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RESUMO 

Staphylococcus aureus é um agente comum de mastite bovina, responsável por grandes 

perdas econômicas na pecuária mundial. Esse micro-organismo possui fatores de 

virulência bastante conhecidos como a produção de hemolisinas, leucotoxinas e 

superantígenos como a toxina do síndrome do choque tóxico e enterotoxinas. O objetivo 

do estudo foi caracterizar molecularmente os isolados de S. aureus provenientes de leite 

de vacas com mastite subclínica, de várias regiões do estado de São Paulo, através de 

Multilocus Sequence Typing (MLST), spa typing, Pulse Field Gel Electrophoresis  

(PFGE) e agr. Também fizeram parte dos objetivos, testes fenótipicos e genotípicos de 

resistência a antimicrobianos, além da pesquisa de genes de alguns fatores de virulência 

como o pvl (toxina de Panton Valentine), tst (toxina da Síndrome do Choque Tóxico, , 

sea-see,  seg, seh e sei, a fim de verificar quais os fatores de virulência mais envolvidos 

nesse quadro. Todos os isolados de S. aureus foram sensíveis a meticilina (MSSA), pois 

os genes mecA e mecC não foram encontrados. Entre os 12 antibióticos testados,  

observou-se resistência intermediaria à eritromicina e nenhuma das cepas foram 

resistentes à oxacilina, vancomicina e gentamicina. Os isolados resistentes à tetraciclina 

apresentaram o gene tetK . Na caracterização molecular, observou-se 23 spa types 

diferentes com prevalência dos tipos t605 e t127. A maioria das cepas (48,1%) eram 

pertencentes ao grupo agr II, seguido de 20,1% do grupo  III e 8,1%, do  I, sendo que o 

grupo agr IV não foi encontrado.Entre os fatores de virulência estudados, o gene pvl 

não foi observado. Em relação aos superantígenos, o gene tst foi observado em 105 das 

285 cepas (37,1%) e a distribuição de genes que codificavam a produção de 

enterotoxinas foi muito variável. Entre os 285 isolados, 126 (44,2%) foram positivos 

para, pelo menos, um dos genes pesquisados e o mais frequente foi seg, ocorrendo 

isoladamente ou em combinações diferentes em 275 (96,5%), seguido por seh 

(25,/90%), sec (227/79,6%), sei (44; 15,4%), sea (31; 10,8%) e sed (10; 3,5%). Os 

genes seb e see não foram observados. Foram observados 23 spa type diferentes (t605, 

t127, t458, t521, t342, t318, t693, t177, t11659, t021, t2164, t1192, t7335, t114, t6811, 

t6980, t002, t3324, t559, t138, t321, t456, t2066). O mais frequente foi t605, ocorrendo 

em 168 cepas (58,9%), seguido t127, em 27 (9,5%) e a presença do t321 em vacas 

causando mastite não havia sido relatado anteriormente. Os sequence types (ST) mais 

frequentes foram o ST126, correspondendo a 59% dos isolados, seguidos por ST1 (9%), 

pertencentes ao complexo clonal (CC) 126 e 1, respectivamente. Os resultados 

mostraram diferenças entre os perfis entre as diversas técnicas moleculares, uma vez 

que o PFGE apresentou diferentes perfis entre cepas de mesmo spa type sugerindo que 

o spa typing não é um bom marcador molecular.  

 

Palavras-chave: S. aureus, t321, agr, Spa typing, MLST. 
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ABSTRACT 

Staphylococcus aureus is a common agent of bovine mastitis, causing economic losses 

in Brazilian livestock. This microorganism has well known virulence factors such as the 

production of hemolysins, leukotoxins and superantigens such as toxic shock syndrome 

toxin and enterotoxins. The objective of the study was to characterize molecularly 

isolates of S. aureus from milk of cows with subclinical mastitis, of the several regions 

of São Paulo State, through Multilocus sequence typing (MLST), spatyping, Pulse Field 

Electrophoresis Gel (PFGE) and agr. Phenotypic and genotypic tests of antimicrobial 

resistance, as well as the search for genes of some virulence factors such as pvl (Panton 

Valentine toxin), tst (Toxic Shock Syndrome toxin). In the present study, all isolates of 

S. aureus were sensitive to methicillin (MSSA), as the mecA and mecC genes were not 

found. About 12 antibiotics tested, intermediate resistance to erythromicyn was 

observed and none resistance to oxacillin, vancomycin and gentamicin. The tetracycline 

resistant isolates showed the tetK gene. Molecular characterization showed 23 different 

spa types with prevalence of t605 and t127. The most of the strains (48.1%) presented 

as belonging to the agr II group, followed by 20.1% of the agr III group and 8.1% of 

the agrI group, and the agr IV group was not found. About the virulence factors 

studied, the pvl gene was not observed. In relation to super antigens, the tst gene was 

observed in 105 of the 285 strains (37.1%) and the distribution of genes coding for 

enterotoxin production was very variable. Among the 285 isolates, 126 (44.2%) were 

positive for at least one of the genes. The most frequent was seg, occurring alone or in 

different combinations in 275 (96.5%) isolates, followed by seh (250/90%), sec (227/ 

79,6%), sei (44/15,4%), sea (31/10,8) and sed (10/3.5%). The seb and see genes were 

not observed as well as pvl gene.There were observed 23 different spa types (t605, t127, 

t458, t521, t342, t318, t693, t177, t11659, t021, t2164, t1192, t7335, t114, t6811, t6980, 

t002, t3324, t559, t138, t321, t456, T2066). The most frequent was t605, occurring 168 

strains (58.9%), followed by t127, in 27 (9.5%) and the presence of t321 in cows 

causing mastitis had not been previously reported. The most frequent sequence types 

(ST) were ST126, corresponding to 59% of the isolates, followed by ST1 (9%), 

belonging to the clonal complex (CC) 126 and 1, respectively. The results showed 

notable differences between profiles in PFGE compared to other techniques, strains of 

the same spa type with different profiles of PFGE suggesting that spatyping is not a 

good molecular marker. 

 

Key words: S.aureus, t321, agr, spa typing, MLST. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A mastite bovina é uma doença com grande prevalência nos rebanhos leiteiros 

em todo o mundo e representa uma das mais significantes perdas econômicas na 

indústria leiteira, associadas à redução da qualidade do produto, redução da produção, 

descarte do leite, reposição de animais, além dos gastos com medicamentos e serviços 

veterinários (AIEMSAARD et al., 2011; JASIELSKI et al., 2014). Essa inflamação das 

glândulas mamárias de vacas que pode ser causada por traumas físicos ou infecção por 

micro- organismos gera alterações fisiológicas e metabólicas que leva a uma redução da 

área funcional do teto e, muitas vezes, à perda do teto ou descarte do animal 

(NAWROTEK, 2011). Para estabelecer a infecção, a bactéria precisa adentrar o úbere 

da vaca, vencendo as barreiras anatômicas, químicas e o sistema imunológico. Se as 

defesas imunes não forem capazes de eliminar o patógeno, a concentração de bactérias 

aumenta, passando a danificar o epitélio mamário e a produtividade leiteira é afetada 

negativamente (ZHAO & LACASSE, 2008).  

A mastite pode ser classificada quanto à forma de manifestação em clínica ou 

subclínica. O primeiro tipo é caracterizado por alterações macroscópicas do leite e na 

glândula mamária, podendo evoluir para mastite crônica. O teste da caneca de fundo 

escuro é utilizado para detectar essa doença, sendo recomendado a cada início de 

ordenha (RIBEIRO e FURLONG 2007; COSER et al., 2012). A mastite subclínica não 

causa alterações macroscópicas no leite nem na glândula mamária, mas determina a 

elevação das contagens de células somáticas (CCS) e persistência das bactérias na 

glândula mamária, podendo ser diagnosticada pelo Califónia Mastitis Tests (CMT) ou 

pela contagem eletrônica de CCS (HALASA et al., 2007).  
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Quanto à classificação baseada no agente causador, a mastite pode ser 

classificada em mastite ambiental e contagiosa. A mastite contagiosa é caracterizada 

pela maior ocorrência de casos subclínicos. São geralmente de longa duração, com alta 

CCS e causados por micro-organismos como Staphylococcus spp e Streptococcus spp 

(OVERESCH et al., 2013) dos quais S. aureus é responsável por causar infecções 

persistentes (MARTINS et al., 2010). Já a mastite ambiental é causada por agentes cujo 

reservatório é o próprio ambiente, como os coliformes, E. coli e Klebsiella spp, podendo 

acometer vacas lactantes, secas ou novilhas, ao contrário da forma contagiosa, que é 

mais comum nas vacas em lactação. (SANTOS e FONSECA, 2007; SCHUKKEN et al., 

2012). 

 

1.1. Mastite e S. aureus 

S. aureus está entre os três mais importantes patógenos causadores de mastite, 

com E.coli e Streptococus agalactie (HALASA et al., 2009). Pertence à família 

Staphylococcaceae, são cocos Gram-positivos, anaeróbios facultativos, imóveis e se 

agrupam em formato semelhante a cachos de uva. (TRABULSI et al., 2015). É 

composto por 52 espécies e 29 subespécies (DSMZ, 2017), mas apenas S. aureus, S. 

schleiferi subesps. coagulans, S. intermedius, S. hyicus e S. delphini sintetizam a enzima 

coagulase, sendo denominados estafilococos coagulase positiva (ECP), enquanto os 

demais são considerados estafilococos coagulase negativa (ECN) (BANNERMAN, 

2003).  

S. aureus é considerada a espécie mais virulenta desse gênero, conseguindo 

sobreviver em ambientes variados, são mesófilos que se desenvolvem entre 7ºC e 

47,8ºC, crescem em meios hipertônicos (em concentrações de até 15% NaCl) e numa 

ampla variação de pH (4,2 a 9,3). Apresenta natureza ubíqua, tendo como reservatório 
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primário a pele e membranas mucosas, especialmente a região naso-faríngea de 

mamíferos e aves (LELOIR et al., 2003). 

Estima-se que de 25 a 40% da população humana carreie S. aureus, 

representando importante indicador de higiene pessoal e da qualidade dos alimentos 

(INGAVALE et al., 2005; LUONG et al., 2006). É a principal espécie associada aos 

casos de intoxicação alimentar, responsável por 98% dos surtos (SANTANA et al., 

2010). 

Embora S. aureus possa sobreviver por longo tempo no ambiente, é necessária a 

colonização de tecidos para garantir sua sobrevivência e multiplicação (PETON & Le 

LOIR, 2014). Esses patógenos são transmitidos entre as vacas durante a ordenha, que 

pode ser mecânica ou manual, entre os animais do rebanho, pelas mãos dos 

ordenhadores ou equipamentos de ordenha (SAKWINSKA et al., 2011). Em rebanhos 

leiteiros, S. aureus é responsável por um terço dos casos de mastite clínica e subclínica 

(BOTREL et al., 2010). No Brasil, a ocorrência de S. aureus em isolados de leite de 

vacas com mastite vem sendo descrito desde a década de 50 por Lacerda Jr. et al. 

(1953). Subsequentemente, vários estudos em diferentes estados foram registrados 

como Arcuri et al. (2006), no norte do estado do Rio de Janeiro, onde foi a espécie 

predominante em leite de tanque de refrigeração. Em 2012, Mendonça e colaboradores, 

avaliando Staphylococcus spp. isolados de mastite bovina no estado do Rio de Janeiro, 

encontraram 36,2% de S. aureus. No estado de São Paulo, Rall et al. (2014) estudaram 

mastite por Staphylococcus spp. e encontraram a presença de S. aureus em 17.5% dos 

isolados. 

A mastite causada por S. aureus é um problema para a saúde pública, pois, 

frequentemente, mais da metade das cepas isoladas de leite de glândulas infectadas 

apresentam, pelo menos, um gene que codifica para a produção de enterotoxinas, com 
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significantes variações, dependendo da região e país. A concentração bacteriana no leite 

de glândulas infectadas é geralmente moderada (menos de 10.000 UFC/mL), mas a 

contaminação do leite a granel pode levar à intoxicação estafilocócica, através dos 

produtos lácteos fabricados com leite cru. (Le LOIR et al., 2003; Le MARECHAL et 

al., 2011).  

 

1.2. Toxinas estafilocócicas 

Algumas cepas produzem exoproteínas responsáveis por manifestações clínicas 

específicas, como as enterotoxinas estafilocócicas (SEs), Toxina-1 da Síndrome do 

Choque Tóxico (TSST-1), Toxina Esfoliativa e a Panton Valentine Leucocidina (PVL) 

(DINGES et al., 2000; BENIĆ et al., 2012; RAHIMI & ALIAN, 2013). 

Os superantigenos estafilocócicos (SAgs), incluindo SEs e TSST-1, foram 

originalmente identificados em S. aureus. As SEs foram nomeadas de acordo com as 

suas atividades eméticas, após a administração oral em um modelo primata. Por isso, 

várias SEs foram designadas como SE-like (SEl), uma vez que não apresentaram 

qualquer atividade emética, nos modelos animais já testados (LINA et al., 2004). 

Existem cinco SEs clássicas, SEA até SEE, antigenicamente distintas (BERGDOLL, 

1989). Ao longo dos anos, novos tipos de SEs foram descritos e seus genes, 

sequenciados (SEG, SEH, SEI, SElJ, SelK, SElL, SElM, SElN, SElO, SELP, SElQ, 

SElR, SES, SET, SElU, SElV e SElX) (ONO et al., 2008; SEO & BOHACH, 2007; 

THOMAS et al., 2006, WILSON et al., 2011). Em 2017, Ono e colaboradores 

descreveram atividade emética em SeK, SeL, SeM, SeN e SeO, em modelos primatas. 

Os genes que codificam para a produção de SEs podem estar localizados nos 

cromossomos, plasmídeos, transposons ou integrados ao genoma de fagos, conferindo 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3689430/#R13
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3689430/#R6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3689430/#R6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3689430/#R20
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3689430/#R23
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3689430/#R26
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3689430/#R26
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uma vantagem seletiva às bactérias que os possuem (Le LOIR, BARON, & GAUTIER, 

2003). 

A PVL é uma toxina leucocitolítica associada com lesões necróticas e envolvida 

em severas infecções cutâneas e pneumonias (GILLET et al., 2002; KANEKO & 

KAMIO, 2004). Pode ser encontrada em cepas de S. aureus meticilina sensíveis 

(MSSA) ou resistentes (MRSA), de diferentes fontes como alimentos, infecções em 

humanos e animais (SUDAGYDAN e AYDIN 2010; CIRKOVIC et al., 2012; ROSSI et 

al., 2016).  

A síndrome do choque tóxico (TST) é causada pela TSST-1 e pode estar 

presente simultaneamente às enterotoxinas, principalmente, as dos tipos B e C (Schmitz 

et al., 1998). Juntas (TSST-1 e enterotoxinas estafilocócicas) são capazes de atuar como 

superantígenos nas células do sistema imune bovino, contribuindo potencialmente com 

os mecanismos patogênicos da mastite bovina (YOKOMIZO et al., 1995; FERENS et 

al., 1998).  

 

1.3. Resistência a Antimicrobianos 

A resistência aos β-lactâmicos tem sido reportada na literatura como um dos 

principais problemas relacionados à mastite, principalmente pelas taxas elevadas de 

resistência à penicilina (SHI et al., 2010; KALMUS et al., 2011; JAGIELSKI et al., 

2014). A multirresistência também vem ocorrendo e, recentemente, Wang et al. (2014) 

observaram que 69% dos isolados provenientes de mastite bovina foram resistentes a 

mais de 10 antimicrobianos utilizados no tratamento da doença. Staphylococcus spp é 

capaz de adaptar-se à pressão de seleção e sofrer mutações nos seus genes ou pode 

adquirir genes de outras espécies. Os mecanismos de resistência são variados, incluindo 

alteração da permeabilidade de membrana ou da parede celular, expulsão ativa do 
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antibiótico para o exterior da célula e inibição ou inativação do antibiótico (Paiva et al., 

2010). A via mais usual de tratamento da mastite é a intramamária, pois se espera que o 

antimicrobiano atinja uma concentração no úbere maior ou semelhante à concentração 

inibitória mínima (CIM) para o patógeno. Porém, a CIM é definida com base em testes 

de suscetibilidade realizados in vitro e não simula as condições encontradas in vivo pelo 

patógeno, o que pode contribuir para diminuir o efeito do tratamento (APPARAO et al., 

2009). Além disso, se nenhuma terapia com antibiótico é realizada no período seco, a 

maioria destas infecções ainda estará presente após o parto. A emergência da resistência 

aos antimicrobianos e a dificuldade na identificação de novas classes de agentes 

antimicrobianos tem impulsionado a investigação de novas estratégias terapêuticas, 

como o uso de moléculas capazes de silenciar genes de virulência e terapia gênica em 

infecções. A interferência na regulação dos fatores de virulência, como no locus agr, 

também parece ser uma abordagem promissora (COSTERTON et al., 2009). 

 

1.4. Caracterização molecular dos grupos agr, spa typing, MLST e PFGE  

Estudos com S. aureus, isolados do gado leiteiro com mastite, vem utilizando 

vários métodos de tipagem molecular como o Mult Locus Sequence Typing (MLST) spa 

typing e Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), que possibilitam caracterizar esse 

patógeno através de comparações entre sequencias descritas em diferentes partes do 

mundo, sendo possível traçar rotas de dispersão e demonstrar a disseminação global de 

vários clones. Vários estudos revelaram que apenas alguns clones específicos são 

responsáveis pela maioria dos casos de mastite em uma única fazenda e que alguns 

destes clones podem ter uma ampla distribuição geográfica (ZADOCKS et al., 2000; 

KATSUDA et al., 2005; SMITH et al., 2005). 
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A expressão da virulência em S. aureus é estreitamente regulada e a intensidade 

da infecção, associada a algumas cepas, depende da sua capacidade de mobilizar e 

expressar seus fatores de virulência. (Le MARECHAL et al., 2011a). Esse patógeno 

pode causar doenças em humanos e animais, colonizando diferentes sítios do 

hospedeiro. Para que isso ocorra, o micro-organismo utiliza um sistema de detecção de 

quorum sensing que, por meio de comunicação célula-a-célula, controla a regulação de 

vários desses fatores de virulência. Este sistema, conhecido como locus agr secreta um 

peptídeo auto indutor (AIP) de maneira dependente da densidade celular e possibilita 

que uma população bacteriana possa responder em conjunto, quando a densidade celular 

crítica é atingida (CAFISO et al., 2007). O locus agr é constituído por quatro genes 

(agrA, agrB, agrC, agrD), sendo ativado durante a transição da fase de multiplicação 

exponencial para a fase estacionária (VUONG et al., 2004). São conhecidos quatro 

grupos distintos desse locus, I, II, III e IV, todos determinados pelo polimorfismo da 

sequência de aminoácido de AgrD e AgrC (SHOPSIN et al., 2003). Estudos 

relacionaram isolados nesses grupos com diversos fatores de virulência e infeções. O 

grupo agr I está associado com casos de mastite; a resistência a antimicrobianos, com os 

grupos II e III; a formação de biofilme, aos grupos agr I e III e o grupo agr IV parece 

estar relacionado com isolados produtores de esfoliatina, envolvidas na síndrome da 

pele escaldada (JARRAUD et al., 2000; SAKOULAS et al., 2003; MOISE-BRODER et 

al., 2004; VAUTOR et al., 2007). 

Os tipos de spa podem ser determinados com a amplificação e o sequenciamento 

da região X do gene da proteína A (spa), que contém repetições polimórficas diretas. 

Atualmente encontram- se disponíveis 17.006 spa types diferentes, em um servidor de 

livre acesso (spaserver.ridom.de). Eventualmente, observou-se estreita relação entre o 

tipo de spa e doenças em hospedeiros específicos, como o t034, mais encontrado em 
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infecções ligadas a suínos (HASMAN et al., 2010) e o t605, mais frequentemente 

associados a bovinos (Silva et al., 2013). O software Ridom StaphType (versão 1.4; 

Ridom GmbH, Wu¨rzburg, Alemanha) fornece uma ferramenta de software que permite 

a análise direta de sequências e designação de tipos de spa por sincronização através de 

um servidor central (STROMMENGER et al., 2006) 

A técnica de MLST detecta variações que definem linhas clonais relativamente 

estáveis, através da presença de sete genes conservados (arcC, aroE, glpF, gmK, pta, tpi 

e yqiL) (ENRIGHT et al., 2000). Pela variabilidade e diversidade nas sequencias desses 

nucleotídeos, o MLST apresenta mais de 2.400 ‘sequencias tipo’ (ST) para S. aureus 

(<www.mlst.net>). A grande maioria desses STs é agrupada em um número limitado de 

complexos clonais (CC) ou linhagens, os quais parecem estar distribuídos 

mundialmente. Os CC predominantes em S. aureus são CC1, 5, 8, 15, 22, 30, 45, 59, 80, 

97 e 121 (NUBEL et al., 2011). 

A técnica de PFGE desenvolvida em 1984 por Scharwartz and Canter. Consiste 

na digestão do genoma total bacteriano com enzimas de restrição, seguido de 

eletroforese em campo pulsado, que apresenta alto poder discriminatório, pois a 

alternância entre os sentidos do campo elétrico permite separar fragmentos que não 

seriam diferenciados em gel de agarose convencional (MASLOW & MULLIGAN, 

1996). O padrão de bandas gerado (pulsotipo) pode ser analisado através de 

comparações dos perfis visualmente (TENOVER et al., 1995) ou através de softwares 

específicos, como o Bionumerics (CHURCH et al., 2011). É uma técnica com alta 

reprodutibilidade e considerada “padrão ouro” para uso em estudos epidemiológicos 

(PETERS, 2009). 
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