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INTRODUCAO

O Brasil ocupa hoje a terceira posi¢ao na produgao mundial de leite. A mastite é
a doencga que mais acomete os rebanhos leiteiros no mundo e é responsavel por perdas
que impactam toda a cadeia produtiva do leite. Por isso, o seu controle eficiente
representa uma medida necessaria.

Entre varios patdgenos associados a mastite, Staphylococcus aureus é um dos
principais identificados. Este patdogeno pode apresentar repertério de fatores de
viruléncia, alguns dos quais estdo associados ao estabelecimento, persisténcia e
gravidade de infec¢des intramamarias. Esses fatores de viruléncia sado regulados por
uma complexa rede de elementos reguladores da transcrigdo que s&o criticos na
patogénese da infecgcado por S. aureus, que também permitem que esse patégeno se
adapte as mudancas nas condi¢gdes micro ambientais durante a infeccdo, aumentando
assim sua sobrevivéncia. Assim, investigacdes de fatores de viruléncia de S. aureus s&o
fundamentais para o desenvolvimento de biomarcadores diagnésticos e progndsticos e
a identificacao de alvos vacinais. Neste cenario, investigamos aqui a presenga de um
conjunto de 16 fatores de viruléncia de S. aureus, alguns deles em isolados de S. aureus
associados a bovinos pela primeira vez.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 216 isolados de S. aureus (201 provenientes de casos de
mastite subclinica, nove de mastite clinica e seis isolados de swab nasal) identificados
por testes bioquimicos, confirmados por MALDI-Tof MS e pela presenga do gene nuc.
No presente estudo foram investigados a presenca dos genes da leucotoxina lukE-lukD
(lukED) e leucotoxina Panton-Valentine (pv/), enterotoxinas A (sea), B (seb) e C (sec),
sindrome do choque toxico toxina-1 (tsst-1), a enzima permease especifica da lactose
Il (lacE), e nove proteinas candidatas promissoras ao desenvolvimento de uma vacina
eficaz [serine-aspartate repeat-containing protein D (sdrD), serine-aspartate repeat-
containing protein E (sdrE), iron-regulated determinant H (IsdH), enolase (eno),
elongation factor G (fusA), phosphoglycerate kinase (pgk), cysteinyl-tRNA synthetase
(cts), FOF1 ATP synthase subunit a (sas), e succinyl-diaminopimelate desuccinylase
(sdd)] (Stranger-Jones et al., 2006; Cunha et al., 2020; Santos et al., 2021) pela reagao
da cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR). Para a avaliagdo dos
genes, os isolados de S. aureus foram submetidos a rea¢des de amplificacdo, em um
volume final de 10 pL, adicionando 8 puL de GoTaq® qPCR Master Mix (Promega,
Madison, EUA) e 2 uL de DNA (25 ng/uL). Para a identificacdo dos spa tipos presentes
realizou-se a amplificacdo da regidao repetida (X) da proteina A. Inicialmente, foram
realizadas analises descritivas das variaveis incluidas no estudo, com a determinacao
de suas frequéncias absolutas e relativas. Para verificar possiveis associacdes entre as
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variaveis foi realizado o Teste Exato de Fisher e considerado nivel de significancia
estatistica de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, os genes das proteinas eno, fusA, pgk, sas, cts e sdd foram
identificados em isolados de S. aureus de amostras de leite bovino, pela primeira vez
na literatura. No presente estudo, essas proteinas foram identificadas nos distintos spa
tipos de S. aureus (entre 99,5% e 100% de todos os isolados de mastite subclinica
estudados) reiterando a importancia destas proteinas como candidatas a vacina. Sabe-
se que as seis proteinas descritas estdo relacionadas a diferentes fungbes dos
processos metabdlicos e sdo importantes para a manutencgdo de atividades funcionais,
como crescimento, formagao de biofilme e multiplicagdo celular. Portanto, sugere-se
que o bloqueio da atividade dessas proteinas pode levar a eliminagcao desse patogeno,
0 que podera ser uma estratégia promissora no controle da mastite bovina por S. aureus.

O presente estudo identificou elevada frequéncia do gene sdrE (média 93,52%,
entre 86,59 e 100%) e isdH (média 99,07, entre 96,08 e 100%) em todos os rebanhos.
O gene sdrD foi detectado em apenas 34,72% (20,73 a 100%) nos rebanhos estudados.
As proteinas sdrD e sdrE sido componentes de superficie microbiana reconhecendo
moléculas de matriz adesiva (MSCRAMM). As proteinas de superficie reguladoras de
ferro da familia Isd (incluindo a /sdH) atuam no sequestro de ferro em S. aureus e séao
consideradas importantes no metabolismo celular.

A leucotoxina LUKED esta ligada a formacao de poros nas ceélulas de defesa o
que provoca a morte celular. O gene IukED foi encontrado em 92% dos isolados (entre
82 e 100% dos isolados nos rebanhos estudados). O gene pv/ foi identificado em apenas
um rebanho (3,9% no rebanho C), sendo um gene de origem humana, e indica um sinal
de alerta para transmissao interespécies.

O gene lacE é responsavel por codificar a enzima Ell que atua no transporte
ativo da lactose, o principal carboidrato presente no leite (Sharer, et al. 2003) e esta
diretamente relacionada ao crescimento bacteriano. O gene lacE foi observado em mais
de 99,7% dos isolados (entre 98,8 a 100% dos isolados entre os rebanhos estudados).
Nenhum dos isolados deste estudo amplificou os genes sea, seb, sec e tsst-1.

CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Os genes eno, fusA, pgk, cysS, atpF e dapE foram identificados entre os distintos
isolados, reiterando sua importancia na estratégia de desenvolvimento de uma vacina
universal para S. aureus. Ademais, os genes isdH, lacE, IukDE, apresentaram-se alta
prevaléncia enfatizando sua importancia na patogénese da infeccéo por S. aureus.
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