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RESUMO 1 

Importante por causar sérios prejuízos às fazendas leiteiras, a mastite bovina por 2 
Staphylococcus aureus pode desencadear casos subclínicos e clínicos, com severidade 3 
leve, moderada ou grave, dependendo da resposta imunológica do hospedeiro e dos 4 

fatores de virulência da bactéria, sendo alguns deles, controlados por genes como o gene 5 
acessório regulador (agr), além do envolvimento de possíveis linhagens específicas. 6 
Com isso, o objetivo do estudo foi avaliar as diferenças e relações genéticas entre os 7 
fatores de virulência mais importantes, como o biofilme (bap, icaA e icaD), 8 
enterotoxinas (sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei e sej), a Toxina da Síndrome do 9 

Choque Tóxico (tsst-1), a Leucocidina Panton-Valentin (pvl), as proteínas envolvidas 10 
no processo de adesão e invasão celular (MSCRAMMs) e os tipos capsulares e de agr 11 
com os graus de severidade da mastite clínica e com a mastite subclínica, além de 12 
observar os pulsotipos envolvidos em cada tipo da doença, pelo Pulsed field gel 13 
electrophoresis (PFGE). Foram usados 50 isolados de S. aureus, obtidos de casos de 14 

mastite bovina subclínica, 73 de casos de clínica leve e 28 de clínica moderada. Os 15 
isolados subclínicos apresentaram relação estatística com os genes sea, sec, see, tsst-1 e 16 

pvl. Já os clínicos, com os genes seg, seh, sei, bap e icaA. A maioria dos genes das 17 
MSCRAMMs (fnbA, fib, clfA, clfB, cna, ebpS) também estiveram associados aos 18 
isolados clínicos. Todos os isolados foram capazes de produzir biofilme, não havendo 19 
diferença entre os tipos de mastite. Isolados contendo o gene agrI e sem o locus agr 20 

(agr-) foram mais os prevalentes entre os casos de mastite subclínica, enquanto os 21 
contendo os genes agrII e agrIII foram mais prevalentes nos casos clínicos. Os tipos 22 

capsulares 5 (cap5) e 8 (cap8) foram encontrados em 42% e 44% dos isolados 23 
subclínicos e em 38,6% e 58,4% dos clínicos, respectivamente. Foram encontrados 72 24 
pulsotipos e não foram observados isolados clínicos e subclínicos num mesmo cluster. 25 

Os resultados obtidos mostraram que existem diferenças genômicas, considerando-se o 26 
potencial de virulência dos isolados de S. aureus, obtidos de casos de mastite clínica e 27 

subclínica. Porém, o tipo de locus agr parece exercer um papel fundamental na 28 

expressão e repressão desses genes, impactando diretamente na progressão da doença. 29 

Além disso, o PFGE diferenciou de maneira clara, pulsotipos encontrados em casos de 30 
mastite de mastite clínica e subclínica. 31 

 32 

 33 

 34 

 35 

Palavras-chave: MSCRAMMs, Biofilme, Enterotoxinas, PFGE.36 
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ABSTRACT 37 

Important for causing serious damage to dairy farms, bovine mastitis by Staphylococcus 38 
aureus can trigger subclinical and clinical cases, with mild, moderate or severe severity, 39 
depending on the host's immune response and the bacteria's virulence factors, and some 40 
of them are controlled by genes such as the regulatory accessory gene (agr), in addition 41 

to the involvement of possible specific lineages. Thus, the aim of the study was to 42 
evaluate the differences and genetic relationships between the most important virulence 43 
factors, such as biofilm (bap, icaA and icaD), enterotoxins (sea, seb, sec, sed, see, sec, 44 
seh, sei and sej), Toxic Shock Syndrome Toxin (tsst-1), Leucocidin Panton-Valentin 45 
(pvl), proteins involved in cell adhesion and invasion (MSCRAMMs) and capsular and 46 

agr types with degrees of severity of clinical mastitis and with subclinical mastitis, in 47 
addition to observing the pulse types involved in each type of disease, using Pulsed field 48 
gel electrophoresis (PFGE). We used 50 S. aureus isolates obtained from cases of 49 
subclinical, 73 from mild clinical and 28 from moderate clinical bovine mastitis. The 50 

subclinical isolates showed a statistical relationship with the genes sea, sec, see, tsst-1 51 
and pvl. The clinicians, with the genes seg, seh, sei, bap and icaA. Most MSCRAMM 52 
genes (fnbA, fib, clfA, clfB, cna, and ebpS) were also associated with clinical isolates. 53 
All isolates were able to produce biofilm, with no statistical difference between both 54 

types of mastitis. Isolates containing the agrI gene and without the agr locus (agr-) were 55 

more prevalent among cases of subclinical mastitis, while those containing the agrII and 56 
agrIII genes were more prevalent in clinical cases. Capsular types 5 (cap5) and 8 (cap8) 57 
were found in 42% and 44% of subclinical isolates and in 38.6% and 58.4% of the 58 

clinical ones, respectively. Seventy-two pulse types were found, and clinical and 59 
subclinical isolates were not observed in the same cluster. The results obtained showed 60 

that there are genomic differences, considering the virulence potential of S. aureus 61 
isolates, obtained from both cases of clinical and subclinical mastitis. However, the type 62 
of agr locus seems to play a role in the expression and repression of these genes, 63 

directly impacting disease progression. In addition, the PFGE clearly differentiated the 64 

pulse types found in cases of mastitis from clinical and subclinical mastitis. 65 

 66 

Keywords: MSCRAMMs, Biofilm, Enterotoxins, PFGE.  67 
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1. INTRODUÇÃO 68 

 69 

1.1 Mastite Bovina 70 

A mastite bovina é uma das doenças mais prevalentes em rebanhos leiteiros, 71 

afetando diretamente a quantidade e qualidade do leite produzido (Hogeveen e Van, 72 

2017). É caracterizada por interações entre hospedeiro, meio ambiente e agentes 73 

infecciosos (Perez et al., 2020), principalmente bactérias que causam inflamação no 74 

úbere devido ao aumento de células somáticas, em resposta à invasão no canal do teto 75 

(Jones e Bailey, 2009). De acordo com a gravidade do processo inflamatório, essa 76 

doença pode ser classificada como subclínica ou clínica (Peters et al., 2015). 77 

A mastite subclínica é caracterizada pela ausência de sintomas clínicos no 78 

animal e de alterações visíveis no leite, mas ocorrendo o aumento da contagem de 79 

células somáticas (CCS) e variações nas concentrações de gordura, sais minerais, 80 

proteínas, enzimas e lactose. Além disso, pelo aumento da permeabilidade vascular e 81 

com a passagem de substâncias do sangue para o leite, também pode-se detectar sódio, 82 

cloro e imunoglobulinas (Cunha et al., 2008). Os casos subclínicos são facilmente 83 

disseminados no rebanho, causando ao produtor uma falsa impressão de tranquilidade 84 

em relação à ocorrência de mastite (Bueno et al., 2002). Nesse caso, a doença é somente 85 

detectada por testes como o California Mastitis Test (CMT, Schalm e Noorlander, 1957) 86 

ou CCS (Peters et al., 2015).  87 

Na mastite clínica, ocorrem sinais patológicos evidentes como o aumento do 88 

úbere e a presença de dor e rubor. As alterações no leite também são visíveis, sendo 89 

quantitativas (de redução no volume à ausência) e qualitativas (mudanças na aparência e 90 

na composição) (Peters et al., 2015). O monitoramento da gravidade dos casos clínicos 91 

é um conceito atual e de grande valor em programas de controle da mastite. A variação 92 

na intensidade dos sintomas classifica a doença em grau 1 (leve), com alterações 93 

visíveis somente no leite (grumos e pus); grau 2 (moderado), com as alterações físicas 94 

no leite e sinais inflamatórios da glândula mamária como hipermemia, congestão, 95 

edema e dor à apalpação e grau 3 (grave), com as alterações no leite e na glândula 96 

mamária já descritas e também no estado geral do animal (febre, anorexia, desidratação, 97 

taquicardia, dificuldade respiratória, diminuição dos movimentos ruminais, prostração , 98 

decúbito e morte). Em geral, de 50 a 70% dos casos de mastite clínica são de gravidade 99 

leve, 20 a 40%, moderada e 5 a 15%, graves (Pinzón-Sánchez e Ruegg, 2011; Ribeiro et 100 

al., 2016). 101 
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1.2 Staphylococcus aureus 102 

Staphylococcus aureus (S. aureus) pertence à família Staphylococcaceae. São 103 

bactérias Gram-positivas, catalase e coagulase positivas, não formam esporos, não são 104 

móveis e são considerados anaeróbios facultativos (Vaughn et al., 2020). É um micro-105 

organismo comensal humano e de outros mamíferos, que coloniza persistentemente as 106 

narinas de aproximadamente 20-25% da população adulta saudável, enquanto 60% são 107 

colonizados de forma intermitente (Lister e Horswill, 2014).  108 

S. aureus é considerado um dos principais patógenos bacterianos envolvidos na 109 

mastite bovina contagiosa (Bonsaglia et al., 2018; Wang et al., 2018), sendo isolado de 110 

casos subclínicos (Rossi et al., 2019; Ren et al., 2020; Zayda et al., 2020) e clínicos 111 

(Ronco et al., 2018; Monistero et al., 2020; He et al., 2020).  112 

Sua capacidade de causar uma ampla variedade de doenças depende da 113 

expressão de vários fatores de virulência que, agindo em conjunto, permitem ao micro-114 

organismo evadir do sistema imune e se adaptar aos diferentes nichos, além de poder 115 

conferir resistência aos antimicrobianos. Assim, a diversidade genética de isolados de S. 116 

aureus influencia o desenvolvimento de doenças em hospedeiros humanos e em animais 117 

(Tuchscherr et al., 2007).  118 

 119 

1.2.1 Fatores de Virulência de Staphylococcus aureus 120 

 121 

1.2.1.1 Enterotoxinas estafilocócicas (staphylococcal enterotoxins - SEs) 122 

As enterotoxinas estafilocócicas (SEs) são proteínas extracelulares hidrosolúveis 123 

e com baixo peso molecular, que estão relacionadas com intoxicações de origem 124 

alimentar, atuando em receptores eméticos específicos presentes na parede intestinal 125 

(Denayer et al., 2017). Até o momento, foram descritos 29 tipos de SEs, classificados de 126 

SEA a SEZ, (Letertre et al., 2003; Thomas et al., 2006) além de sel26, sel27 (Aung et 127 

al., 2019) e dos tipos 01 e 02 (Hisatsune et al., 2017; Suzuki et al., 2020).  128 

As SEs classificadas como clássicas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) são 129 

responsáveis pela grande maioria dos casos de intoxicação alimentar (Ono et al., 2015) 130 

e, aproximadamente, apenas 5%, são causadas pelos outros tipos (Jay et al., 2005). São 131 

resistentes à muitas condições ambientais como variações de pH e temperatura. Além 132 

disso, a pasteurização é capaz de destruir a bactéria, mas não a toxina pré-formada no 133 

alimento (Hennekinne et al., 2012) e a presença de genes que codificam SEs tem sido 134 

relatada em vários estudos que envolvem S. aureus, isolados de mastite (Rahimi e Safai, 135 
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2010; Khoramrooz et al., 2016; Rossi et al., 2019). As SEs são consideradas 136 

superantígenos, que se caracterizam por ligações simultâneas ao Complexo Maior de 137 

Histocompatibilidade (CMH) de classe II na célula apresentadora de antígeno e aos 138 

receptores de células T, sem a presença de antígenos específicos. Com essa ligação, 139 

podem ocorrer efeitos sistêmicos como febre alta, vômito, diarreia e disfunções 140 

hepáticas e renais (Fernández et al., 2006). 141 

Até o momento, além das enterotoxinas clássicas, 15 tipos de SEs (SEG, SEH, 142 

SEI, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SES, SET, SEY e SE02) já 143 

apresentaram atividade emética significativa em algum primata, sendo consideradas 144 

como potenciais agentes causadores de intoxicação de origem alimentar (Su e Wong, 145 

1995; Munson et al., 1998; Ono et al., 2008; Omoe et al., 2013; Ono et al., 2015; Ono et 146 

al., 2019; Suzuki et al., 2020). Enquanto isso, pelo menos sete outros tipos (SElJ, SElU, 147 

SElV, SElW, SElX, SElZ e SEl01) foram classificados como enterotoxinas 148 

estafilocócica semelhante à superantigeno (SEl) (Lina et al., 2004), sem apresentar 149 

potencial emético comprovado em primatas (Letertre et al., 2003; Thomas et al., 2006; 150 

Wilson et al., 2011; Spoor et al., 2015; Hisatsune et al., 2017). Além de causarem 151 

intoxicações, essas enterotoxinas parecem ter um papel no desenvolvimento da mastite, 152 

criando um ambiente favorável para a colonização e alguns genes que codificam essas 153 

enterotoxinas têm sido associados, em maior ou menor frequência, aos casos de mastite 154 

(Piccinini et al., 2010). De fato, Haveri et al. (2007) correlacionaram a presença de sed e 155 

sej em casos de mastite persistente. Por outro lado, Veh et al. (2014) associaram o gene 156 

seg a uma redução na probabilidade da bactéria causar mastite persistente durante a 157 

lactação, demonstrando diferentes funções para diferentes enterotoxinas. 158 

 159 

1.2.1.2 Toxina da Síndrome do Choque Tóxico (toxic shock syndrome toxin 160 

- TSST-1) 161 

A toxina da síndrome do choque tóxico (TSST-1) foi originalmente denominada 162 

como Enterotoxina Estafilocócica F (SEF), porém uma caracterização adicional revelou 163 

uma importante divergência estrutural e funcional em relação às outras SEs, que seria a 164 

ausência de propriedades eméticas, sendo reclassificada somente como um 165 

superantígeno (Benkerroum, 2018). Essa toxina promove a liberação de citocinas como 166 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina-1 (IL-1) e IL-6. Os sintomas dessa 167 

síndrome foram descritos pela primeira vez em crianças que apresentaram febre alta, 168 

vômito, diarreia, hipotensão, anormalidades neurológicas além de descamação da pele 169 
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das mãos e pés (Prajapati e Prajapati, 2010). Posteriormente, TSST-1 foi encontrada em 170 

S. aureus isolados de pacientes com septicemia, de cavidades nasais de adultos jovens 171 

considerados portadores saudáveis, manipuladores de alimentos, alimentos manipulados 172 

e de mastite bovina (Sospedra e Soriano, 2012). 173 

Segundo Perez et al. (2020), TSST-1 contruibui para reações inflamatórias na 174 

glândula mamária. A frequência de S. aureus portadores do gene tsst-1 em isolados de 175 

mastite bovina parece variar amplamente entre os países e rebanhos, como demostrado 176 

por Monistero et al. (2018) que encontraram positividade de 37% nos isolados 177 

argentinos, 23% nos alemães, 16% nos tunisianos e 6% nos italianos. Além disso, foi 178 

relatado que a produção simultânea de TSST-1 e de enterotoxinas por S. aureus pode 179 

contribuir para uma resposta inflamatória mais grave em bovinos (Perez et al. 2020). 180 

 181 

1.2.1.3 Leucocidina Panton-Valentine (Panton-Valentin leucocidin - PVL) 182 

A leucocidina Panton-Valentine (PVL), codificada pelos genes lukS-PV e lukF-183 

PV e transmitidos por bacteriófagos (Melles et al., 2006), é uma toxina específica de S. 184 

aureus que interfere nas defesas imunológicas do hospedeiro ao romper as membranas 185 

das células fagocíticas, contribuindo para a gravidade das infecções (Mechesso et al., 186 

2021) e desempenhando um papel fundamental na necrose de tecido (Shallcross et al., 187 

2013). A presença dessa toxina em ruminantes leiteiros tem sido associada à mastite 188 

bovina (Mechesso et al., 2021). Já em humanos, a toxina está relacionada às infecções 189 

cutâneas graves e, ocasionalmente, pneumonia necrosante que pode levar à morte 190 

(Nimmo, 2012). 191 

Alguns estudos têm relatado que o peptídeo PVL pode estar relacionado com a 192 

aderência de S. aureus, uma vez que cepas PVL-positivas associadas com pneumonia 193 

necrotizante têm forte afinidade com proteínas da matriz extracelular do hospedeiro (De 194 

Bentzmann et al., 2004; Tristan et al., 2009; Lo e Wang, 2010). Além disso, segundo 195 

Wu et al. (2019), também pode estar associada a doenças invasivas. 196 

 197 

1.2.1.4 Cápsulas polissacarídicas (Polysaccharide capsule – PC) 198 

S. aureus também pode produzir cápsula polissacarídica (PC), o que aumenta a 199 

virulência da cepa, pois a protege da fagocitose (O’Riordan and Lee, 2004; Tuchscherr 200 

et al., 2007) pelos neutrófilos polimorfonucleares (PMN), que são considerados a 201 

principal linha de defesa da glândula mamária contra patógenos invasores (Ambroggio 202 

et al., 2018). Entre os onze sorotipos de cápsulas identificados em S. aureus, apenas os 203 
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sorotipos 1 (PC1), 2 (PC2), 5 (PC5) e 8 (PC8) foram caracterizados quimicamente, 204 

sendo os dois últimos, os mais prevalentes em isolados de infecções bovinas (Salimena 205 

et al., 2016). Os sorotipos PC1 e PC2 são raramente isolados quando comparados aos 206 

sorotipos PC5 e PC8 (Tuchscherr et al., 2007) e quando os isolados não apresentam 207 

PC5 ou PC8, são considerados como não tipáveis (NT) (Ambroggio et al., 2018). 208 

A presença de S. aureus encapsulados é variável e pode ser influenciada pela 209 

região geográfica do isolado (Cocchiaro et al., 2006). Estudos em diversos países 210 

mostraram essa variação, alguns apresentando todos ou quase todos os isolados com 211 

genes para produção de cápsula (Bardiau et al., 2014; Khichar and Kataria, 2014) mas, 212 

em contrapartida, alguns estudos apresentaram baixo percentual da presença desse fator 213 

de virulência (Babra et al.,2013; Marques et al. 2013). 214 

 215 

1.2.1.5 Produção de Biofilme 216 

A capacidade de produção de biofilme também é considerada um dos 217 

principais fatores de virulência, pois está relacionada com a aderência e colonização 218 

desses micro-organismos nas células do epitélio mamário bem como com a evasão do 219 

sistema imune do hospedeiro e resistência a antibióticos, tornando a eliminação de um 220 

isolado produtor de biofilme, um grande desafio para a cura da mastite bovina 221 

(Khoramrooz et al., 2016). 222 

O biofilme é constituído por uma comunidade microbiana séssil, com células 223 

ligadas a um substrato (biótico ou abitótico) e umas às outras, que estão envoltas por 224 

uma matriz polissacarídica, composta por substâncias poliméricas extracelulares 225 

produzidas pelas próprias bactérias (Clutterbuck et al., 2007). 226 

A produção do biofilme é dividida nas fases de adesão, maturação e de 227 

dispersão. Na fase de adesão, células planctônicas se aderem às superfícies (bióticas ou 228 

abióticas) e em seguida, essas células começam a se proliferar formando microcolônias. 229 

Com o acúmulo cada vez maior de bactérias, a matriz polissacarídica começa a ser 230 

produzida, auxiliando na proteção e manutenção do biofilme e esse período é chamado 231 

de maturação. Quando o biofilme atinge sua densidade máxima, as bactérias começam a 232 

se dispersar para o ambiente para reiniciar o desenvolvimento do biofilme em outros 233 

locais, na fase de dispersão (Kostakioti et al., 2013). 234 

A produção de biofilme é controlada principalmente pelo operon de adesão 235 

intercelular, conhecido como operon ica (Prakash et al., 2017), sendo composto pelos 236 

genes icaA, icaD, icaB e icaC, além do icaR (regulatório) e os dois primeiros genes são 237 
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os mais importantes na formação de biofilme por S. aureus (Vasudevan et al., 2003). 238 

Esse operon é responsável por codificar as proteínas mediadoras da síntese da adesina 239 

polissacarídica intercelular (PIA) ou N-acetilglicosamina polimérica (PNAG) e do 240 

antígeno capsular denominado polissacarídeo/adesina capsular (PS/A) (O’Neil et al., 241 

2007), que é o responsável pela adesão inicial da bactéria às superfícies. 242 

O gene bap (biofilm-associated protein), responsável por codificar a proteína 243 

associada ao biofilme está envolvido na aderência inicial às superfícies e nas ligações 244 

entre as células bacterianas e tem sido encontrado somente em isolados de vacas com 245 

mastite (Darwish e Asfour, 2013; Khoramrooz et al., 2016). Segundo Cucarella et al. 246 

(2004), a presença do gene bap permite que isolados produzam biofilme, mesmo na 247 

ausência do operon ica.  248 

 249 

1.2.1.6 Adesão e Invasão Celular 250 

A adesão e invasão celular são fatores de virulência importantes para a 251 

sobrevivência de S. aureus no estado comensal e durante infecções invasivas, 252 

auxiliando a bactéria a se estabelecer e permanecer no hospedeiro (Foster et al., 2014; 253 

Vaughn et al., 2020). A adesão é o primeiro passo para a invasão e formação de 254 

biofilme, mecanismos responsáveis por proteger a bactéria do sistema imunológico do 255 

hospedeiro e facilitar a infecção crônica (Loffler et al., 2014; Josse et al., 2017). Esas 256 

funções são realizadas pelas “proteínas ancoradas à parede celular” (CWA - Cellwall-257 

Anchored Proteins) (Foster et al., 2014), presentes na superfície de S. aureus. Entre 258 

elas, destacam-se as adesinas conhecidas como Componentes da Superfície Microbiana 259 

Reconhecedores de Moléculas Adesivas da Matriz (MSCRAMMs - Microbial Surface 260 

Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules), família de proteínas que 261 

apresentam semelhanças estruturais e mecanismos comuns para adesão. (Foster et al., 262 

2014). 263 

A fibronectina é uma glicoproteína, com duas isoformas de proteínas ligadoras 264 

de fibronectina (FnBP), FnBPA e FnBPB, com sequências muito semelhantes e 265 

codificadas, respectivamente, pelos genes fnbA e fnbB, (Fowler et al., 2000; Burke et al., 266 

2010). Essas proteínas estão relacionadas com a adesão bacteriana, podendo ainda 267 

promover a internalização da bactéria em células epiteliais e endoteliais (Geoghegan et 268 

al., 2014). Segundo Brouillette et al. (2003), as FnBPs de S. aureus podem estar 269 

relacionadas com a colonização das glândulas mamárias bovina, levando à mastite 270 

infecciosa, pois em seu estudo com um modelo de mastite em camundongo, a presença 271 
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de FnBPs na superfície de S. aureus aumentou a capacidade da bactéria colonizar as 272 

glândulas mamárias em comparação com a de um mutante sem FnBPs e, segundo 273 

Zuniga et al. (2015), as FnBPs contribuem também para invasão bacteriana e inibição 274 

da fagocitose. 275 

Três fatores são importantes na ligação das bactérias ao fibrinogênio: os fatores 276 

clumping A e B (Clfs) e proteína ligadora de fibrinogênio (Fib) (Zmantar et al., 2008), 277 

codificados pelos genes clfA e clfB (Scali et al., 2015) e fib (Pereyra et al., 2016), 278 

respectivamente. A ligação ao fibrinogênio pode estimular a agregação de plaquetas e a 279 

formação de abscesso e pode levar à lesões tromboembólicas no coração durante a sepse 280 

(McAdow et al., 2011; Malachowa et al., 2016). 281 

A proteína ligadora de colágeno (Cna) desempenha importantes funções 282 

fisiológicas durante a patogênese, com ligações de alta afinidade ao colágeno (Valotteau 283 

et al., 2017) e sua presença também é necessária para a aderência de S. aureus a tecidos 284 

cartilaginosos in vivo (Simojoki et al., 2012). Já em tecidos flexíveis, a proteína EbpS é 285 

responsável por fazer a ligação do S. aureus, devido a elastina ser o componente 286 

principal (Downer et al., 2002). A ancoragem na matriz extracelular é feita pela proteína 287 

ligadora de laminina (Eno), uma vez que laminina é um dos principais componentes 288 

presentes (Carneiro et al., 2004). 289 

 290 

 291 

1.2.2 Caracterização Molecular 292 

 293 

1.2.2.1 Grupo agr 294 

O gene acessório regulador (agr) é o principal sistema responsável por regular 295 

a expressão gênica de diversos fatores de virulência em S. aureus. Os fatores associados 296 

à parede celular e a secreção de exoproteínas são as duas principais classes de fatores de 297 

virulência que têm sido associados à resposta agr, que ocorre durante a fase de 298 

crescimento pós-exponencial (Buzzola et al., 2007).  299 

A primeira classe de fatores de virulência promove a adesão do hospedeiro 300 

facilitando a evasão do sistema imunológico. A segunda regula a expressão da produção 301 

de cápsulas de polissacarídeo e de exotoxinas, como hemolisinas, enterotoxinas e 302 

proteases extracelulares, incluindo proteínas que promovem a invasão (Yang et al., 303 

2019).  304 
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O sistema agr está associado ao quorum-sensing e este locus é composto por 305 

dois operons, um deles controlado pelo promotor P2, que apresenta os genes agrA, 306 

agrB, agrC e agrD e o polimorfismo da sequência de aminoácidos desses genes (exceto 307 

agrA) forma os grupos agrI, agrII, agrIII e agrIV (Cheraghi et al., 2017).  308 

Um conjunto de características fenotípicas e genotípicas de S. aureus está 309 

associado à persistência a longo prazo na glândula mamária bovina, incluindo o tipo agr 310 

de cada cepa (Sacco et al., 2020). A prevalência de S. aureus agrI em isolados 311 

subclínicos já foi relatada em estudos anteriores (Khoramrooz et al., 2016; Rossi et al., 312 

2019, Rossi et al., 2021) e segundo Melchior et al. (2009), cepas agrI apresentaram 313 

melhor adaptação à sobrevivência intracelular, fazendo com que a bactéria persista por 314 

mais tempo no hospedeiro, sem causar sintomas de inflamação ou infecção aparente 315 

além de limitar a ação de antibióticos (Buzzola et al., 2007; Castilho et al., 2017). Em 316 

contrapartida, os grupos agrII e agrIII foram associados a isolados clínicos (Buzzola et 317 

al., 2007; Rossi et al., 2021).  318 

 319 

1.2.2.2 Gel de eletroforese em campo pulsado (Pulsed field gel 320 

electrophoresis - PFGE) 321 

O rastreamento molecular das relações genéticas dos isolados usando o gel de 322 

eletroforese em campo pulsado (Pulsed field gel electrophoresis - PFGE), entre outras 323 

técnicas, pode auxiliar a investigação da transmissão e persistência do patógeno nos 324 

rebanhos (Melake et al., 2014). O PFGE tem como objetivo, discriminar linhagens 325 

bacterianas de uma mesma espécie (Magalhães et al., 2005). Nessa técnica, enzimas de 326 

restrição digerem o genoma bacteriano total e, em seguida, é realizada a eletroforese em 327 

uma cuba com campo pulsátil, discriminando bandas de diferentes pares de base 328 

(Tenover et al., 1997).  329 

Essa técnica é muito utilizada em contextos epidemiológicos menores como 330 

demonstrado por Rossi et al. (2019), que avaliaram a presença de clones persistentes e 331 

diversidade genética em um único rebanho. Estudos explorando vários ambientes, de 332 

uma mesma região também já foram publicados, como o de Sabour et al. (2004), que 333 

avaliaram 58 rebanhos no leste canadense e Vaughn et al. (2020), que estudaram a 334 

dispersão de clones em 11 diferentes rebanhos no leste do Tennessee. Esses estudos 335 

mostraram a coexistência de linhagens heterogêneas dentro de uma mesma fazenda e a 336 

existência da mesma linhagem em propriedades distintas.  337 
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2. OBJETIVO  338 

 339 

O objetivo do estudo foi associar os diferentes fatores de virulência com a mastite 340 

subclínica, mastite clínica leve ou mastite clínica moderada, buscando também perfis 341 

genéticos predominantes entre essas variações da doença pela classificação do grupo 342 

agr e PFGE. 343 

 344 

2.1 Objetivos Específicos 345 

- Associar os genes responsáveis pela produção das enterotoxinas SEA, SEB, SEC, 346 

SED, SEE, SEG, SEH, SEI e SEJ com os diferentes tipos de mastite (subclínica, clínica 347 

leve e clínica moderada); 348 

- Associar os genes responsáveis pela Toxina da Síndrome do Choque e 349 

Leucocidina Panton-Valentine com os diferentes tipos de mastite (subclínica, clínica 350 

leve e clínica moderada); 351 

- Analisar a capacidade de produção de Biofilme in vitro das cepas isoladas de cada 352 

tipo de mastite bem como a presença dos genes envolvidos nesse processo (bap, icaA e 353 

icaD); 354 

- Relacionar os diferentes perfis genéticos dos Componentes da Superfície 355 

Microbiana Reconhecedores de Moléculas Adesivas da Matriz (MSCRAMMs) 356 

encontrados nos isolados de mastite subclínica, clínica leve e clínica moderada com 357 

capacidade de adesão e invasão em células de eptélio mamário bovino (BMEC); 358 

- Buscar perfis genéticos predominantes entre essas variações da doença pela 359 

classificação do grupo agr e PFGE. 360 

 361 

 362 

 363 

 364 

  365 
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