1 1 1 0]
WH99 SAMN15887717 Homo sapiens | Wound secretion Nosocomial infection 1] 1 0) 1 1] 1] 1] 1] 0] 0) 1] 1] 1] 1 1] 1 0] 0 1] 1] 1 1] 1] 1] 0
aureus |WHS2 SAMN15887715 Homo sapiens |Wound secretion INosocomial infection 1] 1 0] 1] 1] 1] 1 1] 0] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 0] 0 1 1] 1 1] 1] 1 0
aureus |Saus6 SAMN 15684890 Homo sapiens | Wound secretion Cellulitis 1] 1) 1] 1] 1] 1] 1) 1] 1) 1] 1] 1] 1] 1) 1] 1] 0] 0) 1 1] 1] 1] 1] 1] 0)
Staphylococcus aureus |Ge363_29363 |SAMEA6125784 Homo sapiens _|Wound secretion 1] 1] 0) 1] 0) 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1]
aureus |Ge362_29362 [SAMEA6125776 Homo sapiens _|Wound secretion 1] 1 0] 1] 0) 1] 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 1] 1] 1 1]
[ aureus |Ge332_29332 [SAMEA6125757 Homo sapiens [Wound secretion 1] 1 0) 1] 0] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1]
El aureus |Ge339_29339 [SAMEA6125753 Homo sapiens _|Wound secretion 1] 1] 0] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1]
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5A - InfecgOes de Pele, continuagao ...
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5A - Infecc¢Oes de Pele, cont
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6A - Pus

MLST S| |Adhesins
Organism Strain BioSample Host Isolation source | host disease | Sequence Type Nearest ST| = cIfA clf8 cna fnbA fibB | ebpS spa sdrC sdrD SdrE coa eap | emp efp vWbp | atl aap pls sasG sasH sasA sasC sasD sask sask

Staphylococcus aureus 120{SAMN01110267 Homo sapiens _ |Pus Brain abscess, nasal § 772 t657 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 0] 1 1 1 1 1 1 1

aureus 122051|SAMN02470734 Homo sapiens _|Pus 30} Unknown 1] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 0] 0] 1] 1] 1] 1 1 0
|Stapl aureus |KT/314250  |[SAMN02471422 Homo sapiens |Pus 1] 127 1] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1) 0 0 1 1 1] 1] 1] 1] 1
Staphylococcus aureus |HST-116 SAMNO02947294 Homo sapiens _ |Pus 97 |to44. 1] 1 0) 1 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0) 0) 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1]
Staphylococcus aureus |HST-105 SAMNO02952966 Homo sapiens _ |Pus 88 t690 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0) 0) 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1]

aureus [NRS1 SAMN03255464 Homo sapiens _|Pus 5| 1002 | | [o 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 1
Staphylococcus aureus |SAM-2 SAMNO08683514 Homo sapiens |Pus 291 11149 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1) 1) 0 0 0 1 1 1 0 1 0
Staphylococcus aureus |SAM-12 SAMNO08683524 Homo sapiens _ |Pus 5) 19405 1] 1] 0) 1 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0) 0) 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1]

aureus |sta3220 SAMN14278130 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 8] 1024 1] 1 0] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 0
|Staphylococcus aureus |sta3297 SAMN14278133 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 8 1008 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0
Staphylococcus aureus '@309 SAMN14278134 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 8] 1008 1 1 0] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0| 0] 1 1 1] 1 1 1 0
Staphylococcus aureus [sta3320 ISAMN 14278135 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 8] 1008 1] 1] 0f 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 0] 1 1] 1] 1] 1] 1 0
Staphylococcus aureus _|sta3411 SAMN14278137 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 8] 008 1 1 0] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0| 0] 1 1 1 1 1 1 0

aureus |S\33457 SAMN14278138 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 8] I(OOB 1] 1] 0] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 0
|Staphylococcus aureus |sta3610 SAMN14278142 Homo sapiens |Pus Cellulitis 8 PM 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 il 1 1) 0 0 1 1 1 1 1 1 0
Staphylococcus aureus _|sta3646 SAMN14278143 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 8] 1622 1 1 0] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0| 0] 1 1 1 1 1 1 0

aureus |sta3662 SAMN14278144 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 8| [lOOB 1] 1] o) 1] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 [1) 0] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0
|Staphylococcus aureus |sta3709 SAMN14278146 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 8 1008 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 il 1 1 0 0 1) 1) 1 1 1 1 0
Staphylococcus aureus _|sta3710 SAMN14278147 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 8| 008 1 1 0] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 1) 1 1 1 1 1 1 0
Staphylococcus aureus |QR1130 ISAMN 15684861 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 45| 1081 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0| 0] 1] 1 1 1 1 1 0

aureus [HN288 SAMN15887727 Homo sapiens _|Pus N il infection| 630 [t877 1] 1] [o) 1] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 il 1) 0 0 1 1 1 1 1 1 0
|Staphylococcus aureus [SA643 SAMN16435357 Homo sapiens _|Pus 239) |LO37 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1) 1) 0 0 1) 1 1 1 0 1 0
Staphylococcus aureus [Saul2 SAMN17620515 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 5| 002 1 1 0f 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0| 0| 1 1 1 1] 1 1 1

aureus |[ORSA350 SAMN17620592 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 239] |(037 1] 1 1 1] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1] 0
|Staphylococcus aureus |stal414 SAMN17620646 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 239) |L037 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 il 1) 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0
Staphylococcus aureus _|stal420 SAMN17620647 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 239] 1037 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0| 0] 1 1 1 1 1 1 0

aureus |stal432 SAMN 17620648 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 239] |(037 1] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 1 1 0
|Staphylococcus aureus |sta2199 SAMN17620655 Homo sapiens |Pus Cellulitis 239) 1037 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 il 1 1) 0 0 1 1 1 1 1 1 0
Staphylococcus aureus |sta262 SAMN17620658 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 239] 1037 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 0] 1 1 1 1 1 1 0
Staphylococcus aureus |GC-20 ISAMN 17620702 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 59| 1437 1 1 0f 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0| 0| 1 1 1 1 0f 1 1

aureus |GC-5 SAMN17620703 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 59| 1437 1 1 0] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 0] 1 1
|Staphylococcus aureus |[ORSA310  |SAMN17620719 Homo sapiens |Pus Cellulitis 59 1437 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1) 1) 0 0 1) 1 1 1 0 1 1
Staphylococcus aureus |ORSA341 SAMN17620722 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 59| 13523 1 1 0f 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0| 0] 1] 1 1 1 0] 1 1

aureus |[ORSA59 ISAMN17620739 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 59| 1437 1] 1 0] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 0] 1] 1
Staphylococcus aureus |ORSAG64 SAMN17620742 Homo sapiens |Pus Cellulitis 59 1437 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1) 0 0 1) 1 1 1 0 1 1
Staphylococcus aureus |QR492 SAMN17620743 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 59] 11212 1 1 0] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0| 0| 1 1 1 1 0] 1 1

aureus |QRA496 SAMN17620744 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 59| 1437 1] 1] 0] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 0] 1] 1
|Staphylococcus aureus |QR504 SAMN17620746 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 59 13736 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 il 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1
Staphylococcus aureus [Saull SAMN17620749 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 59| 1437 1 1 0] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 0] 1 1 1 1 0] 1 1
Staphylococcus aureus _|sta2201 ISAMN 17620787 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 59| t437 1 1 0f 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0| 0| 1 1 1 1 0f 1 1
Stapl aureus |sta2202 ISAMN 17620788 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 59 1437 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0] 0] 1] 1] 1] 1] 0] 1] 1]
Staphylococcus aureus _|sta2203 ISAMN17620789 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 59| 1437 1 1 0] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 1) 1 1 1) 1 0f 1 1)
Staphylococcus aureus |sta2204 SAMN17620790 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 59| 1437 1 1 0f 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 0] 1 1] 1 1 0] 1 1

aureus [sta258 SAMN17620791 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 59 1437 1] 1] 0] 1] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1
Staphylococcus aureus |sta259 SAMN17620792 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 59 1437 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1) 1) 0 0 1) 1 1 1 0 1 0
Staphylococcus aureus |sta261 SAMN17620793 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 59| 1437 1 1 0] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 0] 1 1 1 0f 0] 1 1

aureus |S\aZBAB SAMN17620794 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 59| 1437 1] 1] 0] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 0] 1] 1] 1] 1] 0] 1] 1
[Staphylococcus aureus [sta2850 SAMN17620795 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 59 1437 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 il 1) 1) 0 0 1 1 1 1 0 0 il
Staphylococcus aureus _|stad50 SAMN17620798 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 59| 1437 1 1 0] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 1) 1 1 1 1 0] 1 1

aureus |sta465 ISAMN 17620800 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 59 437 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0) 0) 1] 1] 1] 1] 0) 1] 1]
Stapl aureus _|sta49 ISAMN 17620801 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 59 437 1] 1] 0] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0) 0] 1] 1] 1] 1] 0] 1] 1]
Staphylococcus aureus _|sta64 SAMN17620802 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 59| 1437 1 1 0] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0] 1 1 1 1 1 0f 1 1
Staphylococcus aureus |sta41 SAMN17620803 Homo sapiens _ |Pus Cellulitis 59| 1437 1 1 0f 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0| 1] 1 1 1 1 0] 1 1

aureus |[sta81 SAMN17620804 Homo sapiens _|Pus Cellulitis 59 1437 1] 1] 0j 1] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1
[Staphyfococcus aureus [Tsa-75 SAMN17620809 Homo sapiens [Pus Cellulitis 59] 1437 1] 1] 0f 1] 1] il 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 0] [i) 1] 1] 1] 1] 0] 1] 1
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6A — Pus, cont
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Atl, aap e pls: genes classificados pelo RAST como bifuncionais, adesinas e biofilmes

MLST: classificados pelo Center of Epidemiology, Larsen et al., 2012, disponivel em: https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/

Spa-Typer: classificados pelo Center of Epidemiology, Bartels et al., 2014, disponivel em: https://cge.cbs.dtu.dk/services/spaTyper/

Adesinas: Classificados pelo Rast, Aziz et al., 2008, disponivel em: https://rast.nmpdr.org/
Biofilmes: Classificados pelo Rast, Aziz et al., 2008, disponivel em: https://rast.nmpdr.org/

Resisténcia antimicrobiana: Classificados pelo Center of Epidemiology, Zankari et al., 2017; Clausen et al., 2018; Bortolaia et al., 2020, disponivel em: https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
Toxina: Classificados pelo Center of Epidemiology, Joensen et al., 2014; Malberg Tetzschner et al., 2020; Clausen et al., 2018, disponivel em: https://cge.cbs.dtu.dk/services/VirulenceFinder/



APENDICE B - Material Suplementar 2: Identificac&o e caracterizacio dos genes anotados, quanto ao produto a ser sintetizado,
mecanismo de acao e funcao

1B - Genes de Adesinas

Ligand and binding

Gene  Identity/Protein group Accession no. mechanism Function References
Fibrinogen. Fibrinogen | Adhesion to soluble
y-chain carboxyl or immobilized
terminus (dock, lock fibrinogen, immune | Chen et al.
and latch, DLL), and evasion by binding | 2005; Ganesh
and binding site on y- | soluble fibrinogen, | et al., 2008;
globular domain of the | platelet aggregation | Foster et al.,
cIfA Clump factor A AB245457.1 D region mediator 2014
Fibrinogen a-chain Adhesion to
repeat 5, keratin 10 and | desquamated
loricrin (dock, lock and | epithelial cells, and | Foster et al.,
clfB Clump factor B AJ224764.1 latch, DLL) to fibrinogen 2014
Zong et al.,
Collagen. 1gG-folded 2005; Chen et
subdomains N1 and Mediates bacterial | al. 2005;
N2; ability to bind to adherence to Valotteau et al.,
cna Collagen adhesion M81736.1 multiple ligands collagen substrate 2017
Multifunctional
protein which
promotes bacterial
attachment to
fibrinogen, elastin
fibrinogen, elastin and | and fibronectin; Mccourt et al.,
fibronectin; distinct Promotes also the 2014;Pietrocola
domains como N- accumulation phase |etal., 2016;
terminais (N1, N2 e and the primary Burke et al.,
Fibronectin-binding protein N3), and C-terminal attachment phase of | 2011; Roche et
fnbA A DQ498894.1 LPETG motif biofilm formation. | al., 2004;



fnbB

ebpS

spa

sdrC

sdrD

Fibronectin-binding protein

B

Ser-Asp rich fibrinogen-
binding protein C

Ser-Asp rich fibrinogen-
binding protein D

Ser-Asp rich fibrinogen-
binding protein E

Elastin binding protein

X62992.1

AJ005645.1

AJ005646.1

MN166599.1

AF400161.1

fibrinogen, elastin and
fibronectin; distinct
domains como N-
terminais (N1, N2 e
N3), and C-terminal
LPETG motif

B-neurexina 1, N-
terminal da proteina de
mamifero e dominio
N2N3 do MSCRAMM

Elastin, N-terminal 30-
kDa region of elastin

Multifunctional
protein which
promotes bacterial
attachment to
fibrinogen, elastin
and fibronectin;
Promotes also the
accumulation phase
and the primary
attachment phase of
biofilm formation
and protects against
the antimicrobial
activity of histones.
Intercellular
adhesion, aids in
adhesion to
hydrophobic
surfaces and biofilm
formation. Binds to
bone sialoprotein
and fibrinogen.
Binds to bone
sialoprotein and
fibrinogen.

Binds to bone
sialoprotein and
fibrinogen.
Adhesion to
extracellular matrix.

promotes bacterial
colonization

Pietrocola et
al., 2018;
Pietrocola et
al., 2016;
Mccourt et al.,
2014; Burke et
al., 2011;
Roche et al.,
2004;

BARBU et al.
2010; Feuillie
et al. 2017,

Chen et al.
2005

Foster et al.,
2014; Chen et
al. 2005

Downer et al.,
2002
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sdrE

coa

eap

emp

Staphylococcal protein A JQ066313.1

Staphylocoagulase/Canonical
coagulase (exoenzyme) AB436982.1

Extracellular adherence
protein Eap/Map LC388386.1

Extracellular matrix protein-
binding protein WP_000728056.1

Bind to the Fc domain
of IgG and inhibit
opsonophagocytosis.

Prothrombin, N-
terminal peptide into
the activation pocket
of prethrombin 2,
changing it
allosterically to
theactive form

The binding domain is
located in the C-
terminal part of the
protein.

Propitiates S. aureus
binding to von
Willebrand factor,
immune evasion and
disrupting
opsonization and
phagocytosis
Plasma coagulation
by converting
fibrinogen into
fibrin.
Consequently, the S.
aureus-platelet
interaction is
facilitated by
fibrinogen,
fibronectin,
thrombospondin and
MSCRAMMs.

High affinity for
extracellular-matrix
proteins: fibronectin,
fibrinogen,
vitronectin, bone
sialoprotein and
thrombospondin,
promoting bacterial
attachment.

Chen et al.
2005

Watanabe et. al
2005; Maddur
etal., 2020

Chen et al.
2005

Geraci et al.,
2017
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efb

vWbp
atl

aap
pls

sasG
sasH

sasA

sasC
sasD

sasF

Fibrinogen binding protein

Secreted von Willebrand
factor-binding protein

Bifunctional autolysin

Accumulation associated
protein

Surface protein

Surface protein G
Surface protein H

Surface protein A

Surface protein C
Surface protein D

Surface protein F

AJ306909.1

AY032850.1
AF537210.1

KJ920749.1
AF115379.2

LC388387.1
NZ_KK001067.1:31130-33448

CP012119.2:¢1970077-1963262

FM202067.1

NC_002953.3:125189-125914

NZ_JAHKBS010000001.1:c499523-
497616

N-terminal region of

Efb promotes platelet
binding of fibrinogen,
and binds to platelets

proceeds via P-
selectina e
multimerina-1

Binds specifically to

the N-terminal segment

of the Fg B-chain

inhibits platelet
activation and
impairs to wound
healing

Promotes plasma
coagulation, and
activates a direct,
ultra-strong
interaction between
CIfA and VWF

Adhesion to
desquamated
epithelial cells,
Biofilm formation

Promotes primary
attachment and
accumulation phases
of biofilm formation
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Posner et al.,
2016

Tomer et al.,
2016. Pickering
etal.; 2021;
Viljoen et al.,
2021

Geoghegan et
al., 2010



sasK  Surface protein K CP038460.1:c2631095-2630460

2B - Genes de Biofilme

Ligand and binding

Gene Identity/Protein group Accession no. mechanism Function References
synthesize a elaboration of
polysaccharide, poly-n- | biofilm, cell-cell
succinyl-B-1,6 adhesion and
glucosamine (PNSG) ECM

icaA  Biofilm operon protein A | JF930147.1 during infection. components.
synthesize a elaboration of
polysaccharide, poly-n- | biofilm, cell-cell
succinyl-B-1,6 adhesion and
glucosamine (PNSG) ECM

icaB  Biofilm operon protein B | JF930147.1 during infection. components.
synthesize a elaboration of
polysaccharide, poly-n- | biofilm, cell-cell
succinyl-p-1,6 adhesion and
glucosamine (PNSG) ECM

icaC  Biofilm operon protein C | JF930147.1 during infection. components.
synthesize a elaboration of
polysaccharide, poly-n- | biofilm, cell-cell
succinyl-p-1,6 adhesion and
glucosamine (PNSG) ECM

icaD Biofilm operon protein D | JF930147.1 during infection. components.

Biofilm negative
icaR  transcriptional regulator | JF930147.1

regulation of biofilm AP021848.1:¢746180-
rbf formation 744075



Transcriptional regulator
involved in teicoplanin

tcaR  susceptibility AM237209.1
Transcriptional regulator
involved in biofilm

sarA  formation process U46541.1
RNA polymerase sigma

sigB  factor B Y07645.1
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3B - Genes de Resisténcia

Gene

Alternative name

Identity/Protein group

Accession no.

Resistance mechanisms

Function/Resistance Profile

References

Resistance to

Aminoglycosides

aadD ant(4')-la Adenyltransferase M19465 Plasmid pUB110. The plasmid is integrated Produce cytoplasmic aminoglycoside-modifying enzymes that |Foster, 2017
within the SCCmecl| cassette that occurs in modify the drug, preventing binding to the ribosome and
some MRSA strains. causing neomycin resistance
aac (6")- aac(6")-bifunctional, Aminoglycoside M13771 N-terminal AAC(6") domain and a C-terminal | Inactivate a wide range of aminoglycosides such as Azucena et al.,
aph(2") aac(6")-le, aacA-aphD, acetyltransferase(6')- APH(2") domain, it inactivates aminoglycoside |gentamicin, tobramycin, kanamycin, netilmycin and amikacin |1997; Rouch et al.,
aac(6")-le-aph(2")-la le/aminoglycoside antibiotics through phosphorylation and/or 1987; Daigle et al.,
phosphotransferase(2 ")- acetylation 1999; Frase et al.,
la 2012;
aadE ant(6)-la, ant6é 6’ adenyltransferase AF330699 It mediates inactivation of aminoglycosides by |Confer resistance to streptomycin Werner et al., 2001;
[AAD(6")] catalyzing the transfer of an AMP group from Ramirez and
the donor substrate ATP to and hydroxyl group Tolmasky, 2010
in the aminoglycoside molecule
ant(9)-la aad(9), spc ANT (9)-la - X02588 It mediates inactivation of aminoglycosides by |Confer resistance to spectinomycin Werner et al., 2001;
Spectinomycin catalyzing the transfer of an AMP group from Murphy, 19853;
adenyltransferase the donor substrate ATP to and hydroxyl group Ramirez and
in the aminoglycoside molecule Tolmasky, 2010
aph(3")-111 APH(3")-III - 3’ M26832 APHs catalyze the transfer of a phosphate group|Produce resistance to kanamycin, neomycin, lividomycin, Werner et al., 2001;
phosphotransferase to the aminoglycoside molecule paromomycin, butirosin, and ribostamycin. Wright and
Thompson, 1999;
Vakulenko and
Mobashery, 2003;
str Aminoglycoside 6- FN435330 Confer resistance to streptomycin Projanet al., 1988;
adenylyltransferase Ramirez and
Tolmasky, 2010
Resistance to Beta-lactam
mecA MecA NC 007168 The mecA gene encodes a PBP 2a (low-affinity |Confer resistance to broad-spectrum p-lactam Poole, 2004
PBP), which results in methicillin resistance
mecAl Y13094 Encodes penicillin binding protein D (PbpD) Confer resistance to methicillin and other f3-lactam antibiotics |Miragaia, 2018
blaz BlaZ- Staphylococcal B1NZ JVWMO01000127 [Enzymes that inactivate the antibiotic by Confer resistance to B-lactams such as penicillin, ampicilin, | Zygmunt et al.,
lactamase (A, B, C, and breaking the amide bond of the beta-lactam ring |nitrocefin, cefazolin, and cephapirin. 1992; Poole, 2004
D)
bla TEM-116 AY425988 B-lactamases-codifying genes
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Chloramphenicol resistance

cat(pC233) Chloramphenicol AY355285 It inactivates chloramphenicol and thiamphenicol Gleckman et al.,
acetyltransferase 1981; Schwarz et
al., 2004
Trimethoprim resistance
dfrG Dihydrofolate reductase |AB205645 Resistance is due to cell wall permeability confer resistance to trimetoprim Gleckman et al.,
factors that exclude drug binding to 1981; Nurjadi et al.,
dihydrofolate reductase or the presence of a 2015
dihydrofolate reductase that is less susceptible to
trimethoprim inhibition.
Resistance to macrolides and lincosamides
erm (A) Erm(A) - Erythromycin |X03216 It is mediated by a change in the ribosome, the |It prevents drug binding and confers cross-resistance to Murphy, 1985b;
ribosome methylation N6-dimethylation of an adenine residue in the macrolides, lincosamides, and streptogramin B Saleemet I., 1980;
23S rRNA. This dimethylation leads to a Eady et al., 1993;
conformational change in the ribosome and is Suitcliffe et al., 1996;
triggered by the encoding of a 23S rRNA Weisblum, 1985;
methylase. Martineau et al.,
2000
erm (B) Erm(B) - Erythromycin |U86375 It is mediated by a change in the ribosome, the |It prevents drug binding and confers cross-resistance to Saleemet I., 1980;
ribosome methylation N6-dimethylation of an adenine residue in the macrolides, lincosamides, and streptogramin B Eady et al., 1993;
23S rRNA. This dimethylation leads to a Weisblum, 1985;
conformational change in the ribosome and is Sutcliffe et al., 1996;
triggered by the encoding of a 23S rRNA Martineau et al.,
methylase. 2000
erm (C) Erm(C) - Erythromycin |M13761 It is mediated by a change in the ribosome, the |Prevent drug binding and confer cross-resistance to Murphy, 1985;
ribosome methylation N6-dimethylation of an adenine residue in the macrolides, lincosamides, and streptogramin B Saleemet I., 1980;
23S rRNA. This dimethylation leads to a Weisblum, 1985;
conformational change in the ribosome and is Eady et al., 1993;
triggered by the encoding of a 23S rRNA Suitcliffe et al., 1996;
methylase. Martineau et al.,
2000
Inu (A) linA Lnu(A) - Lincosamide (M14039 Transferases Inactivate lincosamides FeRler et al., 2018
nucleotidyltransferase
Inu (B) linB Lnu(B) - Lincosamide [JQ861959 Transferases Inactivate lincosamides FeRler et al., 2018
nucleotidyltransferase
Isa (E) Lsa(E) JX560992 ABC-F Protein Ribossomal Protection Lincomycin, Streptogramin A, Pleuromutilin FeRler et al., 2018
vga (A)V Vaga(A)v AF186237 ABC-F Protein Ribossomal Protection Confers resistance to A compounds of virginiamycin- like Alligment et al.,
antibodies (streptogramin A, pristinamycin 11, virginiamycin 1992; Reynolds et
M), and to synergistic mixtures of the A and B compounds of |al., 2003
these antibiotics. Pleuromutilin, Lincosamide
sal (A) Sal(A) KC693025 ABC-F Protein Ribossomal Protection Confer resistance to lincosamides, streptogramin A Hot et al., 2014;
compounds, and pleuromutilins Wendlandt et al.,
2015
mph (C) Mph(C) - macrolide AF167161 Phosphorylases Confer to Macrolides
phosphotransferases
msr (A) Msr(A) - macrolide X52085 Encode an ATP-dependent efflux pump Confer Erythrmycin and Streptogramin B Ross et al., 1995;

streptogramin resistance

Reynolds et al.,
2003
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Resistance to fosfomycin

fosB4 FosB4 KR870311 The enzyme inactivates the drug, the result ofa |Promote resistance to fosfomycin Baylan, 2010;
catalytic conjugation through chemical Roberts et al., 2013;
modification with L-cysteine/bacilitiol Fuetal, 2016

fosB6 FosB6 KR870314 The enzyme inactivates the drug, the result of a |Promote resistance to fosfomycin Baylan, 2010;
catalytic conjugation through chemical Roberts et al., 2013;
modification with L-cysteine/bacilitiol Fuetal, 2017

Resistance to fusidic acid

fusB FusB JE777505 The protein prevents fusidic acid from interacting| Determinant of resistance to fusidic acid Neill and Chopra,
with EF-G, thus protecting the translation 2006; Lannergard
apparatus from inhibition by the antibiotic and Norstro, 2009

fusC FusC KF527883 Presumed to perform a similar function to the | Determinant of resistance to fusidic acid Neill and Chopra,
FusB protein, protecting the drug target 2006; Lannergard

and Norstro, 2010

Resistance to tetracyclines

tet (K) Tet(K) U38656 Tetracycline-specific efflux pumps expel Confer resistance to tetracycline, minocycline, and Guillaume et al.,
tetracycline antibiotics from inside cells at the  |doxycycline 2004; Grossman,
expense of a proton 2016

tet (M) Tet(M) FN433596 Tetracycline's ribosomal protection proteins are |Confer resistance to tetracycline, minocycline, and Dénhofer et al.,
believed to dissociate tetracycline from its doxycycline 2012; Grossman,
binding site 2016

Mupirocin resistance

mup (A) GU237136 May occur with production of a modified High- level resistance to mupirocin Hodgson et al.,
isoleucy-tRNA synthetase 1994; Poovelikunnel

etal, 2015

Resistance to antiseptics and disinfectants

gacA AB566410 Probably acts on the energy-dependent efflux of |Confer resistance to a range of structurally disparate organic |Littlejohn et al.,
EdtBr from the cell cations, including monovalent cations such as ethidium, 1991; Mayer et al.,

benzalkonium and cetrimide, and divalent cations like 2001
chlorhexidine and pentamidine
gacD QacD transport proteins (M37888 Probably acts on the energy-dependent efflux of |Confer resistance to quaternary ammonium compounds and | Littlejohn et al.,

EdtBr from the cell

to ethidium bromide

1991; Poovelikunnel
etal., 2015




Gene
aur

splA
splB

splE
ACME
sak

sch

lukD
lukE

Identity/Protein group
Aureolysin

SplA - Serine protease-like proteins
SpIB - Serine protease-like proteins

SplE - Serine protease-like proteins
Arginine catabolic mobile element

SaK - Fibrinolytic enzyme staphylokinase
Staphylococcal complement inhibitor

Leukocidin D component
Leukocidin E component

4B - Genes de Toxinas

Accession no.
AP014942.1

AP014942.1
AP014942.1

AP014942.1

KF175393.1

BA000017.4
LC032460.1
AP014942.1
AP014942.1

Ligand and binding mechanism  Function

Aureolysin can cleave plasma
proteinase inhibitors, o1-
antichymotrypsin and al-
proteinase inhibitors and, may
activate prothrombin in human
plasma, affects T and B
lymphocyte stimulation by
polyclonal activators, exhibits
inhibitory activity against
immunoglobulin production by
lymphocytes, and actives the
precursor of glutamyl
endopeptidase

Inhibits all three complement
activation pathways

Encodes an arginine deiminase
pathway and an oligopeptide

permease system the host

beta-barrel pore-forming toxin
beta-barrel pore-forming toxin

It blocks the
opsonophagocytosis of the
bacteria by neutrophils

Promotes significant
growth, and virulence in
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References

Drapeau, 1978;
Wegrzynowicz
etal., 1980;
Potempa et al.,
1991;
Prokesova et
al., 1991

Dasari et al.,
2022; Reed et
al., 2001

Diep et al.,
2006; Wu et al.,
2020


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AP014942.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AP014942.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AP014942.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AP014942.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF175393.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/BA000017.4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LC032460.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AP014942.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AP014942.1

lukF-PV

lukS-PV

hlgA

higB
higC
edinB

sea
seb
sec
sec3
sed
seg
seh
sei

LukF

LukS

HLgA - Gamma hemolysin chain Il
precursor
HlgB - Gamma hemolysin component B

HLgC - Gamma hemolysin component C
Epidermal cell differentiation inhibitor B

SEA - Enterotoxin A
SEB - Enterotoxin B
Enterotoxin C
Enterotoxin C3
Enterotoxin D
Enterotoxin G
Enterotoxin H
Enterotoxin |

CP012119.1

CP012119.1

AP014942.1

AP014942.1
AP014942.1

KC609427.1

CP010526.1
CP007539.1

AB860417.1

M28364.1
KF007920.1
CP001844.2

BA000018.3

Together with Luks-PV, they form | Promotes the lysis of
the leucocidin Panton-Valentine - | human neutrophils
PVL, which causes the formation

of pores in the white blood cell

membrane leading to the efflux of

vital molecules and metabolites

and, consequently, cell lysis.

Together with LukF-PV, they form
the leucocidin Panton-Valentine -
PVL, which causes the formation
of pores in the white blood cell
membrane leading to the efflux of
vital molecules and metabolites
and, consequently, cell lysis.

Promotes the lysis of
human neutrophils

causes cell lysis

causes cell lysis
causes cell lysis

It compromises the integrity of the | It suppress complement-

endothelium barrier and inhibits the  mediated phagocytosis,

small host protein RhoA playing important role in
colonization and bacterial
invasion
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Kaneko and
Kamio, 2004;
Otto, 2014

Kaneko and
Kamio, 2004;
Otto, 2015

Boyer et al.,
2006; Ahmad-
Mansour et al.,
2021


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP012119.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP012119.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AP014942.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AP014942.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AP014942.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KC609427.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP010526.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP007539.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB860417.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/M28364.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF007920.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001844.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/BA000018.3

sej Enterotoxin J GQ900405.1
sel Enterotoxin L AF217235.1
sek Enterotoxin K CP000255.1
sem Enterotoxin M BA000018.3
sen Enterotoxin N BA000018.3
Seo Enterotoxin O BA000018.3
sep Enterotoxin P

seq Enterotoxin Q CP000255.1
seu Enterotoxin U HE681097.1
ser Enterotoxin R AB075606.1
tst Toxic shock syndrome toxin 1
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APENDICE C - Material Suplementar 3: Valores absolutos e relativos dos genes anotados de ades&o, formac&o de biofilme,
resisténcia a antimicrobianos e toxinas

Disease stage/ |Number of isolates [Adhesins Biofilm formation

Isolation source [% cfA | cifB | cna | fabA | fbB | ebpS | spa | sdrC | sdD | sdfE | coa | eap | emp | efb | vWbp | atl aap | pls | sasG | sasH | sasA | sasC | sasD | sasF | sasK | icaA | icaB | icaC | icaD | icaR | rbf | tcaR | sarA | sigB

Clnical masts 2 2 2 8 2 2 2 2 2 13 2 26 % 2 23 2 26 2 2 16 26 2 2 2 2 18 2 2 2 2 2 2 2 2 2
% I | l 66,67 8148 8148 8148 8148 8148 8519 8519 8519

Subelinical

mastitis %

Bulk milk/Raw

% BEE T i s

" -----------------
0

Sinteain |- 49 8571 -------=-E--E--E----E----E--
0

o - g S I I I I I S -3-3---1--------
0

Antimicrobial Resistance |
aadD |aac(6')-aph(2")|ant(6)-laaadE} |ant| Ia|aph -111|blaTEM-116 | blaZ |cat (pC233)| dfrG [erm(A)| erm(B) | erm(C) | fosB4 | fosB6 | fusB | fusC |Inu (A)Xlin(A)}| Inu(B) | Isa (E) [ mecA | mecAl [ mph(.C)| msr(A) | mup(A) | sal (A) | str | tet(K) | tet(M) [vga(A)V| gacD
0 0 0 1 0 1 7 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0

2593
oo o o o 0o o o o o 3 o o o o o o o o o o o o o 14 2 1 2 0

oo o o o 0o 4 0o o o o o o o o o 14 o o o o o o o o 2 1 o 0 0

13 14 15

24,53 2642| 2830




89

Continuagéo ...

Toxin: Exoenzyme genes Toxin: Hostimm genes Toxin: Toxin genes
ar | splA | spB | splE | ACME| sk | sen | edinB | higA | higB | higC | WKD | WKE |WKF-PV|WKS-PV| sea | seb | sec | sec3 | sed | seg [ seh | sei | s sel | sek | sem | sen | seo | sep | seq | seu | ser st
B B A 12 0 1 1 0 2 2 2% AU XU 0 0 1 0 3 0 1 10 1 10 1 3 0 10 10 10 0 0 10 1 3

88,68 60,38

i 2 13
55,10 6939 55,10 5714 4490 %53 2653 2653

® 0 NS 6| 6

4545 30,91 41211 4121 6364

Legenda Percent Frequenc
> 90% High
80-90%  Moderate
20-80%  Average

10-20%  Low
< 10% Very baixa
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APENDICE D - Material Suplementar 4: Mapas de calor da correlac&o, pelo teste Sperman, da presenca dos genes de ades&o, biofilme,
toxina e resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus aureus em cepas isoladas de bovinos (mastite clinica, mastite subclinica e leite

cru) e de humanos (abscesso, infecgcao de pele e pus)
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2D — Mastite subclinica
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Raw milk strains
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Abcess strains
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Skin infection strains
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Pus strains
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