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RESUMO

A mastite ou inflamacédo da glandula maméaria tem sido considerada a infeccdo de
maior ocorréncia no gado leiteiro, sendo responsavel por inumeras perdas
econdmicas visto a diminuicdo na producao e na qualidade do leite, elevacdo dos
custos com medicamentos, mao-de-obra, além do descarte precoce de animais.
Este processo inflamatério da glandula mamaria pode ser causado por diversos
fatores, como traumas mecanicos ou agentes infecciosos. As bactérias sao
classificadas como agentes etiolégicos mais comuns e frequentes, sendo o
Staphylococcus aureus o principal agente etioldgico patogénico de mastite bovina. O
estudo das caracteristicas moleculares dos patdgenos é importante, uma vez que
permite 0 entendimento das interacdes hospedeiro-patdgeno. Varios métodos
moleculares tém sido utilizados para entender os mecanismos pelos quais 0s
microrganismos interagem com seus hospedeiros para causar doencgas,
possibilitando a compreensdo dos elementos genéticos na expresséo da resisténcia
e a identificacdo dos genes que sintetizam fatores responsaveis por sua viruléncia.
Deste modo, as tecnologias gendmica e protedOmica se completam nas investigacoes
destes sistemas bioldgicos.

PALAVRAS-CHAVE: inflamacdo da glandula mamaria, métodos moleculares,
qualidade do leite.

GENOMICS AND PROTEOMICS OF Staphylococcus aureus VIRULENCE
FACTORS IN BOVINE MASTITIS

ABSTRACT
Mastitis, or inflammation of the mammary gland has been considered the most
frequent infection in dairy cattle and is responsible for numerous economic losses
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since the decrease in the production and quality of milk, rising drug costs, beyond
premature disposal of animals. This inflammation of the mammary gland can be
caused by several factors, such as mechanical trauma or infectious agents. Bacteria
are classified as the most common etiological agents and frequent, and
Staphylococcus aureus the main etiological agent of bovine mastitis pathogen. The
study of molecular characteristics of pathogens is important, since it allows an
understanding of the host-pathogen interactions. Several molecular methods have
been used to understand the mechanisms by which microorganisms interact with
their hosts to cause disease, enabling the understanding of the genetic expression of
resistance and identification of genes that synthesize factors responsible for its
virulence. Thus, genomic and proteomic technologies complement the investigations
of these biological systems.

KEYWORDS: inflammation of the mammary gland, molecular methods, quality of
milk.

INTRODUCAO

A mastite, ou inflamagédo da glandula mamaria é considerada a doenca de
maior ocorréncia e importancia econémica na atividade leiteira, sendo o patégeno S.
aureus o seu principal causador. Acarreta graves prejuizos a cadeia leiteira,
decorrentes principalmente da diminuicdo da producéo lactea, do comprometimento
na qualidade do leite produzido e até da perda total da capacidade secretora da
glandula mamaria (KOSKINEN, 2009), por acometer grande quantidade de animais
em uma Unica propriedade e por causar uma enfermidade de tratamento dificil e
com altos indices de recorréncia e de se tornar crénica.

O genoma, composto por todos os genes de um determinado organismo,
€ considerado estatico, ndo possuindo alteracdes entre diferentes analises
realizadas. Este é responsavel pela regulacdo e expressdo génica. O proteoma,
composto pelo conjunto de proteinas produzidas em um determinado momento de
um organismo, por sua vez, ndo € estatico, podendo variar de acordo com as
condigcbes ambientais e expressao génica. A visdo protedmica da fisiologia celular
fornece uma informacdo global da fisiologia basal celular, em respostas do
metabolismo ou a situacdes de estresse (KOHLER et al., 2005).

A relacao existente entre a gendmica e a protedmica € que o proteoma €&
determinado pela expressdo génica. Assim, o estudo da gendbmica e protedmica é
importante no sentido de esclarecer as interacées entre o hospedeiro e o patdgeno,
permitindo o desenvolvimento de novas drogas e terapias.

O presente estudo tem por objetivo revisar os principais estudos de
gendmica e protedbmica de fatores de viruléncia de S. aureus isolados de casos de
mastites clinicas e subclinicas, em diferentes regibes do mundo, abrangendo
aspectos gerais das ciéncias genémica e protedmica e algumas caracteristicas da
enfermidade mastite e do patdégeno S. aureus.

ASPECTOS BASICOS DE GENOMICA E PROTEOMICA

A genbmica e o perfil genético tém contribuido para o entendimento dos
mecanismos moleculares nas funcdes de cura e patologia. Entretanto ha limitacbes
em relagdo ao tipo de informacdo que se pode extrair do perfil genético
(JAMESDANIEL et al., 2009).

A era pdés-gendmica de S. aureus iniciou-se em 2001, quando a primeira
sequéncia genémica de duas cepas foi publicada (KURODA et al., 2001). O genoma
de S. aureus codifica aproximadamente 2.600 a 2.700 proteinas. A sequéncia
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gendmica permitiu a predicdo de muitas reacbes metabdlicas e reguladores de
expressao génica (HECKER et al., 2010).

As tecnologias “Omicas” evoluiram e se tornaram potentes ferramentas
para elucidacdo dos processos regulatérios dos genes em diferentes niveis
celulares. As técnicas modernas de protedbmica tém como objetivo obter uma
descricdo compreensiva do inventario proteico de uma célula e de alteracdes
consequentes nos niveis de proteina quer seja numa base relativa ou absoluta,
possibilitando a obtencao de resultados de formas complexas (OTTO et al., 2012).

O termo proteoma foi introduzido pela primeira vez em 1996 para se
referir a totalidade de proteinas em uma célula, e assim veio o home proteémica,
designando o estudo do proteoma (NEIDHARDT, 2011). Portanto, protebmica é
considerada uma tecnologia fundamental para estudar o proteoma celular de
qualquer organismo, incluindo eucariontes e procariontes (YAHN et al., 2012).
Protedmica pode ser definida como o estudo geral das proteinas e enzimas ou
ainda, o estudo integrado da soma de todas as proteinas produzidas pelos
organismos ou grupo de organismos (JAMESDANIEL et al., 2009).

A primeira analise protedmica realizada aconteceu em 1975, por
O'FARRELL, por meio da técnica de eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida para separacdo de proteinas, no qual foram identificadas
aproximadamente 1.000 proteinas de Escherichia coli (Figura 1). Devido a sua alta
resolucdo, esta técnica foi considerada uma ferramenta valiosa para analise e
deteccdo de complexos proteicos a partir de fontes biologicas (O'’FARRELL, 1975).

FIGURA 1: Separacao de proteinas de E. coli
(O'FARRELL, 1975).

Inicialmente, a protedmica microbiana estava focada na mudanca da
expressao proteica a nivel celular em diferentes estagios ou condi¢cdes especificas
de crescimento, resultando na deteccdo negligenciada de proteinas de baixa
abundancia, incluindo a maioria dos fatores de viruléncia. A partir disso, muitas
estratégias foram desenvolvidas para fracionar as por¢dées do proteoma, como meio
de enriquecé-las e caracteriza-las (HECKER et al., 2010; YAHN et al., 2012).

Para todos o0s microrganismos de importancia clinica, uma ou mais
sequéncias de genoma completa tornaram-se disponiveis nos ultimos anos, gerando
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catadlogos completos de conteudos genéticos e de importancia eminente na
abordagem protedmica, no qual proteinas ou peptideos podem ser atribuidos a
certos genes (BROKER & BELKUM, 2011). Enquanto que a sequéncia gendmica
fornece apenas o desenho, o proteoma a leva para a vida real. O perfil da expresséo
proteica € uma abordagem ndo sé para mostrar que o padrdo das proteinas
expressas depende das condi¢cbes ambientais, mas também, em que ponto cada
proteina € expresso. Assim, 0 estudo da prote6mica é uma extensdo natural do
progresso na biologia molecular, no qual a informag&o da protedmica complementa
e estende a interpretacdo e aplicacdo dos achados da gendmica (JAMESDANIEL et
al., 2009).

A viséo protedmica da fisiologia celular fornece uma informacao global da
fisiologia basal celular, em respostas do metabolismo ou a situacdes de estresse
(KOHLER et al., 2005). Estudos relativos de protedmica comparam, por exemplo,
diferentes estados celulares de cepas ou amostras. JA o0s estudos absolutos
possuem foco na determinacdo absoluta dos niveis de proteinas de vias
metabdlicas, compreendendo todas as proteinas detectdveis na amostra.
Consequentemente, a analise da composicdo de proteina e suas modificacdes
facilitam a caracterizagdo de vias regulatorias e respostas metabdlicas de estimulos
internos ou externos (OTTO et al., 2012).

Estudos de protebmica sdo concebidos para produzir tanto informacdes
qualitativas sobre proteinas (identificacdo, distribuicdo, interacbes, estrutura e
funcdo), quanto informagfes quantitativas (abundancia, distribuicAo dentro de
diferentes localizacbes, variacbes temporais de abundancia devido a sintese e
degradacdo ou ambos) (OTTO et al., 2012). A protebmica é uma técnica madura
para o estudo de organismo procariontes, como bactérias. A variedade de técnicas &
grande, e a0 menos uma técnica € adaptada para quase todos os tipos de amostras
ou andlises (FRANCOIS et al.,, 2010). Em adicéo, proteinas podem ser utilizadas
como biomarcadores para tecidos, tipos celulares, estagios de desenvolvimento e
estados de doenca, bem como alvos potenciais para descobrimento de novas
drogas e abordagens intervencionistas (JAMESDANIEL et al., 2009).

A andlise protebmica de eletroforese bidimensional (2D-E) € uma
ferramenta importante para abordar questfes fisiologicas, acompanhamento das
respostas rapidas ao estresse e modificacdes proteicas, como processamento de
proteinas, fosforilagdo ou dano proteico, ja que muitas vias metabdlicas e principais
respostas a situagOes de estresse podem ser visualizadas nos geis de eletroforese
bidimensional (HECKER et al., 2010).

A tecnologia de eletroforese bidimensional é a unido de duas técnicas de
eletroforese; uma de separacao por massa molecular em gel de poliacrilamida em
presenca de SDS (Dodecil-sulfato de sodio), a SDS-PAGE (Eletroforese em gel de
poiacrilamida com dodecil-sulfato de sodio), e outra onde a separacdo se da por
gradiente de pH também em gel de poliacrilamida contendo anfébios carregados, a
IEF (Focalizacéo isoelétrica) (O'FARRELL, 1975; OTTO et al., 2012; RADHOUANI et
al.,, 2012). Uma vez que estes dois parametros ndo estdo relacionados, é possivel
obter uma distribuicdo quase uniforme de manchas de proteinas através de um gel
de duas dimensfes (O'FARRELL, 1975). Nas regides dos pontos isoelétricos 4 a 7,
as proteinas mais abundantes sédo as enzimas metabdlicas, fatores translacionais ou
chaperons. Ja na regido alcalina, as proteinas ribossomais sdo as mais abundantes
(HECKER et al., 2010).

A técnica de 2D-E pode fornecer mais de 10.000 pontos de proteinas
detectaveis em uma Unica analise. Assim, proteinas com modificacbes pos-
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traducionais (PTMs), como fosforilagdo, processamento e glicolisacdo, podem ser
seguramente encontradas em forma de pontos separados (RADHOUANI et al.,
2012). Apos o tracado de um local no interior do gel, as proteinas separadas podem
ser visualizadas, por exemplo, por coloracéo, identificadas na base de dados e
comparadas em silico por diferentes imagens de analises em gel (OTTO et al., 2012;
RADHOUANI et al., 2012).

ApoOs a analise no gel de eletroforese, a identificacdo das proteinas é feita
pela digestéo utilizando a técnica de espectrometria de massa MALDI-TOF (matrix-
assisted laser desorptionionization — time-of-flight) (RADHOUANI et al., 2012).
(DEKKER & BRANDA, 2011).

MASTITE ESTAFILOCOCICA

O principal problema que afeta os rebanhos leiteiros, mundialmente, sao
as infec¢des intramamarias (IIMs), que ocorrem quando um agente infeccioso,
qguimico, mecanico ou térmico, agride a glandula mamaria, produzindo uma reacéao
inflamato6ria e danos ao tecido glandular, caracterizando um quadro denominado
mastite (FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004). Em paises com a industria e pecuaria
leiteira bem desenvolvida, a mastite € a doenga mais comum e que mais onera 0s
custos de producdo de fazendas leiteiras. Em adicdo ao impacto negativo na
eficiéncia e qualidade da producédo, a mastite € um assunto importante na sanidade
e bem-estar animal (KEEFE, 2012). O conhecimento da prevaléncia e distribuicdo
dos patdégenos, bem como os fatores de risco associados com a doenca sdo pontos
criticos na prevencao da mastite (PICCININI et al., 2012).

A mastite pode ser classificada como clinica e subclinica, podendo ser
diferenciadas pela forma de apresentacdo da enfermidade. A primeira apresenta
sinais sistémicos de infec¢cdo e sinais clinicos locais, além de alteragbes na
composicdo e aparéncia do leite secretado (KOSKINEN et al., 2010; BARLOW,
2011). Ja na forma subclinica ndo se observam as alteracfes macroscopicas, mas
sim alteracBes na composi¢do do leite, como o aumento de Contagem de Células
Somaticas (CCS), e alteracdes na quantidade produzida de leite. (KOSKINEN et al.,
2010; BARLOW, 2011).

Do ponto de vista tecnologico, a mastite € uma das causas que provoca
maior prejuizo sobre a composicao e caracteristicas fisico-quimicas do leite, no qual
€ observada uma perda da producdo dos trés principais componentes do leite,
gordura, lactose e proteina. Quanto maior a CCS, maior a perda da producdo
(HALASA et al., 2009). Os prejuizos causados pela mastite incluem os custos de
diagndstico microbiologico, medicamentos, mao de obra, descarte de leite, reducao
da producdo de leite em razdo da mastite clinica e subclinica, descarte do animal ou
perda do quarto, e risco de transmissado da infec¢do para outras vacas, além do risco
de transmissao em alimentos (SANTOS et al., 2011, KEFEE, 2012).

A mastite bovina pode ser causada por 137 espécies de microrganismos
pertencentes a 35 géneros, sendo a bactéria com maior prevaléncia e de principal
importancia o patégeno Staphylococcus aureus. Este microrganismo é considerado
contagioso, ou seja, a contaminacao e disseminacdo do patégeno ocorrem durante a
ordenha, sendo o Ubere a principal fonte de infeccdo (CAPURRO et al., 2010;
MICHEL et al., 2011, KEEFE, 2012). Tal bactéria possui um papel importante no
controle de mastite, j& que € um microrganismo de tratamento dificil devido a
elevada resisténcia aos antibiéticos (FERREIRA et al., 2006; NADER FILHO et al.,
2007).
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Uma vez que o reservatorio primario da infeccdo com agentes
patogénicos contagiosos € o gado infectado, o foco de controle esta relacionado a
biosseguranca do rebanho. O controle de agentes patogénicos contagiosos €
realizado pela diminuicdo de novas infec¢des e reducdo do reservatorio da infeccéo
no rebanho. Para KEEFE (2012), os procedimentos de desinfeccdo dos tetos nos
intervalos de pré e pos — ordenha e a terapia da vaca seca auxilia na diminuigdo da
prevaléncia de mastite. Ha evidéncias de que a utilizacdo de luvas de ordenha é
uma parte integrante do controle de mastite contagiosa e a producgéao de leite de alta
qualidade. Rebanhos devem ser fechados ou ter protocolos de biosseguranca
rigorosos para prevenir a introducédo de novas estirpes de patégenos causadores de
mastite contagiosa.

Os dez principios basicos do National Mastitis Council — Estados Unidos
(NMC) para o controle de mastite sdo 0s seguintes: (1) estabelecimento de metas
para a saude do Ubere, (2) a manutencao de um ambiente limpo, seco e confortavel,
(3) procedimentos adequados de ordenha, (4) manutencdo e uso adequado dos
equipamentos de ordenha, (5) boa manutencao dos registros, (6) apropriado manejo
de mastite clinica durante a lactacdo, (7) manejo eficaz da vaca seca, (8)
manutencdo da biosseguranca para patdgenos contagiosos e para comercializacao
de vacas cronicamente infectadas, (9) o acompanhamento regular do estado de
saude do Ubere, (10) revisao periddica do programa de controle de mastite (KEEFE,
2012).

A mastite associada a S. aureus € uma das principais doencas
contagiosas que assola a pecuaria leiteira, ja que S. aureus € o principal agente
etiolégico patogénico de mastite bovina, e provoca perdas econdmicas significantes
no gado leiteiro em todo o mundo. Este patégeno produz uma grande variedade de
fatores de viruléncia, responsaveis por infec¢cdes subclinicas e crbnicas. A
investigacdo da distribuicdo e dos fatores de viruléncia de S. aureus fornece
informacBes importantes para estabelecimento de estratégias de controle de
infeccbes (HWANG et al,, 2010). Os produtos do gene associados com a
especificidade do hospedeiro poderiam ser alvos ideais para agentes terapéuticos
para prevenir o carreamento e infeccbes em animais ou humanos, reduzindo a
morbidade, letalidade ou perdas na agricultura (L-SUNG et al., 2008).

Cada linhagem de S. aureus tem uma Unica combinacao de proteinas de
superficie e reguladores, chamados genes variaveis centrais (CV), e correspondem
aos complexos clonais (CCs), resultando em multiplos recombinantes de genes CV
entre as linhagens. Além disso, todas as cepas séo portadoras de uma variedade de
elementos genéticos moveis (MGE) que codificam genes de resisténcia e viruléncia,
e ha muita variacdo dentro das linhagens, indicando frequente transferéncia
horizontal. (L-SUNG et al., 2008).

S. aureus € um microrganismo comensal e patogénico de diversas
espécies mamiferas, particularmente humanos e ruminantes (L-SUNG et al., 2008).
Sua viruléncia depende de uma grande variedade de fatores, principalmente,
proteinas extracelulares, como enzimas e exotoxinas, que contribuem no
desencadeamento da doenca. Cepas de S. aureus podem albergar diferentes genes
de viruléncia que codificam enterotoxinas estafilococicas (SEs), leucocidinas,
esfoliatinas, hemolisinas, toxinas da sindrome do choque toxico 1 e alelos do gene
acessorio regulador (agr), sendo que a presenca ou auséncia desses genes é
essencial para determinar o potencial de viruléncia das cepas. O padréo dos genes
de viruléncia e do polimorfismo genético pode ser usado para determinar o “biovar” e
a relacdo com a origem dos isolados (SPANU et al., 2012).
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Entre os fatores contribuintes para a viruléncia deste patdgeno, a
resisténcia a antibidticos possui um importante papel. Cepas de S. aureus podem
ser caracterizadas como resistentes a uma unica ou a varias drogas, representando
a principal ameaca para a saude publica, como é o exemplo das cepas de
Staphylococcus aureus meticilina-resistentes (MRSA) (SPANU et al.,, 2012),
patdbgeno importante na medicina humana, mas que também pode colonizar e
causar infeccdes em varias espécies animais (FEBLER et al., 2010). Em relacéo ao
MRSA, este é um assunto de importancia para a saude publica. A cepa MRSA
encontrada em gado parece agir de maneira similar de outras cepas, porém, o fato
de MRSA ser encontrada em gado indica graves entraves na saude publica (KEFEE,
2012).

A mastite estafilococica em ovelhas leiteiras possui duas formas de
apresentacdo, a forma subclinica e a forma gangrenosa letal. Os fatores de
viruléncia de S. aureus, ou os fatores do hospedeiro e eventos epidemiolégicos que
contribuem para o desencadeamento de uma das formas, ainda ndo sao
conhecidos. Em mastites de ovelhas suspeita-se que cepas de S. aureus possuem
potenciais de viruléncia diferentes, mas as caracteristicas genéticas associadas com
a diferente evolucéo ainda séo desconhecidas (VAUTOR et al., 2009).

GENOMICA DE FATORES DE VIRULENCIA DE S. Aureus

Isolados de MRSA da linhagem clonal ST398 tem ganhado atencéo
particular como agentes colonizadores em porcos, porém raramente como agentes
causadores de infeccOes. Estudos prévios mostraram que isolados ST398 nédo séo
restritos a porcos, podendo ser isolados de humanos e outros animais, sendo que
pessoas em contato intimo com suinos estdo em risco de serem colonizadas por
esse patdégeno. Assim, portadores de MRSA ST398 possuem um papel importante
na disseminacéo destes em diferentes ambientes e para diversas espécies animais
(FEBLER et al., 2010).

Para acompanhar a disseminacdo, a caracterizagcdo da cepa se faz
necessaria. Em um estudo realizado por FEBLER et al.,, (2010) objetivou-se
caracterizar isolados MRSA de casos de mastite bovina por suas relacdes
gendmicas e propriedades de resisténcia a antimicrobianos e de viruléncia. Para
isso, o diagndstico por microarranjo e técnicas classicas para tipificacdo foram
aplicadas e suplementadas com unidades repetidas diretas (dru) (FEBLER et al.,
2010). Para este estudo, foram utilizados 25 isolados de MRSA provenientes de
casos de mastite clinica bovina e dois isolados de trabalhadores das propriedades.

Foram encontrados trés diferentes tipos do gene spa, o tipo t011
dominante, o t034 com trés isolados e o t2576 com apenas um isolado. Em uma
analise mais profunda das unidades repetidas percebeu-se que os trés tipos spa séo
relacionados, sendo que t034 (08-16-02-25-02-25-34-24-25) se difere de t011 (08-
16-02-25-34-24-25) pela duplicacdo de 02-25, e t2576 (08-12-16-02-25-34-24-25)
tem uma repeticdo adicional de 12 em comparacdo com t01ll. A tipificacdo de
cassete cromossOmico estafilococico mec (SCCmec) revelou a presenca de
SCCmec do tipo IV em um isolado, um isolado com cassete cromossémico nao
identificado e, nos, 25 isolados restantes, a presenca do SCCmec tipo V. Dentre os
27 isolados, cinco diferentes tipos de dru foram identificados, o dtlla (padréo
repetido 5a-2d-4a-0-2d-5b-3a- 2g-3b-4e-3e), presente em 20 isolados, o dtllab (5a-
2d-4a-0-2d-5b-3a-2g-3b-4e-2f), presente em trés isolado, dt6) (5a-2d-4a-0-2d-3e),
presente em dois isolados, e tipos dtl0a (5a-2d-4a-0-2d-5b-3a-2g-3b-4e) e dt10q
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(5a-2d-4a-0-2d-5b-3a-2g-2c-4e), encontrados em um isolado cada (FEBLER et al.,
2010).

A analise de genotipagem revelou um padrdo uniforme de genes de
viruléncia dentro dos 27 isolados de MSRA. Todos os isolados foram positivos para
a presenca do gene de codificacdo de a e 6 hemolisina, gene do grupo agrl e o
gene de codificacdo do polissacarideo capsular tipo 5; e estes ainda eram
portadores de um conjunto similar ao gene da familia de moléculas da matriz
adesiva de reconhecimento de componentes de superficie microbianos
(MSCRAMM), incluindo os genes do fator de aglomeracgéo A e B (clfA e B), proteina
ligadora de fibrinogénio A e B (fnbA e B), proteina ligadora de colageno (cna) e
proteina ligadora de elastina (ebpS), entre outros. Todos os isolados foram
negativos para os gene de codificacdo de leucocidinas Panto-Valentine (PVL), lukF-
PV e IukS-PV, o gene tst, da toxina da sindrome do choque toxico 1(TSST-1), os
genes etA, etBeetD, da toxina esfoliativa, bem como genes de enterotoxinas
estafilococicas (FEBLER et al., 2010).

Testes de susceptibilidade revelaram a presenca de dez padrbes
diferentes. O padrdo mais frequente, detectado em 11 isolados, consiste na
resisténcia a b-lactamicos e tetraciclinas. Outros trés isolados mostraram resisténcia
para trimetropim e tiamulina, em adicdo a b-lactamicos e tetraciclina. Os restantes 12
isolados, entretanto, exibiram padrdes de resisténcia mais extensos, que inclui seis
membros de oito classes de agentes antimicrobianos. Todos os isolados MRSA
foram susceptiveis a vancomicina. Os 27 isolados MRSA carreavam o0 gene mecA e
0 operon b-lactamase blaZ-blal-blaR. J& a resisténcia a tetraciclina era mediada
pelos genes tet(M)ptet(K) em 15 isolados, tet(M)ptet(K)ptet(L) em 10 isolados e
tet(M)ptet(L) ou tet(M) em um isolado cada. Todos os isolados com presenca do
genetet(L) carreavam o gene de resisténcia a trimetropim (dfrK) (FEBLER et al.,
2010).

Os isolados de MRSA doados pelos trabalhadores de uma propriedade
obtiveram resultados idénticos aos trés isolados bovinos obtidos da mesma fazenda.
Essa observacdo sugere transferéncia de MRSA entre os animais e pessoas da
mesma fazenda. Com isso, a presenca de isolados MRSA do ambiente nosocomial
em gado leiteiro ou em amostras de leite mastiticas sugere a transmissao desses
isolados entre humanos e animais, demonstrando um perfil zoonético do patégeno
(FEBLER et al., 2010).

No estudo de FEBLER et al. (2010) todos os isolados apresentaram
resultado negativo para a presenca de genes que codificam leucocidinas (PVL) e
gene que codificam enterotoxinas estafilococicas, que possuem papel importante em
casos intoxicacao alimentar pelo consumo de leite contaminado com S. aureus.

Em outro estudo, que teve como objetivo realizar uma caracterizacao dos
fatores de viruléncia e estudar a variabilidade genética dos isolados de S. aureus de
gueijo de leite cru de ovelha, 81% dos isolados teve um perfil de patogenicidade
atribuivel a “biovar animal’, enquanto que 16% pode ser relacionado a “biovar
humano”, permitindo, assim, estimar a origem mais provavel de contaminacdo. Cem
isolados de S. aureus de amostras de queijo produzidas em fabricas artesanais
foram analisadas para a presenca de genes que codificam enterotoxinas (sea-see),
genes de proteinas semelhantes a enterotoxinas (seh, sek, sel, sem, seo, sep),
leucocidinas, exfoliacinas, hemolisinas, toxina da sindrome do choque toxico 1 (tst) e
o alelo do gene acessorio regulador (agr). Concentragdes minimas inibitérias (MICs)
de nove agentes antimicrobianos e a presenca de genes correspondentes que
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codificam para resisténcia antimicrobiana também foram investigados (SPANU et al.,
2012).

Genes que codificam SEs B, D, E, H, K, P, Leucocidina Panton Valentine
e exofoliatinas A, B e D nédo foram detectados. O gene que codifica SEC foi
encontrado em 23 cepas e foi associado com genes sel e tst. Em sete de dez
isolados o0 gene sea foi associado com 0s genes sem e seo. A alta prevaléncia de
cepas portando genes sec, set etst, tanto sozinhas ou combinadas com gene hlb,
observado na pesquisa atual, sugeriu a origem animal dos isolados. O locus
regulador agr é outro fator importante que define a correlagcdo entre S. aureus e seu
hospedeiro. A maioria das cepas (40%) portava alelo agr do grupo llI,
frequentemente observado em isolados de S. aureus de origem ovina (SPANU et al.,
2012).

Foram identificados 18 isolados portando genes blaZ, e estes
demonstraram resisténcia a ampicilina e penicilina; seis isolados que portavam o
gene tetM foram resistentes a tetraciclina. A presenca do gene mecA e resisténcia a
meticilina, tipicos em cepas de origem humana, ndo foi detectado. Como a
resisténcia multipla e a resisténcia a meticilina séo tipicas em cepas humanas, a
auséncia dessas da suporte a hipétese que a maior parte dos isolados era de origem
animal. Os padrbes de viruléncia observados na maioria dos isolados levam a
concluir que a contaminacdo com S. aureus do queijo de ovelha artesanal é de
origem animal, e a deteccao do biotipo humano é esporadica (SPANU et al., 2012).

Em um estudo de campo, realizado por VAUTOR et al (2009), 16 isolados
de S. aureus foram coletados de seis casos de mastite subclinica (033, 046, 047,
054, 063 e 064), um caso de mastite gangrenosa letal (011), de oito fossas nasais
de ovelhas (0193 — 0200), e um isolado do ar ambiente de uma sala de ordenha
(0192). Foi realizada uma comparacdo entre um isolado proveniente de mastite
subclinica (046) e outro de mastite gangrenosa (0O11), além da realizacdo de
analises de tipificacdo para caracterizar e identificar os isolados de mastite
gangrenosa em narinas dos animais.

De acordo com os resultados obtidos pelas analises realizadas para
discriminar os isolados de S. aureus, o isolado gangrenoso O11l é idéntico aos
isolados 0193, 0194, 0195 e 0196. Também foram considerados muito
semelhantes aos isolados 0192, 0199 e 0200, variando apenas no perfil de
bacteriéfagos. Ja o isolado de mastite subclinica O46, indistinguivel dos isolados
033 e 054, ndo obteve relacdo com os isolados das fossas nasais de ovelhas
(VAUTOR et al., 2009). Ainda de acordo com os resultados das analises de
tipificacdo, o isolado de mastite gangrenosa (O11) é portador de alguns genes de
viruléncia, tais como sdrD, clfA-B, sasA, sasB, sasD, sasl e splE, porém nao foi
detectado o gene de codificacdo da proteina de ligacdo ao fibrinogénio B (fnbB) e
um profago. A tipificacdo mostrou também que a cepa O11 emergiu apos um quadro
inicial de mastite subclinica, porém persistiu em narinas de quatro ovelhas (VAUTOR
et al., 2009).

As duas cepas, Ol1l1l e 046, foram agrupadas na linhagem CC130 de
vacas, essas tinham em comum 3615 ORF idénticos e nado tinham evidéncias de
plasmideos livres. As principais diferencas entre os isolados foram a
presenca/auséncia de alelos para sdrD, splE, fnbB, clfA-B e a presenca de genes
profagos (SAS0897, SAR1558, SAR0940, SAR2100 e SACOL0343). Além disso, a
tipificacdo do gene sas entre O11 e O46 (variagbes em sasA, sasB, sasD e sasl)
indicou pequenas variagfes na codificagdo de produtos adicionais de superficie,
portanto, foram encontradas diferencas gendmicas entre essas cepas
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geneticamente relacionadas, mas ndo foram encontradas diferencas em genes
envolvidos em processos celulares, sintese de parede celular ou metabolismo
intermediario (VAUTOR et al., 2009).

Em outro estudo com as cepas Ol1l1l e 046 causadores de mastite
gangrenosa e subclinica, respectivamente, foi realizado uma comparacédo genbémica
para identificar os fatores estafilococicos ligados a severidade da mastite a fim de
definir as caracteristicas de cada cepa associada com hiper-viruléncia em mastites.
A andlise gendmica revelou diferencas minimas, a grande maioria dos genes foi
encontrada nas duas cepas, exceto por um sorogrupo adicional de profago B
(42CDS) no genoma da cepa 046 (MARECHAL et al., 2011).

As cepas O1l1 e 046 demonstraram alta similaridade com a sequéncia
gendmica de ED133, outra cepa originada de mastite ovina (FIGURA 2). No estudo,
foi encontrado que a maior parte dos genes presentes no genoma ED133 estava
presente nos genomas de Ol1ll ou 0O46. Tanto Oll e 046 portavam fagos
relacionados aos fagos wSaovl e wSaov3 de ED133, mas ndo continham wSaov2,
reportado apenas em ED133. Os genes scn, da proteina inibidora do complemento,
vwb, do fator von Willebrand ligador de proteina, e SAOV_2050, de uma proteina
hipotética, carreados pela ilha de patogenicidade SaPlov 2, foram identificados nas
sequéncias 011 e 046 (MARECHAL et al., 2011).

Embora os genomas de O11l e O46 sejam clonais, como demonstrado
pelas andlises de tipificacdo de spa e de eletroforese de campo pulsado (PFGE) e
pelo conteudo genémico, as cepas contém polimorfismo de nucleotideos Unicos
(SNP). A comparacédo entre O11 e O46 mostrou que os SNPs eram distribuidos de
maneira uniforme no genoma e néo correlacionava com a localizacéo ou funcéao de
proteinas. Ainda, a comparacao entre Oll e 046 revelou 103 genes truncados,
presentes em uma das duas cepas, correspondentes, por exemplo, a pontos de
mutacao. Entre os 103 genes truncados, 37% estavam envolvidos no funcionamento
da célula; 8,7% na regulacdo génica; 3% no metabolismo do ferro; 11% na
viruléncia; e 36% na codificacdo de proteinas com fungdo desconhecida
(MARECHAL et al., 2011).
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FIGURA 2: Mapa grafico dos genomas de S. aureus 011, O46 e ED133.
Sequéncias homologas entre as cepas estdo ligadas por fitas
coloridas. As setas indicam as sequéncias contiguas contendo o
fago adicional em 046 (MARECHAL et al., 2011).

Em um estudo, realizado no Reino Unido, foram comparados 56 isolados
de S. aureus que causaram infeccdo em vacas, cavalos, carneiro, ovelha e camelo,
com 161 isolados humanos de portadores saudaveis e de infec¢bes adquiridas na
comunidade. O objetivo foi identificar genes de S. aureus associados com a
especificidade do hospedeiro, determinar a relagdo entre isolados humanos e
animais, e ainda identificar se a troca de elementos genéticos moveis (MGES)
contendo genes de resisténcia e de viruléncia entre os isolados humanos ou animais
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é frequente (L-SUNG et al., 2008). Foi encontrado que os S. aureus associados a
animais se agruparam em dez linhagens, com 61% presente em quatro linhagens
(ST 151, ST771, ST130 e ST873), Unicas em animais. Dos 37 isolados bovinos, 81%
pertencia principalmente a trés linhagens, ST151 (n513), ST771 (n59) e ST97 (n58).
O restante dos isolados bovinos foi designado como ST130 (n53); ST188 (n53),
encontrado em baixa frequéncia em humanos; Stl (n51), uma linhagem dominante
de humanos; e um 6rfao (sem caracterizacdo). A presenca de isolados de caso de
mastite bovina proveniente de linhagens humanas vai contra a ideia de que apenas
isolados animais causam doencas em animais e apenas isolados humanos sao
carreados por humanos ou causam doencas em humanos (L-SUNG et al., 2008).

O estudo de L-SUNG et al. (2008), pode estimar os principais genes
associados a especificidade do hospedeiro. Muitos genes de viruléncia conservados
nos isolados humanos nédo foram encontrados em uma ou mais linhagens animais,
como a linhagem especifica de genes fnbA, fnbB e coa. Genes portadores de MGEs,
como chp, proteina inibidora de quimiotaxia, scn, proteina inibidora do sistema
complemento, e sak, estafiloquinase, também foram pouco comuns em isolados de
S. aureus de origem animal; e o gene bap néo foi encontrado. Apesar de haver
evidéncias de trocas de MGEs, como bacteriéfagos e ilhas de patogenicidade, entre
isolados humanos e animais, ndo ha evidéncias de transferéncia de genes de
resisténcia nos cassetes cromossdmicos estafilocécicos (SCC) ou plasmideos.

Os resultados de L-SUNG et al., (2008) sugerem que pode haver algumas
diferencas conservadas entre S. aureus de humanos e animais. Isso € devido ao
fato que a maioria dos S. aureus de humanos e bovinos parecem ser hospedeiros-
especificos para colonizacdo e patogenicidade. Isso pode ser explicado com a baixa
incidéncia de genes de viruléncia nos isolados animais, como scn, que codifica um
inibidor da formacdo do complemento e reduz a fagocitose por neutrdfilos; chp, que
codifica moduladores de respostas a quimiocinas que previne a quimiotaxia
neutrofilica e sua ativagao; e sak, codificador de uma anti-opsonina e inibidor de
defensina. E possivel que as proteinas codificadas por esses genes tenham como
alvo respostas especificas a imunidade humana e ndo a respostas imunes animais.
Portanto, é possivel que genes que tem como alvo o sistema imune especifico
animal sejam encontrados em cepas animais, mas nao existem provas deles nos
microarranjos de DNA.

Os isolados animais foram mais sensiveis a antibioticos que os isolados
humanos e, surpreendentemente, dois isolados animais que portavam os elementos
SCCmec e foram positivos para a presenca do gene mecA eram fenotipicamente
sensiveis a meticilina. O gene vra, possivelmente associado com a sintese da
parede celular e resisténcia a vancomicina, foi encontrado em trés linhagens
humanas e em nenhum isolado animal. Os perfis de resisténcia a antibiéticos de
isolados animais mostraram pouca evidéncia de difusdo de resisténcia a antibiéticos
em linhagens animais (L-SUNG et al., 2008).

No estudo de HWANG et al. (2011), 44 cepas de S. aureus isoladas de
leite de vacas com mastite em cinco provincias na Coreia do Sul foram investigadas
pelo método de tipificacdo de spa e perfil do gene de codificacdo de SE. Dos
resultados da tipificacdo de spa, foram identificados 14 tipos diferentes, sugerindo
que estes sao provenientes de um ancestral comum. Os isolados foram agrupados
em cinco grupos e dois isolados sozinhos baseados nos tipos de spa, sdo eles:
grupo 1 (t164, t2094, t1987), grupo 2 (1286, t 127), grupo 3 (1148, t324, t664), grupo
4 (t1151, t519), grupo 5 (t034, t1456), isolados sozinhos (t002, t008). Além disso, a
analise do perfil do gene de codificacdo de SE revelou a prevaléncia de cada subtipo
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dos genes de SE ou da proteina semelhante a SE e o MGE associado relacionado a
esses genes.

Os genes de codificacdo de SE e de proteina semelhante a SE foram
detectados em 34 isolados (77,3%), sugerindo que as enterotoxinas estafiolocécicas
e as toxinas semelhantes as enterotoxinas estafilococicas causam mastite pela
depressao do sistema imune bovino. Ao todo, foram detectados 10 diferentes genes
de codificacdo de SE e proteina semelhante a SE, sdo eles: sea (2 isolados), seb (1
isolado), seg (17 isolados), seh (16 isolados), sei (17 isolados), selk (2 isolados),
selm (17 isolados), seln (17 isolados), selo (17 isolados) e selq (2 isolados). Nao
foram detectados os genes sec, sed, see, sej, sell, selp, selr e selu. O perfil génico
SE mais prevalente foi uma composicdo dos genes seg, sei, selm, seln e selo,
detectado em 36,3% (16) dos isolados (HWANG et al., 2010).

O perfil genético de SE e os tipos de spa dos isolados de S. aureus
também foram comparados. Muitos tipos de spa mostraram mais de dois perfis
génicos de SE. Dentre os oito isolados do tipo t164, sete possuiam 0s genes seg,
sei, selm, seln e selo. Os oito isolados t286 possuiam dois perfis SE: positivo para o
gene seh (seis isolados) e isolados negativos (dois isolados). No caso do tipo t127,
sete isolados abrigavam o gene seh e um isolado, 0s genes sea, selk, selq e seh. Os
isolados do tipo t189 apresentaram trés tipos de perfis genéticos de SE: Trés
isolados foram considerados suspeitos de possuirem 0s genes seg, sei, selm, seln e
selo, dois isolados possuiam o gene seh, e dois isolados nédo abrigavam gene de
toxinas. A presenca de diferentes perfis do gene SE dentro do mesmo tipo spa
indica a possibilidade de associacdes de MGEs (HWANG et al., 2010).

O objetivo do estudo de GAO et al., (2012) foi detectar diversidade dos
tipos moleculares em isolados de S. aureus de casos de mastite em um rebanho
bovino e detectar os padrdes de resisténcia a antibidticos e genes de resisténcia
relacionados dentre os isolados. Para isso, 53 isolados de S. aureus de vacas com
mastite clinica ou subclinica foram utilizados. As analises de tipificacdo revelaram a
presenca de dois tipos de S. aureus, indicando a presenca de duas cepas no
rebanho. O tipo | foi predominante tanto nos casos de mastite subclinica (27 quartos
mamarios), quanto nos casos de mastite clinica (23 quartos mamarios). A baixa
diversidade indica que uma cepa (tipo 1) causando mastite se difundiu de uma vaca
para outra no rebanho.

Os testes de susceptibilidade a antimicrobianos demonstraram resisténcia
a tetraciclina, penicilina e eritromicina dentre os isolados de S. aureus. Os 51
isolados resistentes a penicilina continham o gene blaZ; o gene ermC estava
presente em todos os 35 isolados resistentes a eritromicina, contudo, quatro
isolados portavam o gene ermC e eram susceptiveis a eritromicina. Os 52 isolados
resistentes a tetraciclina portavam o gene tetM, dentre eles, seis isolados portavam
também o gene tetK. Combinado com os resultados de tipificagéo, a alta frequéncia
da resisténcia do microrganismo S. aureus a penicilina e tetraciclina pode ser
explicada pela disseminacdo de uma cepa no rebanho, possivelmente devido as
mas condi¢cdes de higiene de ordenha e alta prevaléncia de animais infectados de
forma subclinica (GAO et al., 2012).

O estudo de REINOSO et al., (2008) utilizou 45 isolados de S. aureus
coletados de humanos, bovinos e amostras de alimentos na Argentina. Dentre eles,
15 isolados foram obtidos de infecgbes de humanos, sete foram obtidos de narinas
de pessoas aparentemente saudaveis, 15 isolados de mastite subclinica bovina e
oito isolados de amostras de alimentos. Foram realizadas andlises para identificar
determinantes genéticos de viruléncia e caracteristicas regulatérias. As analises

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.9, n.17; p. 1505 2013



incluiram genes de codificacdo da regido de ligacdo a imunoglobulina G e regidao X
da proteina A estafilococica (spa), coagulase (coa), fator de aglomeracéo A (clfA),
dominios de ligacdo ao colageno A (cnaA) e B (cnaB), o polissacarideo capsular 5
(cap5) e 8 (cap8), o gene acessorio regulador (agr) | a lll e o gene de expresséo de
exoproteinas de S. aureus (sae). Entre os isolados humanos, 19 (86%) foram
resistentes a penicilina, nove (41%) a estreptomicina, oito (36%) a eritromicina, sete
(32%) a tetraciclina, quatro (18%) a canamicina, dois (9%) a novobiocina e um a
cefalotina (4%). Entre os isolados de mastite bovina, quatro apresentaram
resisténcia a penicilina e quatro a estreptomicina. Os isolados de S. aureus restantes
de amostras de alimentos foram susceptiveis a todos os antibidticos testados. A
resisténcia a antibidticos parece ser mais pronunciada entre os isolados humanos
comparados com o0s isolados de mastite bovina. Esse aumento da resisténcia
antimicrobiana de isolados humanos pode ser causado por uma transferéncia
horizontal de genes (REINOSO et al., 2008).

Os isolados foram divididos em sete grupos com 60% de similaridade
genética relativa, de acordo com os resultados da andlise de REP-PCR, e
denominados I-VIl (FIGURA 3). O grupo Il consistia de 13 (87%) isolados de
infecgbes humanas, os grupos lll e IV de 14 (93%) de isolados de mastite bovina, 0s
grupos V e VIl de cinco (71%) de isolados de narinas e pessoas saudaveis; seis
(75%) dos isolados de amostras de alimentos foram agrupados junto com 0s
isolados humanos no grupo Il. O grupo com os isolados restantes de S. aureus nao
teve correspondéncia com a origem dos outros isolados (REINOSO et al., 2008).
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FIGURA 3: impressofes de sete isolados de S. aureus
representando os grupos Il (1-6) e 1l (7)
(REINOSO et al., 2008).
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De acordo com os resultados da andlise de REP-PCR, os isolados de S.
aureus de humanos era bem distintos dos perfis genéticos dos isolados bovinos. Foi
realizada também a identificacdo e caracterizagdo molecular do patégeno por
amplificacdo de PCR de genes de viruléncia. A determinacdo do tamanho da regiédo
de codificacdo do gene spa da ligadora a IgG revelou um tamanho de amplicon
idéntico, aproximadamente 900bp, em 42 isolados de S. aureus, indicando que o
gene spa desses isolados codifica cinco dominios de ligacdo a IgG. Entretanto, o
gene spa de trés isolados humanos produziram amplicons de tamanho de 700pb,
sugerindo a falta de um dominio (REINOSO et al., 2008).

A amplificacdo da regido X de codificacdo de parte do gene spa produziu
diferentes tamanhos de amplicons para os isolados humanos, bovinos e de
amostras de alimentos, com uma relacdo especifica entre o numero de repeticdo e a
origem. A amplificacdo do gene coa dos isolados apresentou varios polimorfismos
génicos. Um amplicon de 700pb estava presente em sete isolados de infeccdes
humanas, indicando a presenca de sete repeticbes. Por outro lado, seis isolados
bovinos apresentaram amplicon de tamanho de 900pb (FIGURA 4). De acordo com
o tamanho dos amplicons exibidos pela amplificagéo da regido X e do gene coa, 0s
isolados de amostras de alimentos parecem ser relacionados a cepas bovinas. A
amplificacdo do gene do fator de aglomeragéo A (clfA) revelou um Unico tamanho de
amplicon de aproximadamente 1.000pb, indicando nenhum polimorfismo no
tamanho e nenhuma diferenca significativa entre os isolados de S. aureus. No
estudo, 21 isolados de S. aureus portavam o gene capb, e sete, 0 gene cap8, e 17
isolados foram negativos para ambos o0os genes. O gene can foi detectado em
apenas cinco cepas humanas (REINOSO et al., 2008).
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FIGURA 4: Amplicons de segmentos de gene spa de
codificacdo da regido ligadora de IgG com
tamanhos 700pb (3, 5 e 12) e 900pb (1, 2, 4, 6 —
11, 13)(REINOSO et al., 2008)

Protedmica de fatores de virulénciade  S. aureus
As proteinas de superficie associadas a parede celular expressas por S.
aureus possuem um importante papel na viruléncia e formacdo do biofilme. Em
particular, em infeccbes intramamarias bovinas, os componentes de superficie
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desempenham um papel fundamental na adesdo bacteriana ao tecido mamario do
hospedeiro e na resisténcia a fagocitose por células do leite. Além disso, 0s
constituintes da parede celular detém algumas respostas sobre a resisténcia em
cepas diferentes (TAVERNA et al., 2007).

O estudo de TAVERNA et al. (2007) teve como objetivo a obtencdo de um
mapa de referéncia pelo método de eletroforese bidimensional de proteinas de
superficie, isoladas de uma cepa de S. aureus selecionada por suas caracteristicas
de viruléncia e por promover mastite em vacas. A cepa S. aureus 1673 foi isolada de
um caso de mastite subclinica bovina. As principais caracteristicas genéticas do
isolado sdo: coagulase positivo, proteina ligadora de coladgeno negativo, proteina
ligadora do fibrinogénio positivo, proteina A positivo e enterotoxinas G e | positivo.
Foi realizada a analise de eletroforese bidimensional (2-DE) para separacdo de
proteinas. A identificacdo e a caracterizacdo foram realizadas pela técnica de
espectrometria de massa, MALDI-TOF. Muitas proteinas foram encontradas na faixa
acida e muitas delas, de 30 a 150 kDa, foram representadas por um padréo
indicativo de multiplas formas do mesmo polipeptidio, sugerindo um possivel
processo pos-traducional ou artefatos experimentais (FIGURA 5).
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FIGURA 5: Gel de eletroforese bidimensional de proteinas
associadas a superficie de S. aureus. Os
nameros de referéncia dos pontos estédo
listados no quadro 1 (TAVERNA et al., 2007).

Na andlise de eletroforese bidimensional, a maioria das proteinas migrou
de acordo com o ponto isoelétrico e peso molecular. A identificagdo das proteinas
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confirmou que a amostra, apds o tratamento com lisostafina, foi enriquecida com
proteinas com padrdes de hélices transmembranas, incluindo proteinas associadas
a parede celular, ou a0 menos temporariamente associadas a parede celular por
analogia a suas localiza¢gdes em outros microrganismos. A sequéncia de peptideos
sinalizadores, cujo alvo sé&o proteinas de secrecao, estavam presentes em 11 pontos
(7-10, 23, 24, 36, 38, 39, 49, 50). Os pontos 7-10 e 48 foram identificados como
adesinas ja conhecidas. 25 pontos foram identificados como proteinas de hélices
transmembranas (2, 7-10, 14-24, 26-28, 36, 38, 39, 41, 49, 50) (TAVERNA et al.,
2007).

Por outro lado, 16 proteinas (1, 3-6, 11-13, 25, 29-35, 37, 40, 42-45) nao
tiveram nenhuma sequéncia sinalizadora ou padrdo de hélice transmembrana
conhecidos. Entre elas, quatro proteinas foram descritas como associadas a
membrana ou como proteina putativa de membrana; cinco proteinas apresentam
propriedades hidrofébicas, o que talvez permita que estas se associem a bicamada
lipidica (1, 11, 13, 37, 42, 45). Apenas sete das 33 proteinas descritas (50 pontos)
nao sao preditas de serem associadas a parede celular ou a membrana, porém
sugere-se que as proteinas EF-TU (3-6), alquil-hidroxido-redutase (30 e 31), e
proteinas hipotética ansA (34) podem se associar a membrana temporariamente
(TAVERNA et al., 2007).

QUADRO 1: Proteinas identificadas por espectrometria de massa (TAVERNA et al.,

2007)

Numero | Proteina identificada

Transporte e ligacao

7-10 Proteina A ligadora a 1gG

35 Proteina de transporte ABC ligadora a ATP

36 Proteina ligadora de membrana dependente de
sistemas de transporte

48 Proteina ligadora de fibronectina

Metabolismo de parede celular

20 Fator essencial para expressdo da resisténcia a
meticilina (FemA)

23 Enzima de sintese de polissacarideo capsular

24 Serina-tipo-D-Ala-D-Ala Carboxipeptidase

46, 47 Proteina putativa de membrana

Metabolismo energético

22 ATP sintase de cadeia beta

26 Alcool desidrogenase

27, 28 Piruvatodesidrogenase componente E;

37 Frutose-bifosfatoaldolase classe 1

Metabolismo de aminoacidos

14 Formato-tetrahidrofolatoligase

15, 16 Formil-tetrahidrofolatosintetase

17-19 Inosina-5’-monofosfato desidrogenase

29 D-isbmero especifico 2-hidroxiacido desidrogenase
putativa

34 Proteina putativa hipotética

41 Naftoatosintetase

Detoxificacdo
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11-13 Catalase

30, 31 Alquil-hidroperéxidoredutase

42,43 Superoxido dismutaseSodA
Regulacéo de transcricdo

32 Proteina de controle de catabolito A
33 Repressor pleiotropico de transcri¢do codY
40 Proteina hipotética SA1666

Sintese proteica

1 Proteina DnaK

2 GroEL

3-6 Fator translacional de elongacao TU
44,45 Proteina 50S ribossomal L4

Qutras

21 Proteina putativa de membrana

25 Proteina hipotética SA2098

38, 39 Lipase A/ Esterase

49 Exotoxina

50 Proteina putativa exportada

No estudo realizado por MARECHAL et al., (2011) com cepas de S.
aureus O11 e 046 isolados de mastite subclinica e gangrenosa de ovelhas, além da
comparacao gendmica foram realizadas comparacfes dos perfis protedmicos entre
as duas cepas. As amostras de proteinas representando fracdes totais, de parede
celular e extracelular foram preparadas de isolados de O11 e O46 com crescimento
em condi¢cdes anaerdbicas, para simular o contexto in vivo da infeccdo. A imagem
das analises identificou 41 pontos de expressao diferentes, sendo a maioria deles
observado em amostras extracelulares. A maior parte das proteinas comuns entre
011 e O46 é proveniente dos extratos de proteinas totais e de parede celular,
entretanto, algumas diferencas foram observadas, principalmente em funcdo de
diferencas de volume. Em geral 17 proteinas de fracbes de proteinas totais e de
parede celular foram super produzidas por O11, e oito por O46, com varias
categorias funcionais, como metabolismo, processos celulares, entre outras
(MARECHAL et al., 2011). Por outro lado, o proteoma extracelular revelou
diferencas mais pronunciadas (FIGURA 6). A maioria das proteinas, 28 entre as 35
proteinas, que diferem entre O11 e 046, foram super produzidas por O11 no gel 2-
DE de fracdes extracelulares, e essas estavam diretamente implicadas na viruléncia
(32%), como exemplo as proteinas LUKE, LukM, Hla, HIg e Shi; ou participavam no
metabolismo celular ou outro processo, como exemplo as proteinas IsdA, B, C, e H,
envolvidos no metabolismo do ferro (MARECHAL et al., 2011).
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FIGURA 6: Comparacdo de exoproteinas produzidas
por S. aureus isolados de mastites clinicas
e subclinicas. A: representativo do gel 2-DE
de proteinas secretadas por O11, B:
representativo do gel 2-DE de proteinas
secretadas por 046 (MARECHAL et al.,
2011)

Algumas diferencas na expressao proteica podem ser explicadas pela
presenca de delecbes em uma das duas cepas, 0 que resulta em uma diferenga no
transcriptoma ou proteoma. Esse é o caso, por exemplo, de IdsH, o qual contém
uma delecdo de 1.215pb em 046, e IsdA, no qual o gene contém uma insercao de
45pb em 0O46. Outra observacao interessante € que algumas proteinas sdo super
expressas por um isolado na fase log e por outro isolado durante a fase estacionaria,
IUKE e nuc sdo super expressas na fase log a nivel de transcriptdmica e protedmica
por O46, mas é super produzida por Ol1l durante a faze estacionaria a nivel de
proteémica (MARECHAL et al., 2011).

A comparacédo protedmica revelou que O11 super-expressa gene de
codificacdo de exoproteinas, enquanto que O46 super-expressa genes de
codificacdo de componentes de superficie. Os resultados indicam que Varios
sistemas contribuem com a severidade da mastite, incluindo MGE, metabolismo de
ferro, producgéo de exotoxinas e reguladores sigma (MARECHAL et al., 2011).
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No estudo de TEDESHI et al. (2009), foi utilizada uma cepa de S. aureus
1673 isolada de um caso de mastite subclinica bovina, com caracteristicas genéticas
de coagulase positivo, proteina ligadora de colageno negativo, proteina ligadora de
fibrinogénio positiva, proteina A positivo, e enterotoxina G e | positivo; para a
identificacdo de proteinas imunogénicas pela analise soroldgica do proteoma, pelos
métodos de eletroforese bidimensional e de espectrometria de massa MALDI-TOF.
Nesse estudo, trés proteinas altamente imunogénicas foram identificadas, sdo elas:
DNA translocase FtsK, proteina ribossomal S1 e uma proteina hipotética que
apresenta alta similaridade com a familia de proteinas semelhante a tell, associadas
a resisténcia a telurito (tegr). A proteina DNA translocase FtsK é requerida para a
replicacdo, recombinacéo e transferéncia do DNA entre células e possui um dominio
N-terminal com cinco hélices transmembranas. A proteina ribossomal S1 possui um
dominio transmembrana hipotético, além de apresentar moléculas com boas
propriedades antigénicas. A analise foi centrada no proteoma de fracdes de
superficie, principalmente por duas razfes: as proteinas de superficie sdo mais
adequadas para o desenvolvimento de vacinas; e as amostras Sao menos
complexas que os proteoma totais, garantindo melhor separacdo e identificacédo
mais confiavel das proteinas imunogénicas (TEDESHI et al., 2009).

WOLFF et al., (2011) realizaram um estudo de caracterizacdo prote6mica
com 16 isolados de S. aureus de vacas com mastite clinica ou subclinica em
diferentes regides geograficas. Todos os isolados foram identificados por analises
microbiolégicas convencionais e foram detectados os genes de codificacdo de
coagulase (coa) e termonuclease (nuc). A analise protedmica foi realizada pelos
métodos de eletroforese em gel bidimensional e espectrometria de massa MALDI-
TOF, no qual foram identificadas 232 proteinas extracelulares diferentes, sendo que
74 dessas possuem sequéncias sinalizadoras especificas para o mecanismo
translocacional Sec-dependente, sendo 44 destas caracterizadas como extracelular
e oito associadas a parede celular.

Outra observacdo de WOLFF et al., (2011) foi a identificacdo nos
exoproteomas de isolados de mastite bovina de seis proteinas associadas a
membranas e de 139 proteinas citoplasmaticas, como esperado devido ao estudo
gendmico prévio. Os padrbes de proteinas extracelulares tiveram variacbes
consideraveis entre os diferentes isolados. Apenas uma proteina (LtaS) foi
encontrada no exoproteoma de todos os isolados; onze proteinas (Atl, Nuc,
SAB0566, GIpQ, Hla, SAB2176, SspA, SspB, Aur, SAB0846, e PdhB) foram
expressas em pelo menos 80% dos isolados, com oito dessas sendo proteinas
secretadas. Quinze proteinas extracelulares foram secretadas por, no maximo, trés
dos 16 isolados, sendo algumas destas proteinas caracterizadas como fatores de
viruléncia, como a toxina 1SAgs da sindrome do choque toxico, SEC-bov e SEL,
serina proteases SpiB, C e F, a proteina inibitoria de FPRL1 (FLPr), HysAleHysA2,
Pbp2, Ssl1l, eSsl9; mas também foram encontradas proteinas com funcdes
desconhecidas (SAB0739, SAB1980c, e SAB2421c) (WOLFF et al., 2011).

Foram encontrados quatro grupos de isolados com composicoes
genéticas muito similares: (i) D8-628.24 e D8-644.15, (i) N305, 377, e D4-106.06,
(iii) D9-780.07e D9-798.19; e (iv) A, B, C, F. A similaridade genética foi refletida
pelos padrbes de expressao proteica similares, exemplificado pelos isolados N305 e
377. Entretanto, mesmo isolados com genes de viruléncia muito similares, os
padrées de exoproteinas se diferem, isto pode ser exemplificado pela comparacao
da expressao de tais proteinas, no qual o gene estava conservado, nos isolados A,
B, C e F. Dos 82 genes conservados, os produtos de 20 genes foram identificados

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.9, n.17; p. 1512 2013



no proteoma extracelular de apenas um dos isolados; apenas seis proteinas (Aur,
Hlb, LukD, Luk-PV, LukMeSspA) foram secretados por todos os quatro isolados,
enquanto que 14 proteinas foram expressas por no maximo dois isolados. Assim,
conclui-se que a variabilidade na regulacdo da expresséo de genes de viruléncia, em
particular na falta de expressao de alguns genes, esta ligada a especificidade do
hospedeiro do patdgeno S. aureus (WOLFF et al., 2011).

CONSIDERACOES FINAIS

A mastite causada por S. aureus € uma enfermidade importante para a
producao leiteira, que provoca perdas econdémicas incluindo custos com tratamento
e diagndstico, descarte de animais enfermos, queda na quantidade de leite
produzida, entre outros. Assim, o estudo das caracteristicas moleculares do
patbgeno é importante, uma vez que permite o0 entendimento das interagfes
hospedeiro-patdégeno.

Estudos relacionados a gendémica de fatores de viruléncia de S. aureus
provenientes de casos de mastite sdo frequentes, porém uma limitacdo para estes
estudos com isolados de origem animal é que as andlises de microarranjo de DNA
sdo especificas para genes de cepas humanas, assim, ndo € possivel detectar
genes de microrganismo S. aureus direcionados para as relacbes hospedeiro-
patdogeno; obtendo resultados pouco significativos em relacdo as reais
caracteristicas moleculares de viruléncia dos patégenos quando estes estédo
associados em enfermidades animais, principalmente pelo fato de ndo se ter ensaios
analiticos para detectéa-las.

Comparado a analises protéomicas do leite bovino ou analises gendémicas
de patégenos de origem alimentar ou de mastites, poucos dados relacionados as
mudancas no perfil protedbmico de patdogenos causadores de mastite estdo
disponiveis, provavelmente devido a énfase dada em analises gendmicas nos anos
anteriores, e também pelo fato de que a protedmica comparativa ainda é uma
tecnologia recente no ambito das ciéncias veterinarias e de alimentos.

E importante ressaltar, entéo, que estudos gendmicos e protedmicos para
identificar especificamente o0s principais agentes moleculares promotores de
enfermidades e da severidade desta, em animais, precisam ser desenvolvidos, para
que a relacdo hospedeiro animal-patdogeno seja elucidada e para, futuramente,
identificacdo de novas drogas e opc¢oes terapéuticas.
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