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RESUMO

ROCHA, Lis Souza, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, dezembro de 2021. Estudo da
variabilidade e organização de genes que codificam proteínas de superfície de cepas de
Staphylococcus  aureus  associadas  à  mastite  bovina. Orientadora:  Andréa  de  Oliveira
Barros Ribon. Coorientador: Tiago Antônio de Oliveira Mendes. 

Staphylococcus aureus é um importante patógeno causador de mastite bovina em rebanhos de

gado  leiteiro.  A  doença,  que  acomete  os  quartos  mamários  de  vacas  leiteiras,  é  de  alta

prevalência, difícil tratamento, e pode evoluir para quadros mais graves afetando o bem-estar

animal,  e reduzindo a rentabilidade dos produtores. A doença pode se manifestar de forma

clínica, com sinais inflamatórios sistêmicos visíveis, ou de forma subclínica, sem sintomas

aparentes  exceto  pelo  aumento  da  alta  contagem de  células  somáticas  no  leite.  Diversos

estudos têm tentado entender os mecanismos moleculares associados pelos quais cepas de S.

aureus, promovem invasão, evasão e modulação do sistema imune de seus hospedeiros. Neste

trabalho, foi realizada a comparação de proteínas de superfície e secretadas de cepas de  S.

aureus visando identificar fatores bacterianos associados à mastite clínica ou subclínica. No

Capítulo  1,  análises  in  silico realizadas  com  as  cepas  bovinas  302,  170,  1269,  1364,

(subclínicas), RF122 e N305 (clínicas) mostraram a alta similaridade em relação ao conteúdo

de genes de virulência e reguladores. No entanto, vários polimorfismos de nucleotídeo único

(SNPs) não sinônimos foram identificados, especialmente em genes que codificam proteínas

envolvidas na evasão imune do hospedeiro e proteínas de superfície. Uma lipoproteína foi

identificada  como  exclusiva  de  bactérias  pertencentes  ao  grupo  clínico.  No  Capítulo  2,

bactérias  coletadas  em cinco estados brasileiros  foram usadas para validar  os achados do

Capítulo 1. O gene da lipoproteína foi amplificado a partir do DNA total de 108 isolados com

um par de primers complementares apenas à sequência encontrada nas cepas clínicas N305 e

RF122.  Os  resultados  mostraram um  amplicon  do tamanho  esperado  em 34/38  (89,47%)

isolados de mastite  clínica,  e em apenas  3/34 (8,82%) isolados de mastite  subclínica.  No

Capítulo 3, foi estudada a organização do cluster lpl, região do genoma de S. aureus onde se

localiza  o gene que codifica a lipoproteína identificada no Capítulo 1, visando elucidar os

mecanismos com os  quais uma lipoproteína  de membrana pode interferir  na forma como

Staphylococcus aureus de manifesta como um patógeno bacteriano de  grande importância

internacional. Análises   in silico mostraram diferenças no C-terminal da lipoproteína, região

implicada na internalização bacteriana.  



Em resumo, este trabalho identificou que, a despeito da alta similaridade no conteúdo gênico

de cepas bovinas de S. aureus, existem diferenças em lipoproteínas que podem influenciar o

processo de infecção da glândula mamária. 

Palavras-chave:  Staphylococcus aureus. Mastite bovina. Fatores de virulência. Lipoproteína.

Cluster lpl.



ABSTRACT

ROCHA, Lis Souza, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, December, 2021. Study of the
variability and organization of genes encoding surface proteins of Staphylococcus aureus

strains associated with bovine mastitis. Adviser:  Andréa de Oliveira  Barros Ribon. Co-
adviser: Tiago Antônio de Oliveira Mendes. 

Staphylococcus aureus is an important pathogen causing bovine mastitis in dairy herds. The

disease, which affects the breast quarters of dairy cows, is highly prevalent, difficult to treat,

and  can  progress  to  more  serious  conditions,  affecting  animal  welfare,  and  reducing  the

profitability  of  producers.  The  disease  can  manifest  clinically,  with  visible  systemic

inflammatory signs, or subclinically, with no apparent symptoms except for an increase in the

high  somatic  cell  count  in  milk.  Several  studies  have  tried  to  understand  the  associated

molecular mechanisms by which S. aureus strains promote invasion, evasion and modulation

of the immune system of their  hosts.  In this  work,  a  comparison of surface and secreted

proteins of  S. aureus strains was performed in order to identify bacterial factors associated

with clinical or subclinical mastitis. In Chapter 1,  in silico analyzes performed with bovine

strains  302,  170,  1269,  1364,  (subclinical),  RF122  and  N305  (clinical)  showed  the  high

similarity in relation to the content of virulence and regulator genes. However, several non-

synonymous  single  nucleotide  polymorphisms  (SNPs)  have  been  identified,  especially  in

genes encoding proteins involved in host immune evasion and surface proteins. A lipoprotein

was identified as exclusive to bacteria belonging to the clinical group. In Chapter 2, bacteria

collected  from five  Brazilian  states  were used to  validate  the  findings  in  Chapter  1.  The

lipoprotein gene was amplified from the total DNA of 108 isolates with a pair of primers only

complementary to the sequence found in clinical strains N305 and RF122. The results showed

an amplicon of the expected size in 34/38 (89.47%) isolates from clinical mastitis, and in only

3/34 (8.82%) isolates  from subclinical  mastitis.  In  Chapter  3,  the  organization  of  the  lpl

cluster, a region of the  S. aureus genome where the lipoprotein identified in Chapter 1 is

located, was studied, aiming to elucidate the mechanisms with which a membrane lipoprotein

can interfere in the way in which Staphylococcus aureus manifests as a bacterial pathogen of

great international importance. In silico analyzes showed differences in the C-terminus of the

lipoprotein, a region involved in bacterial internalization. In summary, this work identified

that,  despite  the high similarity  in the gene content of  S. aureus bovine strains,  there are

differences in lipoproteins that can influence the process of infection of the mammary gland.



Keywords: Staphylococcus aureus. Bovine mastitis. Virulence factors. Lipoprotein. Lpl 

cluster.
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INTRODUÇÃO

A mastite bovina é um processo inflamatório que ocorre nos tetos mamários de vacas

leiteiras, considerada a doença mais comum e mais cara para a indústria de laticínios em todo

o mundo. No Brasil, a doença é altamente prevalente nos estados produtores de leite, difícil de

tratar com antibióticos e pode culminar em sacrifício do animal infectado. Os microrganismos

causadores  podem  ser  origem  ambiental,  como Escherichia  coli,  Klebsiella  spp,  e

Enterobacter, ou oportunistas,  como Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, que

se alojam nas glândulas mamárias de animais infectados e podem ser transmitidos durante a

ordenha para quartos mamários sadios.  Na maioria dos países, S. aureus é um dos principais

agentes etiológicos de infecções intramamárias. 

            A mastite pode se apresentar de forma clínica ou subclínica.  Na manifestação clínica,

existem  sinais  evidentes  de  inflamação,  tais  como  edema,  aumento  de  temperatura,

endurecimento e dor na glândula mamária, além do aparecimento de grumos e pus no leite

produzido.  Em formas mais graves, a mastite pode ocasionar gangrena dos quartos mamários

envolvidos,  com  comprometimento  sistêmico  do  bem-estar  do  animal.  Por  outro  lado,  a

manifestação subclínica não resulta em alterações visíveis no aspecto do leite ou do úbere,

sendo  assim  uma  infecção  silenciosa  que  resulta  em  mudanças  na  composição  do  leite,

detectáveis  pelo California  Mastitis  Test (CMT)  e/ou  contagem  de  células  somáticas.  A

ausência de sintomas faz com que a manifestação subclínica seja aproximadamente quarenta

vezes mais prevalente que a manifestação clínica. Além disso, a dificuldade de tratamento

com antibióticos favorece a persistência da bactéria no úbere da vaca, podendo resultar em

sacrifício do animal infectado. 

O desenvolvimento do processo inflamatório não depende somente da fisiologia do

animal, mas também de fatores produzidos pela bactéria. O conteúdo gênico de cepas de S.

aureus associadas à mastite bovina é bastante similar, o que dificulta o estabelecimento de

relações entre fatores de virulência e sintomalogia. Entretanto, sabe-se  que a produção de

biofilme e de proteínas como coagulase,  fatores de aglutinação A e B (ClfA e ClfB), proteína

de ligação de fibrinogênio (Fib), proteínas de ligação de fibronectina A (FnbA) e B (FnbB)

são essenciais para a adesão da bactéria ao epitélio mamário bovino, etapa primordial para a
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colonização  do  hospedeiro.  Como  resultado,  esses  fatores  ocasionam  persistência  e

disseminação da bactéria, resistência à opsonização por células do sistema imune, e acabam

por dificultar a eliminação do patógeno.  S. aureus também produz hemolisinas, proteínas que

formam poros na célula do hospedeiro, induzindo a sua lise e morte por necrose, e facilitando

a aquisição de ferro,  nutriente essencial  para o crescimento bacteriano.  Os superantígenos

produzidos por S. aureus induzem a superprodução de citocinas inflamatórias e assim formam

um ambiente favorável para a colonização bacteriana.

O genoma de S. aureus possui aproximadamente 2,8 Mpb, com 33% de conteúdo CG,

e  um  core  composto  por  75%  de  genes  constitutivos  conservados,  necessários  para  o

crescimento e sobrevivência da bactéria.  Existem clones predominantemente associados ao

hospedeiro bovino, como os complexos clonais (CCs) 151, CC97, CC479, CC398, CC133 e

CC126, sendo o CC126 predominante no Brasil. Acredita-se que eles difiram nos mecanismos

moleculares  de  patogenicidade,  visto  que cada um exibe  um conteúdo  único  e altamente

conservado de genes relacionados à evasão do sistema imune e de proteínas de superfície para

interação com células do hospedeiro. Em humanos, por exemplo, infecções causadas por  S.

aureus MRSA CC398 estão associadas a pacientes mais jovens, que permanecem internados

por menos tempo, com infecções menos graves (Hidron et al., 2009). Nos complexos clonais

relacionados  ao  hospedeiro  bovino,  genes  associados  ao  transporte  de  oligossacarídeos  e

dissacarídeos como lactose estão sob pressão positiva, certamente devido à maior necessidade

de  uso  dessas  moléculas  como  fonte  de  energia  para  o  metabolismo  bacteriano.

Contrariamente,  a ausência  de  certos  genes  nas  linhagens  de  S.  aureus associadas  ao

hospedeiro bovino, como  set,  ses,  cna, chp e  sak,  sugere que a função dos mesmos não é

relevante para a patogenicidade bacteriana no hospedeiro bovino. Assim, a compreensão da

associação entre os complexos clonais e suas respectivas características de patogenicidade é

de suma importância para a elaboração de estratégias  de tratamento e controle da mastite

bovina causada por S. aureus. 

Silva et al. (2016) sequenciaram os genomas de quatro isolados bovinos de S. aureus

associados à mastite subclínica, três dos quais pertencentes ao ST 126, muito prevalente em

rebanhos do sudeste do Brasil.  Rocha (2017), por meio de análises in silico, investigou a

presença de genes ortólogos que pudessem estar relacionados a isolados que causam mastite 
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clínica ou mastite subclínica. Uma proteína transportadora (cl3316) e uma proteína hipotética

(cl3900) foram identificadas  como possivelmente  exclusivas  das  cepas  subclínicas,  mas a

técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR) revelou a presença dos respectivos genes

em isolados de rebanhos leiteiros  relacionados aos dois tipos de manifestação de mastite.

Análises adicionais permitiram a identificação da lipoproteína cl3700 como possivelmente

exclusiva das cepas S. aureus RF122 e N305, cepas relacionadas à mastite clínica analisadas

no estudo, o que foi confirmado quando o DNA de alguns isolados de rebanho foi usado em

PCR.

No presente trabalho, buscou-se analisar proteínas secretadas e de superfície a fim de

identificar diferenças entre cepas de S. aureus associadas às mastites clínicas ou subclínicas.

Os  resultados  preliminares  encontrados  por  Rocha (2017)  foram validados  em um maior

número  de  isolados  bacterianos  coletados  em  rebanhos  de  diferentes  estados  brasileiros.

Estudou-se também a organização do gene que codifica uma lipoproteína da cepa S. aureus

302, que foi expressa em sistema heterólogo visando estudos futuros a fim de elucidar o seu

papel na patogênese bacteriana.
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REVISÃO DE LITERATURA

De acordo com a Organização das Nações Unidas para Agricultura  e Alimentação

(FAO),  a  produção  mundial  de  leite  em 2017 cresceu  3,3% em relação  ao  ano anterior,

batendo o recorde de 827,9 bilhões de litros. Ásia, Europa e América contribuem com 90,7%

do total mundial produzido, enquanto Estados Unidos, Índia e Brasil se destacam como os três

maiores  produtores  (Embrapa,  2019).  No  cenário  brasileiro,  a  produção  de  leite  vem

apresentando  um  aumento  ao  longo  dos  últimos  quatro  anos  e  tem  70%  da  produção

concentrada em cinco estados brasileiros (Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Paraná, Goiás,

Santa Catarina). Minas Gerais é tradicionalmente um polo leiteiro, abrigando em 2018 44%

dos 100 maiores produtores nacionais (Anuário do Leite, 2019). O estado foi responsável por

27,11% da produção brasileira,  quase  o dobro  do Rio  Grande do Sul,  segundo colocado

(IBGE, 2019).

Diversas mudanças metabólicas e fisiológicas acontecem nas vacas leiteiras ao longo

do período de transição entre o final da gestação e o início da lactação, que inclui preparação

para o parto e produção de leite. Tais mudanças ocasionam maior vulnerabilidade a doenças

como mastite, metrite, cetose e deslocamento do abomaso (Wisnieski et al., 2019). A mastite

é considerada a doença mais comum e mais cara para a indústria de laticínios em todo o

mundo (Getaneh et al., 2017;Aghamohammadi et al., 2018; Soest et al., 2018) e se caracteriza

por uma inflamação da glândula mamária causada pela entrada de patógenos no úbere bovino.

Ela tem sido um problema crescente não só pela perda da qualidade e quantidade de leite

produzido,  mas  também  pela  disseminação  do  uso  de  antibióticos  de  amplo  espectro

(Nonnemann et al., 2019).

Os custos associados à mastite incluem perdas na produção de leite, mão de obra, leite

descartado, produção de leite reduzida, cuidados veterinários, descarte, redução da qualidade

do  leite  e  do  produto,  diagnóstico,  tratamento,  abate  de  animais  afetados,  risco  de

contaminação com antibióticos e penalizações (Cha et al., 2011; Geary et al., 2012). O custo

para a indústria global de laticínios é de aproximadamente R$ 93-151 bilhões por ano com

base  em  uma  população  global  de  271  milhões  de  vacas  leiteiras

(http://www.dairy.ahdb.org.uk, acessado em julho de 2021). Em média, as perdas financeiras
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decorrentes da mastite bovina são estimadas em R$ 752 por vaca por ano, com descarte de 11-

18% da produção de leite (Aghamohammadi et al., 2018).

A mastite pode ser classificada como clínica ou subclínica, de acordo com a maneira

como a infecção se manifesta.  Enquanto na mastite  clínica  visualizam-se sintomas,  como

presença de grumos no leite e sinais de inflamação nos tetos mamários (calor, vermelhidão,

inchaço, dor, presença de pus), na mastite subclínica não existem alterações visíveis, e testes

adicionais são necessários para o diagnóstico como o  California Mastitis Test  (CMT). Esse

teste se baseia no uso de um surfactante aniônico que rompe a membrana celular das células

somáticas  presentes  no  leite,  extravasando  o  conteúdo  intracelular.  O  resultado  pode  ser

visualmente classificado numa escala de 0 (mistura permanecendo inalterada) a 3 (formação

de um gel semi-sólido pela reação do DNA bacteriano com o reagente surfactante), sendo 2 e

3 considerados resultados positivos. Entretanto, o teste apresenta algumas desvantagens, como

um elevado  limite  de  detecção,  que  é  acima  de  300.000 células/mL e  a  incapacidade  de

identificar a espécie bacteriana causadora da mastite  (Aasharaj  et al., 2017). Devido ao seu

desenvolvimento silencioso, manifestações subclínicas frequentemente evoluem ao estágio de

infecções crônicas e difíceis de tratar.

Staphylococcus aureus é um dos principais agentes causadores da mastite subclínica

que está mundialmente distribuído nos rebanhos leiteiros. Embora esse patógeno possa causar

a mastite bovina clínica,  com prevalência de 0,73% a 2,6% no Brasil,  a prevalência pode

chegar a 48,64% na manifestação subclínica (Acosta et al., 2016; Busanello et al., 2017). A

mastite clínica promove uma inflamação da glândula mamária originando os sintomas típicos

da doença e que não são visíveis durante a mastite subclínica. Embora fatores do hospedeiro

possam influenciar  a  sintomatologia,  é  possível  que  diferenças  no  conjunto  de  proteínas

bacterianas expressas impactem a resposta imune, contribuindo também para a manifestação

apresentada pelo animal. 

 Isolados  geneticamente  distintos  de  S.  aureus  são  normalmente  encontrados  em

circulação  nos  rebanhos  leiteiros (Smith  et  al., 2005;  Santos  et  al., 2020).  A  estrutura

populacional pode ser estudada por diferentes metodologias, sendo a tipagem de sequência

multilocus (MLST) um método amplamente empregado que se baseia na análise da sequência

parcial de sete genes de função constitutiva (Enright et al., 2000). Como esses genes evoluem
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lentamente,  o  nível  de  discriminação  é  suficiente  para  estudos  de  epidemiologia  global,

biologia evolutiva e populacional de  S. aureus. As sequências dos genes são analisadas e a

cada perfil (ou combinação única de alelos) é atribuída um Sequence Type (ST). Os STs que

compartilham alelos em ≥5 loci são considerados pertencentes ao mesmo complexo clonal

(CC). 

S. aureus isolados de ruminantes  com mastite  são majoritariamente  associados aos

CC97, CC133, CC130, CC126 e CC705  (Peton e Le Loir, 2014). A distribuição de genes

associados à virulência e resistência antimicrobiana é altamente associada aos diferentes CCs.

Enquanto  isolados  pertencentes  ao  CC151,  CC479  e  CC133  apresentam  mais  genes  de

virulência do que os demais, CC398 destaca-se pela alta associação a genes de resistência

antimicrobiana  (Hoekstra  et al., 2020). O CC97 está disseminado em rebanhos leiteiros de

todo o mundo (Smith et al., 2005; Spoor et al., 2013). Entretanto, nos últimos anos, isolados

do CC97 têm sido cada vez mais identificados em infecções em humanos e porcos (Akkou et

al., 2018; Schmidt et al., 2017), o que  evidencia que bovinos são um reservatório potencial

para o surgimento de novos  complexos clonais exclusivos do hospedeiro humano (Spoor et

al., 2013). No Brasil, predominam isolados de S. aureus pertencentes aos ST 126 (CC126) e

ST1 (CC1) (Bonsaglia et al.,  2018; Silva et al., 2016). Acredita-se que S. aureus de origem

bovina tenha se adaptado ao hospedeiro por meio da aquisição,  perda e diversificação de

genes,  o que fez com que a bactéria  fosse capaz de colonizar  e sobreviver em um nicho

anatomicamente e fisiologicamente distintos (Fitzgerald, 2012; Richardson et al., 2018). Isso

pode  ser  ilustrado  pela  maior  capacidade  de  isolados  bovinos  em utilizarem a  lactose,  a

principal fonte de carboidratos do leite bovino, comparado a S. aureus que infecta humanos

ou pássaros (Richardson et al., 2018). 

Nos últimos anos, tem-se observado um aumento crescente do número de genomas

completos de S. aureus sendo depositados em bases de dados, devido à ampla disponibilidade

de serviços de sequenciamento de alto rendimento e baixo custo. A primeira cepa de S. aureus

de origem bovina a ter seu genoma sequenciado foi RF122, responsável por causar mastite

clínica severa  (Herron-Olson  et al., 2007). Diferenças foram encontradas ao se comparar a

genomas de cepas humanas, revelando uma adaptação do patógeno ao hospedeiro bovino pela

alta variação de nucleotídeos em genes codificantes de fatores de virulência e proteínas de
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superfície  envolvidas  nos  processos  de  colonização  do  hospedeiro,  produção  de  toxinas,

metabolismo de ferro, resistência a antibióticos, e regulação gênica. Também foi observado

que fatores de virulência muito bem definidos em  S. aureus, como ClfA, Spa, SdrC, Ebh,

FmhA, e SdrC ocorrem na forma de pseudogenes devido à presença de códons de terminação

prematuros. Embora  RF122  tenha  se  mostrado  resistente  à  maior  parte  dos  antibióticos

testados, foi verificado um menor número de genes relacionados a resistência antimicrobiana,

quando comparado aos demais genomas já sequenciados de S. aureus. O trabalho de Herron-

Olson e colaboradores (2007) foi o primeiro a identificar as ilhas de patogenicidade SaPIbov1

e SaPIbov3, ausentes  em cepas que causam infecções em humanos, e que codificam variantes

dos  genes  codificantes  de  TSST-1  (toxina  associada  à  síndrome  do  choque  tóxico),

enterotoxina estafilocócica C associada a bovinos, além da variante especializada da proteína

Bap,  que  está   relacionada  à  produção  de  biofilme  dentro  dos  tetos  mamários  de  vacas,

favorecendo o processo infeccioso da mastite bovina (Ilczyszyn et al., 2018). 

Ben Zakour et al., (2008) também relataram a especialização ao hospedeiro bovino na

cepa  S. aureus RF122, ratificando os estudos de Herron-Olson  et al., (2007). A análise de

distribuição de conteúdo gênico mostrou que aproximadamente 2000 genes eram comuns em

todas  as  cepas  de  diversos  hospedeiros,  mas  que  RF122  possui  228  dos  569  genes

considerados  variáveis,  e  253 dos  406 genes  detectados  unicamente  em cepas  de  origem

bovina. Os estudos também mostraram que complexos clonais de  S. aureus associados ao

hospedeiro bovino (CC151, CC97, CC126, CC115, CC8, CC5) são bastante heterogêneos em

termos de conteúdo gênico, resultando em um perfil genotípico bastante singular, de 55-88%

de similaridade com outros perfis de PFGE provenientes de outros hospedeiros (Ben Zakour

et  al., 2008).  Muitas  dessas  diferenças  que  marcam  a  especialização  para  bovinos  são

codificadas  pelo  genoma  principal,  e  incluem  variações  em  genes  que  codificam  para

proteínas exportadas, possivelmente relacionadas nas interações entre patógeno e hospedeiro.

Também foram descobertos loci específicos para a patogênese de bovinos, em que há alta

variabilidade de genes  relacionados à virulência,  resistência a antimicrobianos,  replicação,

reparo e funções de fagos 

Análises comparativas entre os genomas de S. aureus RF122, de outros 51 isolados de

S. aureus de origem bovina pertencentes aos CC151, CC1, CC45, CC97, CC8 e CC97 e  de
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nove isolados de S. aureus associados a infecções humanas dos CC1, CC22, CCCC30, CC45,

CC5 e CC8 relevaram 16 sequências codificadoras exclusivas de RF122, entre elas as ORFs

de  proteína  hipotéticas,  possível sintase de ácido 5- aminolevulínico,  proteína de múltipla

resistência a drogas,  regulador  de transcrição,  metilase de modificação de DNA, as quais

foram apontadas como potenciais  marcadores moleculares para distinção entre isolados de

infecções humanas e bovinas (Kozytska et al., 2010). Foram observados apenas quatro genes

dentro da ilha de patogenicidade SAPIbov3 (sab1890, sab1891, sab1892 e sab1893) presentes

na maioria  dos isolados de origem bovina e ausentes nos isolados de origem humana. Os

autores enfatizaram que os STs ST151, ST771 e ST97 foram majoritariamente associados a

infecções em bovinos, embora o ST97 também pudesse ser reportado em humanos, porém

com uma frequência reduzida. 

Dada a importância do patógeno na mastite bovina, inúmeros estudos foram realizados

visando  caracterizar  isolados  de  S.  aureus  coletados  em rebanhos  leiteiros  mundiais.  Os

estudos iniciais tinham por objetivo entender a estrutura populacional e revelaram a existência

de diferentes isolados em um mesmo rebanho (Smith et al., 2005). Num segundo momento,

passou-se a investigar a presença de fatores de virulência reconhecidos como importantes para

a patogênese de  S. aureus  isolados de humanos e buscar  associações  entre os genes e/ou

complexos  clonais  e  os  tipos  de  manifestações  apresentadas  pelos  animais.  Os  genes

codificantes de enterotoxinas seh e sek tendem a ser mais frequentes em isolados que causam

mastite subclínica, enquanto  sed e  sej estão principalmente associados à mastite persistente

(Haveri et al., 2007). Estudos comparativos envolvendo genes de virulência de isolados de S.

aureus de casos clínicos e subclínicos de mastite bovina no nordeste do Brasil mostraram que

todos  os  isolados  clínicos  apresentavam  os  genes  hla e  lukE-D,  embora  estes  também

estivessem presentes  em alguns isolados  subclínicos  (Almeida  et  al., 2013).  Esse  mesmo

estudo também identificou o gene  sec (Enterotoxina C) em 44.1% dos isolados de mastite

subclínica do tipo ST-750 e ST-1728. 

O  gene  seg,  que  codifica  uma  enterotoxina,  foi  associado  a  uma  diminuição  da

probabilidade de bactérias  causarem infecções  intramamárias  durante a lactação em vacas

leiteiras  (Veh et al., 2015). A comparação entre S. aureus Newbould 305 (N305), uma cepa

que pode induzir recorrentemente mastite leve e crônica em um ambiente experimental (Peton
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et al., 2014), e S. aureus RF122, cepa virulenta representativa isolada de vacas com mastite

severa (Herron-Olson et al., 2007), revelou diferenças que podem estar associadas à gravidade

da doença (Peton et al., 2014). Mais especificamente, N305 apresentou menor diversidade de

genes de toxinas,  mas secretou maiores  quantidades  dessas toxinas,  e  foi associado a um

maior potencial de citotoxicidade,  maior capacidade de adesão e internalização em células

epiteliais mamárias bovinas (Peton el al., 2014). No entanto, ainda há muito a descobrir em

termos da patogênese de  S. aureus,  o que está  dificulta  estratégias  eficazes  de combate à

mastite bovina (Rainard et al., 2018).

Vesículas extracelulares são produzidas por S. aureus e usadas como rotas de secreção

de proteínas, entre elas fatores de virulência. A comparação no perfil de secreção de vesículas

de  cepas  de  S.  aureus de  origem  bovina,  ovina  e  humana  mostrou  que  o  conteúdo  e

quantidade do material transportado pode diferir de acordo com a cepa (Tartaglia et al., 2020).

Esses autores reportaram que aquelas relacionadas a infecções de mastite severas (RF122 e

O11) produziram vesículas com conteúdo mais abundante em fatores de virulência (como δ-

hemolisina)  do  que  cepas  relacionadas  a  infecções  mais  brandas  (N305  e  O46).

Adicionalmente,  algumas  vesículas  de  transporte  foram  detectadas  apenas  nas  cepas

relacionadas à mastite bovina (N305 e RF122), como a  variante bovina da proteína de ligação

ao  fator de Von Willebrand,a  leucocidina  LukMF',  peptídio antoindutor  de lactona cíclica,

transportadores do tipo ABC (Fe3+ e Mn2+/Zn2+), sintase do ácido lipoteicóico e lipoproteínas

do tipo tandem (lpl). 

Åvall-Jääskeläinen  et al., (2021) avaliaram se a presença ou ausência de genes que

codificam fatores  de  virulência  em  S.  aureus estava  associada  à  manifestação  clínica  de

mastite bovina. Os autores sequenciaram os genomas de catorze bactérias isoladas de animais

com  mastite  severa  e  de  seis  isolados  de  S.  aureus provenientes  de  vacas  com  mastite

subclínica ou clínica com sintomas mais brandos. Não foi possível uma associação entre os

CCs  testados  e  o  tipo  de  mastite,  entretanto  a  prevalência  dos  genes  lukM e  lukF,

codificadores de uma leucotoxina bicomponente, foi maior em isolados oriundos de mastite

gangrenosa do que em isolados de mastite não gangrenosa. Isso corrobora outros estudos que

revelaram que a leucotoxina LukMF é a toxina mais abundante e mais potente em S. aureus,

causando as maiores taxas de morte de neutrófilos bovinos (Vrieling et al., 2016). 
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Em trabalho  previamente  desenvolvido  por  nosso  grupo de  pesquisa  (Silva  et  al.,

2016), foram anunciadas as sequências de quatro genomas isolados a partir de animais com

mastite subclínica. Em particular a bactéria Sau302 pertencente ao ST126, foi isolada por seis

meses seguidos a partir  de leite coletado de um mesmo animal com mastite subclínica.  A

comparação desses genomas com os de RF122 e de N305, cepa causadora de mastite branda,

não identificou fatores de virulência exclusivos de cada tipo de manifestação. Rocha (2017)

mostrou a alta similaridade entre as proteínas de superfície e secretadas das cepas, porém,

uma comparação de ortólogos identificou uma lipoproteína denominada cl3700, com regiões

de maior similaridade entre as duas cepas clínicas.  Os resultados obtidos mostraram que a

variação de sequência entre isolados bovinos de S. aureus, e não apenas presença ou ausência

de fatores de virulência, é um fator importante a se considerar na análise comparativa entre

isolados responsáveis pelas diferentes manifestações de mastite. 

 Lipoproteínas  (Lpps)  são  uma  classe  de  proteínas  ancoradas  aos  lipídeos  de

membrana,  e  que  em  bactérias  Gram-positivas  desempenham  um  papel  na  detecção  e

sinalização molecular, secreção de proteínas, resistência a antibióticos, adesão e absorção de

nutrientes  como  ferro,  zinco  e  aminoácidos,  além  de  participarem  nos  processos  de

modulação da resposta imune induzida, aumentarem a invasividade celular e patogenicidade

bacteriana (Nguyen et al., 2015; Shahmirzadi et al., 2016; Nguyen e Gotz, 2016). Lpps atuam

na  ativação  da  resposta  imune  através  do  receptor  do  tipo  Toll  2  (Toll-like  receptor  2)

(Nguyen e Götz, 2016),  culminando na ativação do fator nuclear κB (NF-κB) e indução de

citocinas pró-inflamatórias (Müller et al., 2010). 

S. aureus possui em seu genoma o  cluster lpl (lipoprotein-like) que consiste de um

agrupamento de genes que codificam lipoproteínas localizado na ilha de patogenicidade vSaα

(Nguyen  et al., 2015). Essas proteínas têm  um domínio funcional chamado de DUF576 e

durante o processo de infecção interagem com receptores  do tipo TLR2 desencadeando a

produção  de  sinais  pró-inflamatórios,  invasão  de  queratinócitos  e  de  células  cancerosas

(Nguyen et al., 2018). Outro estudo revelou que essas lipoproteínas também interagem com

proteínas  Hsp90  presentes  em  células  epiteliais,  induzindo  produção  de  F-actina  e

internalização bacteriana  (Tribelli  et al., 2020). Adicionalmente, lipoproteínas do cluster lpl
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têm sido estudadas como possível alvo para o desenvolvimento de vacinas contra  S. aureus

(Schluepen et al., 2013).

Nguyen e colaboradores (2015) deletaram o cluster lpl de S. aureus USA300, o que

resultou numa expressiva diminuição na produção de citocinas pró-inflamatórias em células

do sistema imune humano e diminuição de 2,5 vezes na capacidade de invasão bacteriana. A

expressão  heteróloga  do  cluster na  cepa  não  patogênica  S.  carnosus fez  com  que  ela

adquirisse  capacidade  de  invasão  e  desencadeasse  resposta  imunológica  em  células

monocíticas 16 vezes mais intensa do que a resposta induzida pela cepa selvagem S. aureus

USA300, comprovando o impacto que o lpl cluster exerce na estimulação da resposta imune

inata do hospedeiro.  Devido ao papel dos genes  lpl na virulência de cepas humanas de S.

aureus, estudos devem ser realizados para avaliar a presença desse  cluster em S. aureus de

origem  bovina, seu papel no processo inflamatório e sua relação com os sintomas clínicos

apresentados pelo animal.
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CAPÍTULO 1

Genômica comparativa de Staphylococcus aureus associado à mastite bovina

subclínica e clínica 

Artigo publicado na Revista Plos One  -

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804

RESUMO

Muitos esforços têm sido feitos para entender a patogênese da mastite bovina, a fim de

se  reduzir  as perdas e promover o bem-estar animal.  Staphylococcus aureus pode causar

mastite  clínica  bovina,  mas  está  principalmente  associado  à  infecção  subclínica,  que

geralmente  é  persistente  e  pode  facilmente  reaparecer.  Aqui,  realizamos  uma  análise

genômica comparativa entre cepas de S. aureus causando infecção subclínica (Sau170, 302,

1269, 1364), previamente sequenciadas por nosso grupo, e duas cepas bem caracterizadas

causando  mastite  clínica  (N305  e  RF122)  para  encontrar  diferenças  que  possam  estar

relacionadas  ao  tipo  de  manifestação  de  mastite.  Um  total  de  146  genes  associados  à

virulência foram comparados e nenhuma diferença significativa foi encontrada entre as cepas.

No  entanto,  vários  polimorfismos  de  nucleotídeo  único  (SNPs)  não  sinônimos  foram

identificados em genes presentes nas cepas subclínicas quando comparados a RF122 e N305,

especialmente em genes que codificam proteínas envolvidas na evasão imune do hospedeiro e

proteínas de superfície. As proteínas secretadas e de superfície preditas pelas ferramentas in

silico  foram comparadas  por  meio  da análise de escalonamento  multidimensional  (MDS),

revelando um alto grau de similaridade entre as cepas. A comparação de genes ortólogos pelo

OrthoMCL identificou um transportador de membrana e uma lipoproteína como exclusivos de

bactérias  pertencentes  aos  grupos  subclínico  e  clínico,  respectivamente.  Nenhum  hit foi

encontrado em RF122 e N305 para o gene codificante do transportador de membrana usando

o algoritmo BLAST. Para a lipoproteína, as sequências de Sau170, 302, 1269 e 1364 com



33

identidades  entre  68-73%  foram  encontradas  no  conjunto  de  dados  MDS.  Uma  região

conservada encontrada apenas nos genes de lipoproteína de RF122 e N305 foi usada para

desenhar um par de primers.  Embora a reação em cadeia da polimerase (PCR) em isolados de

campo de  S. aureus não tenha validado os achados para o transportador, a lipoproteína foi

capaz  de  distinguir  os  isolados  clínicos  dos  subclínicos.  Esses  resultados  mostram que a

variação da sequência entre S. aureus bovinos, e não apenas a presença / ausência de fatores

de virulência, é um aspecto importante a ser considerado ao comparar isolados que causam

diferentes manifestações de mastite.

INTRODUÇÃO

A mastite bovina é a doença mais comum e dispendiosa em gado de leite no mundo.

Suas consequências incluem a contaminação do leite por bactérias e suas toxinas, além da

redução da produção de leite  e um período de carência devido à presença de resíduos de

antibióticos (Vrieling  et al., 2016). Além disso, a mastite também pode causar a morte ou

exigir o abate de animais cronicamente infectados. 

A  mastite  pode  se  manifestar  de  forma  clínica  ou  subclínica,  embora  a  forma

subclínica seja de maior prevalência (Mdegela et al., 2009; Moges et al., 2012; Argaw, 2016;

Siddiquee  et  al., 2013).  A  mastite  subclínica   tem  maior  incidência  sobre  os  rebanhos

leiteiros, e é caracterizada pela ausência de sintomas, sem que haja alterações aparentes no

leite, exceto pela queda na quantidade e qualidade do produto, nem sempre detectada pelos

produtores.  Devido  ao  desenvolvimento  silencioso,  as  manifestações  subclínicas

freqüentemente evoluem para infecções crônicas. Staphylococcus aureus é uma das bactérias

patogênicas mais representativas que causam mastite bovina e está amplamente distribuída em

rebanhos de gado leiteiro em vários países (Schmidt et al., 2017). Acredita-se que as cepas de

S. aureus associadas a infecções crônicas sejam diferentes daquelas que causam infecções

transitórias (Schukken et al., 2011), mais propensas a serem transmitidas e permanecerem no

rebanho devido à ausência de sinais clínicos (Sakwinska et al., 2011; Whelehan et al., 2011). 

Estudos anteriores foram realizados buscando associar os fatores de virulência (FV)

presentes em  S. aureus à evolução clínica da mastite bovina, com o objetivo de distinguir

isolados virulentos  de outros menos nocivos.  Por exemplo,  o gene  seg,  que codifica uma
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enterotoxina,  foi  associado  a  uma  diminuição  da  probabilidade  de  bactérias  causarem

infecções  intramamárias  durante  a  lactação  em  vacas  leiteiras  (Veh  et  al., 2015).  A

comparação  entre  S.  aureus Newbould  305 (N305),  cepa  isolada  de  mastite  branda,  e  S.

aureus RF122,  associada  à  mastite  clínica  grave,  revelou  diferenças  que  podem  estar

associadas à gravidade da doença (Peton et al., 2014). No entanto, ainda há muito a descobrir

em termos  de patogênese  de  S.  aureus,  o  que  dificulta  estratégias  eficazes  de combate  à

mastite bovina.

 

MATERIAIS E MÉTODOS

Declaração de ética

Este  estudo  foi  aprovado  pelo  Comitê  de  Ética  no  Uso  de  Animais  (CEUA)  da

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da UNESP / Botucatu, São Paulo, (protocolo

136/2017) e da Universidade Federal de Viçosa, Viçosa, Minas Gerais (protocolo 85/2014).

Microrganismos e condições de cultura

As  bactérias  utilizadas  neste  estudo  foram  mantidas  em  ágar  BHI  (Brain  Heart

Infusion,  BHI  HiMedia,  Mumbai,  Índia)  a  37°C,  e  armazenadas  a  longo  prazo  em BHI

contendo 20% de glicerol. Isolados de campo (308, 340, 403, 1001, 1311, 1315, 1323, 76,

216,  1439,  2555,  3909,  5T18-19,  9T18-16,  10T18-59,  10T18-68,  14T18-13,  22T18-52  e

22T17-54) foram utilizados para validar a análise  in silico e foram originados de animais

acometidos por mastite subclínica ou clínica conforme descrito a seguir.

Animais usados e diagnóstico de mastites clínica e subclínica

No presente estudo, foi usada uma amostra de conveniência de vacas com diagnóstico

de mastite clínica (n = 8) ou subclínica (n = 4) causada por  S. aureus. Os animais foram

oriundos de 12 fazendas localizadas no estado de São Paulo (n = 3) e Minas Gerais (n = 9),

região sudeste do Brasil, onde a pecuária leiteira é comum, com condições semelhantes de

nutrição, manejo e instalações. Em apenas uma fazenda foram retiradas amostras de leite de

casos clínicos e subclínicos de mastite, embora de animais diferentes. Todos os animais foram

submetidos  ao  teste  da  caneca  do  fundo  preto  e  ao  California  Mastitis  Test  -  CMT

(pontuações 1+ a 3+) para o diagnóstico de mastite  clínica e subclínica (Constable  et al.,
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2016), respectivamente, de acordo com o parecer veterinário das fazendas. O diagnóstico de

mastite clínica foi baseado em anormalidades macroscópicas no leite (pus, caroços e grumos),

presença de sinais clínicos de inflamação na glândula mamária (inchaço, dor ou congestão da

glândula mamária afetada) e/ou sinais sistêmicos de doença (inapetência, febre, taquicardia,

taquipnéia, decúbito e alterações dos movimentos ruminais) (Pinzon-Sanchez & Ruegg 2016)

Os  isolados  76,  216,  1439,  2555,  3909,  5T18-19,  9T18-16,  10T18-59,  10T18-68,

14T18-13, 22T18-52 e 22T17-54 foram coletados de vacas com sinais clínicos de mastite em

oito fazendas diferentes. Os isolados 308, 340, 403, 1001, 1311, 1315 e 1323 vieram de vacas

que sofriam de mastite subclínica (pontuações 2+ ou 3+), oriundos de fazendas diferentes e

sem a apresentação de sinais visíveis de mastite clínica ao longo da lactação, durante os nove

meses em que os rebanhos foram visitados.

Proteínas ortólogas

Os genomas de S. aureus 1269 (ST1), S. aureus 302 (ST126), S. aureus 170 (ST126) e

S. aureus 1364 (ST126), associados à mastite subclínica,  foram previamente sequenciados

(Ion Torrent Personal Genome Machine) e depositados no NCBI como LNOO000000000,

LNOR00000000,  LNOQ00000000 e  LNOP00000000,  respectivamente  (Veh  et  al., 2015).

Neste presente texto, eles serão referidos como Sau1269, Sau302, Sau170 e Sau1364. Duas

cepas que causam infecção clínica, S. aureus RF122 (ST151) (Herron-Olson et al., 2007) e S.

aureus N305  (ST115)  (Peton  et  al., 2014),  foram usadas  para  análise  comparativa;  seus

genomas foram totalmente sequenciados e disponibilizados em DDBJ/EMBL/GeneBank sob

os  números  de  acesso  NC_007622 e  AKYW00000000,  respectivamente.  A fim de  evitar

artefatos  gênicos  de  montagem  devido  ao  uso  de  diferentes  métodos  e  programas  para

predições de sequência de codificação, a versão 2.50 do Prodigal (Hyatt et al., 2010) foi usada

para predição gênica em todos os genomas analisados. A análise de completude da montagem

do genoma foi realizada pelo software BUSCO v3 (Simão  et al., 2015) usando o Bacteria

Dataset para a ordem Bacillales.  Foram considerados genomas de alta qualidade aqueles que

apresentavam  valores  de  completude  acima  de  95%.  Buscas  BLAST

(http://Blast.ncbi.nlm.nih.gov/)  foram utilizadas  para a anotação funcional  de conjuntos de

proteínas,  o  que  permitiu  que  elas   fossem agrupadas  em  grupos  de  clusters  de  genes
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ortólogos (COG) (Tatusov  et al., 2001). Os contigs também foram submetidos à anotação

automática no servidor RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology), por meio de

buscas de homologia no banco de dados do SEED (Overbeek  et al., 2005), e contrastados

automaticamente por meio de uma busca BLAST com os contigs já anotados das cepas  S.

aureus RF122 e S. aureus N305. O algoritmo OrthoMCL, com um índice de inflação de 1,5

(Li et al., 2003), foi usado para agrupar as sequências de proteínas em clusters ortólogos. O

software Bowtie2 versão 2.2.8 (Langmead & Salzberg, 2012) foi usado para alinhar leituras

sequenciadas para os genomas RF122 e N305, a fim de verificar regiões mal montadas e de

baixa  cobertura.  A  ausência  de  um  gene  foi  considerada  como  sendo  um  artefato  de

montagem se  as  leituras  originais  de  alta  qualidade  (com qualidade  phred  acima  de  20)

fossem mapeadas com cobertura de 100% do gene, com conservação de densidade,  quando

comparadas à sequência do gene no genoma de referência.

Avaliação do polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) em fatores de virulência

(FV)

O repertório de FV presente nas cepas de mastite subclínica foi definido com base em

aqueles anteriormente listados no genoma de S.  aureus RF122 (Herron-Olson et al., 2007),

complementado por outros genes associados à virulência(Baba et al., 2008; Ono et al., 2008 ;

Collery et al., 2009 ; Holtfreter et al., 2010; McCarthy & Lindsay, 2013; Peton et al., 2014;

Hisatsune  et  al., 2017;  Langley  et  al., 2017)  e  o  banco  de  dados  VF

(http://www.mgc.ac.cn/VFs/)  (Tabela  S1).  As  sequências  FASTA  das  proteínas  foram

utilizadas em uma pesquisa BLAST de proteína (Altschul  et al., 1900) contra os genomas

N305, RF122, Sau170, Sau302, Sau1269 e Sau1364. A proteína foi considerada presente (+)

no  genoma  se  a  correspondência  apresentasse  uma  cobertura  ≥65%,  e-value  ≤10-10   e

identidade de sequência ≥ 30%. Também foi feita curadoria manual e comparação com a

literatura para verificar se a ausência ou presença de proteínas nos genomas era autêntica ou

decorrente dos limiares aplicados na busca do BLAST. Além disso, a análise com o software

Bowtie2 também foi aplicada para validar a presença ou ausência de genes, usando leituras de

alta qualidade e genes  previamente montados, a fim de evitar resultados falsos negativos

causados  por  artefatos  de  montagem,  como genes  localizados  em quebras  de  contigs  ou

http://www.mgc.ac.cn/VFs/
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quebras em regiões repetitivas, que poderiam dificultar o processo de identificação por meio

alinhamento do BLAST.

A análise  de  SNPs  foi  realizada  usando  CLC Genomics  Workbench  versão  8.5.4

(Qiagen) mapeando as leituras das cepas de S. aureus  sequenciadas  170, 302, 1269, e 1364

para o genoma da referência de estirpes de  S. aureus  RF122 (GenBank NC_007622) e  S.

aureus  N305  (AKYW01.1).  Apesar  de  seu  genoma  haplóide,  as  populações  bacterianas

podem apresentar heterozigosidade ao longo das gerações das cepas. No entanto, na análise

dos  SNPs,  buscamos  identificar  apenas  os  polimorfismos  que  foram fixados  no  genoma

analisado em comparação com os genomas de referência, e que poderiam possivelmente estar

associados à  manifestação de mastite.  Na análise de SNPs, as leituras  foram inicialmente

selecionadas de acordo com a qualidade (pontuação Q20) e com eliminação de nucleotídeos

ambíguos e, em seguida, filtradas por comprimento (somente sequências maiores que 50 nt).

Em seguida, as leituras selecionadas de cada cepa foram mapeadas no genoma de referência

usando um alinhamento global (custo por incompatibilidade, 2; custo de inserção, 3; custo de

exclusão,  3;  fração  de  comprimento,  1,0;  fração  de  similaridade,  0,90).  Os  SNPs  foram

previstos usando a ferramenta Basic Variant Detection, considerando as configurações de um

genoma monoplóide e filtrando os loci polimórficos sequenciados com uma cobertura mínima

de 20X (ploidia, 1; cobertura mínima, 20; frequência mínima, 100; qualidade mínima, 20).

Para  garantir  que  todas  as  leituras  fossem  correspondentes  ao  mesmo  nucleotídeo,  o

"parâmetro de frequência mínima" [apenas as variantes que estão presentes pelo menos na

frequência  especificada  (calculada  como  'contagem'  /  'cobertura')]  do  CLC  Genomics

Workbench foi ajustado para 100%.        

Predição de proteínas superficiais e secretadas

As sequências de proteína de S. aureus 170, 302, 1269, 1364, N305 e RF122, foram

usados  como entrada para a identificação de proteínas superficiais e secretadas, usando os

programas PSORTb v3.0 (Yu et al., 2010), TMHMM 2.0c (Krogh  et al, 2001), Phobius 1.01

(Kall  et al., 2004), LipoP 1.0a (Juncker  et al., 2003) e SignalP 4.1 (Petersen et al, 2011).

Todos os programas foram usados  com parâmetros  padrão,  e PSORTb e SignalP também

foram definidos para bactérias Gram-positivas. Os arquivos de  saída desses softwares foram

combinados e as sequências de proteínas que passaram por todos os filtros foram escolhidas.
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As sequências selecionadas foram alinhadas com Clustal -Omega 1.2.3 (Sievers et al., 2011),

e então usadas para criar uma matriz de distância na qual as distâncias foram expressas como

o número de substituições  por 100 aminoácidos (Swofford  et al., 1996).  As distâncias da

matriz foram usadas para construir um gráfico espalhado de escalonamento multidimensional

(MDS), usando o RStudio Versão 1.0.136 e o pacote bios2mds (de BIOlogical Sequences to

MultiDimensional Scaling) (Pele  et al., 2012).  As proteínas de  S. aureus  170, 302, 1269 e

1364 (mastite subclínica), foram coloridas de azul, enquanto que as de RF122 e N305 (mastite

clínica)  foram coloridas  de  vermelho.  Para  identificar  as  diferenças  entre  as  estirpes  que

causam  infecções  clínicas  ou  subclínicas,  a  anotação  das  5111  proteínas  foi  recuperada

através de uma análise BLAST utilizando BLASTp (e-valor 10 -10 ) contra a base de dados de

proteínas  de  S.  aureus  RF122.  Em seguida,  as  sequências  de  aminoácidos  de  fatores  de

virulência  selecionados  foram  utilizadas  em  um  alinhamento  de  sequência  múltipla  pelo

algoritmo Muscle (Edgar et al., 2004). Uma matriz de identidade de pares de nucleotídeos foi

gerada usando Sequence Demarcation Tool versão 1.2 (SDT v1.2) versão Linux (Muhire  et

al., 2014) e a matriz de plot foi obtida usando pacotes ggplot2 no software R ( https://cran.r-

project.org / ). 
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Tabela 1. Primers usados para validar os resultados obtidos in silico.

Primer Sequência  (5’-3’) Alvo
Origem

do isolado
Amplicon
esperado

Condições de
amplificação

b,c
Fonte

cl3316F/
cl3316R

F-ACGCAAAACCCTTTACTAGT; 
 R-GCAACAACTAGTAGGAGTGA

Proteína 
transportadora
 (cl3316)

Mastite 
subclínica

548 bp

Anelamento: 
55°C por 45s; 
Extensão: 
72°C por 45 s

Este estudo

LipoP-F-CS/
LipoP-R-C

F-ACGCAAAACCCTTTACTAGT;
R-TGCCTTCATCATTAATTGGACCAATC

Lipoproteina 
(cl3700)

Mastite 
clínica

331 bp

Anelamento: 
55°C por 45s; 
Extensão: 
72°C por 45 s

Este estudo

LipoP-F-CS/
LipoP-R-CS

F- CGCAAAACCCTTTACTAGT; 
R-GGTAAAYTCAATGTYCTTATRTCC

Lipoproteina
 (cl3700)

Mastite 
subclínica 
e clínica

582 bp

Anelamento: 
55°C por 45s; 
Extensão: 
72°C por 
1min

Este estudo

au-F3/
au-nucR

F-GYTTTGCGAAAACGTTAGAYATGTA;
R-GGTAAAYTCAATGTYCTTATRTCC

Termonuclease S. aureus 359 bp c Sasaki et al

(2010)

 aTipo de manifestação apresentada pelo animal do qual a bactéria foi isolada.
bPara todos os pares de primers exceto auR-F3 e auR-nucR: desnaturação inicial: 95,0 ° C por
5 min; 35 ciclos de desnaturação a 95,0 ° C por 45 s, reconhecimento e extensão conforme
descrito na tabela; extensão final a 72,0 ° C por 10 min.
c Condições descritas por Sasaki et al (2010) 

As sequências presentes no cluster cl3700, exclusivas dos genomas de cepas clínicas

de  acordo  com OrthoMCL,  também foram identificadas  no  gráfico  MDS.  Uma pesquisa

BLASTp  foi  realizada  contra  o  conjunto  de  dados  MDS  para  encontrar  a  melhor

correspondência  para as sequências cl3700 nas cepas que causam mastite  subclínica.  Em

seguida, as CDS de seis cepas foram alinhadas, e primers complementares às regiões de alta

variabilidade entre as sequências foram desenhados e posteriormente  utilizados nas reações

de PCR. A Fig  S1 mostra  um fluxograma das  análises  feitas  para identificar  e  validar  o

cl3700.  

Reação em cadeia da polimerase

A extração  de  DNA de isolados  de campo de  S.  aureus  foi  realizada  com o kit

PureLink  Genomic  DNA  (Invitrogen),  com adição  de  lisozima  (20  μg.ml  -1  )  (Ultrapure

Lysozyme, J18645, Affymetrix / USB) na etapa inicial. As sequências de primer, tamanhos de
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amplicon  e  condições  de  amplificação  estão  resumidos  na  Tabela  1 .  Os  primers que

amplificam  o  gene  da  nuclease  (Sasaki  et  al., 2010)  foram  usados  para  confirmar  a

identificação dos isolados de S . aureus. As misturas de reação consistiram em 50 ng de DNA

total, 1 U de DNA polimerase Taq Cellco Biotec, 0,2 μM de cada primer, 0,2 mM de mistura

desoxirribonucleotídeos trifosfatos,  tampão  de reação 1X contendo 3,0 mM de MgCl2   e

Milli-Q água para um volume final de 25 μL.  extra foi excluído Nas reações de PCR que

continham os  primers LipoP-F-CS/LipoP-RC foram utilizados 2 mM MgCl2  . Os amplicons

foram analisados por eletroforese em 1X Tris-acetato-EDTA em gel de agarose 1,0% e as

imagens foram visualizadas sob luz ultravioleta após coloração com 2 mg.ml -1  de brometo de

etídio.           

 

RESULTADOS

Classificação funcional e análise genômica comparativa

A análise BUSCO confirmou a integridade das montagens dos genomas com todas as

cepas apresentando mais de 96% de conservação de ortólogos de cópia única para a ordem

Bacillales.  Aproximadamente 77% das proteínas deduzidas dos genomas das quatro cepas

subclínicas  sequenciadas  foram  classificadas  em  famílias  COG,  e  uma  distribuição

semelhante da quantidade de proteínas dentro das categorias foi observada. Em média, 10%

das proteínas dos genomas sequenciados tinham funções desconhecidas. Dentre as categorias

mais  representativas,  identificamos  proteínas  relacionadas  a  aminoácidos  e  derivados,

tradução e metabolismo de carboidratos. A anotação funcional das leituras também foi feita

por  meio  do  Banco  de  Dados  de  Subsistemas  SEED  (Fig.  1)  e  55%  das  sequências

codificadoras puderam ser categorizadas, das quais 5% foram classificadas como hipotéticas.

Sau170, Sau302 e Sau1364 apresentaram 68 CDS atribuídas  ao subsistema de virulência,

doença e defesa, enquanto Sau1269 apresentou 76. Em Sau1364, somente  uma sequência foi

caracterizada como pertencente à categoria  das fagos, profagos, elementos  transponíveis e

plasmídeos, enquanto que para os três demais genomas, esse número foi igual ou maior que

19. Algumas categorias foram mais frequentemente representadas em  S. aureus RF122 em

comparação com as outras cepas, como fagos, profagos, elementos transponíveis, plasmídeos

e de regulação e sinalização celular.
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Análise genômica de diferenças de virulência

A Tabela  S1 mostra a prevalência dos genes associados à  virulência nos genomas

analisados, de acordo com os parâmetros do BLAST usados  neste estudo. Um total de 146

genes  que  codifica  para  FV  foi  encontrado,  incluindo  toxinas,  exoenzimas,  proteínas  de

superfície ancoradas na parede celular e de adesão, proteínas relacionadas à evasão do sistema

imune do hospedeiro,  produção de biofilme,  proteínas regulatórias  e proteínas de funções

diversas.  Os  genes  que codificam toxinas  foram distribuídos  de  forma diferente  entre  os

genomas.  Um total  de  82  FV  foi  identificado  em todos  os  seis  genomas,  enquanto  três

estavam ausentes em todos eles: proteína inibidora da quimiotaxia (chp), adesina de colágeno

(cna) e estafiloquinase (sak). O gene da toxina esfoliativa A (eta), conhecido por causar a

síndrome da pele escaldada estafilocócica, e o gene Repressor SaPI transcricional (stl), que

controla  a  retenção  das  ilhas  de  patogenicidade  de  S.  aureus  (SaPIs)  no  cromossomo

hospedeiro, foram encontrados apenas nos genomas de cepas associadas à mastite clínica.  

Fig 1. Classificação funcional de CDS de genomas sequenciados de Staphylococcus aureus de
origem bovina, realizada usando o banco de dados SEED. O gráfico representa uma média
das  distribuições  de  CDS para  os  genomas  das  cepas  S.  aureus 170,  302,  1269 e  1364,
isoladas de animais que sofrem de mastite subclínica, e das cepas S. aureus N305 e S. aureus

RF122, isoladas de casos de mastite clínica.
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Fig  2. SNPs não sinônimos em genes associados à virulência  presentes  nos genomas das
cepas subclínicas. (A) SNPs mapeados no genoma da cepa de referência clínica  S. aureus

RF122. (B) SNPs mapeados no genoma da cepa clínica  S. aureus Newbould 305. Os genes
foram agrupados em suas respectivas categorias funcionais. Cada barra representa um gene e
cada  cor  nas  barras  representa  o  número  de  SNPs  para  o  gene  que  a  cepa  do  genoma
correspondente exibe quando mapeada na cepa de referência.

Sete genes  codificadores  de proteínas  estavam ausentes  em todos os  genomas das

cepas  que  causam  infecção  subclínica:  variante  bovina  da  enterotoxina  C  (seg-bov),

enterotoxina  t  (set),  proteína   SAGB  homóloga  de  estreptolisina,  proteína  associada  a

estreptolisina  (homóloga de sasG),   toxina  da  síndrome do choque tóxico  (tst),  repressor

transcricional SaPI (stl), adesina rica em serina para plaquetas (sasA) e proteína de biossíntese

de polissacarídeo capsular Cap5I (Tabela S1). Alguns deles, no entanto, foram encontrados

apenas  em  RF122  (sec-bov,  set  ,  sagB  ,  sagD  ,  tst) ou  em  N305  (sasA  ,  cap5I).

Comparativamente,  alguns genes (sasC,  sasG  ,  sasK  ,  sasB  ,  fnbB)  estavam presentes em

Sau170, Sau302, Sau1269, Sau1364 e N305, mas estavam ausentes em RF122. Os genes que

codificam para as leucocidinas LukM (lukM) e Panton-Valentine (pvl), foram encontrados em
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todas  as  cepas,  exceto  N305.  Entre  as  cepas  que  causam  infecção  subclínica,  Sau1269

apresentou o maior número de genes associados à virulência (123), seguido por Sau170 (105),

Sau1364 (103) e Sau302 (104) (Tabela S1). A cepa Sau1269 também apresentou mais genes

relacionados  a  toxinas  (29/37)  em  relação  às  cepas  Sau170  (15/37),  Sau302  (16/37)  e

Sau1364  (14/37).  Dezessete  proteínas  regulatórias  foram  encontradas  em  Sau1269,  que

também apresentou 23 dos 28 genes que codificam proteínas envolvidas na evasão imune do

hospedeiro.  Sau170 foi  a cepa com o maior  número de genes  que codificam exoenzimas

(13/15),  proteínas de adesão e proteínas de superfície ancoradas na parede celular (20/25).

Todos  os  genes  que  codificam  FV comuns  aos  dois  genomas  clínicos  e  aos  seis

genomas  subclínicos  foram  usados  para  análise  de  SNPs  (Fig.  2 ,  Fig.  S2).  Os  SNPs

encontrados  nas  CDSs  dos  genomas  das  cepas  associadas  à  infecção  subclínica  foram

mapeados nos genomas de referência de RF122 e N305. Nesses genes, um total de 32 a 36%

dos SNPs foram não sinônimos, enquanto a maioria deles foram sinônimos. A maioria das

mutações  não  sinônimas  ocorreu  entre  aminoácidos  da  mesma  classe,  conservando  as

propriedades  físico-químicas  dos  resíduos.  Embora  o  número  total  de  SNPs  tenha  sido

diferente para cada cepa de S. aureus, houve uma distribuição semelhante dos tipos de SNPs

entre elas.    

Em geral, mais SNPs foram encontrados quando os genomas das cepas subclínicas

foram mapeados  em RF122.  Apenas  os  genes  clfB  e  set11  exibiram mais  SNPs  quando

mapeados em N305 do que quando mapeados em RF122. Quando o número de SNPs para

ambos RF122 e N305 foi somado para cada gene, o maior número de SNPs não sinônimos

(180, 99, 98, e 98) foram observados no gene hysA , que codifica para a hialuronato liase, no

gene da enterotoxina  set9  ,  e nos genes de adesina  clfA  e  clfB  (Fig. 2). Similarmente,  os

maiores números de SNPs totais (329, 281, 221 e 217) foram observados em hysA , clfB , isdA

(que codifica a proteína A determinante de superfície regulada por ferro) e clfA (Fig S2). Não

foram encontrados SNPs nos genes que codificam os precursores das subunidades M e F da

leucocidina, ambos relacionados à evasão imune do hospedeiro, e no gene do regulador de

resposta SaeR.  
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Predição de proteínas de superfície presentes nos genomas das cepas bovina  S.

aureus e validação da análise de escalonamento multidimensional (MDS)   

Os programas PSORTb, TMHMM, Phobius, LipoP e SignalP fizeram a predição de

um número diferente de proteínas transmembrana, de superfície e secretadas para cada um

dos seis genomas analisados. Após a combinação de resultados e a eliminação de proteínas

redundantes, um total de 922 proteínas foi previsto para N305, 971 para RF122, 947 para

Sau170, 962 para Sau302, 984 para Sau1269 e 954 para Sau1364 (Tabela 2). TMHMM e

Phobius fizeram a predição do maior número de proteínas, em comparação com os outros

programas. A maioria das sequências de proteínas mostrou-se altamente conservada entre os

genomas.

Tabela 2. Resultados (outputs) dos programas utilizados para a predição de proteínas de 
superfície e secretadas das cepas de Staphylococcus aureus estudadas.

Cepa LipoP Phobius PSORTb SignalP TMHMM
Tota

l
Total1

S. aureus RF122 338 653 125 157 698 1971 971
S. aureus N305 321 666 160 151 689 1987 922
S. aureus 170 325 624 137 146 671 1903 947
S. aureus 302 323 637 145 136 673 1914 962
S. aureus 1269 356 654 130 161 688 1989 984
S. aureus 1364 317 633 146 139 670 1905 954

1 - Número total de proteínas secretadas previstas sem redundância

Após o alinhamento das sequências FASTA das proteínas e  criação de uma matriz de

distância, um gráfico MDS foi construído (Fig. 3). Os resultados não mostraram separação

entre  as  cepas.  A fim de  encontrar  possíveis  diferenças,  as  proteínas  analisadas  no MDS

foram anotadas (Tabela S2). Sequências de aminoácidos de algumas proteínas envolvidas na

adesão e aquisição de ferro e algumas proteínas secretadas foram selecionadas e usadas para

gerar  uma  matriz  de  identidade  (Fig.  4,  Tabela  S3).  No  geral,  as  proteínas  ortólogas

apresentaram alta identidade entre as cepas estudadas. Com base nos valores de identidade de

sequência,  não houve separação entre  grupos de cepas  associadas  à mastite  subclínica ou

clínica. Em Sau170, 302 e 1364, seis das dez proteínas ortólogas tinham 100% de identidade.

Para FnbpA, a identidade de sequência variou de 82,2% a 99,8%. Valores de identidade entre
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42,3% -  50% foram  observados  entre  ClfB  e  ClfA  de  Sau  RF122,  N305  e  1269.  Ssl5

apresentou cerca de 40% de identidade com Ssl2 independentemente da cepa analisada. 

Fig 3. Gráfico MDS de proteínas  transmembrana, de superfície e secretadas, geradas a partir
de proteínas de cepas de Staphylococcus aureus de origem bovina. Os genomas de S. aureus

170, 302, 1269 e 1364 estão em azul e os genomas de  S. aureus N305 e RF122 estão em
vermelho.  Pontos próximos representam sequências  de proteínas  mais  idênticas.  No canto
superior esquerdo e no canto superior direito, os  clusters cl3009 e cl3700, respectivamente,
são ampliados. Pontos azuis sobrepostos podem ser vistos, correspondendo a uma proteína
altamente conservada nos genomas das cepas isoladas de vacas com mastite subclínica.

Identificação de proteínas ortólogas 

A  análise  de  proteínas  preditas  pelo  OrthoMCL,  um  algoritmo  que  permite  a

identificação de grupos ortólogos, recuperou vários agrupamentos  (clusters) que poderiam

ser  exclusivos  nos  genomas  das  cepas  causadoras  de  mastite  subclínica  (Tabela  S4).  No

entanto, a curadoria manual por meio do alinhamento de leituras curtas de alta qualidade com

phred superior a 30 para os genomas RF122 e N305, usando  programa Bowtie 2, mostrou

que essa exclusividade só era real para nove clusters. De fato, a falta de correspondência de



46

sequências entre as cepas era causada principalmente por artefatos de montagens genômicas,

uma vez que as leituras alinhavam e abrangiam um gene correspondente nos genomas das

cepas causadoras de mastite clínica e, portanto, não podiam ser consideradas exclusivas. O

cluster (cl3316)  tinha  sequências  homólogas  a  membros  da  superfamília  de  facilitadores

principais  (MFS),  o  maior  grupo  de  transportadores  de  membrana  ativos  secundários.

Considerando que os MFS são proteínas de superfície, as sequências de cl3316 foram usadas

em uma pesquisa do BLAST para encontrar as sequências correspondentes em RF122 e N305

no conjunto de dados MDS. Nenhuma correspondência foi encontrada, apesar da presença de

outras sequências de MFS nas cepas clínicas (Tabela S2). Portanto, para validar as diferenças

encontradas in silico, primers foram desenhados e usados na PCR. OrthMCL também revelou

60  clusters  exclusivamente  presentes  nos  genomas  das  cepas  clínicas  (Tabela  S4).

Novamente, a curadoria manual mostrou que a maioria deles eram artefatos de montagem.

Entre os quatro candidatos restantes, havia um cluster (cl3700) composto por duas sequências

identificadas como uma lipoproteína do tipo tandem. Como as lipoproteínas são proteínas de

superfície, usamos o conjunto de dados MDS para encontrar sequências presentes em Sau170,

302,  1269  e  1364  com  semelhança  a  cl3700.  A  pesquisa  recuperou  apenas  uma

correspondência  em  cada  cepa.  O  alinhamento  de  CDS  revelou  uma  região  conservada

encontrada nas sequências das cepas RF122 e N305 que não estava presente nas outras cepas

(Fig S3) e que foi usada para validar as diferenças entre elas por PCR.
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Fig  4.  Matriz  de  identidade  pareada  gerada  pelo  alinhamento  de  fatores  de  virulência
selecionados  de  cepas  de  Staphylococcus  aureus de  origem bovina.  Cada  célula  colorida
representa a porcentagem de identidade entre duas sequências de aminoácidos que se cruzam
na célula, variando de vermelho (identidade mais baixa) a azul (identidade mais alta)

Reação em cadeia da polimerase 

Para investigar se os resultados encontrados na comparação de várias amostras seriam

capazes  de  discriminar  entre  isolados  de  campo  causando  mastite  subclínica  e  clínica,

realizamos PCRs com diferentes conjuntos de primer (Tabela 1). O DNA total das quatro
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cepas que tiveram seu genoma sequenciado também foi testado. Um amplicon do tamanho

esperado  foi  visto  quando  o  DNA  total  foi  amplificado  com  primers para  o  gene  nuc,

confirmando os isolados como S. aureus (Fig S4). A validação experimental dos resultados

derivados da análise in silico de cl3316 mostrou um amplicon de 548 bp em 22/24 amostras

(Fig S5). Portanto, os resultados da PCR não confirmaram os achados do OrthoMCL.

Dois conjuntos de primers (Tabela 1) foram usados para amplificar diferencialmente a

lipoproteína (cluster3700): LipoP-F-CS / Lipo-R-CS, com base em uma região conservada no

gene da lipoproteína dos seis genomas sequenciados, e LipoP-F-CS / LipoP-RC, baseado em

uma região conservada apenas nos genomas das cepas clínicas RF122 e N305 (Figura S3).

Um fragmento  de  582pb,  produto  do  conjunto  de  primer  LipoP-F-CS /  LipoP-R-CS,  foi

amplificado em 22/24 isolados de campo, independentemente do tipo de manifestação (Fig.

S6A). Por outro lado, um fragmento de 331pb, produto do conjunto de primers LipoP-F-CS /

LipoP-RC,  foi  detectado  apenas  nos  isolados  originados  de  animais  com  manifestações

clínicas  de  mastite,  enquanto  o  DNA de  bactérias  isoladas  de  mastite  subclínica  não  foi

amplificado  (Fig.  S6B).  A Tabela  3  resume os  resultados  de  PCR para  os  conjuntos  de

primários para cada isolado testado.
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Tabela 3. Resumo dos resultados de PCR usando os primers descritos na Tabela 1.

Isolado de
S. aureus

Tipo de manifestação nucAur cl3316F/R
LipoP-F-CS/
LipoP-R-C

LipoP-F-CS/
LipoP-R-CS

170 Subclínica + + - +

302 Subclínica + + - +

1269 Subclínica + + - +

1364 Subclínica + + - +

308 Subclínica + + - +

340 Subclínica + + - -

403 Subclínica + + - +

1001 Subclínica + + - +

1311 Subclínica + + - +

1315 Subclínica + + - +

1323 Subclínica + + - +

76 Clínica + + - +

216 Clínica + - + +

1439 Clínica + + + +

3909 Clínica + + - +

2555 Clínica + + + +

5T18-19 Clínica + + + -

9T18-16 Clínica + + + +

10T18-59 Clínica + + + +

10T18-68 Clínica + + + +

14T18-13 Clínica + + + +

22T18-52 Clínica + + + +

22T17-54 Clínica + + + -

ATCC
29213*

*Humana + - + +

* ATCC 29213 é uma cepa isolada de uma infecção humana e foi usada como controle 
para o primer nucAur, específico para S. aureus.
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DISCUSSÃO

Previamente,  este grupo de pesquisa sequenciou os genomas de  S. aureus  isolados

(Herron-Olson et al., 2007) de cepas que causam mastite subclínica (Silva et al., 2016). Neste

estudo, uma análise comparativa foi realizada com os genomas de S. aureus RF122 e N305,

duas  cepas  bem caracterizadas  isoladas  de vacas  com mastite  clínica,  a  fim de encontrar

fatores bacterianos que poderiam estar ligados à manifestação da doença.      

Esta é a primeira análise genômica de isolados de  S. aureus  pertencentes ao ST126,

um tipo prevalente em rebanhos brasileiros (Rabello  et al., 2007), que tem sido apontado

como importante para nortear estudos de métodos para controlar infecções de S. aureus por

especificidades geográfica e de hospedeiro (Smith et al., 2005). Mais de 70% dos genes foram

agrupados em categorias COG específicas, de modo semelhante ao descrito para o S. aureus

RF122 (Herron-Olson et al., 2007) e N305 (Peton et al., 2014). Além disso, os resultados do

BUSCO  mostraram  extensa  conservação  de  ortólogos  de  cópia  única  nos  Bacillales,

confirmando  a  integridade  dos  genomas  montados.  Independentemente  da  base  de  dados

utilizada  (COG ou SEED),  a  categorização  dos  genes  e  sua  distribuição  nos  subsistemas

foram semelhantes entre os genomas sequenciados. No entanto,  S. aureus RF122 tinha mais

sequências relacionadas à resposta ao estresse, regulação e sinalização celular, metabolismo

do potássio,  cofatores e vitaminas,  plasmídeos,  elementos transponíveis  e profagos,  o que

poderia  conferir  a  capacidade  da  bactéria  de  causar  mastite  severa.  Os  fagos,  profagos,

elementos  transponíveis e subsistema de plasmídeos de todas as cepas subclínicas,  exceto

Sau1364, tinham um número semelhante de genes. Isso pode ser explicado pela variabilidade

genética entre as cepas e diferenças nas regiões genômicas cobertas pelos contigs montados.

Em  S.  aureus  de origem humana,  grande variabilidade  entre  cepas  tem sido relatada  nos

elementos genômicos móveis; isso também pode ser verdadeiro para cepas de origem bovina.

Por exemplo, quatro profagos integrados foram identificados em S. aureus  Newman e apenas

um foi identificado em S. aureus COL.                     

O repertório  de  FV anteriormente  descrito  para  as  cepas  de  S.  aureus  de  origem

bovina  foi  expandido  (Haveri  et  al., 2007;  Peton  et  al., 2014),  e  outros  determinantes

relatados para cepas humanas foram analisados (Holtfreter et al., 2010; McCarthy & Lindsay

2013; Ono et al., 2008 ; Hisatsune et al., 2017; Collery e al., 2009; Langley et al., 2017; Baba



51

et al., 2008). O conteúdo genômico foi bastante semelhante entre as cepas, o que dificultou

associações entre a manifestação da mastite e FV. No entanto, algumas exceções puderam ser

observadas.  Os  genes  que  codificam  enterotoxinas  estavam  presentes  principalmente  em

RF122  e  Sau1269,  como  as  enterotoxinas  A,  B,  G,  I,  J,  K,  L,  M,  N  e  as  proteínas

enterotoxina-like  U  e  V.  As  enterotoxinas  são  consideradas  superantígenos  devido  a  sua

estimulação da proliferação de células T (Ortega et al., 2010)  e podem impactar a gravidade

da doença em um modelo cunicular (Stach et al., 2016). No entanto, Sau1269 foi isolado de

um animal com diagnóstico de infecção subclínica, sugerindo que fatores do hospedeiro, além

da presença de toxinas,  afetam o resultado da mastite.  Além disso, pode haver diferenças

regulatórias entre RF122 e Sau1269, embora a expressão de genes de enterotoxinas não tenha

sido investigada neste trabalho.    

O gene da toxina esfoliativa A (eta) e o gene Repressor SaPI da transcrição (stl) foram

encontrados  apenas  em  RF122  e  N305.  Outros  genes,  como  os  que  codificam  para

enterotoxina t (set),  toxina da síndrome do choque tóxico 1 (tst) e homólogos da proteína

SagB / D associada à estreptolisina S (sagB e sagD), foram exclusivos de RF122 e podem ter

um papel no desenvolvimento grave da mastite causado por essa cepa. Capra  et al.  (2017)

também sequenciaram os genomas de seis S . cepas de aureus (ST398 e ST8), que causam

mastite subclínica, e que foram divididas em dois grupos (baixa e alta prevalência de rebanho

(Capra  et al., 2017). Ao contrário de suas descobertas,  o gene que codifica a proteína de

ligação ao colágeno (cna) não foi encontrado nas cepas que causam mastite subclínica. Além

disso, os genes que codificam a proteína do fator de aglutinação (clfB), a proteína de ligação à

fibronectina (fnbA) e a leucotoxina D e E (lukD e lukE) estavam presentes em todas as cepas,

incluindo N305 e RF122.        

Um total de 933 e 565 SNPs sinônimos e  não sinônimos foi encontrado quando os

genes de virulência foram mapeados nos genomas RF122 e N305, respectivamente. A grande

maioria  foi  SNPs  sinônimos,  conforme  observado  em  isolados  da  mesma  espécie

(Maddamsetti  et  al., 2015;  Parkhill  & Wren.,  2011.)  Dado  que  essas  cepas  pertencem a

diferentes complexos clonais (CCs), a maioria das mutações não sinônimas foi provavelmente

removida  por  meio  de  seleção  purificadora.  No  entanto,  mutações  não  sinônimas  que

provavelmente foram fixadas nos CCs são alvos importantes para discriminar cada complexo,
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como mostrado recentemente para  Streptococcus do Grupo B (Almeida  et al., 2017). Nesse

patógeno, genes com papéis centrais durante o processo de infecção ou colonização têm uma

assinatura mutacional significativa exclusivamente em cepas de CC 17 hipervirulenta, quando

comparados a outros CCs associados a humanos.  

No geral, houve mais SNPs quando os genes presentes nas cepas subclínicas foram

comparados  aos  do  RF122,  especialmente  os  genes  que  codificam  a  evasão  imune  do

hospedeiro (spa , clfA , sbi— 120 SNPs) e proteínas de superfície (fnbA , isdA— 109 SNPs).

Por outro lado, o número de SNPs nesses genes foi de 47 e 59, respectivamente, quando a

comparação foi feita com o N305. Proteínas de ligação à fibronectina, como FnbA e FnbB,

são importantes para a adesão e invasão nas células da glândula mamária bovina (Sutra et al.,

1994; Loffler et al., 2014). Variações genéticas em fnbA e ClfA prejudicam a detecção de S.

aureus pelo teste de aglutinação do látex, provavelmente devido à menor ligação das adesinas

às moléculas de fibrinogênio acopladas às partículas de látex (Stutz  et al., 2011). Uma vez

que maior adesão está associada a maior invasão nas células epiteliais mamárias, as variações

em genes associados podem levar a diferenças fenotípicas entre as cepas, o que pode impactar

a progressão da doença. Trabalhos adicionais para testar o efeito de cada SNP nos aspectos de

toxicidade e virulência devem ser realizados para confirmar essas proposições.          

O  diagnóstico  de  rotina  de   S.  aureus  bovino é  baseado  em  cultura  bacteriana.

Trabalhos  descrevem  a  aplicação  de  imunoensaios  (Fabres-Klein  et  al., 2014)  e

espectrometria de massa (Sogawa  et al., 2017) para melhorar e acelerar o diagnóstico. No

entanto, outras questões devem ser abordadas, como a diferenciação entre cepas esporádicas e

contagiosas (Ote  et al., 2011) e entre cepas associadas a resultados específicos de mastite.

Até o momento, os estudos não conseguiram encontrar marcadores bacterianos robustos para

mastite bovina com base na presença ou ausência de FV. Este trabalho mostrou uma alta

similaridade de conteúdo gênico entre os genomas de seis linhagens bovinas,  o que pode

ajudar a explicar as dificuldades em associar fatores bacterianos à manifestação da doença; se

isso é devido ao pequeno número de genomas que foram sequenciados até agora, ainda não há

evidências. 

Semelhanças  substanciais  no  conjunto  de  proteínas  de  superfície  e  secretadas  das

linhagens bovinas também foram  observadas. Embora a análise  in silico tenha descrito os
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membros do cl3316 como exclusivos das cepas associadas à mastite subclínica, os achados

não  foram validados  na  análise  experimental.  É  possível  que  os  primers projetados  para

amplificar cl3316 também fossem complementares a outras sequências de MFS presentes em

RF122  e  N305,  uma  vez  que  MFS compreende  74  famílias  de  proteínas  envolvidas  em

mecanismos de efluxo de drogas (Stach et al., 2016).  

Este trabalho explorou a variação de sequência de genes e não simplesmente presença

e  ausência,  como  a  encontrada  na  lipoproteína  cl3700,  que  pode  ajudar  a  determinar  as

diferentes  manifestações  da  mastite.  As  lipoproteínas  são  ancoradas  aos  lipídios  da

membrana, com um papel importante na ativação imune por meio do receptor Toll-like 2,

(Muller  et  al., 2010)  que  culmina   na  ativação  do  NF-κB  e  indução  de  citocinas  pró-

inflamatórias  (Marklevitz et al., 2016). A deleção da νSaα, contendo o cluster exclusivo de

lipoproteínas  (LPL) de  S.  aureus  USA300  diminuiu  significativamente  a  capacidade  de

invasão e a expressão de TNF-α e IL-6 em linhagens de células humanas (Nguyen  et al.,

2015). Diferenças na composição de aminoácidos podem afetar o dobramento ou função, o

que  poderia  causar  menor  ativação  ou  evadir  o  sistema  imunológico  do  hospedeiro,

interferindo nos sintomas clínicos apresentados pelas vacas com mastite. Portanto, a variação

observada nas sequências da lipoproteína cl3700 pode influenciar a função da proteína e ainda

garantir uma vantagem para a sobrevivência bacteriana no hospedeiro, que se manifesta como

uma infecção subclínica e persistente.   Embora a análise deva ser expandida para acomodar

mais  isolados  de  campo,  os  resultados  preliminares  mostram o  potencial  da  lipoproteína

cl3700 para diferenciar entre os dois grupos de isolados coletados de animais que sofrem de

mastite clínica ou subclínica.

CONCLUSÕES

Este trabalho revelou uma alta similaridade de conteúdo gênico nos genomas de cepas

que  causam  mastite  clínica  ou  subclínica. Porém,  uma  lipoproteína  (cl3700)  demonstrou

maior  potencial  para  distinguir  os  dois  grupos  de  bactérias,  revelando  que a variação  de

sequência entre  S. aureus de origem bovina, e não apenas a presença / ausência de fatores de

virulência,  também  é  um aspecto  importante  a  ser  considerado  ao  comparar  isolados  de

campo associados a diferentes manifestações de mastite. Os diversos SNPs detectados nos FV
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podem conferir vantagens às cepas subclínicas permitindo o sucesso na evasão do sistema

imunológico,  sem  desencadear  respostas  imunológicas  bruscas,  facilitando  assim  o

estabelecimento de infecções crônicas e silenciosas.  
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MATERIAL SUPLEMENTAR – CAPÍTULO 1

Fig. Sup. 1 (S1 Fig) - Fluxograma que descreve a metodologia usada para encontrar e testar a
lipoproteína  cl3700.  As caixas  de  cor  azul  e  rosa estão  relacionadas  às  propriedades  dos
genomas das cepas clínicas e subclínicas, respectivamente, enquanto as etapas metodológicas
foram coloridas em verde (disponivel em https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s001)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s001
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Fig. Sup. 2 (S2 Fig) -  SNPs totais em genes associados à virulência presentes nos genomas
das cepas subclínicas. (A) SNPs mapeados no genoma da cepa de referência clínica S. aureus

RF122. (B) SNPs mapeados no genoma da cepa clínica  S. aureus Newbould 305 (B). Os
genes foram agrupados em suas respectivas categorias funcionais. Cada barra representa um
gene e cada cor nas barras representa o número de SNPs para o gene que a cepa do genoma
correspondente  exibe  quando  mapeada  na  cepa  de  referência  (disponivel  em
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s002)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s002
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Fig.  Sup.  3 (S3  Fig)  -  Análises  in  silico da  lipoproteína  cl3700.  No  topo,  a  matriz  de
porcentagem  de  identidade  criada  com  Clustal  2.1  da  lipoproteína,  construída  com  a
sequência de aminoácidos para os genomas das cepas de S. aureus Sau170, Sau302, Sau1269,
Sau1364, RF122 e N305. A região conservada em RF122 e N305 está marcada em vermelho.
Na parte inferior, um alinhamento de sequência múltipla da lipoproteína, também criada com
Clustal Omega, e o desenho dos conjuntos de  primers LipoP-F-CS / LipoP-RC e LipoP-F-
CS / LipoP-R-CS sobre as regiões conservadas entre as cepas clínicas e subclínicas (LipoP-F-
CS e LipoP-R-CS) e na região conservada apenas entre as cepas clínicas (LipoP-RC), todas
em caixa  amarela.  As caixas  vermelhas  correspondem às  regiões  conservadas  apenas  nas
cepas  clínicas,  enquanto  as  caixas  azuis  correspondem às  regiões  conservadas  nas  cepas
subclínicas.  As  regiões  altamente  conservadas  são  marcadas  em  verde  (Disponível  em:
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s003)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s003
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Fig.  Sup.  4 (S4 Fig) -   Amplificação do gene da nuclease  de  Staphylococcus  aureus de
origem bovina. A reação de PCR foi realizada com o DNA extraído dos isolados  S. aureus

170 (1), 302 (2), 1269 (3), 1364 (4), 308 (5), 340 (6), 403 (7), 1001 (8), 1311 (9), 1315 (10),
1323 (11), cepa ATCC 29213 (12) e o DNA extraído dos isolados S. aureus 76 (13), 216 (14),
1439 (15) , 3909 (16), 2555 (17), 5T18-19 (18), 9T18-16 (19), 10T18-59 (20), 10T18-68 (21),
14T18-13 (22), 22T18-52 ( 23), 22T17-54 (24). Água foi usada como controle negativo (25).
O marcador  de peso molecular  usado foi  o  Promega 1 kb DNA Ladder  (Disponível  em:
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s004 ).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s004
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Fig.  Sup.  5 (S5 Fig.) –  Amplificação  do  gene  que  codifica  a  proteína  transportadora  cl3316 de
isolados de Staphylococcus aureus de origem bovina. A reação de PCR foi realizada com DNA total
extraído de isolados de mastite subclínica S. aureus 170 (1), 302 (2), 1269 (3), 1364 (4), 308 (5), 340
(6), 403 (7) , 1001 (8), 1311 (9), 1315 (10), 1323 (11) e dos isolados de mastite clínica S. aureus 76
(13), 216 (14), 1439 (15), 3909 (16), 2555 (17), 5T18-19 (18), 9T18-16 (19), 10T18-59 (20), 10T18-
68 (21), 14T18-13 (22), 22T18-52 (23), 22T17-54 ( 24). DNA total de S. aureus ATCC 29213 (12).
Água foi usada como controle negativo (25). O marcador de peso molecular usado foi o Promega 1 kb
DNA  Ladder  Promega  1  Kb  DNA  Ladder  (disponível  em:
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s005).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s005
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Fig. Sup. 6 (S6 Fig.) - Amplificação de um gene de lipoproteína de isolados de Staphylococcus aureus

de origem bovina. No topo (A), os primers LipoP-F-CS e LipoP-R-CS foram usados em uma reação
de PCR com DNA extraído dos isolados de mastite subclínica S. aureus 170 (1), 302 (2), 1269 (3 ),
1364 (4), 308 (5), 340 (6), 403 (7), 1001 (8), 1311 (9), 1315 (10), 1323 (11) e dos isolados clínicos de
mastite  S. aureus 76 (13), 216 (14), 1439 (15), 3909 (16), 2555 (17), 5T18-19 (18), 9T18-16 (19),
10T18-59 (20), 10T18-68 ( 21), 14T18-13 (22), 22T18-52 (23), 22T17-54 (24). No fundo (B), os
primers LipoP-F-CS e LipoP-R-C foram usados  para amplificar o mesmo DNA. DNA total de  S.

aureus ATCC  29213  (12).  Água  foi  usada  como  controle  negativo  (25).  O  marcador  de  peso
molecular  usado  foi  o  Promega  1  Kb  DNA  Ladder  (disponível  em
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s006).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s006
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As tabelas suplementares não foram incluidas na listagem  de material suplemetar 

do capítulo 1 devido às suas grandes dimensões em quantidade de linhas e colunas. Por 

gentileza, para acesso ao conteúdo, favor acessar os links específicos para cada tabela, 

conforme descrição abaixo.

Tabela S1. Presença (+) ou ausência (-) de genes associados à virulência nos genomas de
Staphylococcus  aureus bovinos  analisados  (Disponível  em
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s007).

Tabela S2. Anotação de proteínas presentes no gráfico MDS por meio de um lote BLASTp
contra Staphylococcus aureus RF122 (Disponível em
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s008).

Tabela S3. Matriz de identidade de proteínas secretadas e proteínas envolvidas na adesão e
aquisição de ferro codificadas pelos genomas subclínicos e clínicos (Disponível em
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s009).

Tabela S4. Curadoria manual dos clusters ortoMCL que eram possivelmente exclusivos dos
genomas de cepas subclínicas de Staphylococcus aureus (Aba A) ou das cepas clínicas (Aba
B) (Disponível em https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s010)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s010
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s009
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s008
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220804.s007
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 CAPÍTULO 2 

Uma lipoproteína de Staphylococcus aureus discrimina isolados de campo associados a

diferentes manifestações de mastite bovina

 

RESUMO

Staphylococcus aureus é um dos principais patógenos causadores de mastite em gado

de leite que se  manifestar como uma infecção subclínica ou clínica. Anteriormente,  Rocha et

al. (2019) encontraram diferenças na sequência de nucleotídeos de um gene que codifica uma

lipoproteína entre cepas associadas à mastite. Com base na reação em cadeia da polimerase

(PCR), isolados de campo foram separados em dois grupos de acordo com a manifestação da

mastite. Neste estudo, uma segunda rodada de análises foi realizada com uma coleção maior

de bactérias, coletadas em cinco estados brasileiros, para validar os achados. Inicialmente, a

diversidade  de  108 isolados  de  campo foi  investigada  por  ensaio  do  Número Variável de

Repetições em Tandem (MLVA) e, em seguida, alguns deles foram escolhidos para tipagem

pelo gene  spa. As  bactérias  foram  separadas  em  54  grupos  de  MLVA  e  13 spa-type

distintos. Esse  foi  o  primeiro  registro  dos  tipos t14515,  t337  e t528  nos  rebanhos

brasileiros. O gene da lipoproteína foi amplificado a partir do DNA total de 76 isolados com

um par de primers complementares à sequência encontrada nas cepas clínicas estudadas por

Rocha et al (2019). Os resultados mostraram um  amplicon  do tamanho esperado em 34/38

(89,47%)  isolados  de  mastite  clínica,  e  em  apenas  3/34  (8,82%)  isolados  de  mastite

subclínica, independentemente do tipo de spa. Análises  in silico mostraram diferenças no C-

terminal  da  lipoproteína,  região  implicada  na  internalização  bacteriana. Esses  achados

fornecem evidências  de  que  diferenças  em uma proteína  de  superfície  podem impactar  a

interação com a célula mamária bovina e, portanto, a forma como a bactéria se manifesta

durante a infecção.

 

1. INTRODUÇÃO

A mastite bovina é uma doença infecciosa que afeta a qualidade e a produção do leite

em rebanhos leiteiros em todo o mundo. Na doença, o bem-estar animal é comprometido por

um quadro inflamatório nos quartos mamários, que pode levar à fibrose da glândula mamária
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e à incapacidade de produção de leite (Zhao e Lacasse, 2007). Embora existam testes que

auxiliam no diagnóstico da mastite, eles são subjetivos e incapazes de discriminar o agente

infeccioso,  uma  informação  importante  para  abordagens  de  tratamento  e  manejo  de

rebanho (Ashraf e Imran, 2018). Até o momento, antibióticos ainda são comumente usados no

tratamento  da  doença,  mas  a  ineficácia  dos  mesmos  e  a  disseminação  da  resistência

antimicrobiana abriram caminho para estratégias alternativas, como o uso de bacteriófagos,

nanopartículas  e  imunoterapia,   a  qual  ainda  não  teve  sua  utilidade in  vivo

comprovada (Gomes e Henriques, 2016).

Staphylococcus  aureus é  considerado  um  dos  principais  patógenos  causadores  da

mastite bovina. A bactéria coloniza a pele do teto e outros tecidos intramamários  (Haveri et

al.,  2008; da Costa et al.,  2014) e é considerada extremamente difícil de erradicar devido à

sua capacidade de formar biofilmes (Li et al.,  2017). Embora S. aureus possa causar mastite

clínica,  esse  patógeno  está  amplamente  associado à  mastite  subclínica,  uma manifestação

silenciosa  responsável  por  enormes  prejuízos  econômicos. No  Brasil,  as  prevalências  de

mastite clínica e subclínica são de 2,6% e 48,6%, respectivamente (Acosta et al., 2016). Mais

especificamente,  nos  estados  da  Bahia  e  Pernambuco,  localizados  na  região  Nordeste  do

Brasil, a prevalência de mastite subclínica é de 28,2% (Krewer et al., 2013). Por outro lado, a

prevalência de mastite subclínica é maior nos estados da região Sudeste, sendo estimada em

39,7% no Rio de Janeiro, 55,4% em Minas Gerais e 63,6% em São Paulo (Vieira-Da-Motta et

al., 2001;  Busanello et  al.,  2017).  Embora  a  região  Sudeste  do  Brasil  ocupe  10,85% do

território  nacional,  ela  é  responsável  por  34,2%  da  produção  nacional  de  leite

(Embrapa - Gado de Leite,  2019). Enquanto  que  para  a  mastite  clínica  os  custos  médios

estimados  são  de  R$  54.330,00  por  100  vacas/ano,  para  a  mastite  subclínica  esse  valor

estimado é de R$ 138.340,00 por 100 vacas/ano (Aghamohammadi et al., 2018).    

A patogenicidade de S. aureus  é complexa, e vários estudos têm sido realizados com o

objetivo de compreender os fatores bacterianos que podem determinar a progressão da mastite

bovina (Rainard et al., 2018; Fang et al., 2019; Marbach et al., 2019 ). O controle da doença é

dificultado  pela  presença  de  isolados  com diferentes  origens  genéticas  dentro  do  mesmo

rebanho (Cremonesi et  al.,  2015;  Acosta et  al.,  2018),  a  redundância  de  fatores  de

virulência (Vandenesch et al.,  2012) e diferenças em seu nível de expressão (Jenkins et al.,



73

2015).  Até  agora,  houve  algum  progresso  na  associação  de  características  bacterianas  e

evolução da doença. Um alto nível de expressão de leucotoxinas por isolados de S. aureus foi

associado  à  mastite  clínica  grave (Vrieling et  al.,  2016).  LukF -PV  foi  superproduzido

em cepas  de S.  aureus que  induziram  mastite  grave  em  comparação  com  aquelas  que

induziram mastite subclínica (Le Maréchal et al., 2011). Além disso, isolados que tinham um

único polimorfismo de nucleotídeo no promotor do gene que codifica a hemolisina A (hla),

produziram mais Hla e causaram mastite severa (Hall et al.,  2012). Uma maior produção de

biofilme foi observada em isolados com maior probabilidade de persistir ao longo do período

seco, enquanto  que  níveis  mais  elevados  de expressão de hld foram  observados

principalmente em cepas não persistentes (Veh et al., 2015).

              Anteriormente,  Rocha et al. (2019) estudaram as proteínas de superfície e secretadas

de seis cepas  bovinas de S. aureus. Embora o conteúdo de genes de virulência  tenha sido

semelhante entre as cepas associadas à mastite clínica ou subclínica,  descobriu-se que um

gene  que  codifica  uma  lipoproteína  possui  uma  região  conservada  apenas  nas  cepas

clínicas. Com base na reação em cadeia da polimerase (PCR), os isolados de campo foram

separados em dois grupos de acordo com a manifestação da mastite. Aqui, avaliamos esses

achados  com uma segunda  rodada de  análise,  usando uma coleção  maior  de  isolados  de

campo  coletados  de  animais  com  histórico  clínico  em  diferentes  estados  brasileiros. A

diversidade  genética  entre  os  isolados  foi  investigada  por  análise  de  Número Variável de

Repetições  em Tandem  (MLVA)  e tipagem  do  gene spa. O  DNA total  de  bactérias  com

diferentes origens genéticas foi extraído, e um amplicon do tamanho esperado, correspondente

ao gene da lipoproteína cl3700, foi observado em 34/38 (89,47%) isolados de mastite clínica,

e  em  apenas  3/34  (8,82%)  isolados  de isolados  de  mastite  subclínica. A análise in

silico mostrou  diferenças  na  região  C-terminal  de  uma  lipoproteína  relacionada  à

internalização bacteriana.

 

2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Microrganismos e condições de cultura
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Um total de 108 isolados de S. aureus obtidos de vacas com mastite clínica (62) ou

subclínica  (56)  em rebanhos  leiteiros  de  cinco  estados  brasileiros  (Minas  Gerais,  Rio  de

Janeiro, São Paulo, Pernambuco e Bahia) foram estudados neste trabalho (Fig. 1, Tabela 1). S.

aureus RF122, cepa de referência associada à mastite clínica severa, também foi usada neste

estudo.   S.  aureus RF122 foi gentilmente  cedido  pelo  Dr.  Vasco  A.C.  Azevedo,

Departamento  de  Genética,  Ecologia  e  Evolução,  Universidade  Federal  de  Minas

Gerais, Brasil. As bactérias foram rotineiramente mantidas em placas contendo ágar Luria-

Bertani  (LB),  e  foram cultivadas  em BHI por  12  h  antes  da  extração  do DNA total.  As

culturas foram armazenadas em LB contendo 20% de glicerol a -80°C.

Fig  1. Mapa do Brasil mostrando a origem e tipo de spa dos isolados de campo testados neste
estudo. Em A é mostrado o mapa de todo o país, com os estados de Pernambuco e Bahia (C) e
São Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro (D) em caixas. Em B, o esquema de cores usado
para distinguir os tipos de  spa. O número de isolados analisados  em cada local é mostrado
entre parênteses.
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Tabela  1 – Isolados de Staphylococcus aureus usados neste estudo e resumo dos resultados.
Identificação Manifestação Origem Gene

LipoP
RF122 Clínico Irlanda +

3212 Subclínico Barra Mansa - RJ -

46T-8 Clínico Botelhos - MG +

1B,  11B,  17B,  23B,  27B,  80B,  86B,  94B,
103B, 107B, 120B, 126B, 131B, 303B, 311B,
327B, 343B, 350B, 354B, 360B, 366B, 372B,
381B, 386B, 389B, 394B, 400B, 443B, 454B
908B

Subclínico Botucatu - SP -

73T-40, 6T, 7T, 8T, 9T, 10T, 11T, 12T, 14T,
15T, 17T, 19T, 22T, 23T, 24T, 25T, 29T, 31T,
32T, 37T, 39T, 41T, 45T, 53T, 54T, 56T, 61T,
69T, 72T, 75T, 77T, 84T

Clínico Botucatu - SP +

90T-40 Clínico Cabrália Paulista - SP +

5, 11 Clínico Capim Grosso - BA -

302, 369/5, 340/5 Subclínico Coimbra - MG -

101, 170, 1269, 1364 Subclínico Coronel  Pacheco  -
MG

-

43T-13 Clínico Espírito  Santo  do
Pinhal - SP

+

4081, 741 Subclínico Juiz de Fora - MG -

3886 Subclínico Matias Barbosa - MG -

4182 Subclínico Patrocínio - MG -

125PD-276, 94AE-2232 Clínico Pesqueira - PE +

53AD-136 Subclínico Petrolina - PE +

69/10 63, 69/10 63 d, 4, 11 *, 29, 29 d, 34, 34
d

Subclínico Pindamonhagaba  -
SP

-

60, 60 d Subclínico Pirassununga - SP -

92T-64, 95T-10, 95T-4 Clínico Pirassununga - SP +

76T-6, 87T-23 Clínico Poços  de  Caldas  -
MG

+

73T-36 Clínico São Pedro - SP +

81AE-4953, 23 AD 7206 Subclínico Senhor  do  Bonfim  -
BA

+

49 PE 0051, 81 PE 4953, 18 AE 35, 3 AE 132 Subclínico Senhor  do  Bonfim  -
BA

-

64PD-1002, 70 AD 3044, 18 AD 35 Clínico Senhor  do  Bonfim  -
BA

-

24 DC 114 Clínico Senhor  do  Bonfim  -
BA

+

82T-3 Clínico Três Corações - MG +

Todos os isolados descritos nesta tabela eram nuc positivos (Sasaki et al., 2010).
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2.2. Diagnóstico de mastite bovina

              Cento  e  oito isolados  de S.  aureus de  vacas  com  histórico  clínico  conhecido  de

mastite bovina foram utilizados neste trabalho. Todos os animais foram submetidos ao teste

de  rotina  da  caneca  do  fundo  preto  e  ao  teste  CMT  (California  Mastitis  Test)  para  o

diagnóstico de mastite  clínica  e  subclínica,  conforme descrito  anteriormente (Rocha et  al.,

2019).  Resumidamente,  o  diagnóstico  de  mastite  clínica  foi  baseado  em  anormalidades

macroscópicas  no leite  e/ou  sinais  sistêmicos  de  doença (Pinzón-Sánchez e  Ruegg,  2011;

Constable et  al.,  2016).  Os  animais  com  mastite  subclínica  não  apresentaram  sintomas

visíveis de mastite clínica durante a lactação. S. aureus foi identificado por meio do ensaio de

coagulase  em  tubo e hemólise em placas de ágar sangue, conforme descrito em Brito et

al. (1999), seguido pela amplificação do gene da nuclease (Sasaki et al., 2010).

2.2 Extração total de DNA

Lisozima (20 μg/ml) (Ultrapure Lysozyme, J18645, Affymetrix / USB) foi adicionada

ao um sedimento de células bacterianas suspenso em tampão SET (Tris-HCl 10 mM, EDTA 2

mM, SDS 1%) e o tubo foi mantido por 30 min a 37 C. A extração foi então conduzida

usando  o kit PureLink Genomic  DNA  (Invitrogen). O  DNA  extraído  foi  avaliado  por

eletroforese  em  gel  de  agarose  a  0,8%  seguida  de  coloração  com  brometo  de  etídio  (2

mg/mL). A concentração e pureza das amostras foram medidas por espectrofotometría usando

espectrofotômetros Nanodrop ™ 2000 / 2000c (Thermo Fisher Scientific).

2.3 Análise MLVA

A diversidade genética dos isolados foi avaliada por PCR multiplex usando sete pares

de  primers complementares  a  regiões  altamente  variáveis  do genoma de S.  aureus (Tabela

2). O método empregado foi originalmente descrito por Sabat et al.,  2003 e François et al.,

2005,  usando  primers desenhados  para  os  genes  sdr, clfA, clfB, ssp, spa. cna e fnBP. Os

amplicons foram analisados  por eletroforese em 1X Tris-acetato-EDTA em gel de agarose

1,5%, a 100 mV por 90 min, e os resultados foram visualizados sob luz ultravioleta, a após

coloração com 2 mg/mL de brometo de etídio. Uma amostra de referência (isolado 54T) foi

usada em todos os géis para facilitar a comparação dos padrões de banda. O dendrograma foi

construído no software RStudio, calculando a similaridade com o coeficiente de Jaccard, e

método de agrupamento complete-linkage. 
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2.4 Tipagem spa

A região polimórfica X do gene da proteína A (spa) foi amplificada usando os primers

spa-1113f e spa-1514r (Tabela 2) com a reação de PCR realizada conforme descrito por Li et

al.,  (2018). Os  amplicons  foram  analisados  por eletroforese  em  gel  de  agarose  a

1,0%, conforme descrito na seção anterior. Uma amostra da reação foi usada em reações de

sequenciamento  (Macrogen Inc.)  com  sequenciadores  Applied  Biosystems  3730XL. Os

arquivos  de  sequenciamento  ab1  foram  analisados  pelo  software BioNumerics v7.6

(Applied Maths, SiMartens-Latem, Belgium),  e  o  pacote  de  tipagem  Spa  foi  usado  para

atribuir  um tipo  de spa a  cada  isolado,  de  acordo  com  o servidor

web Ridom (http://spaserver .ridom.de).

Tabela  2 – Oligonucleotídeos usados neste estudo.
Gene Seqüência Tamanho

(bp)
Tipagem Fonte

clfA F - 5'GATTCTGACCCAGGTTCAGA3 '
R - 5'CTGTATCTGGTAATGGTTCTTT3 '

945 ± 22

Tipagem MLVA

Sabat et  al.,

2003

clfB F - 5'ATGGTGATTCAGCAGTAAATCC3 '
R - 5'CATTATTTGGTGGTGTAACTCTT3 '

880 ± 19

Tipagem MLVA

Sabat et  al.,

2003, 2005

sdrCDE F - 5'GTAACAATTACGGATCATGATG3 '
R - 5'TACCTGTTTCTGGTAATGCTTT3 '

648/580/622
bp Tipagem MLVA

Sabat et  al.,

2003

spA F - 5'AGCACCAAAAGAGGAAGACAA3 '
R - 5'GTTAACGACATGTACTCCGT3 '

290 ± 4  Tipagem
MLVA

Sabat et  al.,

2003

sspA F - 5'ATCMATTTYGCMAAYGATGACCA3 '
R - 5'TTGTCTGAATTATTGTTATCGCC3 '

132 ± 2  Tipagem
MLVA

Sabat et  al.,

2003

cna F - 5'AAAATGACAAAATGGCAAG3 '
R - 5'CAGGTTTAGTTGGTGGTGTT3 '

1888 ± 125  Tipagem
MLVA

François et  al.,

2005

fnBP F - 5'GGTCAAGCRCAAGGACCART3 '
R –5'AATAATCCGCCGAACAACAT3 '

1045 ± 32  Tipagem
MLVA

François et  al.,

2005

lipoP F-CS  -  5
'GYTTTGCGAAAACGTTAGAYATGTA3`
RC - 5'GCAACA ACTAGTAGGAGTGA3`

331 bp Investigação  de
lipoproteína

Rocha et  al.,

2019

spA 1113f - 5 'TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC 3'
1514r - 5 'CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT 3'

290 bp

Tipagem spa

Strommenger et

al., 2006

nucAur F - TCGCTTGCTATGATTGTGG 3 '
R - 5 'GCCAATGTTCTACCATAGC 3'

359 bp Identificação  de
espécies

Sasaki et

al. 2010

2.5 Amplificação do gene que codifica a lipoproteína

A amplificação do gene que codifica uma lipoproteína conservada em isolados de S.

aureus foi realizada utilizando os primers descritos na Tabela 2, de acordo com o protocolo

descrito em Rocha et al. (2019). Os amplicons foram analisados  por eletroforese em gel de

agarose a 1,5% (p/v). 
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2.6 Análise in silico da estrutura da lipoproteína

Alinhamentos  de  sequências  múltiplas  foram  conduzidos  com

a ferramenta Clustal Omega 2.1 usando as sequências aminoacídicas da lipoproteína cl3700

das cepas clínicas S. aureus RF122 e N305 e das cepas subclínicas S. aureus 170, 302, 1269 e

1364. O esquema de cores Zappo foi usado no Jalview 2.10.5 como um recurso visual para

distinguir resíduos de aminoácidos de diferentes classes. 

3. RESULTADOS

3.1 Diversidade genética dos isolados de campo

A amplificação do gene nuc resultou em  um amplicon de 359 bp em todos os isolados

de campo usados neste estudo, confirmando a identidade da bactéria como sendo S. aureus.

Visto que alguns isolados foram coletados no mesmo rebanho, investigamos a diversidade

genética entre eles por MLVA, a fim de garantir que isolados geneticamente distintos fossem

usados na análise. Se os isolados apresentassem o mesmo tipo de MLVA e fossem oriundos

do  mesmo  rebanho,  apenas  um  seria  posteriormente  caracterizado  como  o  isolado

representativo desse tipo MLVA.  As bactérias foram agrupadas em 54 grupos com base em

um ponto de corte de 80% de similaridade (Fig. 2). Os isolados subclínicos e clínicos foram

distribuídos em 25 e 32 grupos, respectivamente. Dos 54 grupos, 3 continham representantes

de ambas as manifestações, clínica e subclínica. Os perfis de bandas dos isolados causadores

de mastite  clínica ou subclínica mostraram-se sempre distintos (Fig. S1). Um total de 108

isolados  coletados  em 13 cidades  do  Sudeste  do Brasil  foram distribuídos  em 33 grupos

distintos,  enquanto  15  isolados  provenientes  da  região  Nordeste  foram colocados  em 12

grupos.  Alguns isolados obtidos em diferentes rebanhos apresentaram maior similaridade e

foram agrupados no mesmo grupo, como 4081 (Juiz de Fora - MG) e 3212 (Barra Mansa -

RJ) ou 46T-8 (Botelhos - MG) e 43T-13 (Espírito Santo do Pinhal - SP). Dois isolados (125

PD276 e 64PD-1002) exibiram maior proximidade genética com isolados de outros estados

do que  com aqueles de onde foram coletados.
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Fig   2. Dendrograma  mostrando  a  similaridade  genética  entre isolados  de Staphylococcus

aureus bovinos determinados  por  VNTR. O  agrupamento  foi  feito  por  meio  do software
RStudio, calculando a similaridade com o coeficiente de Jaccard.

A diversidade genética de 41 isolados escolhidos entre diferentes grupos também foi

avaliada  por tipagem  de spa.  Os  resultados  do  sequenciamento revelaram 13 tipos  de spa,
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distribuídos  em  dezesseis  locais  (Fig.  2,  Tabela  S1). Os tipos  mais

frequentes foram t605 (19/41), t127 (8/41)  e t002 (3/41).  Os  tipos  menos  frequentes,  com

apenas  um  único  representante,  foram  t037, t11521, t1192, t14515, t267, t337, t518,   t521,

t54. Entre os tipos que foram selecionados para sequenciamento, t11521, t1192, t521 foram

encontrados exclusivamente na região Nordeste, enquanto t605 foi amplamente distribuído no

país. Foram detectadas disparidades entre os dois métodos usados para avaliar a diversidade

genética. Isolados com o mesmo tipo de spa foram observados em diferentes grupos MLVA,

como 53 AD 136, 6T, 27B, 400B (todos t605), enquanto isolados com tipos distintos de spa,

como  101  (t127), RF122  (t529)  e  3386  (t518)  foram  agrupados  no  mesmo  grupo

MLVA. Esses resultados confirmam que esse estudo abrangeu bactérias de diferentes origens

genéticas.

3.2 Discriminação dos isolados usando o gene que codifica a lipoproteína

              O DNA total foi amplificado por PCR com o par de primers LipoP-F-CS/LipoP-RC,

que tem como alvo uma região  no gene que codifica  a  lipoproteína,  presente  apenas  em

isolados  de  mastite  clínica  de  acordo  com  a análise in  silico  prévias. Todas  as  bactérias

isoladas de mastite clínica mostraram amplificação para o gene da lipoproteína, exceto para

70 AD 3044, 18 AD 35, 5, 11 e 64 PD1002 (Fig. 3). Esses falsos negativos foram isolados em

rebanhos  localizados  na  região  Nordeste.  Quando o  DNA total  dos  isolados  que  causam

mastite  subclínica  foi  analisado,  31/34  não  produziram  amplificação. Os  falsos  positivos

foram os isolados 53AD-136, 81AE-4953, 23AD 7206, também da região Nordeste.
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Fig  3. Amplificação de uma região da seqüência codificadora do gene da lipoproteína de 57
isolados de Staphylococcus aureus estudados neste trabalho. Os primers LipoP-F-CS e LipoP-
RC  foram  utilizados  com DNA  extraído  de  mastite  bovina isolados  de S.

aureus : A-  Bactérias isoladas de animais com mastite clínica: A - Isolados causando mastite
clínica: 46T8 (1), 76T6 (2), 43T13 (3), 73T36 (4), 73T 40 (5), 90T 40 (6), 2T (7), 6T (8), 7T
(9), 8T (10), 10T (11), 11T (12), 12T (13), 14T (14), 15T (15), 17T (16), 19T (17), 22T (18),
24T (19), 25T (20), 29T (21), 31T (22), 39T (23), 41T (24), 45T (25), 53T (26), 54T (27),
61T (28), 72T (29), 75T (30), 77T (31), RF122 (32), 11 (33), 64 PD 1002 (34), 125 PD 276
(35), 94 AE 2232 (36), 70 AD 3044 (37), 18 AD 35 (38). Água foi usada como controle
negativo  (33).  FastGene  100bp foi  usado  como um marcador  de  peso  molecular  (M). B
-  Bactérias isoladas de animais apresentando mastite subclínica: 23 AD 7206 (1), 81 AE 4953
(2), 369/5 (3), 741 (4), 101 (5), 3886 (6), 4081 (7), 4182 (8), 11 * (9), 29 (10), 60 (11), 1B
(12), 23B (13), 27B (14), 80B (15), 131B (16), 303B (17), 327B (18), 350B (19), 360B (20),
366B (21), 372B (22), 381B (23), 389B (24), 394B (25), 53 AD 136 (26), 908B (27), 3212
(28), 454B (29) 340/5 (30), 49 PE 0051 (31), 81 PE 4953 (32), 18 AE 35 (33), 302 (34).  Foi
usada água como  controle  negativo  (35)  DNA  total  de S.  aureus RF122  foi  usado  como
controle positivo (36). FastGene 100bp  foi usado como marcador de peso molecular (M).

3.3 Estrutura da lipoproteína

Uma representação esquemática da lipoproteína cl3700 é apresentada na Fig. 4A e

mostra os locais para ligação dos primers LipoP-F-CS e LipoP-R-FC. O último tem 100% de
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identidade com o local de ligação presente nas cepas RF122 e N305 (clínicos), mas apenas

55,7%  com  as  regiões  em  170,  302,  1269,  1364  (subclínicos)  (Tabela  S2). Portanto,  a

combinação  desses  dois  primers só  resultaria  em amplificação  quando  o  DNA total  dos

isolados  causadores  de  mastite  clínica  fosse  analisado. O  alinhamento  das  sequências  de

aminoácidos da lipoproteína das seis cepas revelou uma região diferencial que tinha baixa

conservação de sequência (Fig. 4C). A identidade foi maior (99,2%) entre RF122 e N305,

mas  menor  (65,5%)  com  outras  cepas  (Fig.  S2). Nesta  região,  na  mesma  posição  no

alinhamento, há uma troca de aminoácidos entre as cepas clínicas e subclínicas (Fig. 4C, 4B,

4D). Por exemplo, a posição 211 contém um resíduo de metionina (hidrofóbico) em RF122 e

N305,  enquanto  a  mesma  posição  é  ocupada  por  um  resíduo  de  arginina  (carregado

positivamente) nas outras cepas. Da mesma forma, os resíduos nas posições 149 e174 são

ocupadas  por  uma  glicina  (sem  cadeia  lateral)  nas  cepas  clínicas,  enquanto  as  mesmas

posições  contêm  um resíduo  de  lisina  (positivo)  e  um resíduo  de  asparagina  (negativo),

respectivamente, nas outras cepas.

Fig   4.  Análise in  silico da  lipoproteína  de  seis cepas  de Staphylococcus  aureus.  Uma
representação  esquemática  que  mostra  as  características  encontradas  na  lipoproteína  (A),
como a lipobox, o determinante estrutural para a modificação de lipídios bacterianos, o núcleo
de  LPL,  característica  das  lipoproteínas homólogas "semelhantes  à  lipoproteína"  (lpl)
dispostas  em  tandem. Os  locais  de  ligação  dos  primers LipoP-F-CS  e  LipoP-RC  são
mostrados. Resíduos  de  aminoácidos  de  acordo  com  suas  propriedades  químicas  usando
o esquema  de  cores Zappo (B). Alinhamento  de  sequência  múltipla  por Clustal Omega  da
região  diferencial  das  cepas S.  aureus RF122  e  N305,  e S.  aureus 170,  302,  1269,  1364
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em Jalview 2.10.5  (C). As  caixas  pretas  em  C  destacam  as  12  posições  com  um  padrão
conservado  de  substituições  de  aminoácidos  de  diferentes classes  entre  cepas  clínicas  e
subclínicas,  que  estão  resumidas  também  em D.  As  barras  mostram  as  regiões  onde  os
peptídeos estudados por Tribelli et al. (2020) se sobrepõem.  

4. DISCUSSÃO             

A mastite bovina causada por S. aureus pode se manifestar como uma infecção clínica

ou subclínica, sendo essa última mais frequente. Embora esse resultado dependa da interação

hospedeiro-patógeno, os determinantes bacterianos podem ajudar a orquestrar a manifestação

da doença. Em um trabalho anterior, encontramos diferenças de nucleotídeos em um gene de

780 pb que codifica uma lipoproteína nas cepas S. aureus RF122 e N305, que causam mastite

clínica severa e leve, respectivamente, em comparação a quatro cepas (170, 302, 1269, 1364),

isoladas  de  animais  com  mastite  subclínica persistente  (Rocha et  al.,  2019).   Embora

os achados in  silico tenham  sido  replicados  em  24  isolados  brasileiros  de  campo,  essas

bactérias foram isoladas de doze rebanhos de dois estados brasileiros sem que o histórico

genético das mesmas tenha sido considerado.

Neste  estudo,  ampliamos  o  número  de  isolados  para  108,  coletados  em rebanhos

leiteiros de cinco estados localizados nas regiões Nordeste e Sudeste do Brasil. No entanto,

alguns deles foram isolados no mesmo rebanho. Para certificar que bactérias distintas foram

analisadas neste estudo, avaliamos inicialmente a diversidade genética por tipagem MLVA,

um método que tem sido usado para genotipar cepas bovinas de S. aureus com bom poder

discriminatório (Gilbert et  al.,  2006;  Ikawaty et  al.,  2009).  Os  tipos  de  MLVA  foram

distribuídos em 54 grupos. Em seguida, 41 isolados foram então selecionados aleatoriamente

de diferentes grupos para garantir que pertenciam a tipos distintos de spa.  Os resultados do

sequenciamento  confirmaram a  presença de treze tipos.  t002,  t037,  t127,  t267,  t518,  t521,

t543 t605 e t1192 já haviam sido relatados antes em rebanhos brasileiros (Aires-de-Sousa et

al., 2007; de Abreu, 2017; Rodrigues, 2016; Bonsaglia et al., 2018). Este é o primeiro relato

dos tipos de spa t1451, t337 e t528 no país. De acordo com o Ridom Spa Server, o tipo t1451

foi relatado apenas em um único isolado de S. aureus da Austrália. Além disso, t337 e t528

foram  relatados  em  outros  estudos  com  isolados  bovinos  da  América  do  Norte  e

Europa (Haran et al., 2012; Bergonier et al., 2014; Boss et al., 2016).
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Diferenças  na  sequência  de  nucleotídeos  de  um gene  de  lipoproteína  entre  cepas

clínicas e subclínicas estudadas por Rocha et al (2019) permitiram desenhar o primer LipoP-

RC, que tinha 100% de identidade com RF122/N305 (clínicas), mas apenas 55,7% com as

outras quatro cepas de manifestação subclínica. Aqui, mostramos que 89,47% dos isolados de

campo coletados de animais com mastite clínica produziram um fragmento de DNA com o

conjunto  de  primers LipoP-F-CS/LipoP-RC,  enquanto  o  mesmo  resultado  foi  observado

apenas em 8,82% dos isolados relacionados à mastite subclínica. Esses resultados sugerem

uma variação do gene da lipoproteína  entre  os isolados de campo estudados,  o que pode

influenciar no destino da infecção apresentada pelos animais. A variação genética a nível de

nucleotídeos  pode alterar  a  estrutura  tridimensional  da proteína,  o  que por  sua  vez,  pode

ocasionar  variações  fenotípicas  na  bactéria.  Os  aminoácidos  presentes  em uma região  da

lipoproteína,  designada como região diferencial,  apresentaram 99,22% de identidade entre

RF122/N305, mas apenas 65,58%  de identidade entre  170, 302, 1269, 1364 (subclínicas). O

alinhamento desta região confirmou que muitos aminoácidos foram substituídos por outros

com propriedades químicas distintas (Fig. 4C).  

As lipoproteínas bacterianas (Lpp) são a principal classe de proteínas de superfície

em S.  aureus e  algumas  delas  são organizadas  em um agrupamento  de genes  (lpl)  dentro

da ilha  genômica νSaα (Baba et  al.,  2008).  A  deleção  desse  agrupamento do  patógeno

humano S. aureus USA300 diminuiu significativamente seu potencial de invasão nas células

hospedeiras e sua patogenicidade  (Nguyen et al., 2015). Recentemente, foi demonstrado que

a LPL1 de USA300 interage em seu terminal C com a chaperona Hsp90 na superfície celular

do  hospedeiro,  induzindo  a  formação  da  actina  F  e,  portanto,  desencadeando  uma

internalização  semelhante  à  endocitose (Tribelli et  al., 2020).  Além  disso,  os  peptídeos

localizados  no  C-terminal  aumentaram  a  internalização  bacteriana  e  aumentaram

significativamente a formação de F-actina,  em comparação com peptídeos localizados  em

outras  regiões  da  proteína. Dado  que  esses  peptídeos  se  sobrepõem  à  região  diferencial

presente na lipoproteína (barras na Fig. 4C), sugerimos que essas diferenças de sequência

podem afetar  a  internalização bacteriana.  Foi  demonstrado que S.  aureus isolado de vacas

com mastite subclínica tem a capacidade de invadir as células do hospedeiro, um importante

fenótipo  que  tem  sido  associado  à  persistência (Grunert et  al., 2018).  Nossos  resultados
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sugerem uma variação do gene da lipoproteína entre os isolados de campo estudados que pode

influenciar  a  invasão  bacteriana  e  o  tipo  de  manifestação  apresentada  pelos  animais.  As

diferenças encontradas na lipoproteína podem ser decorrentes de amostragem insuficiente ou

enviesada, uma vez que a grande maioria dos isolados foi coletada  no Sudeste do Brasil. No

entanto,  nossos achados mostram uma nova evidência  que merece uma investigação mais

aprofundada. 

Em resumo,  este  estudo encontrou  diferenças  em uma lipoproteína  de  isolados de

campo de S. aureus, as quais foram capazes de separá-los em dois grupos de acordo com as

formas clínicas ou subclínicas de mastite bovina. Dado o papel da lipoproteína na invasão

bacteriana da célula hospedeira, este estudo fornece evidências de que diferenças na sequência

de aminoácidos proteína podem impactar a interação com as células mamárias e o destino

bacteriano dentro do hospedeiro.

5. CONCLUSÃO

Mostramos  diferenças  em  um gene de lipoproteína de  isolados  de  campo  de S.

aureus que foram capazes de separá-los em dois grupos de acordo com a manifestação da

doença, e que essas diferenças não se restringiram a tipos específicos de MLVA ou de spa.

Dado o papel da lipoproteína na invasão bacteriana da célula hospedeira, este estudo fornece

evidências  de que as diferenças a nível de sequência podem impactar  a interação com as

células mamárias e o destino bacteriano dentro do hospedeiro.
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MATERIAL SUPLEMENTAR – CAPÍTULO 2

Fig. Sup.  1. Tipagem MLVA dos isolados de campo de Staphylococcus aureus usados neste
estudo. Corridas diferentes foram combinadas para mostrar um representante de cada perfil de
MLVA. Na figura superior (A) - isola 73T-36 (1), 31T (2), 6T (3), 7T (4), 12T (5), 8T (6),
39T (7), 45T (8) , 54T (9), 53T (10), 11T (11), 19T (12), 10T (13), 25T (14), 2T (15), 61T
(16), 72T (17), 77T (18) , 18 AE 35 (19), 90T-40 (20), 29T (21), 76T-6 (22), 75T (23), 14T
(24), 17T (25), 41T (26), 94 AE 2232 (27), 70 AD 3044 (28), 11 (29), 64 PD 1002 (30),
RF122 (31) e 125 PD 276 (32). Na figura inferior (B) - isola 23 AD 7206 (1), 18 AD 35 (2),
394B (3), 60 (4), 80B (5), 3212 (6), 3886 (7), 131B ( 8), 303B (9), 350B (10), 741 (11), 27B
(12), 908B (13), 126B (14), 360B (15), 372B (16), 381B (17), 81 PE 4953 (18), 49 PE 0051
(19), 81 4953 (20), 53 AD 136 (21), 454B (22), 366B (23), 170 (24) e 1269 (25). FastGene
100bp DNA Ladder foi usado como um marcador de peso molecular (M).
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Tabela S1. - Tipagem spa dos isolados de Staphylococcus aureus usados neste estudo
Tipo Spa ST  /  CC

relacionado
Isolados Repetições de spa Origem

t002 5T-5, 5T-231 3212, 87T-23, 76T-6 26-23-17-34-17-20-
17-12-17-16

Barra  Mansa-RJ,
Poços  de  Caldas-
MG

t037 5T-239,  5T-
240, 5T-241

8T 15-12-16-02-25-17-
24

Botucatu-SP

t11521 - 125PD-276 07-23-17-34-34-33-
34

Pesqueira-PE

t1192 - 81AE-4953 15 Senhor  do  Bonfim-
BA

t127 CC1 / ST1 53T,  90T-40,  22T,
43T-13,  46T-8,  741,
25T, 101

07-23-21-16-34-33-
13

Botucatu-SP,
Espírito  Santo  do
Pinhal-SP,  Cabrália
Paulista  -  SP,
Botelhos-MG,  Juiz
de Fora-MG,
Coronel  Pacheco-
MG

t14515 - 77T 07-23-21-16-34-34 Botucatu-SP
t267 CC1 / ST97 4081 07-23-12-21-17-34-

34-34-33-34
Juiz de Fora-MG

t337 - 4182 07-16-23-23-02-12-
23-02-34

Patrocínio-MG

t518 CC22 / ST50 3886 04-20-17-23-24-20-
17-25

Matias Barbosa-MG

t521 ST97 3 AE 132 07-23-12-21-17-34-
34-34-34-33-34

Senhor  do  Bonfim-
BA

t528 CC30 / ST479
CC151  /
ST161;

72T, 75T 4 Botucatu-SP

t543 - 73T-36 20-04-17 São Pedro-SP
t605 ST126 / CC12

6
49  PE  0051,  908B,
94AE-2232,  24  AD
114, 18 AD 35, 53AD-
136,  70 AD 3044,  60,
27B,  1B,  6T,  327B,
443B, 400B, 18 AE 35,
34, 29, 54T, 61T

23-07 Botucatu-SP,
Pirassununga-SP,
Pindamonhangaba-
SP,  Pesqueira-  PE,
Senhor  do  Bonfim-
BA, Petrolina-PE
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Tabela S2. - Porcentagem de identidade das regiões encontradas na lipoproteína.
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CAPÍTULO 3 

Organização do cluster lpl em Staphylococcus aureus 302 e expressão heteróloga de uma

lipoproteína 

INTRODUÇÃO

As  lipoproteínas  (Lpps)  são  uma  classe  de  proteínas  ancoradas  aos  lipídeos  de

membrana, e que em bactérias Gram-positivas desempenham papéis diversos, que incluem

detecção e sinalização molecular, secreção de proteínas, resistência a antibióticos, e adesão

(Shahmirzadi  et  al., 2016).  Lpps  também  estão  envolvidas  no  processo  de  aquisição  de

nutrientes e íons, sendo portanto essenciais para a sobrevivência bacteriana durante a infecção

(Schmaler et al., 2009; Nguyen e Götz, 2016). 

Em  bactérias  gram-positivas,  lipoproteínas  são  sintetizadas  na  forma  de  pré-

lipoproteínas, e são marcadas para modificações pós-traducionais na porção N-terminal, por

intermédio de um peptídeo sinal denominado lipobox, de sequência consenso [LVI][ASTVI]

[GAS]C cuja cisteína é invariável   (Babu  et  al., 2006;  Mao  et al., 2016).  O processo de

modificação  pós-traducional  depende  da  participação  de  três  enzimas,  a  saber  1)

diacilgliceriltransferase (Lgt), que reconhece a cisteína e catalisa uma reação de transferência

para formação de  diacilgliceril-prolipoproteína,  2) uma peptidase de sinal de lipoproteína

(LspA) que cliva o peptídeo sinal, formando apolipoproteína e 3) N-acil transferase (Lnt),

resultando em uma lipoproteínas madura. A modificação lipídica do resíduo Cys N-terminal

(N-acil-S-diacilgliceril-Cys)  permite  a  ancoragem  de  proteínas  altamente  hidrofílicas  à

membrana. 

Staphylococcus  aureus possui  aproximadamente  55-70  genes  que  codificam

lipoproteínas,  a  maioria  organizada em um  cluster de genes chamado  lpl  (lipoprotein-like

cluster) que está localizado na ilha de patogenicidade νSaα (Kuroda et al., 2001; Schmaler et

al., 2009). Porém, a organização do cluster lpl é variável, sendo que algumas cepas possuem

um maior número de genes  lpl como, por exemplo, o clone pandêmico  S. aureus  USA300

com 10 genes organizados in tandem, de similaridade entre 60-87% (Schluepen et al., 2013;

Nguyen  et  al., 2015;  Belikova  et  al., 2020). Nessa  cepa,  o  cluster de  10kB  encontra-se
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separado do  cluster de  superantígenos/exotoxinas  (set)  por  dois  genes,  hsdM e hsdS,  que

codificam as enzimas do sistema de modificação-restrição. Todas as lipoproteínas codificadas

a partir dessa região possuem o domínio funcional de função desconhecida DUF576 (DUF –

domain of unknown function) e possuem em torno de 780 aa. 

Especula-se que a organização de lipoproteínas na forma de agrupamento de genes in

tandem seja  um  indicativo  de  variação  de  fase  antigênica  em  resposta  a  ambientes  de

mudanças dinâmicas, e que isso estaria relacionado à manutenção de vários genes parálogos

dentro de cada cluster (Tsuru e Kobayashi, 2008). Esse fenômeno permite que proteínas ou

carboidratos  de superfície  sejam alterados  para evitar  uma resposta imune do hospedeiro,

funcionando como um mecanismo de escape antigênico (Van Der Woude e Bäumler, 2004).

Em  Mycoplasma hyorhinis, por exemplo, é documentada a variação de fase antigênica das

lipoproteínas de superfície Vlp em cepas isogênicas, as quais produzem variantes mais longas

de  VlpA, VlpB, ou VlpC que são completamente resistentes a anticorpos do sistema imune,

enquanto as variantes mais curtas são susceptíveis (Citti et al., 1997).

A deleção do cluster lpl de S. aureus USA300 reduziu a estimulação de citocinas pró-

inflamatórias em células do sistema imune humano, diminuiu a invasão de queratinócitos, e

também atenuou a virulência  bacteriana  em um modelo  murino de sepse  (Nguyen  et  al.,

2015). A Lpl1, codificada pelo  primeiro gene lpl  do cluster, promoveu a invasão de células

hospedeiras  humanas  por  meio  da  ativação  do receptor  Hsp90,  sendo a  interação  com o

receptor mediada por aminoácidos localizados na região C-terminal da proteína  (Tribelli  et

al., 2020).  Essa  interação  induziu  a  formação  de  F-actina  promovendo  a  internalização

bacteriana  via  endocitose.  Injeções  subcutâneas  de  Lpls  em  camundongos  levaram  à

infiltração de neutrófilos e monócitos/macrófagos, e induziram lesões cutâneas  (Mohammad

et al., 2021). Esse efeito foi causado pela interação entre a parte lipídica das lipoproteínas e o

receptor  TLR2.  Os  estudos  citados  corroboram  que  as  Lpls  são  um  importante  fator  de

virulência em S. aureus.

Considerando a importância do cluster lpl para a patogênese de S. aureus USA300 e a

identificação de uma lipoproteína (cl3700) capaz de separar isolados associados à mastite

clínica dos associados à mastite subclínica (Rocha et al., 2019), neste capítulo foi investigada

a  organização  do  gene  lpl em  S.  aureus 302.  Adicionalmente,  realizou-se  a  expressão
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heteróloga da lipoproteína cl3700 em  Escherichia coli a fim de permitir  estudos futuros a

respeito da sua função na patogênese de S. aureus bovino.

METODOLOGIA       

Análises in silico 

Para identificar o gene  da lipoproteína cl3700 no genoma de S. aureus 302, o seu best

hit foi encontrado por meio da ferramenta tBLASTn.  Em seguida, todo o  contig onde ele

estava contido (contig 160, 11668pb) foi selecionado para análise de quadros de leitura aberta

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/),  e  as  ORFs  (open  reading  frames)   vizinhas

encontradas foram traduzidas e usadas em busca BLAST. A fim de analisar a vizinhança em

que o gene codificador da lipoproteína cl3700 estava inserido, foi feita uma análise usando

sequências de 60kb ao redor do cluster de genes de lipoproteínas de S. aureus RF122. Todos

os  três  quadros  de  leitura  foram  avaliados  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/),  e  as

sequências codificadoras foram traduzidas (https://web.expasy.org/translate/) e usadas em

busca BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Também foi feito o tratamento dos

arquivos de saída do sequenciamento do genoma de Sau302 para análise de cobertura das

reads correspondentes ao locus do cluster lpl no genoma de referência de RF122. O software

Bowtie2  versão  2.2.8  (Langmead  e  Salzberg,  2012) foi  usado  para  alinhar  leituras

sequenciadas  no  genoma de  RF122,  a  fim de  verificar  regiões  mal  montadas  e  de  baixa

cobertura. Em seguida, as bases com baixa qualidade do draft  do genoma de Sau302 foram

removidas  dos  dados  FASTQ utilizando  o  programa  Trimmomatic  (Bolger  et  al., 2014),

aplicando-se  valor  de  phred  de  20.  Por  fim,  o  programa  TopHat  (Kim  et  al., 2013) foi

empregado para tratamento de reads de pequeno tamanho (<100), ao dividir todas as leituras

de entrada em segmentos menores que foram mapeados independentemente no genoma de

referência de RF122. 

As sequências codificadoras dos genes das lipoproteínas de  S. aureus 302, RF122 e

USA300 foram obtidas por busca BLAST por meio de scripts. Para fins de codificação, foi

usado  como  input a  sequência  consenso  definida  pelo  PFAM  para  o  domínio  DUF576

(http://pfam.xfam.org/family/PF04507.11#tabview=tab0),  cuja  presença  define  os  membros

da família de lipoproteínas Csa1 (Schluepen et al., 2013), e como  bases de dados para busca

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://web.expasy.org/translate/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
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os  genomas  depositados  no  NCBI  das  três  cepas  de  S.  aureus acima  mencionadas.  Os

alinhamentos foram gerados pelo Clustal Omega, visualizados no programa Jalview 2.11.1.4,

e as matrizes de identidade foram geradas de forma automática também pelo Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 

Expressão heteróloga da lipoproteína cl3700 

O  gene  que  codifica  a  lipoproteína  foi  amplificado  por  PCR  a  partir  do  DNA

genômico de  S. aureus 302. Para a amplificação e clonagem desse gene, foi desenhado um

primer  forward,  que  anela  na  extremidade  5’  do  gene,  com  sítio  de  restrição  para  a

endonuclease NheI, e outro primer reverse, que anela na extremidade 3’ do gene, com sítio de

restrição  para  a  endonuclease  XhoI.  Os  primers foram  desenhados  de  forma  a  incluir  o

lipobox.  Os  mesmos  primers foram usados na  amplificação  de  um gene lpl  de RF122 e

USA300. A amplificação consistiu dos seguintes reagentes: 1U Taq DNA polimerase high

fidelity  (Cellco), 0,4 pmol de cada primer forward e reverse, 0,2 mM de dNTP,  1X tampão

da  enzima,  50  ng  de  cada  amostra  de  DNA,  e  água  para  volume  final  de  25  µl.  O

termociclador foi programado para um ciclo inicial de desnaturação a 98°C por 5min, seguido

por 35 ciclos de desnaturação, anelamento (55°C por 30s) e extensão (72°C por 1min), mais

extensão final a 72°C por 10min. Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose

1.5% corado com brometo de etídeo.

Os amplicons obtidos foram clivados com NheI e XhoI (Promega), e clonados no vetor

de clonagem pGEM T-Easy (Promega). Após a confirmação da presença do inserto (por meio

de PCR com primers F e R com sítios para  NheI e  XhoI  e primers M13), o mesmo foi

extraído do gel de agarose e ligado ao vetor de expressão pET-28a(+) (Novagen), por meio de

reação de ligação usando-se a T4 DNA ligase (Thermofisher), conforme recomendações de

protocolo do fabricante.  Células competentes de E. coli DH5α foram preparadas utilizando-se

cloreto de cálcio (Sambrook e Russell, 2001), e transformadas com o vetor recombinante pelo

método do choque térmico, em que os tubos previamente mantidos em gelo foram expostos à

temperatura  de  42°C  por  45s  e  depois  retornados  ao  gelo.  Em  seguida,  as  células

transformadas foram plaqueadas em meio LB sólido contendo antibióticos como marcadores

de seleção (ampicilina 100µg/ml para pGEM T-Easy e kanamicina 30µg/ml para pET-28a). A

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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confirmação  da  presença  do  inserto  foi  feita  por  PCR de  colônia  usando-se  os  mesmos

primers usados  na  amplificação  inicial  do  gene  completo  da  lipoproteína,  nas  mesmas

condições de amplificação acima descritas, porém com desnaturação inicial de 10 min.  Como

segundo método de confirmação da presença do inserto (gene da lipoproteína cl3700) no pET-

28a, também foi feita amplificação da região do promotor T7, usando os primers e protocolo

descritos pelo fabricante (Thermo Scientific). Os produtos de PCR foram analisados em gel

de agarose 1.5% corado com brometo de etídeo. 

As  colônias  de  DH5α  que  tiveram  a  presença  do  gene  da  lipoproteína  no  vetor

confirmada por PCR foram incubadas  a  37°C em meio  LB líquido com kanamicina,  sob

agitação de 180rpm por 16h. A extração e DNA plasmidial foi feita segundo o kit Wizard®

Plus  SV  Minipreps  DNA  Purification  System  (Promega).  Para  expressão  do  gene  da

lipoproteína,  foram  usadas  cepas  de  E.  coli BL21,  C41  e  Artic  quimiocompetentes,

transformadas com os vetores recombinantes. A confirmação da transformação foi feita por

PCR da mesma maneira descrita para as células DH5α, e por digestão com as endonucleases

NdeI e XhoI, conforme condições já descritas. Os clones transformantes foram crescidos em

meio LB líquido e induzidos para a produção da lipoproteína pela adição de 0,4 mM Isopropil

β-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG) ao meio de cultivo celular, durante diferentes tempos de

indução. Todas as frações obtidas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida

SDS-PAGE 12,5%, seguido por ensaio de Western Blotting, usando anticorpo anti-His.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Análise de sintenia

Para analisar a organização do gene que codifica a lipoproteína cl3700 no genoma de

Sau302, inicialmente o gene mais semelhante a lipoproteína cl3700 de RF122 foi identificado

no contig 160 de Sau302, que possui 12000pb. O gene possui 813 pb e codifica uma proteína

de 271 aa.  Próximos a ele, estão outros cinco genes que codificam lipoproteínas de tamanhos

que variam de 234 a 267 aa, formando o cluster lpl de Sau302.  Flanqueando o cluster de seis

lipoproteínas, a  upstream e  downstream estão os genes codificadores de uma fosfolipase C

(984pb) e do regulador transcricional ARAC (2235pb), sugerindo que o cluster está completo

e fora da região de quebra de  contigs. A Tabela 1 contém a relação dos genes contidos no
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contig 160 do genoma de Sau302, com seus respectivos códons de iniciação, de terminação,

tamanho do gene e descrição da proteína codificada.

Tabela   1 – Informações a respeito dos genes  lpl presentes no contig 160 do genoma de
Staphylococcus aureus 302.

Posição do
códon de

iniciação (pb)

Posição do
códon de

terminação (pb)

Tamanh
o do gene

(pb)

Posição na
ORF

Proteína codificada Tamanho da
proteína

codificada

24 1008 984 ORF2, ptn1 Fosfolipase C 328aa/37.0 kDa

1227 1929 702 ORF1, ptn1 Lipoproteína 234aa/ 27.3 kDa

2013 2826 813 ORF3, ptn1 Lipoproteína 271aa/ 31.4 kDa

2847 3648 801 ORF3, ptn2 Lipoproteína 267aa/ 30.6 kDa

3669 4470 801 ORF3, ptn3 Lipoproteína 267aa/ 30.6 kDa

4542 5298 756 ORF1, ptn2 Lipoproteína 252aa/ 29.7 kDa

5376 6132 756 ORF1, ptn3 Lipoproteína 252aa/ 29.7 kDa

6240 8475 2235 ORF1, ptn4 Regulador
transcricional AraC

745aa/ 87.9kDa

8616 9801 1185 ORF3, ptn4 Amido-hidrolase 395aa/ 43.5 kDa

9804 11190 1386 ORF1, ptn5 Transportador MSF 462aa/ 49.0 kDa

Análises de mapeamento de reads também foram feitas a fim de se avaliar a cobertura

das  reads do sequenciamento do genoma de Sau302 em relação ao genoma de referência

RF122. Os resultados foram visualizados com a interface gráfica do programa Tablet, em que

foi  utilizado  um pedaço  de  60kB do  genoma de  RF122,  contendo  o  cluster lpl e  genes

adjacentes,  para  mapeamento  das  reads tratadas  do  genoma  draft  de  Sau302.  Os  dados

mostraram que as reads do sequenciamento de SAU302 têm cobertura muito baixa na região

que contém os sete genes do  cluster de lipoproteínas de RF122. Por isso, não foi possível

realizar uma análise completa da organização do cluster lpl e suas adjacências no genoma de

Sau302. 

À  semelhança  de  RF122  e  de  USA300,  o  cluster lpl de  Sau302  encontra-se

possivelmente na ilha de patogenicidade vSaα. Porém, análises revelaram a presença de mais

três genes lpl distribuídos ao longo do genoma e que estão presentes nos contigs n28, n93 e

n94. Esses genes possuem respectivamente 774, 141 e 183 pb e codificam proteínas de 258,

47  e  61  aa,  respectivamente,  todas  com  dominio  DUF576.  O  tamanho  reduzido  das  lpl
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codificadas pelos contigs 93 e 94 sugere que os seus genes tenham sido produtos de eventos

de duplicação e diversificação/rearranjo, conforme sugerido por Tsuru e Kobayashi (2008), ou

que artefatos de montagem do genoma de S. aureus 302 tenham prejudicado a obtenção de

suas  sequências  completas.  Entretanto,  a  presença  de  ORFs  completas  (com start  e  stop

códon) flanqueando as sequências codificadoras desses três genes sugere que suas sequências

estejam completas, sendo eles pseudogenes. Por essa razão, as os genes  lpl dos contigs n28,

n93 e n94 não foram consideradas nas análises de alinhamentos múltiplos de sequência. 

O  ortólogo  da  lipoproteína  cl3700  foi  identificado  no  genoma  de  RF122,  com o

tamanho de 782 pb. Ele localiza-se entre as posições 428.201-428.983pb e está anotado no

NCBI  sob  o  código   WP_000540885.1  como  uma  proteína  de  261  aa

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_000540885.1/), e representante da família Csa1

(entrada  #PF04507  do  PFAM  -  http://pfam.xfam.org/family/PF04507.11),  definida  pela

presença do domínio DUF576. Ao todo, foram encontrados sete genes de lipoproteínas, em

que teoricamente o terceiro gene seria o único a ser amplificado pelo par de primers LipoP-F-

CS/LipoP-R-C  descrito  por  Rocha  et  al., (2019),  uma  vez  que  não  foi  encontrada

complementariedade com dos demais genes pelo programa electronic-PCR (e-PCR). Embora

neste trabalho tenha encontrado sete genes no cluster lpl de RF122, outros estudos descrevem

a existência de seis genes (Herron-Olson et al., 2007) ou de oito genes (Moon et al., 2016) no

mesmo locus, dentro da ilha de patogenicidade Vsaα. A Figura 1 ilustra a sintenia do cluster

lpl de Sau302 e RF122.

Ao compararem o  lpl cluster de sete cepas de  S. aureus,  Tsuru e Kobayashi (2008)

identificaram uma sequência conservada em todas as ORFs e variações na ordem dos genes,

sugerindo  rearranjos  genômicos  extensivos  (Tsuru  e  Kobayashi,  2008).  Recentemente,

Belikova et al (2020) propuseram o modelo acordeão para explicar que a expressão de genes

lpl em  S. aureus é um processo flexível e variável, dirigido pelas demandas das diferentes

fases do crescimento bacteriano. Os autores mostraram que isolados de  S. aureus  USA300

possuem de 4 a 200 cópias dos genes lpl e que existe uma relação entre número de cópias e

resistência à tetraciclina. Isolados com 90 a 200 cópias do gene induziram o aumento de 2 a 3

vezes na secreção de IL-8 em relação aos de baixo número de cópias, embora ensaios de

infecção em modelo murino não tenham mostrado relação entre número de cópias e hiper-

http://pfam.xfam.org/family/PF04507.11
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_000540885.1/
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virulência. Assim, o estudo de Belikova et al. sugere que as variações do número de cópias de

genes lpl criadas durante a infecção in vivo podem ser favorecidas por pressões seletivas do

próprio hospedeiro (bos taurus). Como consequência, a população divide-se em isolados com

alto número de cópias e baixo número de cópias, sendo o baixo número de cópias dos genes

uma condição favorecida em condições não seletivas, como a ausência de tetraclina. 

Fig. 1 – Análise de sintenia do cluster de lipoproteínas nas cepas Staphylococcus aureus 302
e RF122. Na parte superior está representada a organização dos seis genes que codificam lpls
em S. aureus 302, em que o segundo gene, de 813 pb, foi identificado pelo OrthoMCL por
Rocha  et al (2019) como best match do gene da lipoproteína cl3700 de RF122. Na parte
inferior está representada a organização das sete lipoproteínas do  cluster lpl de  S. aureus

RF122,  em  que  o  terceiro  gene  (em  verde)  representa  a  lipoproteína  cl3700
(WP_000540885.1).

A Fig. 2 representa o alinhamento das sequências de aminoácidos das Lpls de Sau302

e RF122.  A sequência consenso do lipobox encontra-se no N-terminal e está apresentada

acima do alinhamento, enquanto a cisteína invariante está realçada em vermelho. A região de

maior similaridade entre as sequências corresponde ao domínio DUF576. 
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Fig.  2 - Alinhamento múltiplo das lipoproteínas dos clusteres lpls de Staphylococcus aureus

RF122 e  S. aureus Sau302. O resíduo invariante de cisteína,  que compõe o lipobox, está
destacado em vermelho próximo ao N-terminal. Os peptídeos P2, P10 e P11 analisados por
Tribelli et al. (2020) em seu trabalho também estão apresentados.

A fim de avaliar a semelhança entre os clusters de lipoproteínas, as sete lpl de RF122

e as seis de Sau302 foram usadas em um alinhamento múltiplo de sequências para construção

de uma matriz de identidade par a par pelo Clustal Omega (Fig. 3). Quando analisadas em

grupo, as lipoproteínas do cluster lpl de Sau302 apresentaram grande homologia entre si, com

identidade média de 83,81%. Esse valor é de 62,44% para as lipoproteínas de RF122. Assim,

esses resultados indicam que há um grau muito maior de conservação no  cluster lpl de  S.

aureus 302,  e que por outro lado, o cluster de RF122 teve maior diversificação na sequência

de suas lipoproteínas.  
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Fig.  3 – Matriz de identidade entre as lipoproteínas do lpl cluster de Staphylococcus aureus

RF122 e  S. aureus 302. Em negrito,  o gene  lpl3 de RF122 identificado como cl3700 por
Rocha et al. (2019). O best match em Sau302 também foi representado em negrito. 

A Fig. 4 é uma representação da lipoproteína cl3700 de S. aureus RF122. Próximo à

região N-terminal está o resíduo de cisteína, onde são ligadas as cadeias de ácidos graxos. Em

lipoproteínas  bacterianas,  as  cadeias  lipídicas  ancoradas  à  parte  proteica  criam  diversos

padrões  bioquímicos  que  desafiam  o  reconhecimento  pelo  sistema  imune  do  hospedeiro,

aumentando  assim  as  chances  de  sobrevivência  bacteriana  (Schenk  et  al., 2009).  O

reconhecimento se dá pela ligação ao receptor do tipo toll-like, de forma que lipoproteínas

diaciladas são reconhecidas pelo dímero TLR2-TLR6, e lipoproteínas triaciladas, como é o

caso  de  S.  aureus,  são  reconhecidas  pelos  receptores  TLR2-TLR1  (Nguyen  et  al., 2017;

Schenk  et al., 2009). As modificações lipídicas que ocorrem em lipoproteínas bacterianas

estão  estritamente  ligadas  à  intensidade  da  resposta  imunológica  apresentada  pela  célula

hospedeira e por isso, a resposta de TLR2 induzida pelas espécies comensais  S. aureus e S.

epidermidis é quase dez vezes menor do que aquela induzida pela espécie não comensal  S.

carnosus, e parte dessas diferenças são provocadas pelas diferentes modificações das porções

lipídicas de suas respectivas lipoproteínas (Nguyen e Götz, 2016).  
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O domínio  funcional DUF576 presente na lipoproteína de RF122 é considerado um

domínio de função desconhecida presente em proteínas da família Csa1, taxonomicamente

restrito a S. aureus  (Schluepen et al., 2013). Os mesmos autores identificaram em S. aureus

Newman 18 parálogos Csa com alta  similaridade de sequência  e  expressos  na membrana

celular ou secretados, dependendo da presença de peptídeo sinal de lipoproteínas. Os autores

mostraram que camundongos vacinados com Csa1A apresentaram menor carga bacteriana no

rim, sugerindo à semelhança de Bagnoli et al., (2015), que lipoproteínas contendo o domínio

DUF576 podem ser candidatas a vacinas contra infecções causadas por S. aureus. 

Fig   4 – Representação esquemática da lipoproteína cl3700 de Staphylococcus aureus RF122.
As cadeias lipídicas estão ancoradas ao resíduo de cisteína na porção N-terminal. Os traços
vermelhos  representam os  três  peptídeos  estudados por  Tribelli  et  al., 2020.  Os losangos
verdes representam as regiões equivalentes às sequências de nucleotídeos de alinhamento dos
primers LipoP-F-Cs e LipoP-R-C (Rocha et al., 2019). 

Tribelli et al (2020) sintetizaram 11 peptídeos que cobriam aproximadamente 100% da

Lpl1 de USA300. Ao se incubar os peptídeos com a bactéria durante o ensaio de invasão de

queratinócitos,  os  autores  identificaram  peptídeos  (P2,  P10  e  P11)  que  estimularam  a

formação de F-actina com consequente endocitose da célula  bacteriana.  Os três peptídeos

estão representados como traços vermelhos próximos ao C terminal da lipoproteína na Fig. 4 e

suas  sequências  estão  delimitadas  por  caixas  vermelhas  na  Fig.2.  Rocha  et  al. (2019)

identificaram  variações  na  sequência  de  nucleotídeos  das  Lpls  de  Sau302  e  RF122  que

permitiram o desenho de primers para amplificar apenas o gene de RF122. O primer LipoP-F-
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CS é complementar à sequência de nucleotídeos que codifica o início do domínio DUF 576 de

RF122 e possui 92% de identidade com a cl3700 de Sau302 (Figura S3, Rocha et al., 2019).

O  primer Lipo-F-C  foi  desenhado  com  base  na  sequência  de  RF122  e  possui  52%  de

identidade com a sequência de Sau302. Quando isolados bacterianos provenientes de animais

com mastite clínica e subclínica foram analisados por PCR, observou-se um amplicon apenas

nas amostras de mastite clínica.  Nota-se que o peptídeo P2 cobre a região do gene lpl usada

para desenhar o primer  LipoP-F-R-C. Sabe-se que RF122 é uma cepa com baixa capacidade

invasiva comparada a outras como N305  (Peton  et al., 2014). Sugere-se que as diferenças

encontradas entre Lpl de RF122 e Sau302 possam impactar na capacidade de invasão das duas

cepas. Considerando que a bactéria  Sau302 foi isolada de um mesmo animal durante seis

meses seguidos, uma maior taxa de invasão poderia estar relacionada à persistência bacteriana

no úbere bovino.   

Expressão da lipoproteína cl3700

Os  genes  que  codificam  as  lipoproteínas das cepas S.  aureus RF122 e  302 foram

amplificados  com primers específicos  e  clonados  em  vetor de  expressão  pET28a.

Adicionalmente,  os  mesmos  primers foram usados para amplificar  o  gene no genoma de

USA300. Os vetores recombinantes pET28a-LipoP RF122, pET28a-LipoP Sau302 e pET28a-

LipoP USA300 foram inicialmente transformados em  E. coli BL21, sendo a transformação

confirmada por meio do crescimento de colônias em meio seletivo e por clivagem do DNA

plasmideal ou PCR com os  primers usados na obtenção dos  amplicons (Fig. 5).  Por SDS-

PAGE observou-se a expressão da LipoP de USA300 e da LipoP de Sau 302 (Fig. 6).  Para

RF122, mesmo após várias tentativas, que incluíram mudanças no tempo de expressão e na

concentração  de  IPTG,  não  foi  observada  expressão  na  cepa  BL21.  Por  essa  razão,  a

expressão foi tentada em C41 e Artic, também sem sucesso (Fig. 7).  Observou-se inclusive

um comprometimento no crescimento bacteriano, que mesmo após 18 horas de incubação a

37oC, não foi observado turbidez no meio.
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Fig   5  – Clonagem do gene da lipoproteína em S. aureus RF122, 302 e USA300 em vetor pET28a.
(A) – Digestão enzimática dupla  com  Nhe I  e  Xho I  da  construção pET28a contendo o gene da
lipoproteína cl3700 de S. aureus RF122. (B) Digestão enzimática dupla com Nhe I e Xho I dos vetores
recombinantes para confirmação da clonagem dos genes de S. aureus USA300 (2) e Sau302(3).  (C) –
Confirmação  da  presença  do  inserto  no  pET-28a,  mediante  amplificação  usando  primer para  o
promotor T7. Em 1, 2 e 3,  amplificação da respectivas construções pET-28a-lipoP-RF122, pET-28a-
lipoP-Sau302, e pET-28a-lipoP-USA300. C+, amplificação de construção no pET28 conhecida, com
inserto de aproximadamente 800pb; C-, amplificação do pET28a vazio (sem inserto) -  High Range
DNA Ladder (Cellco) foi usado como marcador de peso molecular em A e B, e 1 kb Plus DNA Ladder
(Cellco) foi usado em C. 

Fig.  6 -  Expressão heteróloga das lipoproteínas de  Staphylococcus aureus 302, USA300 e
RF122 em Escherichia coli BL21, exibida em SDS-Page dos extratos protéicos preparados a
partir dos clones obtidos com os genes de  Staphylococcus aureus 302 e USA300 e RF122
após 0, 2, 4, 6 e 24 horas de indução (T0, T2, T4, T6 e T24) em BL21. 
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Fig   7 - Expressão heteróloga das lipoproteínas de Staphylococcus aureus 302  e USA300 em
Escherichia coli C41. (A) SDS-Page dos extratos protéicos preparados a partir dos clones
obtidos com os genes de Staphylococcus aureus 302 após 4 e 24 horas de indução (302 T4 e
T24), e USA300 (USA300 T4 e T24). Marcador de peso molecular (M), não induzido com
IPTG (t0) (NI), 24 horas após adição de IPTG (I). (B) Western Blot com anti-histag para a
confirmação da expressão das proteínas de Sau 302 e USA300. Controle positivo (C+).

CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS

Recentemente,  vários  grupos  têm  estudado  o  cluster lpl em  S.  aureus,  com  um

enfoque  na  cepa  USA300,  ratificando  a  importância  das  lipoproteínas  na  virulência

bacteriana. Os dados obtidos mostram a presença de um cluster lpl no genoma da cepa bovina

S. aureus 302 que codifica seis lipoproteinas da família Csa. Porém, estudos futuros devem

ser realizados  para confirmar  o seu papel  na invasão de células  mamárias  bovinas  ou na

estimulação  do  sistema  imune  do  hospedeiro.  Diferenças  na  organização  gênica  foram

observadas  mediante  comparação  com RF122,  cepa  bem caracterizada  que induz  mastite

severa.  Considerando  a  sintomatologia  apresentada  pelos  animais  infectados  com  302  e

RF122, torna-se interessante comparar a resposta imune de células bovinas frente às duas

proteínas ou a invasão promovida mediante incubação das células com as Lpls. A lipoproteína

de  S. aureus 302 foi expressa em E. coli e poderá ser usada em ensaios como os descritos

acima. Estudos futuros devem focar no melhor entendimento da dinâmica do cluster de genes

de lipoproteínas das cepas S. aureus 302 e S. aureus RF122, relacionadas respectivamente à
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mastite subclínica e clínica, e do impacto que esse evento poderia ter nas propriedades de

invasividade e virulência apresentadas pelas cepas.
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CONCLUSÕES GERAIS

Com base nos resultados apresentados neste trabalho, concluiu-se que: 

- Existe  alta  similaridade  no  conteúdo  gênico  entre  as  cepas  oriundas  de  mastite

subclínica  S. aureus 302,  170, 1269,  1364, e  as cepas  oriundas  de mastite  clínica

RFF12 e N305;

- Muitos  SNPs  foram detectados  nos  fatores  de virulência  das  cepas  relacionadas  à

mastite subclínica que podem conferir algum tipo de vantagem no processo infeccioso;

- A variação da sequência de nucleotídeos e não apenas a presença/ausência de fatores

de  virulência  deve  também  ser  considerada  ao  comparar  isolados  que  causam

diferentes manifestações de mastite;

- Variações na sequência de nucleotídeos em uma lipoproteína pertencente ao lpl cluster

podem  ser  usadas  para  separar  isolados  de  mastite  com  base  na  manifestação

(clínica/subclínica);

- As  variações  de  sequência  detectadas  na  lipoproteína  cl3700  estão  localizadas  na

porção  C-terminal,  mesmo sítio  de  interação  com a  chaperona  Hsp90 nas  células

epiteliais do hospedeiro; 

- As  variações  da  sequência  detectadas  na  porção  C-terminal  da  lipoproteína  se

traduzem em aminoácidos de propriedades distintas, o que podem impactar na forma

como a proteína interage com a glândula mamária e com o sistema imune do animal

hospedeiro;

- A organização do cluster lpl é diferente nas cepas Sau302 e RF122. Os genes lpl de

Sau302 estão em menor número e preservam mais identidade de sequência entre si.
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