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RESUMO

A mastite bovina é a doenca de maior impacto econémico para a bovinocultura leiteira em todos
0s continentes e Staphylococcus aureus € um de seus principais agentes etioldgicos. Este patdgeno
possui uma variedade de fatores de viruléncia que levam a mastite clinica ou subclinica e infecgdes
intramamarias crénicas de dificil tratamento. Além da mastite, este agente é responsavel por outras
enfermidades nos animais e no homem, tais como, endocardites, osteomielites e septicemia, sendo
bastante importante para a saude publica. Os objetivos desse trabalho foram realizar a
caracterizagdo fenotipica, usando como modelo experimental larvas de Galleria mellonella, e
genotipica, pelas técnicas de Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE), Multiple locus VNTR
fingerprinting (MLVF) e prospeccao de genes de viruléncia codificadores de adesinas e toxinas em
duas populacdes de S. aureus provenientes de mastite bovina, isolados entre os anos de 1994 e
2014, sendo uma restrita ao Estado de Minas Gerais, contendo isolados de origem clinica e
subclinica, e outra contendo isolados de mastite subclinica de rebanhos de sete estados brasileiros.
Os resultados das analises fenotipicas mostraram que larvas de G. mellonella constituem um
modelo pratico e eficiente para avaliar fenétipos de viruléncia em isolados de S. aureus
provenientes de mastite bovina, permitindo a distingdo de isolados mais e menos virulentos. A
infeccdo experimental em G. mellonella demonstrou que os isolados provenientes de mastite
subclinica foram, em geral, mais virulentos. As técnicas de genotipagem utilizadas se mostraram
efetivas para caracterizacdo de S. aureus e apontaram a existéncia de tipos genéticos predominantes
amplamente disseminados entre diferentes rebanhos. Embora a PFGE tenha sido ligeiramente mais
discriminatoria, a MLVF também se confirmou como uma boa técnica de tipagem, permitindo um
agrupamento que refletia parcialmente o agrupamento demonstrado pela PFGE. A MLVF, com um
nivel de similaridade de 80%, apresentou um cluster com predominio de amostras clinicas e outro
com amostras subclinicas em predominancia. O conjunto de genes de viruléncia que codificam os
fatores de aglutinacdo (CIfA e CIfB), a proteina de ligacao a fibronectina (FnBPA), as toxinas (Hla,
HIb e Luk-ED), a proteina de ligacdo a elastina (Ebps) e a proteina de ligacdo ao colageno (Cna)
foi amplamente presente na populacdo de isolados de mastite subclinica provenientes de sete
estados brasileiros sendo que a frequéncia desses genes variou de 58 a 97,7%. Os resultados
demonstraram que esse conjunto de proteinas deve ser melhor avaliado e pode ser promissor como
um conjunto de antigenos para constituir novas vacinas para preven¢do da mastite causada por S.
aureus em rebanhos bovinos brasileiros. Em conclusdo, este trabalho contribuiu para o
entendimento da epidemiologia da mastite bovina no Brasil, demonstrando a grande diversidade
genética dos isolados que causam mastite no pais, porém, com predominio de linhagens
especializadas que devem ser mais bem estudadas para o desenvolvimento de novas formas de
controle e prevencao desta doenca.

Palavras-chave: Genotipagem. Fenotipagem. Galleria mellonella. PFGE. MLVF.



ABSTRACT

The bovine mastitis is the disease of greatest economic impact for dairy herds worldwide and
Staphylococcus aureus is one of its main etiological agents. This pathogen has a variety of
virulence factors that lead to clinical or subclinical mastitis, and chronic intramammary infections
of difficult treatment. In addition to mastitis, this agent is responsible for other diseases in animals
and man, such as endocarditis, osteomyelitis and septicemia, being quite important for public
health. The objectives of this work were to accomplish the phenotypic characterization, using the
experimental model of Galleria mellonella larvae and genotypic using the Pulsed-field Gel
Electrophoresis (PFGE), Multiple Locus VNTR fingerprinting (MLVF) and prospect of virulence
genes encoding adhesins and toxins in two populations of S. aureus from bovine mastitis, isolated
between 1994 and 2014, being one restricted to the State of Minas Gerais, containing isolates of
clinical and subclinical origin and one containing subclinical mastitis isolates from herds of seven
Brazilian states. The results of the phenotypic analyzes showed that G. mellonella larvae constitute
a practical and efficient model to evaluate virulence phenotypes in S. aureus isolates from bovine
mastitis, allowing the distinction of more and less virulent isolates. The experimental infection in
G. mellonella showed the predominance of more virulent strains among those coming from
subclinical mastitis. The genotyping techniques used were effective for the characterization of S.
aureus and indicated the existence of predominant genetic types widely disseminated among
different herds. Although PFGE was slightly more discriminatory, MLVF also was confirmed as a
good typing technique, allowing a clustering that partially reflected the clustering demonstrated by
PFGE. The MLVF, with a level of similarity of 80%, showed a cluster with predominance of
clinical strains and another with predominance of subclinical strains. The set of virulence genes
encoding agglutination factors (CIfA and CIfB), fibronectin binding protein (FNBPA), toxins (Hla,
HIb and Luk-ED), elastin binding protein (Ebps), and the collagen binding protein (Cna) was
widely present in the population of subclinical mastitis isolates from seven Brazilian states and the
frequency of these genes ranged from 58 to 97.7%. The results show that this set of proteins should
be better evaluated and may be promising as a set of antigens to constitute news vaccines for
prevention of mastitis caused by S. aureus in Brazilian dairy herds. In conclusion, this work
contributed to the understanding of the epidemiology of bovine mastitis in Brazil, showing the
great genetic diversity of the isolates that cause mastitis in the country, but with a predominance of
specialized strains that should be better studied for the development of new forms of control and
prevention of this disease.

Key-words: Genotyping. Phenotyping. Galleria mellonella. PFGE. MLVF.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A mastite bovina é uma doenca importante para a bovinocultura leiteira devido aos altos
prejuizos econdmicos que acarreta. E caracterizada pela inflamacdo da glandula mamaria que
decorre geralmente da infec¢do por uma variedade de patdgenos, incluindo algas, fungos, leveduras
e bactérias, dentre as quais destaca-se o Staphylococcus aureus (RUEGG, 2012). Este agente esta
presente nos rebanhos bovinos brasileiros, tendo sido detectado pela primeira vez em 1978
(MULLER et al., 1978), a partir de entdo ele é descrito em propriedades de todo o pais, com
frequéncias de isolamento que variam de 12,6% a 70,9% (ANDRADE et al., 2000; BANDEIRA
etal., 2013; COSTA et al., 2012; FREITAS et al., 2005; LANGONI et al., 2009; MARTINS et al.,
2010; ZANETTE; SCAPIN; ROSSI, 2010).

A infeccdo por S. aureus provoca perdas significativas na producdo de leite pela permanente
destruicdo das células do epitélio da glandula maméaria (BARKEMA; SCHUKKEN; ZADOKS,
2006). A patogénese se desenvolve devido a capacidade do agente produzir uma gama de fatores
de viruléncia envolvidos com diversas fungdes, auxiliando na colonizacdo, adesdo, invasdo da
glandula mamaria, bem como na evasdo do sistema imune do hospedeiro (FLUIT, 2012; FOSTER
et al., 2014; SCALI et al., 2015). O tratamento das infec¢des intramamarias ocasionadas por este
agente e dificil e o controle baseado na prevencao de novas infecgdes, segregacao e descarte dos
animais infectados. O microrganismo se dissemina por meio das médos dos ordenhadores, moscas
e equipamentos de ordenha (PETERSSON-WOLFE; MULLARKY; JONES, 2010).

Além da mastite bovina, S. aureus € responsavel por outras infec¢cdes em seres humanos e
animais, tais como, infecgdes de pele, endocardites e osteomielites (DAVIS, 2005; LEONARD;
MARKEY, 2008). Nesse contexto, ha necessidade de se conhecer melhor esse importante patégeno,
entender a patogénese da doenca, as vias de disseminacdo e os fatores de viruléncia que participam do
processo de infeccdo para desvendar novas formas de tratamento, controle e prevencdo. Grande parte dos
trabalhos tem sido realizada in vitro (CREMONESI et al.,, 2015; ELSAYED; MAHMOUD EL-
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BAGOURY; DAWOUD, 2015; GOGOI-TIWARI et al. 2015; KLEIN et al., 2012) e poucos dados
surgem baseados em dados in vivo ou ex vivo, avaliando, por exemplo, a patologia causada por diferentes
isolados (RAINARD et al., 2017).

Véarios métodos tém sido utilizados para a genotipagem de S. aureus, sendo que 0s mais
comuns incluem Pulsed-field Gel Eletroforesis (PFGE) (ADKINS; MIDDLETON; FOX, 2016),
Multilocus sequence type (MLST) (SMITH et al., 2005), Multilocus variable-number tandem
repeat analysis (MLVA) (SOBRAL et al., 2012), Multiple locus VNTR fingerprinting (MLVF)
(SABAT et al., 2006) e Restrition Fragment Lenght Polimorphism (RFLP) (COSTA et al., 2012).
A técnica de PFGE, embora seja mais demorada, tem sido considerada a ferramenta de
genotipagem de maior poder discriminatorio para S. aureus e um bom método para se estabelecer
relacfes clonais em estudos epidemiolégicos e moleculares (ADKINS; MIDDLETON; FOX,
2016; SOMMERHAUSER et al., 2003; TENOVER et al., 1995; ZADOCKS et al. 2002). Porém,
a técnica de MLVF tem mostrado poder discriminatério semelhante a PFGE, com as vantagens de
ser menos honerosa e menos laboriosa, permitindo com mais facilidade aplicacdo a um grande
namero de isolados (SABAT et al., 2003; SABAT et al., 2006).

Estudos de fenotipicos de viruléncia em S. aureus podem ser realizados em modelos como
culturas de células (IQBAL et al., 2016), tecido (explante) de glandula mamaria (MAGRO et al.,
2017), animais vertebrados como camundongos (BENTON et al., 2004) e coelhos (REINOSO et
al., 2002) e invertebrados como Drosophila melanogaster (NEEDHAM et al., 2004), Tenebrio
molitor (MCGONIGLE; PURVES; ROLFF, 2016) e Galleria mellonella (SHARMA-KUINKEL et
al., 2015). Os modelos invertebrados, quando comparados aos vertebrados, séo mais baratos, mais
faceis de estabelecer e manter nos laboratérios, podem ser criados em larga escala e ndo estdo
sujeitos as mesmas restrigdes éticas (RAMARAO; NIELSEN-LEROUX; LERECLUS, 2012).

As larvas do inseto G. mellonella tém se destacado dentre os modelos de animais
invertebrados, pois além das vantagens comuns a todos, estas sao relativamente grandes e podem
ser incubadas a temperatura ideal de crescimento para patdgenos comuns em mamiferos, em torno
de 37° C (LIONAKIS, 2011; RAMARAO; NIELSEN-LEROUX; LERECLUS, 2012). A resposta
imune de G. mellonella é inata (celular e humoral), assim como de outros insetos e pode ser
mensurada experimentalmente (STRAND, 2008). O potencial desse modelo para o estudo da

viruléncia bacteriana tem sido demonstrado por trabalhos nos quais cepas atenuadas em modelos
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mamiferos demonstram menor viruléncia em G. mellonella e cepas que causam infec¢des graves
também sdo altamente virulentas para as larvas (JANDER; RAHME; AUSUBEL, 2000;
MYLONAKIS et al, 2005; PELEG et al., 2009; SHARMA-KUINKEL et al., 2015).

Neste trabalho, buscou-se realizar uma caracterizacdo fenotipica, usando como modelo
experimental larvas de G. mellonella, e genotipica, pelas técnicas de PFGE, MLVF e prospecc¢édo
de genes de viruléncia em duas populacOes de S. aureus provenientes de mastite bovina, sendo uma
restrita ao Estado de Minas Gerais, contendo amostras de origem clinica e subclinica e outra

contendo amostras de mastite subclinica de sete estados brasileiros.

Objetivo geral:
Realizar a caracterizagdo fenotipica e genotipica de isolados de S. aureus provenientes de

casos de mastite bovina de rebanhos brasileiros.

Obijetivos especificos:

I. Caracterizar isolados provenientes de mastite bovina clinica e subclinica, geneticamente
diversos, utilizando o modelo de infeccdo G. mellonella através da avaliacdo da sobrevivéncia apos
infeccdo, recuperacdo bacteriana da hemolinfa, melanizacdo do vaso dorsal e exame histolégico.

I1. Avaliar o potencial uso de larvas de G. mellonella para o estudo da viruléncia em cepas
de S. aureus isoladas de mastite em bovinos.

I1l. Avaliar gendtipos isolados de S. aureus provenientes de casos de mastite clinica e
subclinica de rebanhos do Estado de Minas Gerais, Brasil, por meio das técnicas de tipagem PFGE
e MLVF e por meio da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para prospeccao dos genes de
viruléncia codificadores das proteinas dos fatores de aglutinacdo (CIfA e CIfB), da proteina de
ligagdo a fibronectina (FNBPA), das toxinas (Hla e Luk-ED) e da proteina de ligacdo a elastina
(Ebps).

IV. Determinar as relagbes genotipicas entre isolados de S. aureus, provenientes de
rebanhos das regides Norte, Sul e Sudeste do Brasil por meio da PFGE e PCR para prospecg¢éo dos
genes de viruléncia codificadores das proteinas do fator de aglutinacéo (CIfA e CIfB), da proteina
de ligagdo a fibronectina (FNBPA), das toxinas (Hla, Hlb e Luk-ED), da proteina de ligacdo a

elastina (Ebps) e da proteina de ligac&o ao colageno (Cna).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2. 1 Mastite bovina

A mastite, cuja nomenclatura originou-se do grego masto-glandula maméria e itis-
inflamacdo, é uma reacdo inflamatoria da glandula mamaria, geralmente associada a presenca de
microrganismos (BLOOD; STUDDERT, 1999; NOTEBAERT; MEYER, 2006). Tem sido
considerada a doenca infecciosa mais importante e que causa 0s maiores prejuizos aos rebanhos
bovinos leiteiros em todo 0 mundo (ACOSTA et al., 2016; DE VLIEGHER et al., 2012; KEEFE,
2012; KOT et al., 2016; PAUL; GANGULY, 2014).

Esses prejuizos estdo relacionados ao descarte de leite dos animais em tratamento, gastos
com medicamentos, descarte de animais cronicamente infectados e, eventualmente, morte de
animais doentes (JAMALI et al., 2018; PETON; LE LOIR, 2014). No mundo, foram estimadas
perdas anuais de 35 milhdes de ddlares em decorréncia desta enfermidade (BRADLEY, 2002). No
Brasil, Costa et al. (1999) apontaram custos com a prevencdo da mastite de US$ 23,98 por vaca/ano
e perdas estimadas em US$ 317,38 por vaca/ano. Na Holanda, Suécia e Estados Unidos foi
proposto que as perdas econdmicas em decorréncia da mastite sdo da ordem de US$ 80 a US$ 125
por vaca (HOGEVEEN et al., 2011). E necessario destacar também o impacto da mastite na satde
publica, pois, muito agentes etioldgicos dessa doenca podem causar sérias enfermidades nos seres
humanos, bem como causar intoxicacdes alimentares. Além disto, o leite pode conter residuos de
antibioticos e bactérias resistentes que podem ser propagadas na comunidade (DE VLIEGHER et
al., 2012).

A mastite bovina pode se apresentar de forma clinica ou subclinica. A forma clinica
apresenta sinais de inflamacéo, caracterizados por edema, hipertermia, vermelhiddo e dor na
glandula maméaria, bem como o aparecimento de grumos, pus, sangue ou alteracbes nas
caracteristicas do leite. Em alguns casos ocorre febre, anorexia podendo levar até a morte do animal
(TOZZETTI; BATAIER; ALMEIDA, 2008). Por outro lado, a mastite subclinica ndo demonstra

sinais inflamatdrios observaveis, ocorrendo alteracbes na composi¢do do leite como o aumento na
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contagem de células somaticas, aumento nos teores de sddio e cloro, proteinas séricas e diminuicéo
do percentual de caseina, gordura, solidos totais e lactose (SANTOS; FONSECA, 2007).

Quando considerado o0 modo de transmissao, a mastite pode ser classificada em ambiental
ou contagiosa. Como o préprio termo coloca, a mastite ambiental esta relacionada ao habitat da
vaca, sendo causada por patdgenos que vivem no ar, na cama, na agua e fezes como exemplo pode-
se citar Streptococcus uberis, Escherichia coli e Klebsiella spp. A mastite contagiosa é transmitida
de vaca para vaca, principalmente durante a ordenha e os principais agentes etioldgicos sao
Streptococcus agalactiae e S. aureus (BOGNI et al., 2011).

S. aureus encontra-se entre 0s agentes etioldgicos mais comuns da mastite no Brasil
(BRITO et al., 1999; COSTA, 2008) e no mundo (WANG et al., 2015), sendo responsavel por
casos clinicos, subclinicos e quadros cronicos com manifestagdes clinicas ocasionais de dificil
controle (RUEGG, 2012). A patogénese da mastite por esse agente ainda ndo foi totalmente
compreendida, sabe-se que este possui uma variedade de fatores de viruléncia e que 0s genoétipos
associados a mastite também sao diversos (KLEIN et al., 2012; MITRA et al., 2013; WOLF et al.,
2011). H& uma necessidade de compreender melhor como essa doenca ocorre, quais fatores de
viruléncia estdo principalmente envolvidos e quais as caracteristicas do patdégeno que favorecem
sua adaptacdo na glandula mamaria para que, de posse dessas informacoes, sejam identificadas

formas efetivas de tratamento, controle e prevencdo da doenca (RAINARD et al., 2017).

2.2 Staphylococcus aureus

S. aureus é uma bactéria Gram-positiva produtora de catalase, cuja nomenclatura deriva do
grego staphylé, que em portugués significa "cachos de uva" e coccus “grdo” ou “semente”, que
caracteriza a estrutura desse patdgeno, descoberto pelo cirurgido alemdo Anton J. Rosenbach
(1842-1923) em 1884 (ROSENBACH, 1884). O termo aureus, derivado do latim “ouro”, é devido
a caracteristica desse patdgeno de apresentar coldnias geralmente pigmentadas de amarelo, quando
cultivado em meio de cultura sélido (TORTORA et al., 2012). As células de S. aureus possuem
diametro entre 0,5 ¢ 1,5 pum, ndo possuem mobilidade e nem esporulam. O cultivo pode ser

realizado em meios comuns, caldo ou agar simples, a temperatura 6tima de 37°C. Essa espécie
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também de desenvolve na presenca de 7,5% de cloreto de sodio e produz coagulase, enzima cuja
presenca auxilia na caracterizacdo da espécie (CASSETARI et al., 2005).

Este patdgeno é importante tanto em medicina humana quanto veterinéria. Sua presenga em
um hospedeiro pode determinar doencas clinicas graves, incluindo septicemia, ou o hospedeiro
pode permanecer colonizado de forma assintomatica durante muito tempo (FREITAS et al., 2013;
TONG et al., 2015). Dentre as patologias comumente causadas em animais estdo as dermatites,
abcessos e infecgdes do trato urinario em equinos, dermatites em cdes e mastite que pode ocorrer
em bovinos, ovinos, caprinos e suinos (PETON; LE LOIR, 2014). A gravidade e o desfecho da
infeccdo sdo decorrentes da integridade da resposta imunolégica do hospedeiro e dos mecanismos
de viruléncia presentes no patégeno que o auxiliam na colonizacdo, na adesdo e invasdo do
organismo, bem como no escape do sistema imune do individuo infectado (FERREIRA et al., 2014;
FOSTER et al., 2014; SCHUKKEN et al., 2011).

2.2.1 Mecanismos de viruléncia

No inicio do processo de infec¢do, S aureus ja utiliza mecanismos para se evadir do sistema
imune e colonizar o hospedeiro. Um exemplo é o uso de uma proteina reguladora de ferro (IsdA),
localizada na superficie da bactéria, que se liga a lactoferrina impedindo que ela promova o seu
efeito antiestafilococico (CLARKE; FOSTER, 2008). S. aureus também codifica o gene oatA, que
codifica uma enzima capaz de conferir resisténcia a lisozima, peptideo antimicrobiano presente nos
hospedeiros (BERA et al., 2006). A colonizacdo é facilitada por diversas moléculas ligadas a
superficie bacteriana, denominadas “Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix
Molecules” (MSCRAMMS), incluindo o acido teicdico, proteina A (SpA), fatores de aglutinacao
(CIfA e CIfB) e proteinas que se ligam a fibronectina (FnBPA e FnBPB), ao colageno (Cna), ao
fibrinogénio (Efb) e a elastina (EbpS) (CHEUNG; PROJAN; GRESHAM, 2002; FERRY et al.,
2005).

S. aureus é capaz de interferir no seu reconhecimento pelos PRRs (Receptores
reconhecedores de padrdo, em inglés) das células do sistema imune hospedeiro. Na glandula
mamaria ja foi experimentalmente demonstrado que S. aureus diminui a expressdo de NOD1/2 no

tecido do canal do teto, o que pode auxiliar o ndo reconhecimento do patégeno pelas células do
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tecido que esta sendo invadido (WHELEHAN et al., 2011). Outro exemplo é em relagdo ao TLR2,
pois foi demonstrado que a ligacdo de moléculas embebidas na camada de peptideoglicanos da
parede de S. aureus ao TLR2 nas células apresentadoras de antigeno pode induzir a secre¢do de
IL-10, citocina antinflamatéria, diminuindo uma futura resposta das células T do hospedeiro
(PERES; MADRENAS, 2013).

A quimiotaxia de células de defesa para o local da infeccdo é outro ponto importante no
desenvolvimento da doenca e proteinas produzidas pelo S. aureus interferem também neste aspecto
do sistema imunolégico inato. A proteina de aderéncia extracelular (Eap) se liga as moléculas de
adesdo intercelular 1 (ICAM-1) na superficie das células endoteliais bloqueando a ligacdo destas
com proteinas da superficie de neutrofilos, prevenindo assim a adesdo leucocitaria, transmigracao
e extravasamento dos neutrofilos (FOSTER, 2005, 2009). A proteina inibitoria de quimiotaxia
(CHIPS) também reduz o recrutamento de neutrofilos atuando juntamente com a proteina Eap (DE
HASS et al., 2004; FOSTER, 2005). A proteina semelhante a superantigenos estafilocdcicos (SSL5)
inibe a ativacdo de leucdcitos pelas quimiocinas, pois possui receptores para essas substancias,
impedindo que se liguem aos seus alvos celulares (BESTEBROER et al., 2009). A proteina
inibitéria de FPRL1 (FLIPr) inibe a mobilizacdo de célcio em neutrofilos ativados o que também
resulta em prejuizos para a acao neutrofilica contra o patdgeno (PRAT et al., 2006).

S. aureus utiliza de diferentes mecanismos para evadir da acdo dos fagocitos, entre os quais
se destaca a capsula polissacaridica, um fator anti-opsonizacdo. A capsula pode interferir com a
deposicdo de imunoglobulinas e componentes do complemento na superficie da célula bacteriana
e com 0 acesso aos receptores Fc pelos neutrofilos, pois, proteinas do sistema complemento podem
ser depositadas sobre a superficie da parede da bactéria, por baixo da capsula, ficando, assim,
inacessivel aos neutrdfilos (FOSTER, 2009; WATTS et al., 2005). SpA é a proteina mais abundante
na parede celular dos estafilococos, sendo capaz de se ligar aos receptores Fc de 1gG prejudicando
a fagocitose mediada por opsonizagdo (FALUGI et al., 2013). A proteina de ligagdo a
imunoglobulinas (Shi) também se liga, de forma semelhante a SpA, a regido Fc da IgG e pode
também se ligar a C3 do complemento (SMITH et al., 2011). CIfA é capaz de se ligar ao
fibrinogénio do hospedeiro, dificultando o reconhecimento do patégeno pelos fagocitos, além
disso, é capaz de clivar o componente C3b do complemento, prejudicando a opsonizagdo mediada

pelo complemento (HAIR et al., 2010).
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Quando a fagocitose ndo pode ser evitada, outros mecanismos de escape podem ser
recrutados. As enzimas superoxido-dismutases (SodA e SodM) inativam os radicais superdxido
produzidos pelos neutrofilos (KARAVOLOS et al., 2003) e a catalase (KatG) transforma o
perdxido de oxigénio em compostos atoxicos (COSGROVE et al., 2007). A estafiloxantina € um
pigmento carotendide que também fornece resisténcia aos agentes oxidantes produzidos pelos
neutrdfilos (LIU et al., 2005). J& a flavohemoglobina (Hmp) tem a tarefa de eliminar as espécies
reativas de nitrogenio (RICHARDSON; DUNMAN; FANG, 2006). Além disso, a estafiloquinase
(Sak) ¢é capaz de inibir o efeito bactericida das a-defensinas (JIN et al., 2004) e a aureolisina tem
atividade proteolitica sobre a catelicidina LL-37 (SIEPRAWSKA-LUPA et al., 2004).

Apesar dos neutréfilos serem importantes para a eliminacdo de S. aureus, curiosamente o
recrutamento deles pode resultar em aumento da carga bacteriana e patogenicidade. Foi
demonstrado que neutrofilos com S. aureus intracelular sdo deficientemente fagocitados por
macrofagos. S. aureus regula positivamente o sinal "don't eat me" CD47 nos neutrofilos, evitando
seu engolfamento. Além disso, S. aureus é capaz de induzir a apoptose, 0 que permite sua
resisténcia a lise fagocitica e escape para o ambiente extracelular (GREENLEE-WACKER et al.,
2014).

Além de sua capacidade para inibir a morte mediada por fagdcitos, S. aureus também
manipula as respostas imunes inatas induzindo a morte de células imunes via PSMs (modulinas
soltveis em fenol) e diferentes toxinas (McCCARTHY; LINDSAY, 2013). A Hla (a-toxina) se liga
ao receptor ADAM10 e forma poros, levando a morte das células (BECKER et al., 2014). As y-
hemolisinas AB e CB (HIgAB e HIgCB) promovem a lise de neutréfilos, mondcitos e macréfagos
de humanos e primatas (MALACHOWA; DeLEO, 2011). LukED (Leucotoxina ED) também é
uma toxina formadora de poros que usa o receptor para quimiocinas CCR5 para matar linfocitos
T, macrofagos e células dendriticas. Em células deficientes em CCR5, esta proteina pode ainda se
ligar aos receptores de quimiocinas CXCR1 e CXCR2 (REYES-ROBLES et al., 2013).

Diferentes fatores de viruléncia interferem com a acdo do sistema complemento. A ligacéo
de Shi a imunoglobulinas inibe a ligagdo de C1q a essas mesmas, bloqueando a via classica e ainda,
sua ligacdo em C3 prejudica a ativacdo da via alternativa (BURMAN et al., 2008; HAUPT et al.,
2008). A estafiloquinase (Sak) cliva C3b gerando um produto inativo (iC3b) ligado a superficie
bacteriana (ROOIJAKKERS et al., 2005). A adesina de ligacdo ao coldgeno (Cna) também se liga



18

a Clg inibindo a via classica (KANG et al., 2013). A aureolisina é capaz de clivar o C3em C3a e
C3b, que deveria aumentar a atividade do complemento, porém, esse C3b gerado é mais facilmente
degradado por fatores do hospedeiro (LAARMAN et al., 2011). A proteina estafilococica inibidora
do complemento (SCIN) é considerada o mais potente inibidor do complemento produzido por S.
aureus. Esta proteina se liga na superficie das C3 convertases, blogueando a continuidade da
cascata proteolitica. A proteina extracelular de ligacéo ao fibrinogénio (Efb) também pode se ligar
ao C3b (ROOIJAKKERS et al., 2005).

Devido a essa variedade de mecanismos para escapar do sistema imune e desenvolver a
infeccdo, muitos grupos de pesquisa trabalham para identificar antigenos chave, que possam ser
utilizados em vacinas, porém, até 0 momento, ndo foi desenvolvido nenhum imunoprofilatico com
a eficacia desejada (BROKER; MROCHEN; PETON, 2016; LI et al., 2015).

2.2.2 Mecanismos de infec¢Oes persistentes

Embora S. aureus ja tenha sido tradicionalmente considerado um patégeno extracelular,
sabe-se que o mesmo tem habilidade para sobreviver em diferentes tipos de células e este estilo de
vida pode facilitar a persisténcia a longo prazo nos tecidos do hospedeiro, pois as bactérias sao
amplamente protegidas contra tratamentos antimicrobianos e contra o sistema imunolégico quando
se encontram no interior das células (SENDI; PROCTOR, 2009). Dentre as células infectadas
encontram-se células epiteliais, endoteliais, osteoblastos, fibroblastos e queratindcitos que podem
funcionar como um reservatorio enddgeno para recolonizacdo ou infeccdo. Desta forma, a
sobrevivéncia deste microrganismo dentro das células tem sido colocada como contribuinte na
ocorréncia de doengas cronicas e de dificil tratamento, como a osteomielite (LOFFLER et al.,
2014). No caso da mastite, a sobrevivéncia intracelular foi definida como um componente
importante da patogénese, tendo sido comprovada a ocorréncia de S. aureus dentro de células
alveolares extraidas de leite de vacas infectadas (HEBERT et al., 2000).

Outra forma para o estabelecimento de infec¢fes cronicas sao as Small Colony Variants
(SCVs), um fendtipo instavel de bactérias de baixo crescimento, com metabolismo reduzido, que
formam pequenas col6nias em placas de agar e secretam menos exotoxinas, por exemplo, B-toxina
(CAQOcetal., 2017; PROCTOR et al., 2006). No que se refere as questdes clinicas, SCVs tem maior
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capacidade de persistir no interior de células de mamiferos, séo menos susceptiveis a antibidticos
quando comparadas ao fenotipo selvagem e podem causar infeccBes latentes ou recorrentes
emergindo a partir do ambiente intracelular, onde estavam protegidas (PROCTOR et al., 2006). As
alteracdes metabdlicas e a diminuicdo na expressdo de genes de viruléncia permitem que esse
fendtipo bacteriano evite amplamente a ativagdo das respostas imunes do hospedeiro (LOFFLER
etal., 2014). Além da capacidade de viver dentro das células, as SCVs podem aumentar a formacao
de biofilmes, tornando a eliminag&o por tratamento antibacteriano ainda mais dificil (SINGH et al.,
2009).

Biofilmes sdo caracterizados por uma natureza cronica e persistente, alta resisténcia aos
agentes antimicrobianos e reducgdo das defesas imunolégicas, além do que, podem sofrer dispersao
disseminando células bacterianas que podem causar infeccdo em outros pontos do corpo do
individuo (ARCHER et al., 2011; LISTER; HORSWILL, 2014). S. aureus forma biofilmes em
tecidos do hospedeiro como o0ssos e valvulas cardiacas, levando a doencgas crénicas como
osteomielite e endocardite, ou em materiais implantados como cateteres venosos e proteses
(BARRETT; ATKINS, 2014; ELGHARABLY et al., 2016; THURLOW et al., 2011). Na
bovinocultura leiteira os biofilmes tem grande importancia, pois podem se formar na glandula
mamaria e equipamentos de ordenha dificultando o tratamento e controle da mastite (MELCHIOR,;
VAARKAMP; FINK-GREMMELS, 2006). Muitas vezes a capacidade para formar biofilmes é
necessaria para a viruléncia de cepas patogénicas, permitindo a sobrevivéncia e disseminacéo.
Cepas incapazes de produzir biofilmes foram avirulentas em véarios modelos animais
(CUCARELLA etal., 2001; KROPEC et al., 2005).

Para se manter no organismo hospedeiro, S. aureus pode induzir imunomodulagdo por meio
da regulacdo da diferenciagé@o funcional de macrofagos. Em um modelo de infec¢do na forma de
biofilmes associados a cateter em camundongos, S. aureus atenuou a fagocitose por macréfagos e
polarizou essas células em direcdo ao fenotipo alternativo M2, que regula negativamente as
respostas inflamatorias (THURLOW et al., 2011). Em consonancia com esses achados, 0s
macrofagos de pacientes com rinossinusite crénica com polipos nasais mostram capacidade
reduzida de fagocitar S. aureus e sdo polarizados também para a fen6tipo M2, em comparacao com

macrofagos de pacientes com rinossinusite cronica sem pélipos nasais. Estes achados sugerem que
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a ativacdo alternativa de macrofagos contribui para a infeccdo cronica por S. aureus e colonizacéo
(KRYSKO et al., 2011).

A imunomodulacdo também pode ser relacionada as células T. Foi demonstrado que as
células T perderam gradualmente a capacidade de responder a estimulacdo antigénica e entraram
em um estado de anergia com a progressdo da infeccdo, quando esta se tornava uma infecgéo
persistente, em um modelo murino. A baixa resposta foi revertida pela co-estimulagdo com um
ativador de proteina quinase C, sugerindo que o que ocorre € uma falha nos eventos de sinalizagédo
do receptor de células T. A presenca destas células T especificas para os antigenos, porém anérgicas
pode contribuir para o insucesso das respostas imunitarias durante as infec¢des cronicas (ZIEGLER
etal., 2011).

2.3 Técnicas de caracterizacdo molecular

Técnicas diferentes de caracterizacdo molecular sdo amplamente utilizadas nos estudos
envolvendo S. aureus, a fim de estabelecer relacbes epidemioldgicas entre diferentes isolados de
uma determinada populacdo. Essas técnicas sdo capazes de definir e monitorar alteraces genéticas,
auxiliando também no entendimento da distribuicdo de clones dentro de uma comunidade, de um
hospital e em ambientes de producéo, principalmente para estudo de surtos, elucidando as rotas de
transmissdao do patdgeno. Essas técnicas permitem responder questdes, como por exemplo, se a
cepa A esta relacionada a cepa B, ou ainda se dentro de determinada periodo os isolados séo
indistinguiveis, clonalmente relacionados ou tem caracteristicas distinguiveis para serem
considerados como estirpes diferentes (NSOFOR, 2016)

Por melhor que seja uma técnica, apenas os seus resultados ndo sdo suficientes, eles devem
ser utilizados no contexto epidemioldgico, utilizando dados clinicos e demogréaficos relacionados
a doenca infecciosa em estudo. As analises podem ser realizadas em diferentes niveis, de acordo
com cada situacdo, que podem ser investigacdes locais, regionais, nacionais ou ainda
internacionais, sendo que para cada situacdo diferentes métodos podem ser aplicados. Para a
escolha do método, os critérios de conveniéncia, como custos, acessibilidade e rapidez para

obteng&o dos resultados devem ser levados em consideracdo (VAN BELKUM et al., 2007). N&o



21

existe atualmente um meétodo ideal, sendo que cada técnica possui suas vantagens e desvantagens
(SABAT et al., 2013).

As técnicas que tém sido utilizadas para genotipagem de S. aureus incluem Restrition
Fragment Lenght Polimorphism (RFLP) (COSTA et al., 2012), tipagem de Spa (SHOPSIN et
al.,1999), Multilocus sequence type (MLST) (TAKANO et al., 2008), Multilocus variable-number
tandem repeat analysis (MLVA) (SOBRAL et al., 2012), Multiple locus variable-number tandem
repeat fingerprinting (MLVF) (DU et al., 2014), sequenciamento gendémico (DIEP et al., 2006),
ribotipagem (CREMONESI et al., 2015) e Pulsed-field Gel Eletroforesis (PFGE) (SRENIK et al.,
2018).

Os métodos baseados em sequenciamento sdo vantajosos por fornecer dados ndo ambiguos,
permitirem comparacfes entre laboratorios e permitirem a criagdo de bancos de dados
computadorizados que podem ser acessados em varios lugares do mundo facilitando a comparacéo
dos estudos entre diferentes grupos de pesquisa (CARRICO et al., 2006). O sequenciamento do
genoma, capaz de trazer as informagdes mais completas sobre o organismo em estudo, ainda nédo
esta disponivel para o uso na rotina de muitos laboratérios (SABAT et al., 2013). A MLST, que
baseia-se no sequenciamento de fragmentos internos de sete genes housekeeping, € uma excelente
ferramenta para tipagem de S. aureus (ENRIGHT et al., 2000), porém, é uma técnica cara e
trabalhosa, além de ter um poder discriminatério moderado, ndo sendo adequado para uso em
ocasides de surto (SABAT et al., 2012).

A PFGE, eletroforese em gel de campo pulsado, € considerada como técnica padrdo ouro
para tipagem de S. aureus, entretanto, € uma técnica trabalhosa e a comparacdo dos dados entre
laboratérios ainda é um desafio (COOKSON et al., 2007). E considerada uma técnica de excelente
poder discriminatorio, com alta concordancia epidemiologica e excelente repetibilidade
intralaboratorial (SABAT et al., 2013). Essa técnica baseia-se na clivagem do DNA bacteriano por
uma endonuclease de restricdo que reconhece sitios de seis pares de bases, produzindo menos de
30 fragmentos que sdo separados em eletroforese com alternacéo periodica da direcdo do campo
elétrico e séo visualizados em gel de agarose como bandas, formando um padréo particular no gel.
Os resultados levam entre dois e quatro dias para serem alcancgados e a analise dos dados deve ser
cuidadosa, mesmo quando s&o utilizados sistemas computadorizados (VAN BELKUM et al.,

2007). Essa técnica € capaz de investigar grande parte do genoma (> 90%), portanto, inser¢des ou
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eliminacGes de elementos genéticos moveis e grandes recombinacdes no DNA gendmico resultaréo
em mudancas no padréo de bandas (SABAT et al., 2013).

Diferentes abordagens para a analise dos dados da PFGE sdo propostas. Tenover et al.
(1995) determinaram que isolados séo considerados clones se apresentarem o mesmo padrdo de
bandas, intimamente relacionados quando apresentassem diferencas em duas ou trés bandas,
possivel parentesco quando a diferenca fosse de quatro a seis bandas e sem parentesco quando as
diferencas fossem em sete bandas ou mais. Atualmente as analises baseiam-se em programas
computadorizados, como o software Bionumerics (Applied Maths®, Bélgica) que, com base no
nimero e na posicdo das bandas, geram uma representacdo numeérica deste padrdo e permite
comparacédo entre padrbes por meio da determinacdo de coeficientes de similaridade (GOERING,
2010).

A MLVA ¢é uma técnica baseada em PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) que baseia-
se na amplificacdo de regiGes do genoma onde existem repeticdes de pequenas sequéncias de bases
nitrogenadas, denominadas Variable number of tandem repeat regions (VNTR’s). Apos a
amplificacdo, os resultados podem ser sequenciados para a interpretacdo, avaliando qual o nimero
de repeticdes da sequéncia amplificada em cada locus (VAN BELKUM et al., 2007). Os resultados
também podem ser avaliados através de eletroforese, quando utilizadas grandes unidades de
repeticdo pode ser utilizado o gel de agarose e quando sdo pequenas, € comum utilizar eletrofose
capilar ou gel de poliacrilamida, que permite a determinagcdo mais precisa do tamanho do produto
de amplificacdo (TIMMONS et al., 2016). Quando a eletroforese é utilizada e os resultados séo
avaliados a partir do padrdo de bandas revelado nos géis a técnica passou a ser denominada MLFV
(Multiple locus VNTR fingerprinting) (SABAT et al., 2006).

A MLVF desenvolvida para S. aureus, analisa por PCR multiplex as regides polimorficas
de sete genes (SspA, spa, sdrC, sdrD, sdrE, clfA e cIfB) e é mais barata, mais rapida e mais simples
de executar que a PFGE (SABAT et al.,, 2003). O poder discriminatério desta técnica foi
considerado comparavel ao da PFGE e superior ao MLST, MLVA, tipagem de Spa e outros
métodos baseados em PCR, além disso, se mostrou como uma tecnica de excelente
reprodutibilidade e alta concordancia com outras técnicas de tipagem (HOLMES et al., 2010;
KARYNSKI et al., 2008; LUCZAK-KADLUBOWSKA et al., 2008; MALACHOWA et al., 2005;
SABAT etal., 2003).
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2. 4 Galleria mellonella como modelo de estudos de viruléncia microbiana

O uso de modelos invertebrados tem se tornado mais comum no estudo da patogénese
bacteriana, devido a uma série de vantagens que eles oferecem, tais como, a ndo necessidade de
aprovagdo por comité de ética, os custos relativamente baixos, a possibilidade de realizacdo de
testes em grande escala e o fornecimento dos resultados em um curto espaco de tempo (KEMP;
MASSEY, 2007; LI et al., 2013; LIONAKIS, 2011).

As larvas de G. mellonella tém sido escolhidas por serem relativamente grandes (12-20
mm), facilitando a manipulacéo e obtengdo de tecidos para analise das amostras, possuirem um
sistema imune com elevado grau de estruturas, semelhante em varios pontos com o dos vertebrados,
serem economicamente viaveis, além de serem alojadas em pequenos espacos e incubadas a 37°C,
0 que permite o estudo de patdgenos adaptados a mamiferos (LIONAKIS, 2011; PEREIRA et al.,
2015).

A maioria dos trabalhos realizados envolve a aplicacdo dos organismos patogénicos na
hemocele, com auxilio de seringas. Os efeitos da viruléncia sdo mensurados por meio do calculo
da dose letal (LD50), sobrevivéncia apds desafio, exames histologicos dos tecidos do inseto,
mensuracao da producdo de Oxido nitrico, contagem de hemdcitos, taxa de recuperacdo dos
patdgenos ou expressdo génica (DALTON et al., 2017; FEDHILA; NEL; LERECLUS, 2002;
NIELSEN-LEROUX et al., 2012; PEREIRA et al., 2015).

Outros trabalhos tém utilizado a inoculagéo via oral de bactérias fluorescentes para seguir
a trajetoria e o processo de colonizagdo ao longo do corpo das larvas (FREITAK et al., 2014;
WOJDA, 2017). Recentemente foi descrito um novo método para avaliagdo da sobrevivéncia das
larvas e multiplicagdo dos patdgenos em seu interior. Esse método utiliza placas de 96 pogos onde
as larvas sdo alocadas e a placa levada a um espectrofotdmetro. Desta forma, € possivel avaliar o
momento exato das mortes, pois, o0 aparelho consegue detectar a auséncia de movimento em cada
um dos poc¢os. Além disso, usando as bactérias fluorescentes, é possivel quantificar a multiplicacéo
dessa bactéria dentro da larva, permitindo o uso da mesma larva para verificar dois parametros:
sobrevivéncia e multiplicacdo do patégeno (PARTHUISOT; ROUQUETTE; FERDY, 2018).



24

Dentre os trabalhos envolvendo S. aureus destaca-se o trabalho de Peleg et al. (2009) que
estabeleceu G. mellonella como um bom modelo de estudo para esse patégeno, associando a
viruléncia na larva a viruléncia em modelo mamifero (camundongo). Neste trabalho foi utilizada
usada uma cepa knockout para o gene agr, um regulador de viruléncia que ja se mostrou importante
em varios hospedeiros. Quando foi comparada a viruléncia causada pela cepa mutante e pela cepa
sem mutagdo ficou evidenciado que a cepa mutante causou menos mortes que a estirpe sem
mutacéo, tanto em G. mellonella como em camundongos.

Sharma-Kuinkel et al. (2015) também verificaram a associacdo entre resultados de testes
de viruléncia de S. aureus realizados em camundongos com aqueles realizados em G. mellonela.
Nos dois modelos ocorreu 0 aumento de sobrevivéncia dos hospedeiros infectados por cepas do
complexo clonal 30 quando comparada a outras cepas utilizadas no mesmo experimento. Além do
uso dos camundongos e das larvas, o trabalho avaliou caracteristicas moleculares dos isolados,
através de andlises das sequéncias gendmicas e de transcriptomas. As analises mostraram que
caracteristicas de patogenicidade estdo relacionadas ao perfil genébmico e sugeriu que gendtipos
especificos de S. aureus provocam tipos distintos de infeccéo.

Vaérios trabalhos tém utilizado o modelo de G. mellonella para estudar a influéncia de genes
na viruléncia de S. aureus. Por meio da mutacdo ou delecdo de genes especificos € possivel
observar que as cepas com mutacao sdo atenuadas em relacdo as cepas das quais se originaram.
Nesse sentido, podem ser citados os trabalhos de Gao et al. (2010), Purves et al. (2010), Quiblier
et al. (2013), Cameron et al. (2015) e Silva et al. (2018) que desenvolveram cepas mutantes nos
genes relA, gapA e gapB, secDF, mprF e ric, respectivamente. O gene relA codifica uma enzima
responsavel por modular os niveis de guanosina pentafosfato, os genes gapA e gapB codificam
duas enzimas gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase homologas, secDF contribui para a exportacao
de proteinas, mprF esta envolvido na biossintese de fosfolipidios e ric relacionado aos centros de
reparo de metabolismo do ferro.

Como foi visto, existe uma gama de possibilidades para estudar a viruléncia de S. aureus
utilizando G. mellonella e 0 modelo est4 cada vez mais bem estudado e bem estabelecido. Novas
formas mais eficientes para avaliacdo e interpretacdo dos resultados vém sendo descobertas e

dentre as Gltimas novidades encontra-se o primeiro sequenciamento gendmico de G. mellonella
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(LANGE et al., 2018). Desta forma, a falta de estudo do genoma de G. mellonella, que era colocado

por muitos como um empecilho para a utilizagdo do modelo, j& esta sendo sanada.

3 CONCLUSAO

A mastite bovina é uma doenca multifatorial que causa grandes prejuizos nos rebanhos
leiteiros em todo o mundo. Entre os diferentes patdgenos envolvidos na etiologia desta doenca,
destaca-se a bactéria S. aureus como um dos principais agentes. Este patdgeno € dotado de diversos
mecanismos de viruléncia que Ihe possibilitam colonizar e invadir os hospedeiros, escapando do
sistema imune e causando infec¢Bes geralmente cronicas. Diversas técnicas moleculares podem ser
usadas para genotipagem de S. aureus auxiliando no entendimento da epidemiologia e patogénese
das doencas por ele causadas. G. mellonella € um modelo animal invertebrado promissor para
fenotipagem de S. aureus e de outras bactérias permitindo alcancar resultados parcialmente

comparaveis aqueles obtidos em modelos mamiferos.
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS A SUBMISSAO

ARTIGO 1 — Normas da Revista Ciéncia Rural
Caracterizacao fenotipica de Staphylococcus aureus isolados de mastite bovina por meio da

infeccdo experimental em Galleria mellonella

Phenotypic characterization of Staphylococcus aureus isolated from bovine mastitis by

means of the experimental infection in Galleria mellonella

RESUMO

A bactéria Staphylococcus aureus € um patégeno responsavel por uma diversidade de
doencas em seres humanos e animais. Nos bovinos, ela é um dos principais agentes causadores de
mastite, levando a prejuizos econdmicos expressivos para os produtores e laticinios, portanto,
trabalhos que visem o conhecimento da patogénese desse agente sd@o de grande importancia.
Galleria mellonella tem se destacado como um modelo animal invertebrado para o estudo de
diferentes agentes bacterianos, mostrando caracteristicas favoraveis como um baixo custo e
facilidade de manutencdo nos laboratérios, quando comparada a modelos mamiferos. Os objetivos
desse trabalho foram utilizar o modelo de infecgcdo experimental em larvas de G. mellonella para
determinar diferencas fenotipicas de viruléncia em dez isolados de S. aureus geneticamente
diversos, provenientes de mastite clinica e subclinica em bovinos. Apés a infec¢do experimental,
foram avaliadas a sobrevivéncia das larvas até 72 horas, a contagem de S. aureus na hemolinfa em
1, 2, 4, 18 e 24 horas, a intensidade da melanizacdo do vaso dorsal do inseto e as caracteristicas

teciduais por meio da histologia, 4 horas apos a infec¢do. Os resultados da analise de sobrevivéncia
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demostraram diferencas evidentes nos fenotipos de viruléncia, permitindo distinguir isolados com

alta, intermediaria e baixa viruléncia. Os exames histologicos mostraram que todos os isolados
foram capazes de induzir uma resposta imune nas larvas, com a formacéo de nédulos e pontos de
melanizacao. Este é o primeiro trabalho utilizando larvas de G. mellonella para avaliar a viruléncia
em cepas de S. aureus molecularmente distintos, causadores de mastite clinica e subclinica. Os
resultados apresentados aqui fornecerdo subsidios para outros trabalhos, nos quais esses isolados
serdo estudados de forma mais intensa, identificando pontos que auxiliem no desenvolvimento de

novas alternativas para controle e prevencao da mastite bovina.

Palavras-chave: S. aureus, vacas, G. mellonella, patogénese

ABSTRACT

The bacterium Staphylococcus aureus is a pathogen involved in a diversity of diseases in
humans and animals. In dairy cattle, it is one of the main agents causing mastitis, leading to
significant economic losses for producers and dairy industries, therefore, works aimed the
knowledge of pathogenesis of this agent are of great importance. Galleria mellonella has been
highlighted as an invertebrate animal model for the study of different bacterial agents, showing
favorable characteristics as a low cost and ease of maintenance in laboratories when compared to
mammalian models. The objectives of this work were to use the experimental infection model in
G. mellonella larvae to determine phenotypic virulence differences in ten genetically diverse S.

aureus isolates from clinical and subclinical mastitis in cattle. After the experimental infection the
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survival of the larvaes was evaluated up to 72 hours, the count of S. aureus in the hemolymph at 1,

2,4, 18 and 24 hours, the intensity of melanization of the dorsal vessel of the larvaes and the tissue
characteristics through histology, 4 hours after infection. The results of the survival analysis
showed evident differences in virulence phenotypes, allowing to distinguishing isolates with high,
intermediate and low virulence. Histological tests showed that all the isolates were able to induce
an immune response in the larvaes, with the formation of nodules and melanization points. This is
the first work using G. mellonella larvaes to evaluate strains of S. aureus molecularly distinct
isolated from clinical and subclinical mastitis cases. The results presented here will provide
subsidies for other studies, in which these isolates will be studied more intensely, identifying points
that help in the development of new alternatives for the control and prevention of bovine mastitis.

Key words: S. aureus, cows, G. mellonella, pathogenesis.

INTRODUCAO

Staphylococcus aureus é uma bactéria responsavel por multiplas patologias em seres
humanos e animais. Em seres humanos é capaz de causar desde doencas simples como infecgdes
de pele até endocardites, osteomielites e septicemia (TONG et al., 2015). Nos animais, também ¢
um patdégeno importante, responsavel, por exemplo, por quadros de bacteremia em caes e equinos
(LEONARD & MARKEY, 2008), infeccdes pos cirargicas em equinos (VAN DUIJKEREN et al.,
2010), infeccdes de pele em gatos (ABRAHAM et al., 2007), mastite em cabras, ovelhas

(PORRERO et al., 2012) e em bovinos (WANG et al., 2015).
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A mastite bovina € a doenca economicamente mais importante na bovinocultura leiteira

devido ao grande impacto econdmico causado nas propriedades e industrias de laticinios (BAR-
GAL et al., 2015). Os prejuizos ocasionados nas propriedades estdo relacionados com a queda na
producdo de leite, leite descartado de animais em tratamento, gastos com medicamentos,
substituicdo precoce de vacas e, eventualmente, morte de animais doentes. Nos laticinios, as perdas
advém de alteracBes nas caracteristicas fisico-quimicas do leite, como a reducdo de gordura e
caseina, além de aumentar a contagem de células somaéticas, levando a perda de rendimento dos
produtos lacteos (PETON & LE LOIR, 2014).

S. aureus encontra-se entre 0s agentes etioldgicos mais comuns da mastite no Brasil
(BRITO et al., 1999; COSTA, 2008; SILVA et al., 2013) e no mundo (WANG et al., 2015), sendo
responsavel por casos clinicos, subclinicos e quadros crénicos com manifestacBes clinicas
ocasionais de dificil controle (RUEGG, 2012). A patogénese da mastite bovina por esse agente é
complexa, envolve mdltiplos fatores de viruléncia que favorecem sua sobrevivéncia e
multiplicacdo na glandula maméria (ZECCONI & SCALI, 2013). Ha uma necessidade de se
conhecer melhor o processo de infec¢do por S. aureus no microambiente do Ubere, visando
compreender a relacdo patogeno-hospedeiro, o que possibilitard desenvolver formas mais efetivas
de controle e prevencao para a doenca. Diversos estudos foram realizados in vitro focando a
viruléncia e patogénese deste agente (KLEIN et al., 2012; CREMONESI et al., 2015; ELSAYED
etal., 2015; GOGOI-TIWARI et al., 2015), contudo, sdo poucos os estudos baseados em dados in
vivo ou ex vivo, avaliando, por exemplo, a patologia causada por diferentes isolados (RAINARD

etal., 2017).
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Estudos de viruléncia em S. aureus podem ser realizados em varios modelos como culturas

de células (IQBAL et al., 2016), tecido (explante) de glandula mamaria (MAGRO et al., 2017),
animais vertebrados como camundongos (BENTON et al., 2004) e coelhos (REINOSO et al., 2002)
e invertebrados como Drosophila melanogaster (NEEDHAM et al., 2004), Tenebrio molitor
(MCGONIGLE et al., 2016) e G. mellonella (SHARMA-KUINKEL et al., 2015). Os modelos
invertebrados, quando comparados aos vertebrados, sao mais baratos, mais faceis de estabelecer e
de se manter nos laboratoérios, podem ainda ser criados em larga escala e ndo estdo sujeitos as
mesmas consideragdes éticas (RAMARAO et al., 2012).

Neste contexto, o uso de larvas de G. mellonella tem se destacado em estudos de
patogénese e de viruléncia para diferentes espécies microbianas, pois, além das vantagens citadas,
permitem incubag¢do a 37°C (temperatura ideal de crescimento de varios patégenos) e sdo
relativamente grandes, facilitando a manipulacao (LIONAKIS, 2011). Além disto, a resposta
imune inata (celular e humoral) em G. mellonella apresenta caracteristicas semelhantes a resposta
imune nos vertebrados. Em G. mellonella, a resposta celular ¢ mediada por hemécitos e envolve
processos como fagocitose, nodulacdo e coagulacdo. As defesas humorais sdo compostas de
moléculas efetoras soliveis, como peptideos antimicrobianos, proteinas complement-like e
produtos criados por cascatas proteoliticas, como a via da fenoloxidases, capazes de imobilizar ou
destruir patdgenos (HULTMARK, 1993; LAVINE & STRAND, 2002; STRAND, 2008). Essa
resposta pode ser mensurada e parcialmente comparada a resposta imune dos mamiferos pois, tem
sido demonstrado que cepas atenuadas em modelos mamiferos demonstram menor viruléncia em

G. mellonella e cepas que causam infec¢des graves também sdo altamente virulentas para as larvas
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(JANDER et al., 2000; MYLONAKIS et al., 2005; PELEG et al., 2009; SHARMA-KUINKEL et

al., 2015). O objetivo desse trabalho foi utilizar o modelo de infec¢do experimental em larvas de
G. mellonella para determinar diferencas fenotipicas de viruléncia em 10 isolados de S. aureus

geneticamente diversos, provenientes de mastite clinica e subclinica em bovinos.

MATERIAL E METODOS

1 — Isolados bacterianos:

No presente estudo, foram utilizados isolados provenientes de nove rebanhos bovinos
leiteiros do Estado de Minas Gerais, Brasil, sendo quatro isolados provenientes de casos de mastite
clinica e seis de mastite subclinica. A caracterizagao fenotipica dos isolados foi realizada por meio
de testes de triagem que incluiram a morfologia macroscopica e microscopica, testes de catalase,
oxidase, coagulase e producdo de acetoina (teste de Voges Proskauer), realizados e interpretados
segundo o NATIONAL MASTITIS COUNCIL (2004). A identificagdo genotipica também foi
realizada em estudo prévio (COSTA et al., 2012), sendo baseada em reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) espécie-especifica para o gene femA. Os isolados permaneceram estocados em
caldo glicerinado, em ultrafreezer a temperatura de -70°C, até a execuc¢do dos testes.

Para a escolha dos 10 isolados que foram utilizados neste ensaio foram realizados testes
de triagem em G. mellonella, utilizando-se doses infectantes de 10°a 103 UFC/larva, em 30 isolados
pertencentes a mesma cole¢do. Esta triagem possibilitou identificar isolados dotados de alta e baixa
viruléncia e definir a dose de 10° UFC/larva (que permitiu avaliar a diferenga entre isolados de

diferentes viruléncias) que seria utilizada no estudo de viruléncia para as larvas de G. mellonella.
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2 — Analises fenotipicas em larvas de G. mellonella

As andlises foram baseadas em infec¢cdo experimental das larvas, sendo avaliadas: a
sobrevivéncia das larvas até 72 horas pos inoculagdo; o desenvolvimento de S. aureus na hemolinfa
nos tempos de 1, 2, 4, 18 e 24 horas apos a infec¢ao; a resposta imunologica de G. mellonella pela
visualizagdo macroscdpica da intensidade da melanizagdo do vaso dorsal e o exame histologico de
larvas de cada um dos tratamentos quatro horas apos a infec¢do experimental.

As larvas dos insetos foram fornecidas pelo Laboratorio de Parasitologia da Embrapa —
CNPGL (Centro Nacional de Pesquisa em Gado de Leite) e foram criados com dieta artificial a
25°C até o inicio dos experimentos.

2.1 - Preparo dos indculos e inoculagdes

Os isolados de S. aureus foram cultivados em Agar sangue e incubados a 37°C por 24
horas e em seguida coldnias isoladas foram transferidas para 5 mL de caldo Mueller Hinton
(Himedia®Franca), até atingir a DO (densidade optica) de 0,1 a 620 nm. Foram entfio incubadas a
37°C por 4 horas, para atingir a fase exponencial de crescimento. As culturas (1 mL) foram lavadas
trés vezes com PBS (Phosphate Buffered Saline) estéril, realizando-se centrifugagdes a 12000 x g
por 3 minutos entre as lavagens e a DO foi mensurada para garantir a inoculagio de 10° UFC/larva.
Uma DO de 0,12 era considerada ideal. Uma aliquota de 10 pL, correspondentes a 10 UFC de
cada isolado foi injetada na tltima proleg esquerda das larvas, utilizando-se seringas de insulina
BD (BD-Becton Dickinson®, Estados Unidos). Todas as larvas utilizadas se encontravam no tltimo
instar de desenvolvimento e pesavam de 250 a 300 mg. Grupos de larvas nao infectadas

(CONTROLE) e de larvas inoculadas apenas com PBS foram utilizados como controle dos testes.
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Larvas inoculadas com a amostra S. aureus ATCC29213, ja descrita como bastante virulenta neste

modelo (PELEG et al., 2009), foram utilizadas como controles positivos.

Em todos os experimentos foram utilizados 13 tratamentos, incluindo S. aureus
ATCC29213, CONTROLE, PBS, S. aureus 4S-158, S. aureus 12C-525, S. aureus 13C-561, S.
aureus 16S-717, S. aureus 16S-721, S. aureus 175-762, S. aureus 19C-828, S. aureus 23C-999, S.
aureus 31S-1443 e S. aureus 36S-1698. Apds a preparagdo dos inoculos e inoculagdes, as larvas
eram acondicionadas em placas de Petri forradas com papel filtro, protegidas da luz e incubadas
em estufa bacterioldgica a 37°C. O nimero de larvas utilizado, o tempo de incubagao ¢ os periodos
de observacdao estdo descritos nos proximos itens por serem distintos entre os diferentes
experimentos realizados. Em todos os ensaios de infec¢do experimental, ao fim das inoculagdes,
parte do indculo era plaqueado em Agar Mueller Hinton (Himedia®Franga) para contagem e
confirmacio da dose inoculada (10° UFC/larva). Apds as inoculagdes, a alimentagio das larvas era
suspensa em todos os tratamentos.

2. 2- Testes de sobrevivéncia apos desafio

Ap0s a preparacao dos indculos e inoculagdes, conforme descrito no item 2.1, grupos de
10 larvas em cada um dos tratamentos foram acondicionadas em placas de Petri forradas com papel
filtro, as placas também foram protegidas da luz e incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por
72 horas. As placas foram observadas a cada 24 horas, larvas mortas eram removidas e o0s
resultados registrados. Larvas foram consideradas mortas se ndo apresentassem nenhum
movimento em resposta a estimulo. Os resultados foram analisados pelo programa SigmaPlot

versdo 14.0 (Systat Software, Inc®, Estados Unidos), utilizando-se o método de Kaplan-Meier.
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Diferencas nas taxas de sobrevivéncia foram calculadas pelo teste de Log-rank e comparagdes

multiplas realizadas pelo método de Holm-Sidak, com nivel de significancia de 5%. Estas analises
permitiram definir isolados de alta, média e baixa viruléncia, bem como estabelecer as curvas de
sobrevivéncia. Os experimentos foram realizados em triplicata bioldgica e experimental (n=10
larvas por réplica, totalizando 90 larvas por tratamento).

2.3 - Quantificagdo de S. aureus na hemolinfa apos desafio

A quantifica¢do do isolado inoculado nas larvas foi realizada nos tempos de 1, 2, 4, 18 e
24 horas apos a infecgdo em cada um dos tratamentos. Antes da coleta da hemolinfa, as larvas
permaneciam durante 5 minutos em gelo, 5 minutos em alcool 70% e 5 minutos em PBS estéril.
Uma perfuracdo era realizada na parte posterior da larva, proximo as ultimas prolegs, com auxilio
de uma agulha. Uma leve compressdo era realizada no corpo da larva e 20 pl de hemolinfa eram
coletados de cada larva com auxilio de pipeta automatica. Para cada um dos tratamentos, em cada
um dos tempos, eram coletadas amostras de trés larvas. A hemolinfa coletada era diluida em série,
uma aliquota de cada diluigdo plaqueada em Agar sal manitol (Kasvi®, Brasil) e incubada a 37°C
por 24 horas para contagem. A contagem de UFC foi determinada por meio da técnica de
microgotas, determinando a quantidade de bactérias recuperadas em cada tempo em um volume de
10 pl (mesmo volume injetado). Os resultados foram analisados pelo programa Sisvar (UFLA,
Brasil) por meio do Teste de Tukey, no qual um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente
significante.

2. 4 - Avaliagdo da intensidade da melanizagao do vaso dorsal e exames histologicos
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Seguindo a metodologia descrita no item 2.1, um grupo de cinco larvas para cada

tratamento foi mantido em estufa bacteriolégica a 37°C por 4 horas. Apds esse periodo, a
melanizagdo do vaso dorsal foi avaliada macroscopicamente e registrada fotograficamente.

ApOs o registro das fotografias, trés larvas em cada tratamento foram seccionadas em sua
porcao posterior do corpo com auxilio de tesoura e fixadas em solucdo de PBS contendo 10% de
formaldeido, para preparag¢do das laminas histoldgicas. As amostras foram desidratadas em uma
série de etanol crescente (70 — 100%) e incorporadas em parafina. Os blocos foram seccionados
(3-4 mm) em micrétomo (Leica Biosystems®), sendo os cortes montados em lidminas de
microscopia e corados com hematoxilina e eosina. A formagao de nddulos, regides de melanizagao
nos corpos gordurosos e nas células pericardicas foram analizadas para os diferentes isolados
testados, bem como a integridade dos tecidos foi avaliada nos grupos CONTROLE e PBS. Imagens
foram registradas em fotografias sob microscopia Optica.

3 — Caracterizagao molecular dos isolados por Pulsed-field Gel Electroforesis (PFGE)

A técnica de PFGE foi utilizada para avaliar a diversidade genética das amostras, sendo
utilizado um dispositivo de campo elétrico homogéneo (CHEF DRII, Bio-Rad®, Estados Unidos).
As amostras foram semeadas em Agar BHI (brain heart infusion) (Sigma-Aldrich®, India) e
incubadas em estufa bacteriologica durante 18 h a 37° C. No dia seguinte uma colonia isolada de
cada amostra foi transferida para tubos contendo trés mL de caldo BHI (brain heart infusion)
(Sigma-Aldrich®, India) e novamente incubadas em estufa bacteriolégica a 37° C por 20 a 24 horas.
Os pellets foram obtidos por centrifugacao de 650 pl das culturas a 12000g durante trés minutos e

ressuspensas em 350 pl de TE (10mM Tris HCI, 5 mM EDTA, pH 8,0). Em cada amostra foi
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adicionado 350 pl de agarose low melting (Bio-Rad®, Estados Unidos) fundida a 2% e mantida a

55°C até o momento do uso, essa mistura foi utilizada para preencher os moldes. Os plugs, apds a
solidificagdo, foram incubados por no minimo 4 horas a 37°C em Tampao EC (6mM Tris HCI, 1
M NaCl, 100 mM EDTA, 0,5% Brij-L23, 0,2% deoxicolato de s6dio, 0,5% de laurosilsarcosina) e
lisostafina (1 mg/mL). Os plugs foram entdo lavados cinco vezes em TE (10mM Tris HCL, 5 mM
EDTA, pH 8,0) e armazenados em 3 mL de TE a 4°C até o momento do uso. Uma fatia de trés mm
de cada plug foi incubada em 100 ul tampdo de endonuclease de restri¢io (Sigma-Aldrich®, India)
a 37°C por 30 minutos. O tampao foi entdo descartado e o plug digerido em 100 pl de solugdo de
endonuclease de restrigio contendo 20U da enzima Smal (Sigma-Aldrich®, India) por 24 horas a
37°C.

Apbs a restrigdo com Smal, os plugs foram colocados nos pocos do gel de agarose 1,5%
em TBE 0,5X (0,9 M Tris Base, 0,9 M Acido Borico, 1 mM EDTA pH 8,0) a 14 °C. O marcador
Lambda PFG Marker (New England Biolabs®, Estados Unidos) foi incluido como padrio de
tamanho molecular. O gel correu a 6 V/cm por 23 horas com um tempo de pulso inicial de 5
segundos e pulso final de 40 segundos, foi corado com brometo de etidio (50 pg/mL) e fotografado
sob luz ultravioleta no L-Pix Chemi Photo Digitizer (Loccus Biotecnologia®, Brasil). O padrio de
bandas foi analisado visualmente e utilizando-se o Software Bionumerics versao 7.5 (Applied
Maths®, Bélgica). As bandas foram automaticamente atribuidas pelo computador e corrigidas
manualmente depois que as imagens originais foram verificadas e avaliadas visualmente. A andlise

de agrupamento foi realizada com base no coeficiente Dice e no método de grupo de pares nao
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ponderados usando médias aritméticas (UPGMA) e a Minimum Spanning Tree (MST) foi gerada

para avaliar a associagao dos padroes de agrupamento dos isolados e perfis de viruléncia avaliados.

4 — Pesquisa de genes de viruléncia

A presenca dos genes de viruléncia codificadores das proteinas do fator de aglutinacao
(Clf4 e CIfB), da proteina de ligacdo a fibronectina (FnBPA), das toxinas (Hla e Luk-ED) e da
proteina de ligagdo a elastina (Ebps) foi avaliada por meio da PCR. Foram utilizados iniciadores
previamente descritos na literatura sendo que, para os genes CIlf4, CIfB, FnBPA e Hla foram
utilizados os iniciadores descritos por STER et al. (2005), para o gene Ebps os iniciadores descritos
por TRISTAN et al. (2003) e para o gene LuK-ED os iniadores descritos por JARRAUD et al.
(2002).

Foram realizadas rea¢des individuais para cada um dos genes-alvo, contendo tampao 1X,
0,25mM de cada ANTP, 2,5mM MgCl2, 0,25 mM de cada iniciador, 1,5U Taq polimerase e 50 ng
de DNA molde. A amplifica¢io foi realizada em termociclador GeneAmp®PCR System 9700
(Applied Biosystems®, Estados Unidos) programado para desnaturagio inicial a 95 °C por 5
minutos, seguida de 35 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 53 °C por 30 segundos e 72 °C por 30
segundos, com uma extensao final a 72°C por 5 minutos. Utilizou-se DNA Ladder de 100 pb
(Ludwig®, Brasil). Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados ap6s eletroforese em
gel de agarose (1,5%, p/v), corados com solucao de brometo de etidio (0,005%, p/v). O registro
das imagens foi feito em fotodocumentador L-Pix Chemi Photo Digitizer (Loccus Biotecnologia®,

Brasil).
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RESULTADOS

As analises de sobrevivéncia mostraram que os isolados testados apresentaram variagdes
nos indices de letalidade das larvas quando uma mesma dose infectante foi utilizada (10°
UFC/larva). Dentre as amostras de origem de mastite clinica (12C-525, 13C-561, 19C-828, 23C-
999) foi possivel observar que a amostra 19C-828 foi a mais virulenta neste modelo experimental,
diferindo de forma significativa das demais, pois, as amostras 12C-525, 13C-561, 23C-999 se
enquadraram entre as amostras menos virulentas (Método de Holm-Sidak - p < 0,05). A figura 1
ilustra a porcentagem de sobrevivéncia das larvas 24, 48 e 72 horas apos a infec¢do para os

tratamentos avaliados.

—_— —— 315-1443
—— ——120525
45-158
—— ——165717
——— ——— 175762
o 19C-828
13C-561
——— ——— 23099
—-—- 365-1698
165721
ATCC29213
—_— - — CONTROLE

e S __'__ —_———— PBS

% Sobrevivéncia

Tempo em horas
Figura 1: Grafico da sobrevivéncia de larvas de Galleria mellonella em 24, 48 e 72 horas

apos as inoculagdes.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

52
Ao observar o comportamento das amostras de origem subclinica (4S-158, 16S-717, 16S-

721, 17S-762, 31S-1443, 36S-1698) também foi possivel detectar amostras mais € menos
virulentas. As amostras 4S-158, 16S-717, 17S-762 e 31S-1443 foram muito virulentas, a amostra
16S-721 teve uma viruléncia intermedidria, enquanto a amostra 36S-1698 foi a menos virulenta
desse grupo. Portanto, a maior parte das amostras de origem subclinica apresentou alta viruléncia
neste modelo (Método de Holm-Sidak - p < 0,05).

A habilidade dos isolados em infectar as larvas, sobrevivendo e se multiplicando em seus
tecidos, foi comprovada por meio da contagem de UFC/10 pl (mesmo volume inoculado) na
hemolinfa das larvas em diferentes momentos pds-infec¢ao. Foram observadas diferencas entre as
contagens de bactérias nos diferentes tratamentos (figura 2), porém, a unica diferenga
estatisticamente significativa foi em relagdo ao isolado 16S-721 no tempo 24 horas, que neste
tempo, nao diferiu dos tratamentos CONTROLE e PBS (Teste de Tukey p<0,05). Houve uma
queda no nimero de bactérias recuperadas no final do periodo de observagdao nos tratamentos
ATCC29213, 13C-561 e 16S721 (figura 2). Dentre os isolados de origem clinica, o isolado 19C-
828 foi 0 que apresentou a maior taxa de recuperagdo tanto no tempo 18, como no 24 horas,
enquanto no grupo de amostras de origem subclinica, os isolados 4S-158, 16S-717, 17S-762 e 31S-
1443 foram recuperados em quantidades maiores que 36S-1698 e 16S-721 nesses mesmos tempos,
portanto, os isolados recuperados em maior quantidade nos tempos 18 € 24 horas coincidem com

os isolados identificados com alta viruléncia na analise de sobrevivéncia.
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Figura 2: Representacdo grafica das contagens de S. aureus na hemolinfa de larvas de G.

mellonella em diferentes tempos pos-infecgao.

As larvas inoculadas com os diferentes isolados apresentaram diferentes niveis de

melanizagdo quatro horas apo6s a infec¢do experimental e em todos os tratamentos (exceto

CONTROLE e PBS) foi possivel observar pontos de melanizagao na regido do vaso dorsal (figura

3).



10

11

12

54

LLARIL

ATCC 29213  4S-158 16S-717 17S-762 19C-828 31S-1443

CONTROLE 12C-525 13C-561 16S-721 23C-999 36S-1698

Figura 3: Larvas de Galleria mellonella 4 horas ap0s a infec¢ao experimental, mostrando
a melanizacdo do vaso dorsal (indicado pelas setas). Pode-se observar diferentes niveis de
melanizagdo entre os diferentes tratamentos.

Maior melanizacao foi observada para os isolados apresentados com alta viruléncia na
analise de sobrevivéncia: ATCC29213, 19C828, 4S-158, 16S-717, 17S-762, 31S-1443.

Os exames histoldgicos mostraram que a infec¢do experimental pelos isolados de S.
aureus avaliados nesse trabalho foi capaz de ativar a resposta imune, tanto celular quanto humoral,
nas larvas de G. mellonella, levando a formagao de nédulos com hemécitos aderentes e regides de
melanizagdo. A avaliagdo histoldgica das larvas que receberam aplicagdo de PBS (figura 4(a))
mostra a integridade dos tecidos, onde nao se observa melanizacdo do corpo gorduroso ou de

células pericardicas. Por outro lado, a histologia do tratamento ATCC29213 (figura 4(b)), mostrou
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uma resposta imune intensa, representada por regides de melanizacdo, formacdo de nodulos e

hemocitos circulantes proximos aos pontos de melanizagao.

A figura 4 (c) mostra que o isolado 12C-525, pouco virulento, foi capaz de ativar o sistema
imune das larvas, com a formac¢ao de nodulos e pontos de melanizagdo, porém, isso ocorreu de
forma menos intensa que para isolados de alta viruléncia, como € o caso do 19C-828 (figura 4 (d))
onde se observam pontos de melanizagdo nas células pericardiais, nédulos maduros com

melanizagdo no centro e pontos de melanizagao no corpo gorduroso.

Figura 4: Exames histologicos de G. mellonella 4 horas ap6s a infec¢do experimental

mostrando a resposta imune celular e humoral. (a) grupo PBS com tecidos integros, corpo
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gorduroso (FB) e células pericardiais (PC). (b) grupo ATCC29213 com intensos pontos de

melanizagdo nos tecidos. (¢) grupo 12C-525 (pouco virulento) com formagdo de ndédulos e regides
de melanizagao pouco intensas, nao ha melanizagao no corpo gorduroso. (d) grupo 19C-828 (muito
virulento) com intensas regides de melanizagao, pontos de melanizagdo nas células pericardiais,
nddulos maduros com melanizagdo no centro e pontos de melaniza¢do no corpo gorduroso. Barras
10 pm.

Os isolados utilizados pertenciam a 10 diferentes pulsotipos obtidos pela técnica de PFGE,
considerando 100% de similaridade (figura 5) e a dois perfis de viruléncia, sendo que eles variavam
apenas na presenga ou auséncia do gene Ebps. Os isolados 12C-525, 16S-721, 23C-999 e 36S-1698
pertenciam ao perfil um, contendo os genes CIfA, CIfB, FnBPA, Hla, Luk-ED ¢ os isolados 4S-158,
13C-561, 16S-717, 17S-762, 19C-828 e 31S-1443 pertenciam ao perfil dois, contendo os genes
ClfA, ClfB, FnBPA, Hla, Luk-ED e Ebps. Os isolados pertencentes ao perfil um eram geneticamente

mais relacionados pela técnica de PFGE (figura 6).

Figura 5 : Dendograma dos dez isolados utilizados para infeccdo experimental em G.
mellonella, provenientes de casos de mastite clinica e subclinica, utilizando os resultados obtidos

pela técnica de PFGE com 100 % de similaridade.
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Figura 6: Minimum-spanning tree (MST) dos dez isolados utilizados para as analises em
G. mellonella apresentando os pulsotipos determinados pela técnica de Pulsed-field Gel
Eletroforesis (PFGE). As cores verde e vermelha representam os perfis de viruléncia um e dois,
respectivamente. O MST apresentado ¢ o que apresenta o maior escore de confiabilidade geral e
foi calculado utilizando UPGMA (método de pares ndo ponderados usando médias aritméticas)

associado a regra de prioridade e a reamostragem de permutacao.

DISCUSSAO
Os dez isolados utilizados representam uma diversidade de gen6tipos demonstrados pela
técnica de PFGE, pertencendo a dez pulsotipos diferentes, porém, sdo geneticamente relacionados

como observado nas figuras 5 e 6. Esta variedade de genoétipos foi suficiente para refletir uma
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diversidade de fenotipos de viruléncia, possibilitando identificar, principalmente pela analise de

sobrevivéncia, isolados dotados de alta, intermediaria e baixa viruléncia em G. mellonella.

A andlise de sobrevivéncia mostrou uma predominancia de amostras mais virulentas
dentre as amostras de origem subclinica (4S-158, 16S-717, 17S-762 e 31S-1443), sendo que a
amostra 19C-828 foi a tinica que se destacou como muito virulenta dentre as amostras de origem
clinica, pois, 12C-525, 13C-561 e 23C-999 se enquadraram no grupo pouco virulento, juntamente
com a 36S-1698, unica amostra de origem subclinica pouco virulenta.

O fato de determinado isolado ocasionar uma mastite clinica ou subclinica esta
relacionado ndo somente aos seus atributos de viruléncia, mas também aos fatores inerentes a
imunidade do hospedeiro (AITKEN et al., 2011). Deve-se salientar que S. aureus, apesar de ter
capacidade para infectar varios animais e também seres humanos, ocasionando uma variedade de
manifestacdes clinicas (DAVIS, 2005; LEONARD & MARKEY, 2008), possui cepas que sdo
evolutivamente adaptadas para cada tipo de hospedeiro (LOWDER et al., 2009; PRICE et al.,
2012). As cepas causadoras de mastite subclinica em bovinos analizadas neste estudo podem ter
evoluido e se adaptado para permanecer nesse hospedeiro, de forma a ndo ser reconhecidas e
eliminadas pelo sistema imune do animal. Essas amostras podem sobreviver dentro das células do
epitélio glandular ou ainda sob a forma de biofilme (HEBERT et al., 2000; MELCHIOR et al.,
2006). Embora em varios pontos a resposta imune nas larvas de G. mellonella possa ser comparada
a dos mamiferos, diferencas sdo evidentes, portanto, entende-se que o sistema imune dos dois
hospedeiros pode reagir de forma diferente frente ao mesmo patogeno, levando as diferencgas nas

manifestacdes clinicas que foram observadas.
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G. mellonella possui um sistema melanina-fenoloxidase, componente de seu sistema

imune humoral, responsavel pela coagulacdo da hemolinfa, que pode ser observada pela
melanizacao e auxilia na eliminacdo de patogenos bacterianos (SHAURUB, 2012; ZDYBICKA-
BARABAS et al., 2014). De forma geral, cepas bacterianas mais virulentas para as larvas levam a
maiores niveis de melanizacao, evidentes nas primeiras horas apds a infeccdo (WAND et al., 2013;
PEREIRA et al., 2015). Neste estudo, quatro horas ap6s a infecgdo experimental foi possivel
perceber diferengas na melaniza¢ao das larvas nos diferentes tratamentos (figura 3) e os isolados
mais melanogénicos foram os que levaram a menores taxas de sobrevivéncia apds 72 horas.

As analises histologicas mostraram que todos os isolados testados, incluindo o grupo
ATCC29213 tiveram a capacidade de ativar o sistema imune das larvas, levando a formagao de
nddulos e regides de melanizagdo em diferentes tecidos. Isolados mais virulentos, como foi o caso
de 19C-828 levaram a uma resposta imune mais intensa, caracterizada por maior melanizagdo do
vaso dorsal, presenca de nddulos maduros, pontos de melanizacao proximos as células pericardiais
e pontos de melanizacdo nos corpos gordurosos. Isolados menos virulentos, como o 12C-525
também demostraram capacidade de ativacao do sistema imune, com formag¢ao de nodulos e pontos
de melanizagdo em menor escala.

Foi possivel constatar que para todos os isolados que ocorre queda inicial no nimero de
bactérias recuperadas, isto acontece devido ao fato da resposta imune da larva ser mais intensa nas
primeiras horas apds a infec¢do, dificultando a multiplicacdo bacteriana (LAVINE & STRAND,
2002). Outro aspecto que pode justificar a queda na contagem inicial € a dilui¢ao do inoculo (10uL)

na hemolinfa da larva. Apds as primeiras quatro horas pos inoculagao, foi possivel observar que a
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taxa de recuperacao bacteriana aumenta, indicando que S. aureus consegue se adaptar ao novo
hospedeiro, possivelmente em fungao da expressdo de fatores de viruléncia importantes na relagao
hospedeiro/parasito, resistindo a resposta imune das larvas e se multiplicando. No final do periodo
avaliado (24 horas apos a infecc¢ao) foi possivel observar que a taxa de recuperacao diminuiu para
alguns isolados (ATCC29213, 13C-561 ¢ 16S721). No caso do grupo ATCC29213, utilizado como
controle positivo, tal fato pode decorrer do esgotamento das reservas nutritivas da larva que,
consequentemente, ocasiona morte de parte da populacao de bactérias, por outro lado, em relacao
aos isolados 13C-561 e 16S721, que sao de baixa viruléncia, essa observacdo deve ser devida a
efetividade da resposta imune desenvolvida pela larva e a incapacidade dessas bactérias para
continuar se multiplicando frente as defesas do hospedeiro.

Os perfis de viruléncia um e dois diferiam apenas no que diz respeito a presenga do gene
Ebps, que codifica a proteina de ligacdo a elastina, sendo que o perfil dois foi composto pelos
1solados que possuiam esse gene. O grupo de isolados de alta viruléncia era em sua totalidade
composto por amostras do perfil dois, enquanto entre os isolados de baixa e intermediaria
viruléncia, apenas o isolado 13C-561 pertencia a este mesmo perfil. Desta forma, foi possivel
correlacionar a presenga do gene Ebps com a alta viruléncia para G. mellonella, mas essa ¢ uma
suposicao delicada, diante da variedade de determinantes de viruléncia que podem estar ou nao
presentes em S. aureus (FERRY et al., 2005). O gene Ebps t€m sido detectado em cepas de S.
aureus provenientes de humanos com endocardite e osteomielite (TRISTAN et al., 2003) mas

parece ndo ser importante quando se trata da mastite (ALMEIDA et al., 2013).
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Neste estudo, foi avaliada a frequéncia de seis genes de viruléncia, limitando a analise

entre genotipos e fenotipos de viruléncia. Por se tratar de isolados geneticamente distintos, como
verificado pela PFGE, ¢ interessante realizar avaliagdes mais amplas desses genotipos, por
exemplo, um sequenciamento gendmico, o que poderia fornecer informagdes genéticas mais
detalhadas e o melhor entendimento da relacdo fendtipo/gendtipo para estes isolados. Deve-se
ainda salientar que os isolados de S. aureus estudados sdo originalmente associados a infecgdes
intramamarias de bovinos e que, desta forma, os determinantes de viruléncia aqui avaliados
poderiam ser relevantes para infeccdo na glandula mamaria desta espécie. De fato, estudos
analisando isolados bovinos e humanos tém demonstrado que embora existam caracteristicas
comuns entre os isolados das duas espécies, ocorrem gendtipos € combinacdes de genes de
viruléncia predominantes para cada hospedeiro (ZADOKS et al., 2000; SUNG et al., 2008;
PRASHANTH et al., 2011; CHU et al., 2013).

Ao fazer um paralelo entre os resultados da analise de sobrevivéncia, da quantificacao
das bactérias na hemolinfa e da melanizagdo quatro horas apds a infec¢ao, tomando por base os
grupos de isolados de origem clinica e de origem subclinica separadamente, foi possivel observar
que os isolados dotados de alta viruléncia tinham uma maior capacidade de se multiplicar nos
tecidos das larvas, sendo recuperados em maiores quantidades nos tempos 18 € 24 horas e também
levavam a uma maior melanizagao dos tecidos larvais (19C-828 dentre as amostras de origem
clinica e 4S-158, 16S-717, 17S-762 e 31S-1443 dentre as amostras de origem subclinica). Isso
mostra que os parametros utilizados nesse estudo sao eficientes para a avaliacao da viruléncia de

S.aureus provenientes de mastite bovina em G. mellonella.
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O uso de larvas de insetos, como a G. mellonella, como modelo de infeccdo tem se

mostrado como uma alternativa interessante para estudar a viruléncia bacteriana, pois, apresentam
uma série de vantagens em relacao aos modelos tradicionais, como os camundongos, por exemplo,
sendo economicamente interessantes ¢ permitindo a avaliacdo da resposta imune inata que ¢
semelhante a dos mamiferos (RAMARAO et al., 2012). Neste estudo, foi possivel identificar varios
fenotipos de viruléncia na populacao estudada, o que podera contribuir, apds investigagdes mais
detalhadas dos genomas desses isolados, com o entendimento da patogénese da mastite bovina.
Nao ¢ possivel extrapolar totalmente os resultados obtidos nas larvas para aquele esperado na
glandula mamaria, mas estudos envolvendo S. aureus e este modelo tem mostrado boa correlagdo
entre G. mellonella e modelos mamiferos.

Entre os trabalhos envolvendo S. aureus destaca-se o trabalho de PELEG et al. (2009) no
qual foi demonstrada associacao entre a viruléncia na larva e a viruléncia em modelo mamifero
(camundongo). Neste trabalho, os autores utilizaram uma cepa knockout para o gene agr, um
regulador de viruléncia que ja se mostrou importante na infec¢do para varios hospedeiros. Quando
foi comparada a viruléncia causada pela cepa mutante e pela cepa sem mutacgao ficou evidenciado
que a cepa mutante causou menor letalidade que a estirpe sem mutagdo, tanto em G. mellonella
como em camundongos.

Outro trabalho mais recente reafirmou a associagao entre resultados de viruléncia de S.
aureus em camundongos e em G. mellonela. Nos dois modelos ocorreu o aumento de sobrevivéncia
dos hospedeiros infectados por cepas do complexo clonal 30 quando comparada a outras cepas

utilizadas no mesmo experimento. Além do uso dos camundongos e das larvas, o trabalho avaliou
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caracteristicas moleculares dos isolados, através de analises das sequéncias genOmicas e de
transcriptomas. As analises mostraram que caracteristicas de patogenicidade estao relacionadas ao
perfil gendmico e sugeriu que genotipos especificos de S. aureus estdo relacionados com tipos
distintos de infec¢ao (SHARMA-KUINKEL et al., 2015).

No que se refere ao uso deste modelo para testar a viruléncia de S. aureus proveniente de
mastite bovina, deve ser considerado o trabalho de SILVA (2015). Neste trabalho foram utilizados
apenas dois isolados que tinham 90% de similaridade genética pela técnica de PFGE e perfil
idéntico pela avaliagdo de sete genes de viruléncia. Um deles era causador de mastite persistente
(SAU302), que foi recuperado da mesma fémea bovina durante um periodo de trés meses e outro
responsavel por um quadro de mastite nao persistente (SAU322). O isolado de mastite persistente
foi mais virulento para as larvas de G. mellonella, causando 85% de mortes apds 24 horas, enquanto
o isolado ndo persistente resultou em apenas 47% de obitos neste mesmo periodo.

Este € o primeiro trabalho utilizando larvas de G. mellonella para avaliar uma variedade
de 1solados de S. aureus, molecularmente distintos, causadores de mastite clinica e subclinica.
Nossos resultados apontaram uma grande diversidade de gendtipos e fenotipos na populagdo
estudada, confirmando a diversidade genética e a complexidade da patogénese da mastite causada
por S. aureus. O curso da doenca depende das caracteristicas do patdégeno e do hospedeiro,
principalmente no que se refere a intensidade do sistema imune. A glandula mamadria possui uma
resposta imune inata e adaptativa complexa e interligada levando a defesa contra organismos

invasores e evitando danos aos tecidos do hospedeiro. Essa resposta na glandula mamaria pode ser
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parcialmente associada a imunidade que as larvas de G. mellonella desenvolvem frente a infecgao,

mostrando que seu uso pode ser interessante no estudo de patdégenos causadores da mastite.

CONCLUSAO

Larvas de G. mellonella constituem um modelo pratico e eficiente para avaliar fendtipos
de viruléncia em isolados de S. aureus provenientes de mastite bovina, permitindo a distingao de
isolados mais e menos virulentos. Estudos mais detalhados destes isolados, como por exemplo, o
sequenciamento gendmico, permitirdo melhores associagdes entre o fenotipo apresentado e suas
caracteristicas genéticas, dessa forma, serd possivel identificar fatores chaves para a patogénese
nas larvas, que poderdo auxiliar no entendimento da doen¢a na glandula mamaria, contribuindo

para seu controle e prevencao.
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Fatores de viruléncia e genotipagem por MLVF e PFGE em Staphylococcus
aureus isolados de mastite clinica e subclinica em rebanhos bovinos do
Estado de Minas Gerais, Brasil?!
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ABSTRACT.- Silva, ].R,, [inserir os demais autores] . 2019.
[Virulence factors and genotyping by MLVF and PFGE in Staphylococcus aureus isolated from clinical and
subclinical mastitis in catle herds of the State of Minas Gerais, Brazil.] Fatores de viruléncia e genotipagem por
MLVF e PFGE em Staphylococcus aureus de mastite clinica e subclinica em rebanhos bovinos do Estado de Minas Gerais,
Brasil. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal de
Lavras, Campus Historico, Lavras, MG 37200-000, Brazil. E-mail: gmcosta@dmv.ufla.br

Brazil is the fourth largest producer of milk worldwide and Minas Gerais stands out as the state that produces
the most milk in the country. Mastitis is the most costly disease occurring in cattle herds and Staphylococcus aureus is
reported as one of the major causative agents of this disease in Brazilian herds. Experimental studies of virulence and
molecular characterization of this pathogen are necessary to improve the understanding of the pathogenesis and
epidemiology of the disease caused by it, creating new possibilities strategies of control and prevention. The objectives
of this work were to characterize a population of S. aureus from cases of clinical and subclinical mastitis of herds of the
State of Minas Gerais, Brazil, in relation to population diversity, by means of Pulsed-field Gel Electrophosis (PFGE) and
Multiple-locus variable-number tandem repeat fingerprinting (MLVF) typing techniques, to compare the typing of
these two techniques and prospecting the virulence genes encoding agglutination factor proteins (CIfA and CIfB),
fibronectin binding protein (FnBPA), toxins (Hla and Luk-ED) and elastin binding (Ebps), through PCR (Polymerase
Chain Reaction). The results showed that the PFGE and MLVA genotyping techniques were efficient to group S. aureus
isolates from clinical and subclinical mastitis, showing that there are predominant genotypes causing mastitis and that
these are widely disseminated among different herds. Although PFGE was slightly more discriminatory (ID = 0.97
(100% similarity) and 0.67 (similarity 80%)), MLVF (ID = 087 (similarity 100% and 0.51 (similarity 80%)) was also
confirmed as a good typing technique, allowing a clustering that partially reflected the clustering demonstrated by
PFGE. The MLVF presented, with 80% of similarity, a cluster with predominance of clinical strains and another with
predominance of subclinical strains. All isolates tested were positive for the virulence genes encoding agglutination
factor proteins (CIfA and CIfB), fibronectin binding protein (FnBPA) and Hla toxin. The genes coding for Luk-ED toxin
and elastin-binding protein (Ebps), respectively, were detected in 97.4% and 26.3% of the isolates. This shows that
these virulence factors, except Ebps, may be associated with the occurrence of mastitis in this region. This study
contributed to the understanding of the pathogenesis of mastitis in the State of Minas Gerais, Brazil and showed that
the MLVF technique can be used as an alternative for S. aureus typing.

INDEX TERMS: Genotiping, Pulsed-field Gel Electrophesis, Multiple-locus variable-number tandem repeat
fingerprinting
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RESUMO.- O Brasil é o quarto maior produtor de leite mundial e Minas Gerais se destaca como o Estado que mais
produz leite no pais. A mastite é a doenga mais onerosa que ocorre nos rebanhos bovinos e Staphylococcus aureus é
relatado como um dos principais agentes causadores dessa doen¢a em rebanhos brasileiros. Trabalhos experimentais
de viruléncia e caracterizagdo molecular desse patdgeno sdo necessarios para melhorar a compreensdo da patogénese
e epidemiologia da doenga por ele causada, abrindo possibilidades para o surgimento de novas formas de controle e
prevencao. Os objetivos desse trabalho foram realizar a caracterizacdo uma populagao de S. aureus provenientes de
casos de mastite clinica e subclinica de rebanhos do Estado de Minas Gerais, Brasil, quanto a diversidade populacional,
por meio das técnicas de tipagem de PFGE e MLVF, comparar o resultado da tipagem dessas duas técnicas e realizar a
prospeccdo dos genes de viruléncia codificadores das proteinas do fator de aglutinacdo (CIfA e CIfB), da proteina de
ligacdo a fibronectina (FnBPA), das toxinas (Hla e Luk-ED) e da proteina de ligacdo a elastina (Ebps), através de PCR
(Reagdo em Cadeia da Polimerase). Os resultados mostraram que as técnicas de genotipagem PFGE e MLVA foram
eficientes para agrupar os isolados de S. aureus provenientes de mastite clinica e subclinica, mostrando que existem
genotipos predominantes causando mastite e que estes estdo amplamente disseminados entre diferentes rebanhos.
Embora a PFGE tenha sido ligeiramente mais discriminatdria (ID= 0,97 (similaridade 100%) e 0,67 (similaridade
80%)), a MLVF (ID= 087 (similaridade 100% e 0,51 (similaridade 80%)) também se confirmou como uma boa técnica
de tipagem, permitindo um agrupamento que refletia parcialmente o agrupamento demonstrado pela PFGE. A MLVF
apresentou, com 80% de similaridade, um cluster com predominio de amostras clinicas e outro com amostras
subclinicas em predominancia. Todos isolados testados foram positivos para os genes de viruléncia codificadores das
proteinas do fator de aglutinacao (CIfA e CIfB), da proteina de liga¢do a fibronectina (FnBPA) e da toxina Hla. Em 97,4%
e 26,3% dos isolados foram detectados os genes que codificam para a toxina Luk-ED e para a proteina de ligacdo a
elastina (Ebps), respectivamente. [sso mostra que esses fatores de viruléncia, exceto Ebps, podem estar associados a
ocorréncia da mastite nessa regido. Este estudo contribuiu para o entendimento da patogénese da mastite no Estado
de Minas Gerais, Brasil e mostrou que a técnica de MLVF pode ser utilizada como uma alternativa para a tipagem de S.
aureus.

TERMOS DE INDEXACAO: Genotipagem, Pulsed-field Gel Eletroforesis, Multiple-locus variable-number tandem repeat
fingerprinting

INTRODUCAO

0 Brasil é o quarto maior produtor mundial de leite, atras apenas dos Estados Unidos, india e China (Vilela et al.
2017). Em 2015, o nimero de vacas ordenhadas foi estimado em 21.751.073 de cabegas com a producio de 35 bilhdes
de litros de leite. Minas Gerais produziu 27% deste total se destacando como o Estado de maior producao de leite no
pais (Carvalho et al. 2017). Nao obstante a posicdo de destaque no cendrio mundial, a produtividade do rebanho
brasileiro (4,4 litros vaca/dia) ainda é muito baixa comparada a de outros paises. Varios sdo os aspectos determinantes
desta realidade, principalmente os altos indices de mastite que predominam nos rebanhos brasileiros (Vilela et al.
2017).

A mastite é a doenca infecciosa mais importante e que causa os maiores prejuizos aos rebanhos bovinos leiteiros
em todo o mundo (Keefe 2012, Vliegher et al. 2012, Paul & Gan-Guly 2014, Acosta et al. 2016, Kot et al. 2016). Esses
prejuizos estdo relacionados ao descarte de leite dos animais em tratamento, gastos com medicamentos, descarte de
animais cronicamente infectados e, eventualmente, morte de animais doentes (Peton & Le Loir 2014, Jamali et al.
2018). A mastite clinica é a mais facilmente observada e a que causa as maiores preocupagdes ao produtor, no entanto,
a mastite subclinica é mais prevalente e causa os maiores prejuizos. Nesta ndo ocorrem alteragdes visiveis no leite ou
no ubere, portanto, sua detecgdo é baseada na realizagdo de testes que evidenciam a infec¢do ou apontem o aumento
do numero de células somaticas. Considera-se, que para cada caso de mastite clinica, ocorram entre 20 e 50 casos
subclinicos (Ruegg, 2012).
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Diversos agentes estdo envolvidos em sua etiologia, entre eles se destaca a bactéria Staphylococcus aureus, um
agente primario de infec¢des intramamarias bovinas, sendo responsavel por casos clinicos, subclinicos e quadros
cronicos com manifestagdes clinicas ocasionais que levam a perdas econdmicas substanciais (Ruegg 2012). Trata-se
de um agente contagioso de dificil controle e que esta presente na maioria dos rebanhos leiteiros brasileiros em
frequéncias de isolamento que variam de 12,6% a 70,9% (Andrade et al. 2000, Langoni et al. 2009, Zanette et al. 2010,
Bandeira et al. 2013). No Estado de Minas Gerais esse agente ja foi isolado em taxas de 19,2 % e 34,2% nos rebanhos
investigados (Brito et al.1999, Costa 2008).

A infec¢do por S. aureus provoca perdas significativas na producio de leite pela permanente destruicdo das células
do epitélio glandular (Barkema et al. 2006). A patogénese se desenvolve devido a capacidade do agente produzir uma
ampla gama de fatores de viruléncia que possuem diversas func¢des, auxiliando na colonizagdo, adesdo, invasio da
glandula mamaria, bem como na evasio do sistema imune do hospedeiro (Fluit 2012, Foster 2014, Scali et al. 2015).
A variedade de fatores de viruléncia desse patégeno contribui para sua diversidade genética e auxilia no
estabelecimento das infec¢des, desta forma, estudos que enfoquem estes quesitos sdo fundamentais para o
entendimento da relacdo hospedeiro-parasito e para o desenvolvimento de métodos de controle mais efetivos para a
doenca (Von Eiff et al. 2004, Haslinger-Loffler et al. 2005).

Varios métodos tém sido utilizados para a genotipagem de S. aureus, sendo que os mais comuns incluem Pulsed-
field Gel Eletroforesis (PFGE) (Adkins et al. 2016), Multilocus sequence type (MLST) (Smith et al. 2005), Multilocus
variable-number tandem repeat analysis (MLVA) (Sobral et al. 2012), Multiple-locus variable-number tandem repeat
fingerprinting (MLVF) (Kosecka-Strojek et al. 2016) e Restrition Fragment Lenght Polimorphism (RFLP) (Costa et al.
2012). A andlise de macrorrestricdo do DNA cromossémico e separacdo dos fragmentos pela técnica de PFGE, embora
seja mais demorada, tem sido considerada a ferramenta de tipagem de maior poder discriminatdrio para S. aureus e
um bom método para se estabelecer relagdes clonais em estudos epidemiolégicos e moleculares (Tenover et al. 1995,
Zadocks et al. 2002, Sommerhauser et al. 2003, Adkins et al. 2016). A MLVF tém apresentado poder discriminatério
semelhante ao da PFGE (Luczak-Kadlubowska et al. 2008) e apresenta as vantagens de ser mais rapida e mais barata
do que outras técnicas baseadas em sequenciamento gendémico (Karynski et al., 2008).

Os objetivos desse trabalho foram realizar a caracterizagdo uma populacio de S. aureus provenientes de casos de
mastite clinica e subclinica de rebanhos do Estado de Minas Gerais, Brasil, quanto a diversidade populacional, por meio
das técnicas de tipagem de PFGE e MLVF, comparar o resultado da tipagem dessas duas técnicas e realizar a prospec¢ao
dos genes de viruléncia codificadores das proteinas do fator de aglutinacdo (CIfA e CIfB), da proteina de ligacao a
fibronectina (FnBPA), das toxinas (Hla e Luk-ED) e da proteina de ligacdo a elastina (Ebps), através de PCR (Reag¢do em
Cadeia da Polimerase).

MATERIAL E METODOS
Isolados bacterianos. Foram utilizados 76 isolados de S. aureus provenientes de 22 rebanhos de bovinos leiteiros
do Estado de Minas Gerais, Brasil, coletados no periodo de janeiro a setembro de 2004. Deste total, 31 amostras sdo
provenientes de casos mastite clinica e o restante (45) proveniente de casos de mastite subclinica. Os municipios aos
quais pertenciam os rebanhos, bem como o nimero de amostras de origem clinica e subclinica dentro dos rebanhos
estdo descritos no quadro 1.
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Quadro 1: Municipios de Minas Gerais, Brasil nos quais os isolados foram coletados, rebanhos nos municipios
e numero de isolados de origem clinica e subclinica em cada rebanho:

Rebanhos e Isolados

Municipio S: Subclinica/ C:Clinica
Lavras R1(1S;1C), R31(1C;1S)
Ijaci R3 (5S;30)
Ingai R4(2S;1C), R11(2S;1C), R21(1S;1C), R24(1S;10),
R27(4S;2C)
Perdoes R7(2S;1C)
Bom Sucesso R12(2S;1C), R30(1S;1C)
Itutinga R13(1S;1C), R15(3S;1C)
Nazareno R14(1S;1C), R16(5S;3C)
Carrancas R17(2S;1C)
Ribeirao Vermelho R19(2S;2C)
Itumirim R22(1S;1C), R23(1S;2S)
Nepomuceno R29(2S;1C)

Sdo Gongalo do Sapucai  R34(3S;2C)
Trés Coragoes R36(2S;2C)

A caracterizagdo fenotipica dos isolados foi realizada previamente por meio de testes de triagem que incluiram
a morfologia macroscépica e microscopica, testes de catalase, oxidase, coagulase e producao de acetoina (teste de
Voges Proskauer), realizados e interpretados segundo o National Mastitis Council (NMC 2004). Isolados
fenotipicamente identificados como S. aureus foram submetidos a identificacao genotipica por meio de PCR espécie-
especifica para o gene femA, de acordo com Costa et al. 2012. Os isolados utilizados neste estudo foram estocados em
caldo glicerinado, em ultrafreezer em temperatura de -70°C, até a execugdo dos testes.

Pulsed-field Gel Eletroforesis (PFGE). A técnica de PFGE foi utilizada para avaliar a diversidade genética das
amostras, sendo utilizado um dispositivo de campo elétrico homogéneo (CHEF DRII, Bio-Rad®, Estados Unidos). Os
isolados de S. aureus foram semeados em Agar BHI (brain heart infusion) (Sigma-Aldrich®, India) e incubados em estufa
bacteriolégica durante 18 h a 37° C. No dia seguinte uma coldnia isolada de cada amostra foi transferida para tubos
contendo 3 mL de caldo BHI (brain heart infusion) (Sigma-Aldrich®, India) que foram incubados em estufa
bacterioldgica a 37° C por 20 a 24 horas. Os pellets foram obtidos por centrifugacdo de 650 pl das culturas a 12000g
durante trés minutos e ressuspensos em 350 pl de TE (10mM Tris HCI, 5 mM EDTA, pH 8,0). Em cada amostra foi
adicionado 350 pl de agarose low melting (Bio-Rad®, Estados Unidos) fundida a 2% e mantida a 55°C até o momento
do uso, essa mistura foi utilizada para preencher os moldes. Os plugs, apds a solidificacdo, foram incubados por no
minimo 4 horas a 37°C em Tampao EC (6mM Tris HCl, 1 M NacCl, 100 mM EDTA, 0,5% Brij-L23, 0,2% deoxicolato de
sédio, 0,5% de laurosilsarcosina) e lisostafina (1 mg/mL). Os plugs foram entdo lavados cinco vezes em TE (10mM Tris
HCl, 5 mM EDTA, pH 8,0) e armazenados em 3 mL de TE a 4°C até o momento do uso. Uma fatia de 3 mm de cada plug
foi incubada em 100 pl de tampao de endonuclease de restricdo (Sigma-Aldrich®, India) a 37°C por 30 minutos. O
tampao foi entdo descartado e o plug digerido em 100 pl de solucdo de endonuclease de restricio contendo 20U da
enzima Smal (Sigma-Aldrich®, India) por 24 horas a 37°C. Apés a restrigdo com Smal, os plugs foram colocados nos
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pocos do gel de agarose 1,5% em TBE 0,5X (0,9 M Tris Base, 0,9 M Acido Bérico, 1 mM EDTA pH 8,0) a 14 °C. O marcador
Lambda PFG Marker (New England Biolabs®, Estados Unidos) foi incluido como padrdo de tamanho molecular. O gel
correua 6 V/cm por 23 horas com um tempo de pulso inicial de 5 segundos e pulso final de 40 segundos. Os géis foram
corados com brometo de etidio (50 pg/mL) e fotografados sob luz ultravioleta no L-Pix Chemi Photo Digitizer (Loccus
Biotecnologia®, Brasil). O padrao de bandas dos géis foi analisado visualmente e utilizando-se o software Bionumerics
versdo 7.5 (Applied Maths®, Bélgica), construindo-se dendogramas de representacdo hierarquica das ligacdes entre
os isolados. As bandas foram automaticamente atribuidas pelo computador e corrigidas manualmente depois que as
imagens originais foram verificadas e avaliadas visualmente. A analise de agrupamento foi realizada com base no
coeficiente de Dice e no método de grupo de pares ndo ponderados com média aritmética (UPGMA) utilizando 1,5%
de otimizacdo e 2% de tolerancia. A minimum spanning tree (MST) foi gerada para avaliar a associagdo dos padrdes de
agrupamento dos isolados pela PFGE e clusters encontrados pelo MLVF, apresentacao clinica, rebanhos e municipios.
MST utilizada tem o maior escore geral de confiabilidade e foi montada utilizando o UPGMA para calcular a matriz de
distancia no Algoritimo de Prism associado com a regra de prioridade e a reamostragem de permutacio (Feil et al.
2004). O dendrograma foi avaliado com 100% de similaridade e atribuindo um ponto de corte de 80%.

Multilocus variable-number tandem repeat fingerprinting (MLVF). As analises de MLVF foram realizadas
utilizando os iniciadores descritos por Sabat et al. 2003 (MATERIAL SUPLEMENTAR). A extracdo e purificacdo do DNA
dos isolados foram realizadas seguindo-se o protocolo descrito por Oliveira et al. 2002. O kit Multiplex PCR (Qiagen®,
Alemanha) foi utilizado em uma reacdo de volume total de 10 ul contendo 5 pl de Master Mix Multiplex, 3 pl de agua
Milli-Q, 1 pul de DNA (50 ng/ pl) e 2 pl de um pool dos iniciadores (1 pM de cada iniciador).

As amostras foram colocadas em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems®, Estados
Unidos) programado para desnaturagdo inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 53
°Cpor 30 segundos e 72 °C por 30 segundos, com uma extensao final a 72 °C por 5 minutos. A eletroforese dos produtos
de PCR foi realizada em gel de agarose 2%, a 80 volts, durante duas horas. Utilizou-se DNA ladder de 100 pares de
bases (pb) (Ludwig®, Brasil). Os géis foram corados com brometo de etidio (50 pg/mL) e as imagens capturadas em
transluminador L-Pix Chemi Photo Digitizer (Loccus Biotecnologia®, Brasil). O padrido de bandas dos géis foi analisado
visualmente e por meio do software Bionumerics versao 7.5 (Applied Maths®, Bélgica), construindo-se dendogramas
de representa¢do hierarquica das ligacdes entre os isolados. As bandas foram automaticamente atribuidas pelo
computador e corrigidas manualmente depois que as imagens originais foram verificadas e avaliadas visualmente. A
analise de agrupamento foi realizada com base no coeficiente de Dice e no método de grupo de pares ndo ponderados
com média aritmética (UPGMA). A MST foi gerada para avaliar o padrao de agrupamento da MLVF com o maior escore
geral de confiabilidade e foi montada utilizando o UPGMA para calcular a matriz de distancia no Algoritimo de Prism
associado com a regra de prioridade e a reamostragem de permutacio (Feil et al. 2004). O dendrograma foi avaliado
com 100% de similaridade e atribuindo um ponto de corte de 80%.

Determinagéo do indice numérico de discriminagio (ID). O poder discriminatoério das técnicas de PFGE e
MLVF foi determinado de acordo com o indice numério descrito por Hunter & Gaston 1988 (http: //
insilico.ehu.eus/mini_tools/discriminatory_power/index.php). O valor de ID indica a probabilidade que dois isolados
selecionados aleatoriamente da populacgao teste sejam classificados em diferentes genétipos.

Pesquisa dos genes de viruléncia. A presenca dos genes de viruléncia codificadores das proteinas do fator
de aglutinagdo (CIfA e CIfB), da proteina de ligacdo a fibronectina (FnBPA), das toxinas (Hla e Luk-ED) e da proteina de
ligacdo a elastina (Ebps) foi avaliada por meio da PCR.

Foram realizadas reagdes individuais para cada um dos genes-alvo, contendo tampao 1X, 0,25mM de
cada dNTP, 2,5mM MgCl2, 0,25 mM de cada iniciador, 1,5U Taq polimerase e 50 ng de DNA molde. A amplifica¢io foi
realizada em termociclador GeneAmp®PCR System 9700 (Applied Biosystems®, Estados Unidos) programado para
desnaturacgao inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 53 °C por 30 segundos e 72
°C por 30 segundos, com uma extensao final a 72°C por 5 minutos. Utilizou-se DNA Ladder de 100 pb (Ludwig®, Brasil).
Os iniciadores utilizados foram descritos por Jarraud et al. (2002), Tristan et al. (2003) e Ster et al. (2005). Os
fragmentos de DNA amplificados foram visualizados ap6s eletroforese em gel de agarose (1,5%, p/v), corados com
solucdo de brometo de etidio etidio (50 pg/mL). O registro das imagens foi feito em fotodocumentador L-Pix Chemi
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Photo Digitizer (Loccus Biotecnologia®, Brasil). Os resultados foram agrupados em quatro perfis de viruléncia e as
analises estatisticas realizadas pelo Teste de Fisher, com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS
Genotipagem (PFGE e MLVF)
As andlises da PFGE apontaram 48 pulsotipos entre os 76 isolados analisados e o indice de discriminag¢do da

técnica foi de 0,97, considerando 100% de similaridade. Ao estabelecer um ponto de corte de 80% de similaridade o
indice de discriminagio caiu para 0,62 e foi possivel dividir os isolados em 7 clusteres e 3 singletons. O cluster C1 foi o
que compilou o maior niimero de isolados (45) e teve isolados representantes de 19 dos 22 rebanhos em estudo. Na
sequéncia apresentada pela figura 1 o cluster C2 (3 isolados), C3 (11 isolados), C4 (2 isolados), C5 (6 isolados), C6 (3
isolados), C7(3 isolados). Ndao houve associacdo entre os agrupamentos da analise de PFGE e a apresentacdo clinica.

As andlises de MLVF apontaram 28 perfis moleculares nos 76 isolados analisados e o indice de discriminacdo da
técnica foi de 0,87, considerando 100% de similaridade. Ao estabelecer um ponto de corte de 80% de similaridade, foi
possivel dividir os isolados em 5 clusteres e 9 singletons, com indice de discrimina¢do de 0,51. O cluster C1 foi o maior,
contendo 53 isolados, seguido de C2 e C5 (4 isolados) e C3 e C4 (3 isolados) (figura 2). Das 45 amostras pertencentes
ao C1 de PFGE, 43 pertenciam ao C1 de MLVF, mostrando uma concordancia de 95,5% entre as técnicas nos clusteres
predominantes. O C3 de PFGE contém dois isolados que fazem parte do C3 de MLVF, assim como o C5 de PFGE tem
dois isolados pertencentes ao C2 de MLVF. Dois dos trés singletons de PFGE também foram determinados como
singletons pelo MLVF (80% de similaridade). O cluster C2 de MLVF conteve 3 isolados de origem clinica e 1 isolado de
origem subclinica, enquanto o cluster C5 dessa mesma técnica conteve 3 isolados de origem subclinica e apenas 1
isolado de origem clinica (80% de similaridade) (figura 2).

A figura 3 representa a MST da técnica de PFGE para todos os isolados e as cores mostram os 5
clusteres e 9 singletons observados pela técnica de MLVF com ponto de corte de 80% de similaridade. Em verde
observa-se as amostras do cluster C1 de MLVF que se encontram estreitamente relacionadas também pela técnica de
PFGE. A figura 4 representa a MST da técnica de MLVF e as cores mostram os mesmos 5 clusteres e 9 singletons
definidos por essa técnica (80% similaridade) e observados na figura 3.
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Fig.1. Dendograma dos 76 isolados de Staphylococcus aureus provenientes de vacas com mastite clinica e subclinica
de 22 rebanhos leiteiros de Minas Gerais, Brasil, utilizando os resultados obtidos pela técnica de PFGE com 100 e 80%
de similaridade. A identificagdo dos isolados representa o niimero de identificagcdo do rebanho, a apresentagao clinica

e a identificagcdo das amostras. Cores apresentam os clusteres e singletons considerando 80% de similaridade.
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Fig.2. Dendograma dos 76 isolados de Staphylococcus aureus provenientes de vacas com mastite clinica e subclinica
de 22 rebanhos leiteiros de Minas Gerais, Brasil, utilizando os resultados obtidos pela técnica de MLVF com 100 e 80%
de similaridade. A identificacdo dos isolados representa o niimero de identificagdo do rebanho, a apresentacao clinica
e a identificagcdo das amostras. Cores apresentam os clusteres e singletons considerando 80% de similaridade.
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Fig. 3. Minimum spanning tree (MST) apresentando o agrupamento da técnica de PFGE dos 76 isolados de
Staphylococcus aureus provenientes de vacas com mastite clinica e subclinica de 22 rebanhos leiteiros de Minas Gerais,
Brasil. Esta MST é a que apresenta o maior escore geral de confiabilidade e foi calculada utilizando UPGMA (método
de grupo de pares ndo ponderados utilizando médias aritméticas) associado a regra de prioridade e reamostragem de
permutacdo. Cores apresentam os cinco clusteres (C) e nove singletons (S) determinados pela técnica de MLVF com
ponto de corte de 80% de similaridade.
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Fig. 4 Minimum spanning tree (MST) apresentando o agrupamento da técnica de MLVF dos 76 isolados de
Staphylococcus aureus provenientes de vacas com mastite clinica e subclinica de 22 rebanhos leiteiros de Minas Gerais,
Brasil. Esta MST é a que apresenta o maior escore geral de confiabilidade e foi calculada utilizando UPGMA (método
de grupo de pares ndo ponderados utilizando médias aritméticas) associado a regra de prioridade e reamostragem de
permutacao. Cores apresentam os cinco clusteres (C) e nove singletons (S) determinados pela técnica de MLVF com
ponto de corte de 80% de similaridade.

Pesquisa de genes de viruléncia

Todos os 76 isolados testados foram positivos para os genes de viruléncia codificadores das proteinas do fator de
aglutinacao (CIfA e CIfB), da proteina de ligacdo a fibronectina (FnBPA) e da toxina Hla. Em 97,4% (n=74) e 26,3%
(n=20) dos isolados foram detectados os genes que codificam para a toxina Luk-ED e para a proteina de ligacao a
elastina (Ebps), respectivamente. Os perfis genéticos de viruléncia sdo apresentados no quadro 2.



87

Quadro 2. Perfis génicos de viruléncia encontrados em amostras de Staphylococcus aureus isolados de mastite
em rebanhos bovinos de Minas Gerais, Brasil

Perfil/Gene CclifA CifB FnBPA Hla Luk-ED Ebps N° de amostras
Perfil 1 + + + + - 552
Perfil 2 + + + + + 19v
Perfil 3 + + + + - - 1c
Perfil 4 + + + + - + 1c

abcaRepresentam frequéncias diferentes entre os perfis - Teste Exato de Fisher (p<0,05)

DISCUSSAO

Estudos de genotipagem fornecem evidéncias laboratoriais de que isolados epidemiologicamente relacionados, ou
seja, coletados em determinada regido e periodo, também possuem relagdes genéticas auxiliando na compreensao das
vias de disseminacdo de cepas dentro e entre rebanhos (Tenover et al. 1995, Le Maréchal et al. 2011). A maioria (19)
dos rebanhos analisados continha isolados que foram agrupados no cluster C1 pela técnica de PFGE, considerando
80% de similaridade, e este cluster correspondia em 95,5% ao cluster predominante da técnica de MLVF. E possivel
especular que os isolados pertencentes a esse grupo majoritirio possuem caracteristicas que favorecem sua
persisténcia na glandula mamaria e sua disseminacdo entre os animais. Diferentes pesquisadores (Buzolla et al. 2001,
Cabral et al. 2004, Piccinini etal. 2010) também propuseram que isolados predominantes possuem caracteristicas que
conferem vantagens sobre outras cepas para sobreviver no ambiente e colonizar o tibere bovino.

Outros trabalhos, utilizando diferentes técnicas de tipagem para S. aureus provenientes de mastite bovina tem
relatado resultados equiparaveis. Costa et al. 2012 estudaram por meio da técnica de RFLP uma populacdo de S. aureus
isolados de rebanhos brasileiros e observaram a existéncia de clones predominantes dipersos entre os rebanhos que
respondiam pela maioria das infec¢des. Lundberg et al. 2014 trabalharam com 185 isolados a partir de rebanhos da
Suécia pela técnica de PFGE e observaram que apenas trés pulsotipos caracterizavam 74% dos isolados. Boss et al.
2016 analisaram 456 cepas de 12 paises pelas técnicas de RS-PCR (Ribossomal spacer-PCR), spa typing e MLST e
também concluiram que alguns clones de S. aureus sdo predominantes dentro das populagoes.

Considerando os agrupamentos pela técnica de MLVF (80% de similaridade), 75% dos isolados do cluster C2 eram
provenientes de casos de mastite clinica, por outro lado, 75% dos isolados do cluster C5 vieram de animais com mastite
subclinica. Esses grupos de isolados podem conter caracteristicas que os tornam mais especializados para causar
determinada apresentacao clinica e este fato pode ser melhor investigado através de uma avaliagdo mais aprofundada
desses isolados, como por exemplo, o sequenciamento genémico. Zadoks et al. (2000) relataram a ocorréncia de
associa¢des entre diferentes linhagens e a severidade do processo inflamatério na glandula mamaria, aferida através
da contagem de células somaticas no leite, porém, os préoprios autores relataram a necessidade de mais estudos para
realizar correlagoes definitivas entre as caracteristicas da doenca e o perfil molecular dos isolados.

A observacdo de agrupamento de isolados provenientes de mastite clinica e subclinica foi restrita aos dois clusteres
de MLVF citados, desta forma, na maior parte das vezes, as caracteristicas genéticas estudadas nao estavam
relacionadas ao tipo de mastite que os isolados originaram. Embora seja inquestionavel o papel dos fatores de
viruléncia na patogénese bacteriana, segundo Aitken et al. (2011), a gravidade da mastite muitas vezes esta
relacionada a fatores inerentes a reposta imune do animal acometido, que pode variar, por exemplo, de acordo com o
periodo da lactagido, das condi¢des ambientais, da ocorréncia de doengas concomitantes, dentre outros fatores. Ja foi
comprovado que bovinos possuem determinantes genéticos especificos que podem predispor a mastite e determinar
a severidade dos casos (Yuan et al. 2012, Chen et al. 2018).

As técnicas de PFGE e MLVF apresentaram indices discriminatérios equiparaveis, 0,87 e 0,97 (100% de
similaridade) e 0,51 e 0,62 (80% de similaridade) para MLVF e PFGE, respectivamente, mas PFGE foi ligeiramente
mais discriminatéria. Ao comparar as figuras 3 e 4 também é possivel observar que PFGE foi mais discriminatéria,
determinando grupos menores e isolados geneticamente mais distantes que os apresentados pela MLVF na figura 4.
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Deve-se ressaltar que MLVF foi capaz de tipificar todos os isolados do estudo e pemitiu formar agrupamentos
parcialmente relacionados aos da PFGE (figura 3), desta forma, MLVF caracterizou-se como uma boa técnica de
tipagem para estudar isolados provenientes de casos de mastite clinica e subclinica. Esta técnica também tém sido
utilizada com sucesso para tipificar isolados de S. aureus de origem humana (Karynski et al. 2008) e isolados
resistentes a meticilina (Glasner et al. 2013). Caracteriza-se por ser uma técnica mais barata, de execu¢do mais rapida,
mais facil e exige equipamentos menos sofisticados para execucdo do que a PFGE (Malachowa et al. 2005).

S. aureus pode produzir uma gama de fatores de viruléncia, como adesinas, enzimas, toxinas dentre outros e a
combinagio de tais fatores influencia na progressdo da infec¢do (Ote et al. 2011, Peton & Le Loir 2014). No entanto,
existe a dificuldade de se entender a relagdo entre os fatores de viruléncia e as caracteristicas da doenca que se
desenvolve em fungdo da infec¢do por determinadas cepas. Embora varios estudos tenham sido realizados, até o
momento nio foi possivel definir um conjunto de fatores de viruléncia que esteja associado a mastite bovina ou aos
tipos de manifestacdes dessa doenga apresentadas pelos animais. As andlises desse estudo mostraram ampla
distribuicao dos genes de viruléncia pesquisados (fnBPA, clfA, clfB, hla, luk-ED) entre os isolados, com exce¢do do gene
codificador da proteina de ligacdo a elastina (ebps) que esteve presente em apenas 26,3% dos isolados. Nao foi
observada associacdo entre os perfis de viruléncia estabelecidos e forma de apresentacdo da doenga (clinica e
subclinica) ou com os agrupamentos das técnicas de PFGE e MLVA. Esta falta de associagdo pode ser decorrente da
ampla distribuicdo dos genes nos isolados com consequente formagdo de um nimero restrito de perfis (4). A extensa
presenca desses genes nessas amostras pode indicar associagcdo desses fatores de viruléncia com a ocorréncia da
mastite nessa regido. A relevancia destes genes ja foi estabelecida na patogénese de infec¢des estafilococicas em seres
humanos e animais (Park et al. 1996, O’Neill et al. 2008, Ashraf et al. 2017, Zhao et al. 2017) mas, considerando a
diversidade de fatores de viruléncia que podem estar presentes nesse patégeno (Ferry et al. 2005, Haveri et al. 2008,
Almeida et al. 2013, Foster et al. 2014) é preciso realizar outros estudos para conclusées mais concretas, uma vez que
foi pesquisado um nimero restrito de genes (6).

As FnBPs ou proteinas de ligacdo a fibronectina tém sido envolvidas na invasdo intracelular (Dziewanowska et al.
1999), medeiam a adesido as plaquetas através da ligacdo a fibronectina e fibrinogénio (Heilmann et al. 2004) e foram
relacionadas ao inicio da formacao dos biofilmes (O’Neill et al. 2008). Quando se trata da relagdo com a mastite, essas
proteinas ja foram relacionadas ao aumento da capacidade de colonizacdo de glaindulas mamarias (Brouillete et al.
2003) e estiveram presentes em 63, 5% de 85 isolados de mastite do Sudeste brasileiro (Klein et al. 2012). Os fatores
de aglutinacdo (CIfA e CIfB) interagem com o fibrinogénio sendo importantes na adesao as células do hospedeiro bem
como na evasdo do sistema imune (Scali et al. 2015). CIfA esta envolvido na agregacao plaquetaria (Kerrigan et al.
2008) e na invasao de células epiteliais de glandulas mamarias bovinas (Ashraf et al. 2017), além de ter sido colocado
como um bom antigeno para o desenvolvimento de vacinas (Gong et al. 2010). A presenga do gene clfA foi associada a
manifestacdo de mastite clinica em bovinos e bubalinos (Yadav et al. 2015). Tanto CIfA e quanto CIfB foram
recentemente descritos como amplamente disseminados em isolados de mastite bovina em rebanhos da Suécia e da
Australia (Gogoi-Tiwari et al. 2015, Artursson et al. 2016). No Brasil, o gene cIfB foi detectado em 91% dos isolados
provenientes de rebanhos do Sudeste do pais (Klein et al. 2012).

A hemolisina Hla e a leucocidina LukED, bem como outras toxinas semelhantes que estdo presentes em muitos
isolados de S. aureus, sdo capazes de danificar as células do hospedeiro devido aos seus efeitos citoliticos. Além de seu
papel na viruléncia, foi recentemente relatado que o gene hla tem um papel que pode ser importante para a
caracterizacdo molecular de S. aureus (Zhang et al. 2018). Hla foi expressa em 37% de isolados bovinos, 59% de
isolados humanos portadores assintomaticos e 13% de isolados de septicemia, sendo que todos os isolados estudados
eram genotipicamente positivos para esta toxina (Aarestrup etal. 1999). Um estudo com isolados de mastite do estado
do Rio de Janeiro encontrou a frequéncia de 24% de positivos para o gene hla, nao estando de acordo com a alta
frequéncia descrita no presente estudo, porém eles estudaram amostras apenas de origem subclinica (Coelho et al.
2011). Leucocidinas produzidas por isolados de mastite foram muito ativas em polimorfonucleares de bovinos,
mostrando a importancia dessas toxinas na patogénese da mastite (Rainard et al. 2003). Tanto Hla quanto LukED
foram descritas como amplamente disseminadas em dois rebanhos bovinos estudados na Finlandia (Haveri et al.
2008).
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0 gene que codifica a proteina de ligacao a elastina (ebps) foi o inico dentre os pesquisados que foi encontrado em
uma baixa frequéncia (26,3%) neste estudo. A proteina de ligacdo a elastina medeia a ligagdo entre a bactéria e a
elastina, que é um dos principais compenentes da matriz extracelular (Park et al. 1996). O gene ebps foi identificado
em 58% de um total de 157 cepas de S. aureus provenientes de humanos (assintomaticos, portadores de endocartite
e de osteomielite) (Tristan et al. 2003). Ao examinar isolados de S. aureus provenientes de casos de mastite em ovelhas
de rebanhos do Nordeste brasileiro, o gene ebps nao foi identificado em nenhuma das amostras (Almeida et al. 2013).

CONCLUSOES

As técnicas de genotipagem PFGE e MLVA se mostraram efetivas para agrupar os isolados de S. aureus
provenientes de mastite clinica e subclinica deste estudo, mostrando que existem tipos genéticos predominantes
causando mastite e estes estio amplamente disseminados entre diferentes rebanhos. Embora a PFGE tenha sido
ligeiramente mais discriminatéria, a MLVF também se confirmou como uma boa técnica de tipagem, permitindo um
agrupamento que refletia parcialmente o agrupamento demonstrado pela PFGE. A MLVF, com um nivel de similaridade
de 80%, apresentou um cluster com predominio de amostras clinicas e outro com amostras subclinicas em
predominancia.

Todos isolados testados foram positivos para os genes de viruléncia codificadores das proteinas do fator de
aglutinacao (CIfA e CIfB), da proteina de ligacdo a fibronectina (FnBPA) e da toxina Hla. Em 97,4% e 26,3% dos isolados
foram detectados os genes que codificam para a toxina Luk-ED e para a proteina de ligacdo a elastina (Ebps),
respectivamente. Isso mostra que esses fatores de viruléncia, exceto Ebps, podem estar associados a ocorréncia da
mastite nessa regido.

Este estudo contribue para o entendimento da patogénese da mastite no Estado de Minas Gerais, Brasil e
demonstrou que a técnica de MLVF pode ser utilizada como uma alternativa para a tipagem de S. aureus.
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MATERIAL SUPLEMENTAR:
Quadro 1. Iniciadores utilizados nos testes de PCR para a identificacdo genotipica dos isolados (gene femA), para a
Multilocus variable-number tandem repeat analysis (MLVA) e pesquisa dos genes de viruléncia codificadores das
proteinas do fator de aglutinacio (CIfA e CIfB), da proteina ligante a fibronectina (FnBPA), das toxinas (Hla e Luk-ED)
e da proteina de ligacdo a elastina (Ebps)

Genes Tamanhos dos A ) o Referéncias dos
Sequéncia (5’-3") s
alvos produtos iniciadores
MLVA F: GATTCTGACCCAGGTTCAGA
- Sabat et al. 2003
clfa R: CTGTATCTGGTAATGGTTCTTT
MLVA F: ATGGTGATTCAGCAGTAAATCC
- Sabat et al. 2003
clfB R: CATTATTTGGTGGTGTAACTCTT
MLVA F: GTAACAATTACGGATCATGATG
- Sabat et al. 2003
sdrCDE R: TACCTGTTTCTGGTAATGCTTT
MLVA F: AGCACCAAAAGAGGAAGACAA
Sabat et al. 2003
spa - R: GTTTAACGACATGTACTCCGT
MLVA F: ATCMATTTYGCMAAYGATGACCA
Sabat et al. 2003
sspA - R: TTGTCTGAATTATTGTTATCGCC
F: AAA AAAGCACATAACAAGCG
femA 132 pb Costaetal. 2012
R: GATAAAGAAGAAACCAGCAG
F: TGCAACTACGGAAGAAACGCCG
clfa 104 pb Ster etal. 2005
R: CCTCCGCATTTGTATTGCTTGATTG
F: TGCAAGTGCAGATTCCGAAAAAAAC
clfB 194 pb Ster etal. 2005
R: CCGTCGGTTGAGGTGTTTCATTTG
F: CGACACAACCTCAAGACAATAGCGG
fnBPA 132 pb Ster etal. 2005
R: CGTGGCTTACTTTCTGATGCCGTTC
F: GCGAAGAAGGTGCTAACAAAAGTGG
hla 195 pb Ster etal. 2005
R: CGCCAATTTTTCCTGTATCATCACC
F: CATCCAGAACCAATCGAAGAC )
ebps 186 pb Tristan et al. 2003
R: CTTAACAGTTACATCATCATGTTTATCTTTG
F: TGAAAAAGGTTCAAAGTTGATACGAG
Iuk-ED 269 pb Jarraud et al. 2002
R: TGTATTCGATAGCAAAAGCAGTGCA
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ARTIGO 3 - Normas da Revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinéria e Zootecnia

Genotipagem por PFGE e fatores de viruléncia em Staphylococcus aureus isolados de mastite
bovina de rebanhos brasileiros
Genotyping by PFGE and virulence factors in Staphylococcus aureus strains isolated from

bovine mastitis in Brazilian herds

RESUMO: A mastite é a doenca que mais causa prejuizos aos rebanhos leiteiros em todo o
mundo e Staphylococcus aureus se destaca com um de seus principais agentes etiologicos.
Este patdgeno possui uma variedade de fatores de viruléncia que permitem que colonize e se
mantenha no organismo do hospedeiro. Os objetivos deste estudo foram caracterizar uma
populacgéo de 153 isolados de S. aureus coletados entre os anos de 1994 e 2014 e provenientes
de sete estados brasileiros através da técnica de Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE) e
pela prospeccao por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) dos genes de viruléncia
codificadores dos fatores de aglutinacdo (CIfA e CIfB), da proteina de ligagdo a fibronectina
(FnBPA), da proteina de ligacdo a elastina (Ebps), da proteina de ligagcdo ao colageno (Cna)
e das toxinas (Hla, HIb e Luk-ED). A genotipagem por meio de PFGE apontou 93 genotipos
(100% de similaridade). Os isolados foram organizados em 26 grupamentos e 20 genotipos
unicos (90% similaridade). Foram observados grupamentos com predominio de certos
pulsotipos em determinados estados, com grande variacdo no ano de isolamento e na origem
dos isolados. Os genes de viruléncia foram encontrados em diferentes frequéncias: clfA em
84,3%; clfB e hlb em 81%; hla em 71,2%; fnBA em 82,3%; cna em 94,7%; ebps em 58%);
IuKED em 98% dos isolados. Foram observados 40 perfis de viruléncia que ocorreram em
frequéncias variaveis na populacédo. A existéncia de genétipos predominantes que ocorreram
em varios estados e ao longo do periodo estudado sugere que estes gendtipos sejam mais bem
adaptados, possuindo caracteristicas que Ihes favorecam na relacdo hospedeiro/parasito. Os
oito genes de viruléncia pesquisados foram amplamente distribuidos na populagéo e por se

tratar de genes que codificam proteinas importantes para a patogénese de S. aureus na mastite
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bovina podem ser interessantes no desenvolvimento de vacinas contendo as proteinas por

eles codificadas como antigenos.

Palavras-chave: PFGE, S. aureus, genotipagem, fatores de viruléncia, infeccdo mamaria.

ABSTRACT: The bovine mastitis is a disease that causes greater economic losses
worldwide and Staphylococcus aureus stands out with one of its main etiological agents.
This pathogen has a variety of virulence factors that allow it to colonize and remain in the
host organism. The objectives of this study were to characterize a population of 153 S. aureus
strains isolated between 1994 and 2014 and from seven Brazilian states using the Pulsed-
field Gel Electrophoresis (PFGE) technique and the prospection of the virulence genes
coding for (CIfA and CIfB), fibronectin binding protein (FnBPA), elastin binding protein
(Ebps), collagen binding protein (Cna) and toxins (Hla, HIb and Luk-ED), by means of the
Polymerase Chain Reaction (PCR). The PFGE technique pointed 93 genotypes (100%
similarity). The isolates were organized in 26 clusters and 20 unique genotypes (90%
similarity). Groupings were observed with predominance of certain pulsotypes in certain
states, with great variation in the year of isolation and in the origin of the isolates. Virulence
genes were found in different frequencies: clfA in 84.3%; clfB and hlb in 81%; hla in 71.2%;
fnBA in 82.3%; cna in 94.7%; ebps in 58%; IUKED by 98% of the isolates. It was found 40
virulence profiles that occurred at variable frequencies in the population. The existence of
predominant genotypes occurring in several states and over time shows that these genotypes
are more adapted, having characteristics that favor them in the relashionships parasite/host.
The eight virulence genes investigated that encode proteins important for the pathogenesis of
S. aureus in bovine mastitis were widely distributed in the population suggest that they may
be interesting in the development of vaccines containing the proteins coded by them as

antigens.
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Key-words: PFGE, S. aureus, genotyping, virulence factors, mammary infection.

INTRODUCAO

A bovinocultura de leite esta entre as principais atividades agropecuarias brasileiras
(Rigolin-s& et al., 2014) levando o pais a um lugar de destaque no cenario mundial, tendo
sido colocado em 2016 como o quarto maior produtor de leite no mundo, atr&s apenas de
Estados Unidos, india e China (IBGE, 2016). A mastite é a doenca que mais causa prejuizos
a este ramo do agronegocio, sendo estes decorrentes dos com gastos medicamentos, descarte
precoce de animais, queda na producdo dos animais afetados, servicos veterinarios nas
propriedades e também aos laticinios, devido a alteracdes na composicdo do leite que
diminuem o rendimento e a qualidade dos derivados lacteos (Keefe, 2012; Acosta et al.,
2016; Gomes e Henriques, 2016). Trata-se de uma doenca de cunho multifatorial,
destacando-se em sua etiologia os agentes bacterianos (Talbot e Lacasse, 2005).

Entre os patdgenos causadores da doenca, destaca-se S. aureus, considerado o
principal patégeno causador de mastite bovina em varios paises (Tenhagen et al., 2006;
Abebe et al., 2016; Hoque et al., 2018). No Brasil, este agente € encontrado em rebanhos de
varios estados com frequéncias de isolamento que variam de 12,6% a 70,9% (Brito et al.,
1999; Andrade et al., 2000; Costa, 2008; Langoni et al., 2009; Zanette et al., 2010; Bandeira
et al., 2013). Esta bactéria esta envolvida em quadros de mastite clinica e subclinica com
aumento nas contagens de células somaticas no leite (Halasa et al., 2009; Deb et al., 2013;
Botaro et al., 2015). Além disso, animais infectados podem atuar como reservatérios, levando
a disseminacdo dos patdgenos que podem se adaptar causando doencas em humanos
(Fitzgerald, 2012). Portanto, ele também ¢é importante para a saude publica, pois pode causar
diversas enfermidades em humanos e ser altamente resistente aos antimicrobianos (Chambers
e DelLeo, 2009).

S. aureus e capaz de produzir uma ampla variedade de fatores de viruléncia que
podem atuar em diferentes momentos do processo infeccioso (Fluit, 2012). No inicio, para

gue ocorra a sua adesdo as células do hospedeiro, o patdgeno expressa moléculas ligadas a
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sua superficie tais como o &cido teicdico, a proteina A (SpA), os fatores de aglutinacao (CIfA

e CIfB), as proteinas que se ligam a fibronectina (FNnBPA e FnBPB), ao coldgeno (Cna), ao
fibrinogénio (Efb), a vitronectina e a elastina (Ebps) (Ferry et al., 2005). Ap6s a colonizagéo,
sdo produzidas uma grande variedade de outros fatores para obter nutrientes, invadir,
sobreviver e se disseminar nos tecidos do hospedeiro, dentre estes estdo enzimas e
exotoxinas, como a, 3, Y € & hemolisinas, leucotoxinas e enterotoxinas capazes de danificar
as células hospedeiras devido as ac@es citoliticas (Novick, 2003; Shompole et al., 2003;
Foster, 2005). Embora se saiba que muitos desses fatores de viruléncia contribuem para a
colonizacdo e infeccdo da glandula mamaria, 0os mecanismos que propiciam a evolucdo da
doenca para as diversas manifestacfes clinicas ainda ndo foram totalmente compreendidos
(Zecconi e Scali, 2013; Peton e Loir, 2014). Estudos vem mostrando a importancia de avaliar
as combinacGes desses fatores para entender melhor a patogénese das infecgdes
estafilococicas (Zecconi et al., 2006; Taverna et al., 2007).

Trabalhos que empregaram diferentes técnicas de genotipagem demonstraram que 0s
isolados de S. aureus encontrados nos rebanhos sdo geneticamente heterogéneos, embora
com a existéncia de genotipos predominantes (Saei et al., 2009; Ote et al., 2011; Costa et al.,
2012; Klein et al., 2012). Tal fato requer a necessidade de estudos que permitam caracterizar
melhor as cepas circulantes nos rebanhos e a geracdo de informacgdes que possam ser
utilizadas no controle da doenca.

Entre as técnicas mais utilizadas para caracterizacdo genotipica de S. aureus estdo a
Pulsed-field Gel Electrophosis (PFGE) (Adkins et al., 2016), Multilocus sequence type
(MLST) (Smith et al., 2005), Multilocus variable-number tandem repeat analysis (MLVA)
(Sobral et al., 2012), Multiple locus variable-number tandem repeat fingerprinting (MLVF)
(Kosecka-Strojek et al., 2016) e Restriction Fragment Lenght Polimorphism (RFLP) (Costa
et al., 2012). A técnica de PFGE é considerada o padrdo ouro para genotipagem de isolados
de S. aureus (Goering, 2010), sendo utilizada para caracterizar isolados de mastite bovina
(Bonsaglia et al., 2018), de outros animais e de humanos (Liu et al., 2018), isolados

multirresistentes a agentes antimicrobianos (Gokmen et al., 2018) e de alimentos (Vitale et
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al., 2018). A ampla utilizacdo da técnica de PFGE se deve ao seu elevado poder

discriminatorio, a alta concordancia epidemiolégica e a alta reprodutibilidade
intralaboratorial (Sabat et al., 2013).

Os objetivos deste estudo foram caracterizar genotipicamente uma populacdo de 153
cepas de S. aureus isoladas entre os anos de 1994 e 2014 e provenientes de sete estados
brasileiros. Para tal, foi utilizada a técnica de PFGE e a prospecg¢do dos genes de viruléncia
codificadores dos fatores de aglutinacdo (CIfA e CIfB), da proteina de ligagdo a fibronectina
(FnBPA), da proteina de ligacdo a elastina (Ebps), da proteina de ligacdo ao colageno (Cna)

e das toxinas (Hla, HIb e Luk-ED), por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

MATERIAL E METODOS
1 - Isolados bacterianos

No presente estudo, foram utilizados 153 isolados de S. aureus provenientes de 76
municipios dos estados de Minas Gerais, S&o Paulo, Rio de Janeiro, Parana, Santa Catarina,
Rio Grande do Sul e Ronddnia, coletados entre os anos de 1994 e 2014 (figura 1 e tabela 1).
Os isolados fazem parte da Colecdo de Microrganismos de Interesse da Agroinddstria e
Pecuaria (CMIAP) da Embrapa sediada na Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora, Minas

Gerais e permaneceram estocados a -80°C até a execuc¢do dos experimentos.

Tabela 1: Distribuicdo dos 153 isolados provenientes de casos de mastite subclinica em 76
municipios brasileiros de acordo com o ano de isolamento e o Estado de origem. MG — Minas
Gerais, SP — S&o Paulo, SC — Santa Catarina, RS — Rio Grande do Sul, PR — Paran, RO -
Rondbnia:

Ano de
Isolamento Estado de Origem (NUumero de isolados)
1994 MG (1)

1995 MG (3)
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1996
1997
1998
1999
2000
2001
2002
2011
2013
2014

MG (13); RJ (1)
MG (6); RJ (2)
MG (1); RJ (1)
MG (4); RJ (1)
MG (10); RJ (1)
MG (7); RJ (3); SP (2)
MG (3); RJ (1)
RJ (1)
MG (29): RJ (7); SP (7); PR (10); SC (2)
MG (8); RS (5); RO (24)
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Figura 1: Mapa do Brasil representando a origem dos 153 isolados de mastite

subclinica utilizados nesse estudo. Formas geométricas preenchidas em preto representam o0s
sete diferentes estados dos quais os isolados foram provenientes. Pequenos circulos

representam a dispersdo dos 76 municipios que possuiam amostras representantes.

2 - Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE)

A técnica de PFGE foi utilizada para avaliar a diversidade genética das amostras,
sendo utilizado um dispositivo de campo elétrico homogéneo (CHEF DRII, Bio-Rad®,
Estados Unidos). Os isolados foram descongelados, semeados em Agar BHI (brain heart
infusion) (Sigma-Aldrich®, India) e incubados em estufa bacterioldgica durante 18h a 37°C.
Apos a incubacdo, uma coldnia isolada de cada amostra foi transferida para tubos contendo
trés mL de caldo BHI (brain heart infusion) (Sigma-Aldrich®, India) que foram incubados
em estufa bacterioldgica a 37°C por 20 a 24 horas. Os pellets foram obtidos por centrifugacéao
de 650 pl das culturas a 12000g durante trés minutos e ressuspensos em 350 ul de TE (10mM
Tris HCI, 5 mM EDTA, pH 8,0). Em cada amostra foi adicionado 350 pl de agarose low
melting (Bio-Rad®, Estados Unidos) fundida a 2% e mantida a 55°C até o momento do uso,
essa mistura foi utilizada para preencher os moldes. Os plugs, ap6s a solidificacdo, foram
incubados por no minimo 4 horas a 37°C em Tampéao EC (6mM Tris HCI, 1 M NaCl, 100
mM EDTA, 0,5% Brij-L23, 0,2% deoxicolato de sodio, 0,5% de laurosilsarcosina) e
lisostafina (1 mg/mL). Os plugs foram entdo lavados cinco vezes em TE (10mM Tris HCI, 5
mM EDTA, pH 8,0) e armazenados em trés mL de TE a 4°C até o0 momento do uso. Uma
fatia de trés mm de cada plug foi incubada em 100 ul tampéo de endonuclease de restricao
(Sigma-Aldrich®, India) a 37°C por 30 minutos. O tamp&o foi entdo descartado e o plug
digerido em 100 pl de solucdo de endonuclease de restricdo contendo 20U da enzima Smal
(Sigma-Aldrich®, India) por 24 horas a 37°C.

Ap0s a restricdo com Smal, os plugs foram colocados nos pocos do gel de agarose
1,5% em TBE 0,5X (0,9 M Tris Base, 0,9 M Acido Bérico, 1 mM EDTA pH 8,0) a 14 °C. O

marcador Lambda PFG Marker (New England Biolabs®, Estados Unidos) foi incluido como
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padrdo de tamanho molecular. O gel correu a 6 V/cm por 23 horas com um tempo de pulso

inicial de 5 segundos e pulso final de 40 segundos. Os géis foram corados com brometo de
etidio (50 pg/mL) e fotografados sob luz ultravioleta no L-Pix Chemi Photo Digitizer (Loccus
Biotecnologia®, Brasil). O padrdo de bandas foi analisado visualmente e utilizando-se o
Software Bionumerics versdo 7.5 (Applied Maths®, Bélgica). As bandas foram
automaticamente atribuidas pelo programa e corrigidas manualmente depois que as imagens
originais foram verificadas e avaliadas visualmente. A analise de agrupamento foi realizada
com base no coeficiente Dice e no método de grupo de pares nao ponderados usando médias
aritméticas (UPGMA). O dendograma foi construido com otimizacgdo de 1,5% e tolerancia
de 2%. Arvores filogenéticas [Minimum Spanning Tree (MST)] foram geradas para avaliar a
associacao dos padrfes de agrupamento dos isolados pela PFGE com os perfis genéticos de
viruléncia e com o estado de origem dos isolados. A MST utilizada tem o0 maior escore geral
de confiabilidade e foi montada utilizando o UPGMA para calcular a matriz de distancia no
Algoritmo de Prism associado com a regra de prioridade e a reamostragem de permutacéo
(Feil et al., 2004). Isolados com 100% de similaridade foram considerados indistinguiveis e

isolados com similaridade > 90% foram dispostos em um mesmo grupamento.

3 — Pesquisa de genes de viruléncia

A presenca dos genes de viruléncia codificadores dos fatores de aglutinacéo (CIfA e
CIfB), da proteina de ligacdo a fibronectina (FnBPA), das toxinas (Hla, HIb e Luk-ED), da
proteina de ligacdo a elastina (Ebps) e da proteina de ligacdo ao colageno (Cna) foi avaliada
por meio da PCR. Foram utilizados iniciadores previamente descritos na literatura, sendo
que, para os genes clfA, clfB, fnBPA, hla e hlb foram utilizados os iniciadores descritos por
Ster et al. (2005), para o gene ebps os iniciadores descritos por Tristan et al. (2003), para o
gene luK-ED os iniciadores descritos por Jarraud et al. (2002) e para 0 gene cna os iniciadores
descritos por Arciola et al. (2005).

Foram realizadas reacgdes individuais para cada um dos genes-alvo, contendo tampao
1X, 0,25mM de cada dNTP, 2,5mM MgCI2, 0,25 mM de cada iniciador, 1,5U Taq
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polimerase e 50 ng de DNA molde. A amplificacdo foi realizada em termociclador

GeneAmp®PCR System 9700 (Applied Biosystems®, Estados Unidos) programado para
desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 53
°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, com uma extensdo final a 72°C por 5 minutos.
Utilizou-se DNA Ladder de 100 pb (Ludwig®, Brasil). Os fragmentos de DNA amplificados
foram visualizados apés eletroforese em gel de agarose (1,5%, p/v), corados com solucdo de
brometo de etidio (50 pg/mL). O registro das imagens foi feito em fotodocumentador L-Pix
Chemi Photo Digitizer (Loccus Biotecnologia®, Brasil). Foram determinadas as frequéncias
de cada gene na populacéo total e por estado e os resultados foram agrupados em 40 perfis

de viruléncia.

RESULTADOS

As analises realizadas pela técnica de PFGE definiram 93 diferentes genotipos nos
153 isolados estudados, sendo considerados do mesmo genétipo isolados com 100% de
similaridade. A distribuicdo do numero de isolados por gen6tipos se deu da seguinte forma:
71 genoOtipos (um isolado cada); 10 genotipos (dois isolados cada); trés gendtipos (trés
isolados cada); quatro genotipos (quatro isolados cada); um genotipo (cinco isolados); um
genotipo (seis isolados); dois gendtipos (sete isolados cada); um genoétipo (12 isolados).
Dentro de oito gendtipos, foi possivel observar variagdo entre os anos de isolamento, sendo
que foram agrupadas em um mesmo gendtipo amostras com diferenca de até 18 anos de
isolamento (figura 2).

Ao definir um ponto de corte de 90% de similaridade, os isolados foram organizados
em 26 grupamentos com numero variavel de isolados e 20 genotipos com apenas um isolado.
Foi observado um grupamento predominante, contendo 40 isolados (C16), sendo a maior
parte deles (22) provenientes do estado de Ronddnia e coletados no ano de 2014. Os demais
isolados desse grupamento (C16) pertenciam aos estados de Minas Gerais, S&o Paulo e Rio
de Janeiro e 0 ano de coleta variou entre 1996 e 2013. O grupamento C8, composto por 15

isolados, teve um predominio de amostras do estado de Minas Gerais (14), sendo que 0 ano
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de isolamento variou entre 1996 a 2014. O grupo C20 (12 isolados) reuniu isolados de Minas

Gerais (3), Rio de Janeiro (4) e Séo Paulo (5) e teve também grande variagdo no ano de
isolamento (1997 a 2013) (figura 2).
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Figura 2 (parte 1): Dendograma dos 153 isolados de Staphylococcus aureus provenientes

de vacas com mastite subclinica de rebanhos brasileiros utilizando os resultados obtidos pela

técnica de PFGE com 100 e 90% de similaridade. Cores apresentam 0s grupamentos e

gendtipos Unicos considerando 90% de similaridade.
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234 Figura 2 (parte 2): Dendograma dos 153 isolados de Staphylococcus aureus provenientes

235  de vacas com mastite subclinica de rebanhos brasileiros utilizando os resultados obtidos pela
236  técnica de PFGE com 100 e 90% de similaridade. Cores apresentam 0s grupamentos e

237 genotipos unicos considerando 90% de similaridade.
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Figura 2 (parte 3): Dendograma dos 153 isolados de Staphylococcus aureus provenientes

de vacas com mastite subclinica de rebanhos brasileiros utilizando os resultados obtidos pela

técnica de PFGE com 100 e 90% de similaridade. Cores apresentam 0s grupamentos e

gendtipos Unicos considerando 90% de similaridade.

A distribuicdo dos gendtipos em relacdo ao Estado de origem apresentada pela MST

(figura 3) mostrou que os isolados provenientes de Minas Gerais e do Rio de Janeiro eram 0s

mais diversos, sendo encontrados em pontos distantes da MST. Por outro lado, os isolados
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247  originados dos estados de Séo Paulo, Rondénia, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana,

248  se apresentaram, no geral, maior proximidade filogenética, apesar de alguns isolados

249  provenientes do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Ronddnia se mostrarem mais distantes dos

250 demais.
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252  Figura 3: Minimum spanning tree (MST) apresentando o agrupamento da técnica de PFGE
253  dos 153 isolados de Staphylococcus aureus provenientes de vacas com mastite subclinica de
254  rebanhos brasileiros. Esta MST € a que apresenta o maior escore geral de confiabilidade e foi
255  calculada utilizando UPGMA (método de grupo de pares ndo ponderados utilizando medias
256  aritméticas) associado a regra de prioridade e reamostragem de permutacdo. Cores
257  representam os diferentes estados de origem dos isolados.

258
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Os genes de viruléncia pesquisados foram encontrados amplamente disseminados na

populagéo, sendo encontrados em diferentes frequéncias: clfA em 84,3%; clfB e hlb em 81%;
hla em 71,2%; fnBA em 82,3%; cna em 94,7%; ebps em 58%; IUKED em 98%. A frequéncia

dos genes por Estado analisado também variaram (tabela 2).

Tabela 2: Distribuicdo da frequéncia total e relativa dos genes de viruléncia que codificam

os fatores de aglutinacdo (CIfA e CIfB), a proteina de ligacdo a fibronectina (FnBPA), a

proteina de ligacdo a elastina (Ebps), a proteina de ligacdo ao colageno (Cna) e as toxinas

(Hla, Hlb e Luk-ED) nos 153 isolados de Staphylococcus aureus avaliados. MG — Minas
Gerais, SP — S8o Paulo, SC — Santa Catarina, RS — Rio Grande do Sul, PR — Parana, RO —

Rondonia
Estado CIfA CIfB Hla Hib FnBPA Cna Ebps LukED Total de
isolados
MG 73 72 60 68 70 78 55 84 85
858% 84,7% 70,6% 80% 82,3% 91,7% 64,7% 98,8%
RJ 14 14 12 14 17 17 11 18 18
77,7% 77,7% 66,6% 77,7% 944% 94,4% 61,1% 100%
SP 8 4 8 9 8 9 2 8 9
88,8% 44,4% 88,8% 100% 88,8% 100% 22,2% 88,8%
SC 1 1 2 2 1 2 1 2 2
50% 50%  100% 100%  50%  100% 50%  100%
RS 10 9 10 10 8 11 8 11 11
90,9% 81,8% 90,9% 90,9% 72,7% 100% 72,7% 100%
PR 1 2 1 1 2 4 2 3 4
25% 50% 25%  25% 50%  100% 50% 75%
RO 22 22 16 20 20 24 10 24 24
91,6% 916% 66,6% 83,3% 833% 100% 41,6% 100%
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Foram determinados 40 perfis de viruléncia que estéo representados pela figura 4. A
MST (figura 5) foi gerada para verificar a distribui¢do dos perfis de viruléncia na populacao
em relacdo ao resultado determinado pela técnica de PFGE. Observou-se que isolados
pertencentes ao mesmo perfil se localizaram em pontos distantes, ndo se agrupando em
congruéncia com os agrupamentos de gendtipos determinados pela técnica de PFGE. Todos
os isolados testados possuiam, no minimo, dois dos genes de viruléncia pesquisados.

Os perfis 5 (P5), que reuniu isolados positivos para todos os genes, e 4, isolados
positivos para todos o0s genes exceto Ebps, foram os mais frequentes, contendo 33 e 30
isolados, respectivamente. Os estados de origem e os anos de isolamento dos isolados
pertencentes a esses perfis foram bastante varidveis dentro da populacéo, sendo P5 reuniu
isolados dos Estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Rondbnia, Parana e Rio Grande do
Sul, coletados entre 1996 e 2013, enquanto P4 tinha isolados pertencentes a Minas Gerais,
Rio de Janeiro, S8o Paulo, Rio Grande do Sul, Ronddnia e Santa Catarina, coletados entre
1996 e 2014.
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287  Figura4: Quarenta perfis de viruléncia e suas frequéncias nos 153 isolados de Staphylococcus

288  aureus provenientes de casos de mastite subclinica em rebanhos bovinos brasileiros.

289  Retangulos em cinza representam e presenca do respectivo gene.
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Figura 5: Minimum spanning tree (MST) apresentando o agrupamento da técnica de PFGE
dos 153 isolados de Staphylococcus aureus provenientes de vacas com mastite subclinica de
rebanhos brasileiros. Esta MST é a que apresenta o maior escore geral de confiabilidade e foi
calculada utilizando UPGMA (método de grupo de pares ndo ponderados utilizando médias
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aritméticas) associado a regra de prioridade e reamostragem de permutacdo. Cores

representam os 40 perfis de viruléncia obtidos através de PCR.

DISCUSSAO

A populacdo de S. aureus abordada nesse estudo apresentou grande diversidade
genética, demonstrada pelos 93 gendtipos obtidos pela técnica de PFGE e pelos 40 perfis de
viruléncia observados nos 153 isolados avaliados. Esta ampla diversidade pode ser atribuida
ao longo intervalo de obtencéo dos isolados (1994-2014) e também a heterogeneidade quanto
a origem geografica dos isolados, que foram provenientes de sete estados brasileiros,
localizados nas regifes Sul, Sudeste e Norte do pais. Diferentes estudos apontaram grande
variacdo genotipica em isolados de S. aureus causadores de mastite bovina no Brasil e no
mundo (Ote et al., 2011; Klein et al., 2012; Bonsaglia et al., 2018; Monistero et al., 2018).

Os isolados provenientes dos estados da regido Sul (Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul) apresentaram maior semelhanca genética pela técnica de PFGE (figura 3),
individualmente ou mesmo quando os trés estados foram avaliados em conjunto. Essa
observacao pode resultar do fato da Regido Sul ter predominantemente rebanhos altamente
tecnificados que produzem seus proprios animais para reposicdo, evitando a compra
constante de animais externos como acontece em outras regides (Fernandes et al., 2004;
Marques et al., 2015). E esperado maior variacio genética em fazendas que compram animais
em relacdo aos rebanhos fechados (Middleton et al., 2002; Haveri et al., 2008). Contudo,
deve ser salientado que os isolados destes estados foram provenientes apenas dos anos de
2013 e 2014, representando um pequeno intervalo de tempo, 0 que também pode justificar a
menor variacao genetica.

Analisando os grupamentos determinados com 90% de similaridade, observa-se que
o0 grupamento C8 (figura 2) reuniu isolados que foram obtidos em um amplo espago de tempo
(1995 a 2014) e nos trés maiores grupos (C16, C8 e C20) foi possivel verificar a presenca de

isolados de diferentes regiGes geograficas. Essas observacdes sugerem que esse gendtipos
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podem ser mais bem adaptados a glandula mamaria bovina e possam ter caracteristicas que

Ihes conferem maior capacidade para sobrevivéncia e disseminacao entre os rebanhos.

A existéncia de gendtipos amplamente disseminados tem sido frequentemente
relatada, tanto entre rebanhos como entre regides (Fessler et al., 2010; Castelani et al., 2013;
Srednik et al., 2018). Cabral et al. (2005) j& haviam mostrado que algumas linhagens de S.
aureus possuem uma combinagdo de genes de viruléncia que permitem sua maior
disseminacdo e Magro et al. (2017) também propuseram que certos padrdes geneéticos
poderiam conferir maior contagiosidade as cepas.

S. aureus depende da expressdo de diferentes fatores de viruléncia presentes na
superficie celular ou secretados para colonizar o hospedeiro, causar os danos celulares e
evadir do sistema imunologico (Foster, 2005). Esses genes ocorrem em combinagdes
variaveis para isolados causadores de mastite em diferentes regiGes geograficas (Fournier et
al., 2008; Adkins et al., 2016; Monistero et al., 2018) e permitem que esse patdgeno cause
diferentes tipos de infeccdo (Capurro et al., 2010; Aung et al., 2011). O ganho ou perda de
genes de viruléncia pode ocorrer através de elementos genéticos moveis e essa movimentacéo
pode ser rapida e pouco relacionada a estabilidade clonal (Feil et al., 2003).

Nesse estudo, em geral, foi observada elevada frequéncia dos genes de viruléncia na
populagéo pesquisada, excecao para ebps (58%). Nao se verificou nenhuma associagéo entre
0s gendtipos determinados pela técnica de PFGE e os perfis genéticos de viruléncia
encontrados (figura 5). Bonsaglia et al. (2018) também n&o encontraram vinculo entre o perfil
molecular e o perfil de viruléncia em isolados de mastite bovina, no entanto, outros estudos
tem mostrado relac6es entre o gen6tipo e o perfil genético de viruléncia pesquisado (Graber
et al., 2009; Piccinini et al., 2012). Pode-se especular que os diferentes isolados possam ter
compartilhado os fatores de viruléncia aqui estudados ao longo do tempo, por meio de
elementos genéticos maveis, o que justificaria a frequéncia e variacdo dos mesmos.

A ampla distribuicdo desses genes na populacdo (58 a 97,7%) e o fato dos perfis de
viruléncia 4 e 5, que foram 0s mais frequentes, conterem isolados dos sete estados avaliados

e coletados entre 1996 e 2014 sugere que esses genes tenham papel relevante na patogénese
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da mastite em rebanhos bovinos brasileiros. Todos estes genes j& tiveram suas funcoes

relacionadas a patogénese na glandula maméria e outros estudos avaliaram a presenca deles
em isolados do Brasil e do mundo.

A proteina de ligacdo ao colageno (Cna), codificada pelo gene cna, interage com o
colageno presente nos tecidos do hospedeiro e vem sendo relatada como um fator importante
para a patogénese de infeccdes estafilococicas nas articulagbes (Patti et al., 1994), valvulas
cardiacas (Hienz et al., 1996) e em ossos (Elasri et al., 2002). Neste estudo, dentre 0s
codificadores de proteinas de adesdo, o gene cna foi o mais frequente (94,7%) sugerindo que
esta proteina pode ser importante para a patogénese da mastite bovina no Brasil e sua
interagdo com o tecido mamario de bovinos deve ser melhor avaliada. Esse resultado
contrasta com o que foi colocado por Klein et al. (2012), que atribuiram pequena importancia
para esse gene nas infec¢@es intramamarias e com Reinoso et al. (2008) que ndo encontraram
amostras positivas para esse gene em isolados provenientes de mastite bovina da Argentina.

As FnBPs ou proteinas de ligacdo a fibronectina sdo importantes na adesdo e
internalizacdo de S. aureus em células epiteliais mamarias de bovinos prevenindo que as
bactérias sejam eliminadas com o fluxo do leite no momento da ordenha (Brouillete et al.,
2003; Pereyraet al., 2016). O gene fnBPA foi encontrado em 82,3% dos isolados desse estudo
e também tém sido relatado em altas frequéncias em estudos realizados em outros locais,
também com isolados de mastite bovina (Ikawaty et al., 2010; Pereyra et al., 2016).

Os fatores de aglutinacdo CIfA e CIfB também sdo importantes para a adesao de S.
aureus as células do hospedeiro, através de sua ligacdo ao fibrinogénio no inicio do processo
infeccioso (Zecconi e Scali, 2013). O gene clfB foi detectado em 91% de isolados
provenientes do Sudeste brasileiro (Klein et al., 2012) e neste estudo foi encontrado em alta
frequéncia (81%). Além de ser um fator de adesdo, CIfA tem importante papel na prevencéao
da fagocitose, auxiliando o patégeno no escape do sistema imune (Higgins et al., 2006) e tem
sido avaliado como bom antigeno vacinal para prevencao de mastite em camundongos (Gong
et al., 2010). O gene clfA é amplamente distribuido nos isolados de mastite sendo descritas

frequéncias de 100% e 96, 6% quando foram avaliados isolados originados da Argentina
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(Pereyra et al., 2016) e da Bélgica (Ote et al., 2011). Neste estudo, este gene foi encontrado

em 84,3% dos isolados.

A proteina de ligacdo a elastina (Ebps), permite a ligacdo de S. aureus a elastina
presente na matriz extracelular das células do hospedeiro (Park et al., 1996). Neste estudo, 0
gene ebps foi o encontrado em menor frequéncia (58%) mostrando que dentre os genes
avaliados, este parece ter menor importancia para a patogénese na mastite bovina. Essa
observacdo também foi descrita por Almeida et al. (2013) que ndo encontraram nenhuma
amostra positiva para ebps quando avaliaram isolados provenientes de casos de mastite do
Nordeste brasileiro. Em isolados de humanos assintomaticos, portadores de endocardite e de
osteomielite, a frequéncia desse gene foi também de 58% (Tristan et al., 2003).

Os genes hla e hlb séo codificadores das toxinas Hla e HIb que levam a formagé&o de
poros e a alteracbes pro-inflamatérias em células de mamiferos, inativam o sistema
imunoldgico e degradam tecidos, favorecendo a disseminacao das bactérias pelo organismo
pelo hospedeiro (Bownik e Swicki, 2008). Ambas foram relacionadas com a aderéncia e
citotoxicidade em células epiteliais mamarias de bovinos (Cifrian et al., 1996). Cepas com
HIb mutantes atenuadas causaram mastites menos severas que as cepas de campo em ovelhas
(Martinez-Pulgarin et al., 2009). Prince et al. (2012) demonstraram que Hla € capaz de matar
rapidamente células de defesa. Neste estudo o gene hla foi encontrado em 71,2% dos isolados
e hlb em 81%, frequéncias semelhantes as encontradas em isolados de mastite do Estado do
Rio de Janeiro (hla em 94,5% e hlb em 89,1%) (Soares et al., 2017).

As leucocidinas compreendem um conjunto de exotoxinas formadoras de poros e
varios tipos ja foram associados com a degradacdo de polimorfonucleares de bovinos, tais
como, LukS, LukF, LukD, LukE, LukM e LukF-PV (Yamada et al., 2005; Vrieling et al.,
2016). Neste estudo, apenas foi pesquisada a presenca do gene codificador das leucocidinas
LukD e LukE e este foi encontrado em 98% dos isolados. Esse gene também foi descrito
como amplamente disseminado em dois rebanhos bovinos da Finlandia (Haveri et al., 2008)
e em isolados de rebanhos da Suécia (Artursson et al., 2016).
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Varias vacinas contra S. aureus foram desenvolvidas e avaliadas, tanto experimental

guanto comercialmente, mas até 0 momento nenhuma delas mostrou resultados satisfatorios
(Middleton, 2008; Middleton et al., 2009; Pereira et al., 2011). O estudo dos genes de
viruléncia em populacGes de S. aureus é muito importante por apontar fatores que possam
estar associados com a maior prevaléncia de determinados genotipos patogénicos e a para
deteccdo de proteinas candidatas para compor uma vacina eficaz contra a mastite bovina
(Rabello et al., 2005). Os antigenos vacinais a serem escolhidos devem ser conservados e
expressos pela maioria das cepas, sendo as adesinas 0s alvos mais interessantes (Zecconi e
Scali, 2013). Segundo Klein et al. (2012), o desenvolvimento de uma vacina efetiva contra
S. aureus deve ser baseado em uma combinacao de proteinas que deve variar de acordo com
os perfis genéticos de determinada regido geografica. No entanto, estudos genéticos mais
detalhados poderdo propiciar o desenvolvimento de vacinas mais efetivas que possam ser
utilizadas em diferentes rebanhos de diferentes regides.

Os isolados desse estudo apresentaram ampla dispersdo dos genes de viruléncia
avaliados, sendo que todos os isolados tinham dois ou mais dos genes pesquisados. Entre o0s
isolados, 125 (81,7%), apresentaram, no minimo, seis dos oito genes avaliados (figura 4) e
nenhum gene foi ausente em nenhum dos estados envolvidos no estudo, sendo que ebps, nos
isolados de Estado de Sdo Paulo, apresentou a menor frequéncia relativa (22,2%) (tabela 2).
A ampla frequéncia dos genes de viruléncia nos isolados aqui estudados, temporal e
geograficamente distintos, sugere que o conjunto de proteinas codificadas por estes genes
possa ser interessante para compor o desenvolvimento de uma vacina para prevencdo de S.
aureus em rebanhos brasileiros, uma vez que esse estudo envolveu isolados de importantes

regides produtoras de leite no pais.

CONCLUSAO:
A populacdo de S. aureus estudada apresentou grande diversidade genética,
demonstrada pelos 93 gendtipos obtidos pela técnica de PFGE e pelos 40 perfis de viruléncia

observados nos 153 isolados.
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A ocorréncia de gendtipos predominantes ocorrendo em varios estados e ao longo do

tempo mostra que estes genotipos sdo mais adaptados, possuindo caracteristicas que
favorecem a manutencdo dos mesmos na glandula mamaria bovina.

Os oito genes de viruléncia pesquisados foram amplamente distribuidos na populagéo
e por se tratar de genes que codificam proteinas importantes para a patogénese de S. aureus
na mastite bovina pode ser interessante o desenvolvimento de uma vacina contendo como

antigenos as proteinas por eles codificadas.
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MATERIAL SUPLEMENTAR: Tabela contendo os 153 isolados de S.aureus
provenientes de rebanhos brasileiros contendo a identificagdo dos isolados, ano de
isolamento, municipio de origem, gendtipo determinado pela técnica de PFGE, grupamento

determinado pela técnica de PFGE com 90% de similaridade e perfil de viruléncia:

ISOLADO ANO

35
216
287
455
328
528
806
1002
1142
1153
1440
1822
1999
2014
2182
2219
2243
2309
1049
2555
2722
2749
2888
2907
2922
2930
3185
3247
3638
3656
3814
3854
3885

3923

3974
4018
4027
4034
4052
4073
4097
4099
4118
4125
4133
4181
4192
4237
4272
4279
4292
4295
4315
4371

1994
1995
1995
1995
1996
1996
1996
1996
1996
1996
1996
1996
1996
1996
1996
1996
1996
1996
1997
1997
1997
1997
1997
1997
1997
1997
1998
1998
1999
1999
1999
1999
1999

2000

2000
2000
2000
2000
2000
2000
2000
2000
2000
2000
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001

Municipio
Coronel Pacheco/MG
Juiz de Fora/MG
Belmiro Braga/MG
Além Paraiba/MG
Coronel Pacheco/MG
Rio Novo/MG
Santos Dumont, MG
Séo Jodo Nepomuceno/MG
Mar de Espanha/MG
Olaria/MG
Valenca/RJ
Matias Barbosa/MG
Tebas/MG
Senador Cortes/MG
Pregos/MG
Pequeri/MG
Leopoldina/MG
Argirita/MG
Astolfo Dutra/MG
Trés Rios/RJ
Séo Pedro dos Ferros/MG
Lima Duarte/MG
Barra Mansa/RJ
Matozinhos/MG
Juiz de Fora/MG
Séao Pedro dos Ferros/MG
Barra Mansa/RJ
Coronel Pacheco/MG
Lajinha/MG
Carvalhos/ MG
Vassouras/ RJ
Carmo do Parnaiba/MG
Matias Barbosa/MG
Visconde do Rio
Branco/MG
Ressaquinha/MG
Belmiro Braga/MG
Volta Grande/MG
Patos de Minas/MG
Santos Dumont/MG
Juiz de Fora/MG
SolinépolissMG
Rio das Flores/RJ
Montes Claros/MG
Soledade de Minas/MG
Carangola/MG
Patrocinio/MG
Pedregulho/SP
Séo Lourenco/MG
Itaperuna/RJ
Valenga/RJ
Rio Preto/MG
Coronel Pacheco/MG
Campos dos Goitacazes/RJ
Muriaé/MG

GENOTIPO

37
25

6
63
82
66
27

PFGE 90%
C11
C8

c2
C18
C25
C19
C8
C8
C8
C8
C24
C25
S15
S2
C8
C19
C23
C16
C26
C20
C8
C14
S13
S18
C16
C8
C20
C15
C16
C12
C25
C23
S19

P. Viruléncia
P1
P2
P2
P2
P3
P4
P5



4384
4498
4592
4594
4624
4653
4524
4628
4660
4661
4665
4690
4703
4716
4782
4791
4802
4826
4850
4859
4911
4933
5031
5133
5169
5329
5332
5333
5348
5455
5558
5561
5596
5676
5686
5700
5711
5725
5732
5931
7155
8431
8450
8548
8549
8552
8554
8591
8593
8643
8645
8647
8658
8663
8668
8679
8949
8951
8952
8953
8954
8955
8470

2001
2001
2002
2002
2002
2002
2011
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2014

Pedregulho/SP
Caxambu/MG
Tebas/MG

Volta Grande/MG

Mercés/MG
Rio de Janeiro/RJ
Barra Mansa/RJ

Vargem Alegre/MG

Itanhandd/MG

Viveiras/MG

Itanhandd/MG
Juiz de Fora/MG

Piedade da Ponte Nova/MG

Guarara/MG
Leopoldina/MG
Conservatéria/RJ
Valenga/RJ
Porcitncula/RJ
Funilandia/MG
Inhaima/MG
Itaperuna/RJ
Itaperuna/RJ
Conservatoria/RJ
Rio das Flores/RJ

Santos Dumont/MG

Tombos/MG
Inhalima/MG
Barbacena/MG

Coronel Pacheco/MG

Matosinhos/MG
Leopoldina/MG
Ouro Branco/MG

Coronel Pacheco/MG

Ibirubd/RS
Taquara/RS

Grande Porto Alegre/RS
Grande Porto Alegre/RS

lbirub&/RS

Grande Porto Alegre/RS
Rio Piracicaba/MG

Torredes/MG
Juiz de Fora/MG

Belo Horizonte/MG

Planalto/PR

Nova Esperanca/PR

Realeza/PR
Capanema/PR
Quilombo/SC
Quilombo/SC
Sdo Paulo/SP
Séao Paulo/SP
Séao Paulo/SP
Sdo Paulo/SP
Séao Paulo/SP
Séao Paulo/SP
Sdo Paulo/SP
Barbacena/MG
Ibitipoca/MG
Rio Preto/MG

Bicas/MG
Bias Fortes/MG
Bias Fortes/MG

Belo Horizonte/MG
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446
447

8471
8475
8476
8478
8479
8480
8481
8491
8492
8493
8494
8495
8496
8497
8498
8499
8500
8501
8502
8503
8504
8505
8506
8508
8509
8510
8511
8512
8513
8514
8515
8693
8695
8697
8699
8701

2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014

Belo Horizonte/MG
Belo Horizonte/MG
Belo Horizonte/ MG
Belo Horizonte/MG
Belo Horizonte/MG
Belo Horizonte/MG
Belo Horizonte/MG
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Velho/RO
Porto Alegre/RS
Porto Alegre/RS
Porto Alegre/RS
Porto Alegre/RS
Porto Alegre/RS
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