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RESUMO

SILVA, Danielle Mendes, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2016
Isolamento, caracterizagdo e gendmica comparativa de patdgenos de mastite
bovina. Orientadora: Andréa de Oliveira Barros Ribon.

A mastite bovina € considerada por muitos autores a principal doenca do rebanho
leiteiro. Staphylococcus aureuss Streptococcus agalactiagfo patdgenos contagiosos
comumente associados a forma subclinica e persistente da doenca. A caracterizacao de
estirpes em circulacdo nos rebanhos € de extrema importancia na definicdo de
estratégias de manejo para o controle da doenca e de marcadores de progndstico da
mastite. No capitulo 1, 175 amostras positivas para o @aiornia Mastitis(CMT)

foram coletadas de vacas holandesas e analises microbioldgicas revelaram a presenca de
S. agalactiaeem 34,2% das amostras. Em 36% das amostras foi observado o
crescimento de bactérias pertencentes a outros grupos, em espectl @oraus A

tipagem deS. agalactiaepela metodologia multilocus de repeticdes em tandem de
namero variavel (MLVA) revelou seis genétipos (SagT1-T6), sendo SagTl o mais
prevalente no rebanho e também o mais frequentemente isolado de infeccbes mistas
comS. aureusOs isolados d8. agalactiadoram fortes produtores de biofilnre vitro

e produziram hemdlise do tipo beta. A andlise de viruléncia dos isolados em larvas de
Galleria mellonelladefiniu os tipos SagT3 e SagT1 como 0s mais e menos virulentos,
respectivamente. Porém, dois isolados pertencentes a esses tipos ndo invadiram nem
apresentaram efeito citotoxico em células epiteliais bovinas MAC-T. No capitulo 2,
genomas de quatro estirpes 8e aureuscausadoras de mastite subclinica, sendo
SAU302 e SAU1364 isoladas de infeccdes persistentes e SAU170 e SAU1269 de
infeccbes ndo persistentes, foram sequenciados. Uma grande conservacao foi
encontrada engros genomas, como tamanho médio de 2,6 Mb, 32,8% de contetdo GC

e 2589 CDS. A tipagem por MLST classificou SAU170, SAU302, e SAU1364 como
ST126, um tipo frequentemente encontrado em rebanhos brasileiros, e SAU1269, como
ST1, associado a infecgbes humanas e bovinas. A comparagcdo entre 0s genomas
sequenciados e uma referéncia construida com genomas de dois isolados de mastite
bovina, revelou uma identidade maior que 90% para a maioria dos genes anotados. A
analise filogenética dos isolados sequenciados agrupou em ramos separados isolados de

diferentes manifestagbes, sugerindo que algumas das particularidades compartilhadas

Xi



entre isolados podem estar relacionados a persisténcia das infec¢cdes causadas por eles.
A analise de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) mostrou SNPs em genes
relacionados a adeséo das células bacterianas ao hospedeiro e na seq@@m€ia de
proteina receptora do sinal daorum-sensingm S. aureusalguns deles importantes

para estrutura da proteina.
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ABSTRACT

SILVA, Danielle Mendes, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, February, 2016.
Isolation, characterization, and comparative genomics of bovine mastitis
pathogens.Adviser: Andréa de Oliveira Barros Ribon.

Bovine mastitis is considered the main disease of the dairy $phylococcus aureus

and Streptococcus agalactiaare contagious pathogens commonly associated with
subclinical and persistent form of the disease. The characterization of circulating strains
in herds is of utmost importance to define management strategies to the control of the
disease and to identify mastitis prognostic markers. In the first chapter, 175 milk
samples positive for the California Mastitis Test (CMT) were collected from Holstein
cows and microbiological analyzes revealed the presenge afalactiaen 34.2% of
samples. The growth of bacteria belonging to other groups, in part®utamreuswas

seen in 36% of the milk samples. Multilocus variable-number tandem repeat analysis
(MLVA) revealed the presence of six genotypes (SagT1-T6) ahalactiaen the herd

with SagT1 being the most prevalent and also the most frequently isolated from mixed
infections withS. aureusS. agalactiagsolates were beta-hemolytic and strong in vitro
biofilm producers. Virulence analysis (Balleria mellonellalarvae defined the SagT3

and SagT1 types as the most and the less virulent, respectively. However, invasion and
cytotoxicity in MAC-T cells did not reveal any difference between them. In Chapter 2,
the genomes of four strains &taphylococcus aureusausing subclinical mastitis,
SAU302 and SAU1364 isolated from persistent infections and SAU170 and SAU1269
from non-persistent infections, were sequenced. A major conservation was found
among them like the average size (2.6 Mb), the GC content (32.8%), and the CDS
(2589). Multilocus Sequencing typing classified SAU170, SAU302 and SAU1364 as
ST126, a type often found in Brazilian herds, while SAU1269 was classified as ST1,
commonly associated with human and bovine infections. Comparative analyses with the
genome ofS. aureuRRF122, a strain that causes severe mastitis, showed more than 90%
of identity with annotated genes. Phylogenetic analysis grouped the sequenced genomes
into separate branches suggesting that some of the characteristics shared between the
isolates can be related to the persistence of infections. Single nucleotide polymorphisms
(SNP) were found in genes related to bacterial adhesion and in agrC that codes for a

xiii



receptor protein involved in quorum-sensing signalingSinaureus some of them

important for protein structure.
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INTRODUCAO GERAL

A incontestavel importancia da atividade leiteira no Pais justifica-se pelo divisas
geradas e pelo nimero de empregos permanentes gerados. Segundo o IBGE/Censo
Agropecuario (2011), estima-se que cerca de 1,35 milhdes de propriedades rurais
estejam envolvidas na producéo leiteira (Plano mais pecuaria, 2014). Em 2015, o valor
bruto da producéo de leite foi estimado em, aproximadamente, 40 bilhdes de reais
obtidos da comercializacédo de 36 bilhdes de litros, um aumento de quase 3% em relacéo
as estimativas de 2014 (Sociedade Nacional da Agricultura). As estatisticas oficiais
mostram que no Brasil, 8,5% dos estabelecimentos, 0 que equivale a aproximadamente
115.000 produtores, sédo responsaveis por 53,1% do leite produzido. Isso significa que
grande maioria dos produtores de leite responde apenas por 46,9% do leite brasileiro
(IBGE, 2011).

Apesar da producdo de leite do pais ser alta (32,3 bilhdes de litros/ano), a
produtividade do rebanho nacional € baixa (Plano mais pecuéria, 2014). Um dos fatores
que contribuem para isso sdo as doencas do rebanho, como a mastite bovina,
caracterizada pela inflamacdo da glandula mamaria que promove reducdo nos
componentes do leite, bem como modificagdes patoldgicas no tecido glandular (Burton
e Erskine, 2003). A mastite constitui uma fonte importante de perdas econdmicas para o
agronegocio ndo somente pelo impacto negativo sobre a produtividade e qualidade do
leite, mas também pelos custos dos tratamentos e dos servi¢os veterinarios envolvidos
em programas de controle (Duarte, 2004). O prejuizo devido a mastite bovina é de,
aproximadamente, US$ 35 bilhes em todo o mundo (Ruegg, 2005). Nos Estados
Unidos, os custos anuais chegam a US$ 2 bilhdes (Rainard, 2005). Estima-se que o
prejuizo brasileiro seja ainda maior que o alcancado nos EUA e na Unido Européia
(Costa, 2009), onde a reducdo na producdo pode chegar a 15%, equivaler@o a um
perda de 2,4 bilhdes de litros de leite/ano (Dias, 2007).

A mastite é classificada, quanto a forma de apresentacdo, em clinica ou
subclinica. A forma clinica é diagnosticada pelos sinais evidentes de inflamac&o, como
edema, aumento de temperatura, endurecimento e dor na glandula mamaéaria, e/ou
aparecimento de grumos, pus ou qualquer alteracdo das caracteristicas visiveis do leite
(Bradley, 2002). As mastites clinicas podem apresentar as formas catarral, apostematosa

e flegmonosa. As catarrais séo infeccdes mais leves, que nao atingem as estruturas
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secretoras e se caracterizam pela presenca de pequenos grumos no leite. A apostematosa
€ um processo inflamatorio mais grave do que a catarral, porque todas as estruturas
glandulares sédo afetadas pela infec¢cdo (Oliveira, 2006). A forma flegmonosa é
considerada a mais grave de todas as formas de mastite, porque em algumas situacdes
pode evoluir para gangrena e o animal pode ter seu estado geral comprometido. Na
forma subclinica ndo ocorrem mudancas visiveis no aspecto do leite ou do Ubere, mas
sim uma de infeccdo silenciosa caracterizada principalmente por mudangas na
composicdo do leite que podem ser detectadas, dentre outras metodologias, pelo
California Mastitis Tes{CMT). A auséncia de sintomas relaciona-se diretamente com a
alta prevaléncia dessa doenga nos rebanhos leiteiros (Whekebg2011; Awaleat

al., 2012).

As mastites podem ser de natureza infecciosa (provocada por micro-organismos)
ou nao infecciosa (provocada por agentes fisicos, produtos quimicos, etc.). As mastites
de natureza infecciosa sdo as mais problematicas para a produtividade do rebanho,
principalmente em razdo de serem transmissiveis (Oliveira, 2006). Os micro-
organismos mais associados as infeccfesStaphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus ubéscherichia coli
Staphylococcuscoagulase negativo (CNS) e outras espécies Stheptococcus
(Holteniuset al, 2004).

A ocorréncia da mastite € influenciada por uma variedade de fatores nao inter-
relacionados, tais como a conformacao do Ubere, o estado imunitario dos animais, as
condicdes dos esfincteres das tetas, as condi¢des gerais de higiene, os procedimentos de
ordenha, as condi¢gdes de manutencéo da ordenhadeira mecanica, entre outros. As tetas
constituem a primeira barreira contra a invasdo bacteriana e muitas de suas
caracteristicas anatémicas e fisioldégicas sdo responsaveis pela inibicdo da penetracdo de
micro-organismos (Oliveira, 20068)lormalmente, o canal do teto & bem fechado po
um esfincter formado por masculos em sua extremidade, que impedem a entrada das
bactérias. No entanto, apds o parto, o acumulo de liquido dentro da glandula resulta em
um aumento de pressédo intramamaria, promovendo dilatacdo do canal do teto. Também
durante a ordenha, a camada de queratina que recobre o teto € removida e ha distensao
do esfincter que leva cerca de 2 horas para retornar a posicao contraida, aspectos que
tornam o animal mais susceptivel a invasao de micro-organismos (\@guaier2009).

Uma vez dentro da glandula, estes organismos encontram condi¢cfes ideais para se
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multiplicar e, causar danos ao revestimento dos tecidos da glandula mamaria. Como

resultado, a resposta imune da vaca € disparada, e glébulos brancos migram para o
Ubere com o objetivo de combater a infecgéo, o que resulta no aumento da contagem de
células somaticas (CCS) no leite.

Os micro-organismos responsaveis pela mastite podem ser classificados em dois
grupos: contagiosos e ambientais (Nickerson, 2011). Bactérias ambientais, como o
nome indica, estdo presentes no ambiente de criagdo da vaca (cama, solo, estrume, etc.),
e por serem endémicas onde 0s animais vivem, € impossivel elimina-las completamente.
O controle das infeccdes depende, portanto, de medidas de higiene durante o manejo do
rebanho. As bactérias ambientais mais comuns s&o coliforBsherichia coli,
Klebsiella spp e Enterobacter), cujas origens principais sédo o estrume e o solo, e 0s
Streptococcusambientais(Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiqes,
podem ser provenientes tanto do ambiente, quanto de tetos infectados. O fato de este
altimo grupo também estar presente no Ubere permite classifica-lo também como
contagioso (Garcia, 2004).

Os patdégenos contagiosos de mastite mais importantesStafylococcus
aureuse Streptococcus agalactia®s principais reservatorios dos micro-organismos
contagiosos sdo as glandulas mamarias de animais infectados e a transmissdo para
guartos e animais sadios ocorre, principalmente, durante a ordenha. O fato de esses
agentes patogénicos estarem adaptados para sobreviver e se multiplicar dentro do Ubere
permite 0 estabelecimento de infeccbes subclinicas de longa duracdo, chamadas de
infeccBes cronicas (Nickerson, 2011). Os trés principios basicos para o controle da
mastite contagiosa, causada dentre outros micro-organism8s ggalactiagbaseiam-
se na diminuicdo da exposicdo dos tetos aos patdgenos, com medidas de higiene antes e
apos a ordenha, no aumento da resisténcia imunologica da vaca, com a nutricdo
adequada do animal e antibioticoterapia (Cesat, 2012).

Streptococcusdo grupo B (GBS), também conhecidos cofo agalactiae
segundo a classificacdo de Lancefield (1933), foram descritos pela primeira vez como
patégenos de mastite em 1887 (Cor€al, 2010) e foi considerado o principal agente
causador de mastite na era pré-antibidtica. E um patégeno obrigatério da glandula
mamaria e, geralmente, ndo sobrevive por longos periodos em ambiente extracelular
(Keefeet al, 1997). Embora o Unico reservatério important&Sdagalactiaeem uma

fazenda sejam os quartos mamarios infectados, essa bactéria pode ser encontrada em
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superficies que tiveram contato recente com o leite contaminado, incluindo o
equipamento de ordenha e as maos dos ordenhadores (Nickerson, 2011).

A mastite causada p@. agalactiagpode se manifestar nas formas clinica ou
subclinica e sua lenta progressdo pode levar a fibrose e atrofia do quarto mamario
afetado (Awaleet al, 2012). O micro-organismo persiste nas cisternas do teto e da
glandula mamaria, com ondas periddicas de multiplicagdo, aumento de viruléncia e
invasao tecidual. A resposta inicial a invasao de estreptococos € a formagdo de edema
intersticial e o influxo de neutrofilos para intersticio dos alvéolos (Perez Neto e Zappa,
2011). O aspecto macroscopico do quarto depende do estagio da doenca. No estagio
agudo, alguma hiperemia da mucosa dos tetos pode ser vista. A qualidade do leite é
alterada, e filamentos e flocos de exsudato sdo observados o deixando com aspecto de
coalhada, ou mesmo, o leite é transformado em pus (Perez Neto e Zappa, 2011). Em
estagios tardios da infeccdo, os acinos (unidade funcional da glandula) sédo cobertos por
tecido cicatricial que conectam o sistema ducto-glandular resultando em uma infec¢éo
latente e crénica que diminui a producdo de leite e aumenta a contagem de células
somaticas do quarto mamario (Awalkeal, 2012).

InfeccBes porS. agalactiaepodem ser tratadas com sucesso por antibiéticos
durante a lactagao (Awakt al, 2012). Cerca de 80-90% das vacas infectadasSom
agalactiaesdo, na maioria das vezes, curadas por tratamento intramamario com drogas
do tipo penicilina (Ruegg, 2003). Para erradicacdo do patégeno, todos os quartos de
todas as vacas com cultur& agalactiaepositivas devem ser tratados com um
antibiotico intramamario apropriado (Erskine, 2001).

Staphylococcus aureués outro importante patdgeno contagioso, esta distribuido
em rebanhos do mundo inteiro e causa infec¢cdes que variam de aguda a gangrenosa
(Bradley, 2002; Nickerson, 2011). Porém, é associado com mais frequéncia a infec¢des
subclinicas que podem evoluir para manifestacdes cronicas, dificeis de serem detectadas
e curadas (Barkemet al, 2009). ApGs invasao do tetS, aureusadere ao tecido da
glandula utilizando uma série de proteinas componentes da superficie microbiana.
Adesinas sédo fundamentais na disseminacd®. @eireusdentro e entre rebanhos, mas
sdo apenas alguns dos varios fatores de viruléncia envolvidos na patogénese bacteriana.
(Zecconi, 2010).S. aureusproduz também uma variedade de exoproteinas que
contribuem para a sua capacidade de colonizar e causar a doenca como hemolisinas,

nucleases, proteases, lipases, hialuronidase e colagenase. A fungédo principal dessas
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proteinas pode ser a de converter os tecidos do hospedeiro em nutrientes necessarios
para o crescimento bacteriano (Zhao e Lacasse, 2008).

O conhecimento epidemiolégico dos isolados presentes nos rebanhos contribui
para a elucidacédo da origem da infeccéo e das vias de disseminacao do patdgeno e para
o desenvolvimento de estratégias preventivas e novas medidas de tratamento que
permitam o controle da doenca (Metlal, 2003). Tradicionalmente, a eletroforese em
gel de campo pulsado (PFGE) é considerada o padrdo ouro para tipagem bacteriana,
mas outras técnicas tém sido usadas gracas ao seu bom poder discriminatério, como a
tipagem por sequenciamento de multilocus (ML&Bnalise de multilocus variaveis
(MLVA) (Tenoveret al, 1994; Radtket al, 2010; Haguenoesat al, 2011 Chuaet al,

2014). Pela tipagem por MLVA foi possivel mostrar que gruposSdagalactiae
distintos sdo reponsaveis por infeccbes humanas e animais, além da grande
heterogeneidade genética entre as estirpes isoladas em bovinos (Haguah@11).

No caso deS. aureussabe-se que uma variedade de estirpes € causadora de infecces
embora existam genotipos restritos a determinados hospedeiros, como os clones CC97 e
CC151, que estao globalmente distribuidos e comumente estdo associados a mastite em
ruminantes (Smitet al, 2005; Smyttet al, 2009; Sakwinskat al, 2011).

Por S. aureusser considerado um importante patégeno humano associado a
diferentes enfermidades e um dos principais causadores de infec¢cOes hospitalares,
esforcos vém sendo feitos para compreender os mecanismos moleculares da patogénese
de S. aureugBen Zakouret al, 2008; Zadok®t al, 2011). Nos ultimos anos, vem se
intensificando os estudos de gendmica e protedmica com isolados bovinos que visam
elucidar a plasticidade gendmica e 0S mecanismos que permitiram a adaptacao
patdgeno-hospedeiro. Atencdo especial tem sido dada a viruléncia numa tentativa de
explorar e associar diferencas entre estirpes que causem as diversas manifestacdes
clinicas observadas na mastite bovina (Guirera, 2010). Essas informacdes sdo de
destacada importancia, pois podem ser usadas para definir marcadores que identifiquem
estirpes de relevancia epidemioldgica.

Até fevereiro de 2016, mais de 47.000 projetos de sequenciamento de genomas
bacterianos foram iniciados, e aproximadamente 28.000 foram concluidos (GOLD
Genome Online Database http://www.genomesonline.org; Puetira, 2015). No
banco de dados do NCBI, no mesmo periodo, foram encontrados 5578 gendnas de

aureusmontados, dos quais 91 estavam completos e anotados. Porém, aperfs dois,
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aureusRF122 (Herron-Olsoet al, 2007) eS. aureud. GA251 (Garcia-Alvarezt al,

2011), eram isolados de origem bovina. Em 2012, Bouchkardl. anunciaram o
sequenciamento da estirpe bovinaSleaureusNewbould 305, isolada na década de
1950, em um caso de mastite clinica, e capaz de induzir mastite crénica com sintomas
leves em modelos experimentais. Recentemente, foram anunciados os dois primeiros
genomas isolados d& aureusassociados a mastite subclinica (Kenal, 2015), mas
nenhuma andlise comparativa foi apresentada que permitisse entender a manifestacédo
clinica apresentada pelo animal.

A maioria dos isoladoS. aureuspode ser agrupado num namero limitado de
complexos clonais principais que possuem um genoma central altamente conservado
(Xia e Wolz, 2014). Os genomas 8e aureusgem tamanho aproximado de 2,8 Mpb,
com 33% de conteudo CG e arquitetura cromossdmica muito semelhante, mostrando
sintenia entre eles (Balea al, 2008; Chuaet al, 2013). Lindsay e Holden discutiram
pela primeira vez o conceito de genoma centalte genomegem S. aureus uma
porcdo que representa aproximadamente 75% do total e estd presente em todas as
estirpes deS. aureus Seu tamanho é de aproximadamente 2,3 Mbp e contém genes
constitutivos necessarios para o crescimento e a sobrevivéncia da bactéria (Lindsay e
Holden, 2004; Chuat al, 2013). O genoma central possui também genes de viruléncia,
incluindo o da coagulase, que diferenBiaaureugle estafilococos coagulase-negativos,
genes de hemolisinas, da superoxido dismutase, da proteina de ligacéo fibrinogénio e
uma série de outros fatores que contribuem para a patogénese bacteriana (Mc Gavin,
2006). Ocore genomendo é totalmente estavel como o termo sugere, pois algumas
regibes sdo variaveis entre estirpes, sendo caracterizado por um grande numero de
proteinas de superficie espécie-especificas e proteinas reguladoras de viruléncia,
envolvidas em processos de colonizacao e infec¢cdo de hospedeiros particulares (Lindsay
et al, 2006; Ben Zakouet al,, 2008).

Acredita-se que os atuais clones especificos de bovinos divergiram de um
ancestral comum que se assemelha a clone€s. @aireusassociados a humanos por
meio de uma combinagédo de perda de genes e aquisicdo DNA (HerroneOkon
2007; Ben Zakouet al, 2008). A andlise da sequéncia do genoma da estirpe bovina
RF122 resultou em uma série em pistas de como essa estirpe se adaptou ao hospedeiro.
Diversos genes de funcdo desconhecida, ausentes em isolados humanos, foram

descobertos, sugerindo um possivel papel especifico na patogénese de bovinos. Além
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disso, foram observadas variacbes alélicas em genes codificadores de proteinas
envolvidas na colonizagdo, na producdo de toxinas, no metabolismo do ferro, na
resisténcia aos antibiéticos e na regulacdo. Sequéncias codificadoras de fatores de
viruléncia bem conhecidos comspa, clfA, sdrC e ebltontemstop codongrematuros

e sdo pseudogenes em RF122, sugerindo a redundancia dessas proteinas para a
sobrevivéncia do patégeno em vacas (Herron-Gasah, 2007).

Como observado em outros genomas, a maioria dos genes exclusivos de RF122
sao codificados por elementos genéticos méveis (Herron-@sah, 2007). Esses
elementos (sequéncias de insercdo, plasmideos, bacteriéfagos, transposons integrados e
ilhas de genOGmicas ou de patogenicidade) compdem os outros 25% do genoma e
representam 0 genoma acessoOrio, que € frequentemente trocado dentro e entre
linhagens, contribuindo para a patogénese ou a adaptacdo num ambiente particular
(Lindsayet al, 2006; Chuat al, 2013). O genoma acessorio, tipicamente, tem um teor
de CG diferente d@ore genomeporque muitas vezes sao provenientes de outras
espécies de bactérias (Malachowa e Deleo, 2010).

Os bacteriofagos (fagos) ou virus bacterianos parecem ter o maior impacto sobre
a diversidade de estafilococos e evolucdo. Estao distribuidos em, praticamente, todas as
estirpes deS. aureusem numero variavel de um até quatro, e podem codificar toxinas
conhecidas, como a enterotoxina A, leucocidinas Panton-Valentine, proteina inibitéria
do complemento, proteina inibidora de quimiotaxia e estafiloquinase (Malachowa e
DelLeo, 2010; Lindsay, 2010). Os fagos contribuem para o conteddo genético Unico de
S. aureusRF122. pSaBov codifica 8 genes Unicos, e assemelha-se aos fagos @11 /

OETA e ¢Mu50p transportados por S. aureusMU50, apesar de locais de integracdo
diferente. Outro fago, presente em isolados bovinos ¢ @12Bov, que assemelha-se ao

bem caracterizado SA ¢12, porém codifica varios genes Unicos e genes com homologos
em outros organismos Gram-positivos (Herron-Olstoal., 2007).

llhas de patogenicidade (SAPIs) séo relacionadas com bacteriéfagos, porém nao
possuem 0S genes necessarios para a construcdo do capsideo, e por isso contam com
fagos auxiliares que Ihes permite transferir horizontalmente (Lindsay, 2010). Estudos
recentes revelaram que SAPIs sdo inseridos em locais cromossémicos especificos,
possuem sequéncias de 14-17kb e codificam genes de integrase e viruléncia incluindo
superantigenos, toxinas esfoliativa, genes transportadores de ferro e responsaveis pela

resisténcia a drogas ¢ adaptagdo ao hospedeiro (Sato’o et al, 2013). Sdo conhecidas 16
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ilhas de patogenicidade caracterizadas em genom8s alereussendo que SaPlbovl,
SaPlbov2 e SaPlbov3 foram identificadas inicialmente em genomas de isolados bovinos
(Novick et al, 2010).

Cassetes de cromossomos estafilococicos (SCCs) sdo grandes pedacos de DNA
que estdo inseridos no gendgX em S. aureus Tendo em vista que muitos SCCs
codificam o gene de resisténcia a meticilime¢A, SCCs podem ser classificados em
SCCmec ou ndo-SCCmec. Estir@taphylococcus aureuneticilina resitente (MRSA)
podem carregar SCCmec Il, lll, 1V, V, VI, VII e VIl ou elementos que podem codificar
determinantes de resisténcia, além miecA Estes determinantes de resisténcia
adicionais sao frequentemente codificados por plasmideos, transposons, sequéncias de
insercdo incorporadas nas regides de SCCmec (Malachowa e Deleo, 2010).
Transposons e sequéncias de insercdo podem integrar-se em qualquer regido do genoma
e acredita-se que contribuam amplamente para a adaptaiocadesusa ambientes
adversos (Shittet al.,2007).

Os dados obtidos por sequenciamentos de nova geracao podem ser mapeados em
um genoma referéncia para identificar polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs). Os
SNPs sédo a base para diferenciar individuos em um conjunto de organismos que
possuem sequéncias quase idénticas (Fagtoml., 2014). A identificacdo dessas
mutacdes € um método comparativo importante para gendmica bacteriana pois elas
permitem a identificacdo de estirpes causadoras de surtos, estudos de filogeografia
auxiliam na compreensdo da patogénese, permitindo o desenvolvimento de tratamento
personalizados e mais eficientes (Faisbal, 2014 Olsonet al, 2015). EnS. aureus
foram identificados SNPs no promotor do gehk que foram associados a
hiperproducédo da toxina alfa (Liameg al, 2011). Essas variacdes permitiram genotipar
isolados bovinos, identificando bactérias mais provaveis de causarem mastite severa
(Hall e Ji, 2012).

Neste trabalho objetivou-se isolar e caracterizar molecularmente estirfg&s de
agalactiae causadoras de mastite bovina, circulantes em um rebanho da regido de
Vigcosa-MG e realizar estudos de gendmica comparativa entre estirges algeus

isoladas de infec¢des subclinicas de mastite.
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RESUMO

Streptococcus agalactigum patdégeno frequentemente associado a mastite subclinica,
uma manifestacdo que pode persistir por anos no rebanho reduzindo os lucros da
pecuéria leiteira. A caracterizacdo das estirpes é importante para definir isolados de
importancia epidemioldgica visando o monitoramento e controle da mastite no rebanho.
Neste trabalho, 175 amostras positivas para o teste California Mastitis (CMT) foram
coletadas de vacas holandesas. Andlises microbioldgicas revelaram a pres8nca de
agalactiae em 34,2% das amostras, sendo que em 16,6% do leite amostrado fo
observada infeccdo mista p8r agalactiaee S. aureus Em 36% das amostras foi
observado o crescimento de bactérias de outros grupos e 4,57% foram consideradas
contaminadas. Uma infeccdo persistente, definida por trés ou mais episddios
consecutivos da doenga em um mesmo animal, foi causada pgalactiaeem nove
animais. Analise molecular dos isoladosSieagalactiagpor multilocus de repetices

em tandem de numero variavel (MLVA) revelou seis gendtipos circulantes no rebanho,
sendo SagT1 o perfil mais frequente. Analises estatisticas permitiram relacionar SagT1,
SagT2 e SagT4 com a cronicidade da infeccao e associa-los com animais que tiveram 2
ou mais partos. Os isolados 8eagalactiadoram fortegprodutores de biofilman vitro

e produziram hemdlise do tipo beta. Para analisar a viruléncia dos isolados, larvas de
Galleria mellonellaforam infectadas com um isolado de cada perfil MLVA, o que
definiu os tipos SagT3 e SagT1l como 0S mais € menos virulentos, respectivamente.
Esses dois isolados ndo invadiram nem apresentaram efeito citotéxico em células MAC-
T. Conclui-se que foi possivel associar o perfil SagT1, menos virulento e mais frequente

no rebanho, com infecg¢des cronicas.
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INTRODUCAO

Streptococcus agalactiagambém conhecido com@treptococcusio grupo B
(GBS) segundo a classificagdo de Lancefield (1933), foi descrito pela primeira vez
como patdgeno da mastite bovina em 1887 (Caetéd, 2010), sendo considerado o
principal agente causador de mastite na era pré-antibidtica. O patdégeno € hospedeiro
obrigatério da glandula mamaria e, geralmente, ndo sobrevive por longos periodos em
ambiente extracelular (Keefe, 1997; Keefe, 2012). A mastite causada pgalactiae
pode se manifestar nas formas clinica ou subclinica, sendo de progressao lenta, podendo
levar a fibrose e atrofia do quarto afetado resultando em uma doenca crbnica que
diminui a producéo leiteira e aumenta a contagem de células somaticas (CCS) do leite
(Awaleet al, 2012).

A prevaléncia dé5. agalactiaeem paises que adotaram extensos programas de
controle da doenca diminuiu drasticamente, ao contrario do que se observa em paises
com industrias de laticinios ainda em desenvolvimento (Ketedié, 2012). No Vietna,

S. agalactiaeé o principal patdégeno causador de mastite bovina com prevaléncia de
35,7% (Ostenssoet al, 2013). Na América do Sul, a prevaléncia chega a 42% em
rebanhos colombianos e 11% nos uruguaios (Gianneesthadi 2002; Keefeet al,

2011). Alta prevaléncia (60%) d& agalactiaga foi relatada nos rebanhos do Brasil

(Brito et al, 1999). Mais recentemente, observou-se uma redugao desses percentuais
dentro de alguns rebanhos, o que pode ser reflexo da adocédo de medidas de higiene ou
da eliminacéo das infec¢des por antibiéticos (Olivetral, 2011; Chagast al, 2012;
Castelanet al, 2013).

A sorotipagem com base em diferencas antigénicas capsulares foi inicialmente
usada como método de tipagem $leagalactiaetendo sido descritos dez sorotipos
distintos (la, Ib, e Il até 1X). Estudos conduzidos com isolados bovinos identificaram os
sorotipos la, Il, V e lll em circulacdo em rebanhos de diferentes paises (Etoglan
2005; Pintoet al, 2013; Ratoet al, 2013; Yanget al., 2013). Destaca-se porém, a
grande quantidade de isolados nao tipados, que chegou a 77% no estudo conduzido por
Rato et al, (2013). Atentos a essa limitagcdo foi desenvolvida a tipagem baseada na
amplificacdo de genes codificadores da capsula (kKbr@d$2002; Manninget al. 2005;

Poyart et al. 2007; Afsharet al, 2011), embora ainda sem poder discriminatorio

suficiente para permitir a distingdo entre isolados (Haguest@dy 2011).
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A analise do genoma & agalactiagevelou a presenca de regides repetidas de
ndamero variavel que permitiram o desenvolvimento de um método de analise de
multilocus variaveis (MLVA) (Radtket al, 2010; Haguenoeet al, 2011). Além de
ser mais rapido e barato que técnicas como a eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE) e tipagem por sequenciamento de multilocus (MLST), MLVA apresenta um
bom poder discriminatério, muitas vezes superior ao MLST e adequado a estudos de
epidemiologia molecular (Haguenaedral, 2011).

Andlises de viruléncia de&s. agalactiaede origem bovina geralmente sao
conduzidas com base na deteccdo de genes que codificam fatores de viruléncia
envolvidos na aderéncia da bactéria, producdo de hemolisinas ou evasdo do sistema
imune do hospedeiro (Duaré al, 2005; Jairet al, 2012). Porém, pouco se sabe do
comportamentin vivo dos isolados. Recentemente, foi avaliado um modelo de infeccéo
alternativo utilizando larvas d&alleria mellonella que se mostrou adequado para
estudos da interacdo patdgeno-hospedeiro e para avaliacdo da atividade e resisténcia a
antimicrobianos em bactérias do gén&toeptococcugOlsen et al, 2011; Evans e
Rosen, 2012). Olseet al, (2011) comparando 10 isolados humano$dagalactiag
conseguiu distingui-los com base na viruléncia e mostrou que o isolado que causava
lesdes necréticas em humanos foi também o mais virulentd@Gdtaria. A alta
correlacdo entre a viruléncia eBualleria mellonellae em modelo murino comprovou
que Galleria é um modelo de estudo de patogénésevivo rapido, barato e
tecnicamente simples.

A formacdo de biofilme € uma importante estratégia de sobrevivédotada
por bactérias, pois garante prote¢do contra o sistema imune do hospedeiro € uma maior
resisténcia a agentes antimicrobianos (Gotz, 2002; Ebrahimi et al, 2013; Speziale e
Geoghegan, 2015). Sabe se que muitas espécigaigococcupossuem habilidade
de formar biofilme, no entanto, sua relacdo com a patogénese bacteriana tem sido
melhor estabelecida em infeccbes humanas, mais especificamente, infec¢cdes orais
(Cvitkovitch et al, 2003). Poucos estudos avaliaram o potencial de formacdo de
biofilme de isolados bovinos d& agalactiaee sua importancia no estabelecimento e
desenvolvimento da mastite bovina (Ebrahetnal, 2013).

Este trabalho acompanhou por seis meses animais com mastite subclinica
persistente e n&o-persistente pertencentes a um rebanho de vacas holandesas.

Determinaram-se a frequéncia, a distribuicdoSdegalactiacbem como o potencial
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hemolitico e de formacao de biofilme dos isolados. A genotipagem pela analise em
multilocus de repeticbes em tandem de numero variavel (MLVA) mostrou a presenca de
seis genotipos d&. agalactiaeno rebanho, dos quais trés foram mais associados a

infeccdes persistentes e apresentaram diferentes graus de virulémnaia

METODOLOGIA

Coleta de amostras de leite de vacas individuais

As amostras de leite foram coletadas por veterinarios do Programa
Desenvolvimento da Pecuaria Leiteira (PDPL), VicesMG, durante o periodo de
maio a outubro de 2013, em um rebarm®170 vacas holandesas em lactacdo, no
municipio de Cajuri, regido Sudeste de Minas Ge@afSalifornia Mastitis Tes{CMT)
foi realizado para diagnosticar animais com mastite subclinica, considerando os
procedimentos indicados por Quiehal, (1994). Os animais ndo foram tratados com
antibiético durante o periodo do experimento. Amostras compostas, provenientes dos
qguatro quartos mamarios e obtidas apenas de vacas com resultado CMT positivos,
foram coletadas apos descarte dos primeiros jatos de leite e assepsia das extremidades
dos tetos com alcool 70%. Apds a coleta, as amostras foram armazenadas em caixas
isotérmicas contendo gelo e conduzidasLaboratorio de Biotecnologia Molecular,

LBM, da Universidade Federal de Vicosa, para analise microbiologica.

Isolamento e identificagdo dos micro-organismos

O isolamento e identificacdo das bactérias foi realizado seguindo metodologia
proposta por Briteet al, (1999), com modificacdes. Uma aliquota de 10 pL da amostra
de leite foi semeada com alca descartavel em placas contendo agar TSA (Tryptic Soy
Agar, HiMedia, Mumbai, India), enriquecido com 5% de sangue de carneiro
desfibrinado. As placas foram mantidas a 37 °C e os registros foram feitos apos 24 e 48
h de incubacdo. As amostras foram consideradas culturas positivas quando detectado o
crescimento de > 2 colonias morfologicamente idénticas por placa, sendo que as
amostras com predominancia de trés ou mais espécies morfologicamente distintas foram
consideradas contaminadas. As colonias crescidas em agar-sangue foram analisadas
considerando morfologia, tamanho, pigmentacdo e presenca de hemdlise. Colbnias

isoladas com suspeitas de ser®@magalactiaeforam transferidas para placas contendo
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agar BHI (Brain Heart Infusion, BHI HiMedia, Mumbai, India) e incubadas a 37 °C por

24 h. Apos a incubacgédo, as bactérias foram identificadas de acordo com a coloragéo
diferencial de Gram e teste da cataléSeagalactiaefoi identificado com base na
producdo de hemolise do tipo beta, fator CAMP e hidrélise de hipurato de sddio;
auséncia de hidrolise de esculina e de crescimento em presenca de bile-esculina (dos
Santoset al, 2007). Os demais isolados foram identificados pelas caracteristicas
descritas por Briteet al, (1999). Depois de identificados, os isoladosSdagalactiae

foram mantidos em estoques de glicerol 25% a -80 °C.

Tipagem molecular

A extracdo do DNA total foi realizada como descrito previamente (Pospiech e
Neumann, 1995). A diversidade genética dos isoladoS. dagalactiaefoi acessada
avaliando o polimorfismo de repeticdes em tandem de regibes do genoma da bactéria
(MLVA), conforme Haguenoeet al, (2011) com modificacbes. Reacbes de PCR
individuais foram realizadas num volume final dei25contendo 10 ng de DNA, 1X
tampéao de reacao, 2 mM Mg 1,25 U de Tag DNA polimerase (Kappa Biosystems,

MA, EUA), 200 uM de cada dNTP e 0,5 pM de cada iniciador (Tabela 1). A
amplificacdo foi realizada em termociclador nas seguintes condi¢cdes: desnaturacao
inicial de 5 min a 94 °C, seguido de 30 ciclos de desnaturagdo a 94 °C durante 30 seg,
anelamento durante 30 seg a temperatura especifica para cada par de iniciador (Tabela
1) e extensdo a 72 °C durante 60 seg, mais um passo final de alongamento por 7 min a
72 °C. A comparacao entre os perfis de bandas resultantes foi feito por eletroforese em
gel de agarose 2% contendo brometo de etidiog(hL), usando como marcador de

peso molecular o 100 pb DNA ladder (New England BioLabs, MA, EUA).
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Tabela 1 Oligonucleotideos iniciadores usados neste estudo.

Par de
. ; Sequéncia H5°-3”) SequénciaR (5’-3°) Tm (°C) Amplicon
Oligonucleotideos

TCTTCCAAGTGGTGT CAACGTTTGGAGTTGC

SAG2 55 212-276
CAACG TTCA
CAAAAACGTGCTGCC CATCCCTCCTCCACCAA
SAG3 55 126- 150
TATGA AA
GGTCAGTTTTTATTTA AGTCTTGCGAAGGCAG
SAG4 67 114- 414
TCGTAAGC ACAC
TGAAAGAAGTGGATT  AAAATAGGTTTTAGAA
SAG21 62 117 - ~2000
TTTCCCTA CTTGGAAATCA
TGTAACACTAGCTCC TCGGTCTTGTCTCAGCA
SAG22 68 292 - 1246
AATTTGTTTT ATG

Producéao de biofilme

As estirpes bacterianas foram caracterizadas de acordo com a formacdo de
biofilme, conforme descrito por Kleiet al.,(2015). Uma suspenséo de células ajustada
para 0,5 na escala McFarland foi preparada e 100 pL foram adicionados em pocos de
uma microplaca de 96 pocos contendo 100 puL de BHI. Ap6s 22 h, o meio foi
descartado e os pocos foram lavados suavemente trés vezes com 200 pL de solugéo
tampédo fosfato estéril (PBS), pH 7,4, seguido por coloragcdo com 200 pL de cristal
violeta 0,1% durante 30 minutos. Apés trés lavagens seguidas com 200 pL de agua
destilada estéril, 200 pL de etanol 95% foram adicionados e a densidade Optica foi
checada a 560 nm. A estirpe-referénSitmphylococcus epidermididRS 101 que
possui alta producéo de biofilme foi utilizada como controle positivo. Cada uma das
amostras foi testada em triplicata, e o ensaio foi repetido trés vezes. Como controle nos
ensaios de biofilme, foram utilizadas as estifpespidermididNRS101 (ATCC 35983)

e Staphylococcus aureldRS155 (RN 9120), ambas fortes produtoras de biofilme.

Infeccdo de larvas dezalleria mellonella

Os insetos foram fornecidos pelo Laboratério de Genética de Micro-organismos
da Universidade Federal de Vicosa e crescidos a 25 °C em dieta artificial composta por
400 g de farelo de trigo, 200 g de gérmen de trigo, 120 g de levedo de cervejae200 g

leite em pd, 80 mL de glicerina e um volume de mel de aproximadamente 300 ml,
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sendo este o suficiente para dar liga a racdo, deixando-a com aspecto de uma farofa
umida . Os experimentos foram conduzidos de acordo Ramtaadp(2012). Larvas no
altimo instar, cada uma pesando entre 250-300 mg, foram inoculadas com culgiras de
agalactiaesendo 1®Da 1¢ UFC por larva. Foram usados os isolados 17(8agT1),
182/1 (SagT?2), 220/3 (SagT3), 322/3 (SagT4), 443/3 (SagT5) e 443/4 (SagT6). Culturas
de S. agalactiagforam crescidas até a fase exponencial e diluidas em PBS estéril pH
7,4. Aliquotas de 10 pL de cada diluicdo foram injetadas a direita da primeira pro-perna,
dentro da hemocele, utilizando seringas de insulina Ultra-Fine 100 U (Becton
Dickinson). Larvas injetadas com PBS e as larvas nao inoculadas foram usadas como
controles negativos. A incubacgédo foi feita a 37 °C, no escuro. As larvas foram
examinadas individualmente para pigmentacao e a hora da morte foi monitorada durante
96 h. Larvas que ndo se moviam em resposta ao toque foram consideradas mortas.
Todos os testes foram realizados em triplicata e 30 larvas foram utilizadas para cada
condigao.

Para avaliagdo do crescimento bacterianwivo, culturas deS. agalactiae
foram injetadas dentro da hemocele das larvas.drellonella(10° UFC por larva), e o
crescimento bacteriano foi monitorado em 0, 6, 10 e 24 h pés-injecdo. A superficie das
larvas foi desinfectada com etanol 70% e &gua destilada estéril e o sangramento foi
provocado por cortes proximos as pré-pernas utilizando uma microtesoura Westcott 17.
Um volume de 10 pL de hemolinfa foi coletadi®8 larvas individuais, a hemolinfa de
cada uma das larvas foi diluida serialmente(4010°) e aliquotas de cada amostra
foram semeadas em agar BHI (Himedia, Mumbai, India) e incubadas a 37 °C. A
concentracdo de UFC da hemolinfa foi calculada como a média, das 8 repeticbes, do

namero de coldnias contadas (25-250) em cada diluicdo especifica.
Histopatologia deG. mellonélla infectada comS. agalactiae

Para analises histopatoldgicas, foram utilizados no minimo 10 individuos
injetados com SagT1l e SagT3. As larvas foram colocadas em PBS 0,1M, pH 7,4 e
dissecadas sob um estereoscoépio. A cavidade abdominal foi aberta lateralmente usando
micro tesoura e 0s 6rgédos viscerais foram removidos. O abdémen dorsal (incluindo o
corpo de gordura e vaso dorsal) foi separado do resto do corpo larval e as amostras
foram transferidas para tubos de microcentrifuga contendo paraformaldeido a 4% em
PBS 0,1 M, pH 7,2 e armazenado a 4 °C. As amostras fixadas foram lavadas com PBS,
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desidratadas numa série crescente de etanol (70-100%) e incorporadas com historresina
(Leica). As amostras foram seccionadas (5-7 um) em microtomo Leica RM2255 e
montadas em laminas de vidro. Os cortes foram corados com azul de toluidina,

montados com Eukit meio de montagem (Fluka) e fotografados sob microscopio 6ptico
Ensaios MAC-T

Células epiteliais da glandula mamaria bovina (MAC-T) foram usadas nos
estudos em invaséo e citotoxicidade da bacteria. Células MAC-T foram cultivadas em
garrafas de cultura (75 &nutilizando meio MAC-T: DMEM (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino estéril (SFB) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). As células foram incubadas a 37 °C com 5% de CO
Apos atingirem a confluéncia, as células foram tratadas com 0,05% de tripsina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) e ressuspendidas em meio MAC-T até uma concentragcao
de 2x16 células. Para o ensaio de invasio, as células foram semeadas em placas de 12
pocos (2x1P células/pogo), e para o ensaio de citotoxicidade, foram distribuidas em
placas de 96 pocos (1X16élulas/poco) e incubadasernighta 37 °C com 5% C9
para obtencdo de monocamadas confluentes.

Os efeitos citotoxicos do sobrenadante de culturasS.dagalactiaeforam
avaliados apos 24h de incubacdo com MAC-T, como descrito por Bowtter®013,
utiizando methylthiazolyldiphenyltetrazolium bromide (MTT) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) com algumas modificacbes. As bactérias foram crescidas em BHI
com agitacdo, 37 °C 180 rpm, e depois de 14 h de incubacdo, as culturas foram
centrifugadas, os sobrenadantes filtrados em filtros 2ZGVS Filter Technology,

USA) e diluidos em DMEM 1:1. Os sobrenadantes diluidos foram adicionados as placas
de 96 pogos com células aderidas (Px#ulas/poco) e incubadas a 37 °C e 5% CO

por 24 h. Os pocos foram lavados duas vezes com PBS estéril e entdo incubados com
MTT (0,5 mg.mf) por 4 h. O meio foi removido e adicionou-se uma solucdo de
revelacdo (isopropanol/0.4 M HCI) 30 min antes da leitura de absorvancia 570nm.
Células incubadas com meio BHI ou 0,01% Triton-X100 diluidos 1:1 em DMEN foram
usados como controle negativo (100% viabilidade) e positivo (0% viabilidade),
respectivamente. A viabilidade relativa foi calculada baseada nas células nao infectadas.

Ensaios de invasdo foram conduzidos de acordo com Broudéletie (2004),
com alguns ajustes. Monocamadas confluentes de células’ (@Xitas/pogo) foram
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lavadas duas vezes com PBS estéril e entdo incubadas com suspensdes bacterianas que
tiveram seu UFC/mL previamente determinada, e diluido em meio de invasdo (DMEM /

1% FBS) para obter uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 10. Depois de 3 h de
incubacédo a 37 °C, as células foram lavadas com PBS e foi adicionado 1ml do meio de
invasdo (DMEM/1% SFB) suplementado com gentamicina (50 fty.1i8igma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA). Os sobrenadantes foram descartados e as monocamadas
de células foram lavadas com PBS estéril e tratadas por 5 minutos com agua destilada
estéril para liberar os micro-organismos intracelulares. A contagem das bactérias

liberadas foi determinada por plaqueamento em BHI agar.
Analises estatisticas

Para os testan vitro, o teste t de Student foi utilizado para avaliar as diferencas
entre os isolados d& agalactiaeAs curvas de sobrevivéncia foram plotadas utilizando
o método Kaplan-Meier e as diferencas entre elas foram calculadas pelo teste log-rank.
Para identificar o grupo, ou os grupos, que diferiam dos outros o método de
comparacdes multiplas Holm-Sidak foi utilizado. Um valor de p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo para o teste t e Holm Sidak, e p < 0,001 para o log-rank.

RESULTADOS
Frequéncia deStreptococcus agalactiae em vacas com mastite subclinica

Ao todo, 175 amostras de leite CMT positivas foram coletadas de animais com
mastite subclinica, dos quais 60 (34,3%) foram positivasSaagalactiag22 (12,6%)
foram positivas para outros gruposSteeptococcug Enterococcue 12 (6,8%) foram
positivas para patdgenos diversos como bacilos ou cocos Gram positivos, leveduras e
Staphylococcus coagulase negativos (STCN) (Tabela 2). Ressalta-se que
Staphylococcus aureu®i isolado de 70 (40%) amostras. Das amostras analisadas,
4,57% foram consideradas contaminadas.

A frequéncia deS. agalactiaedobrou a partir do més 3, em relagdo ao segundo
més de coleta e manteve-se elevada até o ultimo més de estudo (Figura 1). Nove
animais (182, 220, 340, 357, 369, 406, 443, 469 e 485) apresentaram infec¢cdo causada
por S. agalactiaepor trés ou mais coletas consecutivas, o que foi caracterizado como
mastite persistente. Dos animais que fizeram parte do estudo, 15 (42%) apresentaram

casos de infeccdo mista, onde duas bactérias diferentes foram isoladas da mesma
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amostra, o que representou uma frequéncia de 16,6% no rel@nhareusfoi o
patégeno mais comumente isolado de amostras de leit& cagalactia, que foi mais
elevada nos meses 4 e 5.

Tabela 2.Isolamento e identificacdo dos patdgenos isolados de amostras de leite de
animais com mastite subclinica.

Grupo de Més1  Més2  Més3  Més4  Més5  Més6  Total
patégeno
Streptococcus g g @ 8 Q Q 60
sl 8 (4,6%) 6 (3,4%) 12(6,9%) 12(6,9%) 12 (6,9%) 10 (5,7%) (34.3%)
Outros 22
Streptococcus/ 4 (2,3%) - 3(1,7%) 3 (1,7%) i 12.(6,9%) (12,0%)
Enterococcus spp. '
Bacilos Gram— ) ) o ) . ) 4
positivos 3 (L.7%) 1(0.6%) (2,3%)
Cocos Gram- o 5
positivos i i 3(L7%) 2 (1.26) ) i (2,8%)
1
Levedura - - 1 (0,6%) - - - (0,6%)
2
STCN 1(0,6%) 1(0,6%) - - - - (1,1%)
Staphylococcus & o o 7 0 0 70
aUreus 17 (9,7%) 11 (6,3%) 8 (4,6%) 12 (6,9%) 11 (6,3%) 11 (6,3%) (40,0%)
Numero total de 30 18 30 29 24 33 164
isolados (17,1%)  (10,3%)  (17,1%)  (16,6%)  (13,7%) (18, 9%)  (93,M%)

STCN - Staphylococcusoagulase negativo; (-) entre parénteses sdo apresentadas as porcentagens em
relacdo ao numero total de amostras, 175.
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Figura 1. Frequéncia deStreptococcus agalactiaeo rebanho analisado. A linha
superior indica a frequéncia & agalactiagsolado a partir de 175 amostras de leite
mastitico subclinico. A linha clara mostra a frequéncia de infeccdo mista caus&da por

agalactiaee Staphylococcus aureus

Diversidade genética deStreptococcus agalactiae

Definiram-se seis perfis de bandas a partir da analise por MLVA do DNA dos 60
isolados deS. agalactiag dos quais 27 (45%) apresentaram o perfil 1 (SagT1), 12
(20%) o perfil 2 (SagT2), 1 (1,6%) o perfil 3 (SagT3), 16 (26,6%) o perfil 4 (SagT4), 1
(1,6%) o perfil 5 (SagT5) e 3 (5%) o perfil 6 (SagT6) (Figura 2a). Analisando-se a
distribuicdo dos gendétipos ao longo dos meses de coleta observa-se que SagT1 foi o
anico perfil isolado em todos 0s meses, enquanto SagT2 e SagT4 foram isolados em 5
meses de coleta. O més que apresentou maior diversidade de perfis foi 0 més 3, quando
SagTl, T2, T3 e T4 causaram infec¢cdo. Com relacdo a infecgcdes mist&s aoraus
foi possivel observar que em 31% dos episédios, foi encontrado o perfil de SagT1, em
17%, SagT2 e em 31%, SagT4. Os perfis SagT3, SagT5 e SagT6 foram 0os menos

isolados, com 3%, 3% e 7%, respectivamente.
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Dinamica das infec¢des causadas p8itreptococcus agalactiae

Com base na dinamica da infecgéo, elas foram classificadas como nova quando
observada a partir do segundo més, cura, quando o animal apresentou infec¢cdo no
primeiro més e nao no segundo e, finalmente, em infeccéo crénica quando a infec¢éo foi
observada nos dois meses. Um animal foi considerado sadio quando nao apresentou
infecgdo em nenhum dos dois meses.

Uma associacao altamente significativa (p<0,001) foi encontrada entre genotipo
de S. agalactiaee a dinamica das infec¢cdes subclinicas, onde SagTl e SagT4
associaram-se a novas infec¢cdes enquanto SagT2 esteve mais associado a infecgOes
cronicas. SagT3 e SagT5 nao causaram infeccdo cronica. SagT6 relacionou-se em
apenas uma situacao cuja infeccao foi crénica. Acredita-se, portanto que os tipos T3, T5
e T6 causem infecc@es flutuantes enquanto os tipos T1, T2 e T4 sejam responsaveis pela
cronicidade de infec¢des (Tabela 3). As andlises realizadas néo identificaram associacéo
entre as variaveis analisadas e infec¢fes mist& dgalactiaecom S. aureusou com

0S outros patdgenos ambientais.
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Figura 2. Perfis MLVA deStreptococcus agalactia@bservados ao longo dos meses de
coleta. (A) A tipagem por MLVA de definiu seis perfis de bandas diferentes SagT1,
SagT2, SagT3, SagT4, SagT5 e SagT6 em gel de agarose 2% corado com brometo de

etideo. M 100pb- marcador 100 pb DNA ladder New England Biolabs (B) Distribuigdo
dos perfis foi variavel durante os meses de coletaniimero de isolados.

Também foi possivel associar a ordem de parto aos genoétipos SagTl, SagT2 e
SagT4, os mais isolados no estudo. SagT2 foi isolado de animais que tiveraim 1 par

(p<0,05), enquanto que SagTl foi mais associado a 2 partos (p<0,05). Com uma
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associacdo mais fraca, tem-se 0 SagT4 associado a animais que tiveram 3 ou mais

partos.

Tabela 3. Distribuicdo de frequéncia (n) do tipo dreptococcus agalactiae a
dindmica da infeccéo

Gendtipo Nova Cura Persistente
SagT1 13 9 10
SagT?2 4 4 7
SagT3 1 0 0
SagT4 9 6 5
SagT5 1 0 0
SagT6 2 1 1
Total 30 20 23

Caracterizacao fenotipica dos isolados bacterianos

Os isolados estudados produziram biofilmevitro, com excecdo apenas do
isoladoS. agalactiae322. A producéo foi classificada como forte, moderada ou fraca,
de acordo com os critérios estabelecidosSpeganovic et al, (2007). Dos 60 isolados
de S. agalactiae,55 (93%) foram classificadas como forte produtores de biofilme,
representados por SagT1 (26), SagT2 (11), SagT3 (1), SagT4 (13), SagT5 (1) e SagT6
(3). Um (1) representante de SagT4 apresentou producdo moderada, enquanto 3 foram
fracos produtores (SagTl, SagT2 e SagT4) e, um isolado foi ndo produtor, segundo a
classificagdo adotada. Determinando a mediana das leituras que correspondem a
producado de biofilme para cada tipo $leagalactiagfoi observado que os perfis mais
encontrados no rebanho séo fortes produtores (Figura 3). Nao pode ser estabelecida uma
relacédo entre producao de biofilme e o perfil MLVA dos isolados ou sua persisténcia no
rebanho.
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Figura 3. Producdo de biofilme poBtreptococcus agalactiaessolados de mastite

bovina subclinica. Os resultados representam a média de trés experimentos
independentes, e os valores de mediana apresentados no grafico pelo traco sobre as
distribuicbes mostra que a alta producéo de biofilme pode ser observada para todos os
perfis analisados.

Os isolados bovinos apresentam diferentes graus de viruléndravivo

A virulénciain vivo de isolados d&. agalactiaefoi contrastada em larvas de
Galleria mellonella Nesse ensaio, um isolado de cada perfil, todos fortes produtores de
biofilme, foi aleatoriamente escolhido e inoculado em larvas de quarto instar.
Inicialmente, determinou-se a concentracdo bacteriana a ser usada nos ensaios usando
diferentes concentracfes da estirpe refer&cagalactiaeATCC 13813 como indculo.
Observou-se que a morte das larvas e o tempo de sobrevivéncia foi dependente da
concentracdo do inoculo utilizada. A infeccdo coni WEC resultou em 100% de
mortalidade deG. mellonellaap6s 12 h de infec¢do. Larvas mortas mostraram-se
escuras e ndo responsivas ao toque. Larvas infectadas comdFD0 mostraram
sobrevivéncia maior que 95% apds 96 h. Dessa forma, a concentracdo bactetiana (10
UFC) que levou uma porcentagem intermediaria de mortalidade foi selecionada para

avaliar a viruléncia de alguns isolados bovinos.
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Dos isolados d&. agalactiaeselecionados para o ensaio, aquele com perfil T1
mostrou-se 0 menos virulento, com uma mortalidade de aproximadamente 40% das
larvas apds 96 h de ensaio, ao contrario do perfil T3, que foi mais virulento (p<0,0001)
levando a uma mortalidade de 90% das larvas apos 24 h. Os demais perfis apresentaram
mortalidades intermediarias, sendo que os perfis SagT4, SagT5 e SagT6 tiveram
aproximadamente, 38%, 40% e 40% de sobrevivéncia ap6s 96 h e ndo diferiram
estatisticamente do perfil SagT1 (p<0,05). SagT2 foi o segundo perfil mais virulento
com, aproximadamente, 16% de sobrevivéncia apds o ensaio, sem diferenca estatistica

com relacdo ao SagT3 (p<0,05) (Figura 4).

Resposta des. mellonella a infeccdo com os isolados bovinos

Os isolados considerados mais virulento (220 - SagT3) e o menos virulento (170
- SagT1) foram selecionados para realizacdo de analises histopatolégicas. Ambos
isolados provocaram vigorosas respostas imunes celular e humoral proximo a regiao
dorsal deG. mellonella A andlise histopatoldgica revelou regiées de melanizacdo e
nodulacao nos tecidos pericardio e nos corpos gordurosos (Figura Al). Estas estruturas
nao foram observadas no controle injetado com PBS. Além disso, pode-se observar
aumento de nodulagéo, proliferacdo bacteriana, e pontos de melanizagcdo nos cortes de
6h pds-infecgdo quando comparados com os cortes de 1h pds infeccdo. Para avaliar o
crescimento bacteriano no hospedeiro, a hemolinfa das larvas foi coletada em diferentes
tempos apoOs inoculacdo de®10FC das estirpes. Houve uma reducdo da carga
bacteriana a cada ponto avaliado, tanto para SagT1 quanto para SagT3 atingindo um
valor final da ordem de 2QFC por larva (Figura A2).

Invasao e citotoxidade em células MAC-T

Para investigar como os perfis mais e menos virulent®.dagalactiaese
comportavam frente a células de tecido bovino, a capacidade de invasdo das bactérias
em células bovinas MC-T foi avaliada. Foi observado que ambos perfis Sle
agalactiaenao tiveram capacidade de invasdo das células (dados ndo mostrados). O
sobrenadante das culturas em fase pés-exponencial ndo teve efeito citotéxico sobre

células MAC-T (dados ndo mostrados).
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Figura 4. Isolados deStreptococcus agalactia@presentam diferentes graus de
viruléncia em Galleria mellonella As curvas descrevem a porcentagem de
sobrevivéncia das larvas @& mellonelaao longo de 96 h pds-inoculagdo com um
exemplar deS. agalactiaede cada perfii MLVA encontrado durante o estudo.
Observou-se que a sobrevivéncia das larvas variou de acordo com o isolado injetado.
SagT3 provocou maior mortalidade apds 96 h de injecdo e SagT1 a menor mortalidade
(p<0,001). Os demais perfis mostraram mortalidades intermediarias sendo que SagT2
nao diferiu estatisticamente de SagT3 (p<0,05) e SagT4, enquanto SagT5 e SagT6 ndo
foram mostraram diferenca estatistica em relacdo a SagT1l (p<0,05). Larvas foram
injetadas com PBS para controle positivo de sobrevivéncia.

DISCUSSAO

O leite esta entre os principais produtos da agropecuaria brasileira e tem um
papel relevante no suprimento de alimentos, na geracdo de emprego e na renda da
populacdo. A mastite bovina € a principal doenca da pecuéria leiteira. Iderdificar

caracterizar 0os patdgenos em circulacdo permite tracar estratégias de controle da
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doenca, para aumento da quantidade e melhoria da qualidade do leite produzido. Isso
reflete positivamente na induUstria de leite e na renda dos produtores que ganham
segundo a qualidade fisico-quimica e bacteriologica do leite que vendem (Roma Janior
et al, 2009).

Neste estudo foi encontrada uma alta frequéncia (34,2%). dgalactiaeno
rebanho amostrado. Prevaléncia semelhante (34,9%) foi observada quando 247
amostras de leite provenientes de 247 rebanhos mineiros foram analisadast @tlias
2012). Estudos anteriores, também conduzidos em propriedades leiteiras da Zona da
Mata e Campo das Vertentes relataram o isolanferagalactiaeem aproximadamente
60% delas (Briteet al.,1999; dos Santost al.,2007). Alguns autores atribuem valores
elevados de prevaléncia do patégeno a falta de higiene durante a ordenha e a falhas no
controle da mastite contagiosa (Alertual, 2014; Zhacet al, 2015), uma vez qus.
agalactiaeresponde bem ao tratamento com antibiéticos (Edmondson, 2011). Também
foi observada uma alta frequéncia (16,6%) de infec¢cdes mistas causad&s por
agalactiae e S. aureudurante todo o estudo. Valores bem inferiores (5%) foram
relatados em outro estudo no Brasil (Ferreiral, 2007). Em outros paises, infeccdes
mistas entré&S. agalactiaee S. aureuscorreram em 9,3% das amostras provenientes de
fazendas de manejo tradicional, enquanto que em fazendas com manejo industrial, onde
as medidas de higiene sdo mais rigidas, ndo houve co-isolamento desses patdgenos e a
frequéncia deles separados, foi inferior as primeiramente citadas{@hgli2011).

A tipagem deS. agalactiagpor MLVA revelou seis genoétipos com diferentes
frequéncias. Analises estatisticas permitiram associar trés deles (SagTl, T2 e T4) a
infeccdes cronicas, 0 que pode justificar sua maior frequéncia no rebanho. Apesar de
varios trabalhogaracterizarem molecularmeng. agalactiadsolados de mastite, ndo
foram encontrados relatos que associassem um genaétipo a dinamica da infeccdo, o que
foi possivel com a metodologia utilizada. Os genétipos SagT1, T2 e T4ntsfioadn
0s mais relacionados a episddios de infeccdo mistaScamreusNo entanto, ndo foi
possivel estabelecer relacao entre o isolamento desses dois patdogenos e a dinAmica da
infecc@o, sendo necesséarios mais estudos para inferir a existéncia ou ndo de sinergismo
entre eles. Houve associagdo entre 0os genotipos relacionados com infecgdes cronicas,
com animais que tiveram 2 ou mais partos. De forma similar, Caetoab (2015)
observaram que o numero de casos de mastites subclinicas crénicas nos rebanhos

aumentava com o0 numero de partos dos animais. Animais com um maior nhamero de
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partos tendem a ter mais lesbes permanentes na glandula mamaria devido a infeccbes
prévias e a apresentar infecgcbes mais prolongadas (Bartétt 1990; Cardozet al,
2015).

A grande maioria dos isolados Seagalactiadoi forte produtora de biofilma
vitro, diferentemente de relato anterior que descreve os isolados como produtores
moderados (Ebrahingt al, 2013). Recentemente, Rosini e Margarit (2015) mostraram
que, assim como outras bactérias Gram positi8asagalactiaeé capaz de formar
comunidades multicelulares que possivelmente agem como facilitadoras da persisténcia
bacteriana frente a estresses encontrados pela ba@sérijgerfis mais frequentes no
rebanho SagTl, T2 e T4 foram fortes produtores de biofilme, corroborando a ideia de
que a capacidade de produzir biofilme favorece o estabelecimento de infeccdes
bacterianas cronicas ou persistentes, proposta por Mekhmlr (2006) em estudos
realizados con®. aureusPorém, SagT3, T5 e T6, isolados que ndo foram relacionados
com infecgbes persistentes também foram fortes produtores de biofilme. Para esses
isolados, a producdo de biofilme ndo teve relagdo com a sobrevivéncia do patégeno.
Como a terapia com antibiéticos € geralmente eficaz no controle da mastite causada por
essa bactéria, mais estudos sdo necessarios para esclarecer o mecanismo de formacao de
biofilme porS. agalactiae sua relevancia vivo.

A inoculacdo dos diferentes perfis & agalactiaeisolados do rebanho em
larvas deGalleria mellonellamostrou viruléncia distinta entre eles. Nao ha relatos
conhecidos na literatura do uso deste modelo para isolamosos, no entanto, o
modelo foi validado e permitiu investigacao da viruléncia em isolados humanos (Olsen
et al, 2011). Observou-se que o perfil mais presente no rebanho foi o menos virulento
in vivo,enquanto o mais virulento foi um perfil isolado apenas uma vez, durante os seis
meses de estudo. A comparacdo entre estiesaureuscausadoras diferentes
manifestacbes de mastite revelou que no genoma de Newbold 305, responsavel por uma
manifestacdo cronica e branda, ha menos genes de toxina, porém mais fatores de
colonizacédo e invasao do que RF122uepode explicar o fato de a estirpe Newbold
305 ter sido isolada de uma infecgcdo mais dificil de detectar e curar. Em contraste,
RF122, causador de um quadro severo, possui mais genes de toxinas, sendo portanto,
mais propenso a induzir uma resposta inflamatéria grave (Bewn2014). Supde-se
que os perfis mais e menos presentes possuam repertorios génicos distintos que

resultam na viruléncia distinta em larvasGkdleria mellonella.
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Os cortes histolégicos das larvas injetadas com os isolados que produziram
maior (SagT3) e menor mortalidade (SagT1) permitiram observar lesdo nos tecidos,
caracterizadas por extensiva melanizagdo nos corpos gordurosos e no tecido pericardial,
semelhantes as observadas por Olsen. A melanizacdd.emellonella é parte
fundamental da defesa da larva contra uma variedade de patdgenos (Kavannagh e
Reeves, 2004). Os isolados mais (SagT3) e menos (SagT1) virulento foram recuperados
da hemolinfa em contagens semelhantes ao longo do tempo pos infec¢éo, foi observada
a reducdo da carga bacteriana para ambos os isolados. Esta reducédo provavelmente é
devido ao reconhecimento do patdégeno por receptores celulares que se ligam a padrdes
moleculares associados a patdégenos bacterianos (PAMPS), tais como peptidoglicano,
que conduz a ativacdo do sistema imune inato e a eliminagdo da bacteria (Muetherjee
al., 2010).

SagT1 e SagT3 nao foram capazes de invadir células MAC-T. Foi descréo que
adesdo ndo € importante p&aagalactiaepu que o patégeno ndo expressa fatores de
adesaan vitro ou ainda que células do Ubere ndo expressam receptores de ligacdo a
agalactiae (Lammerset al, 200). Porém a internalizacdo de isolados bovinos em
linhagens celulares humanas como células tumorais cervicais (HelLa) e epiteliais de
pulmé&o (16Hbe) j& foi descrita (Sukhnanagtdal, 2005; Corréaet al, 2010 N&o foi
observado efeito citotoxico do sobrenadanteSdeagalactiaesobre células MAC-T.

Este resultado pode ser devido aos fatores de viruléncia mais importantes de
agalactiaeserem a cépsula e outras proteinas ligadas a membrana @a@&b2009)

ou ainda por que a principal toxina produzida Boragalactiae- f hemolisina, se
encontra normalmente associada a superficie do patégeno e ndo é secretada em
abundéancia (Liu e Nizet, 2004).

Neste estudo foi possivel encontrar associacao entre frequéncia de isolamento e
a viruléncia dos isolados. Foi observado que o perfil menos virulento, SagT1, foi o mais
frequentemente isolado e associado a infec¢des persistentes. Enquanto o perfil mais
virulento, SagT3, foi isolado somente uma vez durante 0os meses de coleta,

relacionando-se a infec¢des flutuantes.
BIBLIOGRAFIA

Afshar B, Broughton K, Creti R, Decheva A, Hufnagel M, Kriz P, Lambertst

36



Lovgren M, Melin P, Orefici G, Poyart C, Radtke A, Rodriguez-Grang
Sgrensen UB, Telford J, Valinsky L, Zachariadou L., Members of the DE
Study Group, Efstratiou A. 2011. International external quality assuran
laboratory identification and typing oStreptococcusagalactiae (Group E
streptococci). Journal of Clinical Microbiology, 49:1471882.

Alemu G, Almaw G, Abera M. 2014. Incidence rate Sthphylococcus aureusnc
Streptococcus agalactiae subclinical mastitis at smallholder dairy cattle fa

in Hawassa, Ethiopia. African Journal of Microbiology Research, 8:252-256

Awale MM, Dudhatra GB, Kumar A, Chauhan BN, Kamani DR. 2012. BovineiiV&a

A threat to economy. Open Access Scientific Reports, 1:1-10.

Bartlett PC, Miller GY, Anderson CR, Kirk JH. 1990. Milk production and somatis
count in Michigan dairy herds. Journal of Dairy Science, 73:278d0.

Bouchard DS, Rault L, Berkova N, Le Loir Y, Even S. 2013. Inhibitiot
Staphylococcus aureusvasion into bovine mammary epithelial cells by cor
with live Lactobacillus caseiApplied and Environmental Microbiology, 79:84
885.

Brito MAVP, Brito JRF, Ribeiro MT, Veiga VMO. 1999. Padrdo de infe
intramamaria em rebanhos leiteiros:exame de todos os quartos mama
vacas em lactacdo. Arquivo Brasileiro Medicina Veterinaria e Zootecnia, 5
135.

Brouillette E, Martinez A, Boyll BJ, Allen NE, Malouin F. 2004. Persistence
Staphylococcus aurewssnall-colony variant under antibiotic pressurevivo.
FEMS Immunology and Medical Microbiology, 41:35-41.

Cardozo LL, Neto AT, Souza GN, Picinin LCA, Felipus NC, Reche NLM, Simot
2015. Risk factors for the occurrence of new and chronic cases of sub

mastitis in dairy herds in southern Brazil. Journal of Dairy Science, 98:7675

Castelani L, Martins T, Frizzarin A, Moncao ACR, Azevedo HS, de Miranda M
Arcaro JRP, Pozzi CR. 2012. Evaluation of the prevalence and aetiol

bovine mastitis in eight dairy farms from S&o Paulo state. Veterinaria e Zoc

37



20:370-371.

Chagas LG, Melo PDC, Barbosa NG, Guimarédes EC, de Brito DVD. 2012. Oco
de mastite bovina causada @#aphylococcusp., Streptococcusp. ECandide
sp. em uma propriedade rural no municipio de IndianGopdiigas
Gerais. Bioscience Journal, 28:1007-1014.

Corréa ABA, Américo MA, Oliveira ICM, Silva LG, de Mattos MC, Ferreira AMM,
Benchetrit LC. 2010. Virulence characteristics of genetically related isolates of
group B streptococci from bovines and humans. Veterinary
Microbiology, 143:429-433.

Cvitkovitch DG, Li YH, Ellen RP. 2003. Quorum sensing and biofilm formation in
Streptococcal infections. Journal of Clinical Investigation, 112:16282.

Dogan B, Schukken YH, Santisteban C, Boor KJ. 2005. Distribution of serotypes and
antimicrobial resistance genes amo8geptococcus agalactiaesolates from

bovine and human hosts. Journal of Clinical Microbiology, 43:5899-5906.

Dos Santos EMP, Brito MAVP, Lange C, Brito JRF, Cerqueira MMOP. 2007.
Streptococcug géneros relacionados como agentes etioldégicos de mastite bovina.
Acta Scientiae Veterinary, 35:17-27.

Duarte RS, Bellei BC, Miranda OP, Brito MAV, Teixeira LM. 2005. Distribution of
antimicrobial resistance and virulence-related genes among brazilian group b
streptococci recovered from bovine and human sources. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 49:97103.

Ebrahimi A, Moatamedi A, Lotfalian S, Mirshokraei P. 2013. Biofilm formation,
hemolysin production and antimicrobial susceptibilities 8freptococcus
agalactiaeisolated from the mastitis milk of dairy cows in Shahrekord district,

Iran. Veterinary Research Forum, 4:289.

Edmondson P. 2011. Blitz therapy for the eradicationStseptococcus agalactiae
infections in dairy cattle. In Practice (0263841X), 33.

38



Elias AO, Cortez A, Brandao PE, da Silva RC, Langoni H. 2012. Molecular detection of
Streptococcus agalactiaa bovine raw milk samples obtained directly from bulk

tanks. Research in Veterinary Science, 93:34-38.

Evans BA, Rozen DE (2012) 8treptococcus pneumoniadection model in larvae of
the wax mothGalleria mellonella European Journal of Clinical Microbiology
Infectious Diseases. 31:2653%60. doi:10.1007/s10096-012-1609-7.

Ferreira JL, Lins JLFHA, Cavalcante TV, Macedo NA, Borjas ALR. 2007. Prevaléncia
e etiologia da mastite bovina no municipio de Teresina, Piaui. Ciéncia Animal
Brasileira, 8:261-266.

Gianneechini R, Concha C, Rivero R, Delucci |, Moreno L6pez J. 2002. Occurrence of
clinical and sub-clinical mastitis in dairy herds in the West Littoral Region in

Uruguay. Acta Veterinary Scandinavia, 43:221-230.
Gotz F. 2002. Staphylococcuand biofilms. Molecular Microbiology, 43:1367-1378.

Goli M, Ezzatpanah H, Ghavami M, Chamani M, Doosti A. 2012. Prevalence
assessment @taphylococcus aurewmnd Streptococcus agalactiagy multiplex
polymerase chain reactiofM-PCR) in bovine sub-clinical mastitis and their
effect on somatic cell count (SCC) in Iranian dairy cows. African Journal of
Microbiology Research, 6:3005-3010.

Haguenoer E, Baty G, Pourcel C, Lartigue MF, Domelier AS, Rosenau A. 2011. A
multi locus variable number of tandem repeat analysis (MLVA) scheme for

Streptococcus agalactiagenotyping. BMC Microbiology, 11:171-184.
Indicadores IBGE 2012. Estatistica da Producéo Pecuaria, Junho 2012.

IBGE, 2006. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica / Pesquisa da Pecuaria
Municipal e Censo Agropecuario. SIDRA. Disponivel em www.sidra.ibge.gov.br.

Acesso em dezembro de 2015.

Jain B, Tewari A, Bhandari BB, Jhala MK. 2012. Antibiotic resistance and virulence
genesStreptococcus agalactidsolated from cases of bovine subclinical mastitis.
Veterinarski Arhives 82:423-432.

39



Kavannagh K, Reeves EP. 2004. Exploiting the potential of insects faivin
pathogenicity testing of microbial pathogens. FEMS Microbiology Reviews,
28:101-112.

Keefe G, Chaffer M, Ceballos A. 2011. Effects Stfeptococcus agalactiaen the
Colombian dairy industry. Third International Symposium on Mastitis and Milk
Quality, St. Louis (MO). National Mastitis Council Inc, Verona (WI); American
Association of Bovine Practitioners, Auburn (AL). 3:155.

Keefe, G. 1997 Streptococcus agalactiamastitis A review. Canadian Veterinary,
38:429-437.

Klein RC, Fabres-Klein MH, Oliveira LL, Feio RN, Malouin F, Ribon AOB. 2015. A
C-Type lectin from Bothrops jararacussuvenom disrupts Staphylococcal
biofilms. PLoS ONE, doi10.1371.

Kong F, Gowan S, Martin D, James G, Gilbert GL. 2002. Serotype identification of
group B streptococci by PCR and sequencing. Journal of Clinical
Microbiology, 40:216226.

Lammers A, van Vorstenbosch CJ, Erkens JH, Smith HE. 2001. The major bovine
mastitis pathogens have different cell tropisms in cultures of bovine mammary

gland cells. Veterinary Microbiology, 80:255-265.

Liu, G, Nizet, V. 2004. Extracelullar virulence factors of group B streptococci. Frontiers
in Bioscience, 9:1794-1802.

Manning SD, Lacher DW, Davies HD, Foxman B, Whittam TS. 2008A
polymorphism and molecular subtyping of the capsular gene cluster of group B

streptococcusJournal of Clinical Microbiology, 43:6118116.

Mukherjee K, Altincicek B, Hain T, Domann E, Vilcinskas A, Chakraborty T. 2010.
Galleria mellonella as a model system for studyirigsteria pathogenesis
Applied and Environmental Microbiology, 76:310-317.

Nobbs AH, Lamont RJ, Jenkinson HF. 208&eptococcuadherence and colonization.

Microbiology and Molecular Biology Reviews, 73:407-450.

40



Oliveira CMC, Sousa MGS, Silva NS, Mendonca CL, Silveira JAS, Oaigen RP,
Andrade SJT, Barbosa JD. 2011. Prevaléncia e etiologia da mastite bovina na
bacia leiteira de Rondon do Para, estado do Para. Pesquisa Veterinaria Brasileira,
31:104-110.

Olsen RJ, Watkins ME, Cantu CC, Beres SB, Musser JM. 2011. Virulence of serotype
M3 Group AStreptococcusstrains in wax wormsQalleria mellonellalarvae).
Virulence, 1:111-119.

Olson ME, Ceri H, Morck DW, Buret AG, Read RR. 2002. Biofilm bactdaanation
and comparative susceptibility to antibiotics. Canadian Journal of Veterinary
Research, 66:86-92.

Ostensson K, Lam V, Sjégren N, Wredle E. 2013. Prevalence of subclinical mastitis and
isolated udder pathogens in dairy cows in Southern Vietnam. Tropical Animal
Health and Production, 45:979-986.

Peton V, Bouchard DS, Almeida S, Rault L, Falentin H, Jardin J, Azevedo V. 2014.
Fine-tuned characterization &taphylococcus aureudewbould 305, a strain
associated with mild and chronic mastitis in bovines. Veterinary Research,
45:106-121.

Pinto TCA, Costa NS, Souza ARV, Silva LGD, Corréa ABDA, Fernandes FG,
Benchetrit LC. 2013Distribution of serotypes and evaluation of antimicrobial
susceptibility among human and bovigeptococcus agalactiastrains isolated
in Brazil between 1980 and 2006. Brazilian Journal of Infectious
Diseases, 17:131-136.

Pospiech A, Neumann B. 2005. A versatile quick-prep of genomic DNA from Gram-

positive bacteria. Trends in Genetics, 11:217-218.

Poyart C, Tazi A, Réglier-Poupet H, Billoét A, Tavares N, Raymond J, Trieu-Cuot P.
2007. Multiplex PCR assay for rapid and accurate capsular typing of group B
streptococci. Journal of Clinical Microbiology, 45:198988.

41



Quinn PJ, Carter ME, Markey BK, Carter GR. 1994. Mastitis, p. 327-344. In:Quinn P.
J., Carter M. E., Markey B. K. & Carter G. R. (ed.) Clinical Veterinary
Microbiology. Wolfe Publishing, London.

Radtke A, Lindstedt BA, Afset JE, Bergh K. 2010. Rapid multiple-locus variant-repeat
assay (MLVA) for genotyping oftreptococcus agalactia@ournal of Clinical
Microbiology, 48:2502-2508.

Ramarao N, Nielsen-Leroux C, Lereclus, D. 2012. The inSafieria mellonellaas a
powerful infection model to investigate bacterial pathogenesis. Journal of

Visualized Experiments, 70:e4392.

Rato MG, Bexiga R, Florindo C, Cavaco LM, Vilela CL, Santos-Sanches I. 2013.
Antimicrobial resistance and molecular epidemiology of streptococci from bovine

mastitis. Veterinary Microbiology, 161:286-294.

Roma Junior LC, Montoya JF, Martins TT, Cassoli LD, Machado PF. 2009.
Sazonalidade do teor de proteina e outros componentes do leite e sua relacdo com
programa de pagamento por qualidade. Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, 61:1411-1418.

Rosini R, Margarit I. 2015. Biofilm formation treptococcus agalactiasmfluence of
environmental conditions and implicated virulence factors. Frontiers in Cellular

and Infection Microbiology, 5:6.

Sears PM., McCarthy KK. 2003. Management and treatment of staphylococcal mastitis.

Veterinary Clinical of North American Food Animal Practice, 19:171-185.

Speziale P, Geoghegan JA. 2015. Biofilm formation by staphylococci and streptococci
structural, functional, and regulatory aspects and implications for pathogenesis.

Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, 5:31.

Stepanovi¢ S, Vukovi¢ D, Hola V, Di Bonaventura G, Djuki¢ S, Cirkovi¢ I, Ruzicka, F.
2007. Quantification of biofilm in microtiter platesverview of testing conditions
and practical recommendations for assessment of biofilm production by
Staphylococci. APMIS, 115:891-9.

42



Sukhnanand S, Dogan B, Ayodele MO, Zadoks RN, Craver MPJ, Dumas NB,
Wiedmann M. 2005. Molecular subtyping and characterization of bovine and
human Streptococcus agalactiaésolates. Journal of Clinical Microbiology,
43:1177-1186.

Yang Y, Liu Y, Ding Y, Yi L, Ma Z, Fan H, Lu C. 2013. Molecular characterization of
Streptococcus agalactiasolated from bovine mastitis in Eastern GhiRloS
One, 8:e67755.

Zachary JF, McGavin MD. 2013. Pathologic basis of veterinary disease. Elsevier Health
Sciences, 5th edition, 4:198.

Zhao Y, Liu H, Zhao X, Gao Y, Zhang M, Chen D. 2015. Prevalence and pathogens of
subclinical mastitis in dairy goats in China. Tropical Animal Health Production,
47:429-435.

43



ANEXO

44



Figura Al. Resposta imune dé&alleria mellonella infectada comStreptococcus
agalactiae Cortes histolégicos d8. mellonellainoculadas com fOUFC de bactéria e
coradas com hematoxilina e eosina, em tempos de 1h (Figura 6A-6B) e 6h (Figura 6C-
6D) poés infecgcdo com SagTl (Figura 6A-6C) e SagT3 (Figura 6B-6D). As setas
indicam pontos de melanizagcdo (PM), pontos de nodulacdo (PN) e proliferacédo
bacteriana (PB). Controle negativo com injecdo de PBS 1h (Figura 6E) e 6h (Figura
6F).
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Figura A2. Streptococcus agalactiaEl e T3 ndo se multiplicam dentro das larvas de
Galleria mellonela 16° UFC de Streptococcus agalactiagl (isolado 170/2) e T3
(isolado 220/3) foram injetados na hemocele da larva e a hemolinfa foi coletada e
plagueada nos tempos de 0, 5, 10 e 24 h pés-inoculacdo. Uma reducédo na contagem de
bactérias a cada tempo avaliado foi observada. A UFC recuperada foi obtida pelo
calculo da média da contagem na hemolinfa de oito larvas, plagueadas separadamente,

por tempo de amostragem.
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CAPITULO 2

Génomica Comparativa de EstirpesSiaphylococcus aureusoladas de Mastite
Bovina Subclinica
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RESUMO

Staphylococcus aureud um dos principais patogénos da mastite bovina. Pesquisas
voltadas para a compreensao dos mecanismos moleculares da patog&hemereles

sdo fundamentais para definir caracteristicas bacterianas relacionadas com as diferentes
manifestacdes clinicas observadas na doenca. Neste trabalho, foram sequenciados os
genomas de quatro estirpes 8e aureuscausadoras de mastite subclinica, sendo
SAU302 e SAU 1364 isoladas de infeccdes persistentes e SAU170 e SAU1269 de
infecgdes nédo persistentes. Uma grande conservagao entre os genomas sequenciados foi
encontrada como valores médios de 2,6 Mb, 32,8% de conteudo GC e 2589 CDS. A
tipagem por MLST classificou SAU170, SAU302, e SAU1364 como ST126, um tipo
frequentemente encontrado em rebanhos brasileiros, e SAU1269, como ST1, associado
a infeccbes humanas e bovinas. Aproximadamente 77% de proteinas de cada isolado
foram distribuidas em familias Cluster of Orthologous group (COG) e na anotacéo feita
pelo SEED, foram categorizadas, em média 55% das CDSs. Analises comparativas
entre os genomas sequenciados e uma referéncia construida com os gen8mas de
aureusRF122 eS. aureud. GA251, duas estirpes isoladas de mastite bovina, revelaram
uma identidade maior que 90% para a maioria dos genes anotados. A analise
filogenética dos isolados sequenciados agrupou em ramos separados isolados de
diferentes manifestagcdes, sugerindo que algumas das particularidades compartilhadas
entre isolados podem estar relacionados a persisténcia ou nao das infec¢cdes causadas
por eles. Analisaram-se também o0s polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPS)
presentes em genes de viruléncia, metabolismo e genes reguladores. Muitos SNPs foram
encontrados em genes de adesinas, importantes por promover a adesdo das células
bacterianas ao hospedeiro. Um grande nimero de SNPs ndo-sinénimos foi observado na
sequéncia dagrC, proteina de membrana que funciona como receptora do sinal de
guorum-sensingm S. aureusEstudos de modelagem e conceitos de redes complexas
por medidas de centralidade sugeriram que algumas posi¢cdes variantes eram
importantes para a estutura da proteina.
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INTRODUCAO

Staphylococcus aureug¢ um dos principais patogénos da mastite bovina
(Castelankt al.,2005), uma importante doenca da pecuéaria leiteira que tem distribuicao
mundial. A mastite causada p®r aureusse manifesta na maioria das vezes de forma
silenciosa, mas promove mudancas na composi¢cdo do leite que sdo detectadas com
testes especificos (Awad al.,2012). A auséncia de sintomas relaciona-se diretamente
com a alta prevaléncia dessa doenca nos rebanhos leiteiros (Whededigr?011;
Sakwinskaet al., 2011). A infeccdo torna-se frequentemente persistente, ndo responde
ao tratamento com antibioticos, sendo a segregacao ou eliminacdo do animal, a Unica
forma de evitar que ela se dissemine pelo rebanho. Acredita-se que as estBpes de
aureusque causam infeccdes cronicas sejam diferentes das que causam infec¢cbes nao-
persistentes, sendo responsaveis por um quadro clinico persistente e menos severo, com
maior possibilidade de transmissdo da estirpe dominante no rebanho (Soktukken
2011).

Esforcos tém sido feitos para compreender os mecanismos moleculares da
patogénese d8. aureugBen Zakouret al., 2008; Zadokst al.,2011) e para associar
caracteristicas bacterianas com as diferentes manifestacdes clinicas observadas na
mastite bovina (Guinanet al., 2010). A comparacado entre estirpes causadoras de dois
tipos de manifestacédo subclinica mostrou que aquelas que foram isoladas de infec¢des
persistentes produziram significativamente mais biofiline vitro do que n&o
persistentes (Velet al., 2015). Além disso, as cepas nao persitentes foi associada a
presenca do gene codificador da enterotoxina SEG e uma maior expressao de RNAIII,
relacionado com a diminuicdo da producéo de proteinas de colonizacdo e o aumento das
secretadas.

Estudos de genbmica bacteriana avancaram rapidamente nas ultimas duas
décadas gracas a evolucdo das tecnologias de sequenciamento de genomas completos
(WGS) (Puninaet al., 2015), o que aumentou o conhecimento sobre as diversidades
genética e fisiologica de bactéri&. aureusRF122 causador de mastite clinica severa
foi a primeira estirpe de origem bovina a ter seu genoma sequenciado (HerroetOlson
al., 2007). Andlises gendmicas comparativas revelaram um conjunto de caracteristicas
genéticas e moleculares especificas de clones associados com infec¢cdes bovinas, como a
presenca de varios elementos gendmicos que nao haviam sido previamente identificados

em S. aureus incluindo fatores de viruléncia homologos a outros patégenos Gram-
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positivos. Outra diferenca foi a grande variacdo alélica obtida entre genes de viruléncia
guando comparado &. aureusisolado de infecgbes humanas (Herron-Olsoral.,
2007). Em outro estudo, a comparacédo entre isolados bogimadados humanos
encontrou 16 ORFs exclusivas da estirpe RF122, embora nenhuma delas estivesse
presente em todas as 51 estirpes bovinas analisadas (Kazyaska010).

A comparagdo entre as estirp®@s aureusRF122 eS. aureusNewbould 305
isolada de mastite clinica com manifestacéo cronica e branda, revelou que no genoma
de Newbold 305 ha menos genes de toxina, porém mais fatores de colonizacédo e
invasdo do que RF122®, quepode explicar o fato de a estirpe Newbold 305 ter sido
isolada de uma infeccdo mais dificil de detectar e curar. Em contraste, RF122 possu
mais genes de toxinas, sendo portanto, mais propenso a induzir uma resposta
inflamatoria grave (Petort al, 2014). Recentemente, foram anunciados os genomas
dos dois primeiros isolados & aureusassociados a mastite subclinica (Kanhtal.,
2015), mas nenhuma andlise comparativa foi apresentada que permitisse entender a
manifestacao clinica apresentada pelo animal.

Os estudos citados acima expandiram o conhecimento sobre a virulériia de
aureus mas também demonstraram que a presenca ou auséncia de um anico gene nao &
suficiente para prever a viruléncia de uma estirpe. Poucos estudos exploraram até o
momento o papel de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) que podem ter efeito
bioldgico na viruléncia bacteriana. A genémica comparativa de 90 isoladsdesus
de origem humana revelou que a variacdo de um unico nucleotideo na sequéncia do
reguladoragrC, receptor de sinal do sistema quroum sensing, atrasava a ativacao do
sistema reduzindo a viruléncia da bactéria e tornando-a mais propensa a causar
infeccdes persistentes (Laakéil, 2014). EnS. aureugambém ja foram identificados
SNPs no promotor do gene dula que foram associados a hiperproducéo da toxina alfa
(Liang et al, 2011). Essas varia¢des permitiram a genotipagem de isolados bovinos o
que identificou as bactérias mais provaveis de causarem mastite severa (Hall e Ji, 2012).

Neste trabalho, foram realizados o0 sequenciamento e a compara¢do do genoma de
quatro estirpes d8. aureuscausadoras de mastite subclinica, sendo duas (SA&302
SAU1364) de infeccdes persistentes e duas (SAU170 e SAU1269) de infecgcdes né&o
persistentes. Definiram-se SNPs em genes de viruléncia e reguladores globais que

podem ter relacdo com a persisténcia da doenca.
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METODOLOGIA

Selecao dos isolados e extracdo do DNA

Quatro isolados deS. aureusisolados de diferentes animais com mastite
subclinica em rebanhos da Zona da Mata mineira foram selecionados para
sequenciamento de seus genomas. SAU302 e SAU 1369 foram isolados de duas vacas
apresentando mastite subclinica persistente, enquanto SAU170 e SAU1269 foram
isolados de outros dois animais com mastite subclinica ndo persistente. A infeccéo foi
considerada persistente caso fosse observada em trés ou mais meses consecutivos no
mesmo animal. Culturas dessas bactérias foram inoculadas em caldo infusdo de coracéo
e cérebro (Brain Heart Infusion, BHI HiMedia), crescidas a 37 °C por 16 h com
agitacdo (180 rpm), e o DNA gendnico foi extraido utilizando PureLink® Genomic
DNA kit (Invitrogen), com adi¢édo de lisozima (20 pgin(Sigma-Aldrich) no passo

inicial.
Sequenciamento e montagem do genoma e predi¢cdo de genes

Quatro bibliotecas genémicas de 200 pb foram construidas, amplificadas usando
recomedacfes do fabricante e sequenciadas no lon Torrent Personal Genome Machin
(PGM). Asreadsresultantes do sequenciamento foram trimadas por tamanho (100 pb) e
qualidade (Q20 score) e montadds novoem contigs usando o CLC Genomics
Workbench v6.5.1 (CLC bio). A partir dantigs gerados, genes e proteinas foram
preditos utilizando o Prodigal verséo 2.50 (Hgatal.,2010).

Categorizacao funcional e analises comparativas

Os conjuntos de proteinas foram anotados funcionalmente usando buscas no
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.goy/que permitiram agrupar as proteinas de cada
isolado em familias do COG (Cluster of Orthologous Groups) (Tattsal, 2001). Os
contigstambém foram submetidos para anotacdo automatica no servidor RAST (Rapid

Annotation using Subsystem Technology), através de buscas por homologia no banco
de dados SEED (Overbeek al., 2005). Perfis de tipagem por sequéncia multilocus
(MLST) dos isolados d8taphylococcus auredsram determinados usando o banco de
dados PubMLST _(http://pubmist.org/saureus/) com as sequéncias obtidas através da

anotacéo dos genes.
Os genomasas estirps S. aureusRF122 (AJ938182) e LGA251 (FR821779)
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provenientes de infeccdes de mastite bovina, e que estdo completos e anotados foram
utilizados para andlises comparativas com 0s genomas sequenciados. Para isso, foi
construida uma referéncia agrupando os genes e as proteinas das estirpes RF122 e
LGA251. As sequéncias redundantes foram eliminadas utilizando o programa CD-hit
(Li e Godzik, 2006), o qaresultou em um conjunto de 2787 CDSs. O mesmo foi feito

com as proteinas, totalizando um conjunto de 2787 sequéncias. Analises comparativas
utilizando BLASTn e BLASTp, respectivamente, entre genes e proteinas dos isolados
sequenciados versus a referéncia foram também conduzidas. Os resultados dos niveis
de conservacédo dos isolados em relacdo a referéncia foram apresentduad p@ps

construidos com usando o pacote gplots v.2.17.0 no programa R v.3.0.2.

Avaliacao dos SNPs e relacg@es filogenéticas entre os isolados

Os polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) foram detectados utilizando CLC
Genomics Workbench por mapeamento rdasisdos isolados sequenciados no genoma
da estirpe referéncfa. aureuRF122 aplicando limites de qualidade de base e cobertura
minima de 20x. Para os isolados SAU170, SAU302, SAU1269 e SAU1364 foram
analisados o numero de SNPs que resultam em troca de aminoacido em relacdo ao
RF122, registrando-se também as variacdes conservadas e exclusivas entre os quatro
genomas sequenciados. Sequéncias de aminoacidos de fatores de viruléncia, reguladores
e de proteinas do metabolismo primario Sleaureusforam utilizadas para analise
filogenética. A arvore filogenética foi calculada por Inferéncia Bayesiana usando o
MrBayes v3.1.2 (Huelsenbeck e Ronquist, 2001). Para isso, as sequéncias foram
alinhadas utilizando o MAFFT v7 (Katoh e Standley, 2013), os alinhamentos foram
manualmente inspecionados e concatenados. A arvore filogenética foi entdo calculada
usando o método baeysiano Markov Chain Monte Carlo (MCMC), em duas corridas
com 1.000.000 de geractes e usando a configuracdo mixed models, que testa todos os
possiveis modelos de substituicdo de aminoacidos. A convergéncia dos parametros foi
analisa ao final das corridas e 1% das arvores geradas foram descartatlesinaa
arvore filogenética consenso. As imagens foram geradas com a ferramenta FigTree

v1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Andlise de SNPs nédo sinbnimos em AgrC

A andlise de mutacdes com possivel impacto na funcdo de AgrC foi
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desenvolvida com base na estratégia VERMONTK&ualizing mutations and their
effects on protein physicochemical and topological property conservedibreira et

al., 2014). A partir da sequéncia da proteina foi realizada uma busca no Protein Data
Bank (PDB) (Bermart al, 2000) e encontrou-se a estrutura 4BXI (Crystal structure of
ATP binding domain of AgrC fronStaphylococcus aureljsque compreende apenas

parte da sequéncia da proteina, com 153 residuos de aminoacidos (278-430). Para
construgdo do conjunto de dados, foi realizada uma nova busca no PDB por estruturas
semelhantes (40% similaridade) a 4BXI, que foram alinhadas estruturalmente par a par,
com 4BXIl, utilizando-se o Multiprot (Shatslet al., 2004). Uma representacao visua

para esse alinhamento foi gerada, de modo que cada sequéncia foi mostrada como uma
linha e as posi¢gdes no alinhamento, como colunas. O algoritmo Expection Maximisation
(EM) foi utilizado para aproximar as sequéncias semelhantes (Dermpated977).

As interacdes entre residuos proteicos foram analisadas por meio das
modelagens de grafos. Para calcular as interacées foi gerado o diagrama de Voroni
seguido da triangulacdo de Delaunay (Poupon, 2004; Okabal, 2009), uma
abordagem geométrica independente de limiar, o que evita a oclusdo. Em seguida os nés
foram rotulados como carregados positivamente ou negativamente, aromatico,
hidrofébico doador ou aceptor de base (Sobaeval., 1999). As arestas foram
rotuladas de acordo com critério de distancia e os tipos dos nés como ligacdo de
hidrogénio, empilhamento aromatico, hidrofébica, repulsiva e ponte salina. As
interacGes para os residuos foram calculadas a partir dos atomos, de modo que os nés
representassem os residuos de aminoacidos e as arestas as interacdes, sendo o grafo ndo
direcionado. Foram gerados grafos desse tipo para todas as estruturas do conjunto de
dados. Além disso, as interacbes que cada residuo estabelece com seus vizinhos
estruturais foram analisadas calculando-se algumas métricas de centralidade de redes
complexas utilizando o pacote iGraph do software R (Csardi e Nepus, 20@6) par
apontar variacoes de sequéncias potencialmente impactantes para a funcéo.

RESULTADOS
Sequenciamento, montagem dos genomas e analise MLST

Quatro conjuntos deeads foram gerados contendo 1.422.030 para SAU170,
1.250.612 para SAU302, 2.572.399 para SAU1264 e 634.729 para SAU1369. As
montagengle novoproduziram 194ontigscom contetdo CG de 32,8% para SAU170,
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568 contigse 32,9% CG para SAU302, @8ntigse 32,7% CG para SAU1264 e 287
contigs e 32,7% CG para SAU1369. O tamanho dos genomas estimado pela
combinacdo dosontigsvariou entre 2.509.504 pb até 2.750.648 pb. A predicdo dos
genes resultou em conjuntos contendo 2599 CDS para SAU170, 2666 CDS para
SAU302, 2545 CDS para SAU1269 e 2547 CDS para SAU1364 (Figura 1). Pode-se
observar uma distribuicdo homogénea entre os quadrantes para os tamanhos estimados
dos genomas e CDS preditas 0 que presume uma semelhanca entre 0os genomas
sequenciados. A analise das sequéncias dos gartesaroE, glpF, gmk, pta, tpi e yqil

permitiu classificar os isolados SAU170, SAU302 e SAU1364 como pertencentes ao
tipo ST126, enquanto SAU1269 foi classificado como ST1.

m SAUI70 w=SAU302 = SAUI1269 SAU1364

Figura 1. Montagem dos genomas d&taphylococcus aureusequenciados. Na
circunferéncia interna estdo descritos 0s numeros de contigs resultantes apos a
montagem com o CLC Genomics Workbench, sendo cada isolado bacteriano
representado por um quadrante. As circunferéncias central e externa representam o
tamanho estimado do genoma e o numero de CDSs preditas pelo Prodigal.

Categorizacao functional e anélises comparativas

Aproximadamente 77% das proteinas foram classificadas em familias pelo COG
(Cluster of Orthologous Groups), observa-se uma distribuicdo similar do niumero de
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proteinas dentro das categorias quando 0s quatro genomas sao comparados. Uma meédia
de 10% das proteinas dos genomas sequenciados possui funcdo desconhecida. As
categorias que agrupam proteinas relacionadas a transporte e metabolismo de
aminoacido, traducéo de proteinas e metabolismo de carboidratos foram as que tiveram
0 maior numero de representantes nos quatro genomas com medias de 11%, 7% e 7%,
respectivamente (dados ndo mostrados). Na distribuicdo em subsistemas pelo SEED,
55% das CDS puderam ser classificadas. Desta porcentagem, aproximadamente 95%
foram classificadas como ndo hipotéticas e 5% como hipotéticas. As categorias que
mais agruparam CDSs também foram aquelas de metabolismo de aminoéacidos e
derivados (16%), metabolismo de proteinas (10%) e carboidratos (13%). No subsistema
de viruléncia, doenca e defesa estavam presentes 68 CDS para SAU170, 83 para
SAU302 e SAU1269, e 76 para 1364 (Figura 2).

Andlises comparativas entre os genomas foram realizadas de forma indireta,
comparando 0s quatro genomas com a referéncia construida (geno®aswdeus
RF122 €S. aureud GA251). Quando alinhados genes e proteinas preditos dos genomas
sequenciados contra os da referéncia, pode-se observar que distribuicbes semelhantes
nas faixas de identidade consideradas (Figura 3). Um total de 87% dos genes de
SAU170 e SAU302 possui mais de 95% de identidade com os genes da referéncia,
valores proximos aos encontrados para SAU1269 e SAU1364, que foram de 88% e
90%. Para os genomas de SAU170, SAU302, SAU1269 e SAU1364, 5%, 5%, 4% e 3%
dos genes ndo mostraram alinhamento com a referéncia, respectivamente. Resultados
semelhantes foram observados na andlise das proteinas, as quais 86%, 86%, 88% e
89%, para os genomas SAU170, SAU302, SAU1269 e 1364 apresentaram identidade

maior que 95% com as proteinas da referéncia (Figura 3).
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B Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (174)
m  Cell Wall and Capsule (100)

B Virlence, Disease and Defense (76)

[ ]

]

Average of Subsystem Category Distribution by Seed

Potassium metabolism (8)
Photosynthesis (0)

Miscellaneous (24)

Phages, Prophages. Transposable elements, Plasmids (17)
Membrane Transport (69)

Iron acquisition and metabolism (39)
RNA Metabolism (117)

Nucleosides and Nucleotides (94)
Protein Metabolism (198)

Cell Division and Cell Cycle (36)
Motility and Chemotaxis (1)

Regulation and Cell signaling (39)
Secondary Metabolism (5)

DNA Metabolism (80)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (93)
Nitrogen Metabolism (23)

Dormancy and Sporulation (11)
Respiration (32)

Stress Response (65)

Metabolism of Aromatic Compounds (5)
Amino Acids and Derivatives (303)

Sulfur Metabolism (15)
Phosphorus Metabolism (20)
Carbohydrates (248)

_ Subsystem Features Counts SAUL70 SAU302  SAUI269 SAUL364
Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments 178 178 181 158
Cell Wall and Capsule 105 95 104 97
Virulence, Disease and Defense 75 68 83 76
Potassium metabolism 9 6 9 9
Photosynthesis 0 0 0 0
Miscellaneous 26 14 29 27
Phages, Prophages, Transposable el ts, Plasmids 21 19 25 1
Membrane Transport 63 69 77 63
Iron acquisition and metabolism 40 40 38 38
RNA Metabolism 115 116 120 116
Nucleosides and Nucleotides 99 83 99 95
Protein Metabolism 196 196 195 204
Cell Division and Cell Cycle 38 28 39 37
Motility and Chemotaxis 1 L 1 1
Regulation and Cell signaling 36 40 43 35
Secondary Metabolism 4 4 7 4
DNA Metabolism 79 82 i 82
Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids 97 97 99 79
Nitrogen Metabolism 22 23 23 22
Dormancy and Sporulation 11 11 11 11
Respiration 31 31 33 535
Stress Response 50 69 72 67
Metabolism of Aromatic Compounds 4 5 5 S
Amino Acids and Derivatives 311 202 316 292
Sulfur Metabolism 14 13 17 14
Phosphorus Metabolism 23 23 23 10
Carbohydrates 252 248 249 244

Figura 2. Categorizacao funcional das CDSs dos genomé&Stajghylococcus aureus
sequenciados pelo banco de dados SEED. O grafico representa uma média das
distribuicdes das CDSs para os quatro genomas. A distribuicdo das CDSs nas categorias
esta apresentada individualmente na tabela localizada na parte inferior da figura.
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Figura 3. Alinhamento entre genes e proteinas dos isolad@agiylococcus aureus
sequenciados contra referéncia construida com os genon&tapde/lococcus aureus
RF122 eStaphylococcus aurewssA251. Oheat magfoi construido com a distribuicédo
do numero de genes (azul) e proteinas (verde) de cada isolado que apresentavam as
faixas de identidade avaliadas.

Avaliacao dos SNPs e relacgfes filogenéticas

Foram identificado24.686 SNPs nas regifes codificadoras do genoma de
SAU170, 21.509 em SAU302, 28.015 em SAU1269 e 10.268 em SAU1364 com
relacdo ao genoma referén@a aureusRF122. Deste total, entre 74% e 76% foram
alteracOes silenciosas que nao resultaram em mudancas de aminoacidos (Figura 4A).
Apesar de o numero total de SNPs ser diferente, observa-se que a distribuicdo dos tipos
de SNPs é semelhante entre os quatro isoladds. @eireus onde a maioria é nao
sinbnima e a minoria representa insercdes, delecdes e trocas sem sentido. 6273 SNPs
em SAUL70, 5481 em SAU302, 7420 em SAU1264, 2491 em SAU1369 implicam em
trocas de aminoacidos, podendo ser elas entre aminoacidos da mesma classe ou
aminoacidos de classes diferentes (Figura 4B). Insercdes, delecbes e nonsense também
foram consideradas como trocas de aminoacidos (dados ndo mostrados). A maior parte
das trocas ndo sindnimas ocorreu entre aminoacidos de mesma classe.

A distribuicdo dos SNPs foi bastante similar entre os isolados, ndo permitindo
diferenciar entre isolados de manifestacbes diferentes. A fim de investigar, mais
minusciosamente, se isolados de manifestacbes persistentes e nao-persistentes
apresentavam diferencas em relacdo aos SNPS, genes codificadores de fatores de
viruléncia, reguladores e proteinas do metabolismo primario foram contrastados (Figura
Al).
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= Nio sinénimas - mesma classe

= Nfo sinonimas = Sindnimas = Insercdes/Delectes/Non Sense = Nio sinénimas - classes diferentes

Figura 4. Distribuicdo de polimorfismos de nucleotideo Unico nos genomas
sequenciados dstaphylococcus aureufA) A percentagem de SNPs esta representada
por isolado e por tipo. (B) Numero de SNPs que resultam em trocas de aminoacidos de
mesma classe ou de classes diferentes.

Dos 23 genes de viruléncia estudados, varios SNPs foram detectados em
SAU170 (438), SAU302 (393), SAU1269 (535) e SAU1364 (173). Quatro genes
relacionados com adesao, a sabHA, clfB, sdrCe fnbA, foram os que apresentaram
maior numero de SNPs, com mais 60 variagbes de nucleotideos em suas sequéncias
(Figura 5A). Nao foram observados SNPs nos géigssdrE, seck, secG e fnbB
Quando analisados os SNPs n&o sinbnimos, 0s genes com maiores variagdes mais uma
vez foram os de adesédo comifA, clfB e fnbA e o gendipA. Embora SNPs tenham
sido observados nos genedrC e spa, ndo houve SNPs ndo sinbnimos em suas

sequéncias (Figura 5B).
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Figura 5. Analise de polimorfismo de nucleotideo Unico em genes de viruléncia de
Staphylococcus aureugA) Numero total de SNPs em relacdo aos quatro genomas
sequenciados. (B) Numero de SNPs néo sinbnimos encontrados nos genes de viruléncia
dos isolados estudados.

As comparacdes entre o numero de SNPs encontrados da andlise dos genes de
viruléncia nos quatro genomas sequenciados estdo apresentadas na Tabela 1. No total,
85 SNPs nao sinbnimos estéo presentes em SAU170, 77 em SAU302, 87 em SAU1269
e 35 em SAU1364, sendo 18 comuns aos quatro isolados. Nove SNPs sédo exclusivos
para SAU170, 6 para SAU302, 48 para SAU1269 e nenhum para SAU1364. Também

foram encontrados SNPs comuns entre SAU170 e SAU1269 (mastite ndo persistente) e
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SAU302 e SAU1364 (mastite persistente), num total de 48 e 31, respectivamente.
Porém, quando avaliados SNPs que s&o exclusivos a SAU170 e SAU1269 esse numero
cai para 8, enquanto nenhum foi encontrado nos isolados persistentes (Tabela Al e A2).

Tabela 1.Numero de SNPs, que resultam em troca de amino&cidos, comuns entre 0s
isolados deéstaphylococcus aureymra os genes de fatores de viruléncia analisados.
SAU170 SAU302 SAU1269 SAU1364 EXCLUSIVOS

SAU170 8% 65 48 35 o°
SAU302 65 7 40 31 6°
SAU1269 48 40 87 20 48
SAU1364 35 31 20 35 o°

“aN(mero total de SNPs.

b NUmero de SNPs exclusivos.

Os 20 genes reguladores analisados mostraram numeros consideravelmente
menores de SNPs quando comparado ao is@admreusRF 122, sendo no total 131
para SAU170, 109 para SAU302, 127 para SAU1269 e 50 para SAU1364. Se
considerarmos apenas 0s SNPs ndo sinbnimos, esse numero cai para 12, 15, 20 e 8,
respectivamente, com 2 SNPs sendo comuns a todos os isolados presentes nha sequéncia
delytR (Figura 6).agrD, mgrA, sarV e sarfido possuem variagdes em sua sequéncia
com relacdo a RF122. Os genes de reguladores que mais apresentaram SNPs nao
sinbnimos foramagrC e srrB. O isolado SAU1364 foi o Unico que possui variagdes
exclusivas (Tabela 2). A comparacdo entre os isolados mostrou que 10 SNPs sédo
comuns entre aqueles de mastite ndo persistente, sendo 2 exclusivos. Entre os isolados
persistentes, 8 SNPs sdo comuns e 3 exclusivos, sendo que estes Ultimos estao presentes
na sequéncia degrC (TabelaAl e A2).
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Figura 6. Andlise de polimorfismo de nucleotideo Unico em genes de reguladores
globais deStaphylococcus aureugA) Numero total de SNPs em relagdo aos quatro
genomas sequénciados. (B) Numero de SNPs ndo sinbnimos encontrados nos genes
reguladores dos isolados estudados.
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Tabela 2. Numero de SNPs, que resultam em troca de aminoacidos, comuns entre 0s
isolados destaphylococcus aureyra os genes de reguladores analisados.
SAU170 SAU302 SAU1269 SAU1364 EXCLUSIVOS

SAU170 122 11 10 4 o°
SAU302 11 15 9 8 Qb
SAU1269 10 9 20° 3 o°
SAU1364 4 8 3 82 o°

“aNUmero total de SNPs.

b Namero de SNPs exclusivos.

SNPs na sequéncia de 34 genes codificadores de enzimas do metabolismo
primario foram analisados. Todos os genes apresentaram SNPs em sua sequéncias,
sendo excecdo somente os gemesnD e sdhC do isolado SAU1364. Foram
encontrados no total 451 SNPs em SAU170, 412 em SAU302, 449 em SAU1269 e 209
em SAU1364. No entanto, foi possivel observar que a maior parte dos SNPs
encontrados eram sinénimos, sendo que apenas ogifdnecodificador da enzima
citrato sintase, possuia mais que 10 varia¢cdes nao sinbnimas em sua sequéncia (Figura
7).

Apenas isolados nao persistentes possuiam SNPs exclusivos em sua sequéncia,
sendo 4 em SAU170 e 24 em SAU1269. 65 SNPs foram observados como comuns entre
os isolados ndo persistentes e 38 entre os persistentes (Tabela 3). Encontraram-se oito
SNPs exclusivos entre SAU170 e SAU1269 (ndo persistentes) enquanto ndo foram
observados SNPs exclusivos entre os persistentes (Tabelaz)1
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Figura 7. Andlise de polimorfismo de nucleotideo Unico em genes de metabolismo de
Staphylococcus aureugA) Numero total de SNPs em relacdo aos quatro genomas
sequénciados. (B) Numero de SNPs nao sinbnimos encontrados nos genes dos isolados

estudados.

Tabela 3.Numero de SNPs, que resultam em troca de aminoéacidos,

comuns entre 0s

isolados destaphylococcuaureuspara os genes de metabolismo analisados.

SAU170  SAU302 SAU1269 SAU1364 EXCLUSIVOS
SAU170 93 81 65 38 4p
SAU302 81 83 59 38 0P
SAU1269 65 59 912 24 24
SAU1364 38 38 24 38 o°

" aNGmero total de SNPs.

b NUmero de SNPs exclusivos.

As sequéncias das 77 proteinas estudadas foram concatenadas para construcdo
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de uma arvore filogenética por inferéncia Baeysiana, que separou em ramos diferentes
os isolados persistentes (SAU302 e SAU1364) e os nao persistentes (SAU170 e
SAU1269).S. aureusRF122 foi agrupado com os isolados n&o persistentes, ficando

mais préoximo a SAU1269 (Figura 8).

SAULT7U

100%

RF122

100%

SAU1269

SAU302

100%

SAU1364

0.004

Figura 8. Relacdo evolutiva entre as estirpesSiaphylococcus aureusaseada nas
proteinas associadas ao metabolismo, regulacdo e fatores de viruléncia. A arvore
consenso majoritaria foi obtida por Inferéncia Bayesiana a partir de 77 proteinas. Os
valores de probabilidade posterior calculados pelo MrBayes estéo apresentados ao lado
de cada n6 da arvore filogenética. 0.004 - substituicbes esperadas por sitio do
alinhamento.

Andlise de SNPs néo sinbnimos em AgrC

Nove SNPs ndo sinbnimos foram encontrados nas sequénciagr@edos quatro
genomas estudados, trés deles em SAU302 e SAU1364, seis em 1269, sendo que
SAU170 ndo apresentou variagdo em relacdo a estirpe RF122 com a cobertura minima
de 20X (Figura 9).
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(A) agrC_RF122 TGECLCTGGTCT ACGTGACTAT TTCAATAAAA ATATAGTGCC AATGAAAGAT AACTTACAAA
agrC_SAU170 TGATGGTCT ACGCGCTTAT TTCAATAAAA ATATTGTACC TATGAAAGAT AATTTGCAGA
agrC_SAU302 TGAFTGGTCT ACGCGCTTAT TTCAATAAAA ATATTGTACC TATGAAAGAT AATTTGCAGA
agrC_SAU1269 TGALCCGGTCT TCGAGACTAT TTCAATAAAA ATATTGTACC TATGAAAGAT AATTTACAAA
agrC_SAU1364 T@A[FTGGTCT ACGCGCTTAT TTCAATAAAA ATATTGTACC TATGAAAGAT AATTTGCAGA
agrC_RF122 TGAACGCTAF TAAGTTAAAT GGTATTGAGA ATCTTAAAGT ACGTGAAATT AAAGGCTITAA
agrC_SAU170 TGAATGC AT TAAATTAAAT GGTATCGAGA ATCTTAAAGT ACGTGAGATA AAAGGCTITAA
agrC_SAU302 TGAATGC TAT TAAATTAAAT GGTATCGAGA ATCTTAAAGT ACGTGAGATA AAAGGCTITAA
agrC_SAU1269 TGAATGC|CF TAAGTTAAAT GGTATTGAGA ATCTTAAAGT ACGTGAGATT AAAGUTITTC
agrC_SAU1364 TGAATGCT Al TAAATTAAAT GGTATCGAGA ATCTTAAAGT ACGTGAGATA AAAG(GCITAA
agrC_RF122 TCACTGCTAA AATTTTACGT GCACAAGAAA TG ATACC GATTAGTATT GAAATACCAG
agrC_SAU170 TTACTGCGAA AATTTTACGT GCACAAGAAA T ATTCC GATTAGTATC GAAATACCCG
agrC_SAU302 TTACTGCGAA AATTTTACGT GCACAAGAAA TG ATTCC GATTAGTATC GAAATACCCG
agrC_SAU1269 TAACAGCTAA AATTTTACGT GCACAAGAAA TG ATACC GATTAGTATA GAAATACCAG
agrC_SAU1364 TTACTGCGAA AATTTTACGT GCACAAGAAA T ATTCC GATTAGTATC GAAATACCCG
agrC_RF122 T TTAAT TTGAATATGA TTGATTTAAG TCGCAGTATT GGTATTATTC
agrC_SAU170 T. TTAAC TTGAATATGA TCGATTTAAG TCGCAGTATT GGTATTATTC
agrC_SAU302 T. TTAAC TTGAATATGA TCGATTTAAG TCGCAGTATT GGTATTATTC
agrC_SAU1269 T TTAAT TTGAATATGA TCGATTTAAG TCGCAGTATT GGTATTATTC
agrC_SAU1364 T. TTAAC TTGAATATGA TCGATTTAAG TCGCAGTATT GGTATTATTC
agrC_RF122 TTGATAACGC AATAGAGGCA TCAZCTGAAA TTGATGATCC TATCATTCGA GTTGCATTTA
agrC_SAU170 TTGATAATGC AATTGAGGCA TCALCTGAAA TTGATGACCC TATCATTCGC GTTGCATTTA
agrC_SAU302 TTGATAATGC AATTGAGGCA TCALCTGAAA TTGATGACCC TATCATTCGC GTTGCATTTA
agrC_SAU1269 TTGATAACGC AATAGAGGCA TCALGTGAAA TTGATGATCC TATCATTCGA GTTGCATTTA
agrC_SAU1364 TTGATAATGC AATTGAGGCA TCAZCTGAAA TTGATGACCC TATCATTCGC GTTGCATTTA
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(B)
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SAU170 YVNILTTLSEYIREDDMIGIRAYFNRNIVPMRDNLOMNATIRINGIENLRVREIRG LITAK
SAU302 YVNILTTLSEYIREDDMIGLRAYFNRNIVPMRDNLOMNAIRINGIENLRVREIRGLITAK
SAU1269 YVNILTTLSEYIREDDMTGILRDYFNRNIVPMRDNLOMNE NGIENLRVREIRGLLTAK
SAU1364 YVNILTTLSEYIREDDMIGIRAYFNRNIVPMRDNLOMNA NGIENLRVREIRGLITAK
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Figura 9. Alinhamento das sequéncias génica e proteica do regulador AgrC. (A)
Alinhamento das sequéncias de nucleotideos de agrC dos isolados sequenciados. (B)
Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de agrC. As caixas de mesma cor
identificam os SNPs ndo sindbnimos e as trocas de aminoacido resultantes nas
sequéncias proteicas.

A importancia desses aminoécidos variaveis na estrutura de AgrC foi avaliada,
utilizando a estrutura parcial desta proteina depositada do banco de dados de proteinas,
designada 4BXI. Foram encontradas 82 estruturas semelhantes a 4BXI, por meio de
busca por similaridade de estrutura, com pelo menos 40%, que permitiu a construcao do
banco de dados. A partir do alinhamento das estruturas par a par foi construida a

representacdo do banco de dados no qual sdo destacadas as colunas que representam
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seis posicdes variantes (Figura 10). Analisando o padréo de cores da imagem € possivel
distinguir regibes mais e menos conservadas entre as proteinas do conjunto de dados.
Pode-se observar que ha baixa conservagdo nas posi¢cdes variantes entre 0s genomas

sequenciados e RF122.
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Figura 10. Representagao ‘visual do alinhamento estrutural par a par da estrutura do
dominio de ligacdo a ATP da proteina AgrCStaphylococcus aureygBXI) com 82
proteinas do PDB com 40% de similaridade. As seis posi¢cdes de aminoacidos variantes
(258, 280, 295, 308, 321, 345- Figura 9B) estao identificadas por caixas vermelhas.

As inferéncias com relacdo a um possivel efeito biolégico produzido pelas
variacdes encontradas nos genomas foram feitas a partir do conjunto de proteinas
modeladas como grafo, utilizando conceitos de redes complexas para andlise (Figura
11). Para cada residuo foram calculadas medidas de centralidade sendo elas o grau, que
€ 0 numero de ligacfes incidentes sobre um nd; a proximidade, representa a média da
distancia a partir de um n6 até todos os outros nés e a intermediacdo, mede o quanto um
nd estéd presente em caminhos que conectam outros vértices. Nas trocas de aminoacidos
lle280Leu, Gly295fs, Ser280Asn, Thr320Ser, His321Ser, His321Arg, Thr354Ser foram
analisadas as medidas de centralidade para definir o papel local e global da troca de um

aminoacido em relacéo a estrutura proteica (Tabela 4).
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Figura 11. Proteina 4BXI modelada como grafo. Estdo destacadas as posi¢cdes onde
polimorfismos de nucleotideo Unico presentes nos genomas dos isolados de
Staphylococcus aureusequenciados promoveram trocas de aminoacidos na proteina

AgrC em relacéo 8. aureusRF122.

Tabela 4.Frequéncias e medidas de centralidade dos residuos variantes em AgrC.

Trocade aa  Freq.Origem (%)  Freq. Destino (%) Intermediacgao * Proximidade* Grau*
lle280Leu 44 44 870 9,2E-4 5,0
Gly295fs 29 forx 497 1,2E-3 4,6

Ser308Asn 25 25 103 7,8E-4 3,2

Thr320Ser 20 20 334 9,2E-4 3,3
His321Ser 6 15 369 9,5E-4 3,7
His321Arg 6 6 369 9,5E-4 3,7

Thr345Ser 20 20 258 1,3E-3 4,1

* Média dos valores calculados para o residuo.**

As trocas lle280Leu, Ser308Asn, Thr320Ser e Thr345Ser além de apresentarem
frequéncias iguais dos residuos de origem e destino dentro do banco de dados,
aconteceram entre residuos pertencentes a mesma classe de aminoacidos, com
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes, o que leva a crer que essas mudancas sejam
bem toleradas entre as bactérias. J& a mudanca no residuo 295 que implica em alteracéo
de fase de leitura da proteina, ocorreu gracas a uma insercdo de uma timina na
sequéncia de SAU1269, porém quando observamos o alinhamento, uma glicina
conservada entre todos os isolados € mantida nesta posi¢do. A troca His321Ser ocorreu
entre aminoacidos de classes diferentes e finalmente His321Arg s&o residuos

observados em baixa frequéncia, nesta posi¢cdo, no banco de dados. Na imagem do grafo
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ainda pode ser observado que o residuo 321 posiciona-se ligando duas grandes por¢coes
da molécula. Todas essas caracteristicas tornam essas posicfes alvos interessantes para
estudos posteriores que avaliem se elas implicam em efeitos bioldgicos entre os isolados

bacterianos.

DISCUSSAO

Estudos em genomas bacterianos tém fornecido informagdes sobre potenciais
determinantes de viruléncia, permitindo aumentar o conhecimento sobre 0os mecanismos
de patogenicidade, o que auxilia na identificacdo de alvos para o desenvolvimento de
antimicrobianos, vacinas e metodologias de diagnosticos (Pehiah, 2015). Até
fevereiro de 2016, mais de 47.000 projetos de sequenciamento de genoma bacterianos
foram iniciados, e aproximadamente 28.000 foram concluidos (GOLBenome
Online Database http://www.genomesonline.org; Pumhal., 2015). No banco de
dados do NCBI, no mesmo periodo, foram encontrados 5578 genontasadesus
montados, dos quais 91 estavam completos e anotados. Porém, aperfisadoe)s
RF122 (ST151) (Herron-Olsoet al., 2007) eS. aureusLGA251 (ST425) (Garcia-
Alvarezet al.,2011), eram de isolados de origem bovina.

Os genomas sequenciadosSiewureuglisponiveis no NCBI possuem em média
2,8 Mb, com 32,8% de contetdo GC e 2810 CDS. A montagemeadssequenciadas
neste trabalho resultou em genomas com valores muito préximos ao citado acima.
Quando comparados aos isolados boviSosaureusRF122 eS. aureusLGA251
observa-se maior semelhanca, poisggessuem tamanhos ligeiramente menores que a
média, em torno de 2,7 Mb.

Estirpes deS. aureuspodem ser genotipadas por diferentes técnicas, sendo a
tipagem por sequenciamento multilocus (MSLT) uma das mais empregadas, onde sete
genes conservados do metabolismo sdo sequenciados e analisados em um banco de
dados para a definicdo do tipo da sequéncia (ST). Isso permite aos pesquisadores obter
dados sobre a disseminacdo mundial do patdégeno e determinar a prevaléncia e os STs
mais comuns em rebanhos. Os isolados SAU170, SAU302 e SAU1364 foram
classificados como ST126, enquanto SAU1269 foi definido como ST1. A
predominancia desses STs em rebanhos brasileiros ja havia sido demonstrada por
Rabelloet al, (2007) e Silveet al, (2013). Sabe-se que clones pertencentes ao ST1
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podem ser isolados tanto de infec¢cdes bovinas quanto infecgcbes humanas, enquanto
ST126 esta fortemente associado a infecgdes bovinas, sendo mais frequentemente
detectados em amostras de leite de animais com mastite € mitf2005).

Mais de 70% dos genes puderam ser agrupados em categorias especificas do
COG, resultado semelhante ao descrito para os genonfasadesusovinos RF122 e
Newould 305 (Petomt al., 2014). As categorias nas quais 0os genes foram agrupados
mais abundantemente foram fungdes gerais preditas, fungéo desconhecida, transporte e
metabolismo de aminoacidos e proteinas, e caboidratos. Na anotacao feita pelo SEED,
em média 55% das CDSs foram categorizadas para 0s genomas sequenciados, enquanto
que para o genoma de RF122 isso aconteceu em 61% delas (SeedViewer;
http://www.phantome.org/PhageSeed/seedviewer.cgi?page=0rganism&organism=2730
36.3). A distribuicéo entre eles foi semelhante e ocorreu principalmente em subsistemas
relacionados ao metabolismo de carboidratos e aminoacidos.

Estudos de genémica comparativa, geralmente analisam o conteudo génico
observando a presenca e auséncia de genes dentro das sequéncias contrastatias (Baba
al., 2008; Suzukiet al., 2012). No entanto, quando essa comparacdo € feita entre
genomas montados eoontigsisso pode ser imprudente. Um gene identificado como
ausente em uma das sequéncias pode ter sido evolutivamente eliminado daquele
isolado, como observado por Herron-Olséml., (2007), ou pode simplesmente nao ter
sido coberto durante o sequenciamento. Por isso, optou-se por ndo fazer nesse trabalho
uma comparacdo direta entre os genomas sequenciados. Assim, foi construida uma
referéncia agrupando o contetddo génico e proteico dos dois is8ladaseudovinos
completos e anotados disponiveis no NCBI.

A comparacao dos isolados sequenciados com a referéncia construida mostrou
uma conservacdo superior a 80% do conteudo de genes e proteinas, além de uma
distribuicdo semelhante entre os quatro isolados. Espageande semelhanca entre
isolados vindos do mesmo rebanho. Isso € consistente com o que ja foi descrito para o
genoma dé&. aureuspnde se obseneapresenca de uma porgcao conservada em mais de
95% das estirpes, que compreende aproximadamente 75% do total dos genes. Esta
por¢cdo do genoma estd associada principalmente, com genes constitutivos responsaveis
pelo crescimento e sobrevivéncia da bactéria (Lyndsal, 2006; Wolfet al.,2011).

Na porgao variavel do genoma central estdo os genes envolvidos na patogénese

como os fatores de viruléncia e elementos reguladores, e que embora mostrem variacédo
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no conteudo entre diferentes estirpesSdaureussao tipicamente estaveis (Lyndssy

al., 2006; Wolfet al., 2011). Esses 25% restantes do genoma sao compostos também
por genes variaveis, ou acessorios, transportados por elementos genéticos méveis. Estes
elementos - bacteriofagos, ilhas de patogenicidade, cassete cromossémico estafilococico
(SCC), plasmideos, e transposons - sao transferidos horizontalmente e contribuem para
a heterogeneidade genética &e aureuse, consequentemente, relacionam-se a
adaptacao a nichos e a viruléncia (Lyndsegl, 2004; Wolfet al, 2011). A anotacgéo

com o SEED mostrou a presenca de CDS no subsistema fagos, profagos, elementos
tranponiveis e plamideos, sendo 21, 19, 25 e 1 CDS em SAU170, 302, 1269 e 1364,
respectivamente. No genoma de RF122, que causa mastite clinica severa, foram
encontrados varios elementos genéticos moéveis onde estavam genes de viruléncia
(Herron-Olsonet al., 2007) o mesmo foi observado para o genoma de Newbold305,
causador uma manifestacdo branda e silenciosa (Peabn2014).

A patogénese d&. aureusé muito complexa e a sua viruléncia depende da
producdo de uma série de fatores de viruléncia cujas expressdes sdo coordenadamente
controladas por diversos reguladores globais (Oscamisah, 2015). Ainda ndo é
conhecido como ocorre a regulacao desses fatores nas diferentes manifestacdes clinicas
observadas nos animais, porém alguns estudos ja conseguiram associar a presenca de
genes de viruléncia com os sintomas. A comparacdo entre genomas de estBpes de
aureusisoladas de mastite grangrenosa ou subclinica em ovelhas mostrou que o isolado
de mastite gangrenosa possuia versdes variantes de uma série de genes entre eles fatores
de viruléncia, distinguiveis por MLVA, além de ndo apresentar o gene codificador da
proteina de ligacdo ao fibrinogénio proteinaftbB) (Vautoret al., 2009). Em outro
trabalho onde isolados causadores dos mesmos tipos de mastite foram comparados, o0s
resultados indicaram que o contetdo de elementos genéticos méveis, genes de vias de
metabolismo do ferro, de reguladores e de producdo exoproteina variavam entre 0s
isolados das diferentes manifestacdes. Em particular, o isolado de mastite grangrenosa
produziu niveis relativamente elevados de exoproteinas, incluindo toxinas e proteases
conhecidas como sendo importantes para viruléncia (Le Margtichgl2011). Embora
o fator hospedeiro ndo pudesse ser descartado, os dados obtidos pelos pesquisadores
suportaram a hipotese que diferentes estirpeS. dmreuscom diferentes conteudos
génicos, podem ter potenciais de viruléncia diferentes em mastite de ruminantes.

A analise filogenética dos isolados sequenciados agrupou em ramos separados
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isolados de diferentes manifestacdes, levando a acreditar que algumas das
particularidades compartilhadas entre isolados podem estar relacionados a persisténcia
ou ndo das infeccbes causadas por eles. Apesar disso, 0 deposito das sequéncias no
NCBI, informou que os trés isolados ST126 compartilhavam 94% de identidade de
sequéncia, sendo reunidos em um mesmo grupo gendémico. No dendrograma gerado
pelo banco de dados esse grupo, chamando 170, localiza-se em ramificacdo proxima ao
isolado Newman305, também causador de mastite subclinica (NCBI;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=staphylococcus+aureus).

Devido a grande semelhanca dos genomas analisados hipotetizou-se que
diferencas sutis, a nivel de varicbes de sequéncia dentro de genes, pudessem estar
relacionadas as diferentes manifestacdes de mastite subclinicas causadsapetns
estudados. A analise das variacfes de sequéncias dos genes codificadores de fatores de
viruléncia mostrou que a maioria dos SNPs estava presentes nos genes de adesinas
(clfA, cIfB e fnbAe sdrC), importantes por promover adesdo das células bacterianas a
uma variedade de moléculas e superficies (Tsompanédoal., 2012). Grande
variabilidade na sequéncia desses genes ja foi observada entre 58 est#paardas
(McCarthey e Lindsay, 2010). Em particular, o gértgpAenvolvido em uma série de
eventos de recombinacdo e mutacdes pontuais que podem ser observadas entre 0s
isolados. Alteracdes nessas sequéncias podem interferir na viruléncia do isolado uma
vez que essas proteinas entdo relacionadas a formacao de biofilme e a mecanismos de
adesdao célula-célula da bactéria (Tsompanalal.,2012).

Um namero menor de SNPs foi encontrado quando os genes reguladores foram
analisados, provavelmente devido a funcdo central desses genes na adaptacdo d
bactéria ao ambiente e no seu potencial patogénico. Resultado semelhante foi observado
por Priestket al.(2012) quando compararam as sequéncias de 20 genes reguladores entre
dez genomas d&. aureus.Entre os genomas sequenciados, o maior numero de
variagbes que implicam em mudanga de aminoacido foi observado na sequéncia de
agrC, cuja variabilidade gene também foi elevada no estudo de Btiest(2012).
Reguladores globais formam numerosas redes complexas que direcionam interagcoes
especificas promovendo ou inibindo a expresséao de genes alvos (Broahg2004).

Esses sistemas reguladores sdo muitas vezes sensiveis a sinais ambientais sendo
compostos por duas proteinas, uma cinase e uma proteina reguladora da resposta,

embora proteinas de ligacdo ao DNA estejam também presentes. O operon que codifica
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0 sistemaagr (genes reguladores acessorios), um dos mais estudaddsaemeusno

entanto, apresenta regides hipervariaveis conhecidas, que foram agrupadas em quatro
grupos agr em S. aureus Como agr influencia a expressédo de muitos genes de
viruléncia, pequenas diferencas observadas dentro de agiopodem significar
grandes diferencas evolutivas. Assim, é razoavel supor que alteracbes na sequéncia
destes reguladores poderia ocasionalmente resultar em vantagens no padrdo de
expressao de genes de viruléncia pela bactéria (Rokehsbn2005).

A analise das estruturas proteicas permite observar que diversas interacées sao
estabelecidas entre residuos vizinhos e que séo importantes para o enovelamento e
estabilidade da proteina. Padrdes de interacdo estabelecidos por residuos sao bastante
conservados num mesmo dobramento e podem ser utilizados para ajudar na
compreensao da funcéo da proteina e sua interacdo com outras moléculast @lelo
2006; Meloet al.,2007). Foi possivel encontrar dois residuos variaveis 8ntereus
RF122 e os isolados sequenciados, que se acredita que possam ter efeito sobre a
estrutura de AgrC. No entanto, mais estudos sao necessarios para determinar a
prevaléncia dessa variacdo entre um maior niamero de isolados e seu efeito sobre a
viruléncia bacteriana. Sabe-se que uma substituicdo ndo conservativa de um residuo
muito conectado, por exemplo, pode perturbar as interacbes que eram estabelecidas
previamente e desestabilizar a estrutura da proteina, impactando sua funcdo. Redes
complexas ja foram utilizadas para estudar os papéis local e global de um aminoacido
em relacdo a estrutura proteica, bem como determinar como mutacdes associadas a
doencas diferem por variagdes de aminoacidos Unicos com relacao a sua interacdo com
outros residuos (Liet al, 2011). Os autores mostraram que mutacbes estdo
possivelmente relacionadas a doencas quando ocorrem num ponto com alta centralidade
e/ou alto grau na rede.

Foram encontrados SNPs n&do sinbnimos em 85% dos genes do metabolismo
primario, porém em 80% deles ocorreram apenas quatro ou menos variacbes na
sequéncia das enzimas da glicélise e do ciclo de Krebs e de transportadores de elétrons
na cadeia respiratéria. Alteracbes nessas vias centrais do metabolismo podem levar a
mudancas globais de expressao pela bactéria como as que séo provocadas, por exemplo,
por mutacdes pontuais nas sequéncias codificadoras da menadiona (Bé6EA
A594G menHf ou pela interrupgdo do gene da hemina ou menadiona. A auséncia ou

deficiéncia desses componentes do citocromo e da menaquinona levam a interrupgao do
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transporte de elétrons e diminuicdo da sintese de ATP, resultando em subpopulacdes
bacterianas de crescimento lento, pigmentacdo diminuida, e resistente a
aminoglicosideos que estdo relacionadas a infec¢cBes persistentes éa@hle2008;

Deanet al.,2014).

O sequenciamento e a comparacdo do genom§. deureuscausadores de
mastite subclinicas persistentes e ndo persistentes, mostrou a grande conservagao entre
genomas isolados de um mesmo hospedeiro e responséveis por uma mesma infeccao,
tanto em caracteristicas gerais como tamanho e %CG, quanto no niamero de genes e
proteinas que eles contém. Apesar disso, definiram-se polimorfismos de nucleotideo
anico (SNPs) em genes de viruléncia, reguladores globais e genes do metabolismo
primario que foram conservados entre isolados persistentes e ndo persistentes.Estudos
de modelagem, utilizando conceitos de redes complexas e medidas de centralidade
permitiram identificar posicfes variantes na sequéncia de AgrC que sdo importantes

para a estrutura da proteina.
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SAD RF122 METDHAPTHG EETDHNAFTHL EETDNAPTHNE EETDNAPTHH EETDNAPTHA EETDNAPTH
SAU170 N persistente METDHAPTHA EETDNAPTHS EETDNAPTHV EETDNAPTNH EETDNAFPTHA EETDNAPTHFE
SAU302 Persistente METDHAPTHA EETDNAPTHS EETDNAPTHE EETDNAPTNHNS EETDNAPTHG EETDNAPTH
SAU1269 N persistente METDNAPTHA EETDWAPTHS EETDHNAPTHV EETDNAPTHNS EETDNAPTNA EETDNAPTHN
SAU1364 Persistente METDHAPTHA EETDHNAFPTHL EETDNAPTHNE EETDNAPTHS EETDNAPTNHG EETDNAPTH

Figura Al. Alinhamento entre sequéncias de aminoacidos hipotéticas para exemplificar
polimorfismos de nucleotideo Unico ndo sinbnimos. Na posicao 10, exemplifica-se uma
troca de aminoacido comum a todos os isolados. Na posi¢céo 20, a troca de aminoéacido é
comum aos nao persistentes, mas pode se observar que um dos persistentes possui a
mesma modificacdo. Na posi¢cado 30 ha uma troca de aminoacido exclusiva em isolados
nao persistentes assim como na posicdo 50 essas sao exclusivas em isolados
persistentes. Na posicdo 60 o exemplo de um aminoacido exclusivo em apenas um
isolado.

Tabela Al. Polimorfismos de nucleotideo Unico em sequéncias codificadoras de fatores
de viruléncia, reguladores e proteinas metabolismo primario exclusivos de isolados
persistentes ou ndo persistentes. Na tabela sédo identificados o gene, o aminoacido na
referénciaStaphylococcus aurelRF122, a posi¢cdo onde houve troca de aminoacidos
devido a modificacdo da sequéncia do gene e o aminoacido resultante no isolado
sequenciado.

Isolados Persistentes Isolados ndo Persistentes
agrA Lys136Arg isaA Ser22Gly
agrC Thr317Ser SSpA Asn282His
agrC His318Ser sspB Aspl09Gly
clfA Val423Ala
arls Aspl121Glu
sarS Asn221Asp
hemC Lys287Thr
hemY Gly278_lle279delinsGlyVal
citC Ala200Val
pok llel7Leu
pdhC Asnl179Ser
glpD Serb32Ala
olpD lle533Val
olpD Leu541Phe
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Tabela A2. Polimorfismos de nucleotideo Unico em sequéncias codificadoras de fatores
de viruléncia, reguladores e proteinas metabolismo primario comuns a todos os
isolados, entre isolados persistentes ou n&o persistentes. Na tabela séo identificados o
gene, o aminoé&cido na referén8iphylococcus aure®F122, a posi¢cdo onde houve

troca de aminoacidos devido a modificacdo da sequéncia do gene e o aminoacido
resultante no isolado sequenciado.

Todos isolados Isolados Persistentes Isolados néo Persistentes

clfB Thr68Met clfB Thr230Val isaA Ser22Gly IytS Cys42Trp
clfB Serl68Thr clfB Asnl152Tyr sspA | Asn282His = hemA Cys66Arg
clfB lle509Val clfB Alal99Thr sspB  Aspl09Gly hemB Thré6Ala
Glu99_Thr100i

clfB Asn495Lys clfA nsAla clfA Vald23Ala = hemC lle188Arg
clfA Val47Ala clfA Ala85Ser clfB 1e339Thr = hemD GIn85Arg
clfA Thr62Ser clfA Alal03Thr clfB Asp697Glu  hemD Serl22leu
clfA Ser40Asn fnbA Alal49Thr isaA Met32Val hemL GIn287His
clfA lle37Ser fnbA Asn808Ser isaA Met32lle hemL Ala318Thr
CfA  lle35Asn  fnbA Gt SP23S onGugeGin mgo  Vall72Ala
clfA Asn53Asp fnbA Glu94Lys seck Met730lle SucA Ser56Ala
clfA Asn46Ser fnbA Lys127del secF Asn27Ser SUcA Asn478His
IVtR Vall30Ala fnbA Serl32Pro sspA Thr39Pro SucA Glu534Asp
IVtR Asnl27Ser  fnbA Ser952Phe sspA  Leu221Phe  sucA Asn645Asp
hemA Thr254Ser | agrA Lys136Arg sspA Asp45Ser SucA Thr857Ala
hemB Vall82Ala agrC Thr317Ser sspB Thr29Ala pgm Asp221Glu
hemE Phel70Tyr agrC Ser305Asn nuc Lys180Glu pgm Glu226fs
hemH Arg100His codY Aspl39Gly clfA Phe294Asp fda Ala219Pro
hemL lle215Val hemC Glu222Gly clfA Leu835Pro fda Asp224Glu
citC Thr241Ser  hemL Asp198Asn clfA Gly865Asp fda lle234Val
fumC Seal22lle hemY Leul30Phe clfA  GIn253Lys gap Aspl138Asn
fumC Thr211llle hemY Leul33Phe clfA  Asp618Ala gap Leu288Asn
mago Aspl93Glu = hemY Aspl41Asn fnbA  Alal81lval gap Leu296Ser
mqo  Cys227Arg  hemY TQ;‘T’IE]‘S‘%?’L‘?SZE’ fnbA  Ala567Val  pdhA  Tyrl66Asn
SucA Gly357Ala | sdhA Ala556Thr fnbA = Asn788Thr  pdhC Gly98Glu
SucA Lys576Glu fda Asn36Asp fnbA  GIn780His  pdhC Lys154Thr
sucC Phe38Leu fda Ala254Asp fnbA = His988Asn  ackA Glu254fs
pgm Thr299Ala = acsA Lys169fs fnbA  Vall67Ala pckA Vall61Ala
fda lle35Val gltA Alal07Val srtA | Thrl96Lys = acsA llel02Val
pdhB lle40Val gltA Arg1154Cys sritA Val20Ala acsA Val528Ala
acsA Leu282Ser  tpiA Ala52Val SrtA Val73Ala glpK Tyr444Phe
glpK Gly158Asp tpiA Glul59Lys arlS  Aspl21Glu gltA Gly616Ser
gltA Val100lle sarS = Asn221Asp = gItA Asp618Gly
oltA Asnl76Asp srB lle434Val menB Asnl6Lys
gltA Alal1182Val srB le320Met = menB | Aspl96Glu
tpiA Gly41Ala srB Arg470Ser

tpiA Glul59Asp srB | Ala502Asp

tpiA Thr190Ala codY  Gly209Arg
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CAPITULO 3

Draft Genome SequencesS@taphylococcuaureusStrains Isolated from Subclinical
Bovine Mastitis in Brazil

83



AMERICAN 2
‘ SOCIETY FOR geﬂ"?me
MICROBIOLOGY

Draft Genome Sequences ofStaphylococcus aureus Strains Isolated from
Subclinical Bovine Mastitis in Brazil

Danielle Mendes Silv&Mbnica Pacheco da Silfa,Pedro M. Pereira Vidigdl Rafael
Mazioli Barcelos} Raphael Contelli Kleid, Ananda Pereira Aguildr, Mary Hellen
Fabres-Kleirf Guilherme Oliveir&;" Andréa Oliveira Barros Ribén

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Centro de Ciéncias Biologicas,
Universidade Federal de Vigcosa, Minas Gerais, Btadllucleo de Analise de
Biomoléculas (NuBioMol), Centro de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de
Vicosa, Minas Gerais, Bra?jl Centro de Pesquisas René Rachou (CPgRR)
FIOCRUZ, Belo Horizonte, Minas Gerais, BraziVale Technology Institute, Belém,
Parand, BraZl

Received 30November2015 Accepted 28 December2015 Published 18 February2016

Citation Silva DM, da Silva MP, Vidigal PMP, Barcelos RM, Klein RC, Aguilar AP, Fabres-Klein MH, Oliveira G, Ribon AOB. 2016.
Draft genome sequences of Staphylococcus aureus

Here, we present the draft genome sequences of four Staphylococcus aureus
strains isolated from mastitic milk collected from animals with subclinical
manifestations. Three of them were typed as sequence type 126 (ST126), a
genotype with no genome sequence available. ST126 is found in several herds of
southern Brazil and is described as a bovine pathogen strongly associated with
milk around the world.

Staphylococcusureusis one of the main pathogens isolated from bovine mastitis
infections (1). Intense efforts have been made to understand the molecular mechanisms
of bacterial pathogenesis (2, 3) and to link bacterial characteristics with the specific
clinical manifestations of bovine mastitis (4). These strain specific markers could be
used to track relevant strains in herds that would positively affect animal health and
welfare. We monitored two herds in the State of Minas Gerais, Brazil, for the presence
of subclinical mastitis for 6 months. Bacteria identified as S. aureus were genotyped by
multilocus variable-number tandem-repeat analysis (MLVA) and pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE). Four isolates were selected for genome sequencing. SAU-302
and SAU-1364 were isolated from two cows with a persistent subclinical infection,
while SAU-170 and SAU-1269 were isolated from two cows with subclinical infections
for a month. The infection was considered persistent if it was detected after three or
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more consecutive months from the same animal. Four 200-bp single-end genomic
libraries were constructed and sequenced on an lon Torrent Personal Genome Machine
(PGM). Four data sets were generated, containing 1,422,030 reads (SAU-170),
1,250,612 reads (SAU-302), 2,572,399 reads (SAU-1269), and 634,729 reads (SAU-
1364). The sequenced reads were trimmed for length (minimum, 100 bp) and quality
(minimum score, Q20) and de novo assembled to contigs using CLC Genomics
Workbench version 6.5.1 (CLC bio). This assembly produced 194 contigs and overall
G+C content of 32.8% for SAU-170, 568 contigs and 32.9% G+C content for SAU-302,
93 contigs and 32.7% G+C content for SAU-1269, and 287 contigs and 32.7% G+C
content for SAU-1364. Genes were predicted from the contigs using Prodigal version
2.50 (5), which revealed the coding sequence (CDS) set of SAU-170 (2,599 CDSs),
SAU-302 (2,666 CDSs), SAU-1269 (2,545 CDSs), and SAU-1364 (2,547 CDSs). The
protein  sets were functionally annotated using BLAST  searches
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/), and approximately 76¥the proteins of each strain
were assigned Clusters of Orthologous Groups (COG) families (6). In genotyping
analysis, SAU-170, SAU-302, and SAU-1269 were classified as sequence type 126
(ST126), and SAU-1364 was classified as ST1 by multilocus sequence type (MLST)
analysis (http://saureus.mist.net/misc/info.asp). ST1 is a type isolated from bovine and
human infections (7). ST126 is a prevalent genotype found in several herds in southern
Brazil (8, 9) and was described elsewhere as a bovine pathogen strongly associated with
milk (7). We also genotyped the strains against the reference genome of S. aureus
RF122 (accession no. NC_007622), a strain representative of the major clone involved
in severe bovine mastitis worldwide (10). We identified single-nucleotid
polymorphisms (SNPs) that resulted in amino acid changes in the coded protein. A total
of 6,273 SNPs were detected in SAU-170, 5,481 in SAU-302, 7,420 in SAU-1269, and
2,491 in SAU-1364 (CLC bio; minimum, 20X coverage [11]). These new genomes add
information to the repertoire of genes described for strains associated with subclinical
mastitis that will be useful in studies to elucidate molecular mechanisms of
pathogenesis. Nucleotide sequence accession numbers. The draft genome sequences of
SAU-170, SAU-302, SAU-1269, and SAU-1364 are available in GenBank under the
accession numbers LNOQO0000000, LNORO0O000000, LNOOO000000000, and
LNOPO000000Q, respectively.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Streptococcus agalactiapossui alta frequéncia no rebanho estudado, sendo
isolado em 34,2% das amostras CMT positivas coletadas, sugerindo falhas na
adocao de medidas de higiene que visam aumentar a sanidade do rebanho.

A andlise molecular dos isolados 8eagalactiagpor multilocus de repeti¢cdes

em tandem de numero variavel (MLVA) revelou a presenca de seis gendtipos
circulantes, confirmando bom poder discriminatério da técnica.

SagT1 foi o perfil mais frequente, e andlises estatisticas 0 associaram a
infeccbes cronicas e a animais que tiveram 2 ou mais partos. As mesmas
associacgoes foram feitas para os perfis SagT2 e SagT4.

Estudo de viruléncian vivo definiu SagT3 e SagT1 como o tipo mais e 0 menos
virulento, respectivamentdn vitro, esses dois isolados n&o invadiram nem
apresentaram efeito citotoxico em células MAC-T.

Sugere-se que o isolamento e a caracterizac&o dgalactiaesejam estendidos

a outros animais e rebanhos da regido para confirmar a prevaléncia dos
genotipos encontrados. Essas informacfes devem ser repassadas aos veterinarios
para que se definam estratégias praticas de controle das infec¢cdes causadas pelo
patdégeno, a fim de reduzir os prejuizos dos produtores com a mastite bovina.

O sequenciamento dos genomas de quatro estirp8s alereuscausadoras de
mastite subclinica, sendo SAU302 e SAU 1364 isoladas de infeccbes
persistentes e SAU170 e SAU1269 de infeccbes ndo persistentes revelou uma
grande conservacdo entre eles, como tamanho médio de 2,6 Mb, 32,8% de
conteudo GC e 2589 CDS. Um total de 77% das @@Slistribuido em
familias do COG e 55% foram categorizadas pelo SEED.

A tipagem por MLST classificou SAU170, SAU302, e SAU1364 como ST126,

um tipo frequentemente encontrado em rebanhos brasileiros, e SAU1269, como
ST1, associado a infecgbes humanas e bovinas.

A comparacao entre os genomas sequenciados e uma referéncia construida com
0s genomas d8. aureuRF122 eS. aureud GA251, duas estirpes isoladas de
mastite bovina, revelou uma alta identidade para a maioria dos genes anotados.

A analise filogenética dos isolados sequenciados agrupou em ramos separados

isolados de diferentes manifestacbes, sugerindo que algumas das
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particularidades compartilhadas entre isolados podem estar relacionados a
persisténcia ou ndo das infeccbes causadas por eles.

Muitos SNPs foram encontrados em genes de adesinas, importantes por
promover a adesdo das células bacterianas ao hospedeiro, e na sequéncia de
agrC, proteina de membrana que funciona como receptora do sigabdan-
sensingemsS. aureus

Estudos de modelagem, utilizando conceitos de redes complexas e medidas de
centralidade mostraram que algumas posi¢cdes variantes na sequéncia de AgrC
eram importantes para a estrutura da proteina.

Estudos futuros devem ser realizados para avaliar a distribuicdo dos SNPs em
colegcbes de isolados bovinos visando decifrar o seu papel na viruléncia
bacteriana. Para reduzir o nimeracdatigsou até mesmo conhecer a sequéncia
completa dos genomas dos isolados, sugere-se 0 ressequenciamerdao com

utilizacdo de outras plataformas.
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