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RESUMO 

Objetivou-se neste estudo caracterizar geneticamente os isolados de Staphylococcus aureus 

(S. aureus) obtidos de vacas e cabras com mastite no estado de Pernambuco, Brasil. 

Também, avaliou-se a eficácia antibacteriana de nanopartículas de polipirrol (PPy) em água 

frente a S. aureus produtores ou não de biofilme. Para isto 150 isolados (123 de vacas e 27 

de cabras) foram analisadas. Os fatores de virulência envolvidos na adesão às células do 

hospedeiro (fnbA/B e clfA/B), toxinas (sea - sei, tsst, hla e hlb) e os genes polissacáridos 

capsulares (cap5 e cap8 ) foram detectados pela PCR. 138 isolados de S. aureus foram 

avaliados quanto à formação de biofilme por espectrofotometria em microplacas e 

determinou-se a Concentração Mínima Inibitória (MIC) e a Concentração Mínima 

Bactericida (MBC) frente a nanopartículas de PPy. O potencial tóxigênico, indicado pelo 

número de genes de toxinas por isolado, revelou que os isolados de cabras apresentam um 

maior potencial. O genótipo cap8 apresentou maior potencial de virulência, indicado pelo 

número de genes apresentado por isolado. O genótipo cap5 foi mais frequente (70.67%), 

especialmente nos isolados de vacas. A MIC e a MBC do PPy frente a S. aureus foi de 

125µɡ/mL para todos os isolados, independente da produção de biofilme. Novas medidas de 

controle deverão ser implementadas, em especial em rebanhos caprinos onde os isolados 

circulantes apresentaram maior potencial tóxico. Diante dos resultados preliminares 

promissores das nanopartículas de PPy frente a S. aureus, futuros estudos devem ser 

realizados para obtenção de um produto que contribua com o controle da mastite. 

 

Palavras chaves: tipagem molecular, Staphylococcus aureus, enterotoxina estafilocócica, 

polissacarídeo capsular, biofilme, polipirrol 
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ABSTRACT 

The aim of the present study was to characterize genetically isolates of Staphylococcus 

aureus (S. aureus) obtained from cows and goats with mastitis in Pernambuco state, Brazil. 

Additionally was evaluated the antibacterial efficacy of nanoparticles of polypyrrole (PPy) 

in water against biofilm producer or not S. aureus. For this, 150 isolates (123 from bovines 

and 27 from goats) were analyzed. The virulence factors involved in adhesion to host cells 

(fnbA/B and clfA/B), toxins (sea, - sei, tsst, hla and hlb), and capsular polysaccharide genes 

(cap5 and cap8) were amplified by PCR. A total of 138 isolates of S. aureus were evaluated 

for biofilm formation by spectrophotometry in microplates and Minimum Inhibition 

Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of nanoparticles of 

PPy were measured. The toxic potential, defined by the number of toxins genes per isolate, 

showed that goat’s isolates had a higher potential. The cap8 genotype had more virulence 

potential by the number of virulence genes per isolate. The cap5 genotype was most frequent 

(70.67%), especially in bovine’s strains. The MIC and MBC of S. aureus to PPy were found 

in 125µɡ/mL in all strains, independent of biofilm production or not. New control measures 

should be implement, especially in goats that the isolates circulating had a higher toxic 

potential. In view of the positive preliminary results of PPy nanoparticles, future studies 

should be performed to obtain a product that contributes to mastitis control. 

 

Keywords: molecular typing, Staphylococcus aureus, staphylococcal enterotoxin, capsular 

polysaccharide, biofilm, polypyrrole 
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1. QUALIFICAÇÃO DO PROBLEMA 

Em 2015, o efetivo bovino no Brasil aumentou 1,3% (215,20 milhões) em relação a 

2014, porém o efetivo de vacas ordenhadas teve uma queda de 5,5% no mesmo período. No 

caso do caprino, o efetivo atingiu 9,61 milhões de cabeças em 2015, o que representa um 

crescimento de 8,6% em relação a 2014 e a Região do Nordeste manteve o maior número de 

efetivo com 92,7% do total de caprinos do país (IBGE, 2015).  

A produção leiteira é um importante item na pecuária brasileira e nos últimos anos 

ocorreu um crescimento contínuo, o que permitiu ao Brasil ocupar a quinta posição no 

ranking mundial na produção de leite em 2014 (IBGE, 2014). Destaca-se, ainda, a 

importância social por ser um setor que gera emprego e fonte de renda para muitas famílias 

brasileiras (Müller, 2002). 

A mastite é considerada uma importante enfermidade causadora de prejuízos à 

indústria leiteira, apesar dos inúmeros esforços direcionados ao controle (De Vliegher et al., 

2012). Estudos epidemiológicos sobre a etiologia da mastite bovina e caprina indicam que 

os microrganismos de origem contagiosa são os mais prevalentes e, entre esses, o gênero 

Staphylococcus destaca-se por estar relacionado com maior frequência aos casos clínicos e 

subclínicos da doença (Mota et al., 2012). Dentro deste gênero, Staphylococcus aureus (S. 

aureus) é um dos patógenos mais frequentes na mastite e responsável por grandes perdas 

econômicas (Akineden et al., 2001; Cabral et al., 2004; Katsuda et al., 2005; Mørk et al., 

2005). No Brasil, aproximadamente 10,5% dos isolados procedentes das vacas com mastites 

correspondem a S. aureus (Langoni et al., 2011), enquanto que em cabras este achado varia 

de 12,8 (Langoni et al., 2006) a 37,0% (Silva et al., 2004). No Estado de Pernambuco, esta 

bactéria geralmente é isolada em bovinos com mastite com índices que variam de 11,3 a 

15,0% (Freitas et al., 2005; Ruiz et al., 2011; Mota et al., 2012). 

Um considerável número de isolados de S. aureus possui a capacidade de produzir 

exotoxinas como, por exemplo, enterotoxinas estafilocócicas (Staphylococcal Enterotoxins 

SEs) (Hait et al., 2014; Silveira-Filho et al., 2014), toxina da síndrome do choque tóxico 

(Kulhankova et al., 2014; Tinelli et al., 2014) e alfa e beta hemólise (Berube e Wardenburg, 

2013; Chua et al., 2014). Desta forma, o leite e produtos derivados são importantes veículos 

de S. aureus e comumente estão envolvidos em surtos de intoxicação alimentar (Straub et 

al., 1999). Sua alta patogenicidade é impulsionada por mecanismos multifatoriais e 
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complexos determinados pela capacidade da bactéria de expressar uma ampla variedade de 

fatores de virulência que facilitam a infecção (Foster, 2005; Zecconi e Scali, 2013). 

Neste sentido, a realização de estudos epidemiológicos com a utilização de métodos 

de tipagem molecular apropriados e a compilação de informação sobre a diversidade 

genética de S. aureus em uma determinada região, podem contribuir para definir estratégias 

eficazes de controle da doença. Esta informação também permitiria ao pessoal técnico 

veterinário contar com um critério de avaliação dos produtos disponíveis no mercado 

(vacinas e probióticos) visando obter maior eficácia na aplicação destes no estado de 

Pernambuco.  

Além do exposto, S. aureus merece destaque entre os patógenos causadores de mastite 

pelo aumento na prevalência de cepas resistentes aos antibióticos. A realização de pesquisas 

que desenvolvam novos produtos antimicrobianos com mecanismos de ação que dificultem 

a criação de resistência antibacteriana como é o caso do polipirrol, pode favorecer o controle 

deste agente causador de mastites. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. Patogênese da mastite 

A mastite é a doença mais amplamente difundida na pecuária, com prevalências na 

espécie bovina que variam entre 15,4 e 28,6% (Fontana et al., 2010; Langoni e Troncarelli, 

2011; Krewer et al., 2013), em pequenos ruminantes de 36,3% (Domingues et al., 2006) e 

em búfalas de 24,2% (Medeiros et al., 2013). A doença resulta da introdução do 

microrganismo no canal do teto e o curso clínico dependerá da capacidade do microrganismo 

de colonizar e multiplicar-se no úbere, do grau de virulência da cepa e da capacidade de 

resposta do hospedeiro. A multiplicação dos microrganismos e a produção de toxinas 

danificam o tecido secretor glandular, causando irritação química (Kulkarni e Kaliwal, 

2013).  

De uma forma resumida, a patogênese dos agentes etiológicos da mastite pode ser 

dividida em cinco etapas: 1) o microrganismo penetra no canal do teto; 2) multiplica-se 

usando como substrato o leite; 3) o microrganismo alcança o seio lactífero dos ductos 

coletores e alvéolos; 4) a multiplicação do microrganismo estimula a atração de leucócitos, 

originando a formação de edema e abscesso em alguns casos; 5) e muitas vezes na cura, o 

tecido secretor glandular é substituído por tecido conectivo fibroso (Sordillo e Streicher, 

2002). 

2.2. Mecanismo de defesa do hospedeiro 

A glândula mamária é protegida por diferentes mecanismos de defesa que podem ser 

divididos em dois grupos: a imunidade inata e a imunidade específica ou adquirida. A 

imunidade inata também conhecida por resposta não específica ou não imune ocorre 

predominante nas primeiras fases da doença. A resposta não específica é ativada rapidamente 

no sítio da infecção por numerosos estímulos, mas não é aumentada pela exposição repetida 

ao mesmo agressor. A imunidade inata é formada pela barreira física conferida pelo esfíncter 

do teto, a barreira química formada pela queratina e fatores solúveis como as citocinas, além 

de elementos celulares como macrófagos, células dendríticas, neutrófilos, células natural 

killer (Oviedo-Boyso et al., 2007). Se a resposta imune inata não conseguir eliminar o 

patógeno em um curto espaço de tempo, a resposta imune específica é ativada (Sordillo e 

Streicher, 2002), sendo mediada por fatores solúveis específicos como as imunoglobulinas 

e pela defesa celular conferida por linfócitos T e B. 
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O termo Contagem de Células Somáticas (CCS) refere-se a todas as células presentes 

no leite, incluindo as células sanguíneas como os leucócitos e células do epitélio secretor 

glandular. A composição das células somáticas no leite varia em relação ao tipo de secreção, 

sendo no leite bovino de 3% para células polimorfonucleares, 80% macrófagos, 16% 

linfócitos e 2% de células do epitélio glandular (Sharma et al., 2011). Para cabras, essa 

composição é de 72,6% de células polimorfonucleares, 14,9% macrófagos, 12,4% linfócitos 

e 0,2% de células do epitélio glandular (Boulaaba et al., 2011). Em ovelhas, a concentração 

de células somáticas comporta-se da seguinte forma: 31% de células polimorfonucleares, 

57% macrófagos, 8% linfócitos e 2% de células do epitélio glandular (Morgante et al., 1996) 

e nas búfalas, a concentração de células polimorfonucleares é de 22,48%, macrófagos de 

25,82% e 30,8% de linfócitos (Hussain et al., 2012). 

O aumento na contagem de células somáticas demonstra a instauração de um processo 

inflamatório na glândula mamária, sendo esta informação utilizada para o diagnóstico da 

mastite subclínica (Deb et al., 2013). O aumento da CCS é influenciado por diferentes fatores 

como o patógeno envolvido na infecção (Djabri et al., 2002; Malek Dos Reis et al., 2011), 

período do ano, raça, estágio da lactação, volume de produção, número de lactações e 

problemas nutricionais (De et al., 2011; Sharma et al., 2011).  

2.3. Etiologia 

Pelas dimensões territoriais do Brasil observam-se diferentes condições climáticas, 

sistemas de produção e densidade animal por área de exploração, por isso é fácil entender a 

diversidade de agentes etiológicos causadores da mastite no país.  

Os agentes etiológicos causadores de mastites são classificados em dois grupos: 

contagiosos e ambientais. Os agentes contagiosos vivem e se multiplicam sobre ou dentro 

da glândula mamária e sua transmissão ocorre de animal para animal ou de teto para teto 

durante a ordenha. Os principais agentes contagiosos são: Staphylococcus aureus, 

Streptococcus agalactiae, Mycoplasma spp. e Corynebacterium bovis (Smith, 1983; 

Bramley e Dodd, 1984). Os agentes ambientais vivem no meio onde os animais são criados 

e a infecção das glândulas ocorre no período entre as ordenhas (Oliver et al., 2004). Os 

agentes ambientais descritos com maior frequência são: Streptococcus dysgalactiae, 

Streptococcus uberis e Streptoccous bovis, Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis, 

além disso, também incluem bactérias Gram-negativas como Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae e Enterobacter aerogenes (Kulkarni e Kaliwal, 2013), algas como a Prototheca 
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zopfii (Corbellini et al., 2001; Bueno et al., 2006), leveduras (Costa et al., 2012) e fungos 

(Chahota et al., 2001; Pachauri et al., 2013; Zhou et al., 2013). A mastite por agentes 

ambientais instala-se quando a imunidade do hospedeiro está comprometida ou quando as 

condições higiênicas sanitárias não são favoráveis (Kulkarni e Kaliwal, 2013). 

Os principais grupos de agentes causadores de mastite nas diferentes regiões do Brasil 

estão dispostos na tabela 1, as associações entre grupos de microrganismos não são 

apresentadas. De forma geral em todas as regiões observa-se uma elevada ocorrência do 

gênero Staphylococcus nos casos de mastites nas espécies bovina, caprina, ovina e bubalina 

e na região Sudeste e Centro-Oeste, o gênero Corynebacterium também se destaca.  
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Tabela 1: Frequência relativa (%) dos microrganismos isolados de animais com mastite 

clínica e subclínica (A) espécie bovina, (B) espécies caprina e/ou ovina e (C) espécie 

bubalina 
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Nordeste           

A (Ruiz et al., 2011) 32,8   13,9 8,3 37,4 3,4 0,2  4,4 

A (Krewer et al., 2013)  49,1   2,1  35,3 1,7  4,6 3,6 

B (Coutinho et al., 

2006) 
 57,6 15,2 12 15,2      

B (Bianchini et al., 

2010) 
84,4   4,4 4,4  4,4   2,2 

B (Neves et al., 2010)  83,3 16,7        

B (Peixoto et al., 2010) 29,5 27,1 25,7 2,9 7,1 2,9    4,8 

B (Silva et al.) 90,3   4,9 1,7     1,7 

B (Silva et al., 2013)  61,5 3,07  13,9 6,16    9,2 

C (Medeiros et al., 

2013)  
49,4   3,7 1,8 23,2 0,5 0,8  16,5 

Sudeste           

A (Ribeiro et al., 2009) 4,3  25,7 25,7  12,9    4,3 

A (Souto et al., 2010) 29,7   17,2  36,3     

A (Langoni e 

Troncarelli, 2011) 
 21,3 16,6 21  31,6  0,9  2,8 

A (Costa et al., 2012) 8,7     43,48  29,35 4,34 4,34 

B (Domingues et al., 

2006) 
 67,9 9,4 13,2  5,7    3,8 

B (Langoni et al., 2006)  55 12,8 10,1  5,5 2,8 6,4  6,4 

C (Pizauro et al., 2014) 20,2  0,8 42,8  23,5 7,6   1,7 

Sul           

A (Pianta et al., 2007)   15,4 21,3  13,8    3,3 

A (Jobim et al., 2010) 30,53   28,15      33,29 

A (Mesquita et al., 

2012) 
14,5  11,1 36,7  7,4 18,5   11,1 

A (Saab et al., 2014)  32,9 12,3 31,6  14,2    7,7 

B (Pereira et al., 2014)  54,5 11,4 6,7 7  11,4   4,5 

Centro-Oeste           

A (Fontana et al., 2010) 1,0 24,0 15,9 19,7  35,6    3,8 
1 SCN- Staphylococcus coagulase negativa. 
2 SCP- Staphylococcus coagulase positiva. 
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O gênero Staphylococcus divide-se em dois grandes grupos considerando a capacidade 

do microrganismo em produzir a enzima coagulase que transforma o fibrinogênio em fibrina 

(Pyörälä e Taponen, 2009). Nos últimos anos, os Staphylococcus Coagulase Negativa (SCN) 

são isolados com maior frequência a partir de amostras de animais com mastite em diferentes 

países (Pyörälä e Taponen, 2009; Schukken et al., 2009; Feßler et al., 2010). O controle da 

mastite causada por SCN é complexo pela heterogeneidade deste grupo bacteriano, pois 

atualmente existem mais de 15 espécies de SCN associados a processos inflamatórios na 

glândula mamária (Zadoks e Watts, 2009). Neste aspecto, as pesquisas realizadas no Brasil 

têm como limitante que em poucos trabalhos (Langoni et al., 2006; Fontana et al., 2010; 

Peixoto et al., 2010) são identificadas as espécies de SCN causadoras de mastites. A 

identificação das espécies ocorre por meio de estudos fenotípicos ou genotípicos, sendo estes 

últimos superiores em relação ao grau de discriminação (Ruegg, 2009). Internacionalmente, 

no grupo de SCN, os microrganismos relatados com maior frequência são: Staphylococcus 

hyicus, Staphylococcus simulans, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus 

chromogenes, Staphylococcus haemolyticus e Staphylococcus xylosus (Honkanen-Buzalski 

et al., 1994; Thorberg et al., 2006; Thorberg et al., 2009; Waller et al., 2011; Fry et al., 2014). 

No Brasil, Machado et al. (2008) relataram S. simulans como a bactéria mais frequente.  

O grupo de Staphylococcus Coagulase Positiva (SCP) de maior importância na 

etiologia da mastite é formado por Staphylococcus aureus, a espécie coagulase-positiva 

Staphylococcus intermedius e variantes coagulase-positivas de Staphylococcus hyicus 

(Vasconcelos et al., 2002). S. aureus é o microrganismo coagulase-positivo isolado com 

maior frequência em amostras de leite de animais com mastite no Brasil, em bovinos (Saeki 

et al., 2012; Bandeira et al., 2013; Castelani et al., 2013), caprinos e ovinos (Peixoto et al., 

2010) e internacionalmente também é reportado como o microrganismo coagulase-positivo 

mais frequentemente identificado (Jamali et al., 2014).  

S. aureus é anaeróbio facultativo, Gram positivo, motilidade negativa, catalase e 

coagulase positivo; a parede celular é resistente à ação da enzima lisozima e sensível à ação 

da lisostafina (Le Loir et al., 2003). A infecção por esta bactéria provoca perdas 

significativas na produção de leite pela permanente destruição das células do epitélio 

glandular. O tecido funcional (epitélio glandular) é substituído por tecido fibroso que protege 

a bactéria do mecanismo normal de defesa do hospedeiro, pois provoca uma redução na 

fagocitose pelos neutrófilos (Barkema et al., 2006). 
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No gênero Streptococcus spp. um dos agentes mais frequentemente isolados em 

amostras de leite de bovinos com mastite é o S. agalactiae (Getaneh et al., 2014; Ramírez et 

al., 2014). São cocos Gram positivos e catalase negativos, não conseguem sobreviver por 

longos períodos de tempo fora da glândula mamária e por isso sua transmissão ocorre 

fundamentalmente nos períodos intra-ordenha (Keefe, 1997). É considerado um importante 

patógeno causador de mastite pelo forte efeito na qualidade do leite, os níveis de produção 

e a contagem de células somáticas (Keefe, 2012). Este microrganismo na maioria dos casos 

de infecção intramamária é sensível a diferentes antimicrobianos (Gao et al., 2012; 

Krishnaveni et al., 2014). No Brasil, os Streptococcus ambientais mais frequentemente 

isolados são S. dysgalactiae e S. uberis (Souto et al., 2010). 

O gênero Corynebacterium spp. são bacilos Gram positivos, aeróbios ou anaeróbios 

facultativos e catalase positivo. São considerados patógenos contagiosos causadores de 

infecção intra-mamária, sendo responsáveis por um aumento considerável na contagem de 

células somáticas (National Mastitis Council, 2004). A espécie lipofílica isolada com maior 

frequência em animais com mastite clínica ou subclínica é C. bovis (Hegazi et al., 2014; 

Saab et al., 2014); também são relatados com uma considerável frequência, as espécies não 

lipofílicas C. amycolatum, C. minutissimun, C. pseudotuberculosis e C. ulcerans (Hommez 

et al., 1999; National Mastitis Council, 2004).  

Em rebanhos bovinos no Estado de Minas Gerais, as espécies de Candida isoladas em 

casos de mastite foram: C. albicans, C. catenulata e C. glabrata (Costa et al., 2012); também 

foram isoladas as espécies C. parapsilosis e C. tropicalis (Costa et al., 2008). No Rio Grande 

do Sul foram identificadas as espécies de leveduras e fungos pertencentes os gêneros 

Candida, Pichia, Cryptococcus, Rhodotorula, Debaryomyces, Geotrichum, Trichosporon, 

Galactomyces, Kluyveromyces, Rhodosporidium (Spanamberg et al., 2008). Em 

Pernambuco, as espécies de Candida isoladas de amostras de leite de vacas com mastites 

foram C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis e C. guilliermondii (Coutinho et al., 2012); 

outra levedura também isolada foi Trichosporum sp. Em caprinos no estado de São Paulo 

foi relatada a ocorrência de C. albicans (Langoni et al., 2006). Além da redução da produção 

leiteira provocado pelas mastites micóticas, as perdas econômicas incrementam-se pela 

utilização na maioria dos casos de antimicrobianos que não surtem efeito sobre o agente 

causador da inflamação o que encarece o processo produtivo e aumenta o risco nos 
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consumidores de ingerir princípios ativos ou metabólitos que favorecem o processo de 

resistência aos antimicrobianos.  

A Prototheca spp. é uma alga aclorofilada com afinidade filogenética à Chlorella spp. 

O gênero compreende quatro espécies: P. zopfii, P. moriformes, P. wickerhamii e P. stagnor; 

no Brasil as espécies geralmente associadas às infecções intramamárias são P. zopfii e P. 

wickerhamii (Bueno et al., 2006).  

O termo coliformes é frequentemente utilizado de forma incorreta para identificar 

todas as bactérias Gram negativas causadoras da inflamação intramamária (National Mastitis 

Council, 2004). Geralmente são classificados como coliformes Escherichia coli, Klebsiella 

pneumonia e Enterobacter aerogenes (Kulkarni e Kaliwal, 2013). No Brasil, já foi relatado 

um surto de mastite fatal aguda por Klebsiella pneumoniae em um rebanho bovino leiteiro 

no Estado do Rio de Janeiro (Silva e Costa, 2001). Outra bactéria Gram negativa também 

isolada em casos de mastites no Brasil foi Arcobacter spp. no Rio Grande do Sul (Pianta et 

al., 2007).  

De acordo com os resultados apresentados no tabela 1, os gêneros Staphylococcus e 

Corynebacterium constituem-se nos principais microrganismos causadores de mastites nas 

diferentes regiões do país.  

2.4. Aspectos epidemiológicos da mastite clínica e subclínica 

A prevalência da mastite clínica nas diferentes espécies é baixa em distintas regiões 

do Brasil, com frequências que variam para espécie bovina de 0,73% (Langoni et al., 2011) 

no Sudeste a 2,6% (Krewer et al., 2013) no Nordeste. Na espécie caprina a prevalência da 

mastite clínica reportada é de 0,15% (Bianchini et al., 2010) e na espécie bubalina 4,7% 

(Medeiros et al., 2013) ambos estudos realizados na região Nordeste.  

Para a mastite subclínica, a prevalência varia de 10% (Costa et al., 2012) a 48,64% 

(Ribeiro et al., 2009) para espécie bovina, sendo os dois estudos realizados na região 

Sudeste. Na espécie caprina, a prevalência variou de 11,49% (Neves et al., 2010) a 30,7% 

(Bianchini et al., 2010), ambos estudos realizados na região Nordeste; na espécie ovina, a 

prevalência variou de 28,5% (Domingues et al., 2006) no Sudeste a 31,45% (Coutinho et al., 

2006) no Nordeste. Na espécie bubalina, a prevalência variou de 8,35% (Pizauro et al., 2014) 

na região Sudeste a 42,2% (Medeiros et al., 2013) no Nordeste.  
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2.5. Resistência aos antimicrobianos 

Um ponto crítico no controle da mastite refere-se à resistência dos patógenos aos 

antimicrobianos, não só pela dificuldade no êxito do tratamento da doença, como também 

pelo alto risco que representa para a saúde pública. Nas pesquisas compiladas nesta revisão 

(Tabela 1) observa-se que a penicilina, ampicilina, amoxicilina e neomicina são os 

antimicrobianos para aos quais os microrganismos causadores de mastites em ruminantes 

apresentam maior resistência nas diferentes regiões do Brasil (Tabela 2). Como exemplo 

são relatadas as seguintes porcentagens de resistência: região Nordeste: amoxicilina 

(67,4%), ampicilina (67%) e penicilina (66%) para microrganismos Staphylococcus spp. 

(Krewer et al., 2013) e penicilina (80%), ampicilina (80%) neomicina (80%) para S. aureus 

(Coutinho et al., 2006). Também existe relato de alta porcentagem de resistência ao ácido 

nalidíxico (78,26%) nesta região do país em todos os isolados obtidos de casos de mastites 

caprina e ovina (Peixoto et al., 2010). Na região Sudeste observa-se resistência nos S. 

epidermidis, S. agalactiae, S. aureus e C. bovis isolados de caprinos com mastite nas 

respectivas porcentagens para os seguinte antimicrobianos: penicilina (61,5; 79; 87,5; 

83,4%), ampicilina (65,2; 36,9; 75; 25%) e neomicina (61,5; 47,4; 62,5; 41,7%) (Langoni et 

al., 2006) e em todos os isolados obtidos de bovinos, à penicilina (53,5%), ampicilina 

(41,6%) e neomicina (38,6%) (Ribeiro et al., 2009). Na região Centro-Oeste, 100% de S. 

aureus obtidos de vacas com mastites apresentaram resistência para penicilina, oxacilina e 

ampicilina (Fontana et al., 2010). 
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Tabela 2: Perfil de resistência a antimicrobianos de diferentes grupos de patógenos (A) 

espécie bovina, (B) espécies caprina e/ou ovina e (C) espécie bubalina. 
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% de resistência a diferentes antimicrobianos 

Nordeste    

A (Krewer et al., 2013) amoxicilina (67,4%) ampicilina (67%) penicilina (66%) 

B (Coutinho et al., 2006) penicilina (80%) ampicilina (80%) neomicina (80%) 

B (Neves et al., 2010) penicilina (66,67%) 

ampicilina 

(63,89%)  

B (Peixoto et al., 2010) 

ácido nalidíxico 

(78,26%) 

neomicina 

(43,26%) amoxicilina (38.51) 

Sudeste    

A (Ribeiro et al., 2009) penicilina (53,5%) ampicilina (41,6%) neomicina (38,6%) 

B (Domingues et al., 2006) amoxicilina (79,5) penicilina (76,8%)  

B (Langoni et al., 2006) penicilina (87,5%) ampicilina (75%) neomicina (62,5%) 

C (Pizauro et al., 2014) neomicina (32,5%) 

enrofloxacina 

(28,9%) penicilina (25,3%) 

Centro-Oeste    

A (Fontana et al., 2010) penicilina (100 %) oxacilina (100 %) ampicilina (100 %) 

 

2.6. Fatores de virulência de Staphylococcus aureus 

S. aureus apresenta uma marcada capacidade para adaptar-se a diferentes condições 

ambientais e representa um importante agente causador de doenças infeciosas em humanos 

e animais (Hasman et al., 2010; Al-Dabbagh e Dobson, 2011; Fluit, 2012). Produz vários 

fatores de virulência que promovem adesão aos componentes da matriz extracelular do 

hospedeiro, danificam suas células e protegem a bactéria do sistema imunológico (Foster, 

2005; Zecconi e Scali, 2013). 

Os fatores de virulência, já descritos no mínimo 15 para S. aureus são componentes de 

superfície microbiana que reconhecem as moléculas da matriz extracelular do hospedeiro, 

25 toxinas e 20 moléculas de evasão do sistema imune do hospedeiro (Fluit, 2012). A adesão 

de S. aureus às proteínas da matriz extracelular do hospedeiro, como fibrinogênio, 

fibronectina e colágeno é importante para iniciar a infecção. Esta adesão é mediada por 

proteínas associadas à parede da célula bacteriana chamadas MSCRAMMs (Microbial 

Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules) que estão ancoradas por uma 
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ligação covalente ao peptidoglicano através da ação de uma transpeptidase denominada 

sortase (Navarre e Schneewind, 1994; Mazmanian et al., 1999).  

A maioria dos isolados de S. aureus secretam um grupo de enzimas e citotoxinas que 

incluem as toxinas hemolíticas, nucleases, proteases, lipases, hialuronidase e colagenase. A 

principal função destas enzimas e citotoxinas seria a conversão dos tecidos do hospedeiros 

em nutrientes necessários para o crescimento bacteriano (Dinges et al., 2000). Um número 

significativo de isolados obtidos de animais são produtores de outras exotoxinas como a 

toxina do síndrome do choque tóxico e enterotoxinas (Sá et al., 2004; Lamaita et al., 2005; 

Carfora et al., 2015). 

A capacidade de resistir a fagocitose é um importante fator que favorece o progressão 

da infeção por esta bactéria. Mediante a expressão de proteínas anti-opsônicas associadas à 

superfície e uma cápsula de polissacarídeo que interfere com a deposição de anticorpos e a 

formação de complemento por vias clássicas e alternativas que dificulta a sua fagocitose 

(Foster, 2005). A capacidade de formar biofilme em isolados de S. aureus aumenta a 

complexidade das infecções (Melchior et al., 2006). O biofilme é uma eficiente estratégia de 

evasão imunológica através do bloqueio físico (Thurlow et al., 2011). As bactérias em 

biofilmes também são menos sensíveis ao tratamento com agentes antimicrobianos 

(Costerton, 1995), o que ajuda a manter as infecções crônicas. 

2.7. Proteína fibronectina ligante Fnb (Fibronectin-binding Protein) 

A adesão é o pré-requisito para a colonização e o desenvolvimento de uma eventual 

infeção no hospedeiro. S. aureus sintetiza duas proteínas fibronectina ligantes homólogas: 

FnbA e FnbB (Shinji et al., 2011). Estas proteínas são codificadas por dois genes 

estreitamente ligados e após 682pb do códon de parada do fnbA, inicia o domínio S do gene 

fnbB (Jönsson et al., 1991). O gene fnbA é formado por 3057pb distribuídos em sete regiões 

(Figura 1), codifica 1018 aminoácidos e tem como códon de parada o TAA. Foram 

identificadas três regiões repetidas no gene fnbA: a região B com 30 aminoácidos repetidos 

(B1, B2), a região D com 38 aminoácidos repetidos três vezes e parcialmente repetido uma 

quarta vez (D1-D4) e a região Wr onde 14 aminoácidos são repetidas cinco vezes (Wr1-Wr5) 

(Signäs et al., 1989). 
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Figura 1. Diagrama esquemático das diferentes regiões do gene fnbA (Signäs et al., 1989). 

S sequência sinal, A e C regiões espaçadora, B e D regiões diferentes repetidas fora do 

domínio da parede celular, Wr região repetida do domínio da extensão da parede celular, Wc 

região não repetida do domínio da extensão da parede celular e M domínio da extensão da 

membrana. 

O gene fnbB apresenta boa parte da sequência homóloga ao gene fnbA. Como exemplo 

tem-se que 94% dos aminoácidos da região sinal (S) são idênticos entre as duas adesinas. A 

partir da região espaçadora (C), 94% dos aminoácidos são idênticos entre ambas as proteínas. 

O gene fnbB não tem a região repetida B (Jönsson et al., 1991). 

Estas adesinas (FnbA e FnbB) são as duas proteínas de grande importância na fase 

inicial de adesão nos processos infeciosos por S. aureus (Hu et al., 2010) e se ligam à 

fibronectina e a elastina, e a FnbA também pode se ligar ao fibrinogênio (Peacock et al., 

2002; Clarke e Foster, 2006; Chavakis et al., 2007; Speziale et al., 2009). A fibronectina é 

uma glicoproteína de 440kDa presente no hospedeiro na forma solúvel no sangue e na forma 

fibrosa nas matrizes celulares. É muito importante, pois permite a adesão bacteriana a esta 

proteína em diferentes momentos do processo infecioso (Patti et al., 1994). Por outro lado, 

dois grupos de pesquisadores independentes descreveram novos fenótipos de biofilmes de 

S. aureus mediados pelas proteínas FnbA e FnbB (O'neill et al., 2008; Shanks et al., 2008).  

2.8. Fator de agrupamento Clf (Clumping factor) 

Os genes clfA e clfB não são variantes alélicas e sim genes diferentes (Foster e Höök, 

1998). A ClfA está presente em todas as fases do crescimento de S. aureus e a ClfB está 

presente na fase exponencial de crescimento da bactéria em condições de anaerobiose (Ní 

Eidhin et al., 1998). A estrutura organizacional das adesinas ClfA e ClfB é similar e também 

semelhante às outras proteínas de superfície ancoradas na parede celular como a FnbA 

(Figura 1). Um aspecto distinto destas adesinas é a presença do domínio R que consiste em 

uma comprida região de dipéptidio Asp-Ser repetida que conecta a região espaçadora A e o 

domínio da extensão da membrana M, estando este domínio em ambas as adesinas (Foster e 

Höök, 1998). 
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As ClfA e ClfB se ligam ao fibrinogênio e promovem a agregação das plaquetas 

(Peacock et al., 2002; Clarke e Foster, 2006; Speziale et al., 2009). No entanto, a fibrina 

solúvel parece ser a principal proteína responsável pela formação de agregados de plaquetas 

mediados pelas proteínas Clfs de S. aureus (Niemann et al., 2004). O ClfB também tem a 

capacidade de se ligar à citoqueratina 10 (O' Brien et al., 2002; Clarke e Foster, 2006; 

Speziale et al., 2009) e a citoqueratina 8 (Haim et al., 2010), favorecendo a colonização dos 

tecidos.  

Muitas moléculas que participam na adesão também estão envolvidas em diferentes 

táticas de evasão imunológica. Por exemplo, a ativação do sistema complemento é 

prejudicada por algumas destas adesinas. O ClfA se liga ao fator regulador do complemento 

1 (C1) e este processo aumenta a conversão de C3b para uma forma inativada (iC3b) e este 

mecanimso prejudica a fagocitose de S. aureus (Hair et al., 2010). 

2.9. Toxinas hemolíticas 

Inicialmente estas toxinas foram denominadas desta forma tendo como base a sua 

propriedade de causar a lise de eritrócitos. O ferro é um nutriente limitante para todos os 

organismos, sendo necessário em muitos processos biológicos. Um papel proposto para as 

hemolisinas bacterianas é a liberação do grupo heme presente na hemoglobina e mioglobina 

dos eritrócitos (Huseby et al., 2007). S. aureus tem um sistema múltiplo de componentes que 

permite importar o grupo heme e extrair o ferro (Torres et al., 2006). As toxinas alfa, beta, 

delta e gama são produzidas por diferentes islados de S. aureus com efeito citotóxico frente 

a várias células do hospedeiro, incluindo as imunológicas (Dinges et al., 2000).  

2.9.1. Toxina α hemolítica ou α toxina (Hla) 

O gene que codifica para esta toxina (hla) foi descrito em 1980 por meio da 

metodologia de recombinação de fagos que transferiu a habilidade de lisar células vermelhas 

para E. coli (Kehoe et al., 1983). O locus hla está constituído por 1620 nucleotídeos 

(Fairweather et al., 1983) e codifica para 319 aminoácidos (Gray e Kehoe, 1984), sendo 

secretada como um monômero solúvel em água (Song et al., 1996). Após o processo de 

amadurecimento extracelular, a toxina perde 26 aminoácidos sendo esta sua forma ativa de 

aproximadamente 33 kDa (Tweten et al., 1983). A expressão da Hla é controlada por 

diferentes sistemas de regulação global (Recsei et al., 1986). Estes circuitos de regulação 

permitem o controle rigoroso da expressão da Hla in vivo e provavelmente facilitam uma 
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resposta rápida e específica às mudanças das condições do meio (Berube e Wardenburg, 

2013). 

Por muito tempo, a atividade da Hla concentrou os debates na alta suscetibilidade da 

lise de eritrócitos de coelho frente a relativa insensibilidade dos eritrócitos humanos (Cassidy 

e Harshman, 1973; Cassidy e Harshman, 1976; Hildebrand et al., 1991). Nos últimos anos, 

a ADAM10 (A Disintegrin And Metalloprotease 10) foi apontada como um proteináceo 

receptor do Hla (Wilke e Wardenburg, 2010), sustentado pelos seguintes achados: (1) 

ADAM10 da membrana das células do hospedeiro é precipitada pela Hla, (2) ADAM10 é 

requerida para a construção da toxina e sua oligomerização e a exigência de ADAM10 na 

citotoxicidade mediada por Hla é maior em baixas concentrações de toxina onde se prevê a 

necessidade de um receptor celular de alta afinidade (Cassidy e Harshman, 1976), (3) a 

atividade hemolítica espécie específica exigida pela Hla está correlacionada à expressão da 

ADAM10 em eritrócitos de coelhos em contraste com a ausência na superfície dos eritrócitos 

de humanos (Wilke e Wardenburg, 2010). 

A α toxina é considerada a mais importante citotoxina produzida por S. aureus, pois é 

capaz de atuar contra uma ampla gama de células do hospedeiro como por exemplo 

eritrócitos, células epiteliais, células endoteliais, linfócitos T, monócitos e macrófagos 

(Berube e Wardenburg, 2013). Considera-se que poderiam ter um papel importante na 

patogenia das infeções por este agente, sendo esta afirmação sustentada por duas linhas. Em 

primeiro lugar, os hospedeiros acometidos por doenças causadas por S. aureus desenvolvem 

uma resposta de anticorpos séricos à Hla relacionada ao grau de expressão da toxina (Kolata 

et al., 2011; Adhikari et al., 2012; Fritz et al., 2013). Indivíduos com risco de septicemia por 

S. aureus apresentaram uma diminuição desse risco em indivíduos com altos títulos de 

anticorpos séricos contra Hla e outras quatro toxinas de S. aureus (Adhikari et al., 2012). A 

segunda linha está sustentada em estudos de genética microbiana e da análise do perfil 

proteico. A linhagem S. aureus denominada “Phage-type 80/81” constituiu uma importante 

causa de epidemias nas décadas 1950-1960, sendo caracterizada como altamente virulenta. 

Quando foram estudados os loci hla e agr (Accessory Gene Regulator) constatou-se a 

capacidade de expressão da Hla e produção de infeções mediadas por esta toxina. Já no caso 

da linhagem EMRSA-16 e seus clones associados, observou-se mutações pontuais em ambos 

loci que impediu a produção da Hla e esteve associado a uma redução da virulência desta 

linhagem (Deleo et al., 2011). 
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2.9.2. Toxina β hemolítica ou β toxina (Hlb)  

A toxina β hemolítica foi identificada em 1935 por Glenny e Stevens, (1935). É uma 

esfingomielinase C dependente de Mg2+ que degrada a esfingomielina presente na membrana 

celular de eritrócitos, leucócitos, neurônios e outros tipos de células, causando lise 

(Bernheimer et al., 1974; Dinges et al., 2000). O gene hlb foi identificado, clonado e 

sequenciado em 1989, sendo Hlb sintetizada como uma proteína de 39kDa de 330 

aminoácidos (Projan et al., 1989); posteriormente clivada e excretada na forma ativa de 

35kDa (Dinges et al., 2000). Quando foi identificada a sequência de nucleotídeo e 

consequentemente a sequência de aminoácidos observou-se que existia 55,7% de 

similaridade com a sequência de 200 aminoácidos da esfingomielinase de Bacillus cereus 

(Projan et al., 1989). 

A β toxina também é conhecida como a toxina quente-frio porque a 37°C interage com 

as células vermelhas do sangue de ovelha, mas não as lisam. Se os glóbulos vermelhos são 

colocados a 4°C, as células são lisadas. Isto é observado como uma falta de hemólise em 

placas em ágar sangue a 37°C e depois uma hemólise completa a 4°C (Huseby et al., 2007). 

A β toxina é produzida pela maioria dos isolados de S. aureus associados às mastites 

bovinas (Aarestrup et al., 1999) e infeções crônicas da pele em humanos (Katayama et al., 

2013). Estudos sobre mutações no sítio ativo da Hlb demonstraram que a atividade 

hemolítica e linfotoxicidade estão relacionadas à função esfingomielinase (Huseby et al., 

2007). Os estudos da Hlb in vitro e in vivo demonstraram a importância desta toxina na 

patogenia dos processos infeciosos e como um problema potencial para a saúde pública.  

Em um experimento in vitro observou-se que a Hlb lesionou as células do epitélio 

secretor bovino, incrementou o efeito nocivo da α toxina, aumentou a aderência de S. aureus 

às células do epitélio secretor, permitindo uma maior proliferação da bactéria (Cifrian et al., 

1996). A lise dos monócitos humanos pela Hlb apresentou uma cinética rápida, com lise de 

50% dos monócitos (106 células/mL) em 60 min. por apenas 0,001U/mL de Hlb com 

liberação no meio de interleucina-1β, receptor solúvel de interleucina-6 e CD14 solúvel. A 

morte dos monócitos pela Hlb esteve associada a liberação de citocinas que são importantes 

no início e na progressão de doenças infecciosas (Walev et al., 1996). Por outro lado, Tajima 

et al. (2009) observaram o efeito anti-inflamatório in vitro da beta toxina, reduzindo a 

produção de interleucina 8 mediante a atividade citotóxica das células endoteliais. Huseby 

et al. (2010) relataram que a Hlb é uma esfingomielinase neutra que forma ligações 
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covalentes entre S. aureus na presença de ADN, sendo denominada atividade de ligação de 

biofilme, independente da atividade da esfingomielinase, sendo a β toxina uma potente 

estimuladora da formação de biofilme.  

2.9.3. Toxina γ hemolítica ou gama toxina (Hlg) 

O fragmento de ADN que contém a gama toxina foi clonado em 1988, e a partir das 

evidências genéticas constatou-se que para a atividade hemolítica acontecer é necessária a 

ação conjunta de dois polipeptídios codificados por dois genes independentes, sendo os 

polipeptídeos produzidos de 32kDa e 36kDa, respectivamente (Cooney et al., 1988). A partir 

de estudos realizados por Prevost et al. (1995) obteve-se um maior entendimento sobre as 

propriedades físico-químicas e biológicas desta toxina e das inter-relações entre os 

polipeptídeos que a compõe. Os polipeptídeos são denominados componentes S e F (Slow- 

and Fast-eluting Proteins). Em isolados que produzem ambos polipeptídeos podem estar 

presentes uma das três unidades S (HlgA, HlgC e LukS-PV) e uma das duas unidades F 

(HlgB e LukF-PV), existindo seis possíveis formas da toxina γ hemolítica. Também foi 

observado uma alta porcentagem de sequências idênticas entre as unidades dentro de cada 

grupo.  

Os genes lukS-PV e lukF-PV (Panton-Valenine-Leukocidin) foram clonados e 

sequenciados por Prevost et al. (1995). O gene lukS-PV codifica um polipeptídeo de 312 

aminoácidos que inclui os 28 aminoácidos residuais que são clivados para obter a forma 

ativa do polipeptídeo. Já o gene lukF-PV codifica para 325 aminoácidos, incluindo os 24 

aminoácidos residuais que são clivados para obter a forma ativa do polipeptídeo. 

Entre as seis possíveis formas da toxina γ hemolítica observou-se que as combinações 

HlgA-HlgB, HlgA-LukF-PV e HlgC-HlgB apresentam alta atividade hemolítica, sendo a 

HlgA-HlgB a que apresenta a maior atividade. As combinações restantes apresentam baixa 

atividade hemolítica, no entanto, as seis combinações foram eficientes na lise de leucócitos 

(König e Prevost, 1997). O efeito clínico e biológico das diferentes combinações da toxina 

γ hemolítica foi avaliado em um modelo in vivo, observando-se a seguinte ordem das 

diferentes combinações em relação à intensidade da inflamação e necrose: HlgA-LukF-PV 

> HlgA-HlgB ≥ LukS-PV-HlgB ≥ LukS-PV-LukF-PV > HlgC-HlgB ≥ HlgC-LukF-PV 

(Siqueira et al., 1997). 
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2.9.4. Toxina δ hemolítica ou delta toxina (Hld) 

A delta toxina é uma exotoxina de baixo peso molecular (26 aminoácidos) que forma 

estruturas poliméricas com capacidade de lisar uma ampla diversidade de células. Esta toxina 

é codificada pelo gene que sintetiza simultaneamente o ARN III que funciona como um 

regulador global da superfície celular e dos fatores de virulência secretados (Novick, 2003).  

O gene hld é formado por 514 nucleotídeos onde os primeiros 160 formam 45 códons 

de leitura aberta. A delta toxina é produzida por 97% dos isolados de S. aureus e calcula-se 

que entre 50 a 70% dos Staphylococcus Coagulase Negativos também produzem esta toxina 

(Dinges et al., 2000). 

O mecanismo de ação da delta toxina tem sido objeto de interesse de diferentes 

estudos. A partir da estrutura de α-hélice desta toxina, com presença de domínios 

hidrofóbicos e hidrofílicos em posições opostas foi proposto que a delta toxina atua como 

agente surfactante, destruindo a membrana celular. A velocidade com que a célula alvo é 

lisada suporta esta hipótese, onde primeiro são liberadas partículas de baixo peso molecular 

com a subsequente exposição à toxina, sendo liberadas moléculas de maior tamanho (Freer 

e Birkbeck, 1982; Lee et al., 1987). 

2.10. Enterotoxinas estafilocócica (SEs) 

As SEs são proteínas pequenas, secretadas no meio, são solúveis em água e solução 

salina. Os aminoácidos lisina, ácido aspártico, ácido glutâmico e tripsina são abundantes na 

estrutura primária destas enterotoxinas (Le Loir et al., 2003). Até o momento são conhecidos 

21 sorotipos entre enterotoxinas e enterotoxinas-like (Enterotoxin-like SEl) (Rall et al., 

2014).  

As SEs constituem uma grande família de toxinas que apresentam uma estreita relação 

filogenética, estruturas comuns, funções e sequências homologas. Análises cristalográficas 

revelaram que estas moléculas possuem forma elipsoidal e que são pregueadas de modo a 

formar dois domínios contendo uma mistura de estruturas α-hélices e folhas-β pregueadas 

(Balaban e Rasooly, 2000). As SEs apresentam duas funções como toxina gastrointestinal e 

como superantígeno que estimula a proliferação de células T não específicas (Jarraud et al., 

2001). Estas funções encontram-se localizadas em domínios separados das proteínas, mas 

correlacionadas, por isto a perda de uma das funções (que pode ser causada por mutações) 

também determina a perda da outra função (Harris et al., 1993). 
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A enterotoxigenicidade e o efeito emético estão relacionadas à estimulação do sistema 

nervoso central, após atuação da toxina nos receptores neurais dos intestinos (Monday e 

Bohach, 1999). As intoxicações alimentares por SEs são caraterizadas por apresentar um 

curto período de incubação (2 a 6 horas) após ingestão da toxina, seguido por náusea, vômito, 

dor abdominal e diarreia. Na maioria dos hospedeiros, a diarreia ocorre devido ao aumento 

do peristaltismo intestinal e perda de líquido pelo organismo (Balaban e Rasooly, 2000). 

Também foi sugerido por Hu et al. (2005) que o contato desta enterotoxina com o epitélio 

intestinal afeta a função epitelial pelo aumento da liberação de cálcio intracelular, e seu efeito 

sobre a sinalização celular deste tecido. As SEs são resistentes à atividade das proteases 

gastrointestinais como por exemplo a pepsina e tripsina (Cretenet et al., 2011) e mantém 

suas atividades biológicas mesmo após serem submetidas a altas temperaturas (Senger e 

Bizani, 2011).  

A atividade como superantígeno implica na a proliferação de células T não específicas. 

Para desencadear a resposta imune celular mediada por células T, o primeiro evento é o 

reconhecimento do antígeno pelo receptor de membrana das células T (T Cell Antigen 

Receptor TCR) (Fields et al., 1996). O antígeno é apresentado pelo TCR na forma de 

peptídeo processado associado com moléculas do complexo maior de histocompatibilidade 

(Major Histocompatibility Complex MHC) classe I e II, que são proteínas de membrana que 

exibidas na superfície de células apresentadoras de antígeno (Fink et al., 1986). Este tipo de 

reconhecimento é a base para a alta especificidade da resposta imune onde poucas células T 

podem reconhecer um antígeno específico.  

Por ouro lado, a atividade como superantígeno das SEs permite atuar com células T de 

forma inespecífica sendo um forte ativador de linfócitos T (Le Loir et al., 2003). Os 

receptores (TCR Vβ) para as SEs nas células apresentadoras de antígeno interage com a 

molécula MHC da classe II, causando a ativação de forma inespecífica das células T (Choi 

et al., 1989; Choi et al., 1990). Devido a essa interação, as SEs causam ativação de até 25% 

dos linfócitos T (Kappler et al., 1994), em contraste, os antígenos clássicos ativam 0,0001-

0,01% das células T (Fink et al., 1986). A ativação de forma inespecífica das células T junto 

a segregação massiva de citocinas, como por exemplo fator de necrose tumoral (TNF) α e β, 

interleucinas (IL) 1 e 2 e interferon (INF) γ, são responsáveis por vários sinais clínicos 

observados na septicemia e na síndrome do choque tóxico, levando as células à apoptose e 

resultando em imunossupressão (Rellahan et al., 1990). 
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 2.10.1. Enterotoxina estafilocócica A (SEA) 

O gene que codifica para SEA (sea) é carreado por um fago (ΦSa3) (Betley e 

Mekalanos, 1985). Estudos de hibridação do ADN sugerem que este fago se integra ao 

cromossomo bacteriano por circularização e cruzamento recíproco. O gene é composto por 

771 nucleotídeos que codificam o precursor da enterotoxina A que apresenta 257 resíduos 

de aminoácidos (Huang et al., 1987). A forma ativa da SEA é obtida após a remoção de 24 

aminoácidos na porção hidrofóbica final da sequência (Betley e Mekalanos, 1988). Existem 

três isoformas com diferentes pontos isoelétricos o que sugere variações no processamento 

ou modificações pós tradução. A expressão da SEA começa desde a segunda metade da fase 

de crescimento exponencial não sendo regulada pelo gene acessório regulador (agr) 

(Tremaine et al., 1993). 

2.10.2. Enterotoxina estafilocócica B (SEB) 

O gene seb pode ser encontrado no cromossomo bacteriano (Shafer e Iandolo, 1978), 

em um plasmídeo de 0,75 x 106 dalton (Shalita et al., 1977) e no plasmídeo pZA10 de 56,2 

kilo-bases (Altboum et al., 1985). O gene contém aproximadamente 801 nucleotídeos (Johns 

e Khan, 1988) e a proteína precursora da enterotoxina B está formada por 267 aminoácidos, 

incluindo 27 resíduos de aminoácidos na porção final da sequência que é removido para a 

obtenção da SEB funcional. 

 2.10.3. Enterotoxina estafilocócica C (SEC) 

As SECs são formadas por um grupo de enterotoxinas (SEC1, SEC2 e SEC3) muito 

conservadas com significativa relação imunológica cruzada (Bergdoll et al., 1965). Em 

isolados obtidos de bovinos observou-se que o gene sec é transportado pela ilha de 

patogenicidade (SaPIbov) (Fitzgerald et al., 2001). O gene sec1 é transportado pelo 

plasmídeo pZA10 de 56,2 kilo-bases (Altboum et al., 1985). Os genes sec1, sec2 e sec3 

apresentam 801 nucleotídeos e codificam proteínas precursoras das enterotoxinas de 266 

aminoácidos contendo 27 resíduos de aminoácidos que são removidos para obter as 

enterotoxinas na sua forma ativa extracelular (Couch e Betley, 1989). A SEC3 difere da 

SEC2 em quatro aminoácidos e da SEC1 em nove aminoácidos, os 167 resíduos de 

aminoácidos terminais são idênticos nos três tipos de enterotoxina com exceção de um 

aminoácido conservado no SEC3 (Hovde et al., 1990). Analisando isolados de S. aureus 

obtidos de bovinos e ovinos Marr et al. (1993) observaram que cada estirpe produzia uma 
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variante específica para cada hospedeiro; este resultado sugere que a heterogeneidade da 

toxina se deve a um processo de modificação e seleção do gene sec que facilite a 

sobrevivência do S. aureus no respectivo hospedeiro. 

 2.10.4. Enterotoxina estafilocócica D (SED) 

O gene sed está localizado no plasmídeo penicilinase de 27,6 kilo-bases denominado 

pIB485, estando este plasmídeo presente em todas os isolados de S. aureus produtoras de 

SED. O gene sed contém 777 nucleotídeos e codifica a proteína precursora de 258 

aminoácidos que contém 30 resíduos de aminoácidos que serão removidos para obter a 

enterotoxina na sua forma ativa (Bayles e Iandolo, 1989). Esta enterotoxina é parte do grupo 

dos superantígenos (SEA, SED, SEE, SEH, SEI e SEJ) dependente de zinco para aumentar 

a afinidade na interação com a molécula do MHC classe II (Petersson et al., 2001). A síntese 

da SED é regulada mediante o gene acessório regulador (agr) de S. aureus. Como resultado 

dessa regulação, a expressão do sed acontece após a fase exponencial de crescimento (Bayles 

e Iandolo, 1989). 

 2.10.5. Enterotoxina estafilocócica E (SEE) 

O gene see localiza-se em bacteriófago e apresenta 84% da sequência de nucleotídeos 

homóloga com a do gene sea. O gene see contém 774 nucleotídeos sendo a SEE sintetizada 

como uma proteína precursora de 257 aminoácidos, e a forma ativa da enterotoxina contém 

230 resíduos de aminoácidos (Couch et al., 1988).  

 2.10.6. Enterotoxina estafilocócica G (SEG) 

Os genes seg e sei foram descritos inicialmente em duas estirpes de S. aureus (Munson 

et al., 1998), mas ambos os genes coexistiram nos isolados clínicos de S. aureus avaliados 

por Jarraud et al. (1999). O gene seg encontra-se no agrupamento de genes de enterotoxinas 

no cromossomo bacteriano (Enterotoxin Gene Closter egc) (Jarraud et al., 2001). Este gene 

contém 777 nucleotídeos e codifica uma proteína precursora de 258 aminoácidos que é 

clivada para obter a enterotoxina ativa com 233 aminoácidos (Munson et al., 1998).  

2.10.7. Enterotoxina estafilocócica H (SEH) 

O gene seh descrito por Ren et al. (1994), possui 654 nucleotídeos em sua sequência 

de ADN e codifica a proteína ativa de 218 aminoácidos. A sequência de aminoácidos 



37 

 

terminal NH2 é única e nos testes imunológicos não foi identificada atividade cruzada entre 

a SEH e as enterotoxinas previamente descritas (Su e Wong, 1995). 

 2.10.8. Enterotoxina estafilocócica I (SEI) 

O gene sei também é localizado no agrupamento de genes de enterotoxinas no 

cromossomo bacteriano (Jarraud et al., 2001). É formado por 729 nucleotídeos e sintetiza o 

precursor de 242 aminoácidos; a enterotoxina na sua forma ativa é composta por 218 

aminoácidos (Munson et al., 1998). 

 2.10.9. Enterotoxina estafilocócica J (SEJ) 

O plasmídeo penicilinase de 27,6 kilo-bases (pIB485) revelou um enquadramento de 

leitura aberta que codifica a SEJ. Os genes sed e sej transcrevem-se em direções opostas e 

estão separados por 895 nucleotídeos. Os estudos de amplificação por PCR do gene sej 

sugerem que os isolados de S. aureus portadoras do plasmídeo com o gene sed também 

apresentam o gene sej (Zhang et al., 1998). 

No espaço entre os genes seg e sei e as regiões que limitam o agrupamento de genes 

de enterotoxinas observaram-se três regiões de leitura aberta referentes à enterotoxinas-like 

designadas sek, sel e sem e também dois pseudogenes ψ ent1 e ψ ent2 (Jarraud et al., 2001). 

2.10.10. Comparação da estrutura primária protéica das enterotoxinas 

estafilocócicas 

Sendo as SEs uma grande família de toxinas com estreita relação filogenética, resulta 

de interesse apresentar a comparação dos aminoácidos entre as diferentes enteroxinas 

(Tabela 3). Os resultados da comparação de aminoácidos estão em concordância com os 

obtidos por sorologia, pois foi observada reação sorológica cruzada entre as enterotoxinas 

SEA e SEE (Lee et al., 1978). No caso da SEH é a enterotoxina mais distante das outras 

enterotoxinas (Jarraud et al., 2001). 
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Tabela 3: Porcentagem de aminoácidos idênticos das proteínas precursoras das 

enterotoxinas estafilocócicas1. 

 SEA SEB SEC1 SED SEE SEG SEH SEI SEJ SEM SEM SEO 

SEA 100 33 30 50 83 27 37 39 64 35 39 37 

SEB  100 68 35 32 43 33 31 33 29 32 36 

SEC1   100 31 29 41 27 26 30 26 29 33 

SED    100 52 27 35 33 51 41 38 39 

SEE     100 27 35 35 63 37 39 37 

SEG      100 34 28 29 28 31 30 

SEH       100 33 35 38 34 31 

SEI        100 34 31 31 57 

SEJ         100 38 42 33 

SEM          100 28 31 

SEM           100 42 

SEO            100 

1 A sequência de aminoácidos das proteínas precursoras de SEs foram comparadas usando o 

método Blast2 (Le Loir et al., 2003).  

Observa-se uma elevada similaridade entre as enterotoxinas ativas SEC1, SEC2 e 

SEC3 (Tabela 4) e destas em relação à SEB. Forte reação cruzada foi observada nas provas 

sorológicas entre a SEB e SEC1 (Spero e Morlock, 1979). A comparação entre as sequências 

dos genes sec3, sec1 e seb sugere que o ancestral sec1-like foi formado a partir da 

recombinação entre sec3 e seb (Couch e Betley, 1989). 
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Tabela 4: Porcentagem de aminoácidos idênticos das enterotoxinas ativas1. 

 SEB SEC1 SEC2 SEC3 

SEB 100 64 62,8 62,8 

SEC1  100 97,1 96,2 

SEC2   100 98,3 

SEC3    100 

1 As sequências de aminoácidos foram comparadas pelo método Clustal (Munson et al., 

1998). 

2.11. Toxina da síndrome do choque tóxico TSST-1 (Toxic Shock Syndrome Toxin-1) 

Inicialmente, a TSST-1 foi classificada como SEF, o que explica que na atualidade 

não exista esse sorotipo. O gene tst é transportado pela ilha de patogenicidade (SaPIbov) 

(Fitzgerald et al., 2001). Este gene é significativamente mais frequente em isolados de S. 

aureus associados às doenças em animais que em isolados associadas às doenças no homem 

(Van Leeuwen et al., 2005). As SEs e as TSST-1 apresentam estrutura e atividade biológica 

comuns (toxinas gastrointestinal e superantígeno), o que sugere que derivam de um ancestral 

comum. Apresentam significativas homologias na estrutura primária, secundária e terçaria 

(Marrack e Kappler, 1990). O choque tóxico tem como manifestações clínicas febre acima 

de 39ºC, exantema com descamação, hipotensão, podendo afetar os sistemas muscular 

(mialgia severa), mucoso (com enantema), renal (elevação de uréia e creatinina), hepático 

(elevação da transaminases e hiperbilirubinemia), hematológico (trombocitopenia e 

linfocitopenia) e do nervoso central (desorientação, sem sinais neurológicos focais) 

(Veronesi e Focaccia, 1997). 

2.12. Polissacarídeo capsular (CP) 

A maioria dos isolados de S. aureus envolvidas em infeções tanto nos humanos como 

em animais produzem polissacarídeo capsular (Capsular Polysaccharide CP), sendo os 

sorotipos 5 (CP5) e 8 (CP8), os mais frequentes (O'riordan e Lee, 2004). Outros dois 

sorotipos descritos foram os CP1 e CP2, baseados nas reações com antissoros de coelho 

(Karakawa e Vann, 1982). Os isolados com estes sorotipos produzem colônias mucóides em 

meio sólido e são raramente encontradas nos isolados clínicos (Arbeit et al., 1984; 

Sompolinsky et al., 1985). Os isolados que não reagem com os antissoros CP1, 2, 5 e 8 

devem ser denominados como não tipificáveis (O'riordan e Lee, 2004). 
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A expressão dos sorotipos CP5 e CP8 são influenciados por condições ambientais e de 

crescimento da bactéria. Por exemplo, o crescimento de S. aureus em meio de cultura com 

limitações de ferro e sódio favorece a expressão CP8 (Lee et al., 1993). A expressão do CP5 

pode ser afetada por altas concentrações de extrato de levedura, condições de crescimento 

alcalinas (Dassy et al., 1991), incremento nas concentrações de CO2 (Stringfellow et al., 

1991; Herbert et al., 1997) e anaerobiose (Dassy et al., 1991); porém a expressão do CP5 é 

favorecida quando o crescimento acontece no leite (Sutra et al., 1990).  

Em relação à função do polissacarídeo capsular, a teoria melhor aceita é de que na 

patogênese das infeções estafilocócicas confere proteção anti-fagocitária o que permite a 

persistência do microrganismo no sangue ou em tecidos do hospedeiro (Sutra et al., 1990; 

Thakker et al., 1998). Outros grupos de pesquisadores acreditam que a não expressão do 

polissacarídeo capsular permite que esses isolados persistam por maior tempo no nicho 

intracelular da glândula mamária, enquanto que os isolados que expressam os 

polissacarídeos capsulares causam maior reação inflamatória e são eliminados mais 

rapidamente (Tuchscherr et al., 2005). Estudos recentes sugerem que isolados com genótipos 

cap5-agr grupo I estão melhores adaptados às condições ambientais hostis que os genótipos 

cap8-agr grupo II, além de que este último genótipo (cap8-agr II) apresenta menor 

capacidade invasiva (Bardiau et al., 2016). 

As estruturas bioquímicas dos polissacarídeos capsular CP1 (Murthy et al., 1983), CP2 

(Hanessian e Haskell, 1964), CP5 (Moreau et al., 1990) e CP8 (Fournier et al., 1984) podem 

ser observadas na Figura 2. O CP5 e CP8 apresentam açúcares similares repedidos, mas os 

dois polissacarídeos são sorologicamente diferentes devido às diferenças entre as uniões 

entre os açúcares e ao sítio de O-acetilação do monossacarídeo residual (Jones, 2005).  

𝐶𝑃1: (→ 4)˗α˗𝐷˗𝐺𝑎𝑙𝑁𝐴𝑐𝐴˗(1 → 4)˗𝛼˗𝐷˗𝐺𝑎𝑙𝑁𝐴𝑐𝐴˗(1 → 3)˗𝛼˗𝐷˗𝐹𝑢𝑐𝑁𝐴𝑐˗(1 →)𝑛 

𝐶𝑃2: (→ 4)˗𝛽˗𝐷˗𝐺𝑙𝑐𝑁𝐴𝑐𝐴˗(1 → 4)˗𝛽˗𝐷˗𝐺𝑙𝑐𝑁𝐴𝑐𝐴˗(𝐿˗𝑎𝑙𝑎𝑛𝑦𝑙)˗(1 →)𝑛 

𝐶𝑃5: (→ 4)˗3˗𝑂˗𝐴𝑐˗𝛽˗𝐷˗𝑀𝑎𝑛𝑁𝐴𝑐𝐴˗(1 → 4)˗𝛼˗𝐿˗𝐹𝑢𝑐𝑁𝐴𝑐˗(1 → 3)˗𝛽˗𝐷˗𝐹𝑢𝑐𝑁𝐴𝑐˗(1 →)𝑛 

𝐶𝑃8: (→ 4)˗4˗𝑂˗𝐴𝑐˗𝛽˗𝐷˗𝑀𝑎𝑛𝑁𝐴𝑐𝐴˗(1 → 3)˗𝛼˗𝐿˗𝐹𝑢𝑐𝑁𝐴𝑐˗(1 → 3)˗𝛽˗𝐷˗𝐹𝑢𝑐𝑁𝐴𝑐˗(1 →)𝑛 

Figura 2. Estruturas bioquímicas dos polissacarídeos capsulares  
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Os genes que codificam para CP5 e CP8 são cromossômicos e de natureza alélica. 

Cada locus capsular está formado por 16 genes intimamente ligados, desde o cap5(8) A até 

cap5(8) P transcritos em um único sentido. As regiões centrais cap5(8) HIJK são homólogas 

entre si e específica para o alelo (Figura 3) (Cocchiaro et al., 2006). Neste sentido, chama a 

atenção a confusão de alguns autores que descrevem isolados portadores de ambos genes, 

quando isso biologicamente não poderia ser possível, sendo mais provável o isolamento de 

duas estirpes diferentes cada uma portadora de um dos alelos. O trabalho publicado por 

Kumar et al. (2011), onde um dos isolados obtidos de casos de mastites clínica seria 

hipoteticamente portador dos dois alelos ou do trabalho publicado por Ote et al. (2011), em 

que 5/229 isolados de S. aureus causadores de mastite em bovinos apresentariam iguais 

características. O trabalho publicado por Salasia et al. (2011) chama atenção para o grande 

número de isolados que são descritos como portadores dos dois alelos cap5(8), sendo 

39,02% (16/41) do total dos isolados avaliados. Mais recentemente o trabalho publicado por 

Waryah et al. (2014) descreve um isolado como portador dos dois alelos. 

 

Figura 3. Diagrama esquemático das diferentes regiões dos loci cap5 e cap8 (Cocchiaro et 

al., 2006). Cada quadrado representa os genes individuaias formadores de cada locus. 

2.13. Formação de biofilme 

Os biofilmes são comunidades estruturadas de células bacterianas encapsuladas em 

uma matriz de polímeros autoproduzidos e aderidos a uma superfície viva ou inerte 

(Costerton et al., 1999). A variação entre as fases de crescimento planctônico e biofilme é 

causado por adaptação genética que faz com que a bactéria seja menos invasiva assim menos 

suscetível as defesas do hospedeiro e atividade dos agentes antimicrobianos.  

Neste sentido, a formação de biofilme é um dos mais importantes mecanismos de 

sobrevivência da bactéria que vive no nicho extracelular. Confere proteção frente ao sistema 

imune do hospedeiro e atividade dos agentes antimicrobianos. Essa proteção frente ao 



42 

 

sistema imune do hospedeiro se deve a proteção conferida pelo polímero formador do 

biofilme frente à atividade fagocitária dos macrófagos, opsonização frente às espécies 

reativas de oxigênios dos polimorfonucleares. Diferentes mecanismos são conhecidos como 

responsáveis pela resistência de microrganismos com crescimento em biofilme frente a 

agentes antimicrobianos podendo ser mencionados: diminuição da penetração do agente 

antimicrobiano dentro do biofilme, alteração da taxa de crescimento dos microrganismos 

dentro do biofilme e modificações fisiológicas nas bactérias devido ao modo de crescimento 

no biofilme, incluindo as células persistentes (Melchior et al., 2006). 

A fase planctônica de crescimento microbiano pode ser vista como a fase de dispersão 

do agente de uma superfície a outra. Na maioria dos ambientes naturais, os microrganismos 

tentam se aderir às superfícies disponíveis. Após a aderência inicial da bactéria na superfície, 

a motilidade superficial e a divisão binria são responsáveis pela incorporação de células 

aderidas (Stoodley et al., 2002). A fase inicial de formação de biofilme inclui duas sub-

etapas: a primeira compreende a adesão das células à uma superfície, facilitada por adesinas 

associadas à parede celular que é resultado da interação de diferentes genes. A segunda sub 

etapa é caracterizada pela multiplicação celular e formação da estrutura madura de biofilme 

consistente em muitas camadas de células conectadas entre si por um polissacarídeo 

extracelular (Yarwood e Schlievert, 2003). Finalmente no processo de maturação, muitos 

Staphylococcus geram uma camada viscosa que dá uma maior proteção às bactérias no 

biofilme. A natureza química dessa camada viscosa ainda não foi bem definida, mas 

evidências sugerem que esta é formada predominantemente por polissacarídeos hidratados 

(Melchior et al., 2006). 

O potencial de crescimento do biofilme bacteriano é limitado pela disponibilidade de 

nutrientes dentro do biofilme e os diferentes canais de fluxo através do biofilme visam 

manter a perfusão (Stoodley et al., 2002). Outros fatores que influenciam a maturação do 

biofilme são o pH interno, a perfusão de oxigênio, a fonte de carbono e a osmolaridade. 

Quando o biofilme atinge uma massa crítica, a camada de células externas começam a gerar 

células no estado planctônico, as quais ficam livres do biofilme e colonizam outras 

superfícies (Dunne, 2002).  

A capacidade de formar biofilme pelos Staphylococcus pode ser estudada pela 

expressão fenotípica do biofilme ou pela triagem dos genes associados com esta formação. 

Estudo conduzido por Oliveira et al. (2006) indicou que isolados de S. aureus e S. 
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epidermidis são produtores de biofilme. No caso do S. aureus, a produção de biofilme 

diminui significativamente nos casos de mastites, mas aumenta a capacidade de colonização 

da glândula mamária (Cucarella et al., 2004). 

A produção de biofilme está associada aos loci ica (Intercellular Adhesion), bap 

(Biofilm-Associated Protein), agr (Accessory Gene Regulator) e sar (Staphylococcal 

Accessory Regulator). Porém, os isolados com capacidade de produzir biofilme não 

necessariamente portam todos estes genes, o que demonstra que outros mecanismos também 

estão relacionados à formação de biofilme (Fox et al., 2005; Lasa e Penadés, 2006; Planchon 

et al., 2006). 

No estudo de Tormo et al. (2005) foi identificado, clonado e sequenciado o gene bap 

em diferentes espécies de SCN (S. epidermidis, S. chromogenes, S. xylosus, S. simulans e S. 

hyicus). Observaram uma alta similaridade deste gene quando comparado com o gene 

ortólogo de S. aureus o que sugere uma transferência genética horizontal da ilha de 

patogenicidade SaPIbov2; os isolados portadores do gene bap foram fortes produtores de 

biofilmes e não foram detectados os operons icaABCD em nenhum deles. 

2.14. Atividade bactericida de nanopartículas de polipirrol 

Existe uma procura por novos compostos que possam contribuir na profilaxia das 

mastites. Nos últimos anos os polímeros conjugados são utilizados por diferentes 

pesquisadores pela ampla possibilidade de aplicação deste material. Neste sentido, o 

polipirrol (PPy) é um dos polímeros mais estudados como foto-catalisador (De Oliveira e 

De Oliveira, 2013), biosensor (Xue et al., 2014), supercapacitores eletroquímicos (De 

Oliveira e De Oliveira, 2014) e como agente bactericida, sendo descrita sua atividade 

antibacteriana frente à Escherichia coli (ATCC 8739) (Varesano et al., 2013); Klebsiella 

pneumoniae (ATCC 1388) e S. aureus (ATCC 25923) (Silva et al., 2016). 

As condições de polimerização do pirrol (Figura 4) influenciam diretamente nas suas 

características físico-químicas. O comprimento da cadeia do polímero impede a difusão do 

mesmo, o que potencializa a sua atuação de forma localizada. A polimerização produz cargas 

positivas ao longo da cadeia de PPy, formando uma carga positiva a partir da união de três 

a cinco monômeros. Estas cargas positivas são responsáveis pela atividade bactericida, que 

se deve à ruptura da membrana lipídica que recobre a bactéria, com a consequente lise da 

célula pelas cadeias de polímeros (Varesano et al., 2013).  
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Figura 4. Polimerização do monômero pirrol 

A biocompatibilidade do PPy apresenta-se como aspecto de interesse em diferentes 

estudos que abordam sistemas in vitro e in vivo. Os estudos não detectaram toxicidade aguda 

ou subaguda, efeito pirógeno, hemólise, alergia, efeito mutagênico e constatou-se um 

aumento da sobrevivência das células avaliadas (Wang et al., 2004), o que indica que o PPy 

apresenta uma boa biocompatibilidade.  
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3. OBJETIVOS 

3.1.Objetivo Geral 

Caracterizar geneticamente os isolados de S. aureus causadoras de mastite em 

rebanhos bovinos e caprinos leiteiros no estado de Pernambuco e verificar a eficácia de 

nanopartículas de polipirrol no controle deste agente. 

3.2.Objetivos específicos 

a) Caracterizar genotipicamente os isolados de S. aureus, mediante a identificação 

genética de fatores determinantes da virulência.  

 

b) Avaliar a capacidade de formação de biofilme dos isolados de S. aureus por teste 

fenotípico. 

 

c) Avaliar a eficácia de nanopartículas de PPy em água frente a S. aureus produtores ou 

não de biofilme isolados de leite de vacas e cabras com mastites. 
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4. Capítulo 1: Virulence genes of Staphylococcus aureus isolated from milk of 

cows and goats with clinical and subclinical mastitis 

 

(Submetido ao periódico Journal of Dairy Science) 

  



47 

 

Virulence genes of Staphylococcus aureus isolated from milk of cows and goats 1 

with clinical and subclinical mastitis 2 

Virulence genes of Staph. aureus 3 

 4 

A.C. Acosta*1, P.R.F. Oliveira*, L.A. Linden*, I.F. Silva†, E.S. Medeiros*, M.M. 5 

Costa†, J.W. Pinheiro Junior*, R.A. Mota* 6 

 7 

* Laboratório de Bacterioses dos Animais Domésticos, Departamento de Medicina 8 

Veterinária, Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Recife, Pernambuco, 9 

Brazil, 52171-900. 10 

† Universidade Federal do Vale do São Francisco (Univasf), Campus Ciências Agrárias, 11 

Rodov. BR 407 Km 12, Lote 543, Projeto de Irrigação Senador Nilo Coelho s/n, Petrolina, 12 

PE, Brazil, 56300-990. 13 

 14 

1Corresponding author:  15 

Atzel Candido Acosta Abad 16 

Fax: + (55)81-33206425 17 

Phone number: + (55)81-97792119 18 

E-mail address: acabad80@gmail.com 19 

20 



48 

 

ABSTRACT 21 

The aim of the present study was to determine the distribution of virulence factors genes 22 

among Staphylococcus aureus (Staph. aureus) strains isolated from cows and goats in 23 

three different geographical areas of Pernambuco state, Brazil. Therefore, the possibility 24 

that allelic variants at a given polymorphic locus of clumping factor (clfA and clfB) had 25 

an impact on the distribution of virulence factors genes was investigated. One hundred 26 

fifty strains (123 from bovines and 27 from goats) were included in the study. The 27 

virulence factors involved in adhesion to host cells (fnbA, fnbB, clfA and clfB), toxins 28 

(sea, seb, sec, sed, seg, seh, sei, tsst, hla and hlb), and capsular polysaccharide genes 29 

(cap5 and cap8) were analyzed by PCR. The virulence factors relative to the intensity of 30 

mastitis (subclinical and clinical) showed no differences between groups. Three clfA and 31 

five clfB genotypes were identified. None of the strains harbored see gene. The sec and 32 

tsst genes were detected exclusively in strains from goat and the seh gene was detected 33 

exclusively in bovine’s strains. The toxic potential, as indicated by the number of toxins 34 

genes per strain, showed significant differences between the bovine’s and goat’s strains. 35 

Our data showed that cap8 genotype had more virulence potential by the number of 36 

virulence genes per strain. The cap5 genotype was the predominant, especially in 37 

bovine’s strains in the semi-arid region. The results suggest that the distribution of 38 

virulence factors genes changes in relation to allelic variants of clfA and clfB. The 39 

inclusion of the potential virulence of the Staphylococcus aureus isolates from different 40 

geographical origins and hosts may contribute to mastitis control programs and could be 41 

used as an indicative of their potential risk to public health. 42 

Keywords: molecular typing, Staph. aureus, genotyping, staphylococcal enterotoxin, 43 

capsular polysaccharide. 44 

45 
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INTRODUCTION 46 

Intramammary infections (IMI) is the most significant cause of economic loss in the dairy 47 

industry worldwide (Halasa et al., 2007). The average cost of clinical mastitis in high-48 

yielding cows was estimated in $71 per cows and year (Bar et al. 2008). One of the most 49 

important causes of IMI is the Staphylococcus aureus (Staph. aureus), which is difficult 50 

to eradicate in dairy cattle (Kerro et al., 2002) and dairy small ruminate (Bergonier et al., 51 

2003). Staphylococci are the main aetiological agents of ruminant IMI in Brazil (Mota et 52 

al., 2012).  53 

The pathogenesis and spread of Staph. aureus are multifactorial. The ability to cause such 54 

a broad range of diseases is due to an abundance of virulence factors which facilitate 55 

attachment, colonization, tissue invasion, toxinosis, and immune evasion (Zecconi et al., 56 

2006, Piccinini et al., 2010), but also the environment (Roberson et al., 1998). Besides 57 

the host play an important role in the frequency and severity of these infections (Barkema 58 

et al., 2006). This is a perfect time to introduce: the adhesion, the enterotoxin, and the 59 

capsular polysaccharide, how they merge with the virulence factors and the establishment 60 

of the infection in a briefly manner. 61 

Adhesion is hypothesized to be a prerequisite and crucial early step for IMI (Kerro et al., 62 

2002). Two fibronectin binding protein (Fnb) homologues, FnbA and FnbB, have been 63 

demonstrated to be involved in not only adhesion to cells but also internalization by cells 64 

(Garzoni and Kelley, 2009). Other two homologues proteins important adhesion factors 65 

involved in the pathogenesis of Staph. aureus are clumping factor (ClfA and ClfB, (Ní 66 

Eidhin et al., 1998, Garzoni and Kelley, 2009). 67 

One important group of virulence factors are staphylococcal enterotoxins (SEs). They 68 

play a significant role in modulating the host immune response and may contribute to 69 

maintain a suitable environment for colonization. Also, SEs and toxic shock syndrome 70 
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toxin 1 (TSST1) are superantigens, which have the ability to stimulate large populations 71 

of T cells that have a particular Vβ element of the T-cell receptor (Omoe et al., 2003). 72 

Other important toxins are hemolysins toxins, can act against a wide range of host cells 73 

including erythrocytes, epithelial cells, endothelial cells, T cells, monocytes, and 74 

macrophages (Berube and Wardenburg, 2013). 75 

The capsular polysaccharide is a cell wall bacterial component that protects bacterium 76 

from phagocytic uptake and enhances microbial virulence (Sutra et al., 1990). The cap5 77 

and cap8 genes are the predominant capsular types in Staph. aureus isolated from IMI in 78 

ruminant in different countries (Gogoi-Tiwari et al., 2015). 79 

The high pathogenicity of Staph. aureus strains is driving by multifactorial and complex 80 

virulence factors. Appropriate molecular typing methods and information about the 81 

genetic diversity of Staph. aureus strains in a particular region, may contribute to define 82 

effective strategies for epidemiological control. The aim of the present study was to 83 

determine the distribution of virulence factors genes among Staph. aureus strains isolated 84 

from cows and goats in three different geographical areas of Pernambuco state, Brazil. 85 

Therefore, the possibility that allelic variants at a given polymorphic locus (clfA and clfB) 86 

impact the distribution of virulence factors genes was investigated. 87 

MATERIAL AND METHODS 88 

Ethical statement 89 

The study was approved by the Ethics Committee on the Use of Animals of the School 90 

of Faculty of Veterinary Medicine, Federal Rural University of Pernambuco (Portuguese 91 

acronym UFRPE), under the protocol number 079/2014-CEUA. 92 

Sample collection and presumptive identification of Staph. aureus 93 

A total of 1,000 bovines milk samples and 1,253 goats milk samples were collected from 94 

individual mammary glands after disinfection of the ostium with 70% ethanol following 95 
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the recommendations of the National Mastitis Council methods (National-Mastitis-96 

Council, 1999). The diagnosis of subclinical mastitis in cows were based on the California 97 

Mastitis Test (CMT, Schalm and Noorlander, 1957). In goats, the IMI was defined as the 98 

presence of 3 or more colonies of the same type after primary culture (Pantoja et al., 99 

2009). The samples were collected in 31 herds from three different geographical areas of 100 

Pernambuco state, Brazil (7 herds from Atlantic Forest, 11 from Semi-Arid, and 13 from 101 

Arid region). The climate of Atlantic Forest region is hot and humid, the Semi-Arid region 102 

showed the semiarid climate, and the Arid region with arid climate. 103 

The samples were transported to the laboratory under refrigeration in cool boxes (4–10°C) 104 

with ice packs. Primary culture of milk samples was performed in 5% ovine blood agar 105 

plates, which were incubated aerobically at 37 °C for 72 h. Milk samples were considered 106 

contaminated when 3 or more dissimilar colony types were found (Pantoja et al., 2009, 107 

Hiitiö et al., 2015). Presumptive identification as Staph. aureus was according to the 108 

following scheme: Gram-positive cocci, haemolytic on blood agar, catalase positive, and 109 

coagulase positive in 4–18 h (Zecconi et al., 2006). The Staph. aureus ATCC 29213 strain 110 

was used as positive control. 111 

Confirmation of the presumptive identification of Staph. aureus  112 

Staph. aureus species confirmation was performed by PCR amplification of the nuc gene, 113 

as previously described by Brakstad et al. (1992) and Kim et al., (2001) with 114 

modifications. The presumptively identified as Staph. aureus isolates were freshly 115 

cultured in brain infusion broth (Merck) and incubated overnight at 37 °C. Then, the DNA 116 

was extracted using a commercial kit (Promega) according to manufacturer’s instructions 117 

and stored at -20 °C. The nuc_F and nuc_R (Table 1) primers, which amplify a single 118 

amplicon with an expected size of approximately 296 pb (nt 862768-863064, 119 

HF937103.1), were specifically designed for the present study. 120 
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PCR testing for virulence factors genes 121 

The primers used for amplification of the virulence factors genes fragments are shown in 122 

Table 1. The PCR was performed in 0.2 mL tube with a total volume of 25 μL containing: 123 

PCR buffer (10 mM Tris–HCl, pH 9.0; 50 mM KCl; 0.1 % Triton X- 100), 1.5 mM 124 

MgCl2, 250 μM each dNTP, 0.5 μM each gene specific primers, 1.5 U Taq DNA 125 

polymerase (Promega), 20 ng DNAq, and distilled water.  126 

PCR parameters for the amplification of the nuc gene and the virulence factors genes 127 

fragments were as follows: 94 °C for 5 min (initial denaturation); 32 cycles of 94 °C for 128 

1 min, annealing temperature °C (specific for each fragments, see Table 1) for 1 min and 129 

72 °C for 1 min; and 72 °C for 5 min (final extension). The PCR products were visualized 130 

by electrophoresis in 2 % agarose gel stained with Blue Green Loading Dye I (LGC 131 

Biotecnologia) and photographed under UV illuminator (Molecular Imaging L.PIX 132 

Loccus biotecnologia). 133 

Three sample of each of virulence factors genes amplicons were purified using the 134 

Wizard® SV gel and PCR clean-up system (Promega) and bidirectionally sequenced by 135 

standard protocols using the BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 136 

Biosystems, Foster City, CA, USA) in an automated sequencer ABI-PRISM 3130 137 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Sequences were aligned using the BioEdit 138 

v.7.0.9 software (Hall, 1999) and compared with those available in the GenBank database 139 

by Basic Local Alignment Search Tool (BLAST-http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 140 

Data analysis 141 

Each Staph. aureus strains was considered the experimental unit in all analyses. Present 142 

or absent genes frequencies were calculated as categorical (binary) variables generated 143 

using Microsoft Excel. Significance between Staph. aureus strains groups was tested 144 

using the chi-squared or Fisher’s exact test (Statgraphics Centurion XVI version 16.1.15, 145 
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Statpoint Technologies Inc, Warrenton, Virginia). Statistical significance was set at P-146 

value < 0.05 for the purpose of interpretation and discussion. 147 

RESULTS AND DISCUSSION  148 

One sample of nuc gene and each virulence factors amplicons (fnbA, fnbB, clfA, clfB, sea, 149 

seb, sec, sed, seg, seh, sei, tsst, hla, hlb, cap5 and cap8) were sequenced and the partial 150 

sequences were confirmed to correspond to GenBank. All Staph. aureus strains in the 151 

present study were identified by genotypic method in which nuc gene was targeted using 152 

specific primers. This method is well accepted and used for confirmation of Staph. aureus 153 

from different sources worldwide (Brakstad et al., 1992, Graber et al., 2013, Rall et al., 154 

2014). 155 

A total of 150 Staph. aureus strains were recovered from 1,000 bovine and 1,253 goats 156 

milk samples, 123 (12.3%) isolated from bovine and 27 (2.15%) isolated from goat 157 

specie. This microorganism was detected in 10.2% of cows tested with mastitis in the 158 

state of São Paulo, Brazil (Silva et al., 2013) and were obtained the Staph. aureus in 159 

17.5% of the 292 milk samples from cows with sub-clinical mastitis from 10 farms in 160 

same state (Rall et al., 2014). Staph. aureus was also detected in 16.2% of sheep and goats 161 

from Pernambuco and Bahia states (Peixoto et al., 2010) and  in 2.72% of samples isolated 162 

from lactating goats from the Paraiba state (Ferreira et al., 2014). The results corroborated 163 

that Staph. aureus is important pathogen associated with mastitis in small and large 164 

ruminants (Mota et al., 2012). 165 

The frequency of virulence factors in relation with intensity of mastitis (subclinical and 166 

clinical) showed no statistically significant differences between these two groups (data 167 

not shown). Previous investigation showed no statistical significant results in the analysis 168 

of the relationship between presence/absence of the different genes and the inflammatory 169 

response (Middleton et al., 2002, Zecconi et al., 2006).  170 
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Others variables were study, the frequencies of virulence factors in relation with species 171 

and regions of origin are presented in Table 2. Three clfA genotypes (clfA-, A1 1100bp 172 

and A2 900bp) and five clfB genotypes (clfB-, B1 1000bp, B2 800bp, B3 600bp and B4 173 

400bp) were identified. The frequencies of virulence factors in relation with clfA and clfB 174 

genotyping are shown in Table 3 and in relation with capsular genotyping are shown in 175 

Table 4. 176 

The fibronectin binding protein genes fnbA and fnbB were detected in 141 strains (94%) 177 

and 122 strains (81.33%), respectively. The frequency of fnbB gene was higher (91.06% 178 

P-value = 0.0000) in strains isolated bovine (Table 2), this frequency was higher in clfA 179 

A2 genotype (98.28% P-value = 0.0001) and was smaller (22.22% P-value = 0.0000) in 180 

clfB B3 genotype (Table 3). The strains that harbored cap5 gene showed frequency higher 181 

of fnbB gene (88.68% P-value = 0.0012) compared to cap (-) genotype strains (Table 4). 182 

Based on PCR analysis, the clumping factor (clfA and clfB) were detected in 114 strains 183 

(76%) and 115 strains (76.67%), respectively. In relation with regions of origin, both 184 

genes (clfA 62.79% P-value = 0.0267 and clfB 65.12% P-value = 0.0323) showed smaller 185 

frequencies in strains of Atlantic forest origin (Table 2), this could be related with the 186 

cow and goat replacement rate. For the clfA gene the smaller frequencies (47.06% P-value 187 

= 0.0000) was observe in cap (-) genotype (Table 4).  188 

Staph. aureus adhesion cannot be explained by the action of a single virulence 189 

determinant, and it is likely that a number of factors act in combination during the 190 

infective process. The clumping factor A (ClfA) and clumping factor B (ClfB), are 191 

members of a family of surface proteins which are characterized by the presence of an 192 

repeat region (R) containing various numbers of the repeated serine-aspartate dipeptides 193 

encoded by an 18-nucleotide DNA repeat at the 3’ region of the sdr genes (Josefsson et 194 
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al., 1998). This information can be used for indexing genetic microvariation within 195 

groups of closely related strains. 196 

Seventy-eight strains (52%) tested were positive for the presence of one or more SEs 197 

genes. It were found in 46.34% (n = 57) of the strains from bovine and 77.78% (n = 21) 198 

of the strains from goat (P-value = 0.0000). The SEs genes most frequently detected were 199 

seg (25.33%), followed by seh (18%), sei (13.33%), sed (10.67%), sec (7.33%), sea 200 

(6.67%) and seb present in one strain (0.67%).  201 

None of the strains harbored see gene. This gene is carried by a defective phage and the 202 

DNA sequence cooperation between sea and see showed 84% of nucleotide sequence 203 

homology (Couch et al., 1988). In an Italian study was observed very low frequency of 204 

see gene in mastitis-related strains (Zecconi et al., 2006) or were not identified the see 205 

gene in Staph. aureus isolated from milk or dairy products by Carfora et al., (2015) Italy 206 

and Brazilian studies (Almeida et al., 2013, Ferreira et al., 2014, Silveira-Filho et al., 207 

2014). 208 

The frequencies of sea, seg and sei genes were statistical significance higher in strains 209 

isolates from goat (Table 2) and the sec gene was detect exclusively in strains from goat. 210 

On the other hand, the seh gene was detected exclusively in strains from bovine. For sec 211 

gene in relation with regions of origin was higher the frequency in goat’s strains from 212 

arid region (P-value = 0.0061) and for seh gene in bovine’s strains was smaller the 213 

frequency (P-value = 0.0206) in strains from Atlantic forest region (Table 2). The SEs 214 

genes frequencies in relation with clfA and clfB genotyping are presented in Table 3. We 215 

observe for the sea gene the smaller frequency (P-value = 0.0337) in strains with clfA A2 216 

genotype. For the sec and seh genes were higher for strains with clfA A1 (P-value = 217 

0.0129) and clfA A2 (P-value = 0.0227) genotype respectively. In relation with clfB 218 



56 

 

genotyping, higher frequencies were detected for sec (P-value = 0.0001), seg (P-value = 219 

0.0214) and sei (P-value = 0.0000) genes in clfB B3 genotype. 220 

The SEs genes in relation with specie was observed higher frequencies of this genes in 221 

strains from goat (P-value = 0.0005). Also, statistical significance difference in sea (P-222 

value = 0.0011), seb (P-value = 0.0007), sec (P-value = 0.0040) and seh (P-value = 223 

0.0000) genes, with higher frequencies for strains with cap8 genotype (Table 4) was 224 

observed. We would like to emphasize that in an important number of strains one or more 225 

enterotoxin genes were identified and this suggests that Staph. aureus intramammary 226 

infections could represent a risk for human health by the presence of enterotoxins in milk, 227 

especially in goats milk. In Brazil, we found an important artisanal cheese production in 228 

the northeastern region, in territories where the artisanal production of dairy products 229 

predominates (Shinohara et al., 2015). 230 

Staph. aureus enterotoxins are highly stable and resistant to heat and most proteolytic 231 

enzymes such as pepsin or trypsin (Bhatia and Zahoor, 2007). The enterotoxin genes were 232 

more prevalent among goat’s strains than in bovine’s strains. Important number of 233 

artisanal product are made with goat’s milk, such as artisanal cheese (Silva et al., 2012). 234 

This can be hazardous to human health not only by the risk of pathogen transmission, but 235 

also because of contamination with enterotoxins.  236 

Genes encoding the SEs have different genetic structures, most of which are mobile 237 

genetic elements. These genes can be located in chromosomes, plasmids, pathogenicity 238 

islands and phages (Guimarães et al., 2013). The enterotoxins encoded by pathogenicity 239 

islands support the hypothesis that they could play an important role in the evolution of 240 

Staph. aureus as a pathogen (Omoe et al., 2003), but their role in mastitis pathogenesis is 241 

still to be elucidated (Piccinini et al., 2010). 242 
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The frequency of tsst gene was 5.33% of the total of Staph. aureus strains studied; it was 243 

detect exclusively in strains from goat (Table 2). No statistically significant difference 244 

between groups was shown in relation with clfA and clfB genotyping (Table 3). In relation 245 

with capsular genotyping was observed the smaller frequency (1.89% P-value = 0.0115) 246 

for strains with cap5 genotype (Table 4). 247 

Generally, staphylococcal enterotoxins and TSST-1 may act as super antigens for cells of 248 

the bovine immune system (Farahmand-Azar et al., 2016). This super antigenic toxins 249 

play an important role in modulating the host immune response and may therefore 250 

contribute to maintain a suitable environment for colonization (Omoe et al., 2003). 251 

The hla gene was detected in 132 strains (88%) and hlb gene was detected in 128 strains 252 

(85.33%). For both hla and hlb genes were observed higher frequencies for bovine’s 253 

strains (95.93% P-value = 0.0000 and 93.5% P-value = 0.0000 respectively) and the 254 

smaller frequencies (78% P-value = 0. 0233 and 72% P-value = 0.0042) for strains from 255 

semi-arid region (Table 2). High frequencies were observed by Yadav et al., (2015) in 256 

bovine’s strains for the hla (93.75%) and hlb genes (81.25%). 257 

In relation with clfA and clfB genotyping the hla gene showed the smaller frequency 258 

(72.22%, P-value = 0.0004) for strains with clfA (-) genotype and hlb gene showed higher 259 

frequency (96.55%, P-value = 0.0062) for strains with clfA A2 genotype. Both hla and 260 

hlb genes showed smaller frequencies (P-value = 0.0004 and P-value = 0.0034 261 

respectively) for strains with clfB B3 and clfB B4 genotypes (Table 3). The strains that 262 

no harbored cap5 or cap8 genes showed the smaller frequencies (58.82% P-value = 263 

0.0000 and 55.88% P-value = 0.0000) for both hla and hlb genes (Table 4). 264 

The pathogenicity of Staph. aureus is related to the production of a wide variety of 265 

exoproteins including alpha and beta hemolysins which contribute to its ability to causes 266 

diseases in many mammalian species (Silva et al., 2005).  267 
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It is known that Staph. aureus intramammary infection pattern is often different from herd 268 

to herd, and these patterns could be related to strain differences (van Leeuwen et al., 2005, 269 

Zecconi et al., 2005). These differences have been also related to geographical and to 270 

host- and tissue-related characteristics (Gilot and van Leeuwen, 2004, van Leeuwen et 271 

al., 2005).  272 

The capsular gene most frequently detected was the cap5 gene (70.67%) and the cap8 273 

gene was detected in only 10 strains (6.67%). The cap5 gene showed higher frequencies 274 

for bovine’s strains (81.3% P-value = 0.0000) and strains from semi-arid region (87.72% 275 

P-value = 0.0002, Table 2). In relation with clfA genotyping the cap5 gene showed higher 276 

frequencies (91.38%, P-value = 0.0000) for strains with clfA A2 genotype (Table 3).  277 

Capsular polysaccharide is important virulence factors of Staph. aureus because it confers 278 

resistance to phagocytosis (Sutra et al., 1990) and prolongs persistence of the pathogen 279 

in the blood stream of the host (O'Riordan and Lee, 2004). However, hypothesized that 280 

the lack of capsule expression may permit intracellular persistence of Staph. aureus and 281 

promote subclinical mammary gland infection (Tuchscherr et al., 2005). The cap5 and 282 

cap8 loci are allelic and each contains sixteen closely linked genes, twelve of the sixteen 283 

genes in the two gene clusters are nearly identical. The type-specific genes are located in 284 

the central region of the loci comprising cap5HIJK and the same genes for cap8HIJK 285 

(Sau et al., 1997).  286 

The distribution of the different cap genotyping of Staph. aureus around the world may 287 

differ (Ote et al., 2011, Gogoi-Tiwari et al., 2015), therefore, it is important to know their 288 

prevalence in our geographic regions. Studies that characterized cap genotype of several 289 

Brazilian Staph. aureus isolates in different regions (Cabral et al., 2004, Alves et al., 290 

2009) need to be consulted.  291 
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A characterization of 87 Staph. aureus strains from individual animal of 23 farms in six 292 

different municipal district of tow geographical regions Bauru and Sorocaba of São Paulo 293 

state found cap5 gene in 11 (12.64%) strains and cap8 gene in 76 (87.36%) strains (Cabral 294 

et al., 2004). Similar results were found in a molecular characterization of Staph. aureus 295 

isolated from small and large ruminants in 12 different regions of France as well as from 296 

Brazil, the USA and Belgium (Alves et al., 2009). They showed that cap8 gene was 297 

predominant and accounted for 65.4 % of Staph. aureus strains, while cap5 and the non-298 

typeable cap gene accounted for 30.7% and 3.9%, respectively. When considering the 299 

host species, cap8 was clearly predominant in small ruminants, with an overall prevalence 300 

of 83.1% in ovine-caprine’s strains. In contrast, cap5 was slightly predominant in 301 

bovine’s strains (56.3 %). 302 

In our study, 34 (22.67%) strains did not harbored cap5 or cap8 genes. The Staph. aureus 303 

that do not express capsule induce chronic mastitis in mice, suggesting that the absence 304 

of capsule synthesis may help the bacteria to persist in the mammary glands (Tuchscherr 305 

et al., 2005). 306 

The existence of two groups of Staph. aureus strains isolated from bovine mastitis based 307 

on capsular typing, intracellular survival and agr-typing were confirmed by Bardiau et 308 

al., (2016). They hypothesised that the first group “cap5-agrI” may correspond to strains 309 

adapted to the intracellular niche leading to chronic infection and that the second group 310 

“cap8-agrII” may correspond to strains better adapted to the extracellular niche leading 311 

to acute infection. The discovering of these two groups is highly important as they may 312 

represent two clusters that are adapted differently to the host and/or the surrounding 313 

environment.  314 

  315 
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CONCLUSION 316 

The results did not support the hypothesis that the development of subclinical or clinical 317 

mastitis by Staph. aureus could be related to the presence of specific combinations of the 318 

virulence factors. Based on the molecular data, it is assumed that goat’s strains are more 319 

potential toxic than bovine’s strains. Our data show that cap8 genotype has more 320 

virulence potential by the number of virulence genes per strain. The cap5 genotype is the 321 

predominant, especially in bovine’s strains and the semi-arid region. Our findings also 322 

suggested that changes in the distribution of virulence factors genes in relation to allelic 323 

variants of clfA and clfB exist. 324 
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Table 1. Nucleotide sequences and their characteristics for the Staph. aureus gene-524 

specific oligonucleotide primers used in this study. 525 

Target 

gene 
Name Oligonucleotide sequence (5´- 3´) 

Expected 

size 
At (oC)1 

nuc 
nuc_F GGTTCTGAAGATCCAACAGTAT 

296pb 61 
nuc_R GCTAAGCCACGTCCATATTTA 

fnbA 
fnbA_R ACTTCACCTGTCGCCATTAC 

539pb 57 
fnbA_F GCAGTACAAGCACCACAAAC 

fnbB 
fnbB_F AGGCGACGGCAAAGATAAA 

317pb 60 
fnbB_R TAGTAACCTGACCACCACCT 

clfA2 
clfA_F GATTCTGACCCAGGTTCAGA 

945pb 55 
clfA_R CTGTATCTGGTAATGGTTCTTT 

clfB2 
clfB_F ATGGTGATTCAGCAGTAAATCC 

880pb 55 
clfB_R CATTATTTGGTGGTGTAACTCTT 

sea 
sea_F CCGAAGGTTCTGTAGAAGTATG 

269pb 55 
sea_R GCTTGTATGTATGGTGGTGTA 

seb 
seb_F CCCGTTTCATAAGGCGAGTT 

314pb 57 
seb_R ACGTAGATGTGTTTGGAGCTAAT 

sec3 
sec_F AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 

451pb 57 
sec_R CACACTTTTAGAATCAACCG 

sed 
sed_F GTCACTCCACACGAAGGTAATAA 

255pb 55 
sed_R GAGACTTTAGACCCATCAGAAGAA 

see3 
see_F GCTGGAGGCACACCAAATA 

301pb 57 
see_R CATAACTTACCGTGGACCCTTC 

seg 
seg_F GCCAGTGTCTTGCTTTGTAATC 

491pb 56 
seg_R GAATGCTCAACCCGATCCTAA 

seh 
seh_F CACATCATATGCGAAAGCAGAAG 

365pb 60 
seh_R CCCAAACATTAGCACCAATCAC 

sei 
sei_F AGGCAGTCCATCTCCTGTATAA 

568pb 55 
sei_R TGCTCAAGGTGATATTGGTGTAG 

tsst3 
tsst_F ACCCCTGTTCCCTTATCATC 

326pb 57 
tsst_R TTTTCAGTATTTGTAACGCC 

hla 
hla_F CTGTAGCGAAGTCTGGTGAAA 

293pb 62 
hla_R CGGCCTTATTGGTGCAAATG 

hlb 
hlb_F GCCAAAGCCGAATCTAAGAAAG 

495pb 60 
hlb_R ATCATGTCCAGCACCACAA 

cap5 
cap5_F CGAACCGATGATTGATGCTATTG 

555pb 61 
cap5_R TGCTATGACTGCACCAGTATTT 

cap8 
cap8_F GGAGGAAATGACGATGAGGATAG 

608pb 61 
cap8_R TAGCTTCTGTAGCGGTGAATG 

1 Annealing temperature °C. 2 PCR primers sequence were designed by Sabat et al., 526 

(2003). 3 PCR primers sequence were designed by Mehrotra et al., (2000). 527 
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Table 2. Absolute and relative frequency of virulence factors in relation with species and regions of origin. 528 

  Species   Regions 

 Bovine (n=123)  Goat (n=27) 
P-value 

 Atlantic Forest (n=43)  Semi-Arid (n=57)  Arid (n=50) 
P-value 

  AF1 RF2   AF RF   AF RF   AF RF   AF RF 

Virulence factors involved in adhesion to host cells 

fnbA 115 93.50  26 96.30 0.8400  38 88.37  54 94.74  49 98.00 0.1451 

fnbB 112 91.06  10 37.04 0.0000  33 76.74  51 89.47  38 76.00  0.1357 

clfA 96 78.05  18 66.67 0.3454  27 62.79 A  49 85.96 B  38 76.00 AB 0.0267 

clfB 93 75.61  22 81.48 0.4316  28 65.12 A  43 75.44 AB  44 88.00 B 0.0323 

Virulence factors: toxins. 

sea 5 4.07  5 18.52 0.0062  6 13.95  3 5.26  1 2.00 0.0610 

seb 1 0.81  0 0.00 0.6624  0 0.00  1 1.75  0 0.00 0.4452 

sec 0 0.00  11 40.74 0.0000  3 6.98 AB  0 0.00 A  8 16.00 B 0.0061 

sed 14 11.38  2 7.41 0.2574  4 9.30  7 12.28  5 10.00 0.8789 

see 0 0.00  0 0.00   0 0.00  0 0.00  0 0.00  

seg 23 18.70  15 55.56 0.0034  9 20.93  14 24.56  15 30.00 0.6013 

seh 27 21.95  0 0.00 0.0240  2 4.65 A  12 21.05 B  13 26.00 B 0.0206 

sei 10 8.13  10 37.04 0.0076  5 11.63  6 10.53  9 18.00 0.4923 

tsst 0 0.00  8 29.63 0.0000  3 6.98  0 0.00  5 10.00 0.0611 

hla 118 95.93  14 51.85 0.0000  39 90.70 AB  54 94.74 A  39 78.00 B 0.0233 

hlb 115 93.50  13 48.15 0.0000  39 90.70 A  53 92.98 A  36 72.00 B 0.0042 

Virulence factors to evade innate immune defenses 

cap5 100 81.30  6 22.22 0.0000  30 69.77 A  50 87.72 B  26 52.00 C 0.0002 

cap8 8 6.50   2 7.41 0.7048   1 2.33   5 8.77   4 8.00 0.4014 
1 Absolute frequency, 2 Relative frequency, Statistical significance P-value < 0.05 529 
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Table 3. Absolute and relative frequency of virulence factors in relation with clfA and clfB genotyping 530 

  clfA genotyping   clfB genotyping 

 
clfA- 

  

clfA A1 

1100bp   

clfA A2 

900bp 
P-value 

 
clfB- 

  

clfB B1 

1000bp   

clfB B2 

800bp   

clfB B3 

600bp 
  

clfB B4 

400bp 
P-value  (n=36)  (n=56)  (n=58)  (n=35)  (n=41)  (n=66)  (n=9)  (n=3) 

 AF1 RF2   AF RF   AF RF  AF RF   AF RF   AF RF   AF RF   AF RF 

Virulence factors involved in adhesion to host cells  

fnbA 31 86,11  55 98,21  55 94,83 0.0549  32 91,43  39 95,12  59 89,39  9 100,00  2 66,67 0.2723 

fnbB 25 69,44A  40 71,43A  57 98,28B 0.0001  32 91,43A  38 92,68A  48 72,73AB  2 22,22B  2 66,67A 0.0000 

Virulence factors: toxins. 

sea 4 11,11A  6 10,71A  0 0.00B 0.0337  3 8,57  2 4,88  5 7,58  0 0,00  0 0,00 0.8382 

seb 1 2,78  0 0,00  0 0,00 0.2062  0 0,00  0 0,00  1 1,52  0 0,00  0 0,00 0.8446 

sec 3 8,33AB  8 14,29B  0 0.00A 0.0129  1 2,86  0 0.00 A  6 9,09A  4 44,44B  0 0.00A 0.0001 

sed 3 8,33  5 8,93  8 13,79 0.6182  4 11,43  3 7,32  8 12,12  1 11,11  0 0,00 0.8842 

see 0 0,00  0 0,00  0 0,00   0 0,00  0 0,00  0 0,00  0 0,00  0 0,00  

seg 8 22,22  19 33,93  11 18,97 0.1665  9 25,71A  12 29,27AB  11 16,67A  6 66,67B  0 0.00A 0.0214 

seh 2 5,56A  9 16,07AB  16 27,59B 0.0227  7 20,00  11 26,83  9 13,64  0 0,00  0 0,00 0.2526 

sei 5 13,89  8 14,29  7 12,07 0.9365  7 20.00A  2 4,88A  5 7,58A  6 66,67B  0 0.00A 0.0000 

tsst 3 8,33  5 8,93  0 0,00 0.0695  1 2,86  0 0,00  5 7,58  2 22,22  0 0,00 0.0628 

hla 26 72,22A  48 85,71B  58 100.00C 0.0002  31 88,57A  38 92,68A  58 87,88A  3 33,33B  2 66,67A 0.0000 

hlb 27 75.00A  45 80,36A  56 96,55B 0.0062  32 91,43A  37 90,24A  54 81,82A  4 44,44B  1 33,33B 0.0003 

Virulence factors to evade innate immune defenses 

cap5 17 47,22A  36 64,29A  53 91,38B 0,0000  25 71,43  34 82,93  41 62,12  4 44,44  2 66,67 0.1600 

cap8 1 2,78  6 10,71  3 5,17 0.2825  0 0,00  4 9,76  6 9,09  0 0,00  0 0,00 0.3043 
1 Absolute frequency, 2 Relative frequency, Statistical significance P-value < 0.05 531 
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Table 4. Absolute and relative frequency of virulence factors in relation with capsular 532 

genotyping. 533 

  Capsular genotyping 

 cap - (n=34)   cap5 (n=106)   cap8 (n=10) 
P-value 

  AF1 RF2   AF RF   AF RF 

Virulence factors involved in adhesion to host cells 

fnbA 31 91.18  100 94.34  10 100.00 0.5706 

fnbB 21 61.76 A  94 88.68 B  7 70.00 AB 0.0012 

clfA 16 47.06 A  89 83.96 B  9 90.00 B 0.0000 

clfB 24 70.59  81 76.42  10 100.00 0.1556 

Virulence factors: toxins. 

SEs 19 55.88 A  49 46.23 A  10 100.00 B 0.0005 

sea 6 17.65 A  2 1.89 B  2 20.00 A 0.0011 

seb 0 0.00 A  0 0.00 A  1 10.00 B 0.0007 

sec 6 17.65 AB  3 2.83 A  2 20.00 B 0.0040 

sed 3 8.82  12 11.32  1 10.00 0.9185 

see 0 0.00  0 0.00  0 0.00  

seg 10 29.41  24 22.64  4 40.00 0.4032 

seh 0 0.00 A  21 19.81 A  6 60.00 B 0.0000 

sei 7 20.59  11 10.38  2 20.00 0.2586 

tsst 5 14.71 A  2 1.89 B  1 10.00 AB 0.0115 

hla 20 58.82 A  102 96.23 B  10 100.00 B 0.0000 

hlb 19 55.88 A   100 94.34 B   9 90.00 B 0.0000 
1 Absolute frequency, 2 Relative frequency, Statistical significance P-value < 0.05 534 
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5. Capítulo 2: Eficácia antibacteriana do polipirrol frente a Staphylococcus aureus 

produtores ou não de biofilme isolados de amostras de leite mastítico de vacas e 
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RESUMO 23 

Objetivou-se com este estudo avaliar a eficácia de nanopartículas de polipirrol (PPy) em 24 

água frente a S. aureus produtores ou não de biofilme isolados de leite mastítico de vacas e 25 

cabras. Foram utilizados 138 isolados de S. aureus que foram inicialmente avaliados quanto 26 

à formação de biofilme por espectrofotometria em microplacas. Posteriormente foi 27 

determinada a concentração mínima inibitória (MIC) e a concentração mínima bactericida 28 

(MBC) de nanopartículas de PPy em água na forma planctônica de S. aureus. Das amostras 29 

analisadas, 5 (3,62%) isolados de S. aureus de vacas com mastite mostraram uma forte 30 

produção de biofilme, 17 (15,18%) moderada produção, 36 (32,14%) fraca produção e 54 31 

(48,21%) não produziram biofilmes. Dos 26 isolados obtidos de cabras, 18 (69.23%) não 32 

produziram biofilme e 8 (30.76%) apresentaram fraca produção. A MIC e a MBC do PPy 33 

frente a S. aureus foi encontrada na mesma concentração (125µɡ/mL) para todos os isolados 34 

avaliados, independente da produção de biofilme. Este resultado fornece uma nova visão da 35 

interação entre nanopartículas de PPy e S. aureus e oferece um potencial benefício no 36 

controle da mastite. 37 

 38 

Palavra-chave: biofilme, polipirrol, mastites, S. aureus 39 
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ABSTRACT 41 

The aim of the present study was to evaluate the antibacterial efficacy of nanoparticles of 42 

polypyrrole (PPy) in water against biofilm producer or not S. aureus isolated from cows and 43 

goats with mastitis. One hundred and thirty-eight isolates of S. aureus were initially 44 

evaluated for biofilm formation by spectrophotometry in microplates. In addition, the 45 

minimum inhibition concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) 46 

of nanoparticles of PPy in water for planktonic S. aureus were determined. From the bovine 47 

analyzed samples, 5 (3.62%) S. aureus isolates showed a strong biofilm production, 17 48 

(15.18%) moderate production, 36 (32.14%) with weak production and 54 (48.21%) did not 49 

produce biofilms. Strains from goats (26) showed no biofilm producer in 18 (69.23%) strains 50 

and weak biofilm producer in 8 (30.76%) strains. The MIC and MBC of S. aureus to PPy 51 

were found in same concentration (125µɡ/mL) in all strains tested, independent of biofilm 52 

production or not. This finding provide a new insight into the interaction between 53 

nanoparticles of PPy and S. aureus, and offer potential benefits for the control of mastitis. 54 

 55 

Keywords: biofilm, polypyrrole, mastitis, S. aureus 56 
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INTRODUÇÃO 58 

Os avanços na genética animal, manejo, alimentação e o desenvolvimento de novos 59 

desinfetantes e antimicrobianos permitiu um desenvolvimento constante da indústria leiteira, 60 

não somente com o incremento da produção do leite, mas também uma melhora significativa 61 

da qualidade higiênico sanitária deste alimento. Porém, as infeções intramámarias (IMI) em 62 

ruminantes é a principal causa de perdas na indústria leiteira no mundo (Halasa et al., 2007). 63 

Staphylococcus aureus (S. aureus) é reconhecido mundialmente como um importante 64 

produtor de IMI (Coelho et al., 2011). 65 

S. aureus apresenta vários fatores de virulência que facilitam a colonização, adesão, invasão 66 

dos tecidos, toxicidade e evasão do sistema imune do hospedeiro. Um destes fatores de 67 

virulência é a capacidade de formar biofilmes, que são comunidades estruturadas de células 68 

bacterianas encapsuladas em uma matriz de polímeros autoproduzidos e aderidos a uma 69 

superfície viva ou inerte (Costerton et al., 1999). Esta estrutura é um dos mais importantes 70 

mecanismos de sobrevivência das bactérias no nicho extracelular, conferindo proteção frente 71 

ao sistema imune do hospedeiro e ação de agentes antimicrobianos (Melchior et al., 2006). 72 

A busca por novos compostos que possam ser utilizados no controle de agentes causadores 73 

de mastites constitui tema de interesse de diferentes grupos de pesquisas. Neste sentido, o 74 

polipirrol (PPy) é um dos polímeros mais estudados como fotocatalisador (De Oliveira e De 75 

Oliveira, 2013), biosensor (Xue et al., 2014), supercapacitores electroquímicos (De Oliveira 76 

e De Oliveira, 2014) e como agente bactericida, sendo descrita a atividade antibacteriana 77 

frente a Escherichia coli (ATCC 8739) (Varesano et al., 2013); E. coli (ATCC 25992), 78 

Klebsiella pneumoniae (ATCC 1388) e S. aureus (ATCC 25923) (Da Silva et al., 2016). A 79 

polimerização do pirrol produz cargas positivas ao longo da cadeia de PPy, sendo que uma 80 

carga positiva é formada a partir da união de três a cinco monômeros. As cargas positivas 81 
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são responsáveis pela atividade bactericida e esse efeito se deve à ruptura da membrana 82 

lipídica que recobre a bactéria com a consequente lise celular por estas cadeias de polímeros 83 

(Varesano et al., 2013). Até o presente momento não foi descrito nenhum mecanismo de 84 

resistência microbiana frente esta interação eletrostática entre o PPy e a bactéria. 85 

Objetivou-se neste estudo avaliar a eficácia de nanopartículas de PPy em água frente a S. 86 

aureus produtores ou não de biofilme isolados de leite de vacas e cabras com mastites. 87 

MATERIAL E MÉTODOS  88 

O estudo foi aprovado pelo Comité de Ética no uso de animais da Universidade Federal 89 

Rural de Pernambuco (UFRPE) com licença número 079/2014. 90 

Para a coleta de amostras de leite seguiram-se as recomendações do Concelho Nacional da 91 

Mastites (National Mastitis Council, 1999). As amostras foram coletadas das três regiões 92 

geográficas do estado de Pernambuco (Zona da Mata, Agreste e Sertão) e por glândula 93 

mamária de forma individual após a desinfecção do óstio do teto com etanol a 70%. Foram 94 

coletadas 1000 amostras de leite de vacas e 1253 de cabras. O diagnóstico da mastite 95 

subclínica nas vacas foi realizado usando o California Mastitis Test (CMT) (Schalm e 96 

Noorlander, 1957); nas cabras, a mastite subclínica foi definida como a presença de três ou 97 

mais colônias com características similares na lactocultura (Pantoja et al., 2009). 98 

As amostras foram transportadas ao Laboratório de Bacterioses dos Animais Domésticos, 99 

Departamento de Medicina Veterinária da Universidade Federal Rural de Pernambuco 100 

(UFRPE) em caixas isotérmicas (4–10°C). A lactocultura primária foi realizada em placas 101 

de ágar sangue a 5% e incubadas a 37°C realizando leituras às 24, 48 e 72 horas. Quando 102 

foram encontradas três ou mais colônias diferentes na lactocultura as amostras foram 103 

consideradas contaminadas (Pantoja et al., 2009; Hiitiö et al., 2015).  104 
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Na identificação presuntiva do S. aureus usou-se a metodologia descrita por (Zecconi et al., 105 

2006) e o diagnóstico confirmatório foi realizado mediante a reação em cadeia da polimerase 106 

(PCR) com a amplificação de um fragmento de 296 nucleotídeos (nt 862768-863064, 107 

HF937103.1) do gene nuc (Brakstad et al., 1992). Os isolados a serem confirmados na PCR 108 

foram cultivados em caldo cérebro coração (Merck), incubadas por 12 horas a 37ºC. A 109 

extração do ADN foi realizada a partir das culturas bacterianas utilizando-se o kit comercial 110 

Wizard® Genomic DNA Purification (Promega), seguindo as recomendações do fabricante. 111 

Os oligonucleotídeos empregados (nuc_F GGTTCTGAAGATCCAACAGTAT e nuc_R 112 

GCTAAGCCACGTCCATATTTA) foram desenhados para este estudo. A reação de PCR 113 

foi realizada num volume total de 25µL em tubos de 0,2mL, contendo na mistura PCR buffer 114 

(10mM Tris–HCl, pH 9.0; 50mM KCl e 0.1% Triton X-100), 3mM MgCl
2
, 250µM de cada 115 

nucleotídeo, 0,5µM de cada um dos oligonucleotídeos, 1,5U de Taq ADN Polimerase 116 

(PROMEGA), 20ng de ADN e completou-se o volume final com água destilada. Usaram-se 117 

as cepas S. aureus ATCC 29213 e S. epidermidis ATCC 12228 como controles positivo e 118 

negativo, respectivamente. 119 

As condições de amplificação consistiram em: 5min a 94°C na etapa de desnaturação, 120 

32 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 61°C, 1min a 72°C, e uma extensão final a 72°C durante 121 

5min. Para a visualização, os produtos amplificados foram submetidos à eletroforese em gel 122 

de agarose a 2%, tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE) (0,5X) com corante Blue Green 123 

Loading Dye I (LGC Biotecnologia) e foto documentando-se sob iluminação ultravioleta 124 

(Molecular Imaging L.PIX Loccus biotecnologia). 125 

A caracterização fenotípica para formação de biofilme foi realizada por meio do teste de 126 

aderência em microplacas de 96 poços, usando a metodologia descrita por Merino et al. 127 

(2009) com algumas modificações. Os isolados de S. aureus assim como os controles 128 
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positivos e negativos (S. aureus ATCC 29213 e S. epidermidis ATCC 12228) foram 129 

cultivados em 3mL de caldo Trytone Soya (Tryptone Soya Broth (TSB) SIGMA-130 

ALDRICH) com glicose a 1%, incubadas a 37°C por 24 horas. Após isso, foram distribuídos 131 

em cada poço da micloplaca de 96 poços um volume de 200µL sendo incubadas por 24h a 132 

37°C; todas as amostras foram processadas em triplicata. O meio de cultura foi descartado e 133 

realizou-se três lavagens com 200µL de água destilada. Procedeu-se a coloração com 100µl 134 

de cristal violeta a 0,25% por 2 a 3min. em temperatura ambiente; após esse tempo foi 135 

descartada a solução colorante e três lavagens com água destilada foram realizadas e deixou-136 

se secar a temperatura ambiente. Subsequentemente foi adicionado em cada poço 200µl de 137 

álcool-acetona (80:20) e realizaram-se leituras de densidade ópticas (DO) a 620nm no leitor 138 

de microplacas de Elisa (Multiskan Go Thermo Scientific). As amostras foram classificadas 139 

em quatro categorias (Stepanović et al., 2000), relacionando as médias de DO com a DO do 140 

controle negativo (S. epidermidis ATCC 12228), sendo utilizados os seguintes critérios: sem 141 

produção de biofilme (DO amostra ≤ DO controle negativo), fraca produção de biofilme 142 

(DO controle negativo < DO amostra ≤ 2 DO controle negativo), moderada produção de 143 

biofilme (2 DO controle negativo < DO amostra ≤ 4 DO controle negativo) e forte produção 144 

de biofilme (DO amostra > 4 DO controle negativo). 145 

A concentração mínima inibitória (do inglês minimum inhibition concentration, MIC) e a 146 

concentração mínima bactericida (do inglês minimum bactericidal concentration, MBC) de 147 

nanopartículas de PPy em água foi determinada por meio da metodologia de microdiluição 148 

em caldo seguindo as recomendações do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 149 

2015).  150 

Para a preparação do inóculo, os isolados de S. aureus foram cultivados em placas em meio 151 

sólido não seletivo (Mueller Hinton Agar SIGMA-ALDRICH) sendo incubados a 370C por 152 
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24h. As colônias isoladas foram suspendidas em solução salina a 0,9% até alcançar uma 153 

turbidez equivalente ao padrão 0,5 McFarland; esta suspensão contém aproximadamente 1 154 

x 108 UFC/mL (equivalente a uma densidade óptica de 0,8 – 0,13 a 625 nm). Posteriormente, 155 

a suspenção bacteriana foi inoculada em caldo Mueller Hinton (Mueller Hinton Broth 156 

(MGB) SIGMA-ALDRICH) sendo a concentração final das bactérias de aproximadamente 157 

5 x 105 UFC/mL. As amostras foram processadas em triplicata, sendo distribuído em cada 158 

poço da micloplaca de 96 poços um volume de 100µL. Foram usados como controles as 159 

cepas S. aureus ATCC 25938 e S. epidermidis ATCC 12228.  160 

As nanopartículas de PPy em água (Kang et al., 2005), com uma concentração inicial de 161 

2mg/mL foi diluído 1:2 com MGB já inoculado com o isolado a ser testado. As 162 

concentrações de PPy testadas foram 500µɡ, 250µɡ, 125µɡ, 62,5µɡ, 31,25µɡ e 15,63µɡ. As 163 

microdiluições em placas foram incubadas a 35°C por 20h, sendo realizadas leituras de DO 164 

a 600nm no leitor de microplacas de Elisa (Multiskan Go Thermo Scientific) em dois 165 

momentos (0h e 20h). A MIC foi definida como a menor concentração da solução a base de 166 

nanopartículas de PPy em água que inibiu mais do que 75% do crescimento bacteriano e a 167 

MBC como a mínima concentração que resultou na morte de 99% das células bacterianas 168 

determinada a partir do método de repique em placa. 169 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  170 

Um total de 138 isolados de S. aureus foram identificados a partir da classificação fenotípica 171 

e amplificação do fragmento de 296pb do gene nuc, sendo esta metodologia amplamente 172 

utilizada e aceita para o diagnóstico de S. aureus (Brakstad et al., 1992; Rall et al., 2014). 173 

Do total de isolados recuperados, 112 (81,16%) foram de amostras de leite de vacas e 26 174 

(18,84%) de leite de cabras. 175 
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A produção de biofilme em isolados obtidos de cabras foi negativa em 18 (69,23%) isolados 176 

e fraca em oito isolados (30,77%). Por outro lado, nos S. aureus obtidos de leite de vacas, 177 

54 (48,21%) não produziram biofilme, 36 (32,14%) apresentaram fraca produção de 178 

biofilme, 17 (15,18%) demonstraram moderada produção e 5 (4,46%) demostraram forte 179 

produção de biofilme (Fig. 1). As diferenças na intensidade de produção de biofilme entre 180 

os isolados obtidos de ambas espécies pode estar associada a uma maior intensidade da 181 

seleção bacteriana pela maior utilização de agentes antimicrobianos e desinfetantes nas 182 

criações de bovinos na região estudada. 183 

 184 

Figura 1: Frequência absoluta das intensidades de produção de biofilme de S. aureus 185 

isolados de vacas e cabras com mastite.  186 

Quando foi avaliada uma coleção internacional de isolados causadores de mastites não 187 

relacionados entre si observou-se um pequeno número de isolados não produtores de 188 

biofilmes (11%), estando os maiores números de isolados agrupados entre fraca (51%) e 189 

moderada (29%) produção de biofilme (Bardiau et al., 2016). Em nosso estudo o maior 190 

número de isolados agruparam-se na categoria de não produtor de biofilme (52.17%). Este 191 

achado sugere que a pressão de seleção microbiana exercida por antimicrobianos ainda é 192 

inferior nos isolados incluídos neste estudo quando comparados com os isolados de S. aureus 193 
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causadores de mastites dos países incluídos na coleção internacional (Bélgica, Canada, Itália 194 

e Suíça). Outro estudo realizado no Brasil também identificou um maior número de isolados 195 

de S. aureus agrupados na categoria de não produtor de biofilme (Lee et al., 2014).  196 

A MIC do PPy foi de 125µɡ/mL para 100% dos isolados avaliados, sendo o resultado de um 197 

efeito bactericida a partir desta concentração que foi constatado nos testes para determinar a 198 

MBC (Fig. 2). A atividade bactericida do PPy foi descrita anteriormente para cepas de 199 

referência de bactérias Gram negativas e Gram positivas (Da Silva et al., 2016), não tendo 200 

referência da utilização de nanopartículas de PPy em bactérias isoladas de mastite em 201 

ruminantes. A contribuição do presente estudo está na determinação da menor concentração 202 

na qual este polímero é eficaz como agente bactericida frente a isolados de S. aureus obtidos 203 

de vacas e cabras com mastite com diferentes perfis de virulência quanto à produção de 204 

biofilme. Este achado vislumbra um novo caminho na prevenção e terapêutica das mastites 205 

causadas por S. aureus que é capaz de expressar uma ampla gama de fatores de virulência 206 

que permitem a evasão do sistema imune do hospedeiro e ação de diferentes antibióticos. 207 

Também já foram realizados estudos referentes à biocompatibilidade do PPy em sistemas in 208 

vitro e in vivo e os resultados obtidos sugerem que compostos a base de PPy não oferecem 209 

risco para os tecidos vivos (Wang et al., 2004). Além disto, as interações eletrostáticas 210 

estabelecidas entre o PPy e a bactéria desencadeiam a desestabilização da parede celular com 211 

posterior lise bacteriana e até este momento não foram descritos mecanismos de resistência 212 

pela bactéria, o que constitui um importante fator para incentivar futuras pesquisas com este 213 

polímero. 214 
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 215 

Figura 2: Concentração mínima bactericida do PPy em água. B (caldo Mueller Hinton), C+ 216 

controle positivo de crescimento, concentrações de PPy testadas 500 - 15,63µɡ. 217 

CONCLUSÃO 218 

As nanopartículas de PPy em água apresentaram efeito bactericida na concentração de 219 

125µɡ/mL em 100% dos isolados de Staphylococcus aureus avaliados. Estes resultados 220 

permitirão estudos futuros da atividade de nanopartículas de PPy in vitro e in vivo até 221 

alcançar um produto que contribua com o controle da mastite em ruminantes. 222 
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6. CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos neste estudo não encontraram relação entra a presença de fatores 

de virulência ou combinações destes com a manisfestação clínica ou subclínica de mastites 

causada por Staphylococcus aureus. Com base nos resultados moleculares observa-se que 

os isolados de S. aureus obtidos de cabra são potencialmente mais enterotóxicas do que os 

isolados de vacas.  

O genótipo cap5 é predominante em isolados obtidos de ambas espécies, 

especialmente nas isolados de vacas na região semi-árida. O genótipo cap8 apresenta um 

maior potencial de virulência quando comparado com o genótipo cap5 levando em 

consideração o número de genes de fatores de virulência por estirpe.  

Estes resultados indicam que existem mudanças na distribuição dos genes dos fatores 

de virulência em relação às variantes alélicas dos genes clfA e clfB. Também observa-se que 

as nanopartículas de PPy em água apresentam efeito bactericida para 100% dos isolados de 

Staphylococcus aureus independente da capacidade de formação de biofilme ou presença de 

combinações específicas de fatores de virulência.  

Futuros estudos abordando a atividade de nanopartículas de PPy in vitro e in vivo são 

necessários para alcançar um produto que contribua para o controle da mastite em 

ruminantes. 
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APÊNDICE A: Marcadores moleculares e suas aplicações nas pesquisas em bovinos. 
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APÊNDICE B: Mastites em ruminantes no Brasil. 
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APÊNDICE C: Frequência dos genes que codifica para as enterotoxinas estafilocócicas no Brasil. 

 

Estados Referências  sea seb sec sed see seg seh sei sej 

São Paulo (Rall et al., 2008) S. aureus  41% 7,7% 20% 12,8% 5,1% 28,2% 7,7% 25,6% 7,7% 

(Guimarães et al., 2013) 
SCP1 11,8% 5,5% 6,3% 2,4%      

SCN2 57,3% 12% 18,7% 12%      

(Rall et al., 2014) S. aureus  53,33% 0% 13,33% 0% 6,67% 46,67% 26,67% 46,67% 13,33 

Minas Gerais 
(Veras et al., 2008) 

SCP 45,45% 50% 0% 0%      

SCN 37,5% 0% 25% 12,5%      

(Dias et al., 2011) S. aureus 60% 37,9% 6,9%       

Pernambuco  (Silveira-Filho et al., 2014) S. aureus  0% 0% 0% 0% 0% 72,30% 29,80% 29,80% 21,30% 

(Almeida et al., 2013) S. aureus  0% 0% 44,10% 0% 0%     

Paraíba (Ferreira et al., 2014) S. aureus  0% 0% 16,67% 0% 0% 0% 0% 2,78%  
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ANEXO I: Licença para uso de animais em experimentação e/ou ensino 
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ANEXO II: Comprovante de envio do manuscrito intitulado “Virulence genes of 

Staphylococcus aureus isolated from milk of cows and goats with clinical and 

subclinical mastitis” 
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ANEXO III: Comprovante de envio do manuscrito intitulado “Eficácia antibacteriana 

do polipirrol frente a Staphylococcus aureus produtores ou não de biofilme isolados de 

amostras de leite mastítico de vacas e cabras” 
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