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RESUMO

O S. agalactiae é um dos principais causadores de mastite em bovinos e
de consequentes perdas econdmicas aos produtores. O presente estudo teve por
objetivo caracterizar isolados de mastite bovina pela tipagem capsular e tipo de
sequencia utilizando as técnicas de PCR, multiplex PCR e MLST. Sessenta e
sete isolados de mastite bovina de 44 fazendas de gado leiteiro localizadas em
seis, dos principais produtores, estados brasileiros (MG, SP, SC, PR, PE e AL)
foram selecionadas. Cinco tipo capsulares foram encontrados (la, Ib, I1, 111 e 1V)
e alguns isolados foram classificados como ndo sorotipificaveis (NST). Nove
sequence types foram encontrados (ST-61, ST-67, ST-103, ST-146, ST-226, ST-
314, ST-354 e ST-570) e agrupados dentro de seis complexos clonais (CC61,
CC67, CC103, CC17, CC314, CC64). Com os resultados obtidos pode se
concluir que os S. agalactiae isolados de bovino de rebanhos brasileiros
constituem uma populacgdo diversa. Adicionalmente, cinco populag@es distintas
podem causar mastite, entretanto os resultados s&o sugestivos que somente
CC61 e CC67 sdo capazes de evoluir para a doenca clinica. Foi possivel o
estabelecimento da epidemiologia molecular dos isolados de S. agalactiae de
bovinos no Brasil, 0 que € essencial para implementacdo de programas de
controle e prevencdo para erradica¢do dos patdgenos.

Palavras-chave: S. agalactiae. Multi locus Sequence Typing. Multiplex PCR
tipagem molecular de capsula.



ABSTRACT

S. agalactiae is a major cause of mastitis in dairy herds, and
consequently economic losses to farmers. The aim of the present study was
molecular characterization of isolates from bovine mastitis by capsular typing
and sequence type by PCR, multiplex PCR and MLST. Sixty-eight isolates from
bovine mastitis in 37 dairy farms located in six Brazilian states (MG, SP, SC,
PR, PE and AL) were selected. Five capsular type were found (la, Ib, II, 11l and
IV) and some isolates were classified as nontypable (NT). Nine sequence types
were found (ST-61, ST-67, ST-103, ST-146, ST-226, ST-314, ST-354 and ST-
570) and clustered in five clonal complexes (CC61, CC67, CC103, CC17,
CC314). This work showed a relationship of the capsular type and geographical
region. With the results obtained it can be concluded that S. agalactiae isolated
from bovine herds Brazilian consists of a diverse population. Additionally, five
distinct populations can cause mastitis, however is suggestive that only two
(CC61 and CC67) are able to evolve for clinical disease. Finally, our results
enabled the establishment of the molecular epidemiology to S. agalactiae
isolated from cows of Brazilian herds which is essential to implementation of
prevention and control programs for eradication of the pathogen.

Keywords: multiplex PCR; Multi Locus Sequence Typing; tipagem capsular
molecular
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

De acordo com dados da Organizacdo das nacdes unidas para a
alimentacdo e agricultura (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION,
FAO, 2013), a producéo global de leite bovino atingiu 606.660.339 toneladas no
ano de 2010. O Brasil esta entre os dez maiores produtores mundiais ocupando a
42 posic¢do, com um montante de 32.091.000 toneladas.

Existem varios fatores que afetam a producdo leiteira mundial, sendo
gue um dos principais é a mastite por ocasionar queda na quantidade e qualidade
do leite produzido (KEEFE et al., 2012). Adicionalmente as perdas econémicas
aos produtores, a mastite bovina estd associada com questbes de bem estar
animal e de salde publica. Isso devido a presenca de agentes dotados de
potencial zoondtico, residuos de antibidticos no leite (geralmente associado ao
uso indiscriminado) mais a emergéncia de bactérias resistentes (VLIEGHER et
al., 2012) que podem ser propagadas na comunidade. Entre os principais
patdgenos causadores de mastite bovina, estdo as bactérias Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis e
Staphylococcus aureus (RATO et al., 2013; KEEFE, 2012; JAIN et al., 2012;
ZADOCKS et al., 2011).

Streptococcus agalactiae, também denominado Streptococcus do Grupo
B (GBS), é uma das principais espécies do género caracterizada como causadora
de doenga em animais e seres humanos. Em medicina veterinaria esse
microrganismo tem se destacado como causador de mastite clinica e subclinica
em bovinos (RATO et al., 2013; KEEFE, 2012). Trata-se de um patégeno
emergente na aquicultura, sendo responsavel por altas taxas de morbidade e

mortalidade em casos de septicemia e meningoencefalite em peixes de agua
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doce, marinhos e estuarinos (EVANS et al.,, 2002). Em seres humanos, essa
bactéria coloniza os tratos gastrointestinais e geniturinarios, estando presente em
mais de 50% da populacdo de adultos saudaveis. Ademais, pode causar
pneumonia, septicemia e meningite em neonatos, sendo responsavel por alta taxa
de morbidade em gestantes e mortalidade em adultos imunocomprometidos
(JOHRI et al., 2006; MAIONE, et al., 2005).

Devido a importancia de S. agalactiae na saude publica e animal, tém
sido desenvolvidas diversas ferramentas epidemioldgicas para tipagem
molecular dessa bactéria, tais como tipagem capsular, eletroforese enzimética
multilocus (MLEE), ribotipagem, padrdo de restricdo por digestdo, tipo de
sequencia por multilocus entre outras (NAKIB et al., 2011).

A tipagem capsular é um método cléssico utilizado em estudos
epidemioldgicos de S. agalactiae, pois a capsula é um dos principais fatores de
viruléncia da bactéria na evasdo do sistema imune do hospedeiro. Sao
conhecidos atualmente 10 tipos capsulares diferentes, la e | b a IX, e a
distribuicdo desses em S. agalactiae isolados de seres humanos esta diretamente
relacionado a etnias e regibes geograficas. A identificacdo desses tipos
capsulares pode ser realizada pela genotipagem ou pela sorotipagem (KONG et
al., 2008).

Uma das metodologias mais recentes, utilizadas para estudos
epidemioldgicos, é a tipagem por sequenciamento de multilocus (MLST). Esta
técnica é baseada no sequienciamento de genes constitutivos e tem sido utilizada
para investigar populagdes de patdgenos bacterianos isolados de seres humanos
e animais como Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, S.
agalactiae e Staphylococcus aureus (MAIDEN et al., 2006; PEREZ-LOSADA
et al., 2006; SMITH et al., 2005; JONES et al., 2003; ENRIGHT et al., 2002).

Apesar do MLST e a tipagem molecular de cdpsula serem técnicas de

grande importancia para monitoramento epidemiolégico, estas ainda ndo foram
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empregadas para estudos com GBS isolados de mastite de rebanhos bovinos
brasileiros. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar
genotipicamente, pelas técnicas de multiplex PCR e MLST, S. agalactiae

isolados de mastite em bovinos de diferentes propriedades e regides brasileiras.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Producdo leiteira nacional e mastite bovina

Nas Ultimas décadas, a industria leiteira brasileira foi influenciada
positivamente por mudancas macroeconémicas gue ocorreram no pais (SPERS;
WRIGHT; AMEDOMAR, 2013). A producéo de leite bovino no Brasil teve um
aumento de aproximadamente 5% no periodo de 2009 a 2011, passando de
30.007.800 para 32.091.000 toneladas (FAO, 2013). Isso foi observado em
guase todas as regides brasileiras, exceto na Norte que manteve uma constancia
no montante produzido (ZOCCAL; ALVES; GASQUES, 2011). A regido
Sudeste é a maior produtora no pais (10,9 bilhdes de litros), seguida pelas
regides Sul (9,6 bilhdes de litros), Centro Oeste (4,4 bilhdes de litros) e Nordeste
(4 bilhdes de litros) (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISITICA, IBGE, 2010).

A producdo nacional leiteira se caracteriza pela presenca em todo o
territério e pela heterogeneidade em relacdo ao tamanho das propriedades, racas
de bovino e tipos e sistema de producéo. Algumas propriedades se caracterizam
por auséncia de tecnificacdo e outras sdo possuidoras das tecnologias mais
avancadas existentes no mercado mundial (ZOCCAL; ALVES; GASQUES,
2011). As propriedades tecnificadas estdo concentradas principalmente nos
estados de Minas Gerais, Parana e Sdo Paulo e, de acordo com produtores, 0
investimento em tecnologia visa o incremento da producdo e da qualidade do
leite (SPERS; WRIGHT; AMEDOMAR, 2013).

Apesar do crescimento apresentado no setor da producdo leiteira, ha
ainda diversos entraves enfrentados pelos produtores, dentre eles a mastite
bovina. Ela € considerada um dos principais fatores de risco para o sistema de

producdo leiteiro, sendo responsdvel por perdas econémicas expressivas em
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paises desenvolvidos apesar das diversas pesquisas e medidas preventivas
estabelecidas (KEEFE et al., 2012; LE MARECHAL et al., 2011;
NOTEBAERT & MEYER, 2006). As perdas econdmicas estdo relacionadas
diretamente a queda temporaria ou permanente na producéo e qualidade do leite
adicionado ao descarte deste pelo uso do antibiotico; e indiretamente associadas
a reducdo no preco devido a alta contagem de células somaticas (CSS), reducéo
na vida produtiva do animal, custos com tratamento e mdo de obra
(HILLERTON; BERRY, 2005; VIGUIER et al., 2009).

A doenca € uma reacdo inflamatoria da glandula maméria, cuja
nomenclatura originou se do grego masto- glandula mamaria e itis — inflamacéo
(PIETERSE; TODOROV, 2010). O termo, também, é frequentemente utilizado
para descrever uma injdria no Ubere, que consequentemente acarretara a
inflamacdo (NOTEBAERT & MEYER, 2006).

Segundo Viguier et al. (2009), em condi¢6es normais, o canal do teto é
hermeticamente fechado pelos muasculos do esfincter e coberto por uma camada
de queratina, produzida pelo epitélio escamoso estratificado; que previne a
entrada e a migracdo das bacterias, respectivamente. Entretanto, a eficiéncia da
queratina é restrita. No periodo periparto, verifica-se um aumento da pressao
intramamaria devido o acimulo de liquido dentro das glandulas mamarias. Estas
se tornardo vulneraveis devido a dilatagdo do canal do teto e o vazamento de
secre¢Oes mamaria. Adicionalmente, a camada de queratina é removida durante
a lactacdo e ocorrerd a distensdo do canal do teto. Para que o esfincter se
contraia hovamente sdo necessarias aproximadamente duas horas.

A mastite é resultado principalmente da invasdo microbiana da glandula
mamaria. Ap0s a entrada no teto (considerando-se uma infec¢do bacteriana) a
bactéria estimula o sistema imune inato e adaptativo do bovino. Caso o
hospedeiro ndo consiga eliminar os patdgenos invasores, estes se multiplicardo

na glandula maméria, podendo haver a liberacdo de toxinas. Dessa maneira,
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ocorrerd novamente o estimulo as células imunes efetoras. Estas células serdo
atraidas ao sitio de infec¢do, engolfardo e destruirdo a bactéria e algumas células
epiteliais da glandula, o que causard uma queda na producéo do leite associada a
liberacdo de algumas enzimas. A maioria das células efetoras sofrerdo apoptose
e serdo secretadas no leite juntamente com as células epiteliais mamarias
resultando em alta contagem de células sométicas (RAINARD; RIOLLET,
2006; VIGUIER et al., 2009).

A mastite é classificada de acordo com a severidade como subclinica,
clinica e cronica. A evolugdo do quadro clinico dependera da natureza do agente
etiologico e fatores associados ao hospedeiro como idade, raga, estado
imunologico e fase de lactacdo. As bactérias sdo 0s principais patdégenos
causadores de mastite, mas alguns virus, algas e fungos também podem
ocasionar a inflamacdo (COSTA et al., 2012; PYORALA, 2003; NOTEBAERT
& MEYER, 2006). No caso das bactérias, o estabelecimento e a severidade da
doenca podem ser influenciados pela expressdo dos genes de viruléncia
(AITKEN; CORL; SORDILLO, 2011). A mastite clinica apresenta como
principais sinais clinicos alteragdes macroscopicas no leite e no Ubere como a
dor a palpacéo, rubor, aumento da temperatura local e vermelhiddo, sendo
geralmente de facil diagnostico (MENDONCGCA et al., 2010).

Ao contrario da mastite clinica, a subclinica é de dificil deteccdo e por
ser a forma mais frequente e acarretar perdas de produgdo, consequentemente
implica em prejuizos econdémicos mais altos. A forma crdnica € mais comum em
rebanhos onde ha programas para controle da mastite contagiosa associada aos
principais patdgenos, tais como S. agalactiae e Staphylococcus aureus,
resultando em inflamagdo persistente da glandula mamaria (VIGUIER et al.,
2009). Esta forma de apresentagdo € muito comum em rebanhos do Brasil,

principalmente em Minas Gerais, que é um dos principais estados produtores
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nacionais, no qual se observa uma alta frequéncia de casos de animais com
mastite crénica (COSTA, 2013)."

Como supracitado, a mastite pode ser causada por fatores fisicos ou por
microrganismos, os quais sdo classificados como patégenos contagiosos ou
ambientais. Os principais patdgenos contagiosos causadores de mastite em
bovinos sdo Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae. Os patogenos
ambientais sdo aqueles presentes em fezes, solo e estalagem dos bovinos, os
mais comuns sdo Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae,
Eschererichia coli e Enterococcus spp. (TALBOT; LACASSE, 2005). As
bactérias S. aureus, S. agalactiae, S. dysgalactiae e S. uberis normalmente
causam maiores danos ao Ubere gque outros patdgenos causadores de mastite
(REYER et al.,, 2012) e por isto sdo denominados patdégenos principais ou
maiores.

No Brasil, S. agalactiae tem sido considerado um dos principais agente
etiolégico da mastite bovina com uma prevaléncia de 60% nos rebanhos
(KEEFE, 2012). As taxas de isolamento variam entre 4,6% e 28,05% (BRANT,;
FIGUEIREDO, 1994; BARBALHO; MOTA, 2001; MOTA et al., 2004) apud
Costa (2008). Desde 1999, um dos principais estados produtor de leite do pais,
Minas Gerais, € atingido pela disseminacdo deste agente com frequéncia em
60% das propriedades das regides da Zona da Mata e Campos das Vertentes
(BRITO et al., 1999).

2.2 Streptococcus agalactiae

! Costa, G.M. Coordenador do Laboratério de Bacteriologia Veterinaria, Lavras,
Universidade Federal de Lavras.
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Streptococcus agalactiae € uma bactéria Gram positiva, catalase e
oxidase negativa que apresenta morfologia de cocos agrupados em cadeias. E
classificada como ndo mdvel, ndo formadora de esporo, anaerébia facultativa e
homofermentativa. Esta bactéria produz hemolisinas classificadas como beta ou
gama hemolitica, que causam lise completa ou ausente nos eritrécitos,
respectivamente (HOLT et al., 1994). Desde a década de 1930, S. agalactiae,
também denominada Streptococcus do Grupo B (GBS), é uma das principais
espécies do género caracterizada por colonizar multiplos hospedeiros e se
adaptar em diferentes sitios do corpo, incluindo aqueles que séo tipicamente
estéreis. A capacidade de multiplicacdo e colonizagdo de diferentes ambientes
depende da expressdo de genes relacionados a viruléncia (RAJAGOPAL et al.,
2009).

Dentre as enfermidades causadas por esse patdgeno estdo a pneumonia,
a septicemia e a meningite em neonatos com altas taxas de mortalidade. A
bactéria é também considerada uma das principais causas de sepse em gestantes
e nos ultimos anos tem sido associada a doencas em idosos (NAKIB et al., 2011;
MAIONE et al., 2005; JOHRI et al., 2006). Na medicina veterinaria, €
responsavel por altas taxas de morbidade e mortalidade, em casos de septicemia
e meningoencefalite, em peixes de diferentes espécies e ambientes (BOWATER
et al., 2012; MIAN et al., 2009; OLIVARES FUSTER et al., 2008; EVANS et
al., 2002). Adicionalmente, esse microrganismo tem se destacado como um
importante causador de mastite em bovinos (KEEFE, 2012). Trata-se de uma
bactéria altamente contagiosa e adaptada a glandula mamaria de bovino.
Geralmente, ela ndo sobrevive por longos periodos fora da glandula e a principal
via de contaminacdo se da por contato direto ou fémites contaminados (KEEFE,
2012).

S. agalactiae foi considerado o principal patégeno para glandula

mamaria no periodo em que havia pouca preocupacdo com higiene (antes,
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durante e pds ordenha) e anterior ao advento dos antimicrobianos (PEREZ
NETO; ZAPA, 2011). Em paises onde a industria leiteira é emergente ele ainda
é um dos principais problemas para os produtores de gado de leite. Na América
do Sul, a prevaléncia € de 60% no Brasil, 42% na Coldmbia e de 11% no
Uruguai (KEEFE, 2012). A presenca este agente em paises onde 0s programas
de controle estratégico contra a mastite foram bem estabelecidos é indicativa de
falhas no manejo e em programas de biosseguridade (HILLERTON; BERRY,
2005). Nos altimos anos, entretanto, essa bactéria estd sendo considerada um
patdgeno reemergente nos rebanhos leiteiros da Europa (ALMEIDA et al., 2013;
RADTKE et al., 2012; MWEU et al., 2012).

Em bovinos, S. agalactiae causa uma infecgdo geralmente n&o auto
limitante, tipicamente subclinica, com reflexos na CCS no leite que pode
superar 1.000.000/mL (KEEFE, 2012). Dependendo do tempo de deteccdo da
doenca, essa pode se tornar cronica e evoluir para clinica. Quando isso ocorre, 0s
principais sinais clinicos observados sdo divididos em grau de severidade: Grau
1: apenas alteragdes nas caracteristicas do leite. Este se torna mais amarelado,
com presenca de pus, sangue e grumos; Grau 2: Além das alteracdes no leite, 0
Ubere ja apresenta sinais de doenca como inchaco, dor ao toque e vermelhidao;
Grau 3: o animal apresentara alteracBes sistémicas como febre, inapeténcia,
desidratacdo e reducdo drastica na producdo de leite (MENDONCA, 2010;
FONSECA; SANTOS, 2000).

2.2.1 Diagnéstico de Streptococcus agalactiae

O diagnostico de infeccdo intramaméria por S. agalactiae é feito pelo
cultivo do leite coletado em placas de &gar suplementado com 5% de sangue
ovino. Apds isolamento do agente etiologico, é realizada a identificagdo

fenotipica pelos testes bioguimicos e sorotipagem. Posteriormente ao
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isolamento, é realizado o teste de antibiograma para selecdo do antimicrobiano
mais adequado ao tratamento dos animais infectados. A grande vantagem do
método de identificacdo fenotipico é o isolamento do patdgeno e a realizacdo de
antibiograma para selecédo da terapéutica. Entretanto, estes sdo muito demorados,
laboriosos e muitas vezes subjetivos (GILLESPIE; OLEVIER, 2005).

Para a identificacdo fenotipica, sdo realizados os testes de triagem
bacteriana para cocos Gram positivos segundo o Manual Bergeys: Gram,
catalase e oxidase. Para a identificacdo de S. agalactiae, sdo realizados também
os testes de CAMP, bile-esculina e o teste de aglutinagdo em latex para
identificacdo dos grupos antigénicos A, B, C, D, F e G de Lancifield. A
identificacdo final pode ser realizada por meio de testes de caracterizacdo
bioquimica empregando kits comerciais.

Outro teste fenotipico amplamente realizado para a caracterizacdo de S.
agalactiae é a sorotipagem capsular, que se baseia na expressdo dos
polissacarideos da capsula bacteriana que reagem com anticorpos especificos
para os sorotipos. Entretanto, os Kits comerciais possuem espectro para apenas
nove sorotipos capsulares, sabe se que até o presente momento ja foram
descritos dez sorotipos diferentes (SLOVEDT et al., 2007). Portanto, a presenca
de cepas ndo sorotipificaveis deixa o resultado inconclusivo.

Em funcdo das limitacdes dos métodos convencionais de diagnostico
bacteriolégico, diversas técnicas moleculares tém sido utilizadas para
identificacdo de microrganismos, dentre elas PCR e suas variaces. Os testes
baseados em andlise de DNA sdo menos propensos a erros que 0s métodos
tradicionais de identificacdo bacteriana (ALMEIDA et al., 2013; BRAGA et al.,
2013). Além disso, sdo mais rapidos e menos laboriosos.

Por S. agalactiae se tratar de uma bactéria que apresenta caracteristicas
diversas variando de acordo com a regido geogréfica e hospedeiro, ferramentas

moleculares epidemioldgicas tém sido desenvolvidas com o objetivo de estudar
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a associacao entre gendtipo e doenca e avaliagdo da variacdo genética dentro dos
genogrupos (NAKIB et al., 2011). Os estudos epidemioldgicos tém sido de
grande importancia para o entendimento de origem, vias de transmissdo e
prognoéstico para muitos patdgenos causadores de mastite bovina (ZADOKS et
al., 2011). Para evitar resultados controversos e minimizar problemas de
reprodutibilidade de testes descritos em regiGes geogréficas diferentes, as
técnicas de tipagem baseadas no gendtipo bacteriano ou sequencia de DNA tem
sido utilizadas para identificagdo de S. agalactiae (ALMEIDA et al., 2013; GEY
et al., 2013; KONG et al.; 2008; MATA et al.; 2004; JONES et al.; 2003).
Dentre as técnicas mais utilizadas estdo a reacdo da polimerase em cadeia
(PCR), Digestdo enzimatica por enzimas de restricdo (RFLP), Eletroforese em
campo pulsado (PFGE), tipagem capsular molecular e Multi locus sequence
typing (MLST).

2.2.1.1 Reagdo da polimerase em cadeia (PCR)

Diversas reagdes de PCR ja foram desenvolvidas para estudo de S.
agalactiae, baseadas em sequencias genicas conservadas da bactéria para
diagndstico (AHMADI; RAZAVI; AYREMLOU, 2009; MATA et al., 2004;
MARTINEZ et al.,, 2001); baseadas em genes de viruléncia e em genes de
resisténcia antimicrobiana (KONG et al., 2008; SANTI et al., 2007). As
vantagens dessa técnica sdo a reprodutibilidade, o custo e facilidade para
adquirir reagentes e a rapidez de execucdo (CARVALHO-CASTRO et al.,
2010).

2.2.1.2 Eletroforese em campo pulsado (PFGE) e digestdo enzimética por

enzimas de restricdo (RFLP)
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As duas técnicas ja foram utilizadas para estudo de epidemiologia
molecular de S. agalactiae (SHOME et al., 2013; CORREA et al., 2011;
CORREA et al., 2009; SELLIN et al., 2002). A RFLP consiste na digestao de
sitios especificos do DNA utilizando uma ou mais endonucleases. O padrdo de
restricdo resultante é obtido pela separacdo dos fragmentos em eletroforese em
gel de agarose ou poliacrilamida (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

O PFGE é uma técnica baseada na clivagem do DNA cromossomal por
endonucleases gerando macrofragmentos que apos revelacdo sdo comparados.
Os plugs contendo os fragmentos de DNA digeridos sdo inseridos dentro de
pogos no gel de agarose e a revelagdo ocorre apos a eletroforese em campo
pulsado (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

2.2.1.3 Multi locus sequence typing (MLST)

Outra técnica muito utilizada contemporaneamente para estudos
moleculares epidemioldgicos de bactérias € o MLST (YANG et al., 2013;
SORENSEN; POULSEN; GHEZZO, 2010; JONES et al., 2003). Trata-se de um
inequivoco método de tipagem molecular acurado e altamente especifico,
baseado no sequenciamento de sete genes constitutivos, no caso de GBS, com
fragmentos de aproximadamente 500pb (TIEN et al., 2011; JONES et al., 2003).
Ainda possui a vantagem de poder ser utilizado como ferramenta de diagnostico
pela amplificacdo de um dos sete genes, com rapidez e acuracia quando
comparado aos métodos classicos (MUNARI et al., 2012; MAIDEN, 2006).

Os sete genes selecionados para o sistema de MLST de S. agalactiae sdo
codificadores de enzimas relacionadas ao metabolismo bacteriano. S&o eles:
alcool dehidrogenase (adhP), fenilalanil tRNA sintetase (pheS), amino&cido
transportador (atr), glutamina sintetase (glnA), serina dehidratase (sdhA), glicose
kinase (glcK) e transketolase(tkt) (JONES et al., 2003). A técnica consiste na
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associagéo dos perfis de alelos encontrados para os sete genes gerando um perfil
e uma sequencia tipo (ST).

O fato de existir um banco de dados de MLST e as anélises serem
realizadas dentro do site - http://pubmist.org/general.shtml - permite uma
comparacgdo entre isolados bacterianos sem a necessidade de solicitar troca de
material bioldgico. Isso possibilita 0 estudo de evolucdo e populacdo de um
grande numero de bactérias baseado no algoritimo eBURST (Based Upon
Related Sequence). O eBURST dividide os dados do MLST em isolados
relacionados dentro de um mesmo grupo, 0os Complexos Clonais (CCs), ou de
singletons (ST que ndo se agrupam em CCs) implementando um modelo simples
de expansdo clonal e diversidade genética (MAIDEN et al., 2006; FEIL et al.,
2004).

2.2.1.4 Tipagem capsular

O estudo do tipo capsular polissacaridico de S. agalactiae € uma das
principais abordagens epidemioldgicas para caracterizagdo da espécie. GBS
possui uma capsula polissacaridica rica em &cido sialico (CPS), a qual €
classificada em dez sorotipos capsulares: la, Ib ou 1lI-1X (RAJAGOPAL, 2009:
Poyart et al., 2007). CPS é um importante fator de evasdo do sistema imune dos
hospedeiros, pois o acido sialico também estd presente nas células dos
vertebrados, e estes falham em reconhecer GBS como ndo proprio
(CIESLEWICZ et al., 2009).

A evolucéo de diferentes CPS pelo patdgeno provavelmente ocorre pela
presséo de selecdo imposta pelo hospedeiro (CIESLEWICZ et al., 2005). Os
tipos capsulares podem variar de acordo com a regido geogréfica. Estudos
demonstraram que para isolados de fazendas leiteiras na Alemanha, ha um

predominio de sorotipo la, seguido dos padrGes Il e Ib; Enquanto que para 0s
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isolados nos Estados Unidos h& maior frequéncia para o padrdo Il (DOGAN et
al., 2005; MERL et al., 2003). Em estudos de sorotipagem capsular realizados
com isolados de bovino no Brasil, foram prevalentes os tipos capsulares Il e V
(PINTO et al., 2013; DUARTE et al., 2004). Para isolados de seres humanos, 0s
sorotipos la, I, Il e 1V s8o os mais frequentes nos Estados Unidos, Europa e
Austrélia; enquanto que no Japdo ha predominio dos sorotipos VI e VIII (KONG
et al., 2008). Evans et al. (2008) mostrou em seu estudo um predominio do

sorotipo la para peixes de diversas regiées do mundo.

2.2.2 Diversidade genética de Streptococcus agalactiae

A primeira publicagdo de sequenciamento genomico completo de
amostra de S. agalactiae ocorreu em 2002 (GLASER et al., 2002). No mesmo
ano, Tettelini e colaboradores mostraram a similaridade de isolados de S.
agalactiae com outros Streptococcus spp. isolados de seres humanos.
Entretanto, foi observado que essa espécie era distinta de outras do género,
principalmente nas regiGes génicas codificadores de proteinas relacionados a
elementos moveis (GLASER et al., 2002). Devido o grande nimero de genes
associados aos elementos genéticos moveis, incluindo bacteri6fagos,
transposons e elementos de insercdo, estima se que esses tenham sido adquiridos
por transmissdo horizontal de outras espécies bacterianas. Acredita-se que esses
genes estdo associados, principalmente, a adaptacdo e capacidade de colonizar e
causar doenga, do S. agalactiae aos diferentes nichos e hospedeiros (ZUBAIR et
al., 2013; TETTELINI et al., 2005).

Até o presente momento, ja foram sequenciados genomas de S.
agalactiae isoladas de peixe, camelo, bovino, seres humanos e estes mostram
genes ndo descritos anteriormente (ZUBAIR et al., 2013; RICHARDS et al.,
2011; GLASER et al., 2002). Estes estudos recentes reforcam o conceito do pan-
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genoma, para 0 GBS, que é formado por um genoma central representado por
aproximadamente 80% do total, e é relativo aos genes constitutivos e de fungdes
reguladoras. Associado ao genoma central esta um genoma dispensavel que esta
relacionado aos elementos moveis e extras cromossomais, suportando a hipotese
gue a aquisicdo das caracteristicas espécies especifica depende de uma
transferéncia lateral de genes (TETTELINI et al., 2005).
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3 CONCLUSAO

Pode se concluir com a revisdo de literatura realizada, que estudos sobre
Streptococcus agalactiae sdo de extrema importancia para a salde publica e
sanidade animal. Devido a diversidade populacional e capacidade desse
patdgeno se adaptar a diferentes hospedeiros e ambientes, é necessaria a
caracterizagdo molecular para implementacéo de planos de controle e prevengdo
eficientes.
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ABSTRACT

S. agalactiae is a major cause of mastitis in dairy herds, and
consequently economic losses to farmers. The aim of the present study was the
molecular characterization of isolates from bovine mastitis by capsular typing
and sequence type by PCR, multiplex PCR and MLST. Sixty-six isolates from
bovine mastitis in 37 dairy farms located in six Brazilian states (Minas Gerais,
Séo Paulo, Santa Catarina, Parand, Pernambuco and Alagoas) were selected.
Five capsular type were found (la, Ib, Il, 1l and 1V) and some isolates were
classified as nonsorotipable (NST). Nine sequence types were observed (ST-61,
ST-67, ST-103, ST-146, ST-226, ST-314, ST-354 and ST-570) and clustered in
six clonal complexes (CC61, CC67, CC103, CC17, CC314, CC64). With the
results obtained, it can be concluded that S. agalactiae isolated from Brazilian
bovine herds consists of a diverse population.

Keywords: Streptococcus agalactiae, multi locus sequence typing, capsular
typing
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INTRODUCTION

According to data of the World Food Organization (FAO, 2013), the
global production of milk reached 606.660.839 tons in 2011. Brazil is among the
top producers occupying the 4th position, with an amount of 32.091 million
tons.

There are several factors that affect milk production worldwide, and
mastitis is among the most serious (Keefe et al., 2012). Additionally, mastitis
causes economic losses to producers due to the presence of antibiotic residues in
the milk due to indiscriminate use, beyond the emergence of resistant bacteria
(Vliegher et al., 2012) which can be propagated on the farms.

Among the major bovine mastitis pathogens are the bacteria Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis and
Staphylococcus aureus (Zadocks et al. 2011; Jain et al., 2012; Keefe, 2012;Rato
et al., 2013). Bovine mastitis caused by Streptococcus agalactiae was detected
in 60% of Brazilian dairy herds (Keefe, 2012).

Streptococcus agalactiae, also known as Group B Streptococcus (GBS),
is characterized as causative agent of disease in animals and humans with
capacity to colonize different niches. In veterinary medicine, this organism has
emerged as a cause of clinical and subclinical mastitis in cattle (Keefe, 2012;
Rato et al., 2013; Yang et a., 2013); Intramammary infections caused by S.
agalactiae are usually associated with high somatic cell counts (SCC), total
bacterial count in bulk milk, and decrease in the quantity and quality of milk
produced in infected herds (Merl et al., 2003; Keefe, 2012). Additionally it is an
important pathogen for aquaculture, accounting for high morbidity and mortality
in cases of septicemia and meningoencephalitis in freshwater, marine and
estuarine fish (Evans et al., 2002; Mian et al., 2009). In humans, it can cause

pneumonia, septicemia and meningitis in neonates, accounting for high
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morbidity and mortality in pregnant women and immunocompromised adults
(Maione et al., 2005; Johri et al., 2006).

Because of the significance of S. agalactiae in animal and public health,
several tools have been developed for epidemiological typing of this agent
(Jones et al., 2003; Poyart et al., 2007; Imperi et., 2010;Nakib et al., 2011).
Capsular serotyping is a classic method used in epidemiological studies of S.
agalactiae, since the capsule is one the first bacterial virulence factor enabling it
to evade the host immune system. Nowadays, ten different capsular serotypes, la
and | b to IX are known, and the distribution of those in S. agalactiae isolates
from humans is directly related to ethnic groups and geographic regions (Kong
et al., 2008). Capsular genotyping is considered more suitable for
epidemiological investigation because the serotypes can be identified with or
without the CPS expression (Yang et al., 2013). Multilocus sequence typing
(MLST) is based on the amplification and sequencing of housekeeping genes. It
has been used to investigate, and to characterize, and distinguish specific clones
among GBS isolated from humans and animals from diverse geographical
regions (Jones et al. 2003; Maiden et al. , 2006; Pérez-Losada et al., 2006;).

Although MLST and molecular capsular typing are of great importance
for epidemiologic inferences of GBS, there are no studies about these isolates
from mastitis in Brazilian dairy herds. Therefore, the aim of this study was to
characterize genotypically by MLST and capsular typing, S. agalactiae isolated

from bovines with mastitis from different farms of Brazilian States.
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MATERIALS AND METHODS

BACTERIAL STRAINS - A total of 66 S. agalactiae strains belonging
to culture collection of the Bacteriology Laboratory /DMVP UFLA was used in
the present study. The strains were selected from dairy farms located in
largest cow milk producer states of the mesoregions of the country. The strains
evaluated in this study were obtained from 39 dairy farms, located in the
following Brazilian states: Minas Gerais, Sdo Paulo, Santa Catarina, Parana, and
Pernambuco (Table 1). From those, 14 were isolated from bovines with clinical
mastitis and 52 from subclinical mastitis. The reference strains NEM 316 and
ST 2603 were used as positive control, and the Streptococcus dysgalactiae
ATCC 27957 was used as negative control in the multiplex-PCR and PCR. The
geographic location of the states in Brazil is shown in Figure 1.

DNA EXTRACTION AND SEQUENCING - Total DNA was
extracted using the commercial DNeasy kit (Qiagen, Hilden, Germany)
according to the manufacturer’s instructions. PCR products were purified using
a Wizard PCR preps kit (Promega, Madison, USA). Sequencing reactions were
performed using the Applied Biosystem BigDye terminator cycle sequence kit
and run on ABI 3730XL genetic analyzer (Applied Biosystems, Carlsbad, USA).

SPECIFIC PCR AND MOLECULAR CAPSULAR TYPING - The
isolates were previously phenotypically characterized. The genotypic
identification was performed by S. agalactiae-specific PCR according to Mata et
al (2004). All isolates were submitted to capsular polysaccharide typing by
multiplex PCR assay, as described by Poyart et al (2007). Strains without
amplification in multiplex PCR were submitted to serotype IX specific PCR
(Slotved et al., 2007). The S. agalactiae strains, NEM316 (type IIl) and ATCC
BAA-611, also designated 2603V/R, (type V) were included as positive controls
for Mix | and Mix Il of multiplex PCR, respectivelly. The amplification

products were analyzed on 1.5% (wi/v) agarose gel electrophoresis with 1X Tris-
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acetate buffer (0,04 M Tris—acetate, PH 8.4, 1 mM EDTA) and were visualized
with a UV transilluminator after staining with GelredTM (Biotium, USA) 0.5X.
A 100 bp ladder DNA molecular marker (New England Biolabs, USA) was used
in each electrophoresis.

MULTILOCUS SEQUENCE TYPING (MLST) AND
ASSIGNMENT TO CLONAL GROUPS

MLST was performed by sequencing the internal fragments from seven
housekeeping genes (adhP, pheS, atr, gInA, sdhA, glcK and tkt) according to
Jones et al. (2003). Sequence types (ST) were defined by analyzing the seven
concatenated  sequences in the S. agalactiae MLST  database
(http://pubmlst.org/sagalactiae). The eBURST V3 program
(http://eburst.mist.net) (Feil et al., 2004) was used to identify clonal complexes
among S. agalactiae strains isolated from bovines.


http://pubmlst.org/sagalactiae
http://eburst.mlst.net/
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RESULTS

Positive amplification of the fragment of 192 pb for species specific
PCR reactions were observed for all 66 isolates (Figure 2). In the present study
five CPS types in the Brazilian strains were identified: 111 (34.84%), Il (21.12%),
Ib (16.66%), la (7.57%), IV (7.57%), and Nontypeable (NT) for CPS (12.12%).
Serotype Il was more frequent independent of the strain having been isolated
from clinical mastitis or the subclinical. Isolates from clinical mastitis were
classified as follows CPS Il (50%), CPS Il (25%), CPS IV (16.66%) and NT
(8.33%). Relative to the frequency found in the different states, in Minas Gerais
all CPS types found in this study were detected, with exception of CPS type Ib.
We found higher frequency of CPS 111 (70.58%) followed by CPS IV (20.58%),
CPS la (5.88%) and CPS Il (2.94%). In S&o Paulo state CPS Il (58.33%)
prevailed, followed by Il (16.66%), and 25% of NT isolates. Interestingly,
homogeneity was observed in isolates from Parand state with predominantly
CPS b (69.23%) (Figure 3) and the remainder, NT (30.77%). Likewise, 100%
of isolates from Santa Catarina state were classified as CPS Ib, whilst the strains
isolated to the state of Pernambuco showed a higher frequency for CPS II
(63.63%) followed by CPS la (27.27%), and CPS Il (9.09%). Also, we
observed that in the five Brazilian dairy herds (11 MG, 12 MG, 23 MG, 37 SP,
38 PE) there were strains with different serotypes (Table 2).

In MLST, nine STs were identified among the 66 strains analysed: ST-
61, ST-67, ST-91, ST-103, ST-146, ST-226, ST-314, ST-354, and ST-570. The
majority of strains belonged to ST- 67 (n = 25) whereas for the other ST the
frequency observed was similar, except for ST-103, ST-146, ST-314 and ST-
354, which presented frequency < 3.5%. The eBurst analysis (Figure 4)
clustered ST- 61, ST-91clonal complex (CC) 61; ST-67, ST-354 and ST-570
into CC67; ST-146 of our results into CC17; ST-103 into CC103, and ST-226
and ST-314 into CC314 (Table 2).
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DISCUSSION

The specific PCR was performed in this work to confirm the phenotypic
tests, and some strains were excluded for this because it is less mistake prone
than the phenotypic identification techniques (Braga et al., 2013). Additionally,
it is a fast, less laborious, and cheap technique showing the advantage over
phenotypic tests.

The findings for capsular type, are consistent with the results related by
Duarte et al. (2004) who also found the same capsular types with a higher
frequency to CPS IlI, isolated from bovine mastitis in the southeast region of
Brazil. However, they differ from those found by Pinto et al. (2013), who
observed a higher frequency of isolates with 20% CPS V and strains NT,
although CPS la, CPS 11, and 11l were also detected. This is probably due to the
origin of the strains, since most isolates studied by Pinto et al. (2012) were
isolated from cows from Rio de Janeiro State, not included in our study. In
contrast, in this study and that of Duarte et al. (2004) there are more isolates
from cows of Minas Gerais State, confirming that there is a relationship between
the CPS and geographic region. Merl et al. (2003) found a higher frequency of
GBS CPS la and NT in strains isolated from Germany. For isolates originating
from dairy herds in France a higher frequency of NT, followed by CPS Ill and
IV (Brochet et al. (2006) was verified. This association between capsular
serotype and geographic region is well defined for isolates of human origin,
where data show a higher frequency of CPS la, II, Il and IV in the United
States, Europe and Australia, while in Japan there is a predominance of CPS VI
and VIII. Additionally, for isolates from humans in Brazil, a higher frequency of
CPS Ia, Il and IV has been observed (Palmiero et al., 2010; Correa et al., 2011;
Pinto et al. 2013).

The presence of isolates within the same herd belonging to a different

CPS type may be related to a selection pressure exerted by the host or even a
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possible exchange of capsular type, a phenomenon common in the bacteria of
the genus Streptococcus (Cieslewicz et al., 2005; Martins et al. 2010). Another
possible justification may be the tracking of animals among different farms, a
practice very common in Brazilian dairy herds.

The frequency of isolates classified as NT in this study was lower than
in previous studies with isolates from Brazil (Pinto et al., 2013; Palmiero et al.,
2010). This difference probably occurred due to use of the molecular typing
techniques in our study, that are more specific and sensitive than those used in
previous studies for capsular typing that have been published (Pinto et al., 2013;
Palmiero et al., 2010). The presence of NT strains were described in previous
study with isolates from humans, bovines and fish (Kong et al., 2005; Palmiero
et al., 2010; Godoy et al., 2013). This phenomenon may be related to mutation
events in the alignment region of the primer in the gene, or others already
described in literature, such as switching capsules or absence of capsule (Martins
etal., 2010;)

The results for MLST screening in S. agalactiae of Brazilian cows
showed a heterogeneity among the isolates which were divided into five CC
(Table 2). Despite having no published date of S. agalactie isolated from
Brazilian cows, in the present work no new ST was found in relation to MLST
data of others countries. The findings of the various ST in Brazilian isolates can
be associated to the national and international trade of cows that could be
asymptomatic carriers of the different types. The most frequent STs observed in
the present study (ST-67, ST-61, ST-91, ST-570, and ST-226) has been
described as related to bovines (Brochet et al, 2006; Springman et 2009 al.;
Yang et., 2013). The STs appear to have no relationship with geographic origin
of the isolates or with capsular type, regardless of ST-103, ST-146, ST-314 and
ST-354 seeming to be related to the single CPS. The isolates classified as ST-

103 have been previously described as associated to CPS la, and this ST seems
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to be able to adapt to different host. Previously, it has been suggested that strains
classified as ST-7 CPS la have a zoonotic potential (Evans et al., 2008).
Likewise, the ST-103 strains were always associated to CPS la, and are able to
colonize different hosts, these strains seem be a potential anthropozoonotic and
zoonotic when the animals and handlers have close contact. However future
studies are necessary to confirm this.

ST-61, ST-91 and ST-67 are considered genetically related and adapted
to the bovine mammary gland aréd. This fact could be explained by the bovine
strains sharing a common recombinant event in virulence genes, which has a
crucial role in interaction between host-parasite (Springman et al., 2009). Our
results reinforce this hypothesis, since all clinical mastitis isolates were
classified within one of these STs (Table 2), suggesting the capacity of these
strains to invade and colonize the mammary gland of the cow.

The presence of ST-103 among the Brazilian isolates was not surprising
because it seems to be an ST able to infect different hosts and it was recently
described as a cause of fish disease in the country (Brochet et al., 2006; Godoy
et al., 2013). Recently, this S. agalactiae ST has been reported as prevalent in
bovine mastitis in Denmark and eastern China (Zadock et al., 2011; Yang et al.,
2013).

ST-314 and ST-146 were identified in our study, and this is the first
description of the identification of these STs in association with bovine mastitis.
ST-146 is clustered in CC17 which is related mainly to isolates from humans.
As with ST103, it emerged as a highly prevalent clone in bovine milk and it may
be that the same happen to ST-146, probably by acquisition of genetic material
that confers a survival advantage in the bovine udder. This is one of the
explanations under investigation (Zadock et al., 2011).

In conclusion, Streptococcus agalactiae bovine strains constitute a

diverse population with five different capsular types and five distinct
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populations according to ST. The results showed that five distinct populations
can cause mastitis, however it suggests that only two (CC61 and CC67) are able
to evolve to clinical disease. Finally, our results enabled the establishment of the
molecular epidemiology for S. agalactiae isolated from cows of Brazilian herds
which is essential for the implementation of prevention and control programs for

pathogen eradication.
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Table 1 Genotypic characteristics and origin of the GBS used in the present study

Strain*  Mastitis Origin  Farm  Isolamento year Milking Type Specific PCR Capsular Type Sequence Type
12 MG Subclinical 1 2004 Mechanic + 1l 61
40 MG Subclinical 1 2004 Mechanic + 11 61
164 MG Subclinical 4 2004 Mechanic + 11 91
199 MG Clinical 4 2004 Mechanic + 1l 61
458 MG Subclinical 11 2004 Mechanic + 1l 67
461 MG Clinical 11 2004 Mechanic + v 91
477 MG Clinical 12 2004 Mechanic + 1 91
522 MG Subclinical 12 2004 Mechanic + v 570
568 MG Clinical 13 2004 Mechanic + v 67
580 MG Subclinical 13 2004 Mechanic + v 67
617 MG Subclinical 14 2004 Mechanic + 1l 61
730 MG Subclinical 16 2004 Mechanic + la 103
794 MG Subclinical 17 2004 Mechanic + 1l 91
926 MG Subclinical 21 2004 Mechanic + la 67
999 MG Clinical 23 2004 Mechanic + Il 67
1027 MG Subclinical 23 2004 Mechanic + v 67
1051 MG Subclinical 24 2004 Mechanic + 1 61
1093 MG Clinical 24 2004 Mechanic + 1l 61
1102 MG Subclinical 25 2004 Mechanic + 1l 91
1205 MG Subclinical 27 2004 Mechanic + 1l 91
1230 MG Subclinical 27 2004 Mechanic + 1l 91
1427 MG Subclinical 30 2004 Mechanic + 1l 146
1438 MG Subclinical 31 2004 Mechanic + Il 61
1496 MG Subclinical 32 2005 Mechanic + Il 67
1514 MG Clinical 32 2005 Mechanic + 1 91
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Table 1, continue

Strain * Mastitis Origin Farm Isolamento year Milking Type Specific PCR Capsular Type Sequence Type

1540 MG Subclinical 33 2005 Mechanic + Il 146
1565 MG Subclinical 33 2005 Mechanic + Il 146
6 SP Subclinical 34 2010 Mechanic + 1 67
195 SP Subclinical 35 2011 Manual + 1 67
163 SP Subclinical 36 2011 Manual + 11| 61
183 SP Subclinical 36 2011 Manual + 11| 61
117 SP Clinical 37 2011 Manual + NST 61
102 SP Subclinical 37 2011 Manual + | 67
105 SP Subclinical 37 2011 Manual + 1 67
111 SP Clinical 37 2011 Manual + 1 67
110 SP Subclinical 37 2011 Manual + NST 67
108 SP Subclinical 37 2011 Manual + 1 67
118 SP Clinical 37 2011 Manual + 1 67
107 SP Subclinical 37 2011 Manual + NST 67
82 PE Clinical 38 2011 Manual + 11| 91
10 PE Subclinical 38 2011 Manual + | 67
212 PE Clinical 42 2011 Manual + 1 67
38 PE Subclinical 42 2011 Manual + 1 354
86 PE Subclinical 40 2011 Manual + 1 67
110 PE Subclinical 43 2010 Manual + 1 67
159 PE Subclinical 44 2010 Manual + 1 67
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Table 1, conclusion

Strain * Mastitis Origin Farm Isolamento year Milking Type Specific PCR Capsular Type Sequence Type

166 PE Subclinical 39 2011 Manual + 1 67
177 PE Subclinical 45 2010 Manual + la 61
185 PE Subclinical 41 2011 Manual + la 314
241 PE Subclinical 42 2011 Manual + la 103
259 PR Subclinical 48 2010 Mechanic + Ib 226
262 PR Subclinical 49 2010 Mechanic + Ib 226
349 PR Subclinical 47 2010 Mechanic + Ib 570
354 PR Subclinical 47 2010 Mechanic + Ib 570
359 PR Subclinical 46 2010 Mechanic + NST 570
416 PR Subclinical 51 2010 Mechanic + Ib 570
461 PR Subclinical 50 2010 Mechanic + Ib 570
470 PR Subclinical 49 2010 Mechanic + Ib 226
520 PR Subclinical 48 2010 Mechanic + Ib 570
542 PR Subclinical 46 2010 Mechanic + NST 570
584 PR Subclinical 49 2011 Manual + NST 226
693 PR Subclinical 52 2011 Manual + NST 226
599 PR Subclinical 52 2011 Manual + Ib 226

3SC Subclinical 53 No date Manual + Ib 67

4SC Subclinical 54 No date Manual + Ib 67

8SC Subclinical 55 No date Manual + NST 67

* Brazilian states from isolament of the strains: MG - Minas Gerais; SP - Sdo Paulo; PE — Pernambuco; PR — Parana; SC — Santa
Catarina
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Table 2 Characteristics of GBS isolates according ST

N° of isolates in

Serotype

State of origin

1 H H 2
ST Allelic Profile ST (%) (n° of isolates) (n° of isolates) cC
61 13,1,1,131,1,1 11 (16.66%) 111(9), la(1), NST(2) MG(7), SP(3), PE(1) 61
67 13,1,1,13,1,1,5 25 (37.78%) la(1),1b (2),11(13),111(13),  MG(7),PE(6),SC(3) 67

IV(3),NST(3)

91 25,1,1,13,15,1 9 (13.63%) 11(8), IV(1) MG(8),PE(1) 61
103 16,1,6,2,9,9,2 2 (3%) 1a(2) MG(1),AL(1) 103
146 21,1,1,1,1,1 3 (4.5%) 1(3) MG(3) 17
226 16,1,2,2,9,1,2 6 (9.0%) Ib(4), NST(2) PR(6) 314
314 16,1,2,2,9,2,2 1 (1.5%) la(1) PE(1) 314
354 13,1,1,13,1,1,25 1 (1.5%) (1) PE(1) 67
570 16,1,1,2,1,1,5 8 (12.12%) Ib(5), IV(1), NST(2) MG(1);PR(7) 67

Abbreviation: ! Sequence Type; 2 Clonal Complex

LS
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Figure 1 Geographic localization of the Brazilian States where the dairy farm are
placed
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PCR ESPECIFICA AGALACTIAE 19/10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

200 bp

Figure 2 Agarose gel electrophoresis of specific PCR Streptococcus agalactiae,
from Brazilian strains isolated from mastitis, showing the products of
192bp in lanes 2-22. Lane 1: 100 bp ladder; Lane 23: Negative control

m 4 2 3 4 5 6 7 8 9

L

.
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Figure 3 Agarose gel electrophoresis of Mix | of multiplex PCR for molecular
typing of capsule. Lane 1: 100 bp ladder; lane 2: Positive control
(NEM 316 capsule type Ill); lane 3-9: Strains isolated of bovine
mastitis from Parana State (Capsule type Ib)
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Figure 4 BURST diagram of the Streptococcus agalactiae population used in
this sduty. Each sequence type (ST) is represented by number. The
dots positioned centrally in thecluster are primary founders (blue) or
subgroup founders(yellow). Pink and green numbers indicate STs
detected from the strains in this study
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CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho permitiu concluir que dentro dos rebanhos leiteiros
brasileiros analisados existem cinco tipos distintos de S. agalactiae circulantes
em relacdo ao tipo capsular la, Ib, I, I, IV e, provavelmente, esses estdo
relacionados com a regido geografica. Em relagdo aos sequence typing(ST)
identificados pelo MLST, existem nove circulantes: ST-61, ST-67, ST-91, ST-
103, ST-146, ST-226, ST-314, ST340, ST-570. Estes ST sdo inseridos em cinco
populagbes (complexos clonais-CC) de S. agalactiae (CC17, CC61, CC67,
CC103, CC314). Com a epidemiologia molecular de S. agalactiae de isolados
de bovinos brasileiros aqui estabelecida, poderdo ser realizados novos estudos
relacionados a viruléncia e resisténcia antimicrobiana. Ademais, os resultados
encontrados permitem a implementacdo de métodos de controle e prevengédo

especificos contra S. agalactiae em rebanhos bovinos.



