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RESUMO 

 

Staphylococcus aureus destaca-se como principal micro-organismo associado à 

mastite bovina contagiosa, sendo que as infecções crônicas podem ser causadas 

pelo crescimento bacteriano na forma de biofilmes, o que pode estar associado à 

persistência desta bactéria na glândula mamária e à resistência a diversos 

antimicrobianos. Estudos epidemiológicos empregando técnicas como a 

macrorestrição seguida de eletroforese em campo pulsado (PFGE) têm sido 

realizados, com a finalidade de identificar clones e caracterizar as infecções por S. 

aureus. Os objetivos deste estudo foram: avaliar a frequência de isolamento de S. 

aureus em amostras de leite colhidas periodicamente em um grupo de propriedades 

leiteiras do Vale do Taquari, RS; avaliar o perfil de suscetibilidade aos 

antimicrobianos dos isolados de S. aureus identificados; classificar esses isolados 

em grupos clonais; avaliar a distribuição e a permanência dos grupos clonais nas 

propriedades leiteiras ao longo do tempo, além de verificar a presença de genes 

relacionados à formação de biofilmes (icaA e icaD). Foram colhidas amostras de 

leite de todas as vacas em lactação de 21 propriedades, amostradas 

semestralmente durante dois anos, totalizando 1060 amostras. A presença de S. 

aureus nas amostras foi detectada por isolamento e a identificação foi realizada de 

acordo com o National Mastitis Council. Isolados confirmados foram testados, pela 

técnica de disco difusão em ágar, quanto à suscetibilidade frente a treze 

antimicrobianos. Os isolados também foram submetidos à macrorrestrição do DNA 

total – PFGE e posteriormente testados pela PCR para detecção dos genes icaA e 

icaD. Das 1060 amostras avaliadas, 395 não apresentaram crescimento bacteriano. 

Staphylococcus sp. coagulase negativa foram identificados em 262 amostras, 

seguido de 136 amostras em que identificou-se S. aureus. A frequência de 

isolamento de S. aureus variou de 3,45% a 70,59% nas 17 propriedades em que 

este agente estava presente. No teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, a 

maioria (75,7%) dos 132 isolados testados apresentaram perfil de sensibilidade, 

sendo a resistência mais frequente  à penicilina (18,2%) e ampicilina (14,4%). Em 

apenas 27,3% dos isolados detectou-se os genes associados à formação de 

biofilmes pesquisados, sendo o gene icaD o mais prevalente, seguido da presença 

de ambos os genes. Os 122 isolados clivados pela enzima SmaI e submetidos à 

PFGE foram classificados em 38 grupos clonais. Observaram-se poucos grupos 
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clonais persistentes, pois somente seis foram descritos consecutivamente em pelo 

menos duas coletas. O grupo clonal 16 foi o mais prevantente, apresentando 

isolados em uma mesma propriedade ao longo de dois anos. Conclui-se que 

Staphylococcus aureus está presente na glândula mamária de bovinos em lactação 

em pequenas propriedades da região. Esses isolados apresentam baixa frequência 

de resistência aos antimicrobianos. Há uma grande variabilidade de pulsotipos entre 

os isolados presentes nessas propriedades, porém poucos grupos clonais persistem 

nas propriedades amostradas. Não foi possível associar a permanência dos grupos 

clonais nos rebanhos à presença dos genes icaA e icaD ou ao perfil de resistência a 

antimicrobianos.  

Palavras chave: Staphylococcus aureus, resistência aos antimicrobianos, biofilme, 

grupos clonais. 
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ABSTRACT 

 

Staphylococcus aureus stands out as the main microorganism associated with 

bovine contagious mastitis, whereas chronic infections can be caused by bacterial 

growth in the form of biofilms, which can be associated with the persistence of the 

bacteria in the mammary gland and resistance to various antibiotics. Epidemiological 

studies employing techniques such as macrorestriction followed by pulsed field gel 

electrophoresis (PFGE) have been carried out, aiming to identify clones and 

characterize S. aureus infections. The objectives of this study were: to assess the 

frequency of S. aureus isolation in milk samples collected periodically in a group of 

dairy farms from Taquari Valley, RS; evaluate the profile of antimicrobial susceptibility 

of S. aureus identified isolates; classify these isolates in clonal groups; assess the 

distribution and retention of clonal groups in dairy herds over time and to verify the 

presence of genes related to biofilm formation (icaA and icaD). Milk samples were 

collected from all lactating cows from 21 properties that were sampled every six 

months for two years, totaling 1060 samples. The presence of S. aureus in the 

samples was detected by isolation and the identification was performed according to 

National Mastitis Council. Confirmed isolates were tested for susceptibility to thirteen 

antimicrobial by disk diffusion technique in agar. The isolates also underwent macro-

restriction of total DNA - PFGE and were subsequently tested by PCR for detection of 

genes icaA and icaD. Of the 1060 samples tested, 395 showed no bacterial growth. 

Staphylococcus sp. coagulase-negative samples were identified at 262, followed by 

136 samples in which S. aureus was identified. The frequency of isolation of S. 

aureus ranged from 3.45% to 70.59% in 17 properties wherein this agent was 

present. In antimicrobial susceptibility testing, the majority (75.7%) of the 132 isolates 

tested showed sensitivity profile, being most frequent resistance to penicillin (18.2%) 

and ampicillin (14.4%). In only 27.3% of the isolates were detected genes associated 

with biofilm formation surveyed and icaD was the most prevalent, followed by the 

presence of both genes. The 122 isolates cleaved by SmaI and submitted for PFGE 

were classified into 38 clonal groups. There were few persistent clonal groups, 

because only six groups were described consecutively in at least two collections. The 

clonal group 16 was the most prevalent, presenting isolates at the same property 

over two years. Is conclusive that Staphylococcus aureus is present in the mammary 

gland of lactating cattle on small farms in the region. These isolates have low 
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frequency of antimicrobial resistance. There is great variability of pulsotypes among 

isolates in those properties, but few clonal groups persist in the sampled properties. It 

was not possible to associate the permanence of clonal groups in herds to the 

presence of icaA and icaD or to the profile of antimicrobial resistance.  

 

Keywords: Staphylococcus aureus, antimicrobial resistance, biofilm, clonal groups. 

 

 

  



 13 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figure 1: Dendrogram representing the similarity grouping of S. aureus isolates 

derived from farms with multiple isolation of S. aureus from milk samples in a two-

year period. Total DNA of isolates was cleaved with SmaI and separated by pulsed-

field gel electrophoresis (PFGE)...........................................................................   67 



 14 

LISTA DE TABELAS 

 

Table 1: Characterization of herds included in the study population..................... ... 63 

Table 2: Results of bacteriological tests performed on milk samples collected from 21 

dairy farms in 2010 and 2011.................................................................................... 64 

Table 3: Frequency of S. aureus isolation in relation to the total number of positive 

samples per farm, in four sampling events, between 2010 and 2011 ........................ . 65 

Table 4: Distribution of pulsotypes of S. aureus in milk samples from Taquari Valley 

farms in four semi-annual collections, 2010-2011..................................................... 66  

 

 

 

 



 15 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO...................................................................................................... 17 

2. REVISÃO.............................................................................................................. 20 

2.1 MASTITE............................................................................................................. 20 

2.2 GÊNERO Staphylococcus.................................................................................. 25 

2.2.1 Fatores de patogenicidade de Staphylococcus aureus............................. 27 

2.2.1.1 Coagulase e outras enzimas......................................................................... 28 

2.2.1.2 Exotoxinas..................................................................................................... 29 

2.2.1.3 Adesinas........................................................................................................ 32 

2.2.1.4 Quorum sensing............................................................................................ 33 

2.2.1.5 Biofilmes........................................................................................................ 34 

2.2.1.5.1 Formação de biofilme em Staphylococcus aureus............................... 36 

2.2.1.5.2 Detecção da formação de biofilme em Staphylococcus aureus.......... 37 

2.3 CARACTERIZAÇÃO DE GRUPOS CLONAIS DE S. aureus.............................. 38 

2.4 RESISTÊNCIA DE S. aureus AOS ANTIMICROBIANOS................................... 40 

3. ARTIGO…………………………………………………………………..……….......... 43 

3.1 INTRODUCTION……………………………………………………….…….........…. 44 

3.2 MATERIALS AND METHODS………………………………….………….........….. 45 

3.2.1 Selection of Herds and Sampling…………………………………………..….. 45 

3.2.2 Origin and Collection of Samples………………………………………….….. 45 

3.2.3 Isolation and Identification of S. aureus………………………………….….. 46 

3.2.4 Macro-restriction of the total DNA and Pulsed-field Gel Electrophoresis 

(PFGE)………………………………………………………………………………….….. 46  

3.2.5 Test for Antimicrobial Susceptibility……………………………….…………. 47 

3.2.6 Detection of Genes icaA, icaD and mecA……………………………….….… 47 

3.2.7 Data Analysis…………………………………………………………….………... 48 

3.3 RESULTS AND DISCUSSION………………………………………...………….… 48 

3.3.1 Isolated Microorganisms…………………………………………….……….….. 48  

3.3.2 Test for Antimicrobial Susceptibility……………………………….……….… 50 

3.3.3 Identification of Genes icaA and icaD……………………………….………... 51 

3.3.4 Clonal Groups of S. aureus………………………………………………….….. 52 

3.5 ACKNOWLEDGMENT…………………………………………………………….…. 53 



 16 

REFERÊNCIAS......................................................................................................... 54 

4. CONCLUSÕES…………………………………………………………….…….......... 68 

REFERÊNCIAS………………………………………………………………..….........… 69 

 



 17 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores mundiais de leite 

(GOMES, 2001), atingindo, em 2011, a produção histórica de 21,6 bilhões de litros, 

sendo as regiões Sudeste e Sul as maiores produtoras do país (IBGE, 2012).  

Apesar dos avanços tecnológicos na bovinocultura de leite, alguns pontos 

ainda necessitam ser melhorados. Um dos maiores entraves ao desenvolvimento e 

consolidação da indústria de laticínios no Brasil, do ponto de vista tecnológico, é a 

qualidade da matéria-prima (OLIVEIRA et al., 1999). Aos poucos, as indústrias têm 

remunerado o produtor também por qualidade e não somente por quantidade de 

leite produzido. A qualidade do leite in natura é influenciada por fatores associados 

ao manejo, alimentação, potencial genético dos rebanhos e, principalmente, pela 

higiene durante a obtenção e armazenagem do leite (ARCURI et al., 2006). 

A mastite destaca-se entre as enfermidades de grande importância mundial 

nos rebanhos leiteiros devido à ocorrência de casos clínicos, alta prevalência de 

infecções subclínicas e perdas econômicas que acarreta. Na indústria de laticínios, é 

responsável pela queda no rendimento dos derivados lácteos, especialmente os 

queijos, e pela redução da vida de prateleira dos produtos, incluindo o leite 

pasteurizado. Além disso, a possibilidade de veiculação de micro-organismos 

patogênicos e/ou suas toxinas ou a transferência de resíduos de antibióticos via leite 

representam riscos à saúde pública (FORSYTHE, 2002). De acordo com o agente 

etiológico envolvido, a mastite classifica-se em contagiosa ou ambiental. A primeira 

pode disseminar-se de um quarto infectado para outro ou entre diferentes animais, 

principalmente durante a ordenha. Já na mastite ambiental, os patógenos existentes 

no ambiente penetram na glândula mamária causando a infecção (PRESTES et al., 

2002; FERGUSON et al., 2007).   

A utilização de antimicrobianos no tratamento dos quadros de mastite é 

frequente, no entanto os índices de resistência dos micro-organismos vêm 

aumentando (BRITO et al., 2001). Este fato aumenta a importância da realização de 

tratamentos de forma adequada, com medicamentos eficazes, os quais podem ser 

selecionados através de testes fenotípicos e genotípicos (COELHO et al., 2007). 

Staphylococcus aureus é o principal agente associado à mastite bovina 

contagiosa; entretanto, poucos clones parecem ser responsáveis pelo 
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desenvolvimento da enfermidade (DENDANI et al., 2010).  Muitas infecções crônicas 

por esse agente associam-se ao crescimento bacteriano na forma de biofilmes, 

dificultando a ação dos macrófagos e aumentando a resistência a diversos 

antimicrobianos. Além disso, a formação de biofilme relaciona-se principalmente à 

persistência residual no ambiente (BOYEN et al., 2009). Diversos genes podem 

estar envolvidos na capacidade individual de cada cepa em formar biofilmes, 

destacando-se os genes icaA e icaD (MELCHIOR et al., 2009).  

Estudos epidemiológicos têm empregado técnicas moleculares como a 

macrorestrição seguida de eletroforese em campo pulsado (PFGE) como ferramenta 

para identificar clones e elucidar as vias de transmissão ao longo de cadeias de 

produção animal.  Diversos estudos têm sido realizados com isolados de S. aureus 

de mastite bovina (KWON et al., 2005; SMITH et al., 2005 a, b). No entanto, 

geralmente estes estudos são transversais, conduzidos em diferentes regiões, ou 

ainda, trabalham com bancos de cepas, impossibilitando o entendimento a cerca da 

variabilidade genética das cepas ao longo do tempo. Uma melhor compreensão da 

epidemiologia deste agente por meio de estudos longitudinais pode contribuir para o 

desenvolvimento de medidas mais eficazes no controle da mastite bovina. Desta 

forma, o presente trabalho teve como objetivos: 

 Avaliar a frequência de isolamento de S. aureus em amostras de leite 

colhidas periodicamente ao longo de dois anos em um grupo de propriedades 

leiteiras do Vale do Taquari; 

 Avaliar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de 

S. aureus isolados; 

 Classificar os isolados de S. aureus por meio da análise de 

macrorrestrição seguida de eletroforese em campo pulsado (PFGE) em grupos 

clonais; 

 Avaliar a distribuição e a permanência dos grupos clonais nas 

propriedades leiteiras ao longo do tempo; 

 Verificar a presença de genes relacionados à formação de biofilmes 

(icaA e icaD) nos grupos clonais identificados. 

Este estudo foi realizado paralelamente ao projeto “Centro de monitoramento 

e vigilância da resistência antimicrobiana em bactérias patogênicas para o gado de 

leite”, aprovado no edital CNPq/MAPA/DAS No. 064/2008. Trata-se da consolidação 
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de um Centro Colaborador em Defesa Agropecuária (CDA) para monitoramento e 

avaliação do risco da resistência aos antimicrobianos (RAM) em bactérias 

patogênicas do gado de leite (CDA-RAM). O CDA-RAM foi estruturado inicialmente 

para o monitoramento da resistência antimicrobiana dos patógenos da mastite 

bovina e foi coordenado pela Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG. Foi 

proposto que o CDA-RAM atuasse em escala nacional e, para isso, foram 

estabelecidas parcerias estratégicas com sete unidades laboratoriais localizadas em 

seis estados das regiões Sul, Sudeste e Nordeste. O Setor de Medicina Veterinária 

Preventiva da UFRGS foi o responsável pelas atividades do CD-RAM no Rio Grande 

do Sul.  
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2. REVISÃO 

 

 

2.1 MASTITE 

 

A cadeia produtiva do leite é fundamental para o país devido a sua 

importância social e econômica. Cerca de um milhão de propriedades rurais são 

responsáveis, direta e indiretamente, pela geração de três milhões de empregos. A 

produção de leite no Brasil vem aumentando ao longo dos anos e a região Sul do 

país ocupa a segunda posição no ranking de produção nacional (IBGE, 2012). Uma 

das maiores barreiras ao desenvolvimento e consolidação da indústria de laticínios 

no Brasil, do ponto de vista tecnológico, é a qualidade da matéria-prima, influenciada 

por fatores associados ao manejo, à alimentação, ao potencial genético dos 

rebanhos e, principalmente, à falta de higiene durante a obtenção e armazenamento 

do leite (GUERREIRO et al., 2005).  

A mastite é o processo inflamatório da glândula mamária, geralmente de 

caráter infeccioso, que afeta a produção leiteira tanto em quantidade como em 

qualidade, resultando em alterações físicas, químicas e bacteriológicas do leite, 

além das alterações no tecido glandular. É a enfermidade de maior importância nos 

rebanhos leiteiros em todo o mundo devido à alta incidência de casos clínicos, à alta 

prevalência de infecções subclínicas e aos prejuízos econômicos que acarreta 

(PRESTES et al., 2002).   

A ocorrência desta enfermidade é influenciada por vários fatores, dentre os 

quais podemos citar: a conformação do úbere e tetos, status imunitário dos animais, 

condições de higiene no equipamento de ordenha e no momento da ordenha, além 

da higiene pessoal do ordenhador. Os tetos constituem a primeira barreira física 

contra a invasão microbiana e, devido às características anatômicas e fisiológicas, 

inibem parcialmente a entrada de micro-organismos. Agentes que conseguirem 

sobrepor esta barreira inicial necessitam ultrapassar as barreiras imunológicas para 

sobreviver. No entanto, devido à presença de glóbulos de gordura e caseína, o leite 

torna-se um meio desfavorável à ação do sistema imune na glândula mamária, 

sendo necessário um rigoroso manejo pré-ordenha, durante e após a mesma, para 

que se previna, ao máximo, a invasão da glândula mamária por agentes infecciosos, 

responsáveis pelos quadros de mastite (OLIVEIRA, 2006). 
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Através da observação dos sinais clínicos, a mastite pode ser classificada em 

clínica ou subclínica. A mastite clínica caracteriza-se por alterações visíveis no leite, 

como a presença de grumos ou pus, além de alterações na glândula mamária como 

aumento de volume, dor à palpação, elevação da temperatura e rubor (OLIVEIRA, 

2006). Por outro lado, a mastite subclínica não apresenta sinais evidentes, 

apresentando o leite aspecto macroscópico normal (MACHADO et al., 2000, 

PRESTES et al., 2002). Esta forma apresenta maior prevalência em relação à clínica 

e se caracteriza por alterações na composição do leite, tais como aumento no 

número de células somáticas e dos teores de cloro e sódio, além da diminuição nos 

teores de caseína, lactose e gordura (FONSECA e SANTOS, 2000). Além disso, a 

forma subclínica é a mais importante epidemiologicamente, devido às falhas na 

detecção, o que favorece a permanência e disseminação dos micro-organismos 

dentro do rebanho (BARBALHO e MOTA, 2001). Já a mastite clínica, além de ser 

uma das principais causas de morte de vacas leiteiras adultas, impacta diretamente 

no bem-estar animal devido aos quadros de hiperalgesia observados nos casos 

agudos (BRADLEY, 2002). 

A mastite bovina é uma enfermidade de caráter multifatorial, no entanto, 

geralmente apresenta origem infecciosa. Pode ser causada por diferentes agentes, 

incluindo bactérias, leveduras, fungos filamentosos e algas, sendo a maioria das 

infecções causadas por bactérias (MARTINS et al., 2010).  

Os micro-organismos patogênicos frequentemente relacionados às infecções 

da glândula mamária em bovinos podem ser divididos em dois grupos: patógenos 

contagiosos e patógenos ambientais. Os principais agentes causadores de mastite 

contagiosa são Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e 

Corynebacterium sp. Como os micro-organismos contagiosos são bem adaptados à 

glândula mamária, frequentemente ocasionam infecções crônicas com duração de 

semanas, meses ou até anos (MARTINS et al., 2010). A glândula infectada é a 

principal fonte desses agentes em um rebanho leiteiro e a transmissão para quartos 

mamários não infectados e/ou vacas suscetíveis ocorre, principalmente, durante a 

ordenha, especialmente em animais que de alguma forma apresentem a imunidade 

reduzida, seja por infecções bacterianas prévias, ou ainda infecções virais 

(BARKEMA et al., 2009). Já os patógenos ambientais penetram na glândula 

mamária a partir de ambientes contaminados, geralmente devido às falhas de 

manejo dos animais e do ambiente, que é a principal fonte de contaminação nestes 
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casos (SHUM et al., 2009).   

Dentre as bactérias causadoras de mastite, um número limitado pertencente 

aos gêneros Staphylococcus, Streptococcus e ao grupo dos coliformes, causa a 

maioria das infecções. Estudos no Brasil demonstram a grande disseminação de 

Staphylococcus sp. nos rebanhos. Ferreira et al. (2007) isolaram este agente em 

74,60% dos casos de mastite, enquanto dados da microrregião de Cuiabá-MT, 

demonstram como principais agentes de mastite subclínica o Corynebacterium spp. 

(27,6%), S. aureus (21,5%) e a associação de ambos (6,8%), seguidos de 

Staphylococcus intermedius (6,5%). Já nos casos clínicos, foram isolados com maior 

frequência S. aureus (44,0%) e Corynebacterium sp. (12,0%) (MARTINS et al., 

2010). As taxas de isolamento de S. aureus são variáveis, no entanto este tem sido 

considerado como o principal agente etiológico nas mastites contagiosas 

(GIANNEECHINI et al., 2002; SÁ et al., 2004). Porém, dados de um estudo realizado 

no Pará revelam maior frequência de Staphylococcus spp. coagulase negativa, 

seguido de Staphylococcus aureus, em ambos quadros, clínico e subclínico 

(OLIVEIRA et al., 2011). 

As mastites ambientais apresentam como agentes etiológicos patógenos 

como Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Escherichia coli e espécies 

de Staphylococcus coagulase negativa (QUINN et al., 2011). Staphylococcus sp. 

coagulase negativa é um grupo de agentes oportunistas, cuja capacidade de 

persistir e permanecer em diferentes ambientes faz com que causem uma variedade 

de enfermidades tanto nos animais como no homem. Em vacas em lactação, estes 

agentes eram considerados patógenos secundários no desenvolvimento da mastite 

bovina. No entanto, estudos têm demonstrado a importância destes no 

desenvolvimento da mastite em bovinos e outras espécies como cabras e ovelhas. 

As espécies geralmente isoladas de rebanhos leiteiros são S. chromogenes, S. 

haemolyticus, S. simulans e S. epidermidis, entre outros (THORBERG et al., 2009; 

PIESSENS et al., 2011).  

A bactéria S. aureus tem sido associada à presença deste agente em lesões 

de pele dos tetos, nas mãos dos ordenhadores e equipamentos de ordenha, muitas 

vezes atingindo a glândula mamária devido às falhas de manejo. Insufladores 

contaminados por este agente podem veiculá-lo para animais posteriormente 

ordenhados com o equipamento (EDMONSON, 2001).  Pode ainda se estabelecer e 

multiplicar em diferentes focos, causando extensa lesão tecidual, além de 
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permanecer em microabcessos e tecidos fibróticos na glândula mamária, dificultando 

a penetração e a ação dos antimicrobianos (BARRET, 2002). 

A infecção na mastite estafilocócica ocorre pela colonização do teto, 

especialmente quando este apresenta lesões. Os micro-organismos passam pelo 

canal do teto e, posteriormente, estabelecem-se em áreas de tecido secretor. S. 

aureus pode ligar-se à matriz extracelular utilizando proteínas que são expostas 

devido às microlesões, como substratos para a adesão e desenvolvimento de 

infecções intramamárias (GYLES et al., 2010). As infecções causadas por este 

patógeno geralmente persistem por longos períodos devido a fatores de virulência, 

onde a glândula mamária infectada atua como reservatório, a partir da qual os micro-

organismos disseminam-se a outros animais do rebanho (HAVERI et al., 2007). 

O leite é um substrato adequado para a multiplicação dos estafilococos. 

Durante a multiplicação, substâncias citotoxigênicas são produzidas, acarretando a 

infiltração de neutrófilos na glândula mamária. A agregação de neutrófilos resulta na 

formação de grumos e edema interalveolar. O acúmulo de fibroblastos, macrófagos 

e linfócitos resulta na expansão do tecido conectivo interalveolar. A bactéria 

permanece nos alvéolos e ductos, sendo excretada intermitentemente e o local de 

intensa multiplicação de S. aureus pode resultar em abscessos ou granulomas 

(GYLES et al., 2010). 

Para reduzir o impacto da mastite, é necessário prevenir novas infecções e 

reduzir a duração das infecções existentes nos rebanhos. O tratamento dos casos 

clínicos com antibióticos durante a lactação é um ítem importante no controle da 

mesma (BRADLEY e GREEN, 2004).  

Como a mastite é uma enfermidade altamente prejudicial aos rebanhos 

leiteiros, estudos têm sido realizados para avaliar a prevalência dos principais 

agentes envolvidos. Além disso, os programas de manejo têm se aperfeiçoado na 

tentativa de melhorar a saúde da glândula mamária dos bovinos leiteiros 

(FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004). 

A preocupação com a mastite se justifica, pois se estima, no rebanho 

brasileiro prevalência de 20 a 38%, o que representa uma perda na produção de 12 

a 15%, caracterizando esta enfermidade como uma das mais impactantes na 

indústria leiteira. Devem ser considerados gastos com medicamentos, leite 

descartado, serviços veterinários, descarte prematuro e a diminuição do valor 

comercial dos animais (FONSECA e SANTOS, 2000; REIS et al., 2005). A 
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prevalência da mastite subclínica é a de maior importância nas criações tecnificadas, 

acometendo de 20 a 50% dos animais do rebanho (PITKALA et al., 2004). O custo 

da mastite subclínica é difícil de ser mensurado, mas estima-se que, no Brasil, as 

perdas relacionadas à produção de leite representam prejuízo de 2,4 bilhões de 

litros de leite/ano (SANTOS e FONSECA, 2007).  A mastite também gera 

consideráveis prejuízos na indústria de laticínios devido à queda de rendimento dos 

derivados lácteos, especialmente na produção de queijos e pela redução da vida de 

prateleira, incluindo o leite pasteurizado.  

A manutenção de vacas portadoras de mastite crônica em um rebanho, 

especialmente quando infectadas por S. aureus, é um dos principais fatores de risco 

para a perpetuação e disseminação deste patógeno para animais suscetíveis 

(BARRET, 2002). A segregação de animais portadores de S.aureus é uma prática 

que pode ser utilizada como alternativa para reduzir os riscos de transmissão deste 

agente entre vacas nos rebanhos. No entanto, é necessária uma correta e eficiente 

identificação dos animais, o que, muitas vezes, inviabiliza a adoção desta prática 

nas propriedades. Com isso, torna-se fundamental o descarte de vacas portadoras 

de mastite crônica para o controle da enfermidade (BARRET, 2002).  

O leite é um dos alimentos mais completos nutricionalmente e sua qualidade 

refere-se principalmente à composição físico-química e microbiológica. Nesse 

sentido, o controle do leite fresco representa papel fundamental para a qualidade 

geral do produto. Para tanto, deve-se  assegurar a qualidade sanitária do rebanho, 

principalmente quanto à ocorrência de mastite e, também, garantir a execução  dos 

cuidados higiênico-sanitários essenciais durante a ordenha (ARCURI et al., 2006). 

O adequado manejo de ordenha é uma das etapas de maior importância 

quando se busca um produto final de qualidade, devido à possibilidade de 

contaminação da matéria-prima durante ou após a ordenha, mesmo em rebanhos 

com bom status sanitário. Alguns cuidados devem ser considerados durante a 

ordenha, tais como: segregação dos animais, ordenhando inicialmente os animais 

que nunca apresentaram problemas na glândula mamária, limpeza com água de 

qualidade e secagem dos tetos com papel toalha descartável e de forma 

individualizada; rigorosa desinfecção antes e após a ordenha; realização do teste da 

caneca de fundo preto antes de cada ordenha para detecção dos casos de mastite 

clínica e tratamento imediato dos mesmos, além da realização do California Mastitis 

Test (CMT), que detecta mastite subclínica (FONSECA E SANTOS 2000; 
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CHASSAGNE et al., 2005). Além disso, o estudo demonstrou que o fornecimento de 

alimentação aos animais em um período máximo de 30 minutos antes e até 60 

minutos após a ordenha resultou em animais que permaneceram mais tempo em pé 

após a ordenha, permitindo um melhor fechamento do esfíncter do teto. Ainda, 

vacas que deitaram pela primeira vez de 40 a 60 minutos após a ordenha 

apresentaram chance 1,4 vezes menor de adquirirem infecção da glândula mamária 

por agentes ambientais quando comparadas com animais que deitaram dentro de 40 

minutos, demonstrando que o manejo de alimentação após a ordenha é essencial na 

prevenção de mastites ambientais (DEVRIES et al., 2010).  

Do ponto de vista de saúde pública, o leite pode veicular agentes patogênicos 

e/ou suas toxinas. Com isso, é extremamente importante o tratamento e controle das 

mastites, a fim de se produzir e comercializar produtos de melhor qualidade. Além 

do manejo higiênico durante a ordenha, recomenda-se, também, o controle da 

mastite baseado na prevenção da sucção entre animais jovens, controle de moscas, 

nutrição adequada, medidas de conforto, especialmente no período do periparto e 

manejo ambiental da propriedade (DE VLIEGHER et al., 2012). 

 

2.2 GÊNERO Staphylococcus  

 

O gênero Staphylococcus pertence à família Staphylococcaceae e 

compreende 43 espécies e subespécies, que estão amplamente distribuídas na 

natureza, sendo principalmente isolados da pele e mucosas de aves e mamíferos. 

Atuam como patógenos oportunistas e causam infecções piogênicas graves em 

humanos e animais (QUINN et al., 2011).  

A produção da coagulase está diretamente relacionada à patogenicidade e, 

entre as espécies coagulase positiva ou variável, S. aureus, S. pseudintermedius e 

S. hyicus são consideradas as principais. No entanto, apesar das espécies 

coagulase negativa geralmente apresentarem baixa virulência, algumas vezes 

podem causar enfermidades em animais e humanos (QUINN et al., 2011). 

Caracterizam-se como cocos Gram-positivos (0,5 - 1,5 μm de diâmetro), 

anaeróbios facultativos e catalase-positivos, podendo ser observados em arranjo 

individual, aos pares, como correntes curtas ou ainda, em aglomerados em formato 

de cacho de uva. A estrutura da parede celular é típica de bactérias Gram-positivas, 

apresentando peptideoglicano, ácidos teicoicos e proteínas. Apresentam 
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metabolismo fermentativo com produção de ácido e não de gás, não esporulado e 

são capazes de multiplicação em meios de cultura contendo 10% de cloreto de 

sódio. São micro-organismos mesófilos, com capacidade de desenvolvimento entre 

7 e 48ºC, apresentando como temperatura ótima 37ºC. Toleram pH na faixa de 4,0 a 

10,0, com nível ótimo entre 6,0 e 7,0 (QUINN et al., 2011). 

S. aureus é a espécie de maior importância por estar relacionada com uma 

série de infecções e intoxicações no homem e nos animais. Vários fatores de 

virulência são responsáveis pelos sinais clínicos e gravidade das infecções 

causadas por S. aureus, incluindo as hemolisinas α, β, γ, δ e a leucocidina, entre 

outros (BANNERMAN, 2003). 

Em bovinos, o S. aureus destaca-se como o principal micro-organismo 

causador de mastite contagiosa, de difícil tratamento devido, entre outros fatores, à 

elevada resistência aos antimicrobianos. As infecções intramamárias causadas por 

S. aureus apresentam implicações importantes em saúde pública, pois as toxinas 

podem ser excretadas no leite e permanecer estáveis nos produtos oferecidos ao 

consumidor. O risco à saúde humana está associado ao consumo de leite dos 

rebanhos infectados, uma vez que a maioria dos casos diagnosticados é de mastites 

subclínicas (FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004). 

Diversos fatores de virulência foram descritos como importantes em infecções 

causadas por Staphylococcus sp., sendo a maioria destes estudados em S. aureus 

(AKINEDEN et al., 2001; AGUILAR, AMORENA e ITURRALDE, 2001).  Um 

importante fator de virulência é a capacidade que algumas cepas apresentam em 

formar biofilmes. Em resposta a alterações ambientais, S. aureus pode regular a 

produção de fatores de virulência em relação à densidade de células e 

disponibilidade de energia. Estes sinais são ativados por um complexo sistema de 

regulação, sendo codificado por um gene regulador acessório (AGR), o qual 

desempenha importante função no quorum sensing, descrito como a capacidade de 

comunicação entre as bactérias (XU et al., 2006). 

A detecção rápida e precisa de cepas de S. aureus é fundamental para 

implantação de programas de controle. Além disso, a tipificação molecular de S. 

aureus é uma ferramenta importante que pode fornecer informações sobre as 

características genéticas de clones específicos responsáveis por quadros de mastite 

(ÇIFTCI et al., 2009). Os resultados de diferentes estudos, com raras exceções 

(JOO et al., 2001), sugerem que relativamente poucos clones de S. aureus são 
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responsáveis pelo desenvolvimento da maioria dos casos de mastite bovina e, além 

disso, esses clones apresentam diferenças de acordo com a distribuição geográfica 

(MATTHEWS et al., 1994; KAPUR et al., 1995; FITZGERALD et al., 1997; MORK et 

al., 2005; ÇIFTCI et al., 2009).  

 

2.2.1 Fatores de patogenicidade de Staphylococcus aureus 

 

As lesões observadas em infeções estafilocócicas decorrem de dois 

mecanismos principais: invasão tecidual e inflamação. Isto inclui mecanismos de 

colonização, síntese de moléculas extracelulares que facilitam a aderência e a 

capacidade de evadir do sistema imune do hospedeiro (QUINN et al., 2011). 

Pequenos traumas ou comprometimento da resposta imune do hospedeiro 

podem predispor ao desenvolvimento de infecções causadas por este patógeno. 

Dentre os fatores de virulência associados à S. aureus podemos citar os fatores 

responsáveis pela promoção da colonização, evasão do sistema imune e lesão do 

tecido. Proteínas de superfície, por exemplo, encontradas na parede celular 

bacteriana, que se ligam à fibronectina e ao fibrinogênio, facilitam a fixação 

bacteriana aos tecidos. Por outro lado, características estruturais como a cápsula de 

polissacarídeos, ácidos teicoicos da parede e a proteína A interferem na 

opsonização e subsequente fagocitose.  A enzima catalase auxilia na sobrevivência 

dentro dos fagócitos, assim como a coagulase é responsável pela proteção 

bacteriana contra as células fagocíticas, sendo esta última um importante fator de 

patogenicidade. Outras enzimas como as quinases e hialuronidases promovem a 

invasão dos tecidos e as exotoxinas como a hemolisina e a leucocidina lisam a 

membrana das células hospedeiras (SOMERVILLE et al., 2002; LE LOIR et al., 

2003; QUINN et al., 2011). 

Vários fatores de virulência são codificados por genes localizados em 

elementos genéticos móveis, tais como fagos e ilhas de patogenicidade (PAI). As 

PAIs são segmentos de DNA de variados tamanhos que codificam fatores de 

virulência, como invasinas, adesinas e toxinas (KAPPER e HACKER, 1999; O’NEILL 

et al., 2007). Estas apresentam conteúdo de guanina e citosina (G+C) diferente do 

restante do cromossomo, muitas vezes porque são originadas de outras espécies de 

bactérias (HACKER e KAPER, 2000) e geralmente estão localizadas em regiões 

específicas no genoma bacteriano, associadas à genes que codificam RNA 
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transportador (RNAt). Pelo menos 16 PAIs foram sequenciadas, e a PAI 1 é 

considerada o protótipo (NOVICK e SUBEDI, 2007).  

Também encontram-se nas PAIs fagos temperados, sequências de inserção e 

integrases (elementos envolvidos na mobilidade genética) nas extremidades da ilha, 

indicando a presença de “hot spots” (pontos quentes), ou seja, local no genoma 

onde a inserção ou deleção é facilitada, possibilitando a transferência horizontal de 

fatores de virulência entre bactérias (YAMAGUSHI et al., 2000; YOSHIZAWA et al., 

2000).  Além dos genes principais, quase todas as PAIs codificam enterotoxinas ou 

toxina do choque tóxico. A PAIbov2 é uma exceção e contém a proteína de adesão 

conhecida como Bap, que desempenha um papel importante nas mastites crônicas 

em bovinos (TORMO et al., 2005). 

 

2.2.1.1 Coagulase e outras enzimas 

 

Coagulase é uma proteína extracelular que se liga à protrombina no 

hospedeiro para formar um complexo chamado estafilotrombina. A atividade de 

protease é ativada levando à conversão de fibrinogênio em fibrina. Desta forma, as 

bactérias protegem-se do sistema imune, devido a sua localização dentro do 

coágulo (GYLES et al., 2010).  O teste de coagulase pode ser realizado em lâmina 

ou em tubo. Nestes, uma suspensão de Staphylococcus sp. é adicionada a uma 

mesma quantidade de plasma de coelho, na qual o fibrinogênio do plasma é 

convertido em fibrina pela ação da coagulase. O teste em lâmina detecta a 

coagulase ligada, onde se visualiza a presença de grumos, sendo a leitura realizada 

de um a dois minutos. Já o teste em tubo, detecta a coagulase livre. Este é 

considerado como teste definitivo, sendo que a reação positiva caracteriza-se pela 

formação de um coágulo no fundo do tubo após incubação a 37ºC por um período 

de até 24h (QUINN et al., 2011). 

A síntese desta proteína é restrita à S. aureus, S. schleiferi subsp. coagulans, 

S. intermedius, S. hyicus, S. delphini (BANNERMAN, 2003) e Staphylococcus 

pseudintermedius (DEVRIESE et al., 2005; DEVRIESE et al., 2009).  A coagulase é 

produzida por todas as cepas de S. aureus, sendo utilizada como principal critério 

nos laboratórios de microbiologia para identificação desta bactéria, além de ser um 

importante fator de virulência (GYLES et al., 2010).   

Em amostras clínicas de humanos, a detecção da coagulase é suficiente para 



 29 

a identificação e distinção de S. aureus dos estafilococos coagulase negativa. No 

entanto, este procedimento não diferencia S. aureus das outras espécies coagulase 

positivas do gênero. Para amostras de origem animal, é importante a distinção, pois 

S. intermedius, S. hyicus e S. pseudintermedius são frequentemente isolados de 

amostras de várias espécies animais e do ponto de vista epidemiológico é 

importante determinar a origem dos micro-organismos envolvidos na etiologia das 

mastites (GYLES et al., 2010; DEVRIESE et al., 2005; DEVRIESE et al., 2009).  

As cepas de S. aureus secretam um grupo de exoproteínas como as enzimas 

lipase, hialuronidase e proteases. A função principal destas proteínas é auxiliar na 

invasão dos tecidos do hospedeiro, bem como converter esses tecidos em nutrientes 

necessários para o crescimento bacteriano (DINGES et al., 2000). Em resposta a 

uma infecção, a lipase age de forma negativa sobre a função imunológica do 

hospedeiro. Além disso, esta enzima está associada à captura de nutrientes a partir 

do ambiente. Já a hialuronidase, é considerada como importante fator de virulência, 

pois está associada à degradação do ácido hialurônico presente no tecido 

conjuntivo, o que favorece a disseminação do agente no hospedeiro. As proteases, 

por sua vez, inativam a ação dos anticorpos. A protease melhor descrita é a V8. Esta 

tem a capacidade de inativar imunoglobulinas da classe IgG in vitro. Ainda, protege 

a bactéria da ação dos neutrófilos e contribui para a destruição dos tecidos, 

melhorando a capacidade de invasão bacteriana pela destruição da fibronectina. 

Outro possível papel desta enzima é a obtenção de nutrientes a partir do ambiente 

(GYLES et al., 2010). 

 

2.2.1.2 Exotoxinas 

 

S. aureus produz exotoxinas que possuem atividade citolítica, formando poros 

na membrana plasmática e, com isso, permitem o extravasamento do conteúdo 

celular (FOSTER, 2005). Dentre estas, podemos citar α-hemolisina, β-hemolisina, γ-

hemolisina, leucocidina e a Leucocidina Panton-Valentine (LPV) (KANEKO e 

KAMIO, 2004). 

A toxina alfa, também denominada de alfa hemolisina por sua capacidade de 

lisar hemácias, além de atuar na membrana celular de leucócitos, promovendo a 

evasão do conteúdo da célula e morte celular, é a citotoxina melhor caracterizada 

até o momento, sendo também a mais potente. Esta toxina leva à formação de poros 
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na membrana celular, desencadeando uma reação secundária, com liberação de 

citocinas e atração dos mediadores inflamatórios. Estes eventos, geralmente, 

ocorrem em infecções graves como no choque séptico (NILSSON et al. , 1999). 

Acredita-se que os eritrócitos de coelhos possuem um maior número de sítios de 

ligação, justificando a ação tóxica desta hemolisina nestas células (BOHACH e 

FOSTER, 2000). 

A toxina beta ou beta hemolisina é uma proteína que atua na membrana 

citoplasmática, causando danos às membranas ricas em lipídios. Os poros formados 

na membrana tornam a célula instável e permitem o extravasamento do conteúdo 

celular. Uma das funções desta hemolisina é  a obtenção de ferro (HUSEBY et 

al., 2007). A beta hemolisina diferencia-se da alfa hemolisina por apresentar lise em 

eritrócitos de carneiro e não de coelhos, sendo encontrada em aproximadamente 

20% dos isolados de S. aureus; sua identificação está relacionada especialmente a 

cepas de mastite bovina (BOHACH et al., 1997). Esta hemolisina apresenta uma 

característica conhecida como hot-cold, ou seja, quando cultivada em ágar sangue 

de carneiro e incubada a 37°C, a hemolisina interage com as hemácias mas não 

causa lise, no entanto, se posteriormente colocada em temperatura de 4°C, pode 

observar-se a lise das células (HUSEBY et al., 2007). A atuação desta toxina é 

dependente da espécie, sendo os eritrócitos de carneiros, vacas e cobaios mais 

sensíveis que os de humanos, enquanto os de caninos são resistentes (BOHACH e 

FOSTER, 2000).   

A toxina Gama e a leucocidina são proteínas que agem em conjunto, 

causando danos aos leucócitos e membranas lipídicas. Poucos isolados de S. 

aureus expressam a leucocidina, mas aproximadamente 90% das cepas isoladas de 

casos de lesões dermonecróticas graves e pneumonia necrótica em humanos 

produzem esta toxina, sugerindo que esta seja um importante fator de virulência em 

infecções necrosantes (STAALI, MONTEIL e COLIN, 1998). A atividade citotóxica de 

algumas leucotoxinas em neutrófilos polimorfonucleares de isolados de casos de 

mastite bovina tem sido caracterizada. Barrio, Rainard e Prevost (2006), estudando 

a atividade da gama hemolisina, determinaram que isolados de mastite produtores 

dessa toxina foram mais ativos contra neutrófilos polimorfonucleares de bovinos 

quando comparados a isolados que perderam estes genes. 

A leucocidina Panton-Valentine (LPV) é uma exotoxina lesiva às membranas 

de leucócitos, que interfere na membrana fosfolipídica causando aumento de 
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permeabilidade, lise e morte celular, além de necrose tecidual (BARRIO, RAINARD e 

PREVOST, 2006; ARGUDIN et al. 2010). É codificada por dois genes cotranscritos, 

lukS-PV e lukF-PV, que podem ser carreados por quatro diferentes fagos (MA et al., 

2006; FENG et al., 2008). As infecções causadas por S. aureus positivas para LPV 

têm sido associadas a casos graves, podendo levar a uma alta taxa de mortalidade 

em humanos, incluindo pacientes jovens imunocompetentes (GILLET et al., 2002). 

Em animais, a função primária da LPV pode estar associada à inibição da resposta 

imune do hospedeiro, contribuindo, assim, para a patogênese das mastites 

causadas por S. aureus (CONTRERAS et al., 2007; ARGUDIN et al., 2010). Além 

disso, estudo realizado por Ünal et al. (2012), avaliando a presença da Leucocidina 

Panton-Valentine e resistência de cepas de S. aureus provenientes de pequenos 

ruminantes, demonstrou que 66,6% dos 21 isolados analisados apresentaram o 

gene para LPV. 

As enterotoxinas  estafilocócicas (ES) são  membros de uma família de 

mais de 20 diferentes exotoxinas estafilocócicas. Estas proteínas estão 

associadas a enfermidades em humanos, geralmente intoxicações alimentares e 

síndrome do choque tóxico (FRASER e PROFT, 2008; PINCHUK, BESWICK, 

REYES, 2010). O consumo de leite proveniente de rebanhos infectados é um risco 

potencial à saúde humana, já que geralmente as mastites são subclínicas, ou seja, 

os animais não apresentam alterações visíveis na glândula mamária e no leite 

(FAGUNDES E OLIVEIRA, 2004). Em estudo de Brabes et al. (1999), avaliando 87 

amostras de leite bovino oriundo de animais com mastite provenientes dos estados 

de São Paulo e Minas Gerais, foram encontrados 18% de isolados apresentando 

pelo menos um gene que codificava enterotoxinas. Ainda, Unal e colaboradores 

(2012), encontraram genes relacionados às enterotoxinas em 13,4% das amostras 

avaliadas, no entanto, nenhum dos isolados expressava mais de um tipo de 

enterotoxina. 

As ES, conhecidas como agentes eméticos, classificam-se como toxinas 

pirogênicas, além de exercerem atividade de superantígenos (BALABAN et al., 

2001).  Superantígenos fazem parte de uma classe de proteínas tóxicas que podem 

provocar a ativação de células T de forma não específica, além da liberação maciça 

de citocinas. Superantígenos de S. aureus incluem várias enterotoxinas, toxina 1 ou 

toxina do choque tóxico e toxina esfoliativa (FRASER e PROFT, 2008). 

Os principais sintomas associados a casos de toxinfecções alimentares 
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devido à produção de enterotoxinas são náusea, vômito, diarreia e dores 

abdominais, ocorrendo geralmente de uma a seis horas após a ingestão da toxina 

(JAY, 2005). As ES mais comuns são ESA e ESB, sendo a primeira mais 

comumente relacionada a casos de intoxicação alimentar, bem como a ESB. Além 

disso, ESD é sugerida como a segunda enterotoxina mais importante em casos de 

intoxicações alimentares em todo mundo, sendo necessárias pequenas quantidades 

desta para induzir os quadros de intoxicações (LER, LEE e 

GOPALAKRISHNAKONE, 2006). Já infecções crônicas por S. aureus podem estar 

associadas à capacidade deste micro-organismo em produzir diferentes tipos de 

enterotoxinas simultaneamente, favorecendo a multiplicação e permanência deste 

agente no organismo do hospedeiro (FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004; HAVERI et al., 

2007). 

 

2.2.1.3 Adesinas 

 

Fatores de virulência associados à parede celular incluem adesinas, 

exopolissacarídeos e componentes da parede celular como peptideoglicano e ácido 

teicoico. S. aureus sintetiza duas categorias de adesinas, as proteínas de superfície, 

designadas por microbial surface components recognizing adhesive matrix 

molecules (MSCRAMMs), que parecem ter um papel fundamental na adesão, 

estando fortemente ligadas ao peptideoglicano, auxiliando na aderência bacteriana 

às diferentes matrizes extracelulares do hospedeiro como colágeno, fibrinogênio e 

fibronectina. Este grupo de adesinas inclui a proteína A (Spa), proteínas de ligação à 

fibronectina, entre outros (CLARKE e FOSTER, 2006). Além da aderência, a 

proteína A também auxilia na evasão do sistema imune (O'BRIEN et al., 2002), 

interferindo na resposta do hospedeiro pela sensibilização das células B ou depleção 

das células B inatas (GOODYEAR e SILVERMAN, 2004; BEKEREDJIAN-DING et 

al., 2007). Pode ainda, aumentar a agregação de plaquetas e prejudicar a fagocitose 

por ligação a anticorpos, incluindo IgG, IgA e IgE (O'BRIEN et al., 2002). O principal 

mecanismo de virulência está associado à ligação às regiões Fc de IgG, recobrindo 

a superfície bacteriana com anticorpos não específicos (na orientação errada), ou 

seja, interferindo na opsonização e subsequente fagocitose, além de impedir a 

fixação do complemento (QUINN et al., 2011; RIGBY e DELEO, 2012). 

O segundo grupo de adesinas, conhecido como secreted expanded-repertoire 
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adhesive molecules (SERAMs), é secretado, permanece parcialmente ligado à 

parede celular e inclui a proteína adesiva extracelular, proteína extracelular ligadora 

de fibrinogênio e proteínas da matriz extracelular, tendo como função modular a 

resposta imune do hospedeiro, inibindo a ação dos leucócitos, alterando a função 

das células T e impedindo a ação do sistema complemento (HAMMEL et al., 2007). 

Em relação ao gene cna, codificador da proteína ligadora de colágeno, 

Smeltzer et al. (1997) relataram que linhagens de S. aureus provenientes de animais 

geralmente não possuem este gene. Resultado similar foi obtido na caracterização e 

comparação genotípica de isolados de S. aureus de amostras humanas, mastite 

bovina subclínica e de alimentos, sendo que neste estudo houve a detecção deste 

gene somente em cinco isolados humanos (REINOSO et al., 2008). Ainda existem 

poucos dados sobre essa adesina e sua atuação no processo de colonização da 

glândula mamária. No entanto, a investigação da presença do gene cna,  realizada 

com 58 isolados de S. aureus de mastite bovina comprovadamente positivos para o 

gene coa, demonstrou que 84,5% dos isolados foram positivos para o gene cna, 

justificando pesquisas em relação a novas estratégias para prevenção da mastite, 

com base no bloqueio da adesão desta bactéria (SAEI, 2012). 

Além do papel destas proteínas em relação à ligação aos tecidos do 

hospedeiro, sugere-se que as adesinas estejam associadas à formação de biofilmes 

(OTTO, 2008). Além das adesinas de composição proteica, os exopolissacarídeos 

constituem importantes fatores de virulência em S. aureus. A cápsula de 

polissacarídeos, que está envolvida na proteção bacteriana frente ao sistema imune 

do hospedeiro, atua através da interferência na fagocitose, favorecendo a 

sobrevivência bacteriana em neutrófilos (KAMPEN et al., 2005). Um segundo tipo de 

adesina, denominada adesina polissacarídica intercelular (PIA), está associada à 

agregação bacteriana e formação de biofilme (GÖTZ, 2002). 

 

2.2.1.4 Quorum sensing 

 

Quorum sensing é um mecanismo de comunicação que permite às bactérias 

ações conjuntas em relação à densidade populacional pela secreção de pequenas 

moléculas químicas sinalizadoras. Através de um sistema específico de detecção 

dos sinais químicos, as bactérias vizinhas reconhecem a densidade populacional. 

Quando a concentração atinge um limite crítico, a expressão do gene cessa e, como 

http://rd.springer.com/search?facet-author=%22Habib+Dastmalchi+Saei%22
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resultado, o comportamento populacional é alterado (BOYEN et al., 2009).  

O quorum sensing foi descrito na década de 70, durante a investigação de 

bioluminescência de Vibrio fischeri e Vibrio harveyi (NEALSON et al., 1970). A partir 

desta descoberta, tem-se atribuído ao quorum sensing um importante papel em 

diferentes mecanismos de virulência, dentre estes, destaca-se a formação de 

biofilme (IRIE e PARSEK, 2008). Esses mecanismos têm sido amplamente 

estudados em bactérias humanas e bactérias não patogênicas. No entanto, nos 

últimos anos, estudos têm sido realizados em espécies bacterianas de importância 

veterinária (BOYEN et al., 2009). 

Este sistema ocorre como um importante fator de patogenicidade em 

determinados micro-organismos, fazendo com que a densidade celular bacteriana 

aumente antes da expressão de fatores de virulência amplificando sua ação e 

minimizando a ação das defesas do hospedeiro (de KIEVIT e IGLEWSKI, 2000). 

O gene regulador acessório (agr) é um dos mais estudados em bactérias 

Gram positivas, especialmente em S. aureus. O locus agr consiste em quatro genes 

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

exponencial para a fase estacionária, por um mecanismo autorregulatório que 

envolve um peptídeo modificado que sinaliza a densidade celular (VUONG et al., 

2000). Hemolisinas, enterotoxinas, enzimas e proteínas de superfície são regulados 

pelo agr, estando este associado à patogênese de S. aureus (BOYEN et al., 2009). 

Cepas de S. aureus isoladas de bovinos, positivas para o gene agr, 

apresentaram capacidade significativamente aumentada para persistir na glândula 

mamária (BUZZOLA et al., 2007). Com isso, acredita-se que a formação de biofilmes 

associada à comunicação através do sistema quorum sensing pode favorecer a 

disseminação de cepas de S. aureus dentro do rebanho, causando infecções 

crônicas (TRABER et al., 2008). 

 

2.2.1.5 Biofilmes 

 

Biofilme é uma comunidade microbiana séssil, caracterizada por células 

irreversivelmente ligadas a um substrato, incorporadas em uma matriz de polímero 

extracelular produzido pelos micro-organismos, apresentando fenótipo alterado em 

relação à taxa de crescimento e transcrição de genes (DONLAN e COSTERTON, 

2002). Este arranjo é associado à troca de material genético, patogenicidade e 
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resistência aos antimicrobianos (SOTO et al., 2006). A matriz de biopolímeros 

extracelulares de natureza polissacarídica ou proteica, conhecida como glicocálice, 

constitui-se em uma estrutura composta de diversas fibras de polissacarídeo ou 

proteínas globulares, contendo de 98% a 99% de água, o que protege as células da 

desidratação (FIGUEIREDO, 2000). 

A adesão superficial dos micro-organismos forma o glicocálice (TORTORA, 

FUNKE e CASE, 2000), além disso, os biofilmes contêm partículas de proteínas, 

lipídeos, fosfolipídeos, carboidratos, sais minerais e vitaminas, formando uma 

espécie de crosta, sob a qual os micro-organismos se multiplicam em cultivo puro ou 

em associação com outras espécies (RICHARD et al., 2003; MARQUES, 2005). 

Devido ao seu tamanho e agregação, os biofilmes não são suscetíveis aos 

macrófagos e são resistentes a diversos antimicrobianos (CUCARELLA et al., 2004).  

Os mecanismos responsáveis pela resistência bacteriana quando estas crescem em 

biofilme podem estar relacionados ao atraso na penetração das drogas 

antimicrobianas na matriz do biofilme, taxa de crescimento bacteriano alterada ou 

ainda outras alteração fisiológicas (DONLAN E COSTERTON, 2002). Além disso, 

pode ocorrer a transferência horizontal de genes de virulência e resistência 

(WUERTZ et al., 2004).  

Dentre as teorias sobre a formação dos biofilmes, Marques (2005) sugere que 

a formação ocorra em cinco etapas: preparo da superfície pela ligação de material 

orgânico, transporte de células e nutrientes para o local de aderência, adesão 

bacteriana inicialmente reversível, multiplicação bacteriana e adesão irreversível.  

A formação do biofilme ocorre a partir da ligação inicial da bactéria a uma 

superfície sólida, mediada pela produção de um polissacarídeo capsular (PS/A), 

seguido da multiplicação bacteriana e acúmulo de grupos de células em 

multicamadas para a formação final do biofilme, que está associado à produção da 

adesina polissacarídica intercelular (PIA). O locus de adesão intercelular (ica) é 

formado pelos genes icaADBC que codificam as proteínas mediadoras da síntese do 

PIA e PS/A em espécies de Staphylococcus (MCKENNEY et al, 1998;. CRAMTON et 

al, 1999). Este gene é regulado em resposta a fatores ambientais tais como teor de 

glicose, anaerobiose, falta de ferro, alta osmolaridade e temperatura, sendo este 

gene considerado fundamental para a formação dos biofilmes e resistência dos 

micro-organismos (O’ TOOLE et al., 2000; STANLEY e LAZAZZERA, 2004). 

Esta estrututra de crescimento foi observada em diversos patógenos de 
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interesse veterinário, como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e 

Aeromonas hydrophila (CLUTTERBUCK et al., 2007). Em casos de mastite, a 

presença de biofilmes em S. aureus e S. epidermidis está relacionada à cronicidade 

da infecção (MELCHIOR et al., 2006).   

 

2.2.1.5.1 Formação de biofilme em Staphylococcus aureus 

 

Como discutido anteriormente, S. aureus é um dos principais agentes 

causadores de mastite contagiosa em bovinos, podendo apresentar-se de forma 

subclínica, clínica e crônica (MELCHIOR et al., 2011). O tratamento desta 

enfermidade geralmente é baseado na utilização de antimicrobianos, sendo 

aconselhável a realização prévia do teste de antibiograma. No entanto, tem sido 

verificada uma discrepância entre os resultados in vitro e a eficácia dos 

antimicrobianos utilizados in vivo (MELCHIOR et al., 2006). Tais infecções muitas 

vezes são resistentes à terapia com antimicrobianos, sugerindo que a capacidade do 

S. aureus de crescer na forma de biofilme está associada ao curso crônico das 

mastites causadas por este agente (MELCHIOR et al., 2006; MELCHIOR et al., 

2007).  

Cepas multiplicando-se na forma de biofilme diferem in vivo em sua 

capacidade de disseminação nos rebanhos (SMITH et al., 1998), em sua capacidade 

de causar a elevação na CCS, mastite clínica ou infecções persistentes (HAVERI et 

al., 2005), além de perdas de produção de leite (MIDDLETON e FOX, 2001). 

Existem evidências crescentes de que S. aureus pode formar biofilmes no úbere de 

vacas que apresentam quadros de mastite causada por este agente, sendo que o 

crescimento na forma de biofilme prejudica a ação do sistema imune do hospedeiro, 

bem como reduz a ação dos antimicrobianos, permitindo a persistência das 

infecções (MERCHIOR et al., 2009). O estudo demonstrou, ainda, que cepas de S. 

aureus produtoras de biofilme têm capacidade invasiva in vitro, em células epiteliais 

da glândula mamária de bovinos, maior quando comparadas às cepas não 

produtoras de biofilme (OLIVEIRA et al., 2011). 

A implicação dos biofilmes em infecções crônicas despertou interesse 

crescente na caracterização de genes relacionados à sua formação (CAIAZZA e 

O’TOOLE, 2003; LIM et al., 2004; TORMO et al., 2005B). Diversos genes podem 

estar envolvidos na capacidade individual de cada cepa em formar biofilmes. Dentre 
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estes podemos citar o agr (gene regulador acessório), trap (GILOT et al., 2002; 

GILOT e VAN LEEUWEN, 2004), o gene ica (adesão intercelular), bap (proteína 

associada a biofilme) entre outros (CRAMTON et al., 1999; CUCARELLA et al., 

2004; KOZITSKAYA et al., 2004). Os genes agr, trap e ica estão envolvidos no 

mecanismo de comunicação entre os micro-organismos, conhecidos como quorum 

sensing (MELCHIOR et al., 2009).  

O gene ica é relacionado ao mecanismo de formação de biofilmes mais 

estudado em Staphylococcus sp. e geralmente apresenta-se em isolados clínicos de 

humanos, assim como de casos de mastite bovina (O`GARA, 2007). O “cluster” 

icaADBC, presente em  Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis 

participa da formação de biofilmes pela codificação de proteínas envolvidas na 

síntese da matriz de polissacarídeos, chamada PIA/PNAG (SADYKOV et al., 2008; 

ZHU et al., 2009).  

Dentre os genes ica, icaA e icaD desempenham importante papel na 

formação de biofilme em S. aureus e S. epidermidis. O gene icaA codifica a N- 

acetilglucosaminil transferase, uma enzima envolvida na síntese de N-

acetilglicosamina a partir de UDP-N-acetilglucosamina (ARCIOLA et al., 2001). Além 

disso, icaD tem sido associado à expressão de N- acetilglicosaminiltransferase, 

levando à expressão fenotípica do polissacarídeo capsular (GERKE et al., 1998). 

Embora a base genética e fenotípica para a produção de biofilmes tenha sido 

bem caracterizada em várias espécies de estafilococos em infecções associadas à 

presença de próteses, existem poucos estudos em relação à produção de biofilmes 

em isolados de S. aureus de mastite bovina (VASUDEVAN et al., 2003; MELO, 

2008; MELCHIOR et al., 2009; MILANOV et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011).  

 

2.2.1.5.2 Detecção da formação de biofilme em Staphylococcus aureus 

 

A capacidade de formação de biofilmes pode ser inferida fenotipicamente pelo 

cultivo dos isolados de S. aureus em meio de cultura Ágar Vermelho Congo. Cepas 

com capacidade de formar biofilmes apresentam-se na forma de colônias de cor 

preta, enquanto cepas sem a capacidade para formar biofilmes apresentam-se na 

forma de colônias de cor rosa ou vermelha (GRECO et al, 2008). Outra técnica para 

avaliação fenotípica da formação de biofilmes é a aderência em microplacas 

(MERINO et al., 2009).  
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Freeman, Falkiner e Keane (1989), propuseram o Agar Vermelho Congo 

como método alternativo para detectar a produção de biofilme. No entanto, Çiftci et 

al. (2009), afirmam que o Agar Vermelho Congo, apesar de ser um teste facilmente 

realizado em laboratório, ainda se constitui em um método ineficiente para a 

determinação da capacidade de produção de biofilme por isolados clínicos. Além 

disso, Mathur et al. (2006), avaliando a produção de biofilme por Staphylococcus sp., 

encontraram apenas 1,97% de isolados positivos no Agar Vermelho Congo, não 

recomendando o método para a detecção de formação de biofilme em isolados de 

Staphylococcus sp.  

Em relação ao teste de aderência em placas Vasudevan et al. (2003) 

encontraram 68,57% dos isolados produtores de biofilmes pela aderência em placas, 

no entanto no estudo genotípico, 100% dos isolados possuíam os genes icaA e 

icaD, demostrando que o teste de aderência não apresentou boa concordância com 

o teste genotípico.  

Vários estudos indicam que o “locus“ ica pode ser um importante marcador, 

diferenciando cepas patogênicas de cepas contaminantes (ROHDE et al., 2004; LI et 

al., 2005), pois a maioria dos isolados clínicos de S. aureus contem o operon ica 

(ROHDE et al., 2004). 

Com isso, enfatiza-se a importância de técnicas moleculares para 

identificação dos genes ica, que codificam a síntese do biofilme, pois estas 

representam ferramentas  de identificação precisas de cepas virulentas formadoras 

dessa estrutura (ARCIOLA et al., 2002).  

 

2.3 CARACTERIZAÇÃO DE GRUPOS CLONAIS DE S. aureus 

 

Devido ao seu papel primário na etiologia da mastite, dificuldade de controle e 

facilidade em desenvolver resistência aos antimicrobianos, S. aureus tem sido objeto 

de estudos epidemiológicos (BARKEMA et al., 2006; PLATA et al., 2009). Esses, por 

sua vez, têm utilizado técnicas moleculares na discriminação de grupos clonais de S. 

aureus, tais como fagotipagem, ribotipagem, análise do polimorfismo de 

comprimento dos fragmentos de restrição (RFLP), análise do conteúdo plasmidial, 

polimorfismo do gene coa, macrorestrição do DNA total, seguidas da separação dos 

fragmentos por meio de eletroforese de campo pulsado (PFGE), entre outras 

(ZADOKS et al., 2002; MORK et al., 2005; ARGUDÍN et al., 2010).  
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Métodos moleculares são eficientes por diferenciarem isolados 

fenotipicamente idênticos, sendo portanto, ferramenta útil na epidemiologia 

molecular (OLIVEIRA e DE LENCASTRE, 2002).  

Embora diferentes técnicas moleculares estejam disponíveis para 

diferenciação de S. aureus, nenhum método é superior em todas as condições. A 

utilização da fagotipagem pode ser limitada pela baixa reprodutibilidade dos 

resultados e pela ocorrência de cepas de S. aureus não tipáveis por este método. A 

análise do conteúdo plasmidial está limitada às cepas que carreiam plasmídeos, 

sendo assim, esta técnica torna-se bastante instável (DARINI et al., 1998).   

A técnica de ribotipagem é utilizada com sucesso para tipagem bacteriana 

(SCHLICHTING, 1993), no entanto, não é a metodologia mais indicada por 

apresentar um poder discriminatório menor que outras técnicas (SOLH et al., 1990; 

PREVOST et al., 1992). O Multilocus Sequence Typing (MLST) é um método de 

tipagem bacteriana que auxilia na caracterização de clones e estudos de evolução 

de S. aureus em determinada população de cepas, no entanto, o MLST captura a 

estrutura populacional em grande escala de uma espécie, mas é incapaz de 

discriminar os isolados proximamente relacionados (ENRIGHT et al., 2000; 

COOKSON et al., 2007). 

O Spa-typing, por sua vez, consiste na análise da sequência do DNA da 

região polimórfica repetida do gene da proteína A do S. aureus (spa) (COOKSON et 

al., 2007). A proteína estafilocócia A é uma proteína de superfície que auxilia na 

evasão do sistema imune do hospedeiro por se ligar em fragmentos Fc das 

imunoglogulinas G, evitando a fagocitose (ATKINS et al., 2008). É uma técnica que 

envolve uma única região do cromossomo, sujeita à recombinação entre clones 

independentes, enquanto a PFGE e o MLST analisam várias regiões do 

cromossomo, representando, portanto, uma ferramenta intermediária em relação à 

discriminação de clones (HARMSEN et al., 2003; COOKSON et al., 2007). 

A macrorestrição do DNA total, por meio da clivagem com enzimas de corte 

raro, seguida da separação dos fragmentos por meio de eletroforese de campo 

pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis - PFGE), tem sido uma das técnicas mais 

utilizadas para esse propósito (TENOVER et al., 1995;  LANGE et al., 1999; 

STROMMENGER et al., 2006; ISHINO et al., 2007).  

A PFGE é considerada a técnica referência devido ao alto poder 

discriminatório e reprodutibilidade, com poder de detectar pequenas mutações ou 
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rearranjos (ANDERSON e LYMAN, 2006; LAPLANA et al., 2007), além de ser um 

bom método para estabelecer relações clonais em estudos epidemiológico-

moleculares (TENOVER et al., 1995; ZADOKS et al., 2002). Em estudos 

comparando a PFGE com outras técnicas para caracterização de grupos clonais 

(HENNEKINNE et al., 2003; HATA et al., 2006), a PFGE apresentou o melhor poder 

discriminatório. A enzima de restrição SmaI é a mais utilizada nestes estudos, pois 

gera perfis de fácil interpretação com 13 a 17 fragmentos de 20 à 750kb (TENOVER 

et al., 1996; FARIA et al., 2008). Com isso, a PFGE é considerada a técnica “padrão 

ouro” para tipagem de S. aureus (BANNERMAN et al., 1995; PREVOST et al., 1992). 

Os padrões de restrição obtidos em diferentes isolados são comparados para 

determinar a sua relação (TENOVER et al., 1995). O padrão de PFGE dos isolados 

de um surto deve ser indistinguível entre si e distinguível quando comparado com 

cepas de um surto diferente (HALEY et al., 1995). Da mesma forma, o resultado de 

análise com esta técnica demonstrou que poucos clones são responsáveis pelos 

casos de mastite em bovinos (DENDANI et al., 2010). 

Uma considerável heterogeneidade genética foi demonstrada em populações 

naturais de S. aureus. Esta variedade tem contribuído para a emergência de 

diferentes perfis epidemiológicos, dependentes da cepa prevalente em determinado 

rebanho (SILVA e SILVA, 2005).  

 

2.4 RESISTÊNCIA DE S. aureus AOS ANTIMICROBIANOS 

 

O tratamento antimicrobiano é uma ferramenta importante no controle da 

mastite, pois reduz o número de animais acometidos em um rebanho. No entanto, 

segundo Brito et al. (2001), estudos têm demonstrado aumento nos índices de 

resistência de S.aureus frente aos principais antimicrobianos comumente utilizados 

para tratamento dos casos de mastite. Estudo realizado com isolados de S. aureus 

provenientes de rebanhos do estado do Rio de Janeiro demonstrou altos índices de 

resistência à penicilina e ampicilina (55,1%), provavelmente devido à ampla 

utilização destes fármacos em casos de mastite bovina (RABELLO et al., 2005). 

Além disso, Zafalon et al. (2008) encontraram elevadas taxas de resistência à 

penicilina, quando avaliaram amostras de leite de estabelecimento do Estado de São 

Paulo.  

Além do exposto, existem relatos da ocorrência de enfermidades em 
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humanos causadas por cepas de S. aureus de origem animal, multirresistentes, 

tornando importante a avaliação da suscetibilidade dos isolados deste agente em 

relação aos antimicrobianos. O crescente número de isolados multirresistentes 

provenientes de casos de mastite, mundialmente distribuídos, é um grave problema 

que acarreta em aumento nos custos de tratamento e maior possibilidade de 

transmissão dentro dos rebanhos devido à permanência da bactéria (SABOUR et al., 

2004; FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004) 

S. aureus possui uma grande capacidade de desenvolvimento de resistência 

aos antimicrobianos. Inicialmente, com a utilização da penicilina, ocorreu uma 

diminuição nos casos de enfermidades graves associadas a este agente. No 

entanto, em pouco tempo surgiram cepas resistentes a este princípio ativo. Com 

isso, foram introduzidos novos antimicrobianos para o tratamento das infecções 

relacionadas à S. aureus, tais como a meticilina. No entanto, da mesma forma, 

rapidamente surgiram cepas resistentes a este antimicrobiano, conhecidas como S. 

aureus resistentes à meticilina (MRSA) (WEESE, 2010). 

A resistência à meticilina ocorre pela presença do gene mecA, que produz 

modificação nas proteínas ligadoras de penicilina (PBPs), proteínas de membrana 

envolvidas na biossíntese da parede celular bacteriana. Os beta-lactâmicos, que 

interagem com as PBPs, impedem a formação completa da camada de 

peptideoglicano da parede celular, desencadeando a morte bacteriana (KATAYAMA, 

ZHANG, CHAMBERS, 2004). No entanto, a presença do gene mecA codifica uma 

nova proteína alvo, a PBP2a,  conferindo uma baixa afinidade aos antimicrobianos 

beta-lactâmicos, tais como penicilinas, cefalosporinas e carbapenêmicos 

(AARESTRUP et al., 2001). Além disso, não raramente, são descritos isolados 

MRSA também resistentes a outras classes antimicrobianas, dificultando o 

tratamento das infecções (WEESE, 2010). 

O surgimento de cepas MRSA em hospitais humanos na década de 60 foi 

considerado como casos restritos, mas no final da década de 70 e início da década 

de 80, o número de casos aumentou, gerando preocupação na comunidade médica 

(CHAMBERS e DELEO, 2009). No entanto, na década de 90, houve o surgimento 

de casos de enfermidades causadas por cepas MRSA na comunidade, chamadas 

de CA-MRSA (Staphylococcus aureus resistentes a meticilina associados à 

comunidade), sendo os primeiros relatos associados a cepas inicialmente descritas 

em pessoas enfermas e que haviam sido atendidas em hospitais. Mais tarde, 
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passaram a surgir casos de infecções por CA-MRSA, alguns destes fatais, em 

pessoas sem fatores de risco e sem histórico de atendimento em unidades de saúde 

(DIEDEREN e KLUYTMANS, 2006; FRAZEE et al. 2005 a,b). Com isso, MRSA tem 

sido considerado como principal causador de infecções graves de pele e pneumonia 

associadas à comunidade em algumas regiões (FRAZEE et al., 2005 a,b; MILLER et 

al., 2005). 

O contato próximo entre humanos e animais, bem como a utilização 

indiscriminada dos antimicrobianos para tratamento de afecções nas espécies 

animais, fez com que surgissem cepas MRSA em populações animais. No entanto, o 

mecanismo exato de transmissão ainda não está totalmente esclarecido (WEESE, 

2010). 

Embora o primeiro isolado de MRSA tenha sido identificado a partir de 

amostras de bovinos com mastite (DEVRIESE, VAN DAMME e FAMAREE,1972), 

somente casos esporádicos, com baixa prevalência de mastite bovina associada a 

cepas MRSA têm sido descritos. Estudo realizado na Turquia identificou diferentes 

isolados MRSA Panton-Valantine negativos provenientes de amostras de leite 

bovino (TURKYILMAZ et al., 2009). Ainda, Monecke et al. (2007), avaliando isolados 

de S. aureus de bovinos na Alemanha, encontraram apenas duas cepas MRSA 

dentre os 128 isolados estudados. 

Estudos recentes têm mostrado que existe similaridade genética entre 

isolados de MRSA oriundos de alimentos, animais, incluindo vacas leiteiras, e 

isolados de seres humanos, sugerindo transmissão de cepas resistentes entre 

espécies (MOON et al., 2007). A transmissão de MRSA via leite é facilmente 

minimizada pela pasteurização, sendo os casos de contaminação alimentar 

geralmente associados a alimentos contaminados pelos manipuladores (JONES et 

al., 2002). No entanto, os elevados índices de resistência de S. aureus aos principais 

antimicrobianos utilizados para tratamento de enfermidades de animais e humanos 

representam um problema em nível mundial, sendo importante o controle e 

prevenção de enfermidades causadas por este agente (COELHO et al., 2007). 
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3. ARTIGO  

 

 

Clonal groups and antimicrobial resistance profiles of Staphylococcus aureus 

on small dairy farms in southern Brazil 

 

ABSTRACT 

Staphylococcus aureus is the primary microorganism associated with bovine 

contagious mastitis. Chronic infections can be caused by bacterial growth in the form 

of biofilms, which are associated with the persistence of the bacteria in the mammary 

gland and resistance to various antibiotics. Epidemiological studies employing 

techniques such as macro-restriction followed by pulsed-field gel electrophoresis 

(PFGE) have been performed to identify clones and characterize S. aureus 

infections. The objectives of this study were to assess the frequency of S. aureus 

isolation in milk samples collected periodically in a group of dairy farms from Taquari 

Valley, RS; evaluate the profile of antimicrobial susceptibility of identified S. aureus 

isolates; classify these isolates into clonal groups; assess the distribution and the 

persistence of clonal groups in dairy herds over time and verify the presence of 

genes related to biofilm formation (icaA and icaD) and the mecA gene. Milk samples 

were collected from all lactating cows from 21 dairy farms every six months for two 

years, totaling 1060 samples. The presence of S. aureus in the samples was 

detected by isolation and identification. Confirmed isolates were tested for 

susceptibility to thirteen antimicrobials using the disk diffusion technique. The isolates 

also underwent macro-restriction of total DNA followed by PFGE and were 

subsequently tested using polymerase chain reaction (PCR) to detect icaA and icaD. 

Coagulase-negative Staphylococcus sp. was  identified in 262 samples, and S. 

aureus was identified in 136 samples. The frequency of S. aureus isolation ranged 

from 3.45% to 70.59% in 17 herds in which this agent was present. Most S. aureus 

isolates (75.7%) were sensitive to all antimicrobials; most frequently, penicillin 

(18.2%) and ampicillin (14.4%) resistance were observed. In 27.3% of S. aureus 

isolates, genes associated with biofilm formation were detected, of which icaD was 

the most prevalent, followed by the presence of both icaA and icaD. The 122 isolates 

cleaved by SmaI and submitted for PFGE were classified into 38 clonal groups. 

There were few persistent clonal groups; only six groups were described 
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consecutively in at least two time points. There is a large variety of pulsotypes among 

isolates on these farms, but few clonal groups persist over time. However, long-term 

persistence was not associated with the presence of icaA and icaD or a profile of 

antimicrobial resistance.  

Keywords: Staphylococcus aureus, clonal group, antimicrobial resistance, biofilm. 

 

3.1 INTRODUCTION 

 

Brazil is one of the largest bovine milk producers in the world; in 2011, the 

country produced 21.6 billion liters of milk (IBGE, 2012). Most of the dairy farms and 

milk production are concentrated in the southern and southeastern regions. In 

southern Brazil, small dairy farms based on family labor contribute with a large 

amount of the total produced milk. These independent farmers are usually engaged 

in cooperatives that own processing plants, where the milk is pasteurized, packed 

and distributed. 

Mastitis is an important cause of decreased milk production in dairy farms, 

accounting for 12-15% of profit losses for the dairy industry in Brazil (Reis et al., 

2005). Staphylococcus aureus is the most important cause of contagious mastitis in 

dairy cattle (Aires-De-Sousa et al., 2007). Chronic infection caused by S. aureus 

predominates in affected herds as a result of persistent bacterial colonization of the 

mammary tissue and the failure of antimicrobial treatment (Boyen et al., 2009).  

In chronically infected herds, few clones are believed to be involved in mastitis 

cases (Dendani et al., 2010); thus, the identification of these clones by molecular 

techniques, such as pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), should be considered to 

elucidate the transmission routes occurring on farms (Smith et al., 2005, a, b). 

Antimicrobial therapy is one method for mastitis control in dairy herds. 

However, the increase in the resistance rates against routinely used drugs has 

hampered the success of these treatments (Brito et al., 2001; Fagundes and Oliveira, 

2004). Thus, monitoring antimicrobial resistance profiles at the herd level is important 

to achieve better control of mastitis (Platform et al., 2009). 

One important constraint of dairy cooperative system in Brazil is the lack of 

technical assistance, leading to failures in animal management and mastitis control 

(Bitencourt et al., 2000). Small-scale production may influence the profile of pathogen 

transmission and resistance, resulting in an epidemiological scenario quite different 
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from those occurring in dairy farms with large-scale production. Therefore, the 

objective of this study was to assess the distribution over time and antimicrobial 

resistance profile of S. aureus clonal groups in small dairy farms of southern Brazil. 

 

3.2 MATERIALS AND METHODS 

 

3.2.1 Selection of Herds and Sampling 

 

The study population consisted of 1,185 small dairy herds associated to one 

cooperative located in Taquari Valley. This is a region of approximately 4,821 square 

kilometers located in the state of Rio Grande do Sul, Brazil (UTM zone 22S, 

6.69.000N, 350.000E, 6.830.000N, 450.000E).  

Firstly, farms were stratified according to the average number of cows in 

lactation (≤10, 11-15, 16-20, 21-25 and ≥25). Afterwards, the sample size was 

calculated, taking into account an expected 20% of S. aureus isolation (Brito et al.,  

2001), and a precision of 10% at the 95% confidence level. According to these 

parameters, a total of 21 farms were required to obtain the number of S. aureus 

isolates necessary to the study. The number of farms of each stratum to be included 

in the study was determined such that their representativeness in the target 

population was maintained (80% of farms with ≤15 cows in lactation). In each 

stratum, farms to be sampled were randomly selected using Microsoft Excel 2010 

software.  

All farms were sampled every six months in 2010 and 2011. At each sampling 

event, milk samples were collected from all lactating cows in the herd. Animals that 

were receiving antimicrobial treatment were excluded from sampling. Farms included 

in the study population are depicted in Table 1, along with the main characteristics of 

each herd. Jersey and Holstein were the predominant animal breeds on these farms.  

 

3.2.2 Origin and Collection of Samples 

 

The procedures for the collection and transport of milk samples and the 

isolation and identification of the causative agents of mastitis followed the 

recommendations of National Mastitis Council (2004). Milk samples were collected 

before milking. The teats were washed and dried individually with disposable paper 
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towels before sampling. The first three streams of milk were discarded, and the teats 

were then disinfected with 70% alcohol. A composite sample of milk from all teats of 

each cow was collected in one sterile screw-cap flask. Samples were transported 

under refrigeration to the laboratory for processing.  

 

3.2.3 Isolation and Identification of S. aureus 

 

Ten microliters of each milk sample was streaked onto 5% sheep blood agar 

and incubated at 37 °C for 24 - 48 hours. After incubation, predominant colonies (at 

least three colonies present on the agar plate) with similar morphology were isolated 

and identified as described previously (NMC, 2004). Identifications were confirmed 

using the tube coagulase and Voges-Proskauer (VP) tests. Isolates exhibiting results 

compatible with the S. aureus designation except for the VP test result were 

classified as Staphylococcus coagulase positive, as recommended by the NMC 

(2004).  

 

3.2.4 Macro-restriction of the total DNA and Pulsed-field Gel Electrophoresis 

(PFGE)  

 

One isolate of S. aureus from each positive cow was submitted to macro-

restriction and PFGE. Total DNA was prepared according to the protocol proposed 

by McDougal et al. (2003). Initially, 200 µl aliquots of an overnight culture of each 

strain was centrifuged, and the pellet was resuspended in 300 µl of Tris-EDTA 

solution (pH 8.0) and incubated in a water bath at 37 °C for 10 min. DNA-soaked 

agarose plugs were submitted to treatment with lysostaphin (4 µL, 1:10 dilution of 1 

mg / mL). The solidified plugs were transferred to 3 mL of buffer lysis solution (6 mM 

Tris-HCl, 1 M NaCl, 100 mM EDTA, 0.5% Brij-58, 0.2% sodium deoxycholate, and 

0.5% sodium-lauryl-sarcosine) and incubated at 37 °C in a water bath with stirring for 

4 h or overnight. The plugs were washed four times with TE solution (10 mM Tris and 

1 mM EDTA, pH 8.0) for 10-15 min each and stored at 4°C.  

Next, a DNA-plug portion was submitted to digestion with 20 U of the enzyme 

SmaI (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for 2-3 hours at 25°C. Electrophoresis was 

performed in a 1% agarose gel using 0.5X Tris-borate-EDTA buffer with a CHEF DR-

II system (BioRad Laboratories, Hercules, CA) at 6 V/cm for 20 h at 14 ºC with an 
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initial switching time of 5 seconds and a final switching time of 40 seconds. 

Salmonella Braenderup (ATCC# BAA-664) was included as a size reference. After 

PFGE, the gel was stained with ethidium bromide (2 µg/mL, Sigma, St. Louis, USA) 

and photographed under UV transilumination, and image digitalization was 

performed using a Kodak 2200 system (Rochester, New York, USA).  

 

3.2.5 Test for Antimicrobial Susceptibility 

 

Isolates of S. aureus were tested for antimicrobial susceptibility using the disk 

diffusion test in Müller-Hinton agar (Oxoid, Thermo Scientific, UK), according to the 

guidelines of the Clinical and Laboratory Standards International document M31-A3 

(2008). The following antimicrobial disks (Oxoid, Thermo Scienti fic, UK) were 

selected: ampicillin (10 µg), cephalothin (30 µg), cefoxitin (30 µg), ceftiofur (30 µg), 

clindamycin (2 µg), enrofloxacin (5 µg), streptomycin (10 µg), gentamicin (10 µg), 

oxacillin (10 µg), penicillin (10 IU), sulfonamide (300 µg), sulfa + trimethoprim (25 µg) 

and tetracycline (30 µg). S. aureus ATCC 25923 was used as the quality control.  

 

3.2.6 Detection of Genes icaA, icaD and mecA  

 

DNA was extracted after disrupting the bacterial cell wall with guanidine EDTA-

sarkosyl as described by Rademaker and De Bruijn (1997). Polymerase chain 

reaction (PCR) detection of the genes icaA and icaD was performed according to 

Vasudevan et al. (2003). PCR for icaA and icaD detection included 4 µl of the DNA 

suspension in 11 µL of the PCR mix containing 20 pmol/µL of each primer (icaA R: 

AAG ATA TAG CGA TAA GTG C; icaA F: CCT AAC TAA CGA AAG GTA G; icaD R: 

GGC AAT ATG ATC AAG ATA C; icaD F: AAA CGT AAG AGA GGT GG), 2.5 mM 

DNTPs, 1.5 µL of 10X PCR buffer (750 mM Tris-HCl (pH 8.8), 200 mM (NH4)2SO4 

and 0.1% Tween20) and 0.3 µL Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Foster City, CA, 

USA) at 5 U/µL. The amplification conditions were as follows: initial denaturation at 

94°C for 2 min, 30 cycles of denaturation at 94°C for 45 s, annealing for 45 s at 

49.8°C, a 1 min extension at 72°C and a final extension of 7 min at 72°C. In all 

reactions, negative controls (without target DNA) were used, and the strain S. aureus 

ATCC 25923 was used as a positive control. Aliquots of the reactions were 

separated on a 1.5% agarose gel stained with ethidium bromide (2 µg/mL, Sigma, St. 
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Louis, USA), and the image was captured and digitized using the Kodak 2200 system 

(Rochester, New York, USA). 

Isolates that were resistant to oxacillin or cefoxitin in the agar diffusion test were 

checked for the presence of the mecA gene as described by Murakami et al. (1991). 

The reactions had a total volume of 50 µl composed of 45 µL of PCR MasterMix, 1 

µL of each primer (mecA F: AAA TCG ATG GTA AAG GTT GGC; mecA R: AGT TCT 

GCA GTA CCG GAT TTG C) and 1 μL of template DNA. DNA amplification was 

performed for 40 cycles as follows: denaturation at 95°C for 30 s, annealing at 55°C 

for 30 s, and extension at 72°C for 30 min with a final extension at 72°C for 5 min. 

Ten microliters of PCR product was analyzed using 2% agarose gel electrophoresis. 

The reactions were performed in a GeneAmp® PCR System 9700 thermal cycler 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). S. aureus ATCC 25923 was used as a 

negative control for the mecA gene. A mecA-positive strain of S. epidermidis 

received from G. M. Costa (Federal University of Lavras, Lavras, Brazil) was used as 

positive control. 

 

3.2.7 Data Analysis 

 

Pulsotypes were compared using the Gel-Compar II software package 

(Applied Maths, Kortrijk, Belgium). Dendrograms were constructed using the 

unweighted pair-group method with arithmetic averages (UPGMA) using the Dice 

coefficient. The pulsotypes were analyzed and defined following the 

recommendations of Tenover (1995). The amplification frequency of genes involved 

in biofilm formation was compared between clonal groups using Fisher's exact test 

with a significance level of P <0.05.  

 

3.3 RESULTS AND DISCUSSION 

 

3.3.1 Isolated Microorganisms  

 

From a total of 1,060 milk samples originating from 21 farms, 395 samples 

(37.2%) tested negative for bacterial growth. In 19 farms (90.5%), at least one 

positive sample was obtained at all four time points, while two farms presented no 

bacteria isolation in two samplings. Coagulase-negative Staphylococcus sp. was 
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isolated from 262 samples (24.71%), followed by S. aureus from 136 samples 

(12.83%), and coagulase-positive Staphylococcus sp. from 28 samples (2.64%). 

Other microorganisms (Corynebacterium sp., Streptococcus sp., Enterococcus sp., 

Nocardia sp., Trueperella pyogenes, Klebsiella sp., yeast and Escherichia coli) were 

isolated from the remaining 239 samples (22.54%; Table 2). 

The most prevalent bacteria were coagulase-negative Staphylococcus (SCN), 

which can colonize the udder without causing illness. Nevertheless, in many regions 

around the world, SCN has become the predominant bacteria in milk samples from 

cows and heifers, and their significance as a mastitis pathogen is under debate (De 

Vliegher et al., 2012). Because composite milk samples in this study were collected 

from all lactating cows, independent of the presence of any milk alteration, there is no 

way to confirm the role of SCN as a causative agent of mastitis in the region 

sampled.  

On the other hand, the second most isolated species was S. aureus, which 

was found in 12.8% of the total of samples analyzed. S. aureus is a major mastitis 

pathogen and one of the most difficult udder pathogens to control (De Vliegher et al., 

2012). Studies that investigated S. aureus in milk and dairy products reported 

prevalences between 4.2% and 6.25% (Mork et al., 2012; Thaker et al., 2013). 

However, higher rates have been reported in studies conducted in herds with high 

prevalence of subclinical mastitis. In these herds, over 20% of cows were infected 

with S. aureus, and the persistence of infection over time was commonly observed 

(Ferguson et al., 2007; Capurro et al., 2010). In Brazil, S. aureus is widespread in 

herds. Ferreira et al. (2007) found S. aureus prevalence of 21.5%, and conclude that 

this pathogen was the main cause of subclinical mastitis in the region. Additionally, S. 

aureus (44.0%) was found to predominate in clinical cases (Martins et al., 2010).  

In the present study, S. aureus was isolated in 17 of the 21 farms sampled, at 

frequencies ranging from 3.4% to 70.6% of the positive samples (Table 3). Among 

the S. aureus-positive farms, in 14 farms isolates were obtained in two or more 

samplings, and five farms were positive in all four samplings. The presence of 

chronically infected cows in the herd is one of the main risk factors for the 

perpetuation and spread of this pathogen to susceptible animals (Barret, 2002). The 

segregation of animals with S. aureus is a practice that can reduce the risk of 

transmission of this agent among cows in dairy herds. However, the correct and 

efficient identification of infected animals, which is not often conducted on farms with 
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low technical standards, is required. Data from a longitudinal study conducted in 

Egypt also identified S. aureus in 52.5% of milk samples (Rady and Abdel-Sayed, 

2009.) In this case, the animals were raised on different farms but under similar 

conditions. In our study, however, farms presented a high diversity in management, 

hygiene and infrastructure. The heterogeneous profile among farms characterizes 

many cooperatives in southern Brazil and contributes to the difficulty of mastitis 

control in this region. However, we observed that most farms failed to maintain 

prescribed hygiene before and after milking (Table 1), which may allow the continued 

presence of S. aureus on the skin of the udder and facilitate its access to the 

mammary gland. 

 

3.3.2 Test for Antimicrobial Susceptibility 

 

From a total of 132 isolates of S. aureus tested using the disk diffusion 

method, the majority (75.7%) were susceptible to all tested antimicrobials. 

Resistance was detected to penicillin (18.2%), ampicillin (14.4%), clindamycin 

(9.1%), sulfonamide (8.3%), tetracycline (8.3%), streptomycin (6.1%), cephalothin 

(5.3%), enrofloxacin (5.3%), ceftiofur (1.5%) and gentamicin (1.5%). All strains were 

susceptible to sulfa/trimethoprim. The rates of susceptibility to antimicrobial agents 

presented in this study corroborate the study of Anderson et al. (2006), which found 

86% of S. aureus isolates to be susceptible to all antimicrobials tested. Similar results 

were reported in Brazil by Ferreira et al. (2006), who found that 75.3% of isolates 

were susceptible to antimicrobials. Resistance to penicillin and ampicillin usually 

predominates and can reach frequencies above 70% (Unakal and Kaliwal, 2010). In 

Brazil, Coelho et al. (2007) reported a high resistance to penicillin (67.7%) and 

ampicillin (64.4%), while Rabello et al. (2005) identified 55.1% of strains resistant to 

penicillin/ampicillin.  

Regarding cefoxitin and oxacillin, 8.4% and 7.6% of isolates, respectively, 

were resistant in the agar diffusion test. Resistance to oxacillin mediated by the 

mecA gene can be tested by broth microdilution or by the disk diffusion test using 

oxacillin and cefoxitin disks (CLSI, 2008). However, the phenotypic results often do 

not corroborate the results of mecA detection. In the present study, all isolates that 

were resistant to oxacillin also showed resistance to cefoxitin in the disk diffusion 

test, however none carried the gene mecA and were thus considered susceptible. 
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In addition to the one hundred isolates that were susceptible to all 

antimicrobials, 14.4% (19/132) presented profiles with a low number of resistance 

markers (≤2). The most prevalent resistance profile was to ampicillin and penicillin, 

observed in 10 isolates (7.6%). Eleven isolates (8.3%) were resistant to three or 

more classes of antimicrobial agents and were considered multi -resistant. These 

isolates were found on seven farms (G, I, K, M, N, O and P). No farm presented a 

common resistance profile among isolates from the four samplings. Several studies 

report S. aureus multi-resistance (Baptiste et al., 2005); however, most of them were 

conducted in farms with high milk production that use antimicrobial therapy as a tool 

for subclinical mastitis control. The low rate of resistance and multi -resistance in our 

study may be associated with the fact that the isolates may not have been subjected 

to strong selection pressure, as treatment was only performed on clinically affected 

animals. As a result, there was a tendency of persistence of S. aureus infections due 

to the lack of dry-period treatment and mastitis control programs, but the strains 

presented low resistance profiles.   

 

3.3.3 Identification of Genes icaA and icaD 

 

Biofilm-producing strains of S. aureus have a greater ability to colonize the 

mammary gland, as adhesion to surfaces is an important step in the establishment of 

persistent infections (Cucarella et al., 2004; Fox et al., 2005). An in vivo study 

demonstrated the ability of this agent to persist in the mammary gland of cattle, 

increasing therapeutic failure and chronic infections, despite in vitro results 

suggesting antimicrobial susceptibility (Melchior et al., 2011). In the present study, 

among the 132 isolates tested for genes icaA and icaD, which are associated with 

biofilm formation in S. aureus, only 27.3% presented one or both of the genes. The 

gene icaD alone was the most prevalent (14.4%), followed by the presence of both 

genes (8.3%), while icaA alone was the least frequent (4.5%). 

The presence of icaA alone induces low biofilm formation, while the 

concomitant presence of icaA and icaD markedly increases the biofilm-forming 

phenotype (Arciola et al., 2001). Dhanawade et al. (2010) detected both genes in 35 

out of 102 S. aureus isolates from subclinical mastitis. Furthermore, Melo et al. 

(2012) found 95.7% of S. aureus isolates positive for icaA and icaD. In our study, S. 

aureus isolated from farms with four positive samplings were more likely to be 
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positive for the ica genes compared to strains originating from the other farms 

(32.2%; p=0.078). The presence of biofilms has also been considered important for 

the persistence of antimicrobial-resistant S. aureus strains (Türkyilmaz and 

Eskiizmirliler, 2006). However, in our study, no relationship could be found between 

the presence of genes icaA and icaD and the resistance of the isolates to 

antimicrobials. The number of positive strains was too low to draw any conclusions 

about the relevance of ica genes, and further studies are needed to elucidate the role 

of these genes in S. aureus circulating in this region. 

 

3.3.4 Clonal Groups of S. aureus 

 

The presence of S. aureus in milk samples over the sampling period may be 

related to the existence of persistently infected animals in the herd. After performing 

macro-restriction and PFGE in the S. aureus isolates and using the criteria proposed 

by Tenover (1995), which considered strains with similarity  ≥70% as a pulsotype, we 

classified 122 strains into 30 pulsotypes (Figure 1 and Table 4). Ten isolates from 

distinct sources were not cleaved by the enzyme SmaI. 

The diversity of pulsotypes was high, since 18 out of 30 pulsotypes were 

detected in only one farm. A high diversity was also observed by other authors (Lim 

et al., 2004; Said et al., 2010), demonstrating that a high number of S.aureus clonal 

groups circulates in dairy farms. However, other studies report that generally only a 

few clonal groups are responsible for mastitis (Cabral et al., 2004, Anderson et al., 

2006; Aires-de-Sousa, et al., 2007; Rabello et al., 2007). In our study, pulsotype 5 

was detected in five farms, and pulsotypes 8 and 9 in four farms each (Table 4), but 

only pulsotype 9 included strains isolated at all four time points on one farm (K). 

Moreover, in eight farms persistent pulsotypes were observed, and may be 

considered endemic in those farms. Considering the sampled animals, ten cows 

were infected with S.aureus in two samplings and one in three samplings. However 

in in all except one case the pulsotypes found presented a low similarity. For instance 

animal number 163 (farm Q) was positive in the first, second and third sampling but 

three different pulsotypes (3, 6 and 8) were identified. Only one cow (340 of farm K) 

presented a same pulsotype (#9) in two consecutive samplings (third and fourth). 

These results are consistent with the study of Anderson and Lyman (2006), 

demonstrating the persistence of S. aureus over time. Similarly, the results partly 
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corroborate those found by Aarestrup et al. (1995) who concluded that specific 

strains of S. aureus isolated between 1952 and 1956 were found in the same region 

in 1992, indicating that clonal groups can persist for years. Buzzola et al. (2001) 

reported that specific genotypes persisted for a period of eight years in Argentina. 

However, neither study evaluated the persistence of pulsotypes in a same herd. Mork 

et al. (2012) showed that only certain strains of S. aureus are responsible for 

persistent infections within herds. Cabral et al. (2004) evaluated 87 isolates of S. 

aureus and found that specific strains were distributed regionally. Dendani et al. 

(2010), in a study conducted in France, also reported that select clonal groups are 

responsible for mastitis. Several virulence factors associated with these bacteria may 

enhance their persistence in the herds, and the most important factor pointed out 

was the ability to form biofilms. Cucarella et al. (2004) demonstrated that the ability to 

form biofilms, as found in some strains of S. aureus, was associated with persistent 

infections in the mammary glands of cattle. However, in our study, icaA and icaD 

were not highly prevalent and they were absent in pulsotype 9, which was the most 

persistent over time. Therefore, other biofilm genes or factors may have played a role 

in the persistence of these strains.  

 The great diversity of observed clonal groups indicates the wide variability of 

S. aureus on small dairy farms in this region and showed that clones remained 

endemic on only a few farms, a characteristic typically found in intensive production 

systems in other countries. The diversity and characteristics of S. aureus strains in a 

herd can be influenced by a variety of factors, including herd size, introduction of new 

strains by the acquisition of new animals (Middleton et al., 2002b) and the selective 

pressure resulting from treatment with antimicrobials (Sommerhäuser et al., 2003). In 

our study, all sampled farms were characterized by low milk production and poor 

management and hygiene. The S. aureus infection profile may therefore have been 

influenced by low antimicrobial selective pressure, allowing the colonization of the 

udder by various clonal groups at same time and over time.  

In conclusion, S. aureus strains found on small farms in southern Brazil are 

not antimicrobial resistant and have a large variety of pulsotypes; moreover only few 

clonal groups are able to persist over time at the herd level.  
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Table 1: Characterization of herds included in the study population 

Characteristic A B C D E F G H I J K L M N O P Q R S T U 

Average number of 

animals in lactation 
4 19 15 3 18 7 50 8 11 27 14 15 8 7 7 8 18 8 12 7 8 

Daily milk production 20 340 NI 24 250 35 900 70 200 500 200 160 ND 80 90 80 350 100 200 150 120 

Production system P P SS P P P P P P SS P P ND P P P P P SS P P 

Type of milking M M M M M M M M M M M M ND M M M M M M M M 

Place of milking C MP MP C MP C MP MP C MP C C ND C C C C C C C C 

Teat washing  

before milking 
+ + + + + + + + 

 + + 
+ 

+ 
ND 

+ + 
+ 

+ + 
+ 

+ + 

Teat drying  

after washing   
+ + + - + 

- 
- ND 

+ + 
- 

+ 
ND 

+ + 
- 

+ + 
- 

+ + 

Pre-dipping - - + - - - + - - - + - ND - - - - - - - - 

Post-dipping + - + - + - + + - + + + ND + - + - - - + - 

Clinical mastitis treatment + + + + + + + + + + + + ND + + + + + + + + 

Dry period treatment + + + - + - + + + + + + ND + - + - - + - - 

ND: not determined; P: pasture; SS: semi-stabled; M: mechanic; C: corral; MP: 

milking parlor; (+) yes; (-) no. 
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Table 2: Results of bacteriological tests performed on milk samples collected from 21 

dairy farms in 2010 and 2011 

Farm 
Negative N 

(%) 

S. aureus  N 

(%) 

Coagulase-

positive 

Staphylococcus 

N (%) 

Coagulase-

negative 

Staphylococcus 

N (%) 

Other*   

N (%) 

Total   

 

A 4 (27) 1 (7) 1 (7) 5 (33) 4 (27) 15  

B 26 (34) 2 (3) 1 (1) 30 (39) 17 (22) 76  

C 21 (35) 4 (7) 2 (3) 13 (22) 20 (33) 60  

D 4 (33) 2 (17) 0 (0) 2 (17) 4 (33) 12  

E 30 (43) 14 (20)  0 (0) 7 (10) 19 (27) 70  

F 5 (19) 4 (15) 3 (11) 9 (33) 6 (22) 27  

G 98 (49) 16 (8) 5 (2) 48 (24) 34 (17) 201  

H 5 (16) 3 (10) 1 (3) 16 (52) 6 (19) 31  

I 12 (27) 10 (22) 1 (2) 10 (22) 12 (27) 45  

J 51 (47) 2 (2) 2 (2) 28 (26) 26 (24) 109  

K 20 (37) 24 (44) 3 (6) 6 (11) 1 (2) 54  

L 13 (22) 6 (10) 0 (0) 12 (20) 28 (47) 59  

M 3 (18) 9 (53) 0 (0) 3 (18) 2 (12) 17  

N 16 (62) 3 (12) 2 (8) 0 (0) 5 (19) 26  

O 16 (53) 3 (10) 1 (3) 4 (13) 6 (20) 30 

P 6 (19) 9 (29) 0 (0) 11 (35) 5 (16) 31  

Q 17 (24) 24 (34) 2 (3) 16 (23) 11 (16) 70  

R 10 (32) 0 (0) 0 (0) 11(35) 10 (32) 31  

S 16 (33) 0 (0) 3 (6) 20 (41) 10 (20) 49  

T 10 (67) 0 (0) 1 (7) 0 (0) 4 (27) 15  

U 12 (38) 0 (0) 0 (0) 11 (34) 9 (28) 32  

Total 395 (37.2) 136 (12.83) 28 (2.64) 262 (24.71) 239 (22.54) 1,060  

*Corynebacterium sp., Streptococcus sp., Enterococcus sp., Nocardia sp., 

Trueperella pyogenes, Escherichia coli, Klebsiella sp. and yeast. 
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Table 3: Frequency of S. aureus isolation in relation to the total number of positive 

samples per farm, in four sampling events, between 2010 and 2011 

Farm 
Total positive 

samples 
Sampling %Total 

  First Second Third Fourth 
 

A 11 0 0 1 0 9.1 

B 50 1 1 0 0 4.0 

C 39 1 0 2 1 10.3 

D 8 0 1 1 0 25.0 

E 40 2 7 2 3 35.0 

F 22 1 2 0 1 18.2 

G 103 6 3 6 1 15.5 

H 26 2 1 0 0 11.5 

I 33 2 3 3 2 30.3 

J 58 0 1 1 0 3.4 

K 34 5 5 8 6 70.6 

L 46 1 1 0 4 13.0 

M 14 5 4 0 0 64.3 

N 10 3 0 0 0 30.0 

O 14 3 0 0 0 21.4 

P 25 8 0 0 1 36.0 

Q 53 1 8 9 6 45.3 

Total 586 41 37 33 25 23.2 
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Table 4: Distribution of pulsotypes of S. aureus in milk samples from Taquari Valley 

farms in four semi-annual collections, 2010-2011.  

 

Pulsotypes (number of strains) 

Farm Sampling 1 Sampling 2 Sampling 3 Sampling 4 

A   11(1)  

B 9(1)    

C 9(1)  9(1), 25(1) 22(1) 

D   14(1)  

E 17(2) 17(7) 20(2) 17(3) 

F 5(1) 5(2)  2(1) 

G 5(1), 8(1), 27(2), 28(2) 5(2), 26(1) 4(1), 25(1), 26(1) 27(1) 

H 14(2) 14(1)   

I  5(3) 23(2) 8(2) 

J  5(1)   

K 9(4), 18(1) 9(2), 13(3) 9(1), 11(4), 12(2) 9(6) 

L 19(1) 10(1)  

3(1), 17(1), 

19(1), 27(1) 

M 5(5) 7(1), 8(3)   

N 21(1), 30(1)    

O 1(1), 9(1), 14(1)    

P 10(2), 15(2), 29(2)    

Q 4(1) 6(4), 8(1), 23(2), 24(1) 4(5), 6(3), 16(1) 8(6) 

*In bold pulsotypes that were identified more than once in the dairy farm. 
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Figure 1: Dendrogram representing the similarity grouping of S. aureus isolates 

derived from farms with multiple isolation of S. aureus from milk samples in a two-

year period. Total DNA of isolates was cleaved with SmaI and separated by pulsed-

field gel electrophoresis (PFGE). 
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4. CONCLUSÕES 

 

Os resultados apresentados neste estudo possibilitam concluir que: 

 

 Staphylococcus aureus está presente na glândula mamária de bovinos em lactação 

em pequenas propriedades da região, porém não é o agente bacteriano mais 

prevalente; 

 Os isolados apresentam baixa frequência de resistência aos antimicrobianos; 

 Há uma grande variabilidade de pulsotipos entre os isolados presentes nessas 

propriedades, porém poucos grupos clonais persistem nas propriedades 

amostradas; 

 Não foi possível associar a permanência dos grupos clonais nos rebanhos à 

presença dos genes icaA e icaD; 

 Não houve associação entre os grupos clonais, presença dos genes icaA e icaD e a 

resistência aos antimicrobianos. 
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