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 RESUMO  

SOARES, Bianca da Silva.  Aplicação de técnicas moleculares para o monitoramento da 

diversidade genética de Staphylococcus aureus em ambientes de produção leiteira. 53p. 
Tese (Doutorado em Ciências Veterinárias). Instituto de Veterinária, Departamento de 

Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.  

 

A produção leiteira bovina no Brasil está em constante crescimento sendo 

predominante abastecida através da produção familiar. A mastite bovina é frequente nos 

rebanhos leiteiros ocasionando grandes perdas econômicas para a indústria leiteira. A mastite 

é ocasionada pela inflamação do tecido mamário por agentes físicos, químicos ou por 

patogênos. Staphylococcus aureus é um importante patógeno causador de mastite bovina 

subclínica cronica. O sucesso da persistência deste patogéno no hospedeiro ocorre devido a 

uma série de fatores de colonização e virulência que esta bactéria possui. Está espécie 

bacteriana possui heterogeneidade genética e uma população caracterizada por cepas 

geneticamente diversificadas. A análise da variação genética é uma importante ferramenta 

para fins de estudos epidemiológicos. Para a realização da presente tese, foram estudadas 53 

cepas de S.aureus oriundos do leite de vacas com mastite subclínica de seis fazendas em 

diferentes municípios do Estado do Rio de Janeiro. As 53 cepas de S. aureus foram 

submetidos a detecção dos perfis de virulência, tipagem do gene agr e do spa. Das 53 cepas 

de S. aureus, 17 cepas foram selecionadas através dos perfis de virulência (previamente 

estabelecidos) para serem submetidas às técnicas de Eletroforese em Gel de Campo Pulsado 

(PFGE), Tipagem da Sequência Multilocus (MLST), avaliação fenotípica da produção de 

biofilme, suscetibilidade a antimicrobianos e a detecção genotípica de resistência a meticilina. 

Foi possível detectar 58,5% (31/53) de isolados positivos para o gene icaA; 83% (44/53) para 

o gene icaD; 66% (35/53) para o gene fbnA; 26,4% (14/53) positivos para o gene fbnB; 3,7% 

(2/53) para o gene cap8; 92,4% (49/53) para o gene hlA e 84,9% (45/53) para o gene hlB. 

Nenhum isolado foi positivo para o gene cap5. A partir destes resultados foi possível 

estabelecer 18 diferentes perfis. Através da técnica de PFGE foi possível observar grande 

heterogeneidade genética e ausência de cepas clonais.A análise fenotípica da produção de 

biofilme, demostrou a prevalência de cepas com baixa expressão fenotípica. A maioria dos 

isolados (67,9%- 36/53) foi classificada como grupo II do sistema agr. A tipagem do gene spa 

evidenciou 12 diferentes tipos nos 53 isolados testados, sendo prevalente o spa tipo 605 

(54,7%- 29/53). A técnica de tipagem MLST gerou cinco tipos diferentes de ST/CC, sendo 

prevalente o ST/CC 126 (64,7%-11/17). As cepas testadas foram resistentes aos antibióticos 

ciprofloxacina, eritromicina e penicilina. Não foi possível detectar a presença de nenhuma 

cepa MRSA no presente estudo. 

 

Palavras-chave: Mastite bovina, Perfil de virulência, Tipagem molecular e Suscetibilidade a 

antimicrobianos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

ABSTRACT 

SOARES, Bianca da Silva. Application of molecular techniques to monitor the genetic 

diversity of Staphylococcus aureus in dairy production environments. 53p. Thesis (PhD  

in Veterinary Science). Veterinary Institute, Department of Animal Parasitology, Federal 

Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012. 

 

Brazilian dairy production is constantly growing and is predominantly supplied 

through family production. Bovine mastitis is common in dairy herds, causing high economic 

losses for the dairy industry. Mastitis is caused by inflammation of the mammary tissue by 

physical, chemical or pathogens. Mastitis is caused by inflammation of the mammary tissue 

by physical, chemical or pathogens. Staphylococcus aureus acts as an important pathogen 

causing subclinical bovine mastitis. Success of this pathogen persistence in the host occurs 

due to a series of factors of colonization and virulence that this bacterium has.This bacterial 

species carries genetic heterogeneity and a population characterized by genetically diverse 

strains. The analysis of the genetic variation appear as an important tool for epidemiological 

studies. For the realization of this thesis, were selected 53 S. aureus strains originated from 

cows with subclinical mastitis six farms in different cities of the State of Rio de Janeiro. The 

53 strains of S. aureus were submitted to detection of the virulence profiles, agr and spa gene 

typing. From the 53 strains of S. aureus, 17 strains were selected through the virulence 

profiles (previously established) to be submitted to Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), 

Multilocus Sequence Typing (MLST), phenotypic production of Biofilm, antimicrobial 

susceptibility, and genotypic detection of methicillin resistance.It was possible to detected 

58.5% (31/53) positive isolates for icaA gene; 83% (44/53) for icaD gene; 66% (35/53) for 

fbnA gene; 26.4% (14/53) positive for fbnB gene; 3.7% (2/53) for cap8 gene; 92.4% (49/53) 

for the hlA gene and 84.9% (45/53) for hlB gene. No isolate showed positive for the gene 

cap5. These results enabled to establish 18 different profiles. Phenotypic analysis of biofilm 

production, demonstrated a prevalence of strains with a low phenotypic expression. Most 

isolates (67.9% - 36/53) classified as Group II of agr system. Typing of spa gene showed 12 

different types in 53 isolates tested, been prevalent the spa type 605 (54.7% - 29/53). These 

isolates underwent PFGE with analysis of the profiles generated was observed extensive 

genetic heterogeneity of the selected isolates and no clones. The typing technique MLST 

generated five different types of ST/CC, been ST/CC 126 the most prevalent (64.7% - 11/17). 

The strains tested were resistant to ciprofloxacin, erythromycin and penicillin. It was not 

possible to detect the presence of any MRSA strain in this study. 

 

KEY WORD: Bovine Mastitis, Virulence Profile, Molecular Typing and Antimicrobial 

Susceptibility. 
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TE= Tris EDTA 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A produção leiteira bovina no Brasil cresce em uma taxa constante, sendo a região 

sudeste, a saber, os Estados de MG e SP, responsável pela maior parte da produção do país. O 

crescimento observado da produção de leite é devido tanto ao aumento do número de vacas 

ordenhadas, quanto ao crescimento da produtividade dos animais brasileiros. No entanto, a 

produção de leite está dispersa em estabelecimentos agropecuários bastante heterogêneos, 

sendo predominante a produção familiar caracterizada por um número elevado de animais, 

porém com baixa produtividade (MAIA et al.,2013)  

A mastite bovina é a enfermidade mais frequente nos rebanhos leiteiros, sendo o maior 

impacto negativo sobre a economia pecuária leiteira. É uma doença multifatorial, sendo a 

causa principal relacionada a colonização do tecido secretor do úbere por agentes patogênicos, 

em especial, bactérias. As perdas ocasionadas pela mastite decorrem da menor quantidade de 

leite produzido e da diminuição da qualidade do leite com alterações na sua composição. A 

espécie Staphylococcus aureus é frequentemente relacionada com casos de mastite subclínica. 

Este importante patógeno é rotineiramente encontrado no úbere de bovinos, além das perdas 

econômicas, essa espécie bacteriana representa potencial risco à saúde pública (BANDEIRA 

et al., 2013). 

O mecanismo de persistência de S. aureus na glândula mámaria ainda não foi 

completamente elucidado. Um dos mecanismos utilizados por S. aureus é a capacidade de 

invadir uma variedade de fagócitos e sobreviver a certos tipos de células do hospedeiro. O 

mecanismo de internalização é realizado através da proteína ligante a fibronectina. Além 

disso, a persistência de S. aureus no hospedeiro muitas vezes está relacionada com a 

capacidade de formar biofilme. S. aureus produzem uma série de toxinas a fim de manter o 

processo infeccioso (ARGUDIN et al., 2010; ATALLA et al., 2008).  

O tamanho do genoma de S. aureus varia entre 2.5 e 2.9 megabases (MB). O genoma 

do S. aureus é composto aproximadamente de 80% essencial (core) e 20% de genes 

acessórios os quais consistem os elementos móveis genéticos. O genoma essencial é herdado 

dos ancestrais e altamente conservado entre as cepas de S. aureus. A parte do genoma onde 

estão inseridos os elementos móveis é composta por elementos que codificam alguns fatores 

de virulência e resistência a antimicrobianos que são transferidos horizontalmente entre os 

isolados. As cepas de S. aureus se diversificam frequentemente mais por mutação pontual do 

que por recombinação (GILL, 2009). 

As técnicas de tipagem possuem a capacidade de definir e monitorar as mudanças 

genéticas dentro de uma espécie bacteriana. Alem disso, diferentes técnicas de tipagem 

oferecem possibilidade de investigar a distribuição de clones na comunidade, no hospital e em 

ambientes de produção, particularmente importante durante surtos. A tipagem bacteriana é 

crucial para elucidar rotas de transmissão e vigilância epidemiológica das infecções. As 

principais técnicas utilizadas para estudar a estrutura populacional de S. aureus são: Pulsed 

Field Gel Electrophoresis (PFGE), tipagem do gene spa, tipagem do gene agr e Multilocus 

Sequence Typing (MLST) (SABAT et al., 2013). 

O presente trabalho avaliou a diversidade genética de Staphylococcus aureus isolados 

de mastite bovina através da detecção de fatores de virulência, tipagem do agr, tipagem do 

spa, PFGE e MLST. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1.      Panorama da produção leiteira  

  

De acordo com dados do USDA (Departamento de Agricultura dos Estados Unidos), a 

União Européia foi a maioria produtora de leite em 2014, com 144,7 bilhões de litros 

produzidos, a Índia encontra-se em segundo lugar com 141,1 bilhões de litros, os Estados 

Unidos na terceira posição com 93,1 bilhões de litros e China no quarto lugar com 38,5 

bilhões (USDA, 2015). O Brasil vem apresentando aumento gradativo na produção leiteira, 

devido ao seu extenso território e condições favoráveis para as atividades de agricultura, e 

atualmente situa-se na quinta posição, com 36 bilhões de litros. A estimativa para a produção 

de leite para os anos de 2015 e 2016 é de 36,2 e 36,8 bilhões de litros respectivamente 

(USDA, 2015). O principal estado produtor de leite no Brasil é Minas Gerais (26% do total), 

seguido pelo Rio Grande do Sul (15%) e Paraná (12%). O estado do Rio de Janeiro ocupa a 

10ª posição no ranking de produção leiteira no Brasil com um volume de produção leiteira em 

2013 de 569, 088 milhões de litros (DERAL, 2014). Embora o país esteja enfrentando uma 

crise econômica, fontes comerciais acreditam que o setor leiteiro irá sofrer menos impacto do 

que os demais segmentos (USDA, 2015), uma vez que as previsões são de aumento de 2% no 

consumo de leite para 2016. Este crescimento ocorre principalmente devido ao aumento do 

uso industrial.  

O Brasil possui mais de 1,5 milhões de produtores de leite. Pelo menos 70% deste 

montante são pequenos produtores que encontram dificuldades devido ao alto custo de 

manutenção das atividades do setor. Custos que estão relacionados, em grande parte, com o 

elevado montante de capital imobilizado na atividade em relação ao nível de produção do 

estabelecimento (RODRIGUES et al., 2009). A produção de leite ocupa lugar de destaque na 

economia de agronegócio do Estado do Rio de Janeiro, estando presente na quase totalidade 

de seus municípios, gerando um grande número de empregos permanentes nos diversos 

setores da cadeia. Além disso, um grande percentual (82%) de agricultores familiares é 

responsável pela produção leiteira do Estado, e, em sua grande maioria, produzindo menos de 

100 litros dia (EMATER-RIO, 2016).  

 

2.2.      Mastite bovina causada por Staphylococcus aureus  

  

A mastite ocorre quando um agente infeccioso, químico, mecânico ou térmico, 

acomete a glândula mamária, produzindo uma reação inflamatória e danos ao tecido glandular 

(FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004). A enfermidade em bovinos pode ser causada por 

diversas espécies de microrganismos, prevalecendo a etiologia bacteriana, com relevância 

para a espécie Staphylococcus aureus, caracterizada como causadora de mastites contagiosas, 

cuja contaminação e disseminação ocorrem geralmente durante a ordenha, sendo o úbere a 

principal fonte de infecção (BARDIAU et al., 2016; CAPURRO et al., 2010). As cepas de S. 

aureus podem causar infecções agudas, de natureza clínica (quando existem sinais clínicos 

aparentes), ou crônica, normalmente quadros subclínicos. A mastite subclínica é caracterizada 

não só pela alteração dos padrões físicos- químicos do leite, mas pela elevação da contagem 

de células somáticas. A mastite representa um importante problema econômico para os 

produtores rurais com redução da quantidade e qualidade do leite, prolongando o custoso 

tratamento por antibióticos e levando ao abate prematuro (HALASA et al., 2007). A mastite 

bovina causada por S. aureus é relatada em todos os países com prevalência de 5% a 70% de 

vacas e 90% dos rebanhos. O custo da mastite bovina é estimado entre 100 a 200, dólares por 

animal (ZECCONI, 2006).  
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Na patogênese da mastite bovina, um aspecto peculiar é representado pela importância 

fundamental da imunidade inata contra patógenos invasores. A persistência de S. aureus na 

glândula mamária e a baixa resposta do patógeno a antibioticoterapia faz com o que a mastite 

bovina ocasionada por esta espécie cronifique e seja uma causa frequente de abate 

(PEREYRA et al., 2016; ZECCIONI et al., 2006; HEBERT et al., 2000). Atributos de 

patogenicidade desenvolvidos por esta espécie estão diretamente relacionados a infecção 

crônica: a formação de biofilme, sobrevivência intracelular, expressão capsular e 

agrupamento do gene regulador acessório (agr) (BARDIAU et al., 2016; RINALDI et al., 

2010). Estes fatores auxiliam o patógeno a evadir a resposta imune do hospedeiro (KENAR et 

al., 2012; BRADY et al., 2011).   

Em 1978 foi relatado pela primeira vez a presença de S. aureus no rebanho leiteiro 

brasileiro (MULLER et al.,1978), e desde então este patógeno tem sido encontrado 

distribuído em todo o país (MARTINS et al., 2010; FREITAS et al., 2005). De acordo com 

estudos anteriores realizados no estado do Rio de Janeiro, foram analisadas 140 amostras de 

leite em que 85,07% (171/201) dos isolados eram pertencentes ao gênero Staphylococcus 

spp., sendo 24,28% (17/70) da espécie S. aureus (ALENCAR et al., 2014). 

 S. aureus possui elevado potencial genético para desenvolver resistência à maioria 

dos agentes antimicrobianos (BARKEMA et al., 2009). A resistência antimicrobiana de S. 

aureus é amplamente dispersa acompanhado a extensiva utilização de agentes 

antimicrobianos para o tratamento da mastite bovina. Esta resistência antimicrobiana é umas 

das razões para a baixa taxa de cura da mastite (GAO et al., 2012; BARKEMA et al., 2006;).  

 

2.3. MRSA- Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina 

 

Staphylococcus aureus é conhecido por ser potencialmente adaptável a pressão 

seletiva vinda dos antibióticos. Em 1948 foi relatada a primeira cepa de S. aureus resistente à 

penicilina, isto ocorreu logo depois da introdução da penicilina na prática clínica. Em 1950, a 

meticilina foi introduzida no tratamento de infecções como uma forma de contornar a 

resistência a penicilina, porém em 1961, uma cepa de S. aureus resistente a meticilina foi 

detectada no Reino Unido (OTTO, 2012; DELEO et al., 2010;).  

Infecções causadas por MRSA são atualmente uma preocupação da saúde pública, 

desde da variedade de hospedeiro deste patógeno até ao aumento da rota de transmissão nos 

últimos anos. Na década de 70, as infecções causadas por MRSA eram localizadas em 

ambientes hospitalares (HA-MRSA) (WENDLANDT et al., 2013). Posteriormente ocorreu a 

dispersão do MRSA na comunidade (CA-MRSA) entre pessoas com fatores de risco para 

infecções por MRSA (DOYLE et al.,2012). Nos últimos anos, foi detectado um tipo de 

MRSA associado ao ambiente de produção animal (LA-MRSA), cuja ocorrência tem sido 

reportada em diferentes países do mundo (KÖCK et al., 2013). O LA-MRSA 

(genotipicamente classificado com complexo clonal 398, CC398) é encontrado colonizando 

animais, principalmente porcos, bovinos e cavalos, além de ter a capacidade de colonizar e 

causar sérias infecções em humanos que tiveram contato direto com estes animais (LOZANO 

et al., 2011; VAN CLEEF et al., 2010; SOAVI et al., 2010), porém também foi detectado em 

pessoas que não estavam expostas ao ambiente de produção animal (LARSEN et al., 2015). 

Além disso, tem sido demonstrado que a manipulação/consumo de alimentos de origem 

animal contaminado por MRSA pode ser um potencial veículo para a transmissão de LA-

MRSA para humanos (FEINGOLD et al., 2012). De fato, os clones de MRSA têm sido 

isolados de carne, peixe, leite, produtos lácteos e sorvete em todo o mundo, e estes produtos 

eram considerados próprios para consumo (KAMAL et al., 2013; AGERSO et al., 2012; 

O’BRIEN et al., 2012; HAMMAD et al., 2012; LIM et al., 2010; NORMANNO et al., 2007). 

Cepas MRSA têm sido frequentemente relacionadas como agentes responsáveis por ocasionar 
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mastite bovina subclínica. Estas podem ser eliminadas no leite, sem causar alterações nas 

características sensoriais do produto, e desse modo, se disseminar na cadeia alimentar 

(HARAN et al., 2012). Além disso, a emergência de cepas LA-MRSA representa um aumento 

potencial de risco zoonótico (OTTER & FRENCH, 2010), uma vez que cepas MRSA de 

produção animal podem ser agentes casuais em infecções de MRSA em humanos, como 

também existem relatos de cepas MRSA de origem humana albergadas por animais 

(VERKADE & KLUYTMANS, 2014). 

 

2.4. Fatores de colonização e virulência 

 

A mastite causada por S. aureus é resultado da produção de diversos fatores de 

virulência, que podem contribuir em diferentes formas para a patogênese. As diferenças de 

patogenicidade de cepas de S. aureus podem ser resultado da distribuição geográfica, do 

hospedeiro, e do tipo de tecido (VAN LEEUWEN et al., 2005). O número e a combinação 

dos genes de virulência podem dar importantes contribuições ao potencial patogênico de 

cepas de S. aureus (ZECCONI et al., 2006). Um elevado número de genótipos de S. aureus 

oriundos de rebanho bovino no mundo tem sido estudado para desenvolver melhores 

estratégias para o tratamento de mastite (KOT et al., 2016).  

Uma vez que S. aureus penetra no interior da glândula mamária, a bactéria se adere ao 

revestimento epitelial e induz a defesa imune inata do hospedeiro através de uma variedade de 

fatores de virulência tais como cápsula e proteína A, os quais interferem no processo de 

fagocitose (NANRA et al., 2013). Uma vez a infecção estabelecida, o dano ao revestimento 

epitelial da glândula mamária é iniciado pela ulceração e obstrução dos ductos lactíferos e 

alvéolos, e pela infiltração das células inflamatórias do parênquima (PAAPE et al., 2002). S. 

aureus produz uma variedade de fatores de virulência que mantém a infecção. Dentre estes 

fatores de virulência estão incluídos a cápsula polissacarídea, citotoxinas, enterotoxinas 

superantígenos e MSCRAMM (Componentes da superfície microbianas que reconhecem 

moléculas de matriz adesiva). Um grande número de citotoxinas é produzido por S. aureus os 

quais podem formar poros na membrana celular, causando turgor osmótico e levando à morte 

da célula. O primeiro passo para o estabelecimento da infecção é o afixamento inicial de S. 

aureus na membrana eucariota, o qual é seguido pela colonização e subsequente infecção 

(BROUILLETTE et al., 2003). A colonização é comumente associada com uma variedade de 

fatores de aderência ou adesinas as quais são conhecidas como MSCRAMM. Existem mais de 

20 diferentes MSCRAMMs identificadas, que podem ser expressas por S. aureus (WALSH et 

al., 2008). Em humanos, é estimado que cerca de 80% das infecções são associadas com 

produção de biofilme bacteriano (DAVIES, 2003). O biofilme reduz a opsonização dos 

anticorpos e fagócitos e as bactérias que são capazes de produzir biofilme são menos 

suscetíveis a antibióticos (OTTO et al., 2013). 

 Em bovinos, a formação de biofilme por S. aureus é considerado um importante fator 

de virulência, que pode influenciar a persistência da mastite (MELCHIOR et al., 2006). S. 

aureus pode se aderir e se internalizar as células epiteliais da glândula mamária, além disso, 

também é capaz de driblar a fagocitose, persistindo na forma metabólica inativa. A melhor 

compreensão do mecanismo de internalização de S. aureus é através da proteína ligante a 

fibronectina (FNBPs) (ATALLA et al., 2008).  

O circuito regulatório que controla a virulência e a adaptação ao meio é complexo. 

Este sistema regulatório pode receber sinais do meio externo para modular a formação do 

biofilme e produzir diversos exoprodutos de uma maneira apropriada para o local da infecção 

(STER et al., 2005). Um dos sistemas regulatórios, agr, codifica um componente constituinte 

do quorum sensing que é ativado pela densidade bacteriana através da secreção de peptídeo 

auto induzido. A ativação do agr segue a produção da molécula RNAIII, o qual é uma 
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molécula efetora do sistema agr. O RNA III segue a redução das proteínas de superfície, tais 

como, as adesinas requeridas pela colonização. Ao mesmo tempo, RNA III permite a 

produção das proteínas secretada, tais como, nucleases e proteases, ambas participam da 

liberação de bactérias de biofilme (OTTO et al., 2013; NOVICK & GEISINGER, 2008).  

A relativa importância de vários fatores de virulência de S. aureus e o potencial 

genético de cepas oriundas de mastite bovina não é completamente investigada. Estudos ao 

redor do mundo têm relatado a diversidade de genótipos de S. aureus associados à mastite 

bovina (MITRA et al., 2013; KLEIN et al., 2012; WOLF et al., 2011). Além disso, cepas de 

S. aureus envolvidas com mastite bovina têm apresentado uma variedade de genótipos e 

fenótipos que influenciam a gravidade da doença e a persistência e a capacidade de produzir 

especificas toxinas, biofilme ou ambos (BARDIAU et al., 2014; OTE et al., 2011). 

 

2.5. Diversidade genética do Staphylococcus aureus 

 

O tamanho do genoma de S. aureus varia entre 2.5 e 2.9 megabases (MB). Estudos 

anteriores, que compararam a diversidade de cepas de S. aureus, identificaram genes comuns 

a todas as cepas, os quais compreendem o genoma essencial (LINDSAY, 2010). O restante do 

genoma, denominado genoma variável, é composto por genes acessórios específicos 

frequentemente envolvidos com a virulência e a capacidade de colonizar hospedeiros 

específicos ou ambientes (SUNG et al., 2008). O genoma de S. aureus é composto 

aproximadamente por 80% de genes essenciais e 20% de genes acessórios, entre os quais 

estão inseridos os elementos genéticos móveis (GILL, 2009). O genoma essencial é 

conservado entre diferentes linhagens e compreende os genes que codificam proteínas 

associados com metabolismo, regulação, manutenção e funções adesivas (LINDSAY & 

HOLDEN, 2004). O genoma essencial variável é a parte do genoma essencial que contêm 

genes que codificam proteínas de superfície e seus reguladores, assim como genes de 

virulência. Este compõe cerca de 10 a 12% do genoma de S. aureus (LINDSAY, 2010). A 

presença de genes acessórios como parte do genoma variável, pode promover ou suprimir o 

potencial patogênico de determinada cepa de S. aureus (MELLES et al., 2004). Os elementos 

genéticos móveis (EGM) consistem de, por exemplo, bacteriófagos, ilhas de patogenicidade 

de S. aureus (Staphylococcus aureus pathogenicity islands- SaPIs), plasmídeos, 

transpossomos e cassete cromossomal estáfilocócico (scc). Os EGMs codificam 

aproximadamente 50% dos fatores de virulência conhecidos e contribuem ativamente com a 

transferência horizontal de DNA entre as cepas de S. aureus (LINDSAY, 2010). A 

transferência horizontal dos genes pode induzir combinações diferentes dos fatores de 

virulência, os quais podem promover adaptações específicas de hospedeiro 

(HIRSCHHAUSEN et al., 2010).  

A capacidade de S. aureus de adaptação a hospedeiros específicos é influenciada pela 

aquisição de elementos genéticos móveis, pela diversificação dos genes e pelo declínio no 

número de genes potenciais (LOWDER et al., 2009). A compreensão da combinação de genes 

que são responsáveis pelo sucesso da dominância da linhagem clonal de S. aureus e o 

conhecimento dos fatores necessários para especificidade do hospedeiro e virulência são 

importantes para o entendimento da patogênese, prevenção e tratamento da mastite causada 

por S. aureus (BUDD et al., 2015). Os principais mecanismos de diversificação de S. aureus 

são mutações aleatórias em nucleotídeos e a transferência horizontal de genes (HOLMES & 

ZADOKS, 2011). 

Zadoks e colaboradores (2002) concluíram que a maioria dos casos de mastite é 

causada por cepas de S. aureus altamente adaptadas a glândula mamária e que diferem de 

cepas isoladas da pele. Entretanto, Haveri e colaboradores (2008) sugerem que a maioria dos 

isolados de S. aureus da pele do teto e do canal do teto são geneticamente indistinguíveis dos 
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isolados que infectam a glândula mamária. Em estudos anteriores, estes pesquisadores 

detectaram associação entre os genótipos de S. aureus e a severidade dos sinais clínicos da 

mastite (HAVERI et al.,2007). Outro estudo mostrou que os genótipos de S. aureus oriundos 

da mastite bovina são altamente relacionados com seu padrão de genes de virulência 

(PICCININI et al., 2012). Além disso, alguns subtipos estão altamente associados com 

características epidemiológicas selecionadas, como prevalência e persistência dentro do 

rebanho, embora, a relação entre as propriedades patogênicas seja menos evidente (GRABER 

et al., 2009).  

 

2.6.Técnicas de tipagem molecular 

 

A identificação de diferentes tipos de organismos dentro de uma espécie é denominada 

de tipagem. O papel principal da tipagem microbiana é avaliar as relações genéticas entre os 

isolados. A compreensão do parentesco clonal entre as cepas é essencial para determinar a 

fonte e as rotas de infecção, identificar um surto, traçar rotas de transmissão, reconhecer cepas 

particularmente virulentas e avaliar a eficácia das medidas de controle (PÉREZ-LOSADA et 

al., 2013). 

Métodos tradicionais de tipagem baseado no fenótipo tais como sorotipagem, 

biotipagem, fagotipagem ou antibiotipagem foram utilizadas por muitos anos. O 

desenvolvimento de métodos que permitem a análise da relação dos isolados em nível 

molecular tem revolucionado a capacidade de diferenciar entre os tipos e subtipos de espécies 

bactérias (SABAT et al., 2013).   

A escolha do método molecular de tipagem apropriado depende significativamente do 

problema a se resolver e do contexto epidemiológico no qual o método vai ser utilizado, assim 

como a escala geográfica e a escala de tempo da investigação (SABAT et al., 2013). Em 

investigações de surto, um método de tipagem deve ter um poder discriminatório capaz de 

distinguir todos isolados epidemiologicamente relacionados. Idealmente, tais métodos devem 

ser capazes de discriminar isolados intimamente relacionados para revelar uma possível 

transmissão hospedeiro-hospedeiro, o que é importante para se desenvolver estratégias para 

prevenir a propagação. Ao mesmo tempo, esta estratégia deve ser rápida, barata, altamente 

reprodutível e fácil de realizar e interpretar (SABAT et al., 2013; VAN BELKUM et al., 

2007). Quando a tipagem é aplicada para a vigilância contínua, o respectivo método deve 

produzir resultados com estabilidade adequada ao longo do tempo para permitir a 

implementação de medidas eficientes de controle de infecção. Além disso, um método de 

tipagem que vai ser usado em redes internacionais deve produzir dados portáteis, ou seja, 

facilmente transferíveis entre sistemas diferentes e que podem ser facilmente acessados 

através de uma fonte aberta de banco de dados baseado na web, ou em um banco de dados 

cliente-servidor conectado via Internet. Além disso, um método de tipagem usado para 

vigilância deve contar com uma nomenclatura internacionalmente padronizada, e deve ser 

aplicável a uma ampla gama de espécies bacterianas. Também deve haver procedimentos para 

verificar e validar, usando controles internos e externos quantificáveis, para que os dados de 

tipagem sejam de alta qualidade. Uma clara vantagem do método de tipagem molecular é a 

disponibilidade de um software que: (i) permite o controle automatizado de qualidade de 

dados de tipagem, (ii) permite a atribuição padrão / Tipo, (iii) implementa um algoritmo para 

agrupamento dos isolados com base nos dados obtidos, (iv) presta assistência na detecção de 

focos de infecção e (v) facilita a gestão e armazenamento de dados (SABAT et al., 2013). 

Muitos métodos foram desenvolvidos para a caracterização molecular epidemiológica 

de isolados bacterianos. No entanto, nenhum deles é ideal para todas as formas de 

investigação. Assim, um entendimento completo das vantagens e limitações dos métodos de 
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tipagem disponíveis é imprescindível para a seleção das abordagens apropriadas para definir 

de forma não ambígua cepas de surtos (SABAT et al., 2013). 

Uma variedade de métodos tem sido utilizada para caracterizar e determinar 

geneticamente os tipos ou subtipos de cepas de S. aureus, seguido da identificação 

predominante da cepa contagiosa. Cada método tem suas vantagens e limitações, e nenhum 

método utilizado de forma isolada combina elevado poder discriminatório, completa 

portabilidade interlaboratorial, fácil execução e baixo custo. Desse modo, devido à 

especificidade variável e diferentes estruturas alvo, a escolha dos métodos de tipagem deve 

obedecer ao objetivo do estudo (FESSLER et al 2011).  

 Os métodos comumente utilizados para detectar a cepa tipo S. aureus incluem o 

PFGE (Eletroforese em Gel de Campo Pulsado - Pulsed Field Gel Electrophoresis) 

(MIDDLETON et al., 2002), tipagem do gene spa (SHOPSIN et al., 1999) e MLST (Tipagem 

da Sequência Multilocus - Multilocus Sequence Typing) (SMITH et al., 2005). Embora 

laborioso, o PFGE é considerado padrão ouro como método de tipagem de cepa para este 

gênero e espécie, pois este método possui maior poder discriminatório em relação as demais 

técnicas (ADKINS et al., 2016).  

 

2.6.2. Tipagem pelo sistema agr 

 

A expressão da maioria dos fatores de virulência em S. aureus é controlada pelo gene 

regulatório acessório (agr). O operon agr codifica um sistema de sinalização de dois 

componentes, o qual é acionado por um peptídeo auto indutor de quorum sensing (AIP), 

codificado pelo gene agrD. A expressão do gene agr varia em resposta a alterações na 

densidade celular. S. aureus pode ser classificado em quatro grandes grupos de agr com base 

na especificidade do AIP para o seu receptor de sinal (agrC). Estes grupos são nomeados de 

agr I, II, III e IV. Os agrs dos grupos I e II são mais frequentes em cepas de S. aureus 

originados de mastite bovina (Mitra et al., 2013; Ayed et al., 2006).  

 

2.6.3 Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis - PFGE) 

 

A técnica de PFGE foi desenvolvida em 1984 por SCHWARTZ & CANTOR (1984) e 

é baseada na análise dos perfis gerados pela atuação da enzima de restrição no DNA 

bacteriano. A enzima de restrição utilizada para Staphylococcus spp. é a SmaI que reconhece 

e cliva na sequência CCC-GGG moléculas DNA. A digestão do DNA ocorre em 

aproximadamente 10-30 fragmentos com intervalos de aproximadamente 10- 1000 kb cada. 

Para evitar a quebra em grandes moléculas do DNA, a célula intacta é embebida na agarose, e 

então são lisadas e desproteinizadas in situ. Um dos modelos mais comumente utilizado no 

PFGE é sistema de campo elétrico homogéneo (CHEF), em que a carga negativa do DNA é 

corrida através de um plano de uma matriz de gel de agarose em direção ao polo positivo. Em 

contraste a eletroforese convencional, no qual a corrente elétrica é aplicada no gel em uma 

única direção, a corrente no PFGE, é fornecida em pulsos que se alternam entre três conjuntos 

de eletrodos, resultando em um alto nível de resolução dos fragmentos (ANDREI et al., 2006; 

TENOVER et al.,1997).  

O resultado dos padrões de fragmentos de DNA pode ser comparado para determinar 

suas relações genéticas. De acordo com o critério proposto por Tenover e colaboradores 

(1995), os isolados são designados como clones no PFGE, caso as cepas apresentem o mesmo 

padrão de fragmentação com a devida correspondência de tamanho entre as bandas. Mutações 

pontuais, deleções, inserções e perda ou aquisição de plasmídeos poderiam acarretar em 

menores diferenças nos perfis sem produzir novos subtipos. Isolados que diferem em duas ou 

três bandas (consistente em um evento genético) são considerados intimamente relacionados, 
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enquanto se a diferença for de quatro a seis bandas (dois eventos genéticos) resulta num 

possível parentesco. Os isolados são considerados sem parentesco caso o padrão no PFGE 

difere de sete ou mais bandas (três ou mais eventos genéticos). 

O sucesso do PFGE resulta de seu excelente poder discriminatório e de sua alta 

concordância epidemiológica. Esta técnica tem sido utilizada com sucesso em investigações 

epidemiológicas de curto prazo, provando ser um método bastante preciso e reprodutível 

(RANJBAR et al., 2014). Uma comparação visual dos perfis com apenas 10 a 20 bandas é 

geralmente fácil e através da análise computacional é possível disponibilizar uma biblioteca 

com a base de dados. Uma desvantagem do PFGE é o intensivo trabalho laboratorial, 

necessitando múltiplos dias para realização do procedimento, pessoal qualificado para 

interpretar os resultados e o auxílio de um computador para análise do padrão de bandas 

(GOERING, 2010). Além disso, esta técnica tem baixa portabilidade interlaboratorial. Eles 

podem incluir a intensidade fraca de padrões de bandas devido à baixa concentração de 

células, artefatos devido a digestão incompleta de DNA, colunas distorcidas devido a 

eletrodos com defeito ou espessura gel irregular e/ou altura do tampão devido a superfícies 

irregulares usados para a fundição de gel ou eletroforese (RANJBAR et al.,2014). 

 

2.6.3. Tipagem da Sequência Multilocus (Multilocus Sequence Typing- MLST) 

 

A fim de superar a ausente/insuficiente portabilidade das abordagens tradicionais, o 

método MLST foi desenvolvido. A técnica de MLST baseia-se nos princípios da técnica de 

Eletroforese de isoenzimas em gel de agarose (MLEE) (SELANDER et al.,1986), que se 

apoia sobre as diferenças na mobilidade eletroforética de diferentes enzimas presentes numa 

bactéria. O primeiro esquema MLST foi desenvolvido para Neisseria meningitidis em 1998 

(MAIDEN et al., 1998). Pouco tempo depois, o método foi estendido a outras espécies de 

bactérias e, ao longo do tempo, tornou-se uma ferramenta muito popular para estudos 

epidemiológicos mundiais, e para estudos sobre a evolução molecular de patógenos 

(ENRIGHT et al., 2000). O MLST é um método baseado fragmentos internos múltiplos na 

sequência de DNA de (normalmente sete: arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi e yqiL) genes de 

manutenção. Fragmentos internos de cada gene com aproximadamente 450-500 pb são 

amplificados através da reação em cadeia de polimerase (PCR), e subsequente 

sequenciamento do DNA de ambas as fitas. No MLST, a relação genética entre as cepas é 

determinada pela análise das sequencias dos múltiplos genes os quais são comparados pela 

substituição de nucleotídeo na sequência. Uma vez que os genes possuem graus variáveis de 

deriva genética, os genes de manutenção são os mais frequentemente sequenciados devido a 

estarem presentes em todos os isolados da mesma espécie. Uma vez que eles não estão sob 

forte pressão seletiva, a sua variabilidade genética é baixa e pode não fornecer uma 

discriminação adequada entre os isolados não relacionados. Para o MLST ser uma ferramenta 

epidemiológica eficaz, a seleção e o número de genes deve ser adequada para diferenciar os 

isolados que apresentem mais recente divergência genética (RANJBAR et al.,2014).  Os 

alelos definem a linhagem de S. aureus, resultando em um perfil alélico denominado de tipo 

de sequência (ST) (SABAT et al., 2013; DEURENBERG et al.,2008). As cepas são 

agrupadas no mesmo complexo clonal (CC) caso possuam de cinco a sete genes de 

manutenção com sequencias idênticas (DEURENBERG et al.2008). Parentesco entre STs 

pode ser revelado usando o método de agrupamento com base em tipos relacionados ao 

algoritmo de sequência, (eBURST ou a mais recente versão otimizada global, goeBURST) 

inferindo padrões de descendência evolutiva entre isolados por um modelo de expansão clonal 

e diversificação e atribuindo isolados aos complexos clonais (FRANCISCO et al, 2012).  

A grande vantagem do MLST é que todos os dados produzidos por este método não 

são ambíguos devido a uma nomenclatura internacionalmente padronizada e altamente 
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reprodutível. Além disso, as sequências de alelos e perfis ST estão disponíveis em grandes 

bases de dados centrais (http://pubmlst.org e www.mlst.net) que podem ser consultadas 

através da Internet. A grande desvantagem de MLST é o seu elevado custo, e baixo poder 

discriminatório para investigações de surto ou em estudo epidemiológicos locais. Os custos 

totais de todos os consumíveis e reagentes para MLST dependem muito do número de lócus 

investigados e do país em que este procedimento de tipagem é conduzido. Além disso, MLST 

é trabalhoso, demorado e para alguns patógenos, demasiadamente exigente para uso rotineiro 

em investigações de surtos e vigilância local (SABAT et al., 2013). 

 

 

2.6.4. Tipagem do spa 

 

O gene spa está localizado no genoma essencial (KOREEN et al, 2004). A tipagem do 

gene spa é baseada no sequenciamento do gene da proteína A na região polimorfica X, que 

contém um número variável de 24-27 pb regiões repetidas flanqueadas por regiões bem 

conservadas. A proteína A estafilocócica é uma proteína estável da parede celular presente em 

S. aureus, e é composta de três regiões: (a) sequencia C terminal; (b) região X; e (c) sequencia 

N-terminal. A região X é a única região polimórfica e sua função não é conhecida. A tipagem 

é baseada em: (a) exata sequencia DNA com repetições únicas; (b) o número de repetições; e 

(c) a ordem das diferentes repetições (SABAT et al, 2013; SHOPSIN et al. 1999). No método 

de tipagem do spa, cada repetição identificada está associada a um código e um spa-tipo é 

deduzido a partir de repetições específicas (MELLMANN et al., 2007; HARMSEN et al., 

2003). Embora a tipagem do spa tenha uma menor capacidade discriminatória que PFGE, a 

sua relação custo-eficácia, a facilidade de utilização, rapidez, excelente reprodutibilidade, 

estabilidade, nomenclatura internacional padronizada, alto rendimento, a utilização de um 

software, e portabilidade completa de dados através do banco de torna este método uma 

ferramenta útil para a caracterização de isolados de S. aureus em níveis local, nacional e 

internacional. A principal desvantagem deste método baseado na tipagem de um único lócus e 

que ele pode classificar erroneamente tipos particulares devido à recombinação e/ou 

homoplasia (SABAT et al., 2013; HALLIN et al.2007).  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

Avaliar a diversidade das bactérias da espécie Staphylococcus aureus circulantes em ambiente 

de produção leiteira em municípios do Vale do Paraíba e região Sul-Fluminense do Estado do 

Rio de Janeiro. 

 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

 Detectar o perfil fenotípico e genotípico de fatores de virulência em cepas da espécie 

Staphylococcus aureus isoladas a partir de amostras de leite de vacas com mastite 

subclínica; 

 Avaliar fenotipicamente a suscetibilidade a antimicrobianos através da técnica de 

disfusão em disco e da técnica de CIM automatizada (Sensititre- Thermo Scientific®); 

 Detectar genotipicamente a presença de cepas MRSA; 

 Formar perfis genéticos através da detecção de fatores de virulência, tipagem do agr, 

tipagem do spa, PFGE e MLST. 

 Determinar os clones circulantes de S. aureus causadores de mastite bovina dentro das 

regiões estudadas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Amostragem  

 

Um total de 120 amostras de leite foi coletado no período de outubro a novembro de 

2012, originado de sete fazendas de gado leiteiro localizadas nos municípios do estado do Rio 

de Janeiro, Barra do Piraí Vassouras, Passa Três, Paraíba do Sul, Rio das Flores e Carmo. 

Estas propriedades foram selecionadas por apresentarem alta prevalência de mastite 

subclínica (superior a 50%) testadas através do Califórnia Mastitis Test (CMT) e contagem de 

células somáticas (CCS). Foram isolados 71 S. aureus. Para a realização da presente tese 

foram selecionados 53 isolados considerando o CMT, o teto de origem e o perfil de 

suscetibilidade (ceftiofur, cefalexina, cefoxitina, oxacilina, neomicina, enrofloxacina, 

penicilina, ampicilina e eritromicina). A amostragem utilizada nos estudos de análise 

preliminar foi submetida a detecção dos perfis de virulência, tipagem do gene agr e tipagem 

do spa. Do total de 53 cepas de S. foram selecionadas inicialmente 33 cepas de S.aureus de 

modo a considerar a representatividade de todos os perfis de virulência previamente 

estabelecidos. Após análises dos perfis gerados pelo PFGE, a amostragem final foi 

estabelecida em 17 isolados que foram utilizados para os ensaios de MLST, detecção da 

produção fenotípica de biofilme, detecção da suscetibilidade antimicrobiana e detecção 

genotípica de cepas MRSA. 

Todos os isolados foram previamente identificados como cocos Gram-positivos e 

submetidos a testes de rotina, incluindo inoculação em meio seletivo para análise de suas 

características coloniais e produção de catalase e coagulase. As amostras coagulase-positiva 

foram avaliadas para fermentação de maltose, D-manitol e produção de acetoína 

(KONEMAN et al., 2012). A confirmação da espécie Staphylococcus aureus foi realizada 

pela amplificação dos genes coa (HOOKEY et al., 1998) e nuc (CIFTCI et al., 2009) por 

reação em cadeia da polimerase (PCR) (Quadro 1). A cepa padrão S. aureus ATCC 29213 foi 

utilizada como controle.  

A confirmação da identificação fenogenotípica dos isolados foi feita pela análise 

proteômica por Tempo de Voo de Ionização/Desorção por Laser Assistida por Matriz 

(MALDI-TOF), realizada no Laboratório de Investigação em Microbiologia Médica (LIMM), 

Instituto de Microbiologia Paulo Góes da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), 

como descrito por Motta e colaboradores (2014).  

 

Quadro 1. Iniciadores e ciclos empregados nos ensaios de amplificação dos genes de 

identificação de Staphylococcus aureus.  

 

 

 

 

 

 

Gene Sequência do Iniciador (5’ -3’) Ciclo Referência 

coa 

(Variável) 
ATA GAG ATG CTG GTA CAG G 
GCT TCC GAT TGT TCG ATG C 

94°C 4 min (94ºC 1 

min, 60°C 1 min, 

72°C 1 min) x 30  

72ºC 5 min 

HOOKEY et al., 

1998 

nuc 

(279 pb) 

GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 
AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA 

AGC 

94°C 5 min (94°C 

45 s, 68°C 45 s, 

72°C 90 s) x 30  

72°C 10 min. 

 

CIFTCI et al., 

2009 
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4.2. Extração do DNA bacteriano 

 

Para a extração do DNA bacteriano, foi realizada metodologia padronizada e 

estabelecida pelo Laboratório de Bacteriologia Veterinária da UFRRJ (TITO et al., 2015). 

Cada isolado foi cultivado em 5 mL de Caldo BHI à temperatura ambiente por 12-16 horas a 

100 x g. Em seguida 1,5 mL da cultura foi transferido para microtubos de 1,5 mL, 

centrifugados por 5 minutos a 8.000 x g e o sobrenadante descartado, esta etapa foi repetida 

três vezes. As células foram resuspendidas em 600 μL de solução de extração (Tris-HCl 200 

mM, pH 8,0; EDTA 25 mM; SDS 1%, NaCl 25 mM) e agitadas em Vortex, sendo incubadas 

a 65°C por 30 min. Após o tempo estipulado, os tubos foram resfriados à temperatura 

ambiente e foram adicionados 600 μL de clorofórmio: álcool isoamílico (24:1), seguido de 

uma homogeneização por 2 minutos, adição de igual volume de clorofórmio: álcool 

isoamílico (24:1) e centrifugação a 8.000 x g por 10 minutos. A fase superior foi transferida 

para um novo microtubo (aproximadamente 400 μL) e foram adicionados 2 volumes de etanol 

100 % gelado, seguido de incubação a 20ºC por 2 ou 12h para a precipitação do DNA. 

Posteriormente, os microtubos foram centrifugados a 8.000 x g por 30 min, o sobrenadante 

descartado e o sedimento lavado com etanol 70 % (aproximadamente 500 μL). Depois de seco 

à temperatura ambiente em uma capela de exaustão, os sedimentos foram então suspendidos 

em 30 μL de tampão TE (Tris-HCL 10 mM, pH 8,0; EDTA 1mM).  

A qualidade e a quantidade do DNA extraído foi avaliado através de eletroforese em 

gel de agarose (0,8%) revelado com SYBR Green I (Invitrogen®) pelo sistema de captura de 

imagem L-PIX EX (Loccus Biotecnologia®). A determinação da concentração e da pureza do 

DNA também foi avaliada utilizando o espectrofotômetro Nanodrop® ND-2000 (Nanodrop 

Technologies, DE, USA). 

 

4.3. Detecção dos genes de colonização e virulência de Staphylococcus aureus  

   

Para a caracterização do perfil de virulência de S. aureus foram investigados os genes 

relacionados aos seguintes fatores: hemolisinas (hlA e hlB), capsula (cap5 e cap8), 

fibronectina (fbnA e fbnB) e biofilme (icaA e icaD) (Quadro 2). As concentrações utilizadas 

para amplificação dos genes foram: tampão 1X (10 mM Tris-HCl, pH 9.0; 50 mM KCl; 0,1% 

Triton X-100; 1,25 mM de MgCl2 - Fermentas®), 0,3 μM de cada iniciador, 0,2 mM de dNTP 

(Thermo Scientific®), 1 U de Taq polimerase (Fermentas®), água ultrapura para completar um 

volume total de reação (18 μL) e 2 µl do DNA total extraído. Os fragmentos foram avaliados por 

eletroforese em gel de agarose a 1,5% (80 V por 60 min.) e revelados com corante SYBR 

Green I (Invitrogen®) diluído (1:100), possibilitando a visualização e documentação dos 

amplicons pelo sistema de captura de imagem L-PIX EX (Loccus Biotecnologia®). O 

tamanho dos amplicons foi estimado por comparação, utilizando marcador de tamanho 

molecular de 100 pb (Fermentas®).  
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Quadro 2. Iniciadores e ciclos empregados nos ensaios de amplificação dos genes de 

virulência de Staphylococcus aureus 

 

 

4.4 Técnicas de tipagem 

 

4.4.1 Tipagem de Staphylococcus aureus através do sistema agr  

 

Para a tipagem de grupos do sistema agr foram utilizados iniciadores específicos para 

cada grupo com base no domínio hipervariável do lócus agr, segundo Shopsin e 

colaboradores (2003). Um iniciador sensu, pan-agr, correspondendo a sequências 

conservadas do gene agrB, foi utilizado em todas as reações. Quatro iniciadores anti-sensu, 

cada um específico para a amplificação de um único grupo de agr com base no polimorfismo 

do lócus agr foram utilizados (Quadro 3).  

As concentrações utilizadas para amplificação dos genes foram: tampão 1X (10 mM 

Tris-HCl, pH 9,0; 50 mM KCl; 0,1% Triton X-100; 1,25 mM de MgCl2 - Invitrogen®), 0,3 

μM de cada iniciador, 0,2 mM de dNTP (Invitrogen®), 1 U de Taq polimerase (Invitrogen®), 

água ultrapura para completar um volume total de reação (20 μL) e 2 μl do DNA total.  

Os fragmentos foram avaliados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% (80 V por 

60 min.) e revelados com corante SYBR Green I (Invitrogen®) diluído (1:100), possibilitando 

a visualização e documentação dos amplicons pelo sistema de captura de imagem L-PIX EX 

(Loccus Biotecnologia®). O tamanho dos amplicons foi estimado por comparação, utilizando 

marcador de tamanho molecular de 100 pb (Fermentas®).  

 

 

Gene/ 

Tamanho do 

fragmento 

Sequência do Iniciador (5’ -3’) Ciclo Referência 

icaA 

(1315bp) 

CCT AAC TAA CGA AAG GTA G 

AAG ATA TAG CGA TAA GTG C 

(92°C 45s, 49°C 45s, 

72°C 1 min) x 30 and 

72ºC 7min 

VASUDEVAN et 

al. (2003) 

icaD 
(381bp) 

AAA CGT AAG AGA GGT GG 
GGC AAT ATG ATC AAG ATA C 

(92°C 45s, 49°C 45s, 
72°C 1 min) x 30 and 

72ºC 7min 

VASUDEVAN et 
al. (2003) 

fbnA 

(1279pb) 

GCG GAG ATC AAA GAC AA 

CCA TCT ATA GCT GTG TGG 

(94ºC 30s, 60ºC 30s, 

72ºC 1min) x 30 

El-SAYED et al., 

2006 

fbnB 

(812pb) 

GGA GAA GGA ATT AAG GCG 

GCC GTC GCC TTG AGC GT 

(94ºC 30s, 50ºC 30s, 

72ºC 1min) 

EL-SAYED et al., 

2006 

cap5 

(880pb) 

ATG ACG ATG AGG ATA GCG 

CTC GGA TAA CAC CTG TTG C 

(94ºC 15s, 

57ºC 15s, 72ºC 30s) 
x 20 

EL-SAYED et al., 

2006 

cap8 

(1174pb) 

ATG ACG ATG AGG ATA GCG 

CAC CTA ACA TAA GGC AAG 

(94ºC 15s, 52ºC 15s, 

72ºC 30s) x 20 

EL-SAYED et al., 

2006 

hlA 
(210pb) 

CTG ATT ACT ATC CAA GAA ATT CGA 
TTG 

CTT TCC AGC CTA CTT TTT TAT CAG T 

94°C 5min. (94ºC 
1min, 50°C 1 min., 

72°C 1 min) x 30 and 

72ºC 7min ; 

NILSSON et al., 
1999 

hlB 

(300pb) 

GTG CAC TTA CTG ACA ATA GTG C 

GTT GAT GAG TAG CTA CCT TCA GT 

94°C 5min. (94ºC 

1min, 50°C 1 min., 

72°C 1 min) x 30 and 

72ºC 7min ; 

NILSSON et al., 

1999 
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4.4.2. Tipagem do spa 

 

A técnica de tipagem do gene spa foi realizada conforme protocolo descrito por 

Robinson & Enright (2003) (Quadro 3). As concentrações utilizadas para amplificação dos 

genes foram: tampão 1X (10 mM Tris-HCl, pH 9,0; 50 mM KCl; 0,1% Triton X-100; 1,25 

mM de MgCl2 - Invitrogen®), 0,3 μM de cada iniciador, 0,2 mM de dNTP (Invitrogen®), 1 U 

de Taq polimerase (Invitrogen®), água ultrapura para completar um volume total de reação 

(20 μL) e 2 μl do DNA total. 

Os fragmentos foram avaliados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% (80 V por 

50 min.) e revelados com corante SYBR Green I (Invitrogen®) diluído (1:100), possibilitando 

a visualização e documentação dos amplicons pelo sistema de captura de imagem L-PIX EX 

(Loccus Biotecnologia®). O tamanho dos amplicons foi estimado por comparação, utilizando 

marcador de tamanho molecular de 100 pb (Fermentas®).  

Os produtos de PCR foram purificados utilizando a Exo-Sap (USB Corporation, 

Cleveland, Ohio), conforme recomendação do fabricante e, em seguida, submetido ao 

sequenciador ABI 3130xl da Applied Biosystems do Laboratório de Biotecnologia da Pós-

Graduação em Ciências Genômicas e Biotecnologia da Universidade Católica de Brasília. As 

sequências foram editadas utilizando o programa Bioedit (HALL et al., 1999) e  Mega versão 

7.0 (KUMAR et al., 2016) e posteriormente foram analisadas no programa DNAGear 

(FAROQ et al., 2012) para designação do tipo de spa.  

 

4.4.3. Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis - PFGE) 

  

A técnica de tipagem PFGE foi realizada durante o período de Doutorado Sanduiche 

no laboratório de Veterinary Microbiology and Preventive Medicine sob a orientação da 

professora Catherine Logue na Iowa State University, e executada de acordo com o protocolo 

estabelecido pelo CDC para S. aureus resistente a oxacilina (CDC, 2013). Os isolados foram 

semeados em ágar TSA e incubados a 37ºC por 24hrs. Após o crescimento uma pequena 

alíquota das colônias foi colocada em tubos contendo 2 ml de cell buffer. Os tubos foram 

colocados no Vortex e um volume de 800 µl foi transferido para uma cubeta para verificação 

da concentração da amostra através do aparelho de espectrofotometria (0.9­1.1/ 610 nm). Para 

o preparo dos plugs foi preparado 100 ml de agarose SeaKem Gold na concentração de 1.8%. 

Em um tubo de 1,5ml foram colocados 3µl de lisostafina, 300µl da suspensão bacteriana e 

300 µl da agarose. Todo o conteúdo foi distribuído em duplicata para os moldes. Em um tubo 

falcon de 20 ml, foram colocado 4 ml de tampão de lise EC e os plugs e posteriormente foram 

incubados em um banho maria a 37ºC por 4 hrs. Os plugs então foram lavados 4 vezes com 

TE por 30 minutos a 37ºC. Os plugs foram armazenados em tubos de 1,5ml contendo 1 ml de 

TE. Para cada isolado foi cortado 2 mm do respectivo plug, e este foi transferido para um tubo 

de 1,5ml contendo a solução com a enzima SmaI e foram incubados a 30ºC por 3 hrs. Com o 

auxílio de uma pipeta foi retirado 100 µl da solução do tubo e foi adicionado ao tubo 200 µl 

de 0,5X TBE. Os blocos foram transferidos para poços do gel de agarose 1% (Bio-Rad), 

preparado com 0,5 x de TBE e separados por eletroforese em um equipamento CHEF-DR III 

system (Bio-Rad). As condições de corrida foram realizadas segundo critérios estabelecidos pelo 

CDC. Como marcador de corrida foi utilizada uma cepa de Salmonella Braenderup H9812. O 

gel foi analisado no programa Bionumerics (Aplied Maths®) para a determinação das bandas 

e o cálculo da similaridade entre os isolados utilizou-se o complemento do índice de Dice para 

posterior agrupamento dos isolados pelo método UPGMA. 
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4.4.4. Tipagem da Sequência Multilocus (Multilocus Sequence Typing- MLST) 

 

A técnica de tipagem MLST foi realizada de acordo com o proposto por Enright e 

colaboradores (2000). No qual foi realizado um PCR simples para cada um dos sete gene de 

manutenção (arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi e yqiL) (Quadro 3). Foram selecionados 17 

isolados de S.aureus para a realização desta técnica após a análise dos resultados obtidos pela 

técnica de PFGE.  As concentrações utilizadas para amplicação dos genes foram: tampão 1X (10 

mM Tris-HCl, pH 9,0; 50 mM KCl; 0,1% Triton X-100; 1,25 mM de MgCl2 - Invitrogen®), 

0,3 μM de cada iniciador, 0,2 mM de dNTP (Invitrogen®), 1 U de Taq polimerase 

(Invitrogen®), água ultrapura para completar um volume total de reação (18 μL) e 2 μl do 

DNA total. 

Os fragmentos foram avaliados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% (80 V por 

50 min.) e revelados com corante SYBR Green I (Invitrogen®) diluído (1:100), possibilitando 

a visualização e documentação dos amplicons pelo sistema de captura de imagem L-PIX EX 

(Loccus Biotecnologia®). O tamanho dos amplicons foi estimado por comparação, utilizando 

marcador de tamanho molecular de 100 pb (Fermentas®).  

Os produtos de PCR foram purificados utilizando a Exo-Sap (USB Corporation, 

Cleveland, Ohio), conforme recomendação do fabricante e, em seguida, submetido ao 

sequenciador ABI 3130xl da Applied Biosystems pela empresa Helixxa, Campinas (São Paulo). 

As sequências foram editadas utilizando o programa Bioedit (HALL et al., 1999) e Mega 

versão 7.0 (KUMAR et al., 2016) e posteriormente foram determinados os alelos e formado o 

tipo de sequência (ST) utilizando o site MLST (www.mlst.Net). 
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Quadro 3. Iniciadores e ciclos empregados nos ensaios de amplificação dos genes de tipagem 

de Staphylococcus aureus 
Gene/ 

Tamanho 

de 

fragmento 

Sequência do Iniciador (5’ -3’) Ciclo Referência 

pan-agr 

 
ATG CAC ATG GTG CAC ATG C 

(94ºC 1 min, 55ºC 1min, 

72ºC 1min)x 25 

SHOPSIN et 

al. (2003) 

agr I GTC ACA AGT ACT ATA AGC TGC GAT 
(94ºC 1 min, 55ºC 1min, 

72ºC 1min)x 25 

SHOPSIN et 

al. (2003) 

agrII  GTA TTA CTA ATT GAA AAG TGC CAT AGC 
(94ºC 1 min, 55ºC 1min, 

72ºC 1min)x 25 

SHOPSIN et 

al. (2003) 

agrIII CTG TTG AAA AAG TCA ACT AAA AGC TC 
(94ºC 1 min, 55ºC 1min, 

72ºC 1min)x 25 

SHOPSIN et 

al. (2003) 

agrIV CGA TAA TGC CGTA ATA CCC G 
(94ºC 1 min, 55ºC 1min, 

72ºC 1min)x 25 

SHOPSIN et 

al. (2003) 

arc 
TTG ATT CAC CAG CGC GTA TTG TC 

AGG TAT CTG CTT CAA TCA GCG 

95ºC 5min (95ºC 1min, 

58ºC 1min, 72ºC 1min) 
30X  

72ºC 5min 

ENRIGHT et 
al., 2000 

aro 
ATC GGA AAT CCT ATT TCA CAT TC  

GGT GTT GTA TTA ATA ACG ATA TC 

95ºC 5min (95ºC 1min, 
58ºC 1min, 72ºC 1min) 

30X  

72ºC 5min 

ENRIGHT et 
al., 2000 

glp 
CTA GGA ACT GCA ATC TTA ATC C  

TGG TAA AAT CGC ATG TCC AAT TC  

95ºC 5min (95ºC 1min, 
58ºC 1min, 72ºC 1min) 

30X  

72ºC 5min 

ENRIGHT et 
al., 2000 

gmk 
ATC GTT TTA TCG GGA CCA TC  

TCA TTA ACT ACA ACG TAA TCG TA  

95ºC 5min (95ºC 1min, 

58ºC 1min, 72ºC 1min) 

30X  

72ºC 5min 

ENRIGHT et 

al., 2000 

pta 
GTT AAA ATC GTA TTA CCT GAA GG  

GAC CCT TTT GTT GAA AAG CTT AA 

95ºC 5min (95ºC 1min, 

58ºC 1min, 72ºC 1min) 

30X  

72ºC 5min 

ENRIGHT et 

al., 2000 

tip 
TCG TTC ATT CTG AAC GTC GTG AA  

TTT GCA CCT TCT AAC AAT TGT AC 

95ºC 5min (95ºC 1min, 

58ºC 1min, 72ºC 1min) 

30X  
72ºC 5min 

ENRIGHT et 

al., 2000 

yqi 
CAG CAT ACA GGA CAC CTA TTG GC  

CGT TGA GGA ATC GAT ACT GGA AC  

95ºC 5min (95ºC 1min, 

58ºC 1min, 72ºC 1min) 

30X  
72ºC 5min 

ENRIGHT et 

al., 2000 

spa 
AGA CGA TCC TTC GGT GAG C 

GCT TTT GCA ATG TCA TTT ACT G 

95ºC 10 min (95ºC 30s, 

60ºC 30 s, 72º 45s) 30X 

72º 10 min. 

SHOPSIN et 

al., 1999 

 

4.5. Detecção da suscetibilidade antimicrobiana  

 

Todos os isolados utilizados na presente tese foram previamente submetidos a 

detecção da resistência a oxacilina por Motta (2013) e classificados como MSSA. Frente a 

isto, os 17 isolados selecionados após a realização da técnica de tipagem PFGE foram 



 17 

submetidos à detecção da suscetibilidade a outras classes de antimicrobianos pelas técnicas de 

difusão em disco e pela técnica de CIM automatizada (Sensititre- Thermo Scientific®).  

O teste de difusão em disco foi realizado através da semeadura dos isolados 

provenientes de suspensões diretas das colônias equivalentes à escala 0,5 de McFarland sobre 

a superfície de placas contendo ágar Müeller-Hinton (MH-Himedia), seguido da deposição 

dos discos de clorafenicol, ciprofloxacina, eritromicina, linezoida, nitrofuratonina, penicilina, 

tetraciclina e eritromicina. Após incubação a 35°C ± 2°C por 18 h, os diâmetros formados ao 

redor dos discos foram observados, medidos em milímetros e interpretados (CLSI VET01-S2, 

2013).  

Para a detecção da suscetibilidade antimicrobiana através técnica de CIM 

automatizada (Sensititre- Thermo Scientific®), os isolados foram semeados no ágar TSA, e 

incubados por 24 horas a 37ºC. Posteriormente foi adicionado em um tubo de ensaio contendo 

água peptonada suspensões diretas das colônias equivalentes à escala 0,5 de McFarland. Os 

tubos de ensaio contendo os isolados foram colocados no aparelho Sensititre- Thermo 

Scientific® para a distribuição nos poços da placa contendo antibióticos direcionados para 

detecção de suscetibilidade para cepas de S. aureus (clorafenicol, ciprofloxacina, eritromicina, 

linezoida, nitrofuratonina, penicilina, eritromicina, daptomicina, tetraciclina, quinopristina e 

vancomicina). Após o preenchimento da placa esta foi incubada por 24 horas a 37ºC. A leitura 

da placa foi realizada através do Sensititre- Thermo Scientific®.  

  

4.6. Detecção genotípica de cepas MRSA 

 

Apesar dos isolados serem classificados como MSSA através da técnica fenotípica, 

estes foram submetidos à detecção das variantes do gene mec (A, C e bovino) foi executada 

através da técnica de PCR simples nos 17 isolados selecionados após a realização da técnica 

de tipagem PFGE (quadro 4).  

As concentrações utilizadas para amplificação dos genes foram: tampão 1X (10 mM 

Tris-HCl, pH 9,0; 50 mM KCl; 0,1% Triton X-100; 1,25 mM de MgCl2 - Invitrogen®), 0,3 

μM de cada iniciador, 0,2 mM de dNTP (Invitrogen®), 1 U de Taq polimerase (Invitrogen®), 

água ultrapura para completar um volume total de reação (20 μL) e 2 μl do DNA total. 

 Os fragmentos foram avaliados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% (80 V por 

50 min.) e revelados com corante SYBR Green I (Invitrogen®) diluído (1:100), possibilitando 

a visualização e documentação dos amplicons pelo sistema de captura de imagem L-PIX EX 

(Loccus Biotecnologia®). O tamanho dos amplicons foi estimado por comparação, utilizando 

marcador de tamanho molecular de 100 pb (Fermentas®). 

 

Quadro 4. Iniciadores e ciclos empregados nos ensaios de amplificação dos genes de resistência a 

meticilina de Staphylococcus aureus 

 
Gene Sequência do Iniciador (5’ -3’) Ciclo Referência 

mecA 

(533 pb) 

AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C 

AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C 

94 °C 4 min ( 94 °C 30 s, 53 °C 30 

s, 72 °C 1 min) x 30 e 72 °C 4 min. 

MURAKA

MI et 

al.1991 

 

mecC 

(718pb) 

GAA AAA AAG GCT TAG AAC GCC TC 

CCT GAA TC[W] GCT AAT AAT ATT TC 

94ºC 15 min (94ºC 30s, 59ºC 

30s,72ºC 1 min.)30X72ºC 10 min. 

STEGGER 

et al., 2011 

mec 

bovino 

(mecsciu

riinterno) 

(809pb) 

CAG GCA TGC AGA AAA ATC AA 

TTG AGT CGA ACC AGG TGA TG 

(94 ºC 1 min, 55 °C 1 min, 72 °C 1 

min) x 30 e 72 ºC 10 min 

MELO et 

al., 2013 
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4.7. Detecção fenotípica da produção de biofilme 

  

 Os 17 isolados selecionados após a realização da técnica de tipagem PFGE foram 

submetidos à detecção fenotípica da produção de biofilme. A formação do biofilme em 

microplaca foi avaliada qualitativamente e quantitativamente através de metodologia descrita 

por Marques et al. (2013). Todos os 17 isolados foram repicados em ágar sangue de carneiro 

(AS) por 24 h a 35ºC e as colônias crescidas foram inoculadas em ágar BHI e também 

incubadas a 35ºC por 24 h. As culturas bacterianas foram ajustadas a escala 0,5 de McFarland 

e diluídas 1:10 em caldo TSA com adição de 0,24% de glicose. Alíquotas de 200µL desta 

suspensão foram inoculadas em microplacas de poliestireno estéreis com 96 poços e 

incubadas por 24 h à 35ºC sem agitação. Após incubação, este material foi desprezado e os 

poços foram lavados 2 vezes com 200µL de solução salina estéril, secos em estufa à 65ºC por 

1h e corado com 200µL de safranina 1% por 15 min. Os poços foram lavados três vezes com 

água destilada e secos à temperatura ambiente. A absorbância foi determinada à 490 nm em 

leitor de ELISA (BIO RAD MODEL 680). Poços não inoculados contendo caldo TSA com 

0,24% de glicose serviram como branco. Os testes foram realizados em triplicata. As cepas 

foram classificadas quanto à intensidade de formação de biofilme de acordo com os seguintes 

valores médios de OD obtidos: forte ≥ 0.3; moderado ≥ 0.2 e <0.3 e fraco ≥ 0.1 e <0.2. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Identificação genotípica dos isolados de Staphylococcus aureus. 

 

Os 53 isolados identificados pelas análises fenotípicas e confirmados pela técnica de 

MALDI-TOF como Staphylococcus aureus amplificaram fragmentos de tamanho compatíveis 

com o esperado para o gene coa e fragmentos de 279 pb compatível com a presença do gene 

nuc, confirmando a sua identificação (Figura 1). 

 
 
 

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose a 1,5% do produto de amplificação do gene coa e nuc para 

identificação do Staphylococcus aureus. (A) coa (variável pb) M: marcador de peso molecular (100bp), CP: 

controle positivo (600pb), B: branco e 1: Isolado positivo (800pb); (B) nuc de S. aureus (279 pb) M: marcador 

de tamanho molecular (100bp), CP: controle positivo, B: branco e 1: Isolado positivo. 

 

 

5.2 Análise dos fatores de colonização e virulência de Staphylococcus aureus  

 

Todas as 53 cepas foram submetidas à avaliação genotípica para a detecção do perfil 

de virulência (Tabela 1). 

A capacidade de S. aureus de produzir biofilme é considerada como um importante 

fator de virulência capaz de influenciar a patogênese da mastite. O biofilme auxilia na adesão 

e na colonização do organismo no epitélio da glândula mamária. A implicação do biofilme em 

infecções e resistência às drogas tem levado a um crescente interesse na caracterização dos 

genes envolvidos na formação de biofilme. Um único lócus tem sido detectado na maioria dos 

isolados de S. aureus de origem mastítico, indicando o seu papel potencial como um fator de 

virulência na patogênese da mastite em ruminantes (CUCARELLA et al., 2004). Através do 

resultado obtido neste estudo foi possível detectar que a maioria dos isolados de S. aureus 

possuem a capacidade genética para produzir biofilme, visto que a maioria das cepas testadas 

foram positivas para o gene icaD (83% - 44/53) e 58,5% (31/53) dos das cepas testadas foram 

positivas para o gene icaA. Melo e colaboradores (2013) ressaltam que a presença do gene 

icaA está ligada com a secreção do polissacarídeo extracelular (PIA), adicionalmente afirmam 

que a presença de ambos os genes expressam a produção do biofilme. Esse resultado é 

corroborado por estudos de Ote e colaboradores na Bélgica (2011), em que 229 isolados de S. 

aureus, 86,9 % tinha o gene icaA e 95% dos isolados testados eram positivos para o lócus 

icaD. Estes dados ressaltam a importância do biofilme na patogênese da mastite. Além disso, 

13,2% (7/53) dos isolados foram negativos para ambos os genes, o que pode ocasionar numa 

forma de mastite de fácil tratamento. No entanto, segundo Cucarela e colaboradores (2004), a 

   M            CP        1         B    M       CP       1        B 

A B 

500pb 500pb 
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ausência dos genes icaA e icaD não implica necessariamente em ausência de produção do 

biofilme, que pode ser expressa também através do gene bap, não avaliado neste estudo. 

Proteínas ligantes a fibronectina (FBN) A e B de S. aureus são multifuncionais 

MSCRAMMs que reconhecem fibronectina, elastina e fibrinogênio. A FBN promove a 

internalização de S. aureus em células epiteliais e endoteliais que não são normalmente 

fagocíticas. Isto pode promover a disseminação de bactérias a partir da corrente sanguínea 

para órgãos internos e a evasão da resposta imune e da ação dos antibióticos. FBNA e FBNB 

são codificados por dois genes estreitamente ligados, mas transcritos separadamente, fbnA e 

fbnB (BURKE et al., 2010). Quanto à detecção dos genes responsáveis pela produção da 

proteína ligante ao fibrinogênio, 66% (35/53) dos isolados foram positivos para o gene fbnA e 

26,4% (14/53) dos isolados foram positivos para o gene fbnB. Além disso, 18,8% (10/55) 

foram negativos para ambos os genes. Estudos anteriores demonstram que a distribuição de 

fbnA e fbnB variam amplamente (SALASIA et al, 2004). 

O polissacarídeo capsular auxilia na camuflagem da bactéria à opsonina adquirida 

naturalmente do soro bovino, o que resulta num aumento da resistência à fagocitose por 

leucócitos polimorfonucleares (O'RIORDAN & LEE, 2004). Quanto à detecção dos genes 

responsáveis pela formação da cápsula bacteriana 0% das cepas foram positivas para o gene 

cap5 e apenas 3,7% (2/53) das cepas foram positivas para o gene cap8. A maioria das cepas 

(96,2%- 51/53) foi negativa para ambos os genes. A ocorrência dos genes cap5 ou cap8 varia 

em cada região geográfica. Além disso, as cepas de S. aureus podem não exibir cápsula ou 

podem produzir um tipo heterólogo de cápsula (COCCHIARO et al., 2006). 

A maioria das cepas de S. aureus produzem α- e ß-hemolisinas. Estas exotoxinas 

formadoras de poros podem induzir mudanças inflamatórias em células de mamíferos, 

inativando o sistema imunológico, seu efeito citotóxico direto degrada os tecidos, 

proporcionando as bactérias nutrientes e facilitando sua dispersão para novos locais (HAVERI 

et al., 2007). Quanto à detecção dos genes responsáveis pela produção das hemolisinas α e β, 

92,4% (49/53) das cepas foram positivas para o gene hlA e 84,9% (45/53) dos isolados foram 

positivas para o gene hlB. Apenas 5,7% (3/53) das cepas foram negativas para ambos os 

genes.  
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Tabela 1. Origens, perfis de amplificação de genes de virulência das 53 cepas de 

Staphylococcus aureus oriundas de leite bovino mastítisco de sete fazendas do estado do Rio 

de Janeiro. 

Cepas Animal Fazenda Municipio fbn

B 

fbnA cap

5 

cap

8 

hlA hlB ica

A 

ica

D 

Perfil 

32 654 A Barra do 

Pirai 

+ - - - - - - - 6 

36 564 A Barra do 

Pirai 

- - - - + + - + 18 

37 564 A Barra do 

Pirai 

- + - - + + + + 9 

47 363 A Barra do 

Pirai 

- - - - + + - - 17 

54 369 A Barra do 
Pirai 

- - - - + + - - 17 

76 614 A Barra do 

Pirai 

- - - - + - - - 15 

106 3 B Seropedica - - - - + + - - 17 

348 Estiva C Passa tres - + - - + + + + 9 

352 Estiva C Passa tres - + - - + + + + 9 

360 Serena C Passa tres - + - - + + + + 9 

370 Sereia C Passa tres - - - - + + - - 17 

153 Cerveja D Rio das 

Flores 

- - - - - + - + 13 

157 Cerveja D Rio das 
Flores 

- + - - + + - - 10 

160 77 D Rio das 

Flores 

+ + - - + + - + 3 

162 77 D Rio das 

Flores 

- + - - + + - + 11 

172 Dinamar

ca 

D Rio das 

Flores 

- + - - + + - + 11 

183 Betuna D Rio das 

Flores 

- + - - + + + + 9 

189 Betuna D Rio das 

Flores 

- + - + + + + - 8 

192 9052 D Rio das 

Flores 

- + - - + + + + 9 

208 1110 
(39933) 

E Carmo + + - - + + + + 1 

225 57 E Carmo - + - - + + + + 9 

235 551 E Carmo + - - - - - - + 7 

237 551 E Carmo - + - - + + + + 9 

240 551 E Carmo - + - - + + + + 9 

241 551 E Carmo - + - - + + + + 9 

247 883 E Carmo - + - - + + + + 9 

253 883 E Carmo - + - - + + + + 9 

255 883 E Carmo - + - - + + + + 9 

261 518 E Carmo - + - - + + + + 9 

262 518 E Carmo + - - - + + - + 5 

264 518 E Carmo + + - - + + + + 1 

265 518 E Carmo - + - - + + + + 9 

281 219 E Carmo + - - - + + - + 5 
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A partir dos resultados obtidos nos testes genotípicos dos fatores de virulência foi 

possível estabelecer 18 diferentes perfis (Tabela 2). O perfil prevalente foi o perfil 9 (37,7%- 

20/53) encontrado em seis propriedades diferentes, sendo prevalente (18,8%- 10/53) na 

fazenda E. O perfil de maior potencial virulento foi o perfil 8 (3,7%- 2/53) o qual foi positivo 

para pelo menos um de cada gene, tendo sido encontrado nas fazendas D e G. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

295 858 
(30976) 

E Carmo - - - - + - - + 14 

300 391 E Carmo + - - - - - - + 7 

310 872 E Carmo + + - - + + + + 1 

311 683 E Carmo + - - - + + + + 4 

322 Abeia E Carmo - + - - + + + + 9 

323 Abeia E Carmo + + - - + + + + 1 

325 Abeia E Carmo - + - - + - - + 12 

327 Abeia E Carmo + - - - + + + + 4 

331 Pintura F Vassouras - + - - + - - + 12 

333 Pintura F Vassouras - - - - + + + + 16 

336 Pintura F Vassouras + + - - + - - + 2 

337 Pintura F Vassouras - + - - + + + + 9 

338 Germana F Vassouras + - - - + + + + 4 

339 Germana F Vassouras - - - - + + + + 16 

340 Germana F Vassouras - + - - + + - + 11 

341 Germana F Vassouras - + - - + + + + 9 

345 Defesa F Vassouras - + - - + + - + 11 

115 Querida G Paraiba do 
Sul 

- + - - + + + + 9 

126 Olivia G Paraiba do 

Sul 

- + - - + + + + 9 

137 Olivia G Paraiba do 

Sul 

- + - + + + + - 8 



 23 

Tabela 2. Perfil de virulência formado através da detecção dos genes de virulência das 53 

cepas de Staphylococcus aureus oriundas de leite bovino mastítisco de sete fazendas do 

estado do Rio de Janeiro. 

 

fbnB fbnA cap5 cap8 hlA hlB icaA icaD Perfil Prevalência 

+ + - - + + + + 1 7,5% (4/53) 

+ + - - + - - + 2 1,9% (1/53) 

+ + - - + + - + 3 1,9% (1/53) 

+ - - - + + + + 4 5,6% (3/53) 

+ - - - + + - + 5 3,8%(2/53) 

+ - - - - - - - 6 1,9% (1/53) 

+ - - - - - - + 7 3,8%(2/53) 

- + - + + + + - 8 3,8%(2/53) 

- + - - + + + + 9 37,7% (20/53) 

- + - - + + - - 10 1,9% (1/53) 

- + - - + + - + 11 7,5% (4/53 

- + - - + - - + 12 3,8%(2/53) 

- - - - - + - + 13 1,9% (1/53) 

- - - - + - - + 14 1,9% (1/53) 

- - - - + - - - 15 1,9% (1/53) 

- - - - + + + + 16 3,8%(2/53) 

- - - - + + - - 17 7,5% (4/53 

- - - - + + - + 18 1,9% (1/53) 

 

 

5.2.1. Detecção fenotípica e genotípica da formação de biofilme 

  

A capacidade das cepas de S. aureus em formar biofilme auxilia a bactéria a 

sobreviver em ambientes adversos no hospedeiro e está implicada nas infecções crônicas e 

persistentes como a mastite bovina subclínica (SALIMENA et al., 2016) 

Apesar da maioria das cepas estudadas ser considerada fenotipicamente como fraca 

formador de biofilme, foi possível detectar genes relacionados a sua produção (Tabela 3).  De 

acordo com Vasudevan e colaboradores (2003) os genes icaA e D estão bastante presentes 

isolados de mastite bovina e sua presença nem sempre está acompanhada da expressão 

fenotípica in vitro. A técnica de detecção de biofilme em microplaca é considerada a melhor 

técnica para a detecção fenotípica e possui a melhor correlação com a detecção genotípica 

(RAZA et al., 2013). 
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Tabela 3. Detecção da produção de biofilme fenotípica e genotípica das 17 cepas de 

Staphylococcus aureus selecionadas de acordo com o perfil obtido através da técncia de 

PFGE (Eletroforese em Gel de Campo Pulsado).  

 

Cepas icaA icaD Placa 

47 - - Fraca 

54 - - Fraca 

76 - - Fraca 

208 + + Fraca 

225 + + Fraca 

241 + + Fraca 

262 - + Fraca 

281 - + Forte 

295 - + Fraca 

300 - - Fraca 

310 + + Moderada 

311 + + Fraca 

325 - + Moderada 

336 - + Moderada 

338 + + Moderada 

339 + + Fraca 

360 + + Fraca 
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5.3 Técnicas de Tipagem 

 

5.3.1 Tipagem de S. aureus através do sistema agr 

  
Todos as 53 cepas foram tipificados através do sistema agr (Tabela 4). De acordo com 

a literatura, o agr grupo I é o grupo prevalente em cepas oriundas de mastite bovina e é 

associado com a persistência ou com características que auxiliam as bactérias a persistir no 

úbere, além de estar associado com a resistência a penicilina (MELCHIOR et al., 2011). 

Porém, no presente estudo, a maioria das cepas (67,9%- 36/53) foi classificada como 

pertencentes ao grupo II. Este resultado foi similar ao encontrado por Fabres-Klein e 

colaboradores (2015) que também detectaram prevalência do agr do grupo II ao analisar S. 

aureus oriundos de mastite bovina no Brasil. Melchior e colaboradores (2009) relatam que 

cepas agr do grupo II produzem mais biofilme em soro de leite do que as cepas agr do grupo I 

e sugeriram implicações clínicas para essas observações, tais como a adaptação de agr do 

grupo II ao nicho extracelular. Cabe ressaltar que 32,1% (17/53) das cepas foram classificadas 

como não tipáveis. Estes dados corroboram com estudos de Marques e colaboradores (2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos de PCR dos genes agr (RNA III) 

(200 pb) e agr II (572 pb). M: marcador de tamanho molecular 100 pb (Thermo Scientific), B: 

branco, 1: produto de amplificação do gene agr (RNA III), 2: produto de amplificação do gene 

agr II. 

 

M     1      B   2       B  
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Tabela 4. Origens e tipagem pelo agr das 53 cepas de Staphylococcus aureus oriundas de 

leite bovino mastítisco de sete fazendas do estado do Rio de Janeiro. 

 
Cepas Animal Fazenda Municipio agr 

32 654 A Barra do 

Pirai 

NT 

36 564 A Barra do 

Pirai 

NT 

37 564 A Barra do 

Pirai 

2 

47 363 A Barra do 

Pirai 

NT 

54 369 A Barra do 

Pirai 

NT 

76 614 A Barra do 

Pirai 

NT 

106 3 B Seropedica NT 

348 Estiva C Passa tres 2 

352 Estiva C Passa tres 2 

360 Serena C Passa tres 2 

370 Sereia C Passa tres 2 

153 Cerveja D Rio das 

Flores 

NT 

157 Cerveja D Rio das 

Flores 

NT 

160 77 D Rio das 
Flores 

2 

162 77 D Rio das 

Flores 

NT 

172 Dinamarca D Rio das 

Flores 

NT 

183 Betuna D Rio das 

Flores 

2 

189 Betuna D Rio das 

Flores 

2 

192 9052 D Rio das 

Flores 

NT 

208 1110 

(39933) 

E Carmo 2 

225 57 E Carmo 2 

235 551 E Carmo 2 

237 551 E Carmo 2 

240 551 E Carmo 2 

241 551 E Carmo 2 

247 883 E Carmo NT 

253 883 E Carmo 2 

255 883 E Carmo 2 

261 518 E Carmo 2 

262 518 E Carmo 2 

264 518 E Carmo 2 

265 518 E Carmo 2 

281 219 E Carmo NT 
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295 858 
(30976) 

E Carmo NT 

300 391 E Carmo NT 

310 872 E Carmo 2 

311 683 E Carmo NT 

322 Abeia E Carmo 2 

323 Abeia E Carmo 2 

325 Abeia E Carmo 2 

327 Abeia E Carmo 2 

331 Pintura F Vassouras NT 

333 Pintura F Vassouras 2 

336 Pintura F Vassouras 2 

337 Pintura F Vassouras 2 

338 Germana F Vassouras 2 

339 Germana F Vassouras 2 

340 Germana F Vassouras 2 

341 Germana F Vassouras 2 

345 Defesa F Vassouras 2 

115 Querida G Paraiba do 

Sul 

2 

126 Olivia G Paraiba do 

Sul 

2 

137 Olivia G Paraiba do 

Sul 

2 

 

 

5.3.3 Tipagem do spa 

 

Através da tipagem do gene spa foi possível detectar 12 diferentes tipos de spa nos 53 

isolados testados (Tabela 5 e Tabela 6). O spa tipo 605 foi o mais prevalente (54,8%- 29/53), 

sendo encontrado em quatro fazendas diferentes. Em seguida o spa tipo 693 (20,8%- 11/53) 

foi encontrado em todas as fazendas. 

O spa tipo 605 já foi relacionado em diversos estudos com a mastite bovina 

(SAKWINSKA et al., 2011; GUINANE et al., 2010). Este tipo de spa já foi relatado como 

cepa causadora de mastite bovina no estado do Rio de Janeiro, além disso, este tipo de spa é 

frequentemente relacionado com o ST126 (AIRES-DE-SOUSA et al., 2007; RABELLO et 

al., 2007). 

O spa tipo 693 não está relacionado com nenhum ST específico (LARSEN et al., 

2008). Este tipo de spa é encontrado com frequência em humanos e em suínos (CONCEIÇÃO 

et al., 2015; PORRERO et al., 2012). Podemos considerar que a ampla disseminação 

observada está relacionada a falhas no manejo higiênico-sanitário dos ordenhadores e 

tratadores.  
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Tabela 5. Origens e tipagema através da amplificação e seqüenciamento do gene spa das 53 

cepas de Staphylococcus aureus oriundas de leite bovino mastítisco de sete fazendas do 

estado do Rio de Janeiro. 

 
Cepas Animal Fazenda Municipio spa 

32 654 A Barra do 

Pirai 

t693 

36 564 A Barra do 

Pirai 

t693 

37 564 A Barra do 

Pirai 

t605 

47 363 A Barra do 

Pirai 

693 

54 369 A Barra do 

Pirai 

t605 

76 614 A Barra do 

Pirai 

t359 

106 3 B Seropedica t127 

348 Estiva C Passa tres t693 

352 Estiva C Passa tres t283 

360 Serena C Passa tres t432 

370 Sereia C Passa tres t693 

153 Cerveja D Rio das 

Flores 

t693 

157 Cerveja D Rio das 

Flores 

t605 

160 77 D Rio das 

Flores 

t605 

162 77 D Rio das 

Flores 

t605 

172 Dinamarca D Rio das 

Flores 

t605 

183 Betuna D Rio das 
Flores 

t605 

189 Betuna D Rio das 

Flores 

t342 

192 9052 D Rio das 

Flores 

t605 

208 1110 

(39933) 

E Carmo t605 

225 57 E Carmo t605 

235 551 E Carmo t605 

237 551 E Carmo t605 

240 551 E Carmo t693 

241 551 E Carmo t605 

247 883 E Carmo t605 

253 883 E Carmo t693 

255 883 E Carmo t23 

261 518 E Carmo t605 

262 518 E Carmo t605 

264 518 E Carmo t605 

265 518 E Carmo t605 
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281 219 E Carmo t23 

295 858 

(30976) 

E Carmo t17 

300 391 E Carmo t10 

310 872 E Carmo t359 

311 683 E Carmo t23 

322 Abeia E Carmo t605 

323 Abeia E Carmo t605 

325 Abeia E Carmo t605 

327 Abeia E Carmo t605 

331 Pintura F Vassouras t605 

333 Pintura F Vassouras t605 

336 Pintura F Vassouras t605 

337 Pintura F Vassouras t605 

338 Germana F Vassouras t605 

339 Germana F Vassouras t605 

340 Germana F Vassouras t693 

341 Germana F Vassouras t187 

345 Defesa F Vassouras t605 

115 Querida G Paraiba do 

Sul 

t693 

126 Olivia G Paraiba do 

Sul 

t693 

137 Olivia G Paraiba do 

Sul 

t189 

 

Tabela 6. Detecção e distribuição de spa- tipo das 53 cepas de Staphylococcus aureus 

oriundas de leite bovino mastítisco de sete fazendas do estado do Rio de Janeiro. 

Staphylococcus aureus. 

 

spa Tipo Frequência Fazendas 

t10 1,9% (1/53) E 

t17 1,9% (1/53) E 

t23 5,7% (3/53) E 

t127 1,9% (1/53) B 

t187 1,9% (1/53) F 

t189 1,9% (1/53) G 

t283 1,9% (1/53) C 

t342 1,9% (1/53) D 

t359 3,8% (2/53) A/E 

t432 1,9% (1/53) C 

t605 54,8% (29/53) A/D/E/F 

t693 20,8% (11/53) A/C/D/E/F/G 

 

 

5.3.4 Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis - PFGE) 

  

Todos as 33 cepas foram submetidas a tipagem através da técnica de PFGE, destas 4 

cepas não cortaram com a enzima SmaI e 12 cepas apresentaram baixa intensidade de bandas 
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e por este motivo não foram incluídas para análise.  Através da técnica de PFGE foi possível 

observar grande heterogeneidade genética dos isolados selecionados (Tabela 7; Figura 4).  

As cepas 208 e 225 são intimamente relacionadas já que diferem em apenas um 

fragmento o que poderia ser ocasionado por uma pequena mutação ou pela presença de 

elementos móveis genéticos. Além disso, ambas as cepas são da fazenda E, e compartilham o 

mesmo ST 126, tipo de spa 605 e classificação do grupo 2 agr, porém foram isolados de 

animais diferentes e possuem diferentes perfis de virulência e suscetibilidade.   

 
Figura 4. Dendograma de similaridade gerado a partir dos dados obtidos da tipagem de 

Staphylococcus aureus utilizando a técnica de PFGE (Eletroforese em Gel de Campo 

Pulsado) através do método de agrupamento Dice, Bionumerics.  
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Tabela 7. Origens e agrupamentos das 17 cepas de Staphylococcus aureus oriundas de leite 

bovino mastítisco de sete fazendas do estado do Rio de Janeiro, gerados a partir da utilização 

da técnica de PFGE (Eletroforese em Gel de Campo Pulsado). 

 

Cepas Animal Fazenda Município Grupos 

262 518 E Carmo I 

311 683 E Carmo II 

300 391 E Carmo III 

281 219 E Carmo IV 

339 Germana F Vassouras V 

208 

1110 

(39933) E Carmo VI 

225 57 E Carmo VII 

54 369 A 

Barra do 

Pirai VIII 

241 551 E Carmo IX 

365 Serena C Passa três X 

325 Abeia E Carmo XI 

338 Germana F Vassouras XII 

295 

858 

(30976) E Carmo XIII 

336 Pintura F Vassouras XIV 

76 614 A 

Barra do 

Pirai XV 

310 872 E Carmo XVI 

47 363 A 

Barra do 

Pirai XII 

 

Estudos anteriores realizados por nosso laboratório em propriedades diferentes do 

presente estudo apresentaram resultados similares, elevada heterogeneidade genética e 

ausência de cepas clonais (MARQUES et al., 2013). Rabello e colaboradores (2007) também 

detectaram resultados similares ao utilizar a mesma técnica em isolados de S. aureus também 

do estado do Rio de Janeiro. Uma possível explicação para a elevada heterogeneidade 

genética das cepas de S. aureus em propriedades do estado do Rio de Janeiro pode ser 

explicada pelo fato de que a produção é realizada em pequenas propriedades com 

características distintas como tipo de ordenha e raça dos animais. Esta elevada 

heterogeneidade também implicaria na dificuldade de se obter medidas profiláticas efetivas. 

 

5.3.5 Tipagem da Sequência Multilocus (Multilocus Sequence Typing- MLST) 

 

Através da tipagem pela técnica MLST foi possível detectar cinco tipos diferentes de 

ST/CC (Tabela 8). Também pode- se observar que a maioria das cepas (64,7%- 11/17) são 

pertencente ao ST/CC 126 e este se encontra distribuído em três diferentes propriedades, com 

maior frequência na fazenda E. 

O ST 126 já foi relacionado em diversos estudos com a mastite bovina (SAKWINSKA 

et al., 2011; GUINANE et al., 2010). Este tipo de ST já foi relatado como cepa causadora de 

mastite bovina no estado do Rio de Janeiro (AIRES-DE-SOUSA et al., 2007; RABELLO et 

al., 2007). Em um estudo realizado por Smyth e colaboradores (2009) mostrou que cepas 
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relacionadas ao ST 126 normalmente são associadas ao agr grupo 2 e ao spa tipo t605 esse 

mesmo resultado foi apresentado na maioria dos isolados relacionados ao ST126.  

 

O ST 97 também já foi detectado em estudos anteriores com mastite bovina no estado 

do Rio de Janeiro (RABELLO et al., 2007). Este tipo de ST 97 está amplamente distribuído 

em vários países do mundo, além de ser relacionado com cepas LA-MRSA e também já ter 

sido detectado como agente causador de mastite bovina (MEEMKEN et al., 2010; SMITH et 

al., 2005) 

 

Tabela 8. Origens e perfil alélico gerado através da técnica de MLST (Tipagem da Sequência 

Multilocus) das 17 cepas de Staphylococcus aureus selecionadas de acordo com o perfil 

obtido através da técncia de PFGE (Eletroforese em Gel de Campo Pulsado).  

 

 

Vale à pena destacar a presença do ST5 que normalmente está relacionado com cepas 

de origem em humanos (CONCEIÇÃO et al., 2014; GONZALEZ et al., 2006). Porém este 

ST também já foi detectado como cepa causadora de mastite bovina no estado do Rio de 

Janeiro em estudos anteriores (AIRES-DE-SOUSA et al., 2007; RABELLO et al., 2007). A 

presença desta cepa levanta a questão da transmissão de cepas entre homem-animal o que 

mais uma vez aponta para falhas no manejo higiênico-sanitário do ordenhador (LOWDER et 

al., 2009).   

 

 

Cepa Animal Fazenda Município arc aro glp gmk pta tpi yqi ST/CC 

47 363 A 
Barra do 

Pirai 
159 1 1 1 1 8 3 CC97 

54 369 A 
Barra do 

Pirai 
346 1 1 1 1 5 3 ST3087 

76 614 A 
Barra do 

Pirai 
3 68 1 4 1 5 40 ST126 

208 
1110  

(39933) 
E Carmo 3 68 1 4 1 5 40 ST126 

225 57 E Carmo 240 68 1 4 1 5 40 CC126 

241 551 E Carmo 3 68 1 4 1 5 40 ST126 

262 518 E Carmo 217 68 1 4 1 5 40 CC126 

281 219 E Carmo 3 3 1 1 1 5 96 ST747 

295 
858  

(30976) 
E Carmo 1 4 1 4 12 1 10 ST5 

300 391 E Carmo 1 4 1 4 12 1 10 ST 5 

310 872 E Carmo 3 68 1 4 1 5 40 ST126 

311 683 E Carmo 3 68 1 4 1 5 40 ST126 

325 ABEIA E Carmo 3 68 1 4 1 5 40 ST126 

336 PINTURA F Vassouras 3 68 1 4 1 5 40 ST126 

338 GERMANA F Vassouras 3 68 1 4 1 5 40 ST126 

339 GERMANA F Vassouras 3 68 1 4 1 5 40 ST126 

365 SERENA C Passa três 3 68 1 4 34 5 40 CC126 
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5.3.7 Análise comparativa dos perfis genéticos gerados pelas diferentes técnicas de 

tipagem molecular 

 

 Para a análise comparativa das técnicas, foram selecionadas as 17 cepas 

utilizadas nas técnicas de MLST e PFGE (Tabela 9).  

O agrupamento das cepas de acordo com o perfil de distribuição dos genes de 

virulência produziu 11 perfis distintos. O perfil 1 foi detectado em duas fazendas diferentes e 

são pertencentes a diferentes grupos do PFGE (2.1 e 2.2), diferentes tipos de spa e diferentes 

suscetibilidades a eritromicina e a penicilina, porém compartilham o mesmo grupo do agr 

(agr grupo II) e ao mesmo ST (126).  O perfil 3 foi detectado em duas fazendas diferentes e 

são pertencentes a diferentes grupos do PFGE (1 e 2.1), diferentes grupos do agr, diferentes 

tipos de spa e diferente suscetibilidade a penicilina, porém compartilham mesmo ST (126). O 

perfil 4 foi detectado em uma fazenda e são pertencentes a diferentes grupos do agr, 

diferentes tipos de spa, diferentes STs e diferentes suscetibilidades a ciprofloxacina e 

eritromicina, porém compartilham o mesmo grupo do PFGE (1). O perfil 6 foi detectado em 

duas fazendas diferentes e são pertencentes a diferentes tipos de spa e a diferentes STs porém 

compartilham o mesmo grupo do PFGE (2.1), o mesmo grupo do agr (agr grupo II), e a 

mesmo perfil de suscetibilidade antimicrobiano. O perfil 11 foi detectado em uma fazenda e 

são pertencentes a diferentes grupos do PFGE, diferentes tipos de spa, diferentes STs e 

diferentes suscetibilidades a eritromicina e penicilina, porém compartilham o mesmo grupo 

do agr (agr grupo II). Vale a pena destacar que o fato de que a maioria das cepas que 

compartilham o mesmo perfil de virulência e não compartilham o mesmo ―tipo‖ através das 

outras técnicas já foi relatado por Melles e colaboradores (2004) em um estudo sobre 

dinâmica populacional e expansão de clones patogênicos de S. aureus no qual sugeriram que 

nem todas as cepas clonais de S. aureus compartilham os mesmos fatores de virulência devido 

ao fato que as cepas podem estar sobre diferentes pressão ambiental. 

Quanto ao agrupamento pelo agr, o agr grupo II foi encontrado em três fazendas, este 

grupo compartilha o mesmo CC (126), porém difere no perfil de virulência, no grupo do 

PFGE, no tipo de spa, e na suscetibilidade a eritromicina e penicilina. As cepas que foram 

classificadas como NT foi detectado em duas fazendas e apresentaram diferenças em todas as 

análises, a saber, diferentes perfis de virulência, diferentes tipos de spa, diferentes STs e 

diferente suscetibilidade a ciprofloxacina, eritromicina e penicilina. 

  Quanto a tipagem do spa foram detectados 7 diferentes tipos. O tipo de spa t23 foi 

encontrado em uma fazenda, e compartilha o mesmo grupo do agr (NT) estes diferem em 

perfil de virulência, STs, suscetibilidade a ciprofloxacina e eritromicina. O tipo de spa t359 

foi encontrado em duas fazendas, e compartilha o mesmo ST(126) e o mesmo grupo do PFGE 

(2.2) estes diferem em perfil de virulência, grupo do agr, suscetibilidade a eritromicina e 

penicilina. O tipo de spa t605 foi encontrado em três fazendas, e diferem no perfil de 

virulência, grupo do agr, grupo do PFGE, STs e suscetibilidade a eritromicina e penicilina. A 

caracterização genotípica baseada na investigação de um locus da região de repetição tandem 

altamente variável do gene spa é outra ferramenta bem-sucedida para a caracterização 

genotípica de S. aureus. A tipagem do gene spa também leva em conta a recombinação de 

eventos da região X. Uma vez que a recombinação ocorre com mais freqüência dentro desta 

região, este método de tipagem fornece mais tipos (spa) do que MLST. Embora a tipagem do 

spa e o MLST são normalmente concordantes e permitem uma classificação semelhante para 

genótipos distintos, também existem vários casos de erros de classificação pela técnica de 

tipagem do spa o qual muito provavelmente são causados por eventos de recombinação. 

Assim, tipagem do spa é um método útil para obter informações sobre o genótipo das cepas 

porém não deve substituir a técnica de MLST (STROMMENGER et al., 2008). 
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Quanto à detecção de STs pela técnica do MLST, foram detectados cinco tipos 

diferentes de STs (CC). O CC126 foi encontrado em três fazendas e diferem no perfil de 

virulência, grupo do agr, grupo do PFGE, tipo de spa e suscetibilidade a eritromicina e 

penicilina. O CC97 foi encontrado em duas fazendas e diferem no perfil de virulência, grupo 

do agr, grupo do PFGE, tipo de spa e suscetibilidade a eritromicina. O ST5 foi encontrado em 

uma fazenda e compartilham o mesmo grupo do agr (NT) e o mesmo perfil de suscetibilidade 

e diferem no perfil de virulência, grupo do PFGE e tipo de spa. De acordo com a técnica de 

MLST, um clone é definido com base no tipo de sequência, portanto um isolado é definido 

como clone caso compartilhe o mesmo ST. Esta definição de clones através da técnica de 

MLST é muito útil para investigar a história evolutiva das bactérias, porém pode levar ao 

pensamento errôneo em relação ao termo "clone" uma vez que clone é defindo como isolados 

bacterianos com genótipos indistinguíveis. No entanto, no caso das bactérias não é possível 

definir clones com base nessa definição, uma vez que as taxas elevadas de mutação e 

recombinação, assim como o ganho ou a perda de elementos móveis genéticos podem levar 

(dependendo da espécie) a um genoma bacteriano altamente variável. A diversificação 

permanente do genoma ancestral resulta em um conjunto de genótipos cada vez mais diverso. 

No entanto, a técnica de tipagem MLST, fornece um método eficiente para identificar 

linhagens genéticas que compartilham o mesmo antepassado. Com base nesta definição, os 

clones (MLST) incluem isolados com o mesmo tipo de sequência, mas não são 

necessariamente geneticamente idênticos (SPRAT, 2004).  

A técnica de PFGE gerou pperifs bastantes distintos evideciando a heterogenicidade 

das cepas estudadas. Com isso não foi possível formar agrupamentos de cepas idênticas 

através desta técnica, no entanto, a técnica demostrou que as cepas 208(VI) e 225 (VII) eram 

intimamente relacionadas. Este fato foi corroborado pelas outras técnicas de tipagem, já que 

estas ceps apresentaram o mesmo grupo de agr (agr grupo II), o mesmo CC (CC126) e o 

mesmo tipo de spa (t605), tendo sido apresentada diferença apenas em uma análise genética 

de virulência (fbnB) e na suscetibilidade a penicilina. Características que podem ser 

adquiridas ou perdidas de acordo com a pressão de seleção do ambiente em que a bactéria se 

encontra. Em comparação com os resultados do MLST, esta técnica permite detectar 

alterações genômicas mais freqüentes. Assim, através da técnica de PFGE é possível mostrar 

a diversidade das cepas de S. aureus que partilham o mesmo tipo de sequência e, portanto, 

provar que os clones com base na definição de acordo com a técnica de MLST não são 

necessariamente geneticamente idênticos (MURCHAN et al., 2003) 

As técnicas PFGE e MLST consideradas como os melhores métodos para a tipagem 

molecular de S. aureus não tiverem uma boa correlação, porém quando combinadas pode-se 

obter uma visão global da população de S.aureus presentes nos rebanhos. Frente aos 

resultados apresentados conclui-se que a escolha do método de tipagem depende do tipo de 

estudo epidemiológico que se deseja realizar, porém deve-se ressaltar que para a realização do 

estudo deve-se combinar as técnicas de tipagem.  

Embora haja muito a se investigar e compreender sobre recombinação em S. aureus 

parece claro que ela ocorre com frequência suficiente para ser detectável, mas não com 

frequência suficiente para destruir os sinais verticais ou clonais. A compreensão do modo 

como a mistura de processos horizontais e verticais de evolução clonal contribui para a 

estruturação e evolução desta espécie é um objetivo a ser alcançado, e técnicas como o 

Sequenciamento do Genoma Total (WGS) poderão trazer luz sobre estes aspectos. Entretanto, 

para que estes estudos sejam balizados de modo fidedigno, os vieses epidemiológicos e 

clínicos precisam ser eliminados. Atualmente, a maioria dos estudos filogenômicos em S. 

aureus foram constituídos por amostragens relacionadas aos complexos clonais de interesse 

médico, o que dificulta uma visão evolucionária destas transformações (PLANET et al. 2016). 

Com relação a isolados proveniente de produção animal, em especial de origem bovina, estes 
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estudos ainda são incipientes e apontam para uma estrutura filogenética sobremodo 

diversificada, possivelmente em decorrência da forte pressão de seleção exercida por uso de 

antimicrobianos e agentes sanitizantes, grande diversidade de outras espécies bacterianas em 

competição constante que induz a elaboração de estratégias de sobrevivência e adaptação ao 

hospedeiro e aos fômites. 
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Tabela 9. Origens, perfis de amplificação de genes de virulência, tipagem do spa,tipagem pelo agr ,tipagem por PFGE e tipagem por MLST dos 

17 cepas de Staphylococcus aureus oriundas de leite bovino mastitíco de sete fazendas do estado do Rio de Janeiro selecionadas para análise 

comparativa. 

  
Cepas Animal   Fazenda   Municipio   fbnB   fbnA   cap5   cap8   hlA   hlB   icaA   icaD   Perfil de 

virulência   

PFGE   spa   agr   MLST   

47 363 A Barra do 

Pirai 

- - - - + + - - 11 XII t693 nt  CC97 

54 369 A Barra do 

Pirai 

- - - - + + - - 11 VIII t605 nt ST3087  

76 614 A Barra do 

Pirai 

- - - - + - - - 10 XV t359 nt ST126  

208 1110 

(39933) 

E Carmo + + - - + + + + 1 VI t605 2 ST126 

225 57 E Carmo - + - - + + + + 6 VII t605 2 CC126 

241 551 E Carmo - + - - + + + + 6 IX t605 2 ST126 

262 518 E Carmo + - - - + + - + 4 I t605 2 CC126 

281 219 E Carmo + - - - + + - + 4 IV t23 nt ST747 

295 858 
(30976) 

E Carmo - - - - + - - + 8 XIII t17 nt ST5 

300 391 E Carmo + - - - - - - + 5 III t10 nt ST5  

310 872 E Carmo + + - - + + + + 1 XVI t359 2 ST126  

311 683 E Carmo + - - - + + + + 3 II t23 nt ST126 

325 Abeia E Carmo - + - - + - - + 7 XI t605 2 ST126  

336 Pintura F Vassouras + + - - + - - + 2 XIV t605 2 ST126  

338 Germana F Vassouras + - - - + + + + 3 XII t605 2 ST126  

339 Germana F Vassouras - - - - + + + + 9 V t605 2 ST126 

360 Serena C Passa tres - + - - + + + + 6 X t432 2 ST97  
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5.4 Comparações de técnicas e detecção da suscetibilidade a antimicrobianos  

 

Como descrito anteriormente, as cepas de Staphylococcus aureus estudados 

apresentaram suscetibilidade prévia a oxacilina e foram avaliados por meio de duas técnicas 

para outras classes de antimicrobianos. Em ambas as técnicas, as cepas testadas foram 

sensíveis aos seguintes antibióticos: clorafenicol, daptomicina, linezolida, nitrofuratoina, 

quinupristina, tetraciclina e vancomicina. Foi possível detectar alguma resistência a 

ciprofloxacina, eritromicina e penicilina através da técnica de difusão em disco (Gráfico 1).  

 
Gráfico 1. Porcentagem de cepas de Staphylococcus aureus suscetíveis aos antimicrobianos 

testados pela técnica de difusão em disco. 

 

Através da técnica automatizada Sensititre- Thermo Scientific® foi possível detectar 

resistência a eritromicina e penicilina (Gráfico 2).  

 

 
Gráfico 2. Porcentagem de cepas de Staphylococcus aureus suscetíveis aos antimicrobianos 

testados pela técnica de CIM automatizada (Sensititre- Thermo Scientific®). 
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Quando comparados os resultados de ambas as técnicas, nota-se a resistência aos 

mesmos antimicrobianos com exceção a ciprofloxacina. No entanto, não houve similaridade 

entre os perfis de resistência aos antimicrobianos de acordo com as cepas considerando ambas 

as técnicas. Devido à elevada suscetibidade das cepas de S. aureus a penicilina este não é 

utilizados rotineiramente no tratamento da mastite bovina (KREWER et al., 2013; SILVA et 

al., 2012), Apesar de, no presente estudo, a maioria das cepas apresentar suscetibilidade aos 

antimicrobianos testados, este fato não elimina a importância de monitorar o perfil de 

resistência aos antimicrobianos em animais de produção.  
 

5.5 Detecção genotípica de cepas MRSA 

 

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa não detectaram o gene 

mecA em cepas de origem bovina com fenótipo de resistência a oxacilina (MENDONÇA et 

al., 2012), o que foi esclarecido pelos estudos de Melo e colaboradores (2014) que detectaram 

mutações pontuais na região de anelamento do iniciador, o que acarretou o desenho de novos 

iniciadores para a detecção do gene mec em isolados bovinos (mec bovino) A eficácia deste 

iniciador foi validada por amplificações do gene mec oriundo de isolados bovinos do Brasil e 

Turquia (BUYUKCANGAZ et al., 2015).  

Apesar do perfil de suscetibilidade fenotípico observado, as 17 cepas do presente 

estudo foram submetidos a detecção da presença do gene mec ou variantes, uma vez que a 

detecção desses genes implicaria em uma potencial resistência a oxacilina. Porém não foi 

possível detectar o gene mecA ou sua variante, o gene mecbovino.  

Garcia-Alvarez e colaboradores (2011) também detectaram mutações pontuais no gene 

mec, e descreveram um novo alelo denominado mecC, este gene foi encontrado em humanos 

e em animais, porém até a presente data este alelo não foi detectado no continente americano. 

As cepas selecionados nesta tesenão apresentaram o gene mecC. 
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6.CONCLUSÕES 

 

A maioria das cepas estudadas possui uma variedade de genes de virulência, 

demostrando elevada diversidade de cepas circulantes nas propriedades estudadas.  

Houve prevalência de cepas com capacidade genética para produção de biofilme.  

Ocorreu a prevalência do agr grupo II nas cepas estudadas.  

Foi possível observar 12 diferentes tipos de spa, sendo o spa tipo t605 o mais 

prevalente entre os isolados estudados, como esperado por sua relação com o ST126.  

A análise da diversidade pela técnica de PFGE permitiu observar elevada 

heterogeneidade, porém dois isolados demostraram ser intimamente relacionados.  

Foram detectados cinco tipos diferentes de STs, sendo prevalente o ST 126, como 

esperado por sua relação com populações bovinas. 

Foi observada elevada suscetibilidade dos isolados frente aos diferentes antibióticos 

testados e a baixa resistência dos isolados aos antibióticos ciprofloxacina, eritromicina e 

penicilina.  

Não foi possível detectar a presença de nenhum dos variantes do gene mec. 

Através da análise de comparação das técnicas utilizadas podemos concluir que a 

definição de cepa clonal de S. aureus ainda não esta totalmente esclarecida visto que não 

existem muitos estudos de cepas de origem bovina e suscetíveis a meticilina, como é o caso 

dos isolados de S. aureus do presente estudo. A definição de clone detectado através de uma 

técnica de tipagem molecular depende do poder discriminatório e do número de técnicas 

utilizadas, vale a pena ressaltar que os atuais métodos de tipagem que são disponíveis para a 

maioria dos laboratórios não cumprem todas as características para serem caracterizados com 

uma técnica dita como ―padrão ouro‖, atualmente se faz necessário a combinação de pelo 

menos duas técnicas para que se possa obter uma melhor compressão da dinâmica 

populacional de S.aureus. 
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