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Resumo 

A mastite é uma enfermidade que causa inflamação na glândula mamária e geralmente 

tem origem infecciosa. É uma das principais doenças que acomete os rebanhos de 

ovinos causando prejuízos econômicos aos produtores.  Na mastite infecciosa, as 

bactérias do gênero Staphylococcus são os principais causadores de mastite em 

rebanhos de ovinos. Esses micro-organismos se caracterizam pela capacidade de 

produzir uma ampla variedade de toxinas extracelulares e outros fatores de virulência 

como a formação de biofilme, além de apresentarem resistência aos agentes 

antimicrobianos empregados no tratamento dos animais. Esse estudo teve como 

objetivos caracterizar o perfil clonal e os fatores de virulência e de resistência aos 

antimicrobianos em Staphylococcus spp. isolados do leite de ovinos de três rebanhos. 

Após a realização do California Mastitis Test (CMT) as amostras de leite foram 

colhidas para contagem de Células Somáticas (CCS) e identificação das espécies de 

estafilococos isoladas, detecção de genes codificadores de enterotoxinas (sea, seb, sec e 

sed), da toxina TSST-1, da leucocidina PVL e de biofilme (icaA, icaC, icaD, bap, aap e 

bhp), além da determinação da resistência a oxacilina pela pesquisa do gene mecA e 

perfil de sensibilidade a doze antimicrobianos. Os isolados com a presença de genes 

para toxinas e biofilme foram testados para detecção do RNA mensageiro para 

avaliação da capacidade de expressão dos fatores de virulência. Foram coletadas 473 

amostras de leite de 242 animais, sendo encontrados micro-organismos em 169 (35,7%) 

amostras. Das 169 amostras em que foram isolados micro-organismos, 132 (78,1%) 

foram identificados como pertencendo ao gênero Staphylococcus, sendo 20 (15,1%) 

amostras identificadas como Staphylococcus aureus e as demais 112 (84,9%) como 

estafilococos coagulase-negativa (ECN). Das 20 amostras de S. aureus isoladas, 

nenhuma apresentou o gene mecA e a maioria foi sensível a todas as drogas testadas, 

exceto uma amostra que foi resistente a tetraciclina. Sete amostras apresentaram algum 



gene de toxina, sendo o gene seb o mais encontrado, estando presente em cinco 

amostras, seguido por sea em três, sec em dois, tst e luk-PV em uma amostra. As duas 

amostras positivas para o gene sec também foram positivas na técnica de RT-PCR, bem 

como as amostras com o gene tst e luk-PV. Em nenhuma das amostras foi encontrado o 

operon ica completo e nem a expressão por RT-PCR dos genes ica detectados (icaC, 

icaD e icaB). O gene bap foi encontrado em quatro amostras, entretanto nenhuma foi 

positiva na técnica de RT-PCR. O PFGE foi realizado em 17 amostras de S. aureus, e 

um clone constituído por 10 amostras foi encontrado nos três rebanhos estudados.  Das 

112 amostras de ECN isoladas, quatro (3,6%) apresentaram o gene mecA. Os maiores 

percentuais de resistência detectados pelo método de disco difusão foram frente à 

oxacilina, penicilina e tetraciclina. Dessas, 70 (62,5%) apresentaram algum gene de 

toxina, e 71 (63,4%) apresentaram algum gene de biofilme. Nenhuma das amostras 

expressou genes de toxinas, enquanto que 13 amostras foram positivas para expressão 

de genes da formação de biofilme na técnica de RT-PCR. Os resultados mostraram a 

importância da identificação de espécies de ECN, já que cada espécie pode aprese ntar 

características de virulência e resistência diferentes, e dessa forma, a identificação pode 

orientar quanto à etiologia mais frequente e o perfil de sensibilidade aos 

antimicrobianos de cada espécie, possibilitando o tratamento adequado da mastite.  

Palavras chave: Mastite, ovinos, Staphylococcus, fatores de virulênicia, resistência 

antimicrobiana. 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Mastitis is a disease that causes inflammation in the mammary gland and is usually 

infectious. It is a major disease that affects sheep herds causing economic losses for 

producers. In infectious mastitis, Staphylococcus bacteria are the major cause of 

mastitis in sheep flocks. These micro-organisms are characterized by the ability to 

produce a wide variety of extracellular toxins and other virulence factors such as 

biofilm formation, besides presenting resistance to antimicrobial agents used in the 

treatment of animals. This study aimed to characterize the profile and clonal virulence 

factors and antimicrobial resistance in Staphylococcus spp. isolated from milk of sheep 

from three flocks.  After the completion of the California Mastitis Test (CMT) milk 

samples were collected for Somatic Cell Count (SCC) and species identification of 

staphylococci isolated detection of genes encoding enterotoxins (sea, seb, sec and sed), 

the toxin TSST-1, PVL and Leucocidin of biofilm (icaA, icaC, icaD, bap, aap and bhp), 

besides the determination of resistance to oxacillin by research mecA and sensitivity 

profile to twelve antimicrobials. Isolates with the presence of toxin genes and biofilm 

were tested for the detection of messenger RNA for assessing the ability of expression 

of virulence factors. We collected 473 milk samples from 242 animals, micro-organisms 

found in 169 (35.7%) samples. Of the 169 samples that were isolated micro-organisms, 

132 (78.1%) were identified as belonging to the genus Staphylococcus, 20 (15.1%) 

samples identified as Staphylococcus aureus and the remaining 112 (84.9%) as 

coagulase-negative staphylococci (CNS). Of the 20 samples of S. aureus isolates, none 

had the mecA and most were sensitive to all drugs tested except one sample that was 

resistant to tetracycline. Seven samples showed a toxin gene, the gene being the most 

seb found, present in five samples, followed by sea on three, two sec, tst and luk-PV in 

a sample. The two positive samples were also positive sec gene in RT-PCR, and 



samples with the tst gene and luk-PV. None of the samples was found ica operon 

completed nor the expression by RT-PCR detected the ica genes (icaC, icaD and icaB). 

The bap gene was found in four samples, however none were positive in RT-PCR. The 

PFGE was performed on 17 samples of S. aureus, and a clone consisting of 10 samples 

found in the three herds. Of the 112 samples of CNS isolated, four (3.6%) had the mecA 

gene. The highest percentages of resistance detected by the disk diffusion method were 

ahead oxacillin, penicillin and tetracycline. Of these, 70 (62.5%) had some toxin gene, 

and 71 (63.4%) showed some gene biofilm. None of the samples expressed toxin genes, 

while 13 samples were positive for gene expression of biofilm formation in RT-PCR. 

The results showed the importance of the identification of CNS species, since each 

species has shown characteristics of different virulence and resistance, and thus the 

identification can advise on the most common etiology and antimicrobial susceptibility 

profile of each species, allowing appropriate treatment of mastitis. 

 

Key words: mastitis, sheep, Staphylococcus, virulence factors, antimicrobial resistance. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

    Dentre as doenças que acometem os rebanhos leiteiros comprometendo a qualidade 

do leite, a mastite se destaca como uma das mais importantes em termos econômicos e 

de saúde pública (Pyorala, 2002).  

     A mastite é a inflamação da glândula mamária responsável por alterações físico-

químicas e microbiológicas no leite, além de alterações no tecido glandular, 

ocasionando o comprometimento da produção de leite do animal (Domingues et al., 

2006). A enfermidade pode ser causada por vários fatores, como infecções, traumas e 

irritações, na maioria das vezes provocada por bactérias de diferentes espécies que 

conseguem penetrar no canal do teto (Domingues e Langoni, 2001; Prestes et al., 2003; 

Freitas et al., 2005.). 

    A mastite é a principal enfermidade que afeta os rebanhos, atribuindo-se à doença 

perdas na produção e conseqüentes prejuízos econômicos ao produtor e à indústria pela 

redução na produção e da qualidade do leite, os custos com tratamento, produção de 

derivados com baixa qualidade (Sordillo, 2011) e até mesmo a perda total da capacidade 

secretora da glândula mamária doente (Ribeiro et al., 2003) que muitas vezes resulta no 

descarte dos animais (Silva et al., 2004).   

    Em ovinos, a mastite ainda é responsável pela redução do desenvolvimento dos 

borregos. A forma subclínica ou inaparente da enfermidade pode acarretar menor taxa 

de crescimento e maior mortalidade dos borregos (Christley et al., 2003), como pôde ser 

observado por Fthenakis e Jones (1990) que para verificarem os efeitos da mastite no 

crescimento de cordeiros introduziram cepas de estafilococos coagulase-negativa nas 

glândulas mamárias de ovelhas para que os animais desenvolvessem o quadro de 

mastite subclínica. A mastite causou redução na quantidade de leite produzido e 



aumento na quantidade de células somáticas. Os cordeiros das ovelhas com mastite 

subclínica tiveram um crescimento inferior quando comparados com os cordeiros das 

ovelhas saudáveis que foram usadas como controle.  

     A mastite causa alterações na composição do leite, como o aumento na contagem de 

células somáticas (CCS) devido à migração de leucócitos, principalmente neutrófilos 

polimorfonucleares, ao local da inflamação em decorrência da resposta do organismo ao 

processo infeccioso, além do aumento nos teores de sódio, cloro e proteínas séricas e 

diminuição nos teores de caseína, lactose e gordura do leite (Fonseca e Santos, 2000). O 

leite obtido de animais sadios contém cerca de 50 a 200.000 células/mL, enquanto em 

animais com mastite, a contagem pode variar de 200.000 a 500.000 células/mL 

dependendo da gravidade e do tipo de micro-organismo envolvido na infecção (Kitchen, 

1981). 

     A doença é classificada de acordo com sua forma de manifestação em mastite clínica 

e mastite subclínica (Ribeiro et al., 2003). Na mastite clínica, os sinais da doença são 

evidentes, ocorrem desde pequenas anomalias no leite, tais como grumos amarelados ou 

esbranquiçados, até modificação total da secreção, e redução ou cessação da produção 

de leite. Nos casos mais graves, há alterações inflamatórias do úbere, com dor, mama 

avermelhada e aumento da temperatura local (Charles e Furlong, 1992).   

    As conseqüências da mastite clínica foram avaliadas por Santos et al. (2007) quando 

estudaram os aspectos clínicos e as características do leite de dez ovelhas da raça Santa 

Inês com mastite clínica causada por Staphylococcus aureus, cujas cepas  foram 

introduzidas nas glândulas mamárias dos animais. Os resultados obtidos por meio das 

análises da secreção mamária foram a diminuição na quantidade de leite produzida, 

além de alterações nas propriedades fisico-químicas do leite. Depois de submetidas ao 



tratamento, um animal morreu devido ao agravamento da doença e os demais, apesar de 

terem se recuperado da enfermidade, a função de suas glândulas mamárias foi 

completamente perdida. 

    Já a mastite subclínica se caracteriza pela ausência de sintomas visíveis do processo 

inflamatório, não sendo observadas alterações visíveis no leite ou na glândula mamária 

(Costa, 2002; Batavine, 2003).  Para o diagnóstico da mastite subclínica é necessária a 

utilização de testes auxiliares que são baseados na CCS (Schukken et al., 2003). Um dos 

métodos de detecção prévia da mastite subclínica e amplamente utilizado a campo é o 

―California Mastitis Test‖ (CMT), teste de fácil interpretação que indica indiretamente a 

quantidade de células somáticas presentes no leite e a resposta inflamatória da glândula 

mamaria à infecção. Outra maneira de indicar a resposta da glândula à infecção é a 

contagem eletrônica das células, por meio de equipamentos de citometria de fluxo 

(Fonseca e Santos 2000, Silveira, et al., 2005). 

     A mastite subclínica é a principal causa de perda econômica na produção leiteira e 

por isso tem grande impacto na produtividade dos rebanhos por ser a forma de 

manifestação da doença mais prevalente que a mastite clínica (Fonseca e Santos, 2000).   

     No caso da mastite infecciosa, esta pode ser causada por uma grande diversidade de 

micro-organismos que incluem bactérias gram-positivas, gram-negativas, micoplasmas 

e algas (Sordillo, 2011) que são agrupados em dois grupos de acordo com a forma de 

transmissão: contagiosos e ambientais. A mastite é contagiosa quando os agentes 

causadores provêm do próprio animal (Fonseca e Santos, 2000) já que o habitat do 

micro-organismo é o interior da glândula mamária e a superfície dos tetos dos animais 

(Langoni, 2000) e são transmitidos de uma mama com mastite para uma saudável, 

principalmente através da ordenha. Os micro-organismos causadores da mastite 



contagiosa são bem adaptados para sobreviverem no úbere dos animais, e dentre eles se 

destacam S. aureus, estafilococos coagulase-negativa (ECN), Streptococcus agalactiae 

e Corynebacterium spp. (Bueno et al., 2003;  Ribeiro, 2008).  

     A mastite é classificada como ambiental quando os micro-organismos causadores 

são oriundos do ambiente onde os animais são mantidos (Fonseca e Santos, 2000). Os 

agentes etiológicos classificados como ambientais são descritos como micro-

organismos oportunistas, não estão adaptados a sobrevivência no interior do hospedeiro 

e são encontrados no ar, no habitat dos animais e esterco (Fonseca e Santos, 2000; 

Bradley, 2002). São agentes causadores da mastite ambiental Escherichia coli, 

Klebsiella spp., Proteus spp., Streptococcus uberis, fungos e algas como a Prototheca  

spp. (Bueno et al.,  2003;  Freitas et al., 2005).  

     Embora uma grande variedade de micro-organismos possa causar a mastite, 

contagiosa ou ambiental, os Staphylococcus spp. são os mais freqüentemente isolados 

de amostras de leite de ovinos, caprinos e vacas com mastite (Bergonier e Berthelot, 

2003; Contreras et al., 2003; Pinheiro de Sá et al., 2004; Brito et al., 2002; Santos et al., 

2003). Dentre os estafilococos coagulase-positiva, S. aureus é o principal patógeno nos 

rebanhos leiteiros (Sordillo 2005; Bonnefont et al., 2011), e dentre os ECN varias 

espécies são encontradas com destaque para S. capitis, S. chromogenes, S. cohnii, S. 

epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. simulans, S. warneri, S. caseolyticus; S. 

caprae e S. xylosus (Chu et al., 2012).  Recentemente, Taponen et al. (2012) 

encontraram uma nova espécie de estafilococos, chamado de Staphylococcus agnetis,  

que apresenta coagulase variável e foi isolado de casos de mastite clínica e subclinica 

em bovinos.   



    Grande parte dos fatores de virulência produzidos pelos estafilococos não são 

fundamentais para o crescimento e multiplicação dos microrganismos (Kuroda et al., 

2001). Na mastite, os fatores de virulência contribuem para a prevalência da doença 

causada por Staphylococcus, pois permitem ao microrganismo se instalar no 

parênquima mamário, formar microabcessos, resistir à fagocitose e sobreviver no 

interior dos fagócitos, além de dificultar a ação dos agentes antimicrobianos mesmo 

quando administrados nas concentrações adequadas (Araújo e Andrioli, 1996).  

     A produção de biofilme é considerada um importante fator de virulência na 

patogênese da mastite estafilocócica, porque ele ajuda os estafilococos na adesão e 

colonização no epitélio da glândula mamária, além de proteger as células bacterianas da 

fagocitose e das altas concentrações de antibióticos, dificultando a eliminação do 

patógeno resultando em uma infecção persistente (Otto, 2008, Arciola et al. 2001, 

Brouillette et al., 2005; Melchior et al., 2006). 

     O biofilme é constituído por um agregado de micro-organismos envolvidos por uma 

matriz extracelular de origem polissacarídica ou protéica produzida pelas próprias 

bactérias, que permanecem aderidas em superfícies abióticas ou bióticas (Gotz, 2002; 

O`Neil et al, 2007).  

     A formação de biofilme ocorre em três etapas: (1) uma adesão inicial da bactéria em 

uma superfície; (2) adesão intercelular com a proliferação e acumulação de células em 

multicamadas, sendo esta adesão promovida por uma matriz polimérica de origem 

polissacarídica ou protéica (Cucarella et al., 2001; Arrizubieta, et al 2004; Lasa e 

Penadés, 2006) e (3) desprendimento do biofilme (Otto 2008).  

    As adesinas, um grupo de proteínas chamadas MSCRAMM (Componentes da 

superfície Microbiana que reconhecem as Moléculas Adesivas da Matriz) estão 



envolvidas com a adesão primária dos estafilococos as superfícies (Simojoki et al., 

2012). Dentre as adesinas podemos citar as proteínas de ligação a fibronectina (fnb), 

proteína de ligação ao colágeno (cna) (Vancraeynest et al., 2004) e autolisina (atlE) 

(Vandecasteele et al 2003).  

     Em Staphylococcus, o componente mais importante na adesão entre as células 

bacterianas é o polissacarídeo de adesão intercelular (PIA), um homopolímero linear de 

até 130 resíduos de beta N-acetilglicosamina (Vuong e Otto, 2002) que é codificado 

pelo lócus ica do operon icaADBC  e sua expressão é regulada por icaR (O’ Toole et al., 

2000; Cucarella et al., 2001; Conlon et al., 2002) que, junto com outros polímeros como 

ácidos teicóicos e proteínas, formam a matriz extracelular também chamada de ―slime‖ 

(Otto 2008).  

    Na biossíntese do PIA, que é realizada pelos produtos dos genes do lócus ica, icaA  

apresenta atividade catalítica N-acetilglicosaminatranferase, sendo capaz de transferir os 

resíduos N-acetilglicosamina a partir de udp-N-acetilglicosamina para a cadeia de PIA 

em formação. O gene icaA sozinho tem baixa atividade catalítica, necessitando assim da 

expressão concomitante de icaA e icaD para apresentar plena atividade (Gerke, et al., 

1998; Gotz, 2002;), sintetizando assim oligômeros com 10 a 20 resíduos 

aproximadamente de beta 1,6-N-acetilglicosamina (Gotz, 2002; Dobinsk et al., 2002).  

A função do icaC ainda não é muito bem descrita, entretanto, presume-se que icaC 

esteja envolvido na exportação da cadeia de PIA em crescimento para fora da célula. 

Além disso, icaC quando expresso simultaneamente com icaA e icaD, é capaz de 

produzir oligômeros ainda mais longos com 130 resíduos (Gerke, et al., 1998; Von Eiff 

et al., 2002). O gene icaB tem atividade de diacetilação durante a síntese do PIA (Vuong 

et al., 2004). 



     Em estafilococos isolados de animais, um novo gene envolvido na formação de 

biofilme, bap (Proteína associada à biofilme), foi encontrado apenas em algumas 

amostras de S. aureus isoladas dos casos de mastite bovina (Cucarella, et al., 2001).  O 

gene bap, que codifica uma proteína grande de 2276 aminoácidos (aa), promove a 

adesão em uma superfície e adesão intercelular (acúmulo) (Cucarella et al., 2001;  

2004).  

    O gene bap está localizado em uma ilha de patogenicidade móvel (Ubeda, et al., 

2003). Em S. aureus, bap está inserido na ilha de patogenicidade móvel estafilocócica 

SaPIbov2. Genes ortólogos de bap têm sido encontrados em outras espécies de 

estafilococos, entretanto, os genes ortólogos de bap nessas espécies de estafilococos não 

estão localizados na ilha de patogenicidade SaPIbov2 (Tormo et al., 2005). 

     Um gene homólogo ao bap, o bhp é encontrado em amostras humanas de S. 

epidermidis. A similaridade de sua sequência sugere que bhp está envolvido na 

formação de biofilme de maneira parecida ao bap de amostras animais (Cucarella et al., 

2001; Tormo et al., 2005). 

         Os estafilococos produzem diversas toxinas extracelulares como as enterotoxinas 

(EE), a toxina 1 da síndrome do choque tóxico (TSST-1), as toxinas esfoliatinas A e B, 

hemolisinas α, β, e δ e leucocidinas (Mehrotra et al., 2000; Balaban e Rasooly, 2000; 

Dinges et al., 2000).  

     As enterotoxinas, assim como TSST-1 são conhecidas por superantígenos (Merrotra 

et al., 2000).  Esses superantígenos interagem com as células T receptoras de antígenos 

(TCR) e com o Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) de classe II 

presentes nas células apresentadoras de antígeno. Essa interação resulta na ativação e 

proliferação de células T inespecíficas (Le Loir et al., 2003) ocorrendo assim a 

produção de citocinas pró inflamatórias provenientes das células T como interleucina 



(IL-1,IL-2), interferon gama (IFN-γ) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) . A 

produção de grande quantidade de citocinas causa uma reação inflamatória intensa 

danificando os tecidos dos hospedeiros (Shultz e Raij, 1992; Mccormick et al., 2003; 

Huang et al., 2007). 

     Embora as enterotoxinas sejam similares em sua composição e atividade biológica, 

são identificadas separadamente em função de suas diferenças antigênicas. Atualmente, 

são conhecidas 22 enterotoxinas sorologicamente distintas: SEA, SEB, SEC (SEC1, 

SEC2 e SEC3), SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SER, SES, SET (Argudín et al., 2010) são 

enterotoxinas que apresentam atividade  emética (Le Loir et al., 2003; Vasconcelos e 

Cunha, 2010). Algumas enterotoxinas apresentam baixa atividade emética enquanto 

outras ainda precisam ser testadas, e por esse motivo, essas enterotoxinas são 

denominadas enterotoxinas-like (SEl) (Lina et al., 2004). São elas: SElJ, SElK, SElL, 

SElM, SElN, SElO, SElP, SElQ, SElU, SElU2, e SElV (Argudín et al., 2010). A toxina 

da síndrome do choque tóxico (TSST-1) foi inicialmente denominada SEF, entretanto, 

por não apresentar, in vivo, atividade biológica característica de uma enterotoxina, foi 

então denominada de TSST-1 (Fueyo et al., 2005). 

 Os genes codificadores de enterotoxinas se localizam em diferentes partes do  

genoma bacteriano. Esses genes estão localizados em plasmídios, fagos, cromossomos 

ou ainda podem estar presentes em ilhas de patogenicidade (Jarraud, et al., 2001; 

Letertre, 2003; Bania et al., 2006; Gomez et al., 2007). 

     As enterotoxinas produzidas por estafilococos são solúveis em água, com peso 

molecular entre 26.000 a 29.000 daltons (Bergdoll et al., 1981) e são produzidas 

principalmente durante a metade e o fim da fase exponencial do crescimento bacteriano. 

São resistentes à hidrólise pelas enzimas gastrointestinais permanecendo ativas no trato 



digestivo após a ingestão (Balaban e Rasooly, 2000; Le Loir et al., 2003; Adwan et al., 

2005; Pelisser et al., 2009).  Além disso, as enterotoxinas são termoestáveis não sendo 

inativadas pelo processo de pasteurização ou por outros tratamentos térmicos, o que 

significa que a atividade biológica das enterotoxinas permanece sem alterações mesmo 

após o tratamento térmico do alimento (Evenson et al., 1988; Asao et al., 2003).  

Algumas dessas enterotoxinas podem contribuir para a persistência do micro-organismo 

em casos de mastite subclínica (Boynucara, et al., 2008).  

         A intoxicação alimentar estafilocócica ocorre após a ingestão de alimentos 

contaminados por enterotoxinas pré-formadas produzidas por bactérias do gênero 

Staphylococcus (Adesyn et al., 1984), sendo as enterotoxinas estafilocócicas A (SEA) e 

SED as mais encontradas em alimentos (Hwang et al., 2007; Pelisser et al., 2009).   Dos 

sintomas desencadeados pela intoxicação alimentar, além de vômito, observa-se 

também diarréia, náuseas e dores abdominais. Esses sintomas geralmente surgem após 

quatro horas da ingestão do alimento contaminado permanecendo por até quarenta e oito 

horas. Esse tipo de intoxicação geralmente não é letal, sendo que os casos mais graves, 

com relato de mortalidade por intoxicação alimentar estafilocócica, ocorrem entre 

idosos, crianças e imunossuprimidos (Balaban e Rasooly, 2000; Do Carmo et al., 2004 

Stiles e Krakauer, 2005). 

    Em diversos estudos já foi relatado à presença de genes de enterotoxinas ou a 

produção de SEs por S. aureus isolados de leite e derivados associados a animais com 

mastite (Ercoline et al., 2004; Loncarevic et al., 2005; Normanno et al 2005).  

    Dentre as espécies de estafilococos, S. aureus é a espécie mais comumente envolvida 

nos surtos de intoxicação alimentar (Blaiotta et al., 2004; Loncarevic et al., 2005; 

Pelisser et al., 2009), entretanto, alguns estudos mencionam outras espécies de 



estafilococos coagulase positiva (S.intermedius e S. hycus) enterotoxigênicos (Adesyn et 

al., 1984; Vernozy-Rozand et al., 1996).   

     Os ECN foram durante muito tempo considerado micro-organismos saprófitas ou 

raramente patogênicos (Kloos e Bannerman, 1994), entretanto, existem estudos do perfil 

toxigênico de ECN que evidenciam a produção de enterotoxinas nestes micro-

organismos, incluindo S. capitis, S. cohnii, S. epidermidis, S. haemolyticus, e S. xylosus 

(Breckinridge e Bergdoll, 1971; Hoover et al., 1983; Balaban e Rasooly, 2000), 

sugerindo que mais atenção deveria ser dada a este grupo de micro-organismos (Zell, et 

al., 2008). 

     A capacidade dos estafilococos, principalmente S. aureus de crescer e produzir 

enterotoxinas em diversas condições é evidente pela variedade de alimentos 

relacionados com surtos de intoxicação alimentar (Le Loir et al., 2003), com destaque 

para o leite que é um excelente meio de cultura para o crescimento de Staphylococcus 

(De Buyser et al., 2001). Assim, o leite mastítico e seus derivados podem se tornar 

responsáveis por surtos de intoxicação alimentares, o que é um problema de saúde 

pública (Costa et al., 2000; Fagundes e Oliveira 2004), apesar que nem todos os 

estafilococos produzem enterotoxinas ou a quantidade produzida pode ser insuficiente 

para causar intoxicação alimentar (Morandi et al., 2007). 

     A TSST-1 é uma proteína com massa molar de 22.000 a 30.000 daltons codificada 

pelo gene tst  (Dinges et al., 2000; Stiles et al., 2005; Hale et al., 2006) localizado no 

cromossomo bacteriano em um elemento genético móvel (Novick, 2003).  

     A toxina é responsável pela Síndrome do choque Tóxico (TSS) e por ser um 

superantígeno que, quando presente na corrente sanguínea, desencadeia sintomas como 

febre, hipotensão e descamação da pele (Stiles 2005; Hale et al., 2006). Se o paciente 



não for tratado imediatamente, pode levar a um choque letal (Dinges et al., 2000).  

Inicialmente a doença foi observada com mais freqüência em mulheres durante o 

período menstrual, sendo associado ao uso de tampões absorventes. Mais tarde foi 

observada em mulheres e homens como conseqüência de abcessos estafilocócicos, 

infecções, feridas cirúrgicas, osteomielite (Konemman et al., 2001).  

     Staphylococus aureus é a principal espécie produtora de TSST-1, mas alguns estudos 

relatam a produção da toxina por ECN (Crass, Bergdoll, 1986; Udo, 1999; Cunha et al. 

2006).   A presença do gene tst tem sido investigada em amostras de origem animal, 

principalmente em S. aureus isolados de amostras de leite cru e amostras de leite 

coletadas de animais com mastite.  A TSST-1 é uma toxina de grande importância por 

provocar o choque tóxico em humanos, mas em animais mais estudos são necessários 

para determinar o seu papel em S. aureus isolados de rebanhos leiteiros (Karahan et al., 

2009). 

     A PVL é uma exotoxina codificada pelos genes Luk-F e Luk-S e sua presença em 

isolados de S. aureus está associada a necrose tecidual (Dufour et al., 2002), sendo as 

consequências clínicas das infecções causadas por S. aureus portadores do gene luk-PV  

tendem a ser mais graves do que quando causada por S. aureus não portadores do gene 

(Gillet et al., 2002).  

     Os dois componentes da PVL, LukS-PV e LukF-PV são secretados por S. aureus 

antes de montar um heptâmero na membrana do leucócito polimorfonuclear. LukS-PV 

se liga a um receptor de membrana do leucócito polimorfonuclear onde posteriormente 

se dimeriza com LukF-PV seguido de ligação alternada de LukS-PV e LukF-PV até a 

formação do heptâmero.   Dependendo da concentração de PVL pode ocorrer a lise ou 

apoptose do leucócito. Baixas concentrações de PVL induzem a apoptose por uma via 



na qual a PVL induz a formação de poros na membrana mitocondrial que causa a 

liberação do citocromo c e indução das caspases 9 e 3 (Genestier et al., 2005). 

     A lise ou apoptose do leucócito causado pela PVL conduz a evasão da primeira linha 

de defesa do hospedeiro, entretanto o caminho que conduz a necrose tecidual e sepse 

grave ainda não está muito bem esclarecido. A observação de que as células epiteliais 

não são afetadas por PVL purificada, sugere que a PVL não causa diretamente a necrose 

tecidual. Dessa forma, possivelmente a PVL induz a necrose tecidual e sepse de maneira 

indireta, podendo ocorrer tanto pela liberação de citocinas presentes nos grânulos dos 

lisossomos dos neutrófilos lisados ou pelo desencadeamento de uma cascata 

inflamatória pela lise ou apoptose dos leucócitos. A lise celular induz a liberação de 

espécies reativas do oxigênio e de vários mediadores inflamatórios por meio dos 

granulócitos (Kaneko et al., 2004; Boyle-Vrava e Daum, 2007).  

 A produção da exotoxina PVL por S. aureus é um importante fator de virulência 

nos casos de doenças necrotizantes em humanos (Lina et al., 1999), e a ocorrência de S. 

aureus positivos para o gene da PVL em amostras de S. aureus isoladas em animais 

com mastite também é realizada, com destaque para o trabalho realizado por Zecconi et 

al. (2006) que, ao avaliarem a presença do gene luk-PV em cinqüenta S. aureus isolados 

de vacas com mastite, encontraram o gene em mais de 50,0% das amostras .        

    Um dos fatores preocupantes no controle das mastites é a resistência dos agentes 

etiológicos aos antimicrobianos. As razões que levam à utilização de agentes 

antimicrobianos são o controle e o tratamento dos animais com mastite. Contudo, 

muitas vezes os antibióticos são utilizados de maneira incorreta, contribuindo para o 

aumento do número de cepas resistentes às drogas utilizadas, dificultando o tratamento 

da infecção (Contreras et al., 1995; Zanette et al., 2010; Haran, et al., 2012 ).  



     Amostras de S. aureus isoladas de casos de mastite apresentam característica de 

resistência a vários antibióticos utilizados rotineiramente no tratamento dos animais  

doentes (Freitas et al., 2005). A pressão seletiva provocada pelo uso dos 

antimicrobianos foi responsável pelo surgimento, nas ultimas décadas, de amostras de S. 

aureus multirresistentes, o que torna S. aureus o micro-organismo mais difícil de ser 

combatido (Fagundes e Oliveira, 2004). 

     Os agentes antimicrobianos são amplamente utilizados no tratamento das infecções 

do úbere. Entre as drogas aprovadas para o uso no tratamento da mastite destacam-se os 

beta-lactâmicos tais como penicilinas e cefalosporinas (Piorala e Tapone, 2009). 

     Micro-organismos que exibem resistência aos beta- lactâmicos e classificados como 

S. aureus meticilina (oxacilina) - resistentes (―MRSA‖) são muitas vezes resistentes à 

maioria dos agentes antimicrobianos, incluindo os aminoglicosídeos, macrolídeos,  

estreptomicinas, dentre outras drogas (Wang et al. 2008; Kumar et al., 2010).  

     Em S. aureus, o gene mecA codifica a proteina de 78 kDa, a proteína  ligadora de 

penicilina modificada (PBP) 2a ou (PBP2’), responsável pela resistência à meticilina e 

todos os outros antibióticos beta- lactâmicos (Ruud et al., 2008).  

    A parede celular é alvo da ação de muitos antibióticos como os beta- lactâmicos que 

agem bloqueando a biossíntese do peptideoglicano (McCallum et al., 2010). O 

peptideoglicano, principal componente da parede celular de estafilococos, é formado 

pelo dissacarídeo beta-1-4-N-acetilglicosamina e ácido N-acetilmurâmico que se dispõe 

alternadamente sendo que no ácido N-acetilmurâmico encontram-se os peptídeos L-

alanina, D-Glutamina, L- lisina e D-alanina por onde ocorre a ligação cruzada com um 

grupamento de pentaglicina (Giesbrecht et al., 1998). O processo de ligação cruzada é 

catalisado por enzimas transpeptidases, as proteínas ligadoras de penicilina (PBPs) 

(Höltje, 2001). 



    Em S. aureus sensível à meticilina (MSSA), os antibióticos beta- lactâmicos se ligam 

às PBPs presentes na parede celular da bactéria resultando na interrupção da síntese do 

peptideoglicano, o que culminará na morte da bactéria. Já em S. aureus resistente à 

meticilina (MRSA), PBP2a está presente, impedindo os antibióticos beta- lactâmicos de 

se ligar, assim, a síntese de peptideoglicano não é interrompida, resultando no 

crescimento de MRSA (Berger-Bachi e Rohrer, 2002). 

  O gene mecA está localizado em um elemento genético móvel chamado de 

cassete cromossômico mec (SCCmec) (Ito et al., 2003). Esse cassete possui dois 

componentes genéticos em sua estrutura. O primeiro é o complexo mec, composto pela 

IS431, o gene mecA e seus reguladores: um operon com um repressor (mecI) e um 

transdutor de sinal (mecR1). O segundo é o complexo ccr, com três genes ccr distintos 

classificados como: ccrA, ccrB e ccrC,  responsáveis pela transposição do SCCmec (Ito 

et al 2003; IWG-SCC 2009). 

     Além dos genes de resistência carreados por SCCmec, S. aureus pode apresentar 

também genes de resistência antimicrobiana em outros locais do genoma e também em 

plasmídios (Lindsay e Holden, 2006).  

     A presença de MRSA em amostras isoladas de animais tem se destacado também em 

decorrência da crescente preocupação de que infecções humanas possam ser causadas 

por MRSA proveniente de alimentos contaminados e produtos de origem animal, 

incluindo o leite (Lee, 2003).  

     ECN são micro-organismos importantes na medicina humana por estar envolvido em 

infecções nosocomiais e também para a medicina veterinária por ser  comumente 

isolados dos casos de mastite (Von Eiff et al., 2002). O aumento do número de casos de 

infecções por ECN e sua freqüente resistência à meticilina tem dificultado o controle da 

doença por este agente (Palazzo e Darini, 2006). É importante ressaltar também a 



importância dos ECN resistentes à meticilina para o surgimento de MRSA pela 

transmissão do gene mecA para S. aureus sensível à meticilina (Yasuda et al., 2000; 

Hanssen e Sollid, 2006). 

   Estudos epidemiológicos de Staphylococcus spp. em rebanhos de ovinos são escassos 

na literatura, principalmente em rebanhos nacionais. Dessa forma, a pesquisa do perfil 

clonal das espécies de estafilococos encontradas no leite ovino poderá contribuir para 

compreensão do padrão de cepas presentes em diferentes rebanhos, possibilitando 

medidas de prevenção e controle da disseminação de clones de estafilococos 

patogênicos e multiresistentes 

 

 1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo Geral:  

 

 Caracterizar o perfil clonal e os fatores de virulência e de resistência aos 

antimicrobianos em Staphylococcus spp. isolados de leite de ovinos.  

 

 1.1.2 Objetivos específicos:  

 

 Identificar as espécies de Staphylococcus spp. isoladas de leite de ovinos com 

mastite subclínica e no leite de portadores assintomáticos; 

 Detectar a presença dos genes das enterotoxinas (sea, seb, sec, sed), toxina 1 da 

síndrome do choque tóxico (tst) e da leucocidina Panton-Valentine (luk-PV) nas 

amostras isoladas; 



 Detectar a presença dos genes icaA, icaC, icaD, bap, bhp e aap envolvidos na 

formação de biofilme. 

 Investigar a expressão dos genes de toxinas e biofilme pelas amostras de 

Staphylococcus spp. isoladas. 

 Determinar os perfis de sensibilidade das amostras de Staphylococcus spp. aos 

antimicrobianos mais utilizados em medicina veterinária; 

 Detectar a presença do gene mecA nas amostras isoladas; 

 Tipagem molecular por PFGE para determinação do perfil clonal dos isolados de  

Staphylococcus spp.. 
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Resumo 

A mastite é a inflamação da glândula mamária, uma doença normalmente de origem 

infecciosa. Staphylococcus aureus está entre os principais agentes causadores desta 

enfermidade em ovinos, sendo a presença de cepas resistentes aos antimicrobianos 

empregados um dos maiores entraves ao tratamento dos animais doentes. Além dos 

mecanismos de resistência, S. aureus pode apresentar diversos fatores de virulência 

como a produção de biofilmes, toxinas e leucocidinas. O presente trabalho teve como 

objetivo avaliar o perfil clonal, fatores de virulência e determinar a resistência a 

antimicrobianos, com ênfase à resistência a oxacilina de S. aureus isolados de leite de 

ovelhas de três rebanhos localizados em diferentes propriedades do Estado de São 

Paulo, Brasil. As amostras de leite foram colhidas de todos os tetos após realização do 

Califórnia Mastitis Test (CMT) para Contagem de Células Somáticas (CCS), 

identificação de S. aureus, investigação da presença de genes codificadores de 

enterotoxinas (sea, seb, sec e sed), da toxina TSST-1(tst), de biofilme (icaA, icaC, icaD, 

bap) e da leucocidina (luk-PV), bem como a determinação da resistência a oxacilina 

pela pesquisa do gene mecA e perfil de sensibilidade a doze antimicrobianos. Os 

isolados com a presença do gene para toxinas e biofilme foram testados para detecção 

do RNA mensageiro e avaliação da capacidade de expressão. Além disso, foi 

investigado o perfil clonal dos S. aureus por meio da técnica de eletroforese de campo-

pulsado (PFGE). No total foram coletadas 473 amostras de leite de 242 animais das três 

propriedades, das quais foram isoladas 20 amostras de S. aureus, sendo que nenhuma 

apresentou o gene mecA e todas foram sensíveis a todos as drogas testadas, exceto uma 

amostra que foi resistente a tetraciclina. Sete amostras apresentaram algum gene de 

toxina, sendo o gene seb o mais encontrado, estando presente em cinco amostras, 

seguido por sea em três, sec em dois, tst e luk-PV em uma amostra. As duas amostras 

positivas para o gene sec também foram positivas na técnica de RT-PCR, bem como as 

amostras com o gene tst e luk-PV. Em nenhuma das amostras foi encontrado o operon 

ica completo ou a expressão por RT-PCR dos genes ica detectados (icaC, icaD e icaB). 

O gene bap foi encontrado em quatro amostras, entretanto nenhuma foi positiva na 

técnica de RT-PCR. A tipagem das 17 amostras de S. aureus revelou a presença de um 

clone comum nas três propriedades estudadas. A maioria das amostras de S. aureus 

estava associada a casos de mastite subclinica, sendo que apenas duas amostras não 

estavam causando infecção, o que mostra a importância de S. aureus na etiologia da 

mastite ovina. As amostras apresentaram um alto perfil de sensibilidade às drogas 

testadas e não foram produtoras de biofilme, mas confirmaram seu potencial toxigênico.  

Palavras chave: mastite, Ovinos, Staphylococus aureus, resistência antimicrobiana e 

fatores de virulência. 

 

 

 



2.1 Introdução 

    A mastite é a inflamação da glândula mamária e se caracteriza por alterações físicas, 

químicas e microbiológicas no leite, além de alterações teciduais. Ocorre descarte 

prematuro das ovelhas com anormalidades de úbere e a redução do ganho de peso dos 

cordeiros.  Em pequenos ruminantes como os ovinos, estafilococos coagulase-negativa 

são os micro-organismos mais isolados em casos de mastite subclínica (1,2), já S. 

aureus, é responsável por causar mastite clínica e subclínica (3). S. aureus foi o micro-

organismo mais isolado de amostras de leite provenientes de ovelhas da raça Awassi 

com mastite subclínica, correspondendo a 39,0% dos isolados, seguido por 

Streptococcus spp (25,0%), Escherichia coli (19,6%) e estafilococos coagulase negativa 

(17,9%) (4).  

    Um dos fatores preocupantes no controle das mastites é a resistência dos agentes 

etiológicos aos antimicrobianos. O sucesso na terapia é prejudicado pelo crescente 

número de estirpes resistentes aos medicamentos que são usados em Medicina 

Veterinária. A resistência estafilocócica à meticilina está associada à aquisição do 

cassete cromossômico mec (SCCmec), considerado uma ilha de resistência e composto 

pelo gene estrutural mecA, sendo os S. aureus portadores desse gene classificados como 

S. aureus meticilina (oxacilina) - resistentes (―MRSA‖) que são freqüentemente 

resistentes à maioria dos agentes antimicrobianos, incluindo os aminoglicosídeos, 

macrolídeos, cloranfenicol, tetraciclina e fluorquinolonas (5,6).  

    Além da resistência, S. aureus se destaca por produzir diversos fatores de virulência 

como enterotoxinas, leucocidinas e biofilme (7) que são importantes por contribuir no 

agravamento da doença além de ser uma questão de saúde pública. A formação de 

biofilme permite a aderência e colonização do epitélio da glândula mamária (8), a 

leucocidina causa necrose tecidual, além da destruição de leucócitos, e a produção de 



enterotoxinas (SEs) pode levar a intoxicação alimentar. (9). Assim, o trabalho teve 

como objetivo caracterizar o perfil clonal, os fatores de virulência e de resistência aos 

antimicrobianos em S. aureus isolados do leite de glândulas mamárias de ovinos com 

mastite subclínica e de portadores assintomáticos.  

     

2.2 Resultados  

    Das 473 amostras de leite isoladas de 242 animais incluídos no estudo foram 

encontrados micro-organismos em 169 (35,7%) amostras, enquanto nas demais não 

houve isolamento microbiológico. Dos micro-organismos isolados, 20 (11,8%) foram 

identificados como S. aureus, sendo que 18 (90,0%) amostras foram isoladas de casos 

de mastite subclínica e apenas duas (10,0%) amostras foram encontradas em animais 

sem mastite. Das 20 amostras encontradas, quatro foram do rebanho de Botucatu, duas  

do rebanho de Nova Odessa e 14 do rebanho de São Carlos.  

 

2.2.1 Resistência Antimicrobiana     

    O gene mecA não foi encontrado em nenhuma das amostras de S. aureus e  a maioria  

mostrou sensibilidade a todos os agentes antimicrobianos testados (Tabela 1), exceto 

uma amostra que apresentou resistência a tetraciclina.  

 

 

 

 



Tabela 1. Perfis de resistência de Staphylococcus aureus isolados no leite de ovelha 

com mastite frente a 12 antimicrobianos pela técnica de disco-difusão. 

Antimicrobiano 

Sensível 

N(%) 

Resistente 

N(%) 

Oxacilina 20 (100,0) - 

Cefoxitina 20 (100,0) - 

Tetraciclina  19 (95,0) 1(5,0) 

Penicilina 20 (100,0) - 

Gentamicina  20 (100,0) - 

Eritromicina 20 (100,0) - 

Ciprofloxacina 20 (100,0) - 

Linezolida 20 (100,0) - 

Clindamicina 20 (100,0) - 

Cotrimoxazol  20 (100,0) - 

Rifampicina 20 (100,0) - 

Vancomicina 20(100,0) - 

 

 

2.2.2 Detecção de Toxinas  

    Um total de sete (35,0%) amostras carrearam algum gene de exotoxina isolado ou 

concomitante (Tabela 2). Das sete amostras positivas no PCR para algum gene de 

exotoxina, três (15,0%) foram positivas na técnica de RT-PCR, sendo que uma amostra 

com os genes sec+tst expressaram os dois genes concomitantemente, uma amostra 

positiva para os genes sea+seb+luk-PV expressou somente o gene luk-PV e a terceira 

amostra positiva para os genes sea+sec, expressou somente o gene sec.  

 



Tabela 2: Detecção dos genes e da expressão das exotoxinas  

Gene/Expressão 

PCR RT-PCR 

N (% ) N(% ) 

sea+seb+luk-PV/ PVL 1(5,0) 1(5,0) 

sea+seb 2(10,0) 0 

sec+tst/EEC+TSST-1 1(5,0) 1(5,0) 

sea+sec/EEC 1(5,0) 1(5,0) 

Seb 2(10,0) 0 

Total 7(35,0) 3(15,0) 

 sea, seb, sec tst, luk-PV: presença dos genes das toxinas A, B, C, TSST-1 PVL.  PVL, TSST-1 e EEC: expressão das toxinas. 

 

 

2.2.3 Detecção de Biofilme 

    Quanto aos genes de biofilme (Tabela 3), o operon icaADBC completo não foi 

encontrado em nenhuma das amostras. Os genes icaC, icaD e icaB foram encontrados 

concomitantemente em apenas uma amostra, enquanto  os genes icaD e icaB foram 

encontrados concomitantemente ou isolados. O gene icaA não foi encontrado em 

nenhuma amostra e três (15,0%) amostras não apresentaram nenhum dos genes do 

operon. Nenhuma das amostras expressou qualquer um dos genes do operon ica.  O 

gene bap foi encontrado em quatro (20,0%) amostras, entretanto, nenhuma amostra 

expressou esse gene.      

 

 

 



Tabela 3: Detecção dos genes e da expressão de biofilme 

Genes 

PCR RT-PCR 

N(% ) N(% ) 

icaC+icaD+icaB  1(5,0) 0 

icaD+icaB 6(30,0) 0 

icaD 5(45,0) 0 

icaB 1(5,0) 0 

icaD+bap 4(20,0) 0 

Total 17 0 

      icaC, icaD, icaB, bap: presença dos gene de biofilme. 

 

 

2.2.4 Tipagem  

    A tipagem molecular por PFGE foi realizada em 17 amostras, pois três amostras 

provenientes do rebanho de São Carlos não foram possíveis de serem tipadas. O PFGE 

(Figura 1) revelou a presença de dois clones, um maior com agrupamento de 10 

amostras (uma de Nova Odessa, cinco de São Carlos e quatro de Botucatu) e outro 

menor com somente duas amostras de São Carlos. As outras cinco amostras (uma de 

Nova Odessa e quatro de São Carlos) mostraram um perfil policlonal.  
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Figura1: Dendrograma gerado pela análise Dice/UPGMA (Bionumerics, Applied Math s) dos perfis PFGE 

– SmaI dos 17 isolados de Staphylococcus aureus (similaridade ≥80%).  

 

    Quanto aos fatores de virulência (Tabela 4), no clone maior (10 amostras), apenas 

uma amostra apresentou um gene para enterotoxina e para TSST-1 e expressou os dois 

genes. Em uma amostra foi encontrado o gene bap e em 5 foram encontrados o gene 

icaB do operon icaADBC, mas não foi detectada a expressão desses genes relacionados 

a formação do biofilme. 

    No clone menor (duas amostras), não foi encontrado nenhum gene para qualquer uma 

das toxinas estudadas. Quanto aos genes da formação de biofilme, apenas o gene bap e 

o gene icaD foi encontrado nas duas amostras , porém não detectados no RT-PCR. Os 

genes do operon icaADBC não foi encontrado em nenhuma das amostras.  

 

 

Clone 1 

Clone 2 



Tabela 4 : Características dos clones de S. aureus isolados de amostras de leite 

ovino 

Clones 
N° de 

amostras 
Genes EEs 

Expressão 

EEs 

Gene 

TSST

-1 

Expressão 

TSST-1 

Gene 

bap 

Expressão 

Bap 
Genes icaADBC Expressão icaADBC 

Clone 1 10 
A (0); B (0);      

C (1); D(0) 

A (0); B (0); 

C (1); D(0) 
1 1  1 0 icaA(0), icaC(0), 

icaB (5) icaD (10) 

icaA(0), icaC(0), 

icaB (0) icaD (0) 

Clone 2 2 
A (0); B (0);      

C (0); D(0) 

A (0); B (0);      

C (0); D(0) 
0 0  2 0 

icaA(0), icaC(0), 

icaB (0) icaD (2) 

icaA (0); 

icaC(0);icaB(0); 

icaD(0) 

EEs: enterotoxinas 

 

 

2.3 Discussão 

 

    S. aureus é um micro-organismo versátil responsável por causar infecções em 

diversos hospedeiros, e considerado um dos mais importantes agentes patogênicos na 

etiologia da mastite infecciosa em vacas, cabras e ovelhas, pois é responsável por causar 

infecção crônica do tecido mamário que é muito difícil de ser tratada (10).  No presente 

trabalho S. aureus foi encontrado em 20 (11,8%) amostras de leite.  

    O gene mecA não foi encontrado em nenhuma das amostras de S. aureus estudadas. 

Vyletelova et al (11) também não encontraram o gene mecA em nenhuma das amostras 

de S. aureus isoladas de leite ovino, enquanto que nas amostras isoladas de leite de vaca 

foi encontrado o gene em 20 amostras (6,1%) de S. aureus. Segundo Zafalon et al. (12), 

as cepas de S. aureus que apresentam resistência a oxacilina mediada pelo gene mecA, 

geralmente apresentam maior resistência a outros antibióticos quando comparado com 

outros micro-organismos sensíveis a oxacilina. No presente trabalho, o perfil de 

sensibilidade aos antimicrobianos testados entre os isolados de S. aureus revelou 



somente uma amostra com resistência apenas a tetraciclina, e as demais amostras foram 

sensíveis a todas as drogas testadas. Resultados similares foram encontrados por 

Vyletelova et al (11) em amostras de S. aureus isoladas de ovinos. Pengov e Ceru (13) 

em estudo com isolados de S. aureus obtidos de amostras de leite ovino evidenciaram 

altos índices de sensibilidade a todos as drogas testadas, com percentuais de resistência 

de 6,3% apenas para a penicilina e ampicilina.   

    As infecções intramamárias causadas por S. aureus podem trazer conseqüências para 

a saúde humana devido às toxinas produzidas por estes micro-organismos que são 

secretadas e permanecem estáveis no leite (14), e podem causar intoxicação alimentar 

(15). No presente estudo sete amostras apresentaram algum gene de enterotoxina ou 

TSST-1, sendo o gene seb o mais encontrado, seguido por sea e sec, respectivamente. O 

gene sed não foi encontrado em nenhuma das amostras. Diferente desses resultados, 

para Scherrred et al. (16) sec foi o gene mais encontrado nas 191 amostras de S. aureus 

obtidas de amostras de leite  ovino e caprino, estando presente em 123 (64,4%) isolados, 

seguido por seg (16,2%), sea (14,6%), sej (13,6%), sei (12,6%), seb (2,1%) e sed 

(2,1%).  Na literatura, são relatados os genes sea e seg (16,17), sec, sed, seg e sei (18) 

como os mais freqüentemente detectados em S. aureus isolados de animais.  

Embora o gene seb tenha sido o mais detectado, ele não foi expresso por nenhuma 

amostra de S. aureus. Somente duas (10,0%) amostras de S. aureus expressaram o gene 

sec e uma (5,0%) o gene tst. As enterotoxinas A e D são as mais comumente envolvidas 

em surtos de intoxicação alimentar (19), entretanto os resultados obtidos nesse estudo 

mostram a importância da enterotoxina C em cepas isoladas de ovinos, bem como a 

TSST-1. Outros autores relatam a detecção dessa toxina mais freqüentemente em 

amostras de casos de mastite clínica em bovinos, caprinos e ovinos (20). Na Inglaterra 

Bone et al., (21) relataram casos de intoxicação alimentar causadas pelo consumo de 



queijos produzidos com leite de ovelhas. A análise das amostras de queijo revelou a 

presença de enterotoxinas. Outras análises feitas com amostras de leite e queijo levaram 

os autores a concluírem que a contaminação do alimento por S. aureus não ocorreu 

durante o processo de produção, mas porque os animais produtores do leite estavam 

infectados. 

     Quanto à exotoxina PVL, esta foi encontrada em apenas uma amostra que teve sua 

expressão confirmada. A PVL é um dos mais importantes fatores de virulência 

produzido por S. aureus por contribuir com sua patogenicidade. Essa toxina está 

associada a diversas doenças em humanos como pneumonias e dermatites necrotizantes 

(22). A presença do gene luk-PV também tem sido investigada e encontrada em 

amostras de S. aureus de casos de mastite (18, 10, 23), porém esse é o primeiro relato da 

expressão dessa toxina em S. aureus isolados de ovinos. 

    Dentre os diversos fatores de virulência estudados em S. aureus, a produção de 

biofilme em isolados provenientes de casos de mastite ovina ainda é pouco estudada. O 

operon icaADBC é responsável pela síntese do polissacarídeo de adesão intercelular 

(PIA), principal componente do biofilme em estafilococos (8). Nesse estudo nenhuma  

das amostras estudadas apresentou o gene icaA, mas os outros genes do operon foram 

encontrados na maior parte das amostras, principalmente icaD (Tabela 3). Entretanto, 

nenhuma das amostras expressaram qualquer um dos genes ica encontrados. O fato das 

amostras não expressarem os genes do operon ica e conseqüentemente não produzirem 

o PIA provavelmente se deve ao fato de nenhuma das amostras apresentar o gene icaA  

que parece ser fundamental para a síntese de PIA, por ser responsável por catalisar a 

reação que adiciona as moléculas de beta N-acetilglicosamina para formação da cadeia 

de PIA (24). 



    O gene bap, que codifica uma proteína importante na formação de biofilme 

independente de PIA (25), foi encontrado em quatro amostras (Tabela 3), entretanto 

nenhum S. aureus expressou esse gene no RT-PCR. O gene bap não é comumente 

encontrado, sendo sua presença relatada em poucas amostras de S. aureus isoladas de 

casos de mastite subclinica bovina (26). Os resultados obtidos foram diferentes dos 

relatados por Tel et al., (27) ao analisarem 110 amostras de S .aureus isoladas de casos 

de mastite clínica ovina que não apresentaram o gene bap, enquanto foram positivas 

para os genes icaA e icaD. 

    Segundo Aguilar et al. (28) a maioria das amostras de S. aureus isoladas de casos de 

mastite está envolvida por uma camada de biofilme que auxilia na adesão e colonização 

do epitélio da glândula mamária. Entretanto as 20 amostras isoladas de ovinos nesse 

estudo não expressaram os genes estudados (icaADBC e bap). 

        A tipagem das 17 amostras de S. aureus revelou a presença de um clone comum 

nas três propriedades estudadas. A caracterização da diversidade genética dos S. aureus 

é de grande importância para compreensão do padrão de dispersão do patógeno.  Os 

resultados demonstram não haver uma grande heterogeneidade entre as estirpes de S. 

aureus, já que metade das amostras pertence a um único clone. Quanto ao perfil de 

virulência dessas cepas, apenas uma expressou sec e tst, as demais não expressaram 

nenhum dos fatores estudados, o que sugere que  outros fatores de virulência podem 

estar  relacionado com a capacidade desse clone de se disseminarem pelos rebanhos e se 

estabelecerem com sucesso na glândula mamária de ovinos causando mastite.  

    Os genes sec e tst, estão localizados em plasmideo e ilha de patogenicidade, 

respectivamente, e podem ser transferidos de uma bactéria para outra. A presença dos 

gene sec e tst em uma amostra sugere  que este clone, que teve a capacidade de se 



disseminar em todas os rebanhos estudados, provavelmente  recebeu esses genes de 

virulência de outros estafilococos, tornando-se mais virulento. 

 

2.4 Conclusão 

     A maioria das amostras de S. aureus encontradas foi isolada de casos de mastite 

subclinica, sendo que apenas duas amostras não estavam causando infecção, o que 

mostra a importância dos S. aureus na etiologia da mastite ovina. Todas as amostras de 

S. aureus isolados nos três rebanhos apresentaram um perfil de sensibilidade elevada 

frente às drogas testadas, Além disso, todas as amostras não foram produtoras de 

biofilme, revelando não serem fatores de virulência que justifiquem a infecção causada 

por essas cepas. Entretanto, algumas das amostras apresentaram potencial toxigênico 

com a produção de EEC, TSST-1 e PVL. Em amostras de S. aureus isoladas de leite 

ovino foi encontrado um clone que se disseminou nos rebanhos de ovinos. Além disso, 

a presença de sec e tst em uma das amostras do clone sugere a possibilidade desse clone 

em adquirir genes de virulência, o que é importante com relação a saúde do animal e 

higiene alimentar.  

 

2.5 Materiais e Métodos 

2.5.1 Origem das Amostras 

     As amostras de leite ovino foram coletadas de cada um dos tetos de 242 animais de 

rebanhos experimentais, sendo 37 provenientes do rebanho do Instituto de Zootecnia - 

Nova Odessa, 150 de rebanhos da Embrapa Pecuária Sudeste - São Carlos e 55 animais 

do rebanho da fazenda Edgardia, Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia - 

Botucatu, todas localizadas no Estado de São Paulo, Brasil.  



    Os ovinos dos rebanhos localizados em São Carlos e Nova Odessa pertenciam à raça 

Santa Inês, e os de Botucatu eram da raça Bergamácia.  

    Foram consideradas infectadas as glândulas mamárias que não apresentaram 

anormalidades ao exame clínico, mas apresentaram reação ao California Mastitis Test 

ou Contagem de Células Somáticas  positivo (29) e foram positivas no isolamento 

microbiológico. 

 

2.5.2 Isolamento e Identificação de S. aureus 

 

    As amostras de leite foram cultivadas em ágar sangue e incubadas a 37°C por 72 

horas. 

    As colônias bacterianas suspeitas foram coradas pelo método de Gram para 

visualização da morfologia. Colônias caracterizadas como cocos Gram positivos 

agrupados foram submetidas às provas de catalase e coagulase. O gênero 

Staphylococcus foi diferenciado de Micrococcus, com base nas provas de oxidação e 

fermentação da glicose, e pela resistência à bacitracina (0,04 U) e pela sensibilidade à 

furazolidona (100 mg) (Baker, 1984). Na identificação de S. aureus foi realizada a 

fermentação dos açúcares maltose, trealose e manitol.  

 

2.5.3 Testes de sensibilidade a antimicrobianos 

    Os 20 isolados de S. aureus foram submetidos aos testes de sensibilidade in vitro, 

pela técnica de disco-difusão segundo recomendações do Clinical Laboratory Standard 

Institute - CLSI (2011), com 12 antimicrobianos: rifampicina (5 g), linezolida (30 g), 

vancomicina (30 g), clindamicina (2 g), eritromicina (15 g), penicilina (10 UI), 



oxacilina (1 g), cefoxitina (30 g), tetraciclina (30 g), gentamicina (10 g), 

ciprofloxacina (5 g) e cotrimoxazol (25 g).  . 

 

2.5.4. Detecção dos genes mecA, icaADBC, bap,sea, seb, sec, sed, tst e luk-pvl 

 2.5.4.1 Extração do DNA. 

    O ácido nucléico total foi extraído a partir de amostras de Staphylococcus spp. 

cultivadas em ágar sangue, inoculadas individualmente em BHI e incubadas a 37ºC por 

24 h. A extração foi realizada com o Kit Illustra ® (GE Heathcare) que consiste na 

digestão inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/mL) e proteinase K 

(20 mg/mL). A seguir 500 L da solução de lise foi adicionados à mistura e esta foi 

centrifugada a 5.000 x g por 1 min. Posteriormente o sobrenadante foi transferido para a 

coluna e centrifugado a 11.000 x g por 1 min. A parte líquida foi descartada e 500 L de 

solução de lise foi novamente adicionados à coluna. Após a centrifugação a 11.000 x g 

por 1 min. e descarte da parte líquida, 500 L da solução de lavagem foi adicionados à 

coluna e esta submetida à centrifugação a 11.000 x  g por 3 min. A seguir, a coluna foi 

transferida para um tubo de 1,5 mL e 200 L de água Milli Q aquecida a 70ºC foi 

utilizada para a eluição. As amostras foram centrifugadas a 5000 x g por 1 minuto, e a 

coluna desprezada. O DNA extraído foi armazenado a -20°C. 

 

 2.5.4.2 Amplificação do DNA (PCR) para detecção dos gene mecA, biofilme e  

exotoxinas. 

    Os primers utilizados na PCR para cada um dos genes estudados se encontram na 

tabela 5. 



Tabela 5: Primers utilizados na PCR 

      Gene Sequência de nucleotídeos 5’ a 3’ 

Produto 

amplificado (pb)       Referencia 

icaA 

ACA GTC GCT ACG AAA AGA AA 

103 30 

GGA AAT GCC ATA ATG AGA AC 

icaC 

TAA CTT TAG GCG CAT ATG TTT 

400 30 

TTC CAG TTA GGC TGG TAT TG 

icaD 

ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG 

198 30 

CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA 

   icaB 

CTGATCAAGAATTTAAATCACAAA 

                 302 30 

AAA GTC CCA TAA GCC TGT TT 

   Bap 

CCC TAT ATC GAA GGT GTA GAA TTG CAC 

971 28 

GCT GTT GAA GTT AAT ACT GTA CCT GC 

Sea 

TTG GAA ACG GTT AAA ACG AA 

120 31 

GAA CCT TCC CAT CAA AAA CA 

Seb 

TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG 

478 31 

GCA GGT ACT CTA TAA GTG CC 

Sec 

GAC ATA AAA GCT AGG AAT TT 

257 31 

AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC 

Sed 

CTA GTT TGG TAA TAT CTC CT 

317 31 

TAA TGC TAT ATC TTA TAG GG 

Tst 

ATG GCA GCA TCA GCT TGA TA 

350 31 

TTT CCA ATA ACC ACC CGT TT 

luk-PV ATC ATT AGG TAA AAT GTC TGG ACA TGA TCC 

433 32 

GCA TCA ATT GTA TTG GAT AGC AAA AGC 

mecA ATC GAT GGT AAA GGT TGG 

533 33 

AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG 

 

  

 

 



2.5.4.3 Eletroforese em gel de agarose 

    Os géis de agarose foram preparados em concentração de 2,0% em TBE 1X, corados 

com SYBER SAFE DNA Gel Stain® (Invitrogen) e visualizadas em transiluminador de 

luz UV.  

2.5.5 Confirmação da expressão dos fatores de virulência   

    As amostras de S. aureus isoladas que apresentaram o gene codificador das 

enterotoxinas A, B, C, D ou da toxina 1 da síndrome do choque tóxico (TSST-1), 

biofilme (icaADBC e bap) e  luk-PV foram submetidas à confirmação da capacidade de 

expressão pela técnica de RT-PCR conforme descrito abaixo. 

  

2.5.5.1 Extração de RNA  

    O RNA total foi extraído a partir de amostras de S. aureus cultivadas em ágar 

sangue e inoculadas individualmente em caldo Infusão de Cérebro e Coração e 

incubadas a 37oC por 24 horas. Para a extração foi utilizado o Kit Illustra RNAspin 

Mini RNA de acordo com as orientações do fabricante. Foi transferido 200 μL da 

cultura de S. aureus para um eppendorf estéril de 1,5mL. Após centrifugação a 

10.000g por 1 minuto, foi removido todo o sobrenadante e adicionado 100μL de TE 

contendo 2mg/mL de lisozima, e incubado a 37°C por 10 minutos. Para lise das 

células foi adicionado 350μL de Buffer RA1 juntamente com 3,5μL de β-

mercaptoethanol. Em seguida a solução foi aplicada em filtros RNAspin Mini Filter 

units e centrifugada a 11.000g por 1 minuto, descartando os filtros após 

centrifugação. Para o ajuste das condições de ligação foi adicionado 350μL de etanol 

70% no filtrado, que foi transferido para o RNAspin Mini Column e centrifugado a 

8.000g por 30 segundos. Para a ligação na membrana foi adicionado 350μL de MDB 



(membrane desalting buffer) e centrifugado a 11.000 g por 1 minuto. A lavagem das 

amostras foi feita em 2 fases. Para 1a lavagem foi adicionado 600μL de Buffer RA3 

na coluna e centrifugado a 11.000g por 1 minuto. Para a 2ª lavagem foi adicionado 

250μL de RA3 na coluna e centrifugado a 11.000 por 2 minutos. Em seguida a 

coluna foi colocada em um novo eppendorf de 1,5mL para a eluição do RNA, que 

foi realizada com 45μL de H2O RNA free acrescentada de 5µL de RNA guard e 

centrifugado a 11.000g por 1 minuto. O tratamento com DNase para a eliminação 

total de possíveis resíduos de DNA foi feito adicionando 2μL de Buffer, em seguida 

adicionando 2μL de DNase e encubado por 1 hora a 37°C. Em seguida foi 

adicionado 2μL de Stop DNase, e incubado a 65° por 10 minutos para inibição da 

enzima DNase. O RNA foi levado imediatamente a temperatura de -80°C. 

 

2.5.5.2 Obtenção de cDNA 

    Foram preparados 2 Mix (Mix 1 e Mix 2). Para o Mix 1 foram utilizados 14μL de 

RNA (já aliquotado e tratado com DNase)  1μL de Random primer,  1μL de dNTP e 

4μL de água nuclease free (kit de extração). Para o Mix 2 foram utilizados 4 μL de 5X 

First-Strand Buffer, 1 μL de DTT (0,1M) e 1 μL de SuperScript III (200 U/μL). O Mix 

1 foi levado ao termociclador a 65°C por 5 minutos. Em seguida foi retirado do 

termociclador e colocado imediatamente no gelo por aproximadamente 5 minutos. 

Logo em seguida foi adicionado o Mix 2 (volume de 6μL) e colocado a amostra 

novamente no termociclador, dando continuidade ao programa, com ciclos de 65°C 

por 5 minutos; 25°C por 5 minutos; 50°C por 60 minutos; 70°C por 15 minutos e 

término a 20°C. Em seguida o cDNA foi congelado a -80oC.   

 



2.5.5.3 PCR do cDNA  

    A partir do cDNA obtido, foi realizada a reação de PCR para verificar a expressão 

dos genes  de toxinas e biofilme utilizando os primers descritos na Tabela 5. Em 

seguida foi realizada a eletroforese para visualização dos produtos amplificados.  

 

 2.5.6 Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) 

    O PFGE das amostras de S. aureus foi feito segundo o protocolo modificado de 

McDougal et al.  (34). Em um microtubo previamente pesado, 0,5ml da cultura 

overnight S. aureus foi centrifugada à 12.000 rpm por 50s. Depois de desprezado o 

sobrenadante, o microtubo foi novamente pesado e adicionados 300μl de solução TE 

(10mM de Tris, 1mM EDTA [pH 8,0]) mais a diferença entre o peso final e inicial em 

ml. As amostras foram deixadas em banho-maria por 10min. a 37°C. Após 

homogeneização, foram adicionados 5μl de Lisostafina (1mg/ml em 20mM de acetato 

de sódio [pH 4,5]) e 300μl de agarose low melt. As amos tras foram vertidas nos moldes 

para plugues até que solidificassem e, então, colocadas em 2ml de solução EC (6mM 

Tris-HCl, 1M NaCl, 100mM EDTA, 0,5% Brij-58, 0,2% deoxicolato de sódio, 0,5% 

laurilsarcosil sódico) e incubadas à 37°C por pelo menos 4h. O EC foi retirado e os 

plugues foram lavados com 2ml de TE quatro vezes à temperatura ambiente por meia 

hora. A restrição do DNA genômico foi feita com metade de um plugue utilizando-se a 

enzima SmaI  (Fast Digest SmaI®, Fermentas Life Science, Canadá) em 50μl de tampão 

de restrição. A eletroforese foi executada em aparelho CHEF-DR III System® (BioRad 

Laboratories, EUA) em gel de agarose a 1% (Pulsed Field Certified Agarose, BioRad 

Laboratories, EUA) feito com TBE 0,5X sob as seguintes condições de corrida: 

intervalos de tempo de pulso de 5 a 40s por 21h; em rampa linear; 6V/cm; ângulo de 

120°; 14°C; 0,5X TBE como tampão de corrida. Foi utilizado Lambda Ladder PFG 



Marker® (New England BioLabs) como marcador molecular. Os géis foram corados 

com GelRed® (10.000X em água, Biotium, EUA) por 45min., e fotografados sob 

transiluminação UV. Para análise de similaridade, cálculo dos coeficientes de correlação 

Dice e criação do dendograma pelo método UPGMA (unweighted pair group method 

using arithmetic averages) foi utilizado o software BioNumerics® (versão 6.1; Applied 

Maths, Bélgica). 

 

2.6 Autores 

1Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociências de Botucatu, 

UNESP, Botucatu, SP, Brasil.  

2 Departamento de produção animal (Fazenda Lageado-Botucatu), UNESP, Botucatu, 

SP, Brasil. 

3Embrapa Pecuária Sudeste, São Carlos, SP, Brasil.  

 

2.7 Contribuição dos Autores 

     KBM coletou as amostras de leite, identificou S. aureus, fez as pesquisas dos genes e 

escreveu o artigo. PYMF participou da coleta das amostras de leite e identificação de S. 

aureus. DFMR realizou a tipagem por PFGE, VCP contribuiu na execução da técnica de 

RT-PCR, AO contribuiu na realização da técnica de RT-PCR, MFB realizou PCR da 

PVL, SF participou da coleta das amostras de leite, AAO participou da coleta das 

amostras de leite, AD participou da coleta das amostras de leite, LFZ contribuiu para a 

concepção da idéia do estudo e participou da coleta das amostras de leite, MLRSC 

coordenou a pesquisa, análise dos dados e redação do artigo. 
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RESUMO  

Mastite é a inflamação da glândula mamária, a doença pode causar efeitos negativos 

sobre os rebanhos ovinos. Na etiologia da mastite ovina, bactérias do gênero 

Staphylococcus estão entre os principais agentes causadores da doença, com destaque 

para os estafilococos coagulase-negativa (ECN) que são os mais prevalentes. O presente 

trabalho teve como objetivo investigar os fatores de virulência e determinar a resistência 

a antimicrobianos, com ênfase à resistência a oxacilina em ECN isolados de leite de 

ovelhas. Após a realização do California Mastitis Test (CMT) as amostras de leite 

foram colhidas de tetos para realização da Contagem de Células Somáticas (CCS) e 

identificação das espécies de estafilococos isoladas, investigação da presença de genes 

codificadores de enterotoxinas (sea, seb, sec e sed), da toxina TSST-1(tst), da 

leucocidina (luk-pv ) e de biofilme (icaA, icaC, icaD, bap, aap e bhp), além da 

determinação da resistência a oxacilina pela pesquisa do gene mecA e perfil de 

sensibilidade a doze antimicrobianos. Os isolados com a presença de genes para toxinas 

e biofilme foram testados para detecção do RNA mensageiro para avaliação da 

capacidade de expressão dos fatores de virulência.  Foram coletadas 473 amostras de 

leite de 242 animais das três rebanhos, dessas amostras, foram encontrados micro-

organismos em 169 (35,7%) amostras. Das 169 amostras, 132 (78,1%) foram 

identificados como pertencendo ao gênero Staphylococcus, sendo 20 (15,1%) amostras 

identificadas como S. aureus e as demais 112 (84,9%) como ECN, dessas amostras, 

quatro apresentaram o gene mecA. Os maiores percentuais de resistência foram frente à 

oxacilina, penicilina e tetraciclina. Um total de 70 amostras apresentou algum gene para 

toxina, e 71 apresentou algum gene de biofilme. Nenhuma das amostras de ECN 

expressou os genes codificadores de toxinas pela técnica de RT-PCR, enquanto que em 

13 amostras foram observadas a expressão de genes da formação de biofilme. A 

expressão mais frequente do gene bap relacionado com a formação de biofilme sugere a 

importância dessa proteína na formação de biofilme nos ECN isolados de ovinos.  

Nenhum gene de toxina foi expresso nas amostras estudadas, entretanto, a presença dos 

genes revela o potencial toxigenico das amostras. Diferentes espécies de ECN foram 

encontradas, o que mostra a importância da identificação de espécies de ECN. 

Palavras chave: Mastite, ECN, fatores de virulência, resistência antimicrobiana, 

ovinos. 

 

 

 

 

 



3.1 Introdução 

     A mastite é um entrave à criação de ovinos devido às perdas econômicas em 

decorrência da doença (Gonzalo et al., 2004). Ocorre descarte prematuro das ovelhas 

com anormalidades de úbere e a redução do desenvolvimento e altas taxas de 

mortalidade dos cordeiros (Fthenakis e Jones, 1990; Ebrahimi et al., 2007), além de 

alterações significativas na produção e nos componentes físico-quimicos do leite, com 

redução de volume e da quantidade de gordura, e aumento no pH, teores de cloro e na 

contagem de células somáticas (Santos et al., 2007). A forma subclínica da mastite em 

ovelhas apresenta relevância econômica, em virtude dos prejuízos na produção e da 

maior ocorrência quando comparada com a forma clínica da enfermidade. Dentre os 

agentes etiológicos da mastite ovina, Staphylococcus spp. são os principais micro-

organismos isolados (Bergonier e Berthelot, 2003).  

    Dentre os Staphylococcus, estafilococos coagulase-negativa (ECN) são os mais 

importantes agentes etiológicos infecciosos da mastite ovina (Leitner et al., 2003; 

Coutinho et al., 2006) por serem prevalentes como agentes causadores da doença 

(Leitner et al., 2003;). A sua relevância é destacada, porque estão entre os agentes 

etiológicos mais frequentemente encontrados nos casos de mastite subclínica, variando 

entre 25 à 93% dos isolados (Bergonier et al., 2003).  

    Um dos maiores desafios no controle da mastite é a resistência dos agentes 

etiológicos aos antimicrobianos utilizados para o tratamento. A resistência 

estafilocócica à meticilina está associada à aquisição do cassete cromossômico mec, 

considerado uma ilha de resistência e composto pelo gene estrutural mecA. A sua 

expressão resulta na produção de PBP 2’, uma proteína com alto peso molecular e baixa 

afinidade a antibióticos beta- lactâmicos (Diekema et al., 2001).  



    Além dos mecanismos de resistência, os estafilococos podem apresentar diversos 

fatores de virulência. Um dos fatores de virulência de grande importância está 

relacionado à capacidade destes micro-organismos de produzirem biofilmes (Aguilar et 

al., 2001). O biofilme protege a bactéria da ação dos componentes do sistema 

imunológico, pois dificultam a ação dos fagócitos (Fox et al., 2005), além de funcionar 

como uma barreira que dificulta a penetração de agentes antimicrobianos (Stewart, 

1996). 

     As infecções intramamárias causadas por estafilococos podem trazer conseqüências 

para a saúde humana devido às toxinas produzidas por estes micro-organismos que são 

secretadas e permanecem estáveis no leite (Fagundes e Oliveira, 2004). Estas toxinas 

podem causar desde uma intoxicação alimentar até um choque tóxico (Baladan e 

Rasooly, 2000). 

    Considerando que a mastite é a principal doença responsável pelas perdas na 

produção de leite em ovinos e os ECN serem os agentes etiológicos mais freqüentes, 

além da produção por esses micro-organismos de uma grande variedade de toxinas e 

dificuldade no tratamento em função da resistência antimicrobiana e formação de 

biofilme, esse estudo teve como objetivo principal caracterizar os fatores de virulência e 

de resistência aos antimicrobianos em ECN isolados do leite de glândulas mamárias 

ovinas de animais com mastite subclínica e de portadores assintomáticos.  

 

3.2 Materiais e Métodos 

3.2.1 Origem das Amostras 

     As amostras de leite ovino foram oriundas de 242 animais de rebanhos 

experimentais, sendo 37 provenientes do rebanho do Instituto de Zootecnia - Nova 



Odessa, 150 de rebanhos da Embrapa Pecuária Sudeste - São Carlos e 55 animais do 

rebanho da fazenda Edgardia, Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia - 

Botucatu, todas localizadas no interior do Estado de São Paulo.  

    Os ovinos dos rebanhos localizados em São Carlos e Nova Odessa pertencem à raça 

Santa Inês, e os de Botucatu são da raça Bergamácia.  

    As glândulas mamárias que não apresentaram anormalidades clínicas detectáveis, 

mas apresentarem reação com escore positivo ao California Mastitis Test ou Contagem 

de Células Somáticas  positivo (Mcdougall et al., 2001) e foram positivas nas análises 

microbiológicas foram consideradas infectadas.  

    Foram colhidas amostras de leite de mamas reagentes e não reagentes ao CMT, e as 

amostras foram classificadas como provenientes de mamas com mastite ou sem mastite 

de acordo com os resultados do CMT e da CCS. 

 

3.2.2 Isolamento e Identificação de ECN 

    As amostras de leite foram cultivadas em ágar sangue e incubadas a 37°C por 72 

horas. 

    As colônias bacterianas suspeitas foram coradas pelo método de Gram para 

visualização da morfologia. Colônias caracterizadas como cocos Gram positivos 

agrupados foram submetidas às provas de catalase e coagulase. O gênero 

Staphylococcus foi diferenciado de Micrococcus, com base nas provas de oxidação e 

fermentação da glicose, e pela resistência à bacitracina (0,04 U) e pela sensibilidade à 

furazolidona (100 mg) (Baker, 1984).  Para a identificação das espécies de ECN foi 

utilizado o método simples modificado proposto por Cunha et al. (2004), o qual consiste 

na fermentação dos açúcares xilose, sacarose, trealose, maltose e manitol, produção de 

hemolisina e crescimento anaeróbico em caldo tioglicolato. As linhagens foram 



mantidas a 37°C por 72 horas. Quando necessário e de acordo com os resultados obtidos 

na primeira etapa do método simples modificado, foram utilizadas outras provas 

bioquímicas, incluindo redução de nitrato, produção de urease e/ou ornitina 

descarboxilase, fermentação de β-D-frutose e resistência a novobiocina.  

 

3.2.3 Identificação das espécies de ECN por seqüenciamento 

    Uma amostra de cada espécie de ECN identificada pelos testes bioquímicos e as 

amostras que não foram possíveis de identificar utilizando as provas bioquímicas 

foram também identificadas por seqüenciamento do gene rpoB que codifica a 

subunidade B da RNA polimerase (nucleotídeos 1444-1928) de acordo com o protocolo 

descrito por Mellmann et al., (2006).  

 

3.2.4 Testes de sensibilidade a antimicrobianos 

    Os ECN isolados foram submetidos aos testes de sensibilidade in vitro, pela técnica 

de disco-difusão segundo recomendações do Clinical Laboratory Standard Institute - 

CLSI (2011), com 12 antimicrobianos: rifampicina (5 g), linezolida (30 g), 

vancomicina (30 g), clindamicina (2 g), eritromicina (15 g), penicilina (10 UI), 

oxacilina (1 g), cefoxitina (30 g), tetraciclina (30 g), 

g).   

 

 

 



3.2.5 Detecção dos genes mecA, icaADBC, bap,sea, seb, sec, sed, tst e luk-PV. 

 3.2.5.1 Extração do DNA. 

    O ácido nucléico total foi extraído a partir de amostras de Staphylococcus spp. 

cultivadas em ágar sangue, inoculadas individualmente em BHI e incubadas a 37ºC por 

24 h. A extração foi realizada com o Kit Illustra ® (GE Heathcare) que consiste na 

digestão inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/mL) e proteinase K 

(20 mg/mL). A seguir 500 L da solução de lise foi adicionados à mistura e esta foi 

centrifugada a 5.000 x g por 1 min. Posteriormente o sobrenadante será transferido para 

a coluna e centrifugado a 11.000 x g por 1 min. A parte líquida foi descartada e 500 L 

de solução de lise foi novamente adicionados à coluna. Após a centrifugação a 11.000 x 

g por 1 min. e descarte da parte líquida, 500 L da solução de lavagem foi adicionados à 

coluna e esta submetida à centrifugação a 11.000 x g por 3 min. A seguir, a coluna foi 

transferida para um tubo de 1,5 mL e 200 L de água Milli Q aquecida a 70ºC foi 

utilizada para a eluição. As amostras foram centrifugadas a 5000 x g por 1 minuto, e a 

coluna desprezada. O DNA extraído foi armazenado a -20°C. 

 

3.2.5.2 Amplificação do DNA (PCR) para detecção dos gene mecA, biofilme e  

exotoxinas. 

    Os primers e os parâmetros utilizados na PCR para cada um dos genes estudados se 

encontram na tabela 1. 

 

 



 

Tabela 1: Primers utilizados na PCR 

      Gene Sequência de nucleotídeos 5’ a 3’ 

Produto 

amplificado 
(pb) 

Referencia 

       icaA 

ACA GTC GCT ACG AAA AGA AA 

         103 
Arciola et al., 

2001 
GGA AAT GCC ATA ATG AGA AC 

      icaC 

TAA CTT TAG GCG CAT ATG TTT 

        400 
Arciola et al., 

2001 
TTC CAG TTA GGC TGG TAT TG 

     icaD 

ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG 

        198 
Arciola et al., 

2001 
CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA 

     icaB 

CTGATCAAGAATTTAAATCACAAA 

                    302 
Arciola et al., 

2001 
AAA GTC CCA TAA GCC TGT TT 

     Bap 

CCC TAT ATC GAA GGT GTA GAA TTG CAC 

         971 
Cucarella et 

al., 2004 
GCT GTT GAA GTT AAT ACT GTA CCT GC 

     Bhp 

ATGAAAAATAAACAAGGATTTC 

          1278 
Qin et al., 

2007 
GCCTAAGCTAGATAATGTTTG 

     Aap 

ATACAACTGGTGCAGATGGTTG 

                    400 
Vandecasteele 

et al., 2003 
GTAGCCGTCCAAGTTTTACCAG 

     Sea 

TTG GAA ACG GTT AAA ACG AA 

        120 
Johnson et al., 

1991 
GAA CCT TCC CAT CAA AAA CA 

     Seb 

TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG 

       478 
Johnson et al., 

1991 
GCA GGT ACT CTA TAA GTG CC 

     Sec 

GAC ATA AAA GCT AGG AAT TT 

      257 
Johnson et al., 

1991 
AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC 

     Sed 

CTA GTT TGG TAA TAT CTC CT 

       317 
Johnson et al., 

1991 
TAA TGC TAT ATC TTA TAG GG 

     Tst 

ATG GCA GCA TCA GCT TGA TA 

       350 
Johnson et al., 

1991 
TTT CCA ATA ACC ACC CGT TT 

     luk-PV ATC ATT AGG TAA AAT GTC TGG ACA TGA TCC 

       433 
Lina et al.,  

1999 
GCA TCA ATT GTA TTG GAT AGC AAA AGC 

     mecA ATC GAT GGT AAA GGT TGG 

       533 
Murakami et 

al., 2003 
AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG 

 



3.2.5.3 Eletroforese em gel de agarose 

    Os géis de agarose foram preparados em concentração de 2,0% em TBE 1X, corados 

com SYBER SAFE DNA Gel Stain® (Invitrogen) e visualizadas em transiluminador de 

luz UV. As reações de PCR que apresentaram fragmentos amplificados maiores que 

1000 pb foram submetidos a eletroforese em gel de  agarose a 0,8%. 

 

3.2.6 Expressão dos fatores de virulência pela técnica de RT-PCR  

    As amostras de ECN que apresentaram genes codificadores das enterotoxinas (sea, 

seb, sec, sed) ou da toxina 1 da síndrome do choque tóxico (tst), biofilme (icaADBC, 

bap, bhp e aap) e/ou   luk-PV foram submetidas à técnica de RT-PCR para verificar a 

expressão dos genes encontrados.  

 

3.2.6.1 Extração de RNA  

    O RNA total foi extraído a partir de amostras de ECN cultivadas em ágar sangue 

e inoculadas individualmente em caldo Infusão de Cérebro e Coração e incubadas a 

37oC por 24 horas. Para a extração foi utilizado o Kit Illustra RNAspin Mini RNA 

de acordo com as orientações do fabricante. Foi transferido 200 μL da cultura de 

estafilococos para um eppendorf estéril de 1,5mL. Após centrifugação a 10.000g por 

1 minuto, foi removido todo o sobrenadante e adicionado 100μL de TE contendo 

2mg/mL de lisozima, e incubado a 37°C por 10 minutos. Para lise das células foi 

adicionado 350μL de Buffer RA1 juntamente com 3,5μL de β-mercaptoethanol. Em 

seguida a solução foi aplicada em filtros RNAspin Mini Filter units e centrifugada a 

11.000g por 1 minuto, descartando os filtros após centrifugação. Para o ajuste das 



condições de ligação foi adicionado 350μL de etano l 70% no filtrado, que foi 

transferido para o RNAspin Mini Column e centrifugado a 8.000g por 30 segundos. 

Para a ligação na membrana foi adicionado 350μL de MDB (membrane desalting 

buffer) e centrifugado a 11.000 g por 1 minuto. A lavagem das amostras foi feita em 

2 fases. Para 1a lavagem foi adicionado 600μL de Buffer RA3 na coluna e 

centrifugado a 11.000g por 1 minuto. Para a 2ª lavagem foi adicionado 250μL de 

RA3 na coluna e centrifugado a 11.000 por 2 minutos. Em seguida a coluna foi 

colocada em um novo eppendorf de 1,5mL para a eluição do RNA, que foi realizada 

com 45μL de H2O RNA free acrescentada de 5µL de RNA guard e centrifugado a 

11.000g por 1 minuto. O tratamento com DNAse para a eliminação total de 

possíveis resíduos de DNA foi feito adicionando 2μL de Buffer, em seguida 

adicionando 2μL de DNAse e encubado por 1 hora a 37°C. Em seguida foi 

adicionado 2μL de Stop DNAse, e incubado a 65° por 10 minutos para inibição da 

enzima DNAse. O RNA foi levado imediatamente a temperatura de -80°C. 

 

3.2.6.2 Obtenção de cDNA 

    Foram preparados 2 Mix (Mix 1 e Mix 2). Para o Mix 1 foram utilizados 14μL de 

RNA (já aliquotado e tratado com DNAse)  1μL de Random primer,  1μL de dNTP e 

4μL de água nuclease free (kit de extração). Para o Mix 2 foram utilizados 4 μL de 5X 

First-Strand Buffer, 1 μL de DTT (0,1M) e 1 μL de SuperScript III (200 U/μL). O Mix 

1 foi levado ao termociclador a 65°C por 5 minutos. Em seguida foi retirado do 

termociclador e colocado imediatamente no gelo por aproximadamente 5 minutos. 

Logo em seguida foi adicionado o Mix 2 (volume de 6μL) e colocado a amostra 

novamente no termociclador, dando continuidade ao programa,  com ciclos de 65°C 



por 5 minutos; 25°C por 5 minutos; 50°C por 60 minutos; 70°C por 15 minutos e 

término a 20°C. Em seguida o cDNA foi congelado a -80oC.  

 

3.2.6.3 PCR do cDNA  

    A partir do cDNA obtido, foi realizada a reação de PCR para verificar a expressão 

dos genes  de toxinas e biofilme utilizando os primers descritos na Tabela 1 . Em 

seguida foi realizada a eletroforese para visualização dos produtos amplificados 

conforme descrito nos itens 2.4.3. 

 

3.3 Resultados  

3.3.1 Identificação 

    Foram coletadas 473 amostras de leite de 242 animais das três rebanhos, dessas 

amostras, foram encontrados micro-organismos em 169 (35,7%) amostras, enquanto nas 

demais não houve isolamento microbiológico.  

    Das 169 amostras em que foram isolados micro-organismos, 132 (78,1%) foram 

identificados como pertencendo ao gênero Staphylococcus, sendo 20 (15,1%) amostras 

identificadas como S. aureus e as demais 112 (84,9%) como ECN. Das 112 amostras de 

ECN, 53 (47,3%) foram isoladas de casos de mastite subclinica, enquanto as demais 59 

(52,7%) foram isoladas de animais saudáveis, estando apenas colonizando a mama do 

animal. Na tabela 2 se encontram as espécies de ECN isolados de amostras de leite de 

casos de mastite subclinica e colonização.  

 



Tabela 2: Espécies de ECN isolados de amostras de leite ovino. 

Espécies Mastite N(%) Colonização N(%) Total N(%) 

S. simulans 19 (58,0) 14 (42,0) 33 (29,4) 

S. haemolyticus 11 (68,7) 5 (31,3) 16 (14,3) 

S. warneri 4 (30,8) 9 (69,2) 13 (11,6) 

S. xylosus 5 (38,5%) 8 (61,5%) 13 (11,6) 

S. devriesei 4 (33,3) 8 (66,7) 12 (10,7) 

S. epidermidis 1 (12,5) 7 (87,5) 8 (7,2) 

S. chromogenes 5 (62,5) 3 (37,5) 8 (7,1) 

S. auricularis 3 (50,0) 3 (50,0) 6 (5,4) 

S. caprae - 1 (100,0) 1 (0,9) 

S. arlettae 1 (100,0) - 1 (0,9) 

S. hominis - 1 (100,0) 1 (0,9) 

Total 53 59 112 (100) 

 

 

3.3.2 Resistência antimicrobiana 

    Entre as 112 amostras de ECN isoladas, quatro (3,6%) foram positivas para o gene 

mecA, sendo dois S. simulans, um S. epidermidis e um S. haemolyticus.    Das quatro 

amostras que carrearam o gene mecA, todas foram resistentes a oxacilina e a penicilina, 

entretanto as duas amostras de S. simulans foram sensíveis a cefoxitina.  Nas tabelas 3 e 

4 se encontram os perfis de suscetibilidade das 112 amostras de ECN frente a doze 

agentes antimicrobianos. Das 108 (96,4%) amostras que não apresentaram o gene mecA, 

19 (17,6 %)  apresentaram resistência à oxacilina e quatro à cefoxitina pelo método de 

disco difusão.  



       Os maiores percentuais de resistência foi frente à oxacilina, com 23 amostras 

resistentes, seguido por 19 resistentes a penicilina e 12 a tetraciclina. Todas as amostras 

foram sensíveis a vancomicina. Com relação as espécies de ECN, os maiores 

percentuais de resistência foram encontrados entre as amostras de S. xylosus, com 11 

(84,6%) amostras resistentes a oxacilina, 6 (46,5%) a tetraciclina e 7 (53,8%) a 

penicilina, seguido por S. epidermidis com 5 (62,5%) amostras resistentes a penicilina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabela 3: Perfil de sensibilidade antimicrobiana de ECN isolados de leite ovino  

 

R: resistente; I: sensibilidade intermediária; S: sensível; Oxa: oxacilina; Cefo : cefoxit ina; Tet: tetraciclina; 

Pen: penicilina; Gen: gentamicina; Eri: erit romicina, Cip: cip rofloxacina; Lin: linezolida; Clin: 

clindamicina; Cotri: cotrimoxazo l; Rif: rifampicina; Van: vancomicina.  
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  N (% ) N (% ) N (% ) N (% ) N (% ) N (% ) 

Oxa 

R 11(84,6) 1(12,5) 2(6,0) 1(7,7) 3(18,7) 1 (6,7) 

I - - - - - - 

S 2 (15,4) 7(87,5) 31(94,0) 12(92,3) 13(81,3) 5(83,3) 

Cefo 

R - 1(12,5) 2(6,0) - 1(6,2) - 

I - - - - - - 

S 13 (100,0) 7(87,5) 31(94,0) 13(100,0) 15(93,8) 6(100,0) 

Tet 

R 6(46,2) 1(12,5) 2(6,0) 1(7,7) 1(6,2) - 

I - - - - - - 

S 7(53,8) 7(87,5) 31(94,0) 12(92,3) 15(93,8) 6(100,0) 

Pen 

R 7(53,8) 5(62,5) 2(6,0) 1(7,7) 2(12,5) - 

I - - - - - - 

S 6(46,2) 3(37,5) 31(94,0) 12(92,3) 14(87,5) 6(100,0) 

Gen 

R - 1(12,5) - - - - 

I - - - - - - 

S 13(100,0) 7(87,5) 33(100,0) 13(100,0) 16(100,0) 6(100,0) 

Eri  

R - - - - 1(6,2) - 

I - - - - - - 

S 13(100,0) 8(100,0) 33(100,0) 13(100,0) 15(93,8) 6(100,0) 

Cip 

R - - - - - - 

I - - - - - - 

S 13(100,0) 8(100,0) 33(100,0) 13(100,0) 16(100,0) 6(100,0) 

Lin 

R - - - - - - 

I - - - - - - 

S 13(100,0) 8(100,0) 33(100,0) 13(100,0) 16(100,0) 6(100,0) 

Clin 

R - - - - - - 

I 1(7,7) 1(12,5) - - 5(31,2) - 

S 12(92,3) 7(87,5) 33(100,0) 13(100,0) 11(68,8) 6(100,0) 

Cotri 

R 1(7,7) 2(25,0) - - 1(6,2) - 

I - - - - - - 

S 12(92,3) 6(75,0) 33(100,0) 13(100,0) 15(93,8) 6(100,0) 

Rif 

R - 1(7,7) - - - - 

I - - - - - - 

S 13(100,0) 12(92,3) 33(100,0) 13(100,0) 16(100,0) 6(100,0) 

Van 

R - - - - - - 

I - - - - - - 

S 13(100,0) 8(100,0) 33(100,0) 13(100,0) 16(100,0) 6(100,0) 



Tabela 4: Perfil de sensibilidade antimicrobiana de ECN isolados de leite ovino  

 

R: resistente; I: sensibilidade intermediária; S: sensível; Oxa: oxacilina; Cefo : cefoxit ina; Tet: tetraciclina; 

Pen: penicilina; Gen: gentamicina; Eri: erit romicina, Cip: cip rofloxacina; Lin: linezolida; Clin: 

clindamicina; Cotri: cotrimoxazo l; Rif: rifampicina; Van: vancomicina.  
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  N (% ) N (% ) N (% ) N (% ) N (% ) 

Oxa 

R - - - 3(37,5) 1(8,3) 

I - - - - - 

S 1(100,0) 1(100,0) 1(100,0) 5(62,5) 11(91,7) 

Cefo 

R - - 1(100,0) - 1(8,3) 

I - - - - - 

S 1(100,0) 1(100,0) - 8(100,0) 11(91,7) 

Tet 

R - - - - 1(8,3) 

I - - - - - 

S 1(100,0) 1(100,0) 1(100,0) 8(100,0) 11(91,7) 

Pen 

R - - 1(100,0) 1(12,5) - 

I - - - -  - 

S 1(100,0) 1(100,0) - 7(87,5) 12(100,0) 

Gen 

R - - - - - 

I - - - - - 

S 1(100,0) 1(100,0) 1(100,0) 8(100,0) 12(100,0) 

Eri  

R - - 1(100,0) 1(12,5) - 

I - - - - - 

S 1(100,0) 1(100,0) - 7(87,5) 12(100,0) 

Cip 

R - - - - 1(8,3) 

I - - - - - 

S 1(100,0) 1(100,0) 1(100,0) 8(100,0) 11(91,7) 

Lin 

R - - - - - 

I - - - - 1(8,3) 

S 1(100,0) 1(100,0) 1(100,0) 8(100,0) 11(91,7) 

Clin 

R - - - - - 

I - - - - - 

S 1(100,0) 1(100,0) 1(100,0) 8(100,0) 12(100,0) 

Cotri 

R - - - - - 

I - - 1(100) - - 

S 1(100,0) 1(100,0) - 8(100,0) 12(100,0) 

Rif 

R - - - - - 

I - - - - - 

S 1(100,0) 1(100,0) 1(100,0) 8(100,0) 12(100,0) 

Van 

R - - - - - 

I - - - - - 

S 1(100,0) 1(100,0) 1(100,0) 8(100,0) 12(100,0) 



3.3.3 Pesquisas dos genes codificadores de toxinas por PCR e expressão por RT-

PCR 

 

    A pesquisa dos genes para toxinas revelaram que das 112 amostras de ECN, 70 

(62,5%) apresentaram algum gene codificador de toxina. Dos genes encontrados, sea foi 

o mais prevalente, estando presente de forma isolada ou concomitante em 56 (50,0%) 

amostras. O gene seb presente em 19 amostras (17,0 %) foi o segundo gene de toxina 

mais encontrado, seguido por sec em 15 amostras (13,4%). O gene sed codificador da 

enterotoxina D não foi encontrado em nenhuma das amostras. 

   O gene da toxina 1 da síndrome do choque tóxico (tst), foi encontrado em apenas uma 

amostra da espécie S. haemolyticus. O gene da PVL (luk-PV), não foi encontrado em 

nenhuma das amostras.  Na tabela 5 são apresentados os resultados da pesquisa dos 

genes de toxinas encontrados nas 112 amostras de ECN.  

    Quanto à avaliação da expressão dos genes de toxinas pela técnica de RT-PCR, 

nenhuma das amostras foi positiva para a expressão de genes de toxinas encontrados por 

PCR. 

 

 

 

 

 



Tabela 5: Genes de toxinas encontrados em ECN isolados de leite ovino  

Es pécies 
   N° de 

amostras 

N° de 

amostras 

com genes 

Genes de toxinas  

sea seb sec tst sea/seb sea/sec 

S. simulans 33 24 11 1 5 - 2 5 

S. haemolyticus 16 10 5 2  1 2 - 

S. warneri 13 7 3 - 1 - 3 - 

S. xylosus 13 8 6 1 - - 1 - 

S. devriesei 12 6 5 - - - - 1 

S. epidermidis 8 3 3 - - - - - 

S. chromogenes 8 4 - - 1 - 1 2 

S. auricularis 6 6 1 2 - - 3 - 

S. caprae 1 1 - - - - 1 - 

S. arlettae 1 1 1 - - - - - 

S. hominis 1 0 - - - - - - 

Total 112 70 35 6 7 1 13 8 

sea, seb, sec, tst: genes das toxinas A, B, C e TSST-1. 

 

 

3.3.4 Pesquisa dos genes do biofilme por PCR e expressão por RT-PCR 

     

    Das 112 amostras de ECN, em 56 (50,0%) foi encontrado algum gene do operon 

icaADBC, e em apenas duas (1,8%) amostras foi encontrado o operon completo, sendo 

as duas da espécie S. epidermidis.  



    Quanto aos outros genes envolvidos na formação de biofilme, bap foi encontrado em 

16 (14,3%) amostras, sendo mais encontrado em S. xylosus. O gene bhp foi encontrado 

em três (2,7%) amostras de S. epidermidis e o gene aap foi encontrado em cinco (4,5%) 

amostras todas de S. epidermidis. 

    Nas tabelas 6 e 7 se encontram os resultados da pesquisas dos genes da formação de 

biofilme. 

Tabela 6: Presença dos genes do operon icaADBC em ECN. 

Es pécies 
    N° de 

amostras 

N° de 

amostras

com  

 

Genes do operon icaADBC  

  Genes icaC icaD icaB icaCD icaCB icaCDB icaADBC 

S. simulans 33 21 1 9 1 7 
- 

3 - 

S. haemolyticus 16 8 - 1 2 2 
- 

3 - 

S. warneri 13 8 2 2 2 1 
 

1 - 

S. xylosus 13 3 - 2 - - 
- 

1 - 

S. devriesei 12 4 3 1 - - 
- 

- - 

S. epidermidis 8 5 - 1 - - 
1 

1 2 

S. chromogenes 8 5 2 2  1 
- 

- - 

S. auricularis 6 0 - - - - 
- 

- - 

S. caprae 1 1 - 1 - - 
- 

- - 

S. arlettae 1 0 - - - - 
- 

- - 

S. hominis 1 1 - - - 1 
- 

- - 

Total 112 56 8 19 5 12 1 9 2 

 

 

 
 



Tabela 7: Presença dos genes bap, bhp e aap da formação de biofilme em ECN. 

Es pécies N° de amostras 

Genes 

bap bhp Aap 

S. simulans 33 1 - - 

S. haemolyticus 16 - - - 

S. warneri 13 1 - - 

S. xylosus 13 9  - - 

S. devriesei 12 3 - - 

S. epidermidis 8 - 3 5 

S. chromogenes 8 2 - - 

S. auricularis 6 - - - 

S. caprae 1 - - - 

S. arlettae 1 - - - 

S. hominis 1 - - - 

Total 112 16 3 5 

bap: gene da proteína associada a biofilme; bhp: gene da proteína homóloga de bap; aap: gene da 

proteína associada ao acúmulo. 

 

 

 

    Das 71 (63,3%) amostras que apresentaram genes da formação de biofilme, 13 

(11,6%) expressou algum desses gene pela técnica de RT-PCR. As duas amostras de S. 

epidermidis que apresentaram o operon icaADBC completo expressaram os quatro 

genes do operon. As demais 54 amostras de ECN não expressaram nenhum dos genes 

do operon ica. 



   O gene bap foi expresso em oito amostras de ECN, sendo cinco amostras da espécie 

S. xylosus, dois S. chromogenes e um S. devriesei. A expressão do gene bhp não foi 

verificada em nenhuma das três amostras em que foi encontrado, porém a expressão do 

gene aap foi positiva em três amostras. 

    Na tabela 8 se encontram os resultados da avaliação da expressão dos genes de 

biofilme pela técnica de RT-PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabela 8: Expressão dos genes de biofilme nas amostras de ECN. 

Gene/ Expressão 

PCR RT-PCR 

N(% ) N(% ) 

icaC/ 7 (6,25) - 

icaD/ 16 (14,3) - 

icaB/ 3 (2,7) - 

icaCD/ 12 (10,7) - 

icaCB/ 1 (0,9) - 

icaCDB/ 7 (6,25) - 

icaADBC/ADBC 2 (1,8) 2 (1,8) 

bap/Bap 12 (10,5) 7 (6,25) 

aap/Aap 2 (1,8) 1 (0,9) 

bap+icaC/ 1 (0,9) - 

icaCDB+bap/ 1 (0,9) - 

icaD+bap/Bap 2 (1,8) 1 (0,9) 

icaCDB+bhp+aap/ 1 (0,9)  

icaB+bhp+aap/Aap 1 (0,9) 1 (0,9) 

bhp+aap/ 1 (0,9) - 

icaD+aap/Aap 1 (0,9) 1 (0,9) 

icaB+aap/ 1 (0,9) - 

Total 71 (63,3) 13 (11,6) 

  icaA, icaB, icaC, icaD, bap, bhp, aap : presença dos genes de biofilme; ADBC,    Bap, Aap: expressão 

dos genes de biofilme. 

 

    A tabela 9 apresenta os resultados dos fatores de virulência das diferentes espécies de 

ECN isolados de casos de mastite subclínica e colonização. Os genes de toxinas foram 

mais encontrados em amostras de ECN isolados de colonização (38 amostras), enquanto 



que o gene da formação de biofilme foi mais encontrado em amostras de casos de 

mastite subclínica (38 amostras), entretanto, a expressão dos genes de biofilme por RT-

PCR ocorreu mais em amostras isoladas de colonização (nove amostras).  

Tabela: 9: Fatores de virulência das diferentes espécies de ECN isolados de casos de 

mastite subclínica e colonização.   

         

Espécies 

Total de 

amostras 
N(%) 

Mastite Colonização 
 

Genes 
Expressão 

biofilme 
Genes 

Expressão 
biofilme 

 

Toxina Biofilme  Toxina Biofilme  
 

S. simulans 33 (29,4) 12 15 0 12 7 0 
 

S. haemolyticus 16 (14,3) 7 6 0 3 2 0 
 

S. warneri 13 (11,6) 1 4 0 6 4 0 
 

S. xylosus 13 (11,6) 3 5 2 5 5 3 
 

S. devriesei 12 (10,7) 1 2 0 5 4 1 
 

S. epidermidis 8 (7,2) 1 1 1 2 7 4 
 

S. chromogenes 8 (7,1) 3 5 1 1 2 1 
 

S. auricularis 6 (5,4) 3 0 0 3 0 0 
 

S. caprae 1 (0,9) - - - 1 1 0 
 

S. arlettae 1 (0,9) 1 0 0 - - - 
 

S. hominis 1 (0,9) - - - 0 1 0 
 

Total 
112 

(100) 
32 38 4 38 33 9 

 

 

 

 



3.4 Discussão 

 

    Bactérias do gênero Staphylococcus foram os micro-organismos mais isolados nas 

amostras de leite, sendo encontrado em 132 (78,1%) amostras dos quais 20 eram S. 

aureus e 112 eram ECN.  

    Dentre os Staphylococcus spp. que causam a mastite, os que apresentam maior 

frequência de isolamento nos casos de mastite subclínica ovina são os ECN (Coutinho 

et al., 2006; Blagitz et al., 2008), o que foi observado no presente trabalho. ECN é 

composto por uma grande diversidade de espécies.  No diagnóstico da mastite os ECN 

normalmente não são identificados no nível de espécie, mas são todos agrupados em um 

único grupo.  Nos estudos em que os ECN são identificados, a identificação das 

espécies geralmente é realizada por métodos fenotípicos, entretanto, estudos que 

comparam a identificação fenotípica e genotípica dos ECN mostram que muitas vezes 

os resultados não se correlacionam (Taponen et al., 2006). De maneira geral, os 

métodos genotípicos têm maior poder discriminatório das espécies que os métodos 

fenotípicos (Zadooks e Watts, 2009). No presente trabalho, apenas 31 (27,7%) amostras 

que puderam ser identificadas pelo método bioquímico simplificado apresentaram 

concordância com os resultados da identificação genotípica pela técnica de rpoB. Esses 

resultados podem ser explicados pelo perfil diferente de espécies de ECN encontradas 

em humanos e animais, já que a maioria das provas e chaves encontradas na literatura 

para identificação desses micro-organismos se baseia nas espécies mais frequentes em 

humanos, mostrando a importância do desenvolvimento de testes bioquímicos e uma 

chave específica para ECN isolados de animais.  

    De acordo com Bergonier et al (2003), S. epidermidis, S. xylosus, S. crhomogenes e S. 

simulans são as espécies de ECN mais freqüentemente isoladas de casos de mastite em 



ovinos. Nos resultados obtidos por método genotípico (rpoB), as espécies de ECN mais 

prevalentes foram S. simulans com 33 (29,4%), seguido por S. haemolyticus com 16 

(14,3%), S warneri e S. xylosus com 13 (11,6%) de cada espécie e S. devriesei com 12 

(10,7%).  

    É importante destacar a presença de S. devriesei, espécie recentemente descrita por 

Supré et al. (2010) encontrada em nove amostras isoladas dos tetos de vacas e uma 

amostra isolada de leite bovino. Esse é o primeiro relato do isolamento dessa espécie em  

leite de ovelhas, sendo  uma das mais encontradas, presente em 12 (10,7%) amostras, 

sendo quatro associadas com mastite.  

    O controle da mastite causada por ECN é dificultado pelo fato de ECN ser composto 

por um grande número de diferentes espécies, mas que são tratados da mesma forma. 

Ocorre que cada espécie possui características próprias, sendo algumas espécies mais 

virulentas que outras, ou que podem apresentar características clínicas diferentes 

(Taponen, Pyorala, 2009), o que torna importante a identificação correta das espécies de 

ECN. 

     O tratamento da mastite infecciosa é realizado com diferentes antimicrobianos 

(Naccari et al., 2003). As infecções causadas por Staphylococcus spp. são difíceis de 

serem combatidas quando muitas das amostras são resistentes aos antibióticos utilizados 

no tratamento (Bochniarz e Wawron, 2011). O uso constante de antibióticos beta-

lactamicos, tem selecionado cepas resistentes a penicilina, ampicilina e amoxacilina 

(Moon et al., 2007). Além disso, Staphylococcus resistentes a meticilina podem também 

ser resistentes a outras classes de drogas.  No presente trabalho, o gene mecA foi 

encontrado em quatro  (3,6%) amostras de ECN, sendo que todas foram resistentes a 

oxacilina e a penicilina, entretanto as duas amostras de S. simulans foram sensíveis a 



cefoxitina. A cepa de S. epidermidis foi ainda resistente a tetraciclina, gentamicina, 

cotrimoxazol e rifampicina, e a cepa de S. haemolyticus foi resistente também a 

eritromicina e cotrimoxazol.  

        A maior parte das amostras foi sensível a maioria das drogas testadas. Os maiores 

percentuais de resistência foram frente à oxacilina (20,5%), penicilina (17,0%) e 

tetraciclina (10,7%). Todas as amostras de ECN foram sensíveis a vancomicina, 

incluindo as portadoras do gene mecA, o que foi diferente do observado por Bochniarz e 

Wawron (2011), no qual a vancomicina foi efetiva contra 83,8% das amostras de ECN 

negativas para o gene mecA e 75,0% das amostras positivas para o gene.  

    Das 23 amostras resistentes ao disco de oxacilina, quatro apresentaram o gene mecA, 

sendo que das amostras mecA positivas, duas foram sensíveis a cefoxitina o que mostra 

a importância do uso dos dois discos (oxacilina e cefoxitina) para confirmação da 

resistência à oxacilina, principalmente a resistência mediada pelo gene mecA, que está 

relacionada com heteroresistência e portanto a dificuldade da detecção dessa resistência  

por métodos de disco difusão e outros métodos fenotípicos, sendo a pesquisa do gene 

mecA o método padrão ouro (CLSI, 2011).  

 Os resultados também mostraram amostras resistentes a oxacilina e a cefoxitina que 

não carrearam o gene mecA.  Das 19 amostras resistentes a oxacilina mecA negativas, 

oito foram também resistente a penicilina, o que sugere que para essas amostras a 

resistência a oxacilina pode ser mediada  pela hiperprodução de beta- lactamase (Gerh et 

al., 1994). Nas demais amostras sensíveis a penicilina, a resistência a oxacilina pode ser 

justificada pela presença do gene mecA homólogo encontrada em amostras de 

estafilococos e outras espécies filogeneticamente relacionadas (Ito et al., 2012) ou 

outros mecanismos que precisam ser elucidados.  



     Além da resistência antimicrobiana, os ECN também são capazes de produzir toxinas 

patogênicas para os seres humanos e para os animais. Nos últimos anos com o avanço 

de novas metodologias para a classificação e identificação desses micro-organismos tem 

permitido aos pesquisadores se interarem das diferentes espécies de ECN e pesquisas 

tem comprovado que algumas espécies de ECN podem ser potencialmente patogênicas 

para o ser humano e animais pela produção de fatores de virulência antes descritos 

somente em S. aureus (Baladan e Rasooly, 2001). No presente trabalho 70 (62,5%) 

amostras apresentaram algum gene para toxina, o que demonstra o potencial toxigênico 

dessas amostras, entretanto, nenhuma expressou esses genes de toxinas pela técnica de 

RT-PCR.  Vários estudos descrevem sistemas regulatórios estafilocócicos, tais como  o  

sistema Agr  (Gene Regulador Acessório) que pode afetar diretamente na produção das 

enterotoxinas estafilocócicas. O exato mecanismo pelo qual esses sistemas são ativados 

ou inibidos ainda não está bem esclarecido A presença de um locus agr em espécies de 

S. epidermidis deixa evidente que o sistema está atuando e não exclui a possibilidade de 

produção de enterotoxinas em algum momento (Wamel et al. 1998) .  

    Apesar dos resultados obtidos, outros autores já relataram a expressão de toxinas por 

ECN por métodos fenotípicos ou genotípicos; Vernozy-Rosand et al., (1996), 

encontraram onze cepas de ECN produtores de enterotoxinas isolados de amostras de 

leite cru e queijo de cabra. As amostras toxigênicas encontradas pertenciam às espécies 

S. simulans, S. equorum, S. capitis, S. lentus, S. gallinarum, e S. xylosus. Valle et al., 

(1991) em estudo com cabras saudáveis, relataram o isolamento de  ECN isolados de 

diferentes partes anatômicas e também do leite,  sendo 45 amostras produtoras da toxina 

da síndrome do choque-tóxico (TSST-1).  Mariano et al (2007) encontraram diversas 

espécies de ECN  isolados de leite de cabra (S. capitis, S. cohnii, S. chromogenes, S. 

lugdunensis, S. haemolyticus, S. simulans, S. caprae, S. warneri, S. epidermidis) 



produtores das enterotoxinas SEA, SEB, SEC e SED. Order  et al (1992) observaram a 

produção de TSST-1 por 3 amostras de ECN isoladas de casos de mastite ovina, sendo 

duas cepas da espécie S. xylosus e uma de S. epidermidis. Vasconcelos et al (2011) ao 

avaliarem a presença e expressão por RT-PCR dos genes SEE, SEG, SEH em 90 

amostras de ECN isoladas de  humanos, encontraram um ou mais genes em 29 ECN  e a 

expressão verificada em 10 amostras.  

     O gene da toxina PVL não foi encontrado em nenhuma das amostras de ECN, a 

ocorrência de ECN que carreiam o gene luk-PV ainda é pouco investigada tanto em 

amostras de origem humana quanto animal, entretanto, Unal e Çinar (2012) ao 

analisarem a presença do gene luk-PV em 121 amostras de ECN isoladas de ovelhas e 

vacas com mastite subclinica (81 vacas e 40 ovelhas), encontraram o gene em cinco 

amostras (três isolados de vaca e dois isolados de ovelhas), sendo três pertencentes à 

espécie S. simulans, um S. haemolyticus e um S. warneri. 

     A formação de biofilme é um dos principais fatores de virulência em ECN. Durante a 

infecção intramamária, aglomerados de bactérias podem se desenvolver dentro do 

úbere, e o biofilme facilita a adesão e colonização do epitélio da glândula mamária 

(Oliveira et al., 2011).  Em estafilococos, o polissacarídeo denominado Adesina 

Polissacarídica Intercelular (PIA) é responsável pela adesão entre as células, e sua 

síntese é controlada pelo produto do gene ica (Intercelular adhesion) que corresponde a 

quatro genes icaA, icaD, icaB e icaC que estão organizados em um operon (Gotz, 2002; 

Arciola et al., 2001). No presente trabalho, o operon completo foi encontrado em apenas 

duas amostras de S. epidermidis, que também foram as únicas amostras que 

expressaram os genes do operon ica. As demais amostras que apresentaram algum dos 

genes do operon não expressaram. Alguns estudos demonstraram que os genes icaA e 

icaD são genes importantes na formação de biofilme em estafilococos (Arciola  et al., 



2001), o que pode explicar porque as demais amostras não expressaram os genes do 

operon, pois o gene icaA foi encontrado apenas nas duas amostras que expressaram.  

    Além do polissacarídeo PIA, proteínas também estão envolvidas na produção de 

biofilmes, como é o caso da proteína Bap, Bhp e Aap. Os resultados obtidos mostram 

que biofilme de origem protéica é o mais importante na formação de biofilme em ECN 

isolados de leite ovino, principalmente o gene bap que codifica uma proteína envolvida 

tanto na adesão primária do micro-organismo na superfície como na adesão entre as 

células para formação de um biofilme maduro (Latasa et al., 2006), e que foi encontrado 

nesse estudo em 16 amostras de ECN  e  expresso por oito amostras.  A proteína Bap é 

encontrada em poucas amostras de S. aureus isoladas de casos de mastite bovina 

(Cucarella et al 2001), mas também tem sido encontrada em outras espécies de 

estafilococos incluindo S. epidermidis, S. chromogenes, S. xylosus, S. simulans e S. 

hyicus (Tormo et al., 2005). 

    Além de Bap, outras proteínas envolvidas na formação de biofilme foram 

investigadas. A proteína Bhp e Aap foi encontrada em amostras de S. epidermidis. O 

gene bhp foi encontradas em três amostras, mas sem expressão, e aap em cinco e 

expressão por três ECN. Embora os genes bhp e aap tenham sido pesquisados e 

encontrados em ECN isolados de amostras clínicas humanas (Qin et al., 2007, 

Vandecasteele et al., 2003), esse é o primeiro relato do isolamento desses genes em 

espécies de ECN  isoladas de leite ovino.  

 

3.5 Conclusão 

    Os ECN foram os micro-organismos mais isolados em amostras de leite ovino, sendo 

S. simulans a espécie mais encontrada. Diferentes espécies de ECN foram encontradas 



no leite ovino, incluindo o primeiro relato de S. devriesei em ovinos, o que mostra a 

importância da identificação de espécies de ECN, já que cada espécie pode apresentar 

características de virulência e resistência diferentes, e dessa forma, a identificação pode 

orientar quanto a etiologia mais frequente e o perfil de sensibilidade aos 

antimicrobianos de cada espécie, possibilitando o tratamento adequado da mastite. As 

amostras foram sensíveis a maioria dos agentes antimicrobianos testados, sendo que as 

amostras mais resistentes foram as que apresentaram o gene mecA. Algumas espécies de 

ECN, principalmente S. xylosus revelaram outro mecanismo de resistência à oxacilina 

que precisa ser investigado. Quanto aos fatores de virulência, as amostras de ECN 

apresentaram potencial toxigênico, com 62,5% das amostras positivas para algum gene 

de toxina, embora não tenham expressado esses genes quando pesquisados pela técnica 

de RT-PCR. A expressão mais frequente do gene bap relacionado com a formação de 

biofilme sugere a importância dessa proteína na formação de biofilme nos ECN isolados 

de ovinos. 
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