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RESUMO 

 

Staphylococcus aureus é um dos principais agentes etiológicos da mastite bovina. 
Neste estudo, foram investigadas a presença de 14 genes de virulência, 
mecanismos de resistência à meticilina e a diversidade genética em isolados de leite 
e queijo da Região Agreste de Pernambuco. Os genes clfA, clfB, fnbA, ebpS, sdrC, 
cap5, spa, icaA, icaD, hla e hlb foram analisados nos 84 isolados, estando presentes 
em pelo menos 94% dos isolados; os genes fnbB, cap8 e pvl apresentaram 
frequência de 46%, 5% e 21%, respectivamente. Mesmo os isolados 
fenotipicamente resistentes apresentaram-se genotipicamente sensíveis à meticilina. 
A análise de sequências multilocus (MLST) revelou oito perfis e três complexos 
clonais revelando a interação entre os diferentes tipos de sequência. Os dados do 
MLST mostraram a dispersão clonal entre diferentes municípios, e a relação clonal 
entre amostras de queijo e leite da mesma propriedade, inclusive com o mesmo 
perfil de virulência, evidenciando o risco da contaminação cruzada, provavelmente 
decorrente da manipulação, e também da dispersão da bactéria para consumo. 
Estes achados revelam um sério problema de Saúde Pública para os consumidores 
dos produtos dessa região. A associação de diferentes técnicas de tipagem (MLST e 
ITS-PCR) apresentou maior poder discriminatório que quando estas são usadas 
isoladamente, mostrando-se útil para um estudo mais coerente, robusto e 
aprofundado do patógeno. 

 

 

 

Palavras-chave: Genotipagem. MLST. Mecanismo de resistência à meticilina. 

Genes de virulência. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 
Staphylococcus aureus is one of the main etiological agents of bovine mastitis. In this 
study, we investigated the presence of 14 virulence genes, the mechanism of 
resistance to methicillin and the genetic diversity in milk and cheese isolates from the 
Agreste region of Pernambuco. The cIfA, clfB, fnbA, ebpS, sdrC, cap5, spa, icaA, 
icaD, hla and hlb genes were analyzed in 84 isolates, and found in 94% of the 
isolates; the fnbB, cap8 and pvl genes had frequencies of 46%, 5% and 21%, 
respectively. Even the phenotypically resistant isolates were found to be 
genotypically susceptible to methicillin. The analysis of multilocus (MLST) sequences 
revealed eight sequence types and three clonal complexes, revealing the interaction 
between the different sequence types. The MLST data showed clonal dispersion 
between different municipalities, and the clonal relationship between cheese and milk 
samples from the same producing dairy farm, also producing the same virulence 
profile, which confirms the risk of cross-contamination, probably as a result of 
handling, as well as the dispersion of the bacteria for consumption. These findings 
reveal a serious public health problem for consumers of such products from this 
region. The combined use of different typing techniques (MLST and ITS-PCR) 
showed greater discriminatory power compared to the use of each of these 
techniques used individually, proving itself as a useful approach for a more coherent, 
robust and comprehensive study of the pathogen. 
 
 
 
Keywords: Genotyping. MLST. Methicillin resistance mechanism. Virulence 
genes. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Microrganismos do gênero Staphylococcus spp são os mais 

frequentemente isolados em amostras de leite provenientes de vacas com mastite 

contagiosa, sendo S. aureus a espécie mais observada. Deve-se assinalar a 

importância da doença na saúde pública, devido à veiculação aos humanos de 

microrganismos patogênicos e suas toxinas, assim como resíduos de antibióticos. 

São significativos também os prejuízos causados às indústrias pela redução na 

quantidade e qualidade do leite produzido.  

Staphylococcus aureus produz vários fatores de virulência que contribuem 

de diversas maneiras para sua patogenicidade. Embora não se possa determinar 

a importância relativa de cada um dos fatores de virulência produzidos por essa 

espécie, eles podem ser divididos em fatores de adesão, evasão e lesão. Além da 

sua importância devido à uma ampla distribuição e patogenicidade, esse 

microrganismo possui uma elevada capacidade de superar os efeitos 

antimicrobianos. Seu alto nível de resistência antimicrobiana, especialmente a 

beta-lactâmicos, favorece falhas no tratamento e sua persistência no rebanho e 

no ambiente hospitalar. A aquisição do gene mecA pelo S. aureus pode conferir à 

bactéria resistência ao antibiótico meticilina e a outros antibióticos β-lactâmicos 

utilizados no tratamento da mastite. De acordo com o perfil de susceptibilidade à 

meticilina, os isolados podem ser denominados Staphylococcus aureus meticilina 

resistente (MRSA) ou Staphylococcus aureus meticilina sensíveis (MSSA). 

Embora os isolados MSSA sejam sensíveis à meticilina, são considerados 

importantes patógenos nas infecções, visto que também possuem a capacidade 

de causar doenças e persistirem circulando no ambiente e em unidades de saúde. 

Definir, do ponto de vista epidemiológico, a origem dos organismos 

envolvidos na etiologia de uma doença é importante, já que a adequada 

identificação do patógeno é um requisito indispensável para detecção do 

reservatório e fonte de infecção, e também para monitorar sua dispersão dentro e 

entre as populações estudadas. Os resultados de vários estudos, no Brasil e no 

mundo, sugerem que a maioria dos casos de mastite bovina por S. aureus seja 

causada por um grupo limitado de clones e que estes sejam amplamente 

distribuídos em diferentes regiões geográficas. 
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Várias técnicas de tipagem molecular de S. aureus já foram desenvolvidas 

e apresentam um alto valor epidemiológico, dentre as quais pode-se citar: a 

análise da região espaçadora intergênica (ITS-PCR), análise do polimorfismo do 

gene da coagulase (coa) e da proteína A (spa), tipagem do Cassete 

Cromossômico Estafilocócico (SCCmec), análise dos macrofragmentos de 

restrição separados por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) e análise 

de genes de manutenção do genoma utilizando a técnica de tipagem de 

sequência multilocus (MLST). Estas metodologias podem auxiliar no 

conhecimento mais detalhado sobre a dinâmica das infecções causadas por S. 

aureus. 

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi realizar uma caracterização 

molecular dos S. aureus isolados de queijo coalho  e leite mastítico de diferentes 

municípios da região agreste de Pernambuco, bacia leiteira do Estado, para 

melhor compreender os fatores de virulência, a dispersão e diversidade desses 

isolados, buscando a ferramenta ou associação de ferramentas que forneça a 

melhor abordagem para tal, além do melhor entendimento sobre a 

susceptibilidade antimicrobiana à meticilina e sua relação com a mastite bovina. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 MASTITE BOVINA 

 

 De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos 

(USDA), o efetivo mundial de bovinos no ano de 2014 foi de 1,03 bilhões de 

cabeças. No ranking mundial, o Brasil ocupava a segunda posição, ficando atrás 

apenas da Índia, país em que a criação de bovinos não se dá de maneira 

comercial. Em termos de produção de leite, o Brasil ocupava a quinta posição. O 

Nordeste foi responsável, em 2012, por 12% de todo leite produzido no país; em 

2014 sofreu uma brusca queda nesse percentual, passando a representar 1% do 

total produzido (IBGE, 2014).  

De uma maneira geral, o leite continua a apresentar baixa qualidade 

microbiológica tendo em vista as más condições higiênico-sanitárias, estado de 

saúde dos animais e cuidados inadequados com utensílios e equipamentos 

utilizados nos procedimentos de ordenha (SIMÕES; OLIVEIRA, 2012). 

A mastite bovina ou “mamite”, como também é conhecida a inflamação da 

glândula mamária, é uma das doenças mais comuns nos rebanhos bovinos. Pode 

ser causada por injúria química, mecânica ou infecção microbiológica, sendo esta 

última, a mais comum (COSER et al, 2012). Entre os agentes envolvidos na 

etiologia da mastite, o Staphylococcus aureus se destaca como um dos mais 

frequentes e determina os maiores prejuízos em rebanhos leiteiros em todos os 

continentes (DEB et al, 2013; FABRES-KLEIN et al, 2014).  

Ressalta-se a importância da doença para a saúde pública, pela veiculação 

de microrganismos patogênicos e suas toxinas, assim como resíduos de 

antibióticos aos consumidores. São também significativos os prejuízos causados 

às indústrias pelas flutuações nos constituintes do leite, o que afeta a sua 

qualidade e quantidade, pois a vaca infectada pode deixar de produzir até três 

litros de leite por dia, além dos gastos com medicamentos e serviços veterinários, 

perda funcional das glândulas e até por morte do animal (ZANELLA et al, 2010; 

MENDONÇA; GUIMARÃES; BRITO, 2012; SIMÕES; OLIVEIRA, 2012; ROSSO, 

2014).  

A mastite pode ser subdividida em clínica, quando é possível visualizar 

alterações na glândula mamária e no leite (Figura 1), e subclínica, quando o 
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animal e o leite não apresentam essas alterações visíveis. Desta forma, a mastite 

subclínica é uma grande preocupação para os produtores de leite, devido à sua 

maior prevalência e a ausência de sintomas óbvios. Os animais assintomáticos 

atuam como um reservatório da doença, levando a uma rápida propagação das 

bactérias através do rebanho, sendo responsáveis por aproximadamente 70% das 

perdas relacionadas a essa doença (KLEIN et al, 2012; ROSSO, 2014). 

O tratamento da mastite é complexo e requer a intervenção por meio de 

antimicrobianos, porém o processo de terapia deverá sempre ser indicado e 

acompanhado por um médico-veterinário e alinhado às práticas de higiene e 

manejo de ordenha (SIMÕES; OLIVEIRA, 2012; ROSSO, 2014). 

 

Figura 1: Presença de grumos no leite de um animal com mastite clínica. 

 

Fonte: Embrapa gado de leite (2016) 

 

2.2 Staphylococcus aureus 

 

2.2.1 Características gerais 

 

Staphylococcus aureus (Figura 2) é umas das 54 espécies pertencentes ao 

gênero Staphylococcus, família Staphylococcaceae (FABRES-KLEIN et al, 2014; 

NCBI, 2014). O nome da espécie se deve ao fato deste patógeno produzir um 

pigmento carotenoide (estafiloxantina), que confere ao mesmo uma coloração 
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amarelada ou dourada (do grego “aureus” = dourado) (SCHELIN et al, 2011; 

TONG et al, 2012).  

Este patógeno é imóvel, não formador de esporos e é anaeróbio facultativo. 

Possui a capacidade de sobreviver em compartimentos intracelulares e também 

em ambientes inanimados (STEFANI; GOGLIO, 2010; SCHELIN et al, 2011; 

FLUIT, 2012), como é o caso das máquinas de ordenha e alimentos. É uma 

bactéria extremamente versátil, sendo comensal e patógeno de um grande 

número de espécies animais, inclusive o homem (OTE et al, 2011; FLUIT, 2012). 

Em humanos é responsável por um amplo espectro de doenças que vão desde 

infecções mais simples de pele até pneumonia e septicemia (HOLMES, ZADOKS, 

2011; TURLEJ, 2011; FOSTER et al, 2014). Em animais, destaca-se por ser um 

dos principais agentes envolvidos na etiologia da mastite bovina contagiosa, 

resultando em consideráveis perdas econômicas pela redução da produção e 

qualidade do leite (HWANG, 2010; OTE et al, 2011). 

 

Figura 2. Microscopia eletrônica de varredura de microrganismos pertencentes à espécie 

Staphylococcus aureus. 

 

Fonte: Science Photo Library (2014) 

 

2.2.1.1 O Genoma de Staphylococcus aureus  

 

 O genoma do S. aureus foi completamente sequenciado pela primeira vez 

em um trabalho realizado por Kuroda e colaboradores em 2001 (STEFANI et al, 

2012). O banco de dados públicos GenBank do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) conta com mais de 40 sequências completas e muitos outros 

genomas parcialmente sequenciados (NCBI, 2014).  
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O genoma de referência de S. aureus corresponde ao da cepa N315, 

isolada em 1982 a partir de um esfregaço da faringe de um paciente no Japão. 

Este é composto por uma mistura complexa de genes sendo a maioria 

responsável pela resistência a antibióticos e observados em plasmídeos e em 

outros elementos genéticos móveis. O genoma da cepa N315 possui cerca de 2.8 

mega bases (Mb), 2.695 genes, baixo conteúdo de GC (32,8%) e diferentes 

classes de elementos genéticos móveis: IS, transposons, plasmídeos, cassete de 

resistência (Figura 3) (KURODA et al., 2001; NCBI, 2013). 

 A estrutura genômica do S. aureus é composta pelo genoma cromossomal, 

presente em todas as cepas e responsável pela sobrevivência do microrganismo, 

codificando, por exemplo, as moléculas responsáveis pelo metabolismo, síntese 

de DNA e RNA e pela replicação; e pelo genoma acessório, que é um conjunto de 

genes que mostram a diversidade observada dentro de espécies bacterianas e 

que codificam proteínas necessárias para a adaptação bacteriana às diversas 

condições ambientais, através da aquisição de resistência e / ou a produção de 

fatores de virulência, como os elementos genéticos móveis  (MGEs - Mobile 

Genetics Elements), ou "mobilomas". Estes codificam funções de mobilização e 

têm um importante papel na plasticidade do genoma (LINDSAY; HOLDEN, 2006; 

MALACHOWA; DeLEO, 2010; STEFANI et al., 2012; ALIBAYOU et al, 2014). 

Diferentes classes de MGEs foram identificadas em S. aureus: fagos, ilhas de 

patogenicidade, plasmídeos, transposons, sequencias de inserção, bacteriófagos 

e cassetes cromossômicos estafilocócicos (MALACHOWA; DeLEO, 2010; 

ALIBAYOU et al, 2014). 

 

Figura 3. Representação esquemática do cromossomo de S. aureus (N315), associado a 

elementos genéticos específicos da cepa Mu50. 
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Fonte: Kuroda et al. (2001).  

 

2.2.1.2 Patogenicidade e virulência 

 

 A capacidade de um microrganismo de causar doença depende do seu 

acesso ao hospedeiro e da sua habilidade para penetrá-lo, evadir de suas 

defesas e lesionar seus tecidos. Alguns microrganismos, como é o caso do S. 

aureus, também podem causar doença devido à produção de toxinas (TORTORA 

et al., 2005). Embora muitos fatores de virulência tenham sido identificados no 

genoma de S. aureus, as diferenças do potencial patogênico entre os isolados 

permanecem em grande parte desconhecidas (KURODA et al., 2001). 
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Staphylococcus aureus produz vários fatores de virulência que contribuem 

de diversas maneiras para sua patogenicidade (WANG et al., 2009; PEACOCK et 

al., 2002; COELHO et al., 2011; FOSTER et al., 2014). Embora não se possa 

determinar a importância relativa de cada um dos fatores de virulência produzidos 

pelo S. aureus, eles podem ser divididos em fatores de adesão (adesinas), fatores 

de evasão (cápsula, proteína A e biofilme) e fatores de lesão (toxinas e enzimas) 

(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008), dentre os quais, 14 foram analisados neste 

estudo (Quadro 1). 

 

Quadro 1: Fatores de virulência abordados neste estudo 

Tipo de fator de virulência 
Fatores selecionados para 

este estudo 
Genes 

Fatores de adesão 

Fatores de aglutinação A e B - 
Proteínas de ligação ao 

fibrinogênio 
clfA, clfB 

Proteínas de ligação à 
fibronectina 

fnbA, fnbB 

Proteínas de ligação à elastina ebpS 

Proteínas de ligação à 
sialoproteína e fibrinogênio 

sdrC 

Fatores de evasão 
Proteína A Spa 

Polissacarídeos capsulares cap5, cap8 
Biofilme icaA, icaD 

Fatores de lesão tecidual 
Leucocidinas Pvl 

Hemolisinas hla, hlb 
  

São conhecidas,  pelo menos, 25 toxinas diferentes, 15 componentes de 

superfície microbiana de reconhecimento de moléculas da matriz adesiva 

(MSCRAMM) e 20 moléculas de evasão do sistema imune (FLUIT, 2012). O 

estágio inicial da infecção por este patógeno envolve proteínas responsáveis pela 

aderência à matriz celular do hospedeiro e outras proteínas de superfície que 

promovem a formação de biofilme ou a resistência à opsonofagocitose (SUTRA; 

POUTREL, 1994; VASUDEVAN et al., 2003; LIU et al., 2010).  

As adesinas de S. aureus são agrupadas em uma família chamada de 

Componentes da Superfície Microbiana de Reconhecimento de Moléculas da 

Matriz Adesiva (MSCRAMM). Os MSCRAMMs podem mediar a aderência a 

diferentes tipos de células. Os genes clfA e clfB codificam o fator de aglutinação A 

ou ClfA e o fator de aglutinação B ou ClfB, respectivamente; essas proteínas 

desempenham o mesmo papel que é o de ligação ao fibrinogênio, diferindo entre 
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si no local onde ocorre a ligação (LINKE; GOLDMAN, 2011; CAMUSSONE; 

CALVINHO, 2013). Os genes fnbA e fnbB, codificam proteínas de ligação à 

fibronectina, mas também ao fibrinogênio e à elastina (LINKE; GOLDMAN, 2011). 

Um estudo realizado com isolados humanos indicou que isolados de S. aureus 

associados com doença invasiva foram mais propensos a carrear ambos os 

genes, fnbA e fnbB (PEACOCK et al, 2000). Além de serem adesinas 

multifuncionais, as proteínas FnBPA e B são eficientes mediadoras da 

internalização do S. aureus nas células. Classicamente, os estafilococos foram 

considerados como patógenos extracelulares. No entanto, é hoje amplamente 

aceito que o mesmo pode ser também internalizado pelas células hospedeiras e 

replicar intracelularmente (CHAVAKIS et al, 2005). O gene ebpS codifica a 

proteína de ligação à elastina, que é um dos principais componentes da matriz 

extracelular (LINKE; GOLDMAN, 2011). As proteínas Sdr em S. aureus são 

membros da família MSCRAMMs e, embora sua função não tenha sido ainda 

completamente identificada, sugere-se que estejam envolvidas na ligação com a 

sialoproteína óssea e o fibrinogênio, e que promova a aderência da bactéria ao 

tecido do úbere (SITKIEWICZ et al., 2011; XUE et al, 2011; KLEIN et al, 2012).  

Dentre os fatores responsáveis pela evasão do sistema imune do 

hospedeiro, os genes cap5 e cap8 codificam os polissacarídeos capsulares 5 e 8, 

respectivamente, com função principal de proteger a bactéria contra a fagocitose. 

Estudos sorológicos anteriores (SOMPOLINSKY et al, 1985; GUIDRY et al, 1998) 

sugeriram a existência de 11 sorotipos diferentes de CP, entretanto, um estudo 

mais recente (COCCHIARO et al, 2006) relatou a existência de apenas quatro 

tipos (CP 1, 2, 5 e 8), com todos os outros tipos representando versões mutadas 

dos quatro tipos originais. A proteína A estafilocócica (Spa), que compreende 

cerca de 7% da parede celular da bactéria, se liga a porção Fc, fragmento 

correspondente a haste, da imunoglobulina G (IgG) do hospedeiro. Esta porção 

normalmente se liga aos receptores de Fc dos fagócitos e, desta forma, a bactéria 

torna-se revestida por uma camada protetora de anticorpos que evitam a 

opsonização e fagocitose da mesma (DOSSETT et al., 1969; GAO; STEWART, 

2004).  

Os biofilmes bacterianos são definidos como comunidades de células 

bacterianas cobertas por uma matriz polimérica extracelular (KIEDROWSKI, 

2011). A formação de biofilme é um dos mecanismos mais importantes de 
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sobrevivência da bactérias vivendo no nicho extracelular e compromete tanto a 

ação do sistema imune do hospedeiro, quanto a de agentes antimicrobianos, 

tendo papel crucial na manutenção de uma infecção persistente  (BARDIAU et al, 

2016; PAYNE; BOLES, 2016).. A habilidade de formar biofilme in vivo é 

considerada um dos principais fatores de virulência que influenciam na 

patogênese da mastite. A formação de biofilmes por S. aureus está intimamente 

relacionada com a síntese de poli-N-acetilglucosamina (PNAG), também referida 

como polissacarídeo de adesão intercelular (PIA). PIA é sintetizado por enzimas 

(N-acetilglucosaminiltransferase) codificadas pelo operon icaABCD (LIN et al, 

2015). O gene icaA codifica N-acetilglucosaminiltransferase; o produto de icaB é a 

enzima N-desacetilase, responsável pela desacetilação parcial de PIA, relevante 

para seu desenvolvimento estrutural permitindo sua fixação na superfície exterior 

bacteriana. O produto do gene icaC está envolvido na externalização do PIA, e o 

icaD tem papel na expressão máxima de N-acetilglucosaminiltransferase 

(ARCIOLA et al, 2015; CERCA et al, 2008; VASUDEVEAN et al, 2003). 

Staphylococcus aureus secreta várias citotoxinas denominadas 

leucocidinas e hemolisinas, responsáveis pelas lesões observadas durante o 

desenvolvimento da infecção (DINGES et al, 2000). A leucocidina Panton-

Valentine (PVL), codificada pelos genes contíguos lukS-PV e lukF-PV, forma 

poros na membrana celular e mitocondrial de neutrófilos e de macrófagos e, 

assim, provoca a lise celular e a apoptose com a libertação subsequente de 

mediadores inflamatórios (KREIENBUEHL et al., 2011).   

As hemolisinas, codificadas pelos genes hla e hlb, promovem a formação 

de poros que alteram a permeabilidade da membrana celular dos leucócitos, 

extravasando o conteúdo celular e assim ocasionando a morte da célula; além 

disso, a lesão celular provocada pode promover a liberação de citocinas que 

contribuem para o desenvolvimento do choque séptico. Estas enzimas também 

possuem a capacidade de lisar hemácias, motivo pelo qual são denominadas de 

hemolisina (TRABULSI; ALTERTHUN, 2008). Além das citotoxinas, o S. aureus, 

também secreta várias enzimas chamadas toxinas esfoliativas e proteases de 

serina que facilitam a invasão dos tecidos do hospedeiro (NISHIFUJI et al., 2008). 

Durante a progressão da infecção, o S. aureus pode produzir toxinas 

superantigênicas, incluindo as enterotoxinas estafilocócicas (SEs), que são 

importantes não só pelo seu potencial papel nas doenças estafilocócicas pela 
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modulação da resposta imune, mas também pela sua habilidade de causar 

intoxicação alimentar em humanos (DINGES et al., 2000; SILVEIRA-FILHO et al., 

2014).  

 

2.2.1.3 Susceptibilidade de Staphylococcus aureus a antimicrobianos 

 

 Desde a década de 1940, a penicilina, primeiro antibiótico descoberto, tem 

sido usada clinicamente, porém já em 1942, o primeiro isolado de S. aureus 

resistente à essa droga foi detectado em um hospital e, logo em seguida na 

comunidade. Novos antibióticos β-lactâmicos, tais como meticilina, oxacilina e 

cefalosporina, que são resistentes à ação das penicilinases, foram desenvolvidos. 

Pouco tempo após a introdução desses medicamentos, em 1960, o primeiro 

isolado resistente à meticilina (Staphylococcus aureus meticilina resistente - 

MRSA) foi relatado no Reino Unido (TORTORA et al., 2005; DEURENBERG; 

STOBBERINGH, 2008; PEACOCK; PATERSON, 2015).  

A resistência a β-lactâmicos é conferida pelo gene mecA que codifica uma 

proteína de ligação à penicilina modificada ou PBP2a. O gene mecA está 

localizado em um elemento genético móvel conhecido como Cassete 

Cromossômico Estafilocócico mec (SCCmec). Além do gene mecA, também 

fazem parte do SCCmec, os genes que controlam a sua transcrição, mec1 e 

mecR1 e os genes de recombinase do cassete cromossômico, ccrA e ccrB. Este 

cassete pode ainda conter genes que conferem resistência à íons de metais 

pesados e outros antibióticos, como aminoglicosídeos ou macrolídeos 

(DEURENBERG; STOBBERINGH, 2008; STEFANI; GOGLIO, 2010; HOLMES; 

ZADOKS, 2011).  

Outros mecanismos de resistência à meticilina, além da presença do gene 

mecA, são raros e incluem a presença de um gene homólogo ao mecA, o gene 

mecC ou mecALGA251 (CLSI, 2015). De acordo com Garcia-Álvarez e 

colaboradores (2011) o gene mecC é homólogo ao mecA, está localizado em 

outro cassete cromossômico SCCmec tipo XI e apresenta 70% de identidade com 

o mesmo. Porém não é detectado pelos ensaios rotineiros de PCR, já tendo sido 

também identificado em rebanho leiteiro como responsável pela resistência à 

essa classe de antibióticos. A habilidade de isolados com essa característica 

causando infecções em humanos também foi confirmada (SHORE et al, 2011).  
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A resistência bacteriana a antibióticos é um sério problema para a saúde 

pública, pois há evidências que o tratamento indiscriminado de animais com 

antibióticos torne seus produtos e derivados, fontes para resistência aos 

antibióticos na espécie humana. Além disso, resíduos de antibióticos causam 

diminuição no rendimento industrial para a fabricação de derivados lácteos, uma 

vez que inibem bactérias fermentadoras (OLIVEIRA et al., 2002). 

A determinação da susceptibilidade antimicrobiana de isolados 

estafilocócicos é necessária não apenas para indicar a terapia adequada, mas 

também para monitorar a dispersão de cepas resistentes entre populações 

(SALMON, 2002; GÜLER et al., 2005). 

O tratamento considerado padrão ouro para MRSA é feito com 

glicopeptídeos, tais como vancomicina e teicoplanina (STEFANI; GOGLIO, 2010). 

 

2.2.1.4 Diversidade genética e genotipagem de Staphylococcus aureus 

 

 A diversidade genética de amostras de S. aureus isoladas de casos de 

mastite bovina tem sido investigada em diferentes países. Os resultados de vários 

estudos sugerem que a maioria dos casos de mastite bovina por S. aureus seja 

causada por um grupo limitado de clones especializados e que estes sejam 

amplamente distribuídos entre rebanhos de diferentes regiões geográficas 

(MATTHEWS et al., 1994; FITZGERALD et al., 1997; ZADOKS et al., 2000; 

SABOUR et al., 2004; RABELLO et al., 2007; SILVEIRA-FILHO et al., 2014; 

WANG et al., 2014). 

As investigações epidemiológicas utilizam ferramentas moleculares que 

visam uma compreensão da variabilidade genética entre os isolados de S. aureus, 

a estrutura da população e como eles continuam a evoluir. Várias técnicas de 

tipagem molecular foram desenvolvidas e apresentam um alto valor 

epidemiológico no estudo com isolados de S. aureus (STEFANI et al., 2012), 

dentre as quais pode-se citar: a análise da região espaçadora intergênica (ITS-

PCR), análise do polimorfismo do gene da coagulase (coa) e da proteína A (spa), 

tipagem do SCCmec, análise dos macrofragmentos de restrição separados por 

eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) e análise de genes housekeeping 

utilizando a técnica de tipagem de sequência multilocus (MLST). Estas 

metodologias podem auxiliar no conhecimento mais detalhado sobre a dinâmica 
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das infecções causadas por S. aureus (JENSEN; WEBSTER; STRAUS, 1993; 

TENOVER et al., 1994; AARESTRUP et al., 1995; ENRIGHT et al., 2000; 

HARMSEN et al., 2003; McDOUGAL et al., 2003; KONDO et al., 2007; STEFANI 

et al., 2012). 

De acordo com Stefani e colaboradores (2012), alguns requisitos devem 

ser observados antes da escolha de qual ferramenta de tipagem será utilizada, 

dentre os quais destacam-se: reprodutibilidade da técnica, nomenclatura 

padronizada internacionalmente, comparabilidade intra e interlaboratorial, baixo 

custo, tempo de execução da técnica, utilização para uma variedade de 

microrganismos, fácil processamento, armazenamento e intercâmbio de dados e 

fornecimento de informações adequadas para uso prático (por exemplo em 

investigações epidemiológicas e análises filogenéticas). Embora nenhum método 

de tipagem sozinho satisfaça todos os critérios acima descritos, tem havido uma 

tendência para o uso de spa, MLST e SCCmec ao invés do PFGE. Além disso, a 

utilização de mais de uma técnica para estabelecer relação entre isolados 

bacterianos pode ser necessária para aumentar a eficiência e o poder 

discriminatório das mesmas (TENOVER et al., 1994). 

Técnicas como PFGE, que detectam acúmulo recente de variações 

genéticas, são úteis para distinguir as cepas de uma espécie heterogênea, para 

investigação de um surto ou a filogenia de uma pequena população. Já para a 

investigação da epidemiologia global e da população genética (a distribuição 

mundial e frequência de linhagens bacterianas com propriedades de virulência 

associadas à certas linhagens, por exemplo) se faz necessário um sistema que 

analise o acúmulo mais lento de variações genéticas. A tipagem com spa e MLST 

atendem a essa exigência e são amplamente utilizados para este fim (HOLMES; 

ZADOKS, 2011). Assim, embora individualmente cada ferramenta possua suas 

vantagens e desvantagens, a ferramenta ideal irá depender da proposta do 

estudo (HATA et al, 2010). 

A ferramenta utilizada no presente estudo foi o MLST (Figura 4), que é 

altamente discriminatória, empregada no estudo de vários outros microrganismos, 

além do S. aureus, e baseia-se nas sequências de fragmentos internos de sete 

genes housekeeping. Para cada fragmento de gene, diferentes sequências são 

tidas como alelos distintos, e para cada isolado é definido um tipo de sequência 

(ST) pela combinação de alelos dos sete genes. Como há muitos alelos em cada 
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um dos sete loci, é altamente improvável que os isolados tenham perfis alélicos 

idênticos por acaso, assim, isolados com o mesmo perfil alélico são atribuídos 

como membros do mesmo clone (MAIDEN et al, 1998; SPRATT, 1999). 

 As cepas de S. aureus são agrupadas dentro de um único complexo clonal 

(CC) quando, pelo menos, cinco dos sete genes housekeeping têm sequências 

idênticas. Quando dois STs diferem em apenas um loco são chamados de 

variantes de loco único (SLV - Single-Locus Variant); quando diferem em dois 

locos são denominados variantes de loco duplo (DLV - Double-Locus Variant). O 

ancestral de cada CC é o ST com o maior número de SLV. Os subgrupos 

fundadores podem ser descritos como variantes de loco único ou variantes de 

loco duplo (DLV - Double-Locus Variant) de um CC fundador que se tornou 

prevalente na população, e que pode posteriormente se diversificar para produzir 

o seu próprio conjunto de variantes de loco único e/ou duplo (SPRATT et. al, 

2004). 

Uma grande vantagem do MLST é a capacidade para comparar os 

resultados obtidos em diferentes estudos através da Internet (saureus.mlst.net) 

(ENRIGHT et al, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 

 

Figura 4. Representação esquemática da técnica de MLST, demonstrando a 

amplificação dos fragmentos dos genes housekeeping por PCR e sequenciamento para 

determinação do tipo de sequência (ST) dos isolados e agrupamentos destes em complexos 

clonais (CC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Chambers e DeLeo com modificações (2009). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL  

 

 Caracterizar molecularmente S. aureus isolados de leite de vacas com 

mastite, e queijo coalho de diferentes municípios da região agreste de 

Pernambuco. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Investigar a presença de genes de virulência nos isolados de S. 

aureus; 

 Caracterizar os mecanismos de resistência à meticilina nos isolados 

de S. aureus dos municípios estudados: mecA e mecC; 

 Caracterizar e verificar a diversidade e distribuição dos isolados de S. 

aureus em diferentes municípios da Região Agreste do Estado de 

Pernambuco; 

 Comparar a ferramenta de tipagem molecular utilizada nesse estudo 

com outras ferramentas moleculares utilizadas em estudo prévio, a 

fim de indicar qual a metodologia ideal para detectar a relação clonal 

entre os isolados de S. aureus e sua dispersão. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1 ISOLADOS DE S. aureus 

 

Foram analisados 84 isolados de S. aureus, obtidos em 2005, provenientes 

de leite de vacas com mastite subclínica, e de queijo coalho de quatro municípios 

da região Agreste de Pernambuco (Gravatá, São Bento do Una, Caetés e 

Correntes) (Figura 5). Os isolados estavam estocados a –80oC em glicerol-BHI 

(1:1) na bacterioteca do Centro de Pesquisas Aggeu çMagalhães (CPqAM) 

(Anexo 1).  

No município de Gravatá, 38 isolados foram obtidos de duas propriedades 

(nove isolados da propriedade 1 e 29 da propriedade 2). Em São Bento do Una, 

27 isolados foram obtidos (cinco da propriedade 3 e 22 da propriedade 4). No 

Município de Caetés, 13 isolados foram estudados (dois da propriedade 5 e 11 da 

propriedade 6). No Município de Correntes seis isolados foram estudados (um da 

propriedade 7, quatro da propriedade 8 e um da propriedade 9) (Anexo 1).  

O DNA genômico  para uso em ensaios baseados em PCR foi extraído 

pelo método do fenol-clorofórmio-álcool isoamílico de acordo com Freitas e 

colaboradores (2008) e/ou usando o kit de extração DNeasy® Blood & Tissue kit 

com algumas modificações (Anexo 2). 
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Figura 5. Mapa do estado de Pernambuco (Brasil) dividido por Mesorregiões (parte superior). Na 

parte inferior, a Mesorregião Agreste dividida em municípios. Em destaque, os municípios onde 

foram realizadas coletas de leite mastítico e de queijo coalho.  
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Fonte: Silveira-Filho, 2007, com adaptações. 

 

4.2 PESQUISA DOS MECANISMOS DE RESISTÊNCIA À METICILINA: mecA E 

mecC 

 

O teste fenotípico de susceptibilidade antimicrobiana foi realizado em 

trabalho anterior (Silveira-Filho et al., 2014). A análise foi realizada de acordo com 

os padrões do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), em agar 

Mueller-Hinton, utilizando discos para oxacilina-meticilina (1 mg). A sensibilidade 

ou resistência foi observada após 24 ou 48h de incubação a 37oC. Neste estudo 

foram encontrados 31 S. aureus resistente à meticilina (MRSA). 

A amplificação do gene mecA na pesquisa de susceptibilidade à meticilina 

é prescrita como padrão-ouro na detecção dessa resistência (CLSI, 2012). 

O gene mecA (fragmento de 286pb) foi pesquisado em todos os isolados 

através de uma PCR uniplex com primer descrito por Kondo e colaboradores 

6 isolados 
de leite 

26 isolados 
de leite e 1 de 
ordenhadeira 

13 
isolados 
de leite 

32 isolados 
de leite 

e 6 de queijo 
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(2007). A cepa S. aureus MRSA3231 foi utilizada como controle positivo e ATCC 

25923 como controle negativo. As reações foram preparadas para um volume 

final de 25µl consistindo de KCl 50 mM; Tris-HCl 10 mM; MgCl 2 1,5 mM; dNTP 

200 mM; 20pmol de cada primer; 20 ng de DNA genômico de cada isolado; 1U de 

Taq DNA polimerase (Promega, Madison, WI). As condições de amplificação 

foram: desnaturação inicial a 95°C por dois minutos, seguida de 30 ciclos com 

desnaturação a 95°C por um minutos, anelamento à temperatura de 55°C por um 

minuto e extensão do fragmento a 72°C por um minuto, e uma etapa final de 

alongamento a 72°C por cinco minutos. 

 A pesquisa do gene mecC (fragmento de 304pb) foi realizada utilizando 

primers e condições de reação de acordo com Cuny e colaboradores (2011). As 

reações também foram preparadas para um volume final de 25µl como descrito 

acima, e as condições de amplificação foram: desnaturação inicial a 95°C por dois 

minutos, seguida de 30 ciclos com desnaturação a 94°C por 30 segundos, 

anelamento à temperatura de 50°C por 30 segundos e extensão do fragmento a 

72°C por 30 segundos, e uma etapa final de alongamento a 72°C por quatro 

minutos.  

 Os amplicons foram analisados em gel de agarose 1,5% (m/v), corados 

com SYBR® Green (PROMEGA), visualizados e fotografados no sistema de 

fotodocumentação L-PIX ex (Loccus Biotecnologia). 

 

4.3 INVESTIGAÇÃO DOS GENES DE VIRULÊNCIA  

 

Foram investigados 14 genes de virulência, pela técnica de PCR; os 

primers utilizados bem como as condições das reações estão descritos no quadro 

2. Todas as reações foram preparadas para um volume final de 25µl consistindo 

de KCl 50 mM; Tris-HCl 10 mM; MgCl2 1,5 mM; dNTP 200 mM; 20pmol de cada 

primer; 20 ng de DNA genômico de cada isolado; 1U de Taq DNA polimerase 

(Promega, Madison, WI).   

Os amplicons foram analisados em gel de agarose 1,5% (m/v), corados 

com SYBR® Green (PROMEGA), visualizados e fotografados no sistema de 

fotodocumentação L-PIX ex (Loccus Biotecnologia). Quatro amplicons de cada 

gene foram purificados com a enzima ExoSAP-IT (Affymetrix) e sequenciados em 
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sequenciador ABI Prism 3100 (Applied Biosystems), utilizando o BigDye Kit 

(Applied Biosystems), para confirmação dos amplicons. 
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Quadro 2. Sequências de primers utilizados e condições das reações de PCR para a análise dos genes de virulência nos isolados de S. aureus estudados. 

Gene Sequência do primer (5´- 3´) 
Tamanho 

(pb) 

Desnaturação 
inicial 

(Cº - tempo) 

Desnaturação 
(Cº - tempo) 

Anelamento 
(Cº - tempo) 

Alongamento 
(Cº - tempo) 

Extensão 
(Cº - 

tempo) 

Nº de 
ciclos 

Referência 

Fatores de adesão ao tecido do hospedeiro 

clfA 
ATTGGCGTGGCTTCAGTGCT 

CGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG 
292 94°C- 5´ 94ºC - 1´ 55ºC - 1´ 72ºC - 1´ 72ºC - 10´ 25 

Tristan et al 
(2003) 

clfB 
ACATCAGTAATAGTAGGGGGCAAC 

TTCGCACTGTTTGTGTTTGCAC 
205 94°C- 5´ 94ºC - 1´ 55ºC - 1´ 72ºC - 1´ 72ºC - 10´ 25 

Tristan et al 
(2003) 

fnbA 
CTCAATCATATAACGCAACAGT 

GTACAGTTTTAGGGTCAATA 
702 94°C- 5´ 94°C- 30´´ 48,7ºC - 30´´ 72ºC - 1´ 72ºC - 7´ 35 

Ote et al 
(2011) 

fnbB 
GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT 

CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC 
524 94°C- 5´ 94ºC - 1´ 55ºC - 1´ 72ºC - 1´ 72ºC - 10´ 25 

Tristan et al 
(2003) 

ebpS 
CACGAGACTATTAAAGATGCAGAAA 
TTATGGAATAACGATTTGTTGACCG 

1047 94ºC - 5´ 94ºC - 30´´ 52,8ºC - 30´´ 72ºC - 1´30´´ 72ºC - 7´ 35 
Ote et al 
(2011) 

sdrC 
CAACATTGATTTTTGGGTTAAGTGG 

GCAAATGCGACTTGTTCAAA 
802 94ºC - 5´ 94ºC - 30´´ 51,3ºC - 30´´ 72ºC - 1´ 72ºC - 7´ 35 

Ote et al 
(2011) 

Fatores de evasão do sistema imune 

spa 
TATATCTGGTGGCGTAACAC 
GTTGAAGTTATTTTGTTGCG 

229 94ºC - 5´ 94ºC - 30´´ 49,7ºC - 30´´ 72ºC - 30´´ 72ºC - 7´ 35 
Ote et al 
(2011) 

cap5 
ATG ACG ATG AGG ATA GCG 
CTC GGA TAA CAC CTG TTG 

881 94ºC - 3´ 94ºC - 30´´ 55ºC - 30´´ 72ºC - 1´ 72ºC - 7´ 32 
Moore e 
Lindsay 
(2001) 

cap8 
ATCGAAGAACATATCCAAGG 
TTCATCACCAATACCTTTTA 

834 94ºC - 5´ 94ºC - 30´´ 46,4ºC - 1´30´´ 72ºC - 1´ 72ºC - 7´ 35 
Ote et al 
(2011) 

icaA 
TCAGACACTTGCTGGCGCAGTC 

TCACGATTCTCTCCCTCTCTGCCATT 
936 95ºC - 15´ 95ºC - 1´ 60ºC - 1´-30´´ 72ºC - 1´ 72ºC - 10´ 32 

Campbell et 
al (2008) 

icaD 
AAACGTAAGAGAGGTGG 

GGCAATATGATCAAGATAC 
381 

 
94ºC - 5´ 95ºC - 45´´ 49ºC - 45´´ 72ºC - 1´ 72ºC - 7´ 30 

Vasudevan 
et al (2003) 

Fatores de lesão tecidual 

pvl 
TGCCAGACAATGAATTACCCCCATT 

TCTGCCATATGGTCCCCAACCA 
894 95ºC - 15´ 95ºC - 1´ 60ºC - 1´-30´´ 72ºC - 1´ 72ºC - 10´ 35 

Campbell et 
al (2008) 

hla 
TGCCGCAGATTCTGATATTAA 

TTTCTGAAGAACGATCTGTCCA 
845 94ºC - 5´ 94ºC - 30´´ 51,5ºC - 1´30´´ 72ºC - 1´ 72ºC - 7´ 35 

Ote et al 
(2011) 

hlb 
GCGGTTGTGGATTCGATAAT 

GGCTTTGATTGGGTAATGATC 
524 94ºC - 5´ 94ºC - 30´´ 50,9 - 30´´ 72ºC - 30´´ 72ºC - 7´ 35 

Ote et al 
(2011) 
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4.4 GENOTIPAGEM  

 

4.4.1 Tipagem de sequência multilocus (MLST) 

 

A técnica do MLST foi realizada segundo Enright e colaboradores (2000) e 

baseia-se na análise do polimorfismo das sequências de nucleotídeos do DNA de 

sete fragmentos internos de genes constitutivos (genes housekeeping) utilizando 

os primers que foram desenhados a partir de sequências altamente conservadas, 

flaqueadoras de regiões mais variáveis desses genes. As sequências dos 

primers, bem como o tamanho dos fragmentos amplificados para cada gene, 

encontram-se descritos no quadro 3. As reações foram preparadas para um 

volume final de 25µl como citado acima. As condições de amplificação foram: 

desnaturação inicial a 95°C por dois minutos, seguida de 30 ciclos com 

desnaturação a 95°C por um minuto, anelamento à temperatura de 55°C por um 

minuto e extensão do fragmento a 72°C por um minuto, finalizando com uma 

etapa de extensão a 72°C por cinco minutos. 

 A análise dos cromatogramas e montagem dos contigs foi realizada 

utilizando o pacote PHRED/PHRAP/CONSED (versões 0.071220.c, 1.090518, e 

23.0, respectivamente) (EWING; GREEN, 1998; GORDON et al., 1998). O 

alinhamento foi realizado utilizando o programa Mafft (versão 6.815b) (KATOH et 

al., 2005) e sua análise com o Jalview (versão 2.8) (WATERHOUSE et al., 2009). 

As sequências obtidas foram submetidas ao banco de dados público 

internacional MLST (http://saureus.mlst.net), para obtenção do perfil alélico e 

determinação do ST dos isolados. Como controle, além da ATCC25923, também 

foi utilizada a cepa MRSA02928, gentilmente cedida pelo laboratório PHIDL da 

Universidade de Pittsburgh.  
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Quadro 3. Sequência dos primers utilizados no MLST e o tamanho dos respectivos fragmentos 

sequenciados. 

Gene Primer Sequência de primers (5’→ 3’) Fragmento sequenciado (pb) 

arcC 
arcC-Up 
arcC-Dn 

 
TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC 

AGGTATCTGCTTCAATCAGCG 
456 

aroE 
aroE-Up 
aroE-Dn 

 
ATCGGAAATCCTATTTCACATTC 
GGTGTTGTATTAATAACGATATC 

456 

glpF 
glpF-Up 
glpF-Dn 

 
CTAGGAACTGCAATCTTAATCC 

TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC 
465 

gmk 
gmk-Up 
gmk-Dn 

 
ATCGTTTTATCGGGACCATC 

TCATTAACTACAACGTAATCGTA 
417 

pta 
pta-Up 
pta-Dn 

 
GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG 
GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA 

474 

tpi 
tpi-Up 
tpi-Dn 

 
TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA 
TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC 

402 

yqiL 
yqiL-Up 
yqiL-Dn 

 
CAGCATACAGGACACCTATTGGC 
CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC 

516 

 

4.4.1.1 Cálculo do índice discriminatório 

 

 O cálculo do índice discriminatório (DI) do MLST foi realizado como 

descrito por Hunter e Gaston (1988) através da fórmula: 

 

 

 Onde "N" é o número total de isolados na população, "s" é o número total 

de diferentes tipos descritos, e "nj" é o número de isolados que representa cada 

tipo.  

 O DI indica a probabilidade em que dois isolados selecionados 

aleatoriamente dentro da população testada serão classificados em diferentes 

tipos, ou seja, a capacidade que uma ferramenta de tipagem tem para distinguir 

entre as linhagens não relacionadas, sendo considerado desejável um DI maior 

que 0,90. 

 

 

 

 

 

DI = 1- [1/N(N-1)] ∑s nj(nj-1) 
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 4.4.1.2 Análise da dispersão e compartilhamento dos STs 

 

Para verificar a dispersão e compartilhamento dos haplótipos entre as 

populações estudadas foi criada uma rede de haplótipos utilizando o programa 

NETWORK, versão 4.6 (Bandelt et al, 1999). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 PESQUISA DOS MECANISMOS DE RESISTÊNCIA À METICILINA: GENES 

mecA E mecC  

 

 A pesquisa por PCR do gene mecA, responsável pelo principal mecanismo 

de resistência à meticilina e outros antibióticos β-lactâmicos, foi realizada nos 84 

S. aureus estudados. Todos os isolados, mesmo os 31 MRSA, foram negativos 

para o gene mecA.  

Foi realizada a pesquisa também para o gene homólogo mecC ou 

mecALGA251 e o mesmo resultado foi observado em todos os isolados 

pesquisados. Esse resultado sugere que estes isolados possam ser 

hiperprodutores de β-lactamase ou apresentem mecanismos de resistência 

adicional, porém análises complementares são necessárias para confirmar essa 

hipótese. 

 

5.2 INVESTIGAÇÃO DOS GENES DE VIRULÊNCIA 

 

 Foram investigados 14 genes de virulência (clfA, clfB, fnbA, fnbB, ebpS, 

sdrC, spa, cap5, cap8, icaA, icaD, pvl, hla e hlb) responsáveis pela adesão à 

diferentes células do hospedeiro, evasão do sistema imune e lesão tecidual, em 

todos os 84 isolados de S. aureus dos quatro municípios estudados (Anexo 1). 

Todos os isolados foram positivos para pelo menos sete dos 14 genes. Nenhum 

isolado apresentou todos os genes estudados. Os genes cap5, icaD e hlb 

estavam presentes em todos os isolados. Dos 84 isolados investigados, 83 (99%) 

foram positivos para o gene fnbA, 82 (98%) foram positivos para os genes ebpS e 

spa, 81 (~96%) para os genes clfA, clfB e sdrC, 79 (94%) positivos para icaA e 

hla, 39 (46%) apresentaram o gene fnbB, 18 (21%) o gene pvl e 4 (5%) foram 

positivos para o gene cap8 (Tabela 1. Anexo 1). Uma comparação entre as 

frequências observadas neste estudo e em outros estudos, tanto com isolados de 

origem bovina quanto de origem humana pode ser vista na tabela 1.  

 Analisando os isolados com base na combinação dos genes de virulência 

que eles apresentaram, foram observados 15 perfis de virulência, denominados 
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neste trabalho de PGV1-PGV15. Entre estes, quatro perfis foram mais frequentes 

(PGV1,3,4,6), e representaram 83% dos isolados analisados (Quadro 4). 

 Um grande número de isolados (74), pertencentes aos seis primeiros perfis 

(PGV1 - PGV6) foram negativos para no máximo três genes, porém nunca 

referente à mesma função (adesão, evasão e lesão). Assim, 88% dos isolados 

apresentaram alta frequência para a maioria dos genes estudados (Quadro 4). 

 Os 31 isolados MRSA foram distribuídos em nove dos 15 perfis de 

virulência (PGV1: três isolados, PGV3: 15 isolados, PGV4: quatro isolados, PGV6: 

três isolados, PGV7: dois isolados, PGV9: um isolado, PGV12: um isolado, 

PGV13: um isolado e PGV14: um isolado) (Quadro 4). 

 Fazendo a análise considerando, separadamente, as funções de adesão, 

evasão e lesão, pode-se observar 7, 4 e 3 perfis, respectivamente (Quadros 5a, 

5b, 5c). Dos genes relacionados à função de adesão, estiveram presentes, pelo 

menos, dois dos seis que foram estudados. Os dois perfis mais frequentes 

(PGVA1 e PGV2), representantes de 92% dos isolados, foram positivos para 

todos ou cinco dos seis genes (Quadro 5a). Nos municípios de Gravatá, Caetés e 

Correntes, com exceção do gene fnbB, todos os outros com a função de adesão 

apresentaram uma alta frequência, estando presente sempre em 95% ou mais 

dos isolados. No município de São Bento do Una os genes fnbB e sdrC 

apresentaram uma frequência de 89% (Tabela 2). 
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Tabela 1: Comparação entre as frequências dos genes de virulência presentes em isolados bovinos e humanos, neste e em outros estudos  

Genes de 
virulência 

Frequência 
neste 

estudo 

Frequência observada em outros estudos utilizando os mesmo genes 
Klein 
et al, 
2012* 

Ote 
et al, 
2011* 

Pereyra 
et al, 
2016* 

Xu 
et al, 
2015* 

Yang 
et al, 
2012* 

Prashant 
et al, 
2013* 

Mitra 
et al, 
2013* 

Koramian 
et al, 
2015* 

Kot 
et al, 
2016* 

Camussone 
et al, 
2012* 

Szweda 
et al, 
2012* 

Coelho 
et al, 
2011* 

Koramian 
et al, 

2015** 

Ghasemian 
et al, 

2016** 

Bekir 
et al, 

2012** 

Yu 
et al, 

2012** 

clfA 94% 50,6% 96,9% 100% 89,3% - - - - - - - - - - - - 
clfB 94% 91,8% 96,9% 100% 85,7% - - - - - - - - - - - - 
fnbA 99% - 83,8% 100% 0% 97% - 98,8% 50% 14,5% - - - 0,8% 56% 56,1% - 
fnbB 46% - - 90% 75% 0% - 68,8% 61,1% 50% - - - 56% 46% - - 
ebpS 98% - 96,9% - - - - - 61,1% 50% - - - 12% 11% - - 
sdrC 94% 85,9% 96,5% - - - - - - - - - - - - - 92,1% 
Spa 98% 85,9% 85,6% - 96,4% - - - - - - - - - - - - 
cap5 100% - 33,6% - - 59% - - - - 52,9% - - - - - - 
cap8 5% - 68,6% - - 23% - - - - 11,4% - - - - - - 
icaA 94% - - 95% - - - - 91,1% - - 100% 22% 85,6% 71% - 89,9% 
icaD 100% - - 100% - - - - 91,1% - - 100% 20% 86,4% 41% - - 
Pvl 21% - 0,4 - - - 0% 41,6% - - - - - - - - 23,6% 
hla 94% - 98,7% - 96,4% 85% - - - - - - 24% - - - 80,9% 
hlb 100% - 99,1% - 92,9% 82% - - - - - - 16% - - - 67,4% 

Nota: * Estudo realizado com isolados de origem bovina; **Estudo realizado com isolados de origem humana. 

Obs.: O gene fnbB apresentou frequência geral neste estudo de 46%, mas variou bastante entre os municípios (Gravatá - 5%; São Bento do Una - 89%; Caetés - 31%; Correntes - 33%). O gene cap8 teve frequência geral de aproximadamente 

5%, também com variação entre os municípios (Gravatá - 5%; São Bento do Una - 0%; Caetés - 0%; Correntes - 33%).  
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Quadro 4: Perfis observados analisando-se a combinação dos genes de virulência presentes em cada isolado. 

Perfis 
Fatores de adesão  Fatores de evasão  Fatores de lesão Nº de 

isolados 
(%) 

Isolados 
Quantidade 
de genes 
positivos 

clfA clfb fnbA fnbB ebpS sdrC  spa cap5 cap8 icaA icaD  pvl hla Hlb 

PGV1 + + + + + +  + + - + +  + + + 7 (8,3) 
18B*, 19B, 26B*, 34B*, 

11C, 12C, 3D 
13 

PGV2 + + + + + +  + + + + +  - + + 1 (1,2) 31A 13 

PGV3 + + + + + +  + + - + +  - + + 21 (25) 

59A, 1B*, 4B*, 5B*, 
6B*, 8B*, 9B, 10B*, 
11B*, 12B*, 13B*, 

17B*, 22B, 23B*, 29B*, 
32B*, 35B*, 36B*, 1C, 

2C, 8D 

12 

PGV4 + + + - + +  + + - + +  + + + 11 (13,1) 
22A, 57A*, 61A, 85A*, 
27B*, 28B*, 7C, 8C, 

9C, 10C, 13C 
12 

PGV5 + + + - + +  + + + + +  - + + 3 (3,6) 19A, 2D, 10D 12 

PGV6 + + + - + +  + + - + +  - + + 31 (37) 

1A, 4A, 20A, 25A, 26A, 
38A, 40A, 53A, 62A, 

63A, 70A, 76A*, 81A*, 
83A*, 84A, 86A, 87A, 
92A, 95A, 96A, 99A, 
100A, 101A, 102A, 

103A, 104A, 3C, 4C, 
5C, 6C, 4D 

11 

PGV7 + + + + + -  + + - + +  - - + 2 (2,4) 20B*, 21B* 10 
PGV8 + + + - + +  + + - + +  - - + 1 (1,2) 21A 10 
PGV9 + + + - + +  + + - - +  - + + 1 (1,2) 90A* 10 
PGV10 + + + - + +  - + - + +  - + + 1 (1,2) 1D 10 
PGV11 + + + + - -  + + - - +  - + + 1 (1,2) 14B 9 
PGV12 + + + - - +  + + - - +  - - + 1 (1,2) 82A* 8 
PGV13 - - + - + +  - + - + +  - + + 1 (1,2) 3B* 8 
PGV14 - - + - + +  + + - - +  - - + 1 (1,2) 51A* 7 
PGV15 - - - - + +  + + - - +  - + + 1 (1,2) 88A 7 

Nota: *Isolados MRSA 
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Quadro 5a: Perfis observados analisando-se a combinação dos genes de virulência com função 

de adesão presentes em cada isolado. 

Perfis 
Nº de amostras 

(%) 
clfA clfb fnbA fnbB ebpS sdrC 

Quantidade de genes 
positivos 

PGVA1 29 (34,5) + + + + + + 6 
PGVA2 48 (57,1) + + + - + + 5 
PGVA3 2 (2,4) + + + + + - 5 
PGVA4 1 (1,2) + + + - - + 4 
PGVA5 1 (1,2) + + + + - - 4 
PGVA6 2 (2,4) - - + - + + 3 
PGVA7 1 (1,2) - - - - + + 2 

 

 Os genes com função de evasão estiveram presentes em pelo menos três 

dos cinco genes estudados, e dos quatro perfis observados o mais frequente 

(PGVE2), representando 87% dos isolados,  foi negativo apenas para o gene 

cap8 (Quadro 5b). Os quatro municípios apresentaram frequência superior à 80% 

para todos os genes pesquisados com função de evasão, com exceção do gene 

cap8 que não estava presente nos isolados dos municípios de São Bento do Una 

e Caetés; em Gravatá, apenas 5% dos isolados apresentaram o cap8 e no 

município de Correntes, a frequência observada foi de 33% (Tabela 3). 

 

Quadro 5b: Perfis observados analisando-se a combinação dos genes de virulência com função 

de evasão presentes em cada isolado. 

Perfis Nº de amostras (%) spa cap5 cap8 icaA IcaD Quantidade de genes positivos 

PGVE1 4 (4,8) + + + + + 5 
PGVE2 73 (87) + + - + + 4 
PGVE3 5 (6) + + - - + 3 
PGVE4 2 (2,4) - + - + + 3 

 

 Dentre os três genes com função de lesão ao tecido do hospedeiro, o 

menos frequente foi o pvl. Todos os isolados foram positivos para pelo menos um 

dos genes. Dos três perfis observados, o mais frequente (PGVL2), representando 

73% dos isolados, foi positivo para os genes hla e hlb, e negativo apenas para o 

gene pvl (Quadro 5c). Dentre os genes responsáveis pela lesão tecidual pode-se 

observar frequência superior à 90% em todos os municípios para hla e hlb, 

enquanto que o pvl só foi superior à 50% no município de Caetés (Tabela 4). 
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Quadro 5c: Perfis observados analisando-se a combinação dos genes de virulência com função 

de lesão tecidual presentes em cada isolado. 

Perfis Nº de amostras (%) pvl hla hlb Quantidade de genes positivos 
PGVL1 18 (21,4) + + + 3 
PGVL2 61 (72,6) - + + 2 
PGVL3 5 (6) - - + 1 
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Tabela 2: Frequência dos genes de adesão por município estudado. 

 

 

Tabela 3: Frequência dos genes de evasão por município estudado. 

Município 
Spa cap5 cap8 icaA icaD 

+ (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%) 

Gravatá 
(38 isolados) 

38 (100%) 0 (0%) 38 (100%) 0 (0%) 2 (5%) 36 (95%) 34 (89%) 4 (11%) 38 (100%) 0 (0%) 

São Bento do Una 
(27 isolados) 

26 (96%) 1 (4%) 27 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 27 (100%) 26 (96%) 1 (4%) 27 (100%) 0 (0%) 

Caetés 
(13 isolados) 

13 (100%) 0 (0%) 13 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 13 (100%) 13 (100%) 0 (0%) 13 (100%) 0 (0%) 

Correntes 
(6 isolados) 

5 (83%) 1 (17%) 6 (100%) 0 (0%) 2 (33%) 4 (67%) 6 (100%) 0 (0%) 6 (100%) 0 (0%) 

Total 82 2 84 0 4 80 79 5 84 0 

 

   

 

Município 
ebpS clfA clfb fnbA fnbB sdrC 

+ (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%) 

Gravatá 
(38 isolados) 

37 (97%) 1 (3%) 36 (95%) 2 (5%) 36 (95%) 2 (5%) 37 (97%) 1 (3%) 2 (5%) 36 (95%) 38 (100%) 0 (0%) 

São Bento do Una 
(27 isolados) 

26 (96%) 1 (4%) 26 (96%) 1 (4%) 26 (96%) 1 (4%) 27 (100%) 0 (0%) 24 (89%) 3 (11%) 24 (89%) 3 (11%) 

Caetés 
(13 isolados) 

13 (100%) 0 (0%) 13 (100%) 0 (0%) 13 (100%) 0 (0%) 13 (100%) 0 (0%) 4 (31%) 9 (69%) 13 (100%) 0 (0%) 

Correntes 
(6 isolados) 

6 (100%) 0 (0%) 6 (100%) 0 (0%) 6 (100%) 0 (0%) 6 (100%) 0 (0%) 2 (33%) 4 (67%) 6 (100%) 0 (0%) 

Total 82 2 81 3 81 3 83 1 32 52 81 3 
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Tabela 4: Frequência dos genes de lesão por município estudado. 

Município 
pvl Hla hlb 

+ (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%) 

Gravatá 
(38 isolados) 

4 (10,5%) 34 (89,5%) 35 (92%) 3 (8%) 38 (100%) 0 (0%) 

São Bento do Una 
(27 isolados) 

6 (22%) 21 (78%) 25 (93%) 2 (7%) 27 (100%) 0 (0%) 

Caetés 
(13 isolados) 

7 (54%) 6 (46%) 13 (100%) 0 (0%) 13 (100%) 0 (0%) 

Correntes 
(6 isolados) 

1 (17%) 5 (83%) 6 (100%) 0 (0%) 6 (100%) 0 (0%) 

Total 18 66 84 0 79 5 

  

 

5.3 GENOTIPAGEM DE S. aureus 

 

5.3.1 Tipagem de sequência multilocus (MLST) 

 

 Os 84 isolados de S. aureus deste estudo foram analisados pelo MLST e 

agrupados em oito tipos de sequências (STs), definidos pela combinação dos 

alelos de cada um dos sete genes housekeeping (Figura 6. Tabela 5). O DI 

apresentado foi de 0,73. Das 84 amostras estudadas, 34 (40%) foram agrupadas 

em quatro STs (ST2987, ST2988, ST3257 e ST3258) descritos pela primeira vez 

neste trabalho e denominados após a submissão das novas sequências ao 

curador do banco de dados do MLST (Tabela 5). 

 Dois dos novos STs (ST2987 e ST2988) foram relacionados ao ST126 já 

descrito. O ST2987 diferiu apenas no gene yqiL nas posições 192 [A - G], 303 [G - 

A] e 333 [C - T] passando a apresentar o alelo 3, enquanto no ST126 o alelo 

correspondente é o 40. O ST2988 diferiu no gene arcC na posição 111 [T - C], 

passando a apresentar o alelo 330, enquanto que no ST126 o alelo 

correspondente foi o 3 (Quadro 6). 

 

Figura 6 – Gel representativo dos produtos de amplificação da PCR dos genes housekeeping 

(arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi e yqiL).Linha  M - marcador de peso molecular (DNA ladder 

100pb). Colunas 1- 19A, 2 – 26B, 3 – 5C, 4 – 2D. 

 

 
pta tpi yqiL 

1  2  3 4 1  2  3 4 1  2  3 4 600 pb 

arcC aroE glpF gmk 

1  2  3 4 1  2  3 4 1  2  3 4 1  2  3 4 

M M M M M M M 
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 Os outros dois novos STs (ST3257 e ST3258) foram relacionados ao ST97. 

O ST3257 diferiu no gene glpF na posição 81 [C - T], apresentando o alelo 429, 

enquanto no ST97 o alelo é o 1. O ST 3258 possui o alelo 468, enquanto no ST97 

o alelo é o 1, diferentes entre si na posição 57 [A - T] do gene aroE (Quadro 6).  

 O tipo de sequência mais frequente nos isolados foi o ST2988 (30 isolados 

- 36%), seguido do ST97 (25 isolados - 30%) e ST126 (21 isolados - 25%); juntos 

esses três STs representaram 91% dos isolados estudados (Tabela 5). 

 ST126 foi o único presente em todos os municípios. O ST97 foi observado 

em três municípios (São Bento do Una, Caetés e Correntes), os STs 1624 e 2988, 

em dois municípios (São Bento do Una e Caetés, e Gravatá e São Bento do Una, 

respectivamente), e os demais STs em apenas um município (ST1 - Correntes; 

ST2987 - Caetés; ST3257 - Caetés e ST3258 - Correntes, sendo os três últimos, 

STs novos). O ST2988, também novo, foi observado em Gravatá e São Bento do 

Una (Tabela 5).  

 Na propriedade 2 (Gravatá) foi possível observar cepas de diferentes 

fontes de isolamento (queijo e leite) pertencendo ao mesmo ST (Anexo 1). 
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Tabela 5. Tipos de sequências (STs) observados nos 84 isolados estudados e suas respectivas frequências e localidades de isolamento. 

 

STs 
Alelos 

arcC/aroE/glpF/gmk/pta/tpi/yqiL 
Nº de isolados 

(%) 
Local de isolamento da bactéria 

ST1 1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1 02 (~2,4%) 02 - Correntes 
    
 

ST97 
3 / 1 / 1 / 1 / 1 / 5 / 3 25 (~30%) 21 - São Bento Una; 02 - Caetés; 02 Correntes 

    
ST126 3 / 68 / 1 / 4 / 1 / 5 / 40 21 (~25%) 09 - Gravatá; 04 - São Bento Una; 07 - Caetés; 01 - Correntes 

    
ST1624 3 / 1 / 1 / 1 / 1 / 5 / 40 02 (~2,4%) 01 - São Bento Una; 01 - Caetés 

    
*ST2987 3 / 68 / 1 / 4 / 1 / 5 / 3 02 (~2,4%) 02 - Caetés 

    
*ST2988 330 / 68 / 1 / 4 / 1 / 5 / 40 30 (~36%) 29 - Gravatá; 01 - São Bento do Una 

    
*ST3257 3 / 1 / 429 / 1 / 1 / 5 / 3 1 (~1%) 01 - Caetés 

    
*ST3258 3 / 468 / 1 / 1 / 1 / 5 / 3 1 (~1%) 01 - Correntes 

Nota: *ST’s novos. 
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 Caetés foi o município que abrigou o maior número de isolados com STs 

diferentes (ST97, ST126, ST1624, ST2987 e ST3257), seguido por São Bento do Una 

e Correntes, ambos abrigando isolados que apresentaram quatro STs (ST97, ST126, 

ST1624 e ST2988; ST1, ST97, ST126 e ST3258, respectivamente). Gravatá abrigou 

apenas isolados que apresentaram dois STs (ST126 e ST2988) (Tabela 5). 

 O ST1, quando comparado aos outros STs, diferiu em pelo menos três dos 

genes, não sendo, portanto, relacionado a nenhum outro ST encontrado neste estudo. 

Esse tipo de sequência foi observado em apenas dois isolados (2D e 10D - município 

de Correntes) (Anexo 1). 

 Os oito STs foram incluídos em três complexos clonais: CC1 (ST1/dois isolados), 

CC97 (ST97, ST1624, ST3257 e ST3258/29 isolados) e CC126 (ST126, ST2987 e 

ST2988/53 isolados) (Quadro 6; Figura 7). 

 

Quadro 6: Comparação entre os STs fundadores de cada Complexo Clonal e os STs relacionados.   

Nota: *STs descritos pela primeira vez neste estudo. 
Cada cor destaca um CC, sendo o ST ancestral, o primeiro de cada grupo em negrito e que dá nome ao 
seu CC. 
  

 Para verificar o nível de compartilhamento de nucleotídeos entre os STs 

identificados neste estudo e suas frequências de distribuição entre os municípios foi 

gerada uma rede de haplótipos que pode ser observada na figura 7.  

 O menor número de diferença entre dois STs foi de um nucleotídeo (ST97-

ST3257, ST97-ST3258, e ST126-ST2988). Alguns STs diferiram entre si em mais de 

um polimorfismo, porém dentro do mesmo gene, como foi o caso dos ST97 e ST1624, 

e ST126 e ST2987, ambos com três polimorfismos no gene yqiL (Figura 7). 

 Os STs 97 e 2987 apresentaram polimorfismo nos genes arcC (1 nucleotídeo) e 

gmk (5 nucleotídeos). Nos STs 126 e 1624, as diferenças foram nos genes aroE (1 

nucleotídeo) e gmk (5 nucleotídeos) (Figura 7).  

CC 

(Nº isolados) 
ST 

Nº de 
isolados 

Sequência Alélica 
arcC/aroE/glpF/gmk/pta/tpi/yqiL 

Gene (Alelos ≠ entre o 
ancestral e os outros 
STs do mesmo CC) 

Dif. 
nucleotídicas/ 

Posição 

CC1 

(2 isolados) 
ST1 2 1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1 - - 

CC97 

(29 isolados) 

ST97 25 3 / 1 / 1 / 1 / 1 / 5 / 3 - - 

ST1624 2 3 / 1 / 1 / 1 / 1 / 5 / 40 yqiL (3 - 40) 
G - A/ 192 
A - G/ 303 
T - C/ 333 

*ST3257 1 3 / 1 / 429 / 1 / 1 / 5 / 3 glpF (1 - 429) C - T/ 81 

*ST3258 1 3 / 468 / 1 / 1 / 1 / 5 / 3 aroE (1 - 468) A - T/ 57 

CC126 

(53 isolados) 

ST126 21 3 / 68 / 1 / 4 / 1 / 5 / 40 - - 

*ST2987 2 
 

3 / 68 / 1 / 4 / 1 / 5 / 3 
yqiL (40 - 3) 

A - G/ 192 
G - A/ 303 
C - T/ 333 

*ST2988 30 330 / 68 / 1 / 4 / 1 / 5 / 40 arcC (3 - 330) C - T/ 111 
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 O ST1 foi o que mais diferiu dos demais, estando mais próximo do ST1624, 

porém com nove polimorfismos distribuídos em três genes (3 - arcC; 5 - tpi; 1 - yqiL) 

(Figura 7). 

 

Figura 7: Rede de haplótipos mostrando os oito STs interligados. 

 

Nota: O tamanho dos círculos é proporcional ao número de indivíduos observados no haplótipo a que o 
círculo se refere. Entre as linhas que ligam dois STs, pode-se observar o número de diferenças entre os 
mesmo e em quais genes essas diferenças estão presentes.  
    Gravatá        São Bento do Una          Caetés        Correntes 
 
 

 Os PGV1, 7 e 10, foram restritos aos isolados pertencentes ao CC97, enquanto 

os PGV2, 4, 6, 8, 9, 11, 12, 13, 14 e, 15, foram restritos aos isolados pertencentes ao 

CC126. O PGV3 foi comum à isolados do CC97 e CC126, enquanto o PGV5 foi comum 

à isolados do CC126 e CC1 (Anexo 1). 

 

5.3.2 Correlação do MLST com as outras ferramentas de tipagem 

 

 Os mesmos isolados deste estudo foram analisados em um trabalho anterior 

realizado por Silveira-Filho et al. (2014) para avaliar a distribuição clonal de S. aureus 

utilizando diferentes métodos de tipagem. Os isolados foram tipados pelo polimorfismo 

do gene da coagulase (gene coa), ITS-PCR e a eletroforese em gel de campo pulsado 

(PFGE). O mais alto poder discriminatório foi obtido pelo PFGE (0,81), seguido da ITS-

PCR (0,71) e da PCR-coa (0,46). Os cálculos do índice discriminatório tiveram que ser 

 

 

 
CC126 

CC97 

CC1 
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refeitos para que os resultados pudessem ser comparados aos desta pesquisa, uma 

vez que o número total de isolados utilizados por Silveira-Filho et al. (2014) foi 94, 

enquanto neste estudo foram 84. Foi observado por Silveira-Filho et al. (2014) que 

apesar de apresentar o maior DI, o PFGE não permitiu compreender a epidemiologia 

da região por causa da grande diversidade de clones de S. aureus que foram 

encontrados, provavelmente devido ao acúmulo de mutações durante o processo de 

adaptação ao hospedeiro. Além disso, o PFGE é uma técnica morosa e mais cara que 

as técnicas de PCR. Sobre a PCR-coa os autores concluíram que o número limitado de 

coagulotipos encontrados sugere uma forte pressão seletiva do gene coa, além de 

refletir a limitada localização geográfica. A ITS-PCR pareceu a melhor abordagem para 

estabelecer a relação clonal entre os S. aureus isolados de diferentes propriedades 

leiteiras, devido à sua praticidade, baixo custo e eficiência. No entanto, neste trabalho 

permaneceu a necessidade de adicionar aos resultados obtidos uma técnica de 

genotipagem mais refinada e detalhada.  

 Os resultados do MLST foram então comparados com os obtidos por estas 

técnicas. Foi possível observar que o MLST (DI - 0,73), assim como as outras três 

ferramentas, permitiu estabelecer uma relação clonal entre isolados obtidos de 

diferentes fontes de isolamento (leite, queijo e ordenhadeira), além de permitir observar 

a dispersão clonal entre propriedades do mesmo município e entre municípios 

diferentes. 

 A análise com a associação das quatro ferramentas de tipagem (PCR-coa, ITS-

PCR, PFGE e MLST) gerou 39 perfis (P1-P39), dos quais 23 (~59%) representavam 

uma única amostra, cada (Quadro 7). Alguns isolados, mesmo com o mais elevado 

índice discriminatório (0,95) observado com a associação dessas ferramentas, 

permaneceram dentro de um mesmo perfil, sendo, portanto, indistinguíveis. Dentre 

estas, 38 (45%) fazem parte dos cinco perfis mais frequentes: P4 (12 isolados), P26 

(11 isolados), P33 (6 isolados), P17 (5 isolados) e P13 (4 isolados). 

 O alto índice discriminatório também não impediu que fosse observada a 

correlação entre isolados obtidos a partir de leite de vaca com mastite e isolados 

obtidos a partir de queijo coalho e ordenhadeira (P12: 35B - ordenhadeira - e 36B - 

leite; P33: 57A ; 82A - leite - e 99A; 102A; 103A, 104A - queijo coalho; P26: 61A; 63A; 

76A; 83A; 87A; 95A; 96A; 1A; 4A - leite - e 100A; 101A - queijo coalho). Por outro lado, 

a associação das quatro ferramentas comprometeu a observação da dispersão clonal 

entre os diferentes municípios estudados. Esse grande número de perfis observados 
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com essa associação ocorreu devido ao PFGE que,  isoladamente, foi a ferramenta 

mais discriminatória (DI: 0,81). Assim, a análise utilizando a associação entre 

ferramentas foi refeita excluindo-se o PFGE. A associação do MLST, ITS-PCR e PCR-

Coa (DI: 0,84) gerou 15 perfis (PG1-PG15) dos quais 7 (~47%) representaram uma 

única amostra, cada (Quadro 8). Os cinco perfis mais frequentes englobaram 84,5% 

(71) dos isolados estudados; foram eles: PG4 (23), PG5 (17), PG9 (16), PG10 (11) e 

PG6 (4). 

 Essa associação também permitiu observar a correlação entre isolados obtidos a 

partir de leite de vaca com mastite e isolados obtidos a partir de queijo coalho e 

ordenhadeira (PG4: 35B - ordenhadeira - e 26B, 18B, 1B, 4B, 5B, 6B, 8B, 9B, 10B, 

11B, 13B, 17B, 20B, 21B, 19B, 23B, 29B, 32B, 34B, 36B, 11C, 3D - leite; PG10: 51A, 

59A, 53A, 57A, 82A, 62A, 85A - leite - e 99A; 102A; 103A, 104A - queijo coalho; PG9: 

61A; 63A; 76A; 83A; 87A; 95A; 96A; 1A; 4A, 70A, 84A, 90A, 92A, 86A - leite - e 100A; 

101A - queijo coalho).  

 Também foi possível observar a dispersão clonal entre os diferentes municípios. 

Os perfis genotípicos são aqui representados pelo conjunto dos perfis do MLST, ITS-

PCR e PCR-coa, seguindo essa ordem. O perfil PG5 (126/R1/Coa1A) mostrou-se 

disseminado nos quatro municípios estudados. O segundo perfil mais disseminado foi o 

PG4 (97/R10/Coa2), identificado nos municípios de São Bento do Una, Caetés e 

Correntes. Outros dois perfis, o PG6 (126/R2/Coa1A) e o PG7 (1624/R10/Coa2), foram 

observados em dois dos quatro municípios estudados, Gravatá e Caetés, e São Bento 

do Una e Caetés, respectivamente. O terceiro (PG9: 2988/R1/Coa1A)  e o quarto 

(PG10: 2988/R4/Coa1A) perfis mais frequentes ficaram restritos ao município de 

Gravatá.   

 Essa associação concentrou a maioria dos MRSA (61%) no perfil PG4 (Quadro 

9). 
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Quadro 7: Perfis gerados a partir da análise da associação das quatro ferramentas de tipagem (MLST, PFGE, ITS-

PCR, PCR-Coa) 

Número 
do perfil 

Perfil 
(MLST/PFGE/ITS-PCR/PCR-coa) 

Quant. de 
isolados 

Isolados 

P1 1/G3/R3/Coa1B 2 2D, 10D 

P2 97/B4/R10/Coa2 1 34B 

P3 97/B5/R10/Coa2 1 23B 

P4 97/C1/R10/Coa2 12 1B, 4B, 5B, 6B, 8B, 9B, 10B, 11B, 13B, 17B, 20B, 21B 

P5 97/C2/R10/Coa2 2 18B , 26B 

P6 97/D3/R7/Coa2 1 1C 

P7 97/D3/R10/Coa2 1 11C 

P8 97/G2/R9/Coa2 1 8D 

P9 97/G2/R10/Coa2 1 3D 

P10 97/H/R10/Coa2 1 19B 

P11 97/J1/R10/Coa2 2 29B, 32B 

P12 97/J2/R10/Coa2 2 **35B, 36B 

P13 126/A1/R1/Coa1A 4 3C, 7C, 8C, 9C 

P14 126/A2/R1/Coa1A 1 4C 

P15 126/A1/R2/Coa1A 2 5C, 6C 

P16 126/B1/R1/Coa1A 2 14B, 22B 

P17 126/B3/R1/Coa1A 5 22A, 26A, 31A, 38A, 40A 

P18 126/B3/R2/Coa1A 2 20A, 25A 

P19 126/C1/R1/Coa1A 1 27B 

P20 126/E/R1/Coa1A 1 28B 

P21 126/F/R1/Coa1A 1 4D 

P22 126/G1/R1/Coa1A 2 19A, 21A 

P23 1624/C1/R10/Coa2 1 12B 

P24 1624/D3/R10/Coa2 1 12C 

P25 2987/A1/R1/Coa1A 2 10C, 13C 

P26 2988/B1/R1/Coa1A 11 1A, 4A, 61A, 63A, 76A, 83A, 87A, 95A, 96A, 100A, 101A 

P27 2988/B1/R4/Coa1A 2 51A, 59A 

P28 2988/B2/R1/Coa1A 1 70A 

P29 2988/B2/R4/Coa1A 1 62A 

P30 2988/B3/R4/Coa1A 1 53A 

P31 2988/C1/R10/Coa2 1 3B 

P32 2988/I1/R1/Coa1A 3 84A, 90A, 92A 

P33 2988/I1/R4/Coa1A 6 57A, 82A, *99A, *102A, *103A, *104A 

P34 2988/I2/R1/Coa1A 1 86A 

P35 2988/I2/R4/Coa1A 1 85A 

P36 2988/I3/R5/Coa1A 1 81A 

P37 2988/J3/R6/Coa1A 1 88A 

P38 3257/D3/R10/Coa2 1 2C 

P39 3258/C3/R7/Coa2 1 1D 

Nota: * Isolados obtidos a partir de queijo coalho; ** isolado obtido a partir da ordenhadeira; isolados MRSA 

 Foi analisada ainda a associação das ferramentas MLST e ITS-PCR. Pode-se 

observar que a exclusão dos resultados da PCR-coa da análise em nada alterou os 

perfis obtidos com a associação MLST/ITS-PCR/PCR-coa, mostrando que esta 

ferramenta não interferia no resultado. Foram obtidos os mesmos 15 perfis, agora 

chamados de PG1´-PG15´ (Quadro 9) apenas para diferenciar dos obtidos na análise 

anterior, e consequentemente o DI (0,84) também se manteve. 
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Quadro 8: Perfis gerados a partir da análise da associação de três ferramentas de tipagem: MLST, ITS-

PCR, PCR-Coa. 

Número 
do perfil 

Perfil 
(MLST/ITS-PCR/PCR-coa) 

Quant. de 
isolados 

Isolados 

PG1 1/R3/Coa1B 2 2D, 10D 

PG2 97/R7/Coa2 1 1C 

PG3 97/R9/Coa2 1 8D 

PG4 97/R10/Coa2 23 
26B, 18B, 1B, 4B, 5B, 6B, 8B, 9B, 10B, 11B, 13B, 17B, 

20B, 21B, 19B, 23B, 29B, 32B, 34B, **35B, 36B, 11C, 3D 

PG5wq 126/R1/Coa1A 17 
19A, 21A, 22A, 26A, 31A, 38A, 40A, 14B, 22B, 27B, 28B, 

3C, 7C, 8C, 9C, 4C, 4D 

PG6 126/R2/Coa1A 4 20A, 25A, 5C, 6C 

PG7 1624/R10/Coa2 1 12B, 12C 

PG8 2987//R1/Coa1A 2 10C, 13C 

PG9 2988/R1/Coa1A 16 
61A, 63A, 76A, 83A, 87A, 95A, 96A, 1A, 4A, 100A, 101A, 

70A, 84A, 90A, 92A, 86A 

PG10 2988/R4/Coa1A 11 
51A, 59A, 53A, 57A, 82A, *99A, *102A, *103A, *104A, 62A, 

85A 

PG11 2988/R5/Coa1A 1 81
A
 

PG12 2988/R6/Coa1A 1 88
A
 

PG13 2988/R10/Coa2 1 3B 

PG14 3257/R10/Coa2 1 2C 

PG15 3258/R7/Coa2 1 1D 

 Nota: * Isolados obtidos a partir de queijo coalho; ** isolado obtido a partir da ordenhadeira; isolados 
MRSA 
 

Quadro 9: Perfis gerados a partir da análise da associação de duas ferramentas de tipagem: MLST e 

ITS-PCR. 

Número 
do perfil 

Perfil 
(MLST/ITS-PCR) 

Quant. de 
isolados 

Isolados 

PG1´ 1/R3 2 2D, 10D 

PG2´ 97/R7 1 1C 

PG3´ 97/R9 1 8D 

PG4´ 97/R1 23 
1B, 4B, 5B, 6B, 8B, 9B, 10B, 11B, 13B, 17B, 18B, 19B,  

20B, 21B, 23B, 26B, 29B, 32B, 34B, **35B, 36B, 11C, 3D 

PG5´ 126/R1 17 
19A, 21A, 22A, 26A, 31A, 38A, 40A, 14B, 22B, 27B, 28B, 

3C, 4C, 7C, 8C, 9C, 4D 

PG6´ 126/R2 4 20A, 25A, 5C, 6C 

PG7´ 1624/R10 1 12B, 12C 

PG8´ 2987/R1 2 10C, 13C 

PG9´ 2988/R1 16 
1A, 4A, 61A, 63A, 70A, 76A, 83A, 84A, 86A, 87A, 90A, 92A 

95A, 96A, 100A, 101A, 

PG10´ 2988/R4 11 
51A, 59A, 53A, 57A, 82A, *99A, *102A, *103A, *104A, 62A, 

85A 

PG11´ 2988/R5 1 81A 

PG12´ 2988/R6 1 88A 

PG13´ 2988/R10 1 3B 

PG14´ 3257/R10 1 2C 

PG15´ 3258/R7 1 1D 

Nota: * Isolados obtidos a partir de queijo coalho; ** isolado obtido a partir da ordenhadeira; isolados 
MRSA 
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6. DISCUSSÃO 

 

6.1 PESQUISA DOS MECANISMOS DE RESISTÊNCIA À METICILINA: mecA E mecC 

 

 Os 84 isolados estudados foram analisados em estudo prévio do nosso grupo de 

pesquisa (SILVEIRA-FILHO et al, 2014) quanto à suscetibilidade à meticilina, o qual 

identificou resistência em 31 (37%) isolados (Anexo 1).  

 A pesquisa do gene mecA e do seu homólogo, mecC, revelou que mesmo os 

isolados fenotipicamente resistentes foram negativos para ambos, sugerindo não ser o 

mecanismo responsável pela resistência a meticilina nos 31 isolados MRSA deste 

estudo. Resultados semelhantes, tanto em isolados humanos quanto de origem animal, 

também foram observados em outros estudos no Brasil (MELO et al, 2014), na China 

(LI et al, 2015) e na Escócia (BA et al, 2014). 

  Embora ainda não estejam claras, algumas hipóteses foram levantadas sobre 

possíveis mecanismos de resistência alternativos nesses casos como, por exemplo, 

substituições de aminoácidos encontradas nos domínios transpeptidase das PBPs 1, 2 

e 3 que são alvos da ação de antibióticos β-lactâmicos (BA et al, 2014), polimorfismos 

de nucleotídeo único em três genes, especificamente, aqueles que codificam PBP 4 

(BANERJEE, 2010) e diferenças nucleotídicas pontuais  entre os  genes mecA de 

origem humana e animal na região de anelamento do primer Foward impedindo sua 

amplificação quando se utiliza primers desenvolvidos para humanos em animais 

(MELO et al, 2014); porém mais estudos são necessários para confirmação dessas 

hipóteses, assim como para esclarecer que mecanismo está envolvido na resistência 

apresentada pelos isolados desse estudo.  Os resultados obtidos mostram a 

possibilidade de existirem vários mecanismos distintos para a resistência a β-

lactâmicos em S. aureus e que por isso talvez a pesquisa dos genes mecA e mecC não 

seja suficiente para a definição de isolados MRSA.  

 

6.2 INVESTIGAÇÃO DOS GENES DE VIRULÊNCIA 

 

 A etapa de adesão ao tecido do hospedeiro pelo S. aureus é o primeiro evento 

crítico no estabelecimento de uma infecção por esse patógeno (LINKE; GOLDMAN, 

2011), e alguns fatores de superfície são cruciais para o seu sucesso tanto como um 

comensal, quanto como um agente patogênico (FOSTER et al, 2014). Foram 
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estudados seis fatores de superfície responsáveis pela adesão ao tecido do 

hospedeiro, dos quais cinco (ebpS, clfA, clfB, fnbA e sdrC) apresentaram frequência 

igual ou superior a 89% independente do município estudado, mostrando o alto 

potencial desses isolados em dar início à infecção. O gene fnbB, que é responsável por 

codificar a proteína de ligação à fibronectina, mas também ao fibrinogênio e à elastina 

(LINKE; GOLDMAN, 2011), assim como o fnbA, apresentou frequência de 89% em São 

Bento do Una, mas baixa frequência nos demais municípios (Gravatá - 5%; Caetés - 

31%; Correntes - 33%). A maioria dos isolados de S. aureus carreiam ambos os genes, 

mas não parece haver nenhuma diferença na atividade de ligação à fibronectina entre 

as cepas que carreiam apenas um ou os dois genes (GREENE et al, 1995), de maneira 

que a baixa frequência de fnbB nos outros municípios, certamente não compromete a 

eficiência dos isolados fnbB negativos na adesão ao tecido do hospedeiro, uma vez 

que apenas o isolado 88A foi negativo para ambos os genes (fnbA e fnbB), mas 

positivo para outros dois genes de adesão (ebpS - adesão à elastina, e sdrC - adesão à 

sialoproteína e fibrinogênio).  

 Acredita-se que algumas propriedades do S. aureus, como formação de biofilme, 

sobrevivência intracelular e expressão capsular, sejam associadas com infecções 

crônicas, e geralmente a mastite subclínica (BARDIAU, et al, 2016); essas 

propriedades favorecem a evasão do sistema imune do hospedeiro. Foram estudados 

cinco fatores de superfície responsáveis pela evasão do sistema imune do hospedeiro 

codificados pelos genes spa, cap5, cap8, icaA e icaD. O gene spa é responsável por 

codificar a proteína A que se liga a porção Fc, fragmento correspondente a haste, da 

imunoglobulina G (IgG) do hospedeiro. Esta porção normalmente se liga aos 

receptores de Fc dos fagócitos e, desta forma, a bactéria torna-se revestida por uma 

camada protetora de anticorpos que evitam a opsonização e fagocitose da mesma 

(DOSSETT et al., 1969; GAO; STEWART, 2004). O polissacarídeo capsular (CP) é um 

dos fatores de virulência mais importantes de S. aureus porque confere resistência à 

fagocitose e prolonga a persistência do patógeno na corrente sanguínea do hospedeiro 

(GOGOI-TIWARI et al, 2015). Os tipos capsulares CP5 e CP8 são os mais prevalentes 

em isolados  humanos (SORDELLI et al, 2000) e também em S. aureus isolados em 

casos de infecções intramamárias em bovinos, porém a distribuição dos CPs varia 

entre os países, e um número relevante de estirpes podem não expressar qualquer 

CPs (SCALI et al, 2015).  
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 Semelhante ao que foi observado para os genes com função de adesão, quatro 

(spa, cap5, icaA e icaD) dos cinco genes responsáveis por mecanismos de evasão 

apresentaram alta frequência independente do município analisado (acima de 83%, 

chegando a 100% para os genes cap5 e icaD. Dessa maneira, os isolados estudados 

apresentaram alto potencial também para a etapa de evasão, mesmo com a baixa 

frequência encontrada para o gene cap8 (Gravatá - 5%; São Bento do Una e Caetés - 

0% e Correntes - 33% ), uma vez que cap5 desempenha o mesmo papel e está 

presente em todos os isolados. 

 Uma vez colonizando o hospedeiro, S. aureus secreta várias citotoxinas, 

chamadas leucocidinas e hemolisinas, responsáveis pelas lesões observadas durante 

o desenvolvimento da infecção (DINGES et al, 2000). A frequência dos genes que 

codificam as hemolisinas α (hla) e β (hlb) foi superior a 90% independente do município 

estudado. O gene pvl apresentou uma frequência de 21%, porém bem variada entre os 

municípios: Gravatá - 10,5%; São Bento do Una - 22%; Caetés - 54%; Correntes - 17%.  

Embora outros trabalhos, como o realizado por Mitra e colaboradores (2013), também 

mostre a presença desse gene em isolados obtidos a partir de leite de vaca com 

mastite (41,6% dos isolados), o pvl é geralmente associado à doenças em humanos 

como pneumonia necrozante (SCHWARTZ; NOURSE, 2011; YU et al, 2012), sendo 

incomum em estudos realizados com isolados de mastite (PRASHANT et al, 2011; OTE 

et al, 2011).  

 Como foi observado, genes dos três grupos (adesão, evasão e lesão) foram 

identificados em todos os isolados, em sua maioria em uma alta frequência, o que 

mostra o grande arsenal e potencial de virulência de que dispõem esses isolados. 

Embora tenha-se observado 15 perfis, considerando a combinação dos genes de 

virulência apresentada, todos os isolados foram aptos a causar a mastite, independente 

de apresentar 13 (número máximo de genes observados por isolado - PGV1 e PGV2) 

ou sete (número mínimo de genes observados por isolado - PGV14 e PGV15) dos 14 

genes estudados, mostrando que diversas combinações dos genes de virulência são 

possíveis mantendo a habilidade de causar infecção intramamária em vacas. Isso 

também fica evidente quando comparamos as frequências desses genes em outros 

estudos (Tabela 1). Não foi possível fazer associações entre os PGVs e os STs 

identificados, uma vez que se observou um mesmo PGV englobando isolados 

pertencentes a diversos STs  (p. ex. o PGV3 - ST97, ST1624, ST3258, ST126 e 

ST2988) e um mesmo ST com isolados apresentando variados PGVs (p. ex. o ST2988 
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- PGV3, 4, 6, 9, 12, 13, 14 e 15). Embora o PGV3 tenha englobado 15 dos 31 isolados 

MRSA (48%), também não foi possível fazer associações entre os PGVs e resistência. 

 

6.3 GENOTIPAGEM DE S. aureus 

 

6.3.1 Tipagem de sequência multilocus (MLST) 

 

 A análise do MLST identificou oito tipos de sequência dentre os 84 isolados, dos 

quais quatro foram descritos pela primeira vez. Três dos quatro novos STs ficaram 

restritos a um único município: ST2987 (CC126) e ST3257  (CC97) - Caetés; ST3258 

(CC97) - Correntes; é possível que isso tenha ocorrido pelo fato de que o evento que 

causou a mutação seja recente, não permitindo a disseminação e estabelecimento do 

clone em um novo município.  

 O ST2988 (CC126), também novo, foi observado em Gravatá e São Bento do 

Una, porém quando se leva em consideração a distância geográfica entre Gravatá 

(município que apresentou maior quantidade de isolados que exibiram este ST), e os 

outros três municípios estudados, São Bento do Una é o mais próximo, o que poderia 

justificar a presença desse ST em propriedades desse município e a ausência nos 

demais. O mesmo aconteceu com o ST1624 (CC97), observado em isolados de dois 

dos quatro municípios estudados, São Bento do Una e Caetés, os mais próximos 

geograficamente (Figura 5). 

 Na propriedade 2 (Gravatá) foi possível observar cepas de diferentes fontes de 

isolamento (99A, 100A, 101A, 102A, 103A e 104A - obtidas a partir de amostras de 

queijo e 1A, 4A, 53A, 62A, 63A, 84A, 86A, 87A, 95A e 96A - obtidas a partir de 

amostras de leite) pertencendo ao mesmo perfil genotípico (ST2988) e também de 

virulência (PGV6), (Anexo 1), o que mostra o risco da contaminação cruzada, 

provavelmente decorrente das mãos dos manipuladores, e a possibilidade de dispersão 

da bactéria para consumo na preparação do queijo artesanal. O isolado obtido a partir 

da ordenhadeira (35B - ST97/PGV3) também mostrou correlação com outros isolados 

obtidos a partir do leite na mesma propriedade (1B, 4B, 5B, 6B, 8B, 9B, 10B, 11B, 13B, 

17B, 23B, 29B, 32B, 36B - ST97/PGV3) e em propriedades de outros dois municípios 

(1C - propriedade 5, Caetés e 8D - propriedade 8, Correntes - ST97/PGV3), reforçando 
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o perigo de contaminação cruzada e possibilidade de dispersão da bactéria para outros 

animais no rebanho também na ordenha mecanizada. 

 Caetés foi o município que abrigou o maior número de STs diferentes (ST97 - 

CC97, ST126- CC126, ST1624 - CC97, ST2987- CC126 e ST3257- CC97, sendo os 

dois últimos, STs identificados pela primeira vez neste estudo e que ficaram restritos a 

este município); seguido dos municípios de São Bento do Una e Correntes, ambos 

abrigando isolados que exibiram 4 tipos de sequência  (ST97 - CC97, ST126 - CC126, 

ST1624 - CC97 e ST2988 - CC126; ST1- CC1, ST97- CC97, ST126 - CC126 e ST3258 

- CC97, respectivamente). Gravatá abrigou isolados que comportaram apenas dois STs 

(ST126 - CC126 e ST2988 - CC126).  

 A variabilidade genotípica em uma propriedade pode ser explicada pelo tipo de 

sistema de produção adotado pela mesma; espera-se que isolados obtidos de animais 

em um sistema semi-intensivo ou extensivo apresente maior variabilidade de genótipos 

devido à sua exposição a um maior número de fontes ambientais (OLIVEIRA et. al, 

2015).  A mesma ideia é válida quando se considera o tipo de dinâmica de aquisição 

dos animais pelas propriedades: uma maior variabilidade é esperada em propriedades 

que adquirem seus animais de um maior número de locais. O sistema de produção nas 

propriedades onde as 84 amostras foram obtidas era o semi-intensivo, porém dados 

referentes ao sistema de aquisição dos animais são desconhecidos.     

 Até o presente momento, apenas quatro trabalhos utilizando o MLST em 

isolados de Staphylococcus aureus obtidos a partir de amostras de bovinos com 

mastite foram publicados no Brasil, nos quais os STs 1 (CC1), 97 (CC97), 126 (CC126) 

e 1624 (CC97) também foram observados, estando o ST97 e o ST126 entre os mais 

frequentes também nesses estudos (RABELLO et. al, 2007; AIRES-DE-SOUSA et. al, 

2007; SILVA et. al, 2013, OLIVEIRA et. al, 2015). Os outros quatro STs, identificados 

pela primeira vez no presente trabalho, apresentam relação com os quatro STs já 

descritos na literatura, fazendo parte de dois dos complexos clonais também 

observados nos outros estudos brasileiros, o CC97 e o CC126. Esses resultados 

reforçam a ideia de que a maioria dos casos de mastite bovina por S. aureus seja 

causada por um grupo limitado de clones especializados e que estes sejam 

amplamente distribuídos entre rebanhos de diferentes regiões geográficas 

(MATTHEWS et al., 1994; FITZGERALD et al., 1997; ZADOKS et al., 2000; SABOUR 

et al., 2004; RABELLO et al., 2007; SILVEIRA-FILHO et al., 2014; WANG et al., 2014). 
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 O CC1 (ST1) é comum entre isolados humanos (ARGUDÍN et. al, 2011; 

LOZANO et al, 2013), mesmo assim foi possível observar nesse estudo, isolados de 

origem animal com um ST que faz parte desse complexo clonal (ST1). Acessando-se o 

banco de dados do MLST, pode-se observar que das 59 cepas registradas do ST1 com 

epidemiologia conhecida (acesso ao banco de dados em 25/01/16), 50 eram de 

humanos e nove eram de origem animal. Outros estudos realizados no Brasil e em 

outras partes do mundo também permitiram observar isolados de origem animal 

pertencentes a esse CC (RABELLO et. al, 2007; HUBER et. al, 2010; NAM et. al., 

2011; PILLA et. al, 2012). 

 Os CCs 97 (STs 97, 1624, 3257 e 3258) e 126 (STs 126, 2987 e 2988)  não são 

comuns entre isolados de humanos, sendo frequentemente observado em isolados de 

ruminantes (SMITH et. al, 2005; AIRES-DE-SOUSA et. al, 2007; RABELLO et. al, 2007; 

BERGONIER et. al, 2014; KADARIYA; SMITH; THAPALIYA, 2014) sugerindo que os 

mesmos são reservatórios para estes CCs.  Contudo o ST97, ancestral do CC97, foi 

encontrado em outro trabalho do grupo, mas em um estudo realizado com amostras 

clínicas em Pernambuco (ANDRADE; LEAL-BALBINO, 2016). O mesmo estudo 

também identificou o ST1. Esses resultados reforçam que embora alguns clones de S. 

aureus sejam mais frequentes em humanos ou animais, é possível observar alguns que 

são comuns a ambos. Esta observação merece atenção, uma vez que o ordenhador 

pode atuar como reservatório e ter função na disseminação desses clones entre os 

rebanhos, bem como pelo fato de que a ingestão de leite e queijo coalho contaminados 

pode carrear bactérias patogênicas e suas toxinas aos humanos, sendo, portanto, um 

problema de Saúde Pública. 

 A rede de haplótipos (Figura 7) mostra a relação entre os três CCs identificados 

neste estudo. É possível observar um maior compartilhamento entre os CCs 

comumente identificados em animais (CC97 e CC126), que por sua vez estão 

separados do CC1, mais comum em humanos.  

 

6.3.2 Correlação do MLST com as outras ferramentas de tipagem 

 

 Foram testadas três diferentes associações utilizando-se os resultados do 

presente estudo com o MLST e os obtidos em um trabalho anterior (Silveira-Filho et al, 

2014) com outras três ferramentas de tipagem (PFGE, ITS-PCR e PCR-coa). A 

primeira associação englobou as quatro ferramentas (DI: 0,95), gerou 39 perfis e 
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permitiu que fosse observada  a correlação entre isolados obtidos a partir de leite de 

vaca com mastite e isolados obtidos a partir de queijo coalho e ordenhadeira, 

reforçando a ideia do perigo da contaminação cruzada e possibilidade de dispersão de 

bactérias patogênicas e suas toxinas para consumo humano; porém comprometeu a 

observação da dispersão clonal entre os diferentes municípios estudados (Quadro 10). 

 O resultado da segunda associação (MLST, ITS-PCR e PCR-coa) apresentou 

um DI de 0,84 e gerou 15 perfis, permitindo igualmente observar  a correlação entre 

isolados obtidos a partir de leite de vaca com mastite e isolados obtidos a partir de 

queijo coalho e ordenhadeira, além de permitir identificar a dispersão clonal entre os 

diferentes municípios (Quadro 10). O perfil PG5 (126/R1/Coa1A), por exemplo, 

mostrou-se disseminado entre os quatro municípios estudados. A predominância de 

determinados clones sugere que alguns têm propriedades que o habilitam a superar as 

defesas do hospedeiro e estabelecer a infecção (Silveira-Filho et al., 2014). Embora 

essa associação tenha concentrado a maioria dos MRSA (61%) no perfil PG4, não 

parece haver relação entre os perfis genotípicos e de resistência. Todos os perfis que 

englobaram isolados MRSA também apresentaram isolados MSSA (PG4, PG5, PG7, 

PG9 e PG10), ou representaram um único isolado MRSA (PG11 e PG13). Dos sete 

perfis envolvidos com isolados MRSA (PG4, PG5, PG7, PG9, PG10, PG11 e PG13), 

apenas três (PG4, PG5 e PG7) continham apenas MRSA e eram perfis representantes 

de amostras únicas, sugerindo que a resistência necessariamente não determina a 

maior disseminação de um clone. 

 A última associação testada foi entre o MLST e ITS-PCR. Apesar de apresentar 

um índice discriminatório menor que o observado com a associação usando as quatro 

ferramentas, o DI e os perfis, assim como a interpretação dos resultados se 

mantiveram mesmo com a retirada de uma das ferramentas (PCR-coa) (Quadro 10). 

Essa associação, portanto, mostrou-se mais apropriada uma vez que permitiu observar 

a relação clonal entre isolados de diferentes fonte de isolamento, e confirmar a 

disseminação de alguns genótipos entre diferentes municípios. Além disso,  associar o 

MLST à ITS-PCR, que foi a ferramenta que de acordo com Silveira-Filho e 

colaboradores (2014) pareceu a melhor abordagem para estabelecer a relação clonal 

entre os isolados de S. aureus de diferentes propriedades leiteiras,  traz mais robustez 

às análises visto que trata-se de uma ferramenta que não se baseia apenas no padrão 

de bandeamento, mas em sequenciamento, permite uma análise comparativa dos 

resultados obtidos em diferentes estudos pelo fato dos STs terem nomenclatura 
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padronizada mundialmente e facilmente comparável pela internet (saureus.mlst.net), 

permite ainda o agrupamento dos STs em CCs tornando mais clara a interação entre 

os diferentes STs e, até certo ponto, consegue distinguir isolados de origem humana de 

isolados de origem bovina.  

  Os resultados mostram que o cálculo do DI isoladamente não consegue 

determinar a melhor abordagem, uma vez que de nada adianta  uma ferramenta, ou 

associação de ferramentas, se apresentar como a mais discriminatória se não permite 

observar a dinâmica entre os isolados; desta forma, o DI deve ser utilizado como um 

guia na determinação da melhor abordagem, juntamente com a epidemiologia.   Esse 

resultado corrobora a ideia de Tenover e colaboradores (1994) de que a utilização de 

mais de uma técnica para estabelecer relação entre isolados bacterianos pode ser 

necessário para aumentar a eficiência e o poder discriminatório das mesmas. 

 

Quadro 10: Características observadas a partir da correlação do MLST com outras ferramentas de 

tipagem. 

Associação 
 
Observações 

PFGE, ITS-PCR,  PCR-coa 
e MLST 

ITS-PCR,  PCR-coa e 
MLST  

ITS-PCR e 
MLST  

Nº de perfis 39 (P1-P39) 15 (PG1-PG15) 
15 (PG1´-

PG15´) 

Correlação isolados ≠ fontes Permitiu Permitiu Permitiu 

Dispersão clonal entre os 
municípios 

Comprometeu Permitiu Permitiu 

DI 0,95 0,84 0,84 
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7. CONCLUSÕES  

 

 Foi observada uma elevada frequência de S. aureus portadores da maioria dos 

genes de virulência investigados com diversas combinações aptos à causar 

mastite, o que mostra o elevado potencial de virulência desses isolados;  

 A resistência observada não pode ser explicada pela pesquisa do gene mecA ou 

seu homólogo, o mecALGA251, evidenciando que há outros mecanismos, além 

desses genes, que levam à resistência e que precisam ser investigados;  

  Foi possível observar uma dispersão clonal de isolados de S. aureus 

relacionados ou idênticos em diferentes propriedades de municípios distintos ou 

num mesmo município utilizando o MLST como ferramenta única; os resultados 

obtidos demonstraram alguns isolados relacionados a clones raramente 

descritos nos bancos de dados internacionais e cepas comportando novos tipos 

de sequência multilocus.  

 Dentre as associações testadas, a combinação do MLST e ITS-PCR apresentou 

maior poder discriminatório do que quando essas ferramentas são usadas 

isoladamente,  mostrando-se útil para um estudo mais coerente, robusto e 

aprofundado do patógeno. 
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ANEXOS 

ANEXO A- DADOS EPIDEMIOLÓGICOS DAS CEPAS DE Staphylococcus aureus ISOLADOS EM QUATRO MUNICÍPIOS DA REGIÃO AGRESTE DE 

PERNAMBUCO, PERFIS DE SENSIBILIDADE À METICILINA, PERFIS GENOTÍPICOS GERADOS PELO MLST, PFGE, ITS-PCR E PCR-Coa, E PERFIS 

DE VIRULÊNCIA (PGV). 

ISOLADOS 
(Município) 

FONTE DE 
ISOLAMENTO 

PROPRIEDADE 
(tipo de ord.) 

SUSC. 
À 

METIC. 

MLST 
(ST/CC) 

PFGE 
(pulsotipo) 

ITS-PCR 
(tipo ITS) 

COA 
(coagulotipo) 

Genes de virulência 

PGV Fatores de adesão Fatores de evasão 
Fatores de 

lesão 

clfA Clfb fnbA fnbB ebpS sdrC spa cap5 cap8 icaA icaD pvl hla hlb 

19A (Gravatá) Leite 
1 (MEC) 

MSSA 126/126 
G1 R1 Coa1A + + + - + + + + + + + - + + PGV5 

20A (Gravatá) Leite 
1 (MEC) 

MSSA 126/126 
B3 R2 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

21A (Gravatá) Leite 
1 (MEC) 

MSSA 126/126 
G1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - - + PGV8 

22A (Gravatá) Leite 
1 (MEC) 

MSSA 126/126 
B3 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + + + + PGV4 

25A (Gravatá) Leite 
1 (MEC) 

MSSA 126/126 
B3 R2 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

26A (Gravatá) Leite 
1 (MEC) 

MSSA 126/126 
B3 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

31A (Gravatá) Leite 
1 (MEC) 

MSSA 126/126 
B3 R1 Coa1A + + + + + + + + + + + - + + PGV2 

38A (Gravatá) Leite 
1 (MEC) 

MSSA 126/126 
B3 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

40A (Gravatá) Leite 
1 (MEC) 

MSSA 126/126 
B3 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

51A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MRSA 
#
2988/126 

B1 R4 Coa1A - - + - + + + + - - + - - + PGV14 

53A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

B3 R4 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

57A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MRSA 
#
2988/126 

I1 R4 Coa1A + + + - + + + + - + + + + + PGV4 

59A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

B1 R4 Coa1A + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

61A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

B1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + + + + PGV4 

62A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

B2 R4 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

63A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

B1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

70A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

B2 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

76A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MRSA 
#
2988/126 

B1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

81A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MRSA 
#
2988/126 

I3 R5 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

82A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MRSA 
#
2988/126 

I1 R4 Coa1A + + + - - + + + - - + - - + PGV12 

83A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MRSA 
#
2988/126 

B1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 
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84A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

I1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

85A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MRSA 
#
2988/126 

I2 R4 Coa1A + + + - + + + + - + + + + + PGV4 

86A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

I2 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

87A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

B1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

88A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

J3 R6 Coa1A - - - - + + + + - - + - + + PGV15 

90A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MRSA 
#
2988/126 

I1 R1 Coa1A + + + - + + + + - - + - + + PGV9 

92A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

I1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

95A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

B1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

96A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

B1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

1A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

B1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

4A (Gravatá) Leite 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

B1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

99A (Gravatá) Queijo 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

I1 R4 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

100A (Gravatá) Queijo 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

B1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

101A (Gravatá) Queijo 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

B1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

102A (Gravatá) Queijo 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

I1 R4 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

103A (Gravatá) Queijo 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

I1 R4 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

104A (Gravatá) Queijo 
2 (MAN) 

MSSA 
#
2988/126 

I1 R4 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

26B (S. B. Una) Leite 
3 (MAN) 

MRSA 97/97 
C2 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + + + + PGV1 

14B (S. B. Una) Leite 
3 (MAN) 

MSSA 126/126 
B1 R1 Coa1A + + + + - - + + - - + - + + PGV11 

22B (S. B. Una) Leite 
3 (MAN) 

MSSA 126/126 
B1 R1 Coa1A + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

27B (S. B. Una) Leite 
3 (MAN) 

MRSA 126/126 
C1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + + + + PGV4 

28B (S. B. Una) Leite 
3 (MAN) 

MRSA 126/126 
E R1 Coa1A + + + - + + + + - + + + + + PGV4 

1B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 97/97 
C1 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

4B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 97/97 
C1 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

5B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 97/97 
C1 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

6B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 97/97 
C1 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

8B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 97/97 
C1 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

9B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MSSA 
97/97 

C1 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 
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10B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 97/97 
C1 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

11B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 97/97 
C1 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

13B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 97/97 
C1 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

17B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 97/97 
C1 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

18B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 97/97 
C2 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + + + + PGV1 

19B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MSSA 
97/97 

H R10 Coa2 + + + + + + + + - + + + + + PGV1 

20B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 97/97 
C1 R10 Coa2 + + + + + - + + - + + - - + PGV7 

21B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 97/97 
C1 R10 Coa2 + + + + + - + + - + + - - + PGV7 

23B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 97/97 
B5 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

29B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 97/97 
J1 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

32B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 97/97 
J1 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

34B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 97/97 
B4 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + + + + PGV1 

35B (S. B. Una) Ordenhadeira 
4 (MEC) 

MRSA 97/97 
J2 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

36B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 97/97 
J2 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

12B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 1624/97 C1 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

3B (S. B. Una) Leite 
4 (MEC) 

MRSA 
#
2988/126 

C1 R10 Coa2 - - + - + + - + - + + - + + PGV13 

1C (Caetés) Leite 5 (MEC) MSSA 97/97 
D3 R7 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

2C (Caetés) Leite 5 (MEC) MSSA 3257/97 D3 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

11C (Caetés) Leite 
6 (MEC) 

MSSA 97/97 
D3 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + + + + PGV1 

3C (Caetés) Leite 
6 (MEC) 

MSSA 126/126 
A1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

4C (Caetés) Leite 
6 (MEC) 

MSSA 126/126 
A2 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

5C (Caetés) Leite 
6 (MEC) 

MSSA 126/126 
A1 R2 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

6C (Caetés) Leite 
6 (MEC) 

MSSA 126/126 
A1 R2 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

7C (Caetés) Leite 
6 (MEC) 

MSSA 126/126 
A1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + + + + PGV4 

8C (Caetés) Leite 
6 (MEC) 

MSSA 126/126 
A1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + + + + PGV4 

9C (Caetés) Leite 
6 (MEC) 

MSSA 126/126 
A1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + + + + PGV4 

12C (Caetés) Leite 
6 (MEC) 

MSSA 1624/97 D3 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + + + + PGV1 

10C (Caetés) Leite 
6 (MEC) 

MSSA #
2987/126 A1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + + + + PGV4 
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13C (Caetés) Leite 
6 (MEC) 

MSSA #
2987/126 A1 R1 Coa1A + + + - + + + + - + + + + + PGV4 

1D (Correntes) Leite 7 (MEC) MSSA #
3258/97 C3 R7 Coa2 + + + - + + - + - + + - + + PGV10 

2D (Correntes) Leite 8 (MEC)  MSSA 1/1 G3 R3 Coa1B + + + - + + + + + + + - + + PGV5 

3D (Correntes) Leite 8 (MEC) MSSA 97/97 
G2 R10 Coa2 + + + + + + + + - + + + + + PGV1 

8D (Correntes) Leite 8 (MEC) MSSA 97/97 
G2 R9 Coa2 + + + + + + + + - + + - + + PGV3 

4D (Correntes) Leite 8 (MEC) MSSA 126/126 
F R1 Coa1A + + + - + + + + - + + - + + PGV6 

10D 
(Correntes) 

Leite 9 (MEC) MSSA 1/1 G3 R3 Coa1B + + + - + + + + + + + - + + PGV5 

Nota: O quadro está ordenado em função das propriedades. Cada cor representa um ST. 
#
STs novos. MAN - Ordenha manual; MEC - Ordenha mecânica. 
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ANEXO B - EXTRAÇÃO DE DNA DE BACTÉRIAS GRAM-POSITIVAS PELO KIT DA QIAGEN (DNEASY® BLOOD & TISSUE 

KIT) – COM ALTERAÇÕES 

 

 Reservar a placa (ou banho-maria); 

 Ligar a centrífuga 
 

1- Identificar tubos de 1,5 ml para cada isolado, colocar 1ml da cultura em caldo BHI. Centrifugar durante 10 minutos a 14000 
rpm, 4°C. Descartar o sobrenadante com bomba a vácuo. 
 

2- Ligar a placa ou banho–maria. Ressuspender o pellet em 200ul de TE :1. Adicionar 15ul de lisozima (10mg/ml) e 10ul de 
proteinase K (do kit) e homogeneizar no vórtex. Colocar na placa térmica (ou banho-maria) a 60°C por 20min.  

 
3- Adicionar 100ul de STE (EDTA + SDS + TRIS + H2O) e depois 200µl de tampão AL. Mistura no vórtex. Incuba a 56° em banho-

maria por 30 minutos. 
 
STE p/ 20 amostras: 480ul de H2O                   p/30 amostras: 720ul de H2O 
                                     1ml de EDTA                                           1,5ul de EDTA 
                                    20ul de TRIS                                             30ul de TRIS 
                                  500ul de SDS                                            750ul de SDS 
 

4- Adicionar 200µl de etanol 100% para cada amostra e misturar no vórtex. 
 

5- Pipetar todo o volume (±600µl) de cada amostra na coluna dentro de um tubo coletor de 2ml.. Centrifugar a ≥8000 (14000) rpm 
por 1 minuto. Usar uma velocidade mais alta, caso as amostras sejam viscosas a fim de empurrar o líquido pela membrana. 
Descartar o tubo coletor. 

 
6- Colocar a coluna em um novo tubo coletor de 2ml, adicionar 500µl de tampão AW1 e centrifugar por 1 minuto  a ≥8000 rpm. 

Descartar o tubo coletor. 
 

7- Colocar a coluna em um novo tubo coletor de 2ml, adicionar tampão AW2 e centrifugar por 3 minutos a 14000 rpm para secar 
a membrana. Descartar o tubo coletor. Ter cuidado quando for remover o tubo da centrífuga para que a membrana não entre 
em contato com o líquido do tubo coletor. 
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8- Colocar a coluna em um novo tubo de 1,5µl. Cortar a tampa. Pipetar 200µl do tampão AE diretamente na membrana. Incubar à 

temperatura ambiente por 1 minuto. Centrifugar por 1 minuto a ≥8000 rpm e descartar a coluna. 
 

9- Pipetar o eluído em novos tubos e identificar a amostra com a data de extração. Estocar a 4°C para uso imediato, a -20°C para 
uso posterior ou ainda a -70°C para estocagem em longo prazo. 

 
 
*Tampão de lise (estocar a temperatura ambiente) 

20mM Tris-Cl, pH8,0 
2mM EDTA sódio 
1,2%Triton X-100  

Adicionar lisozima em pequenas alíquotas de tampão para ter solução nova para cada extração. 
Ex.: 2ml de tampão + 0,02g lisozima (estocar a -20°C no dissecador) 
10mg/ml de lisozima. 

*Adicionar 0,01g lisozima + 1µl de lisostafina 10mg/ml por cada 1ml de tampão de lise. 
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RESUMO 28 

Staphylococcus aureus é um dos principais agentes etiológicos da mastite bovina. Neste 29 

estudo, foram investigadas a presença de 14 genes de virulência, mecanismos de 30 

resistência à meticilina e a diversidade genética em isolados de leite e queijo da Região 31 

Agreste de Pernambuco. Os genes clfA, clfB, fnbA, ebpS, sdrC, cap5, spa, icaA, icaD, 32 

hla e hlb foram analisados nos 84 isolados, estando presentes em pelo menos 94% 33 

desses; os genes fnbB, cap8 e pvl apresentaram frequência de 46%, 5% e 21%, 34 

respectivamente. Mesmo os isolados fenotipicamente resistentes apresentaram-se 35 

genotipicamente sensíveis à meticilina. A análise de sequências multilocus (MLST) 36 

revelou oito perfis e três complexos clonais revelando a interação entre os diferentes 37 

tipos de sequência. Os dados do MLST mostraram a dispersão clonal entre diferentes 38 

municípios, e a relação clonal entre amostras de queijo e leite da mesma propriedade, 39 

inclusive com o mesmo perfil de virulência, evidenciando o risco da contaminação 40 

cruzada, provavelmente decorrente da manipulação, e também da dispersão da bactéria 41 

para consumo. Estes achados revelam um sério problema de Saúde Pública para os 42 

consumidores dos produtos dessa região. A associação de diferentes técnicas de tipagem 43 

(MLST e ITS-PCR) apresentou maior poder discriminatório que quando estas são 44 

usadas isoladamente, mostrando-se útil para um estudo mais coerente, robusto e 45 

aprofundado do patógeno. 46 

 47 

Palavras-chave: Genotipagem; MLST; mecanismo de resistência à meticilina; 48 

genes de virulência. 49 

 50 

 51 

 52 
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1. INTRODUÇÃO 53 

 Microrganismos do gênero Staphylococcus spp. são os mais frequentemente 54 

isolados em amostras de leite provenientes de vacas com mastite contagiosa, sendo S. 55 

aureus a espécie mais observada. Deve-se assinalar a importância da doença na saúde 56 

pública, pela veiculação aos humanos de microrganismos patogênicos e suas toxinas, 57 

assim como resíduos de antibióticos. São significativos também os prejuízos causados 58 

às indústrias pela redução na quantidade e qualidade do leite produzido.  59 

 Staphylococcus aureus produz vários fatores de virulência que contribuem de 60 

diversas maneiras para sua patogenicidade. Seu alto nível de resistência antimicrobiana, 61 

especialmente a beta-lactâmicos, favorece falhas no tratamento e sua persistência no 62 

rebanho. A aquisição do gene mecA pelo S. aureus pode conferir à bactéria resistência 63 

ao antibiótico meticilina e a outros antibióticos β-lactâmicos utilizados no tratamento da 64 

mastite.  65 

 Definir, do ponto de vista epidemiológico, a origem dos organismos envolvidos 66 

na etiologia de uma doença é importante, já que a adequada identificação do patógeno é 67 

um requisito indispensável para detecção do reservatório e fonte de infecção, e também 68 

para monitorar sua dispersão dentro e entre as populações estudadas. Os resultados de 69 

vários estudos sugerem que a maioria dos casos de mastite bovina por S. aureus seja 70 

causada por um grupo limitado de clones e que estes sejam amplamente distribuídos em 71 

diferentes regiões geográficas. Várias técnicas de tipagem molecular de S. aureus já 72 

foram desenvolvidas e apresentam um alto valor epidemiológico, podendo auxiliar no 73 

conhecimento mais detalhado sobre a dinâmica das infecções causadas por S. aureus. 74 

 O objetivo do trabalho foi realizar uma caracterização molecular dos S. aureus 75 

isolados de leite mastítico e queijo coalho de diferentes municípios da região agreste de 76 

Pernambuco para melhor compreender os fatores de virulência, a dispersão e 77 
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diversidade desses isolados, buscando a ferramenta ou associação de ferramentas que 78 

forneça a melhor abordagem para tal, além do melhor entendimento sobre a 79 

susceptibilidade antimicrobiana à meticilina e sua relação com a mastite bovina. 80 

 81 

2. MATERIAL E METÓDOS 82 

2.1. Isolados de Sthaphylococcus aureus 83 

Foram analisados um total de 84 isolados de S. aureus provenientes de leite 84 

obtido de vacas com mastite, e queijo coalho de quatro municípios da região Agreste de 85 

Pernambuco (Gravatá, São Bento do Una, Caetés e Correntes) (Figura 1) dos quais, 31 86 

eram Staphylococcus aureus Meticilina Resistentes (MRSA). Os isolados foram obtidos 87 

em 2005 e estavam estocados a –80
o
C em glicerol-BHI na bacterioteca do Centro de 88 

Pesquisas Aggeu Magalhães (CPqAM). O DNA genômico para uso em ensaios 89 

baseados em PCR foi extraído pelo método do fenol-clorofórmio-álcool isoamílico de 90 

acordo com Freitas e colaboradores (2008). 91 

 92 

2.2. Pesquisa dos mecanismos de resistência à meticilina: mecA e mecC 93 

 O gene mecA (286pb) foi pesquisado em todos os isolados com primer descrito 94 

por Kondo e colaboradores (2007). As cepas MRSA3231 e ATCC 25923 foram 95 

utilizadas como controle positivo e negativo, respectivamente. A pesquisa do gene 96 

mecC (fragmento de 304pb) foi realizada utilizando primers e condições de reação de 97 

acordo com Cuny e colaboradores (2011). Os amplicons foram analisados em gel de 98 

agarose 1,5% (m/v), corados com SYBR
®

 Green (PROMEGA), visualizados e 99 

fotografados no sistema de fotodocumentação L-PIX ex (Loccus Biotecnologia). 100 

 101 

 102 
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2.3. Investigação dos genes de virulência 103 

 Foram investigados 14 genes de virulência responsáveis pela adesão ao tecido do 104 

hospedeiro, evasão do sistema imune e lesão tecidual, pela técnica de PCR. Os primers 105 

utilizados bem como as condições das reações estão descritos na tabela 1. Os amplicons 106 

foram analisados como descrito anteriormente.  107 

 108 

2.4. Genotipagem 109 

2.4.1. Tipagem de sequência multilocus (MLST) 110 

A técnica do MLST foi realizada segundo Enright e colaboradores (2000). A 111 

análise dos cromatogramas e montagem dos contigs foi realizada utilizando o pacote 112 

PHRED/PHRAP/CONSED (versões 0.071220.c, 1.090518, e 23.0, respectivamente) 113 

(EWING; GREEN, 1998; GORDON et al., 1998). O alinhamento foi realizado 114 

utilizando o programa Mafft (versão 6.815b) (KATOH et al., 2005) e sua análise com o 115 

Jalview (versão 2.8) (WATERHOUSE et al., 2009). As sequências obtidas foram 116 

submetidas ao banco de dados público internacional MLST (http://saureus.mlst.net), 117 

para obtenção do perfil alélico e determinação do ST dos isolados. Como controle, além 118 

da ATCC25923, também foi utilizada a cepa MRSA02928, gentilmente cedida pelo 119 

laboratório PHIDL da Universidade de Pittsburgh. 120 

 121 

2.4.1.1 Rede de haplótipos 122 

 Para verificar a dispersão e compartilhamento dos haplótipos entre as 123 

populações estudadas foi criada uma rede de haplótipos utilizando o programa 124 

NETWORK, versão 4.6 (Bandelt et al, 1999). 125 

 126 

 127 
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3. RESULTADOS 128 

3.1. Pesquisa dos mecanismos de resistência à meticilina: genes mecA e mecC  129 

 A pesquisa por PCR do gene mecA, responsável pelo principal mecanismo de 130 

resistência à meticilina e outros antibióticos β-lactâmicos, assim como do seu 131 

homólogo, mecC ou mecALGA251, foi realizada nos 84 S. aureus estudados. Todos os 132 

isolados, mesmo os 31 MRSA, foram negativos para ambos os genes.  133 

 134 

3.2. Investigação dos genes de virulência 135 

 As frequências dos 14 genes de virulência (clfA, clfB, fnbA, fnbB, ebpS, sdrC, 136 

spa, cap5, cap8, icaA, icaD, pvl, hla e hlb) cuja presença foi pesquisada em todos os 84 137 

isolados de S. aureus dos quatro municípios podem ser vistas nas tabelas 2, 3 e 4. Nos 138 

municípios de Gravatá, Caetés e Correntes, com exceção do gene fnbB, todos os genes 139 

pesquisados com a função de adesão apresentaram uma alta frequência (95% ou mais) 140 

(Tabela 2). No município de São Bento do Una os genes fnbB e sdrC apresentaram 141 

frequência de 89% (Tabela 2). 142 

 Os genes com função de evasão estiveram presentes em, pelo menos, três dos 143 

cinco genes estudados. Os quatro municípios apresentaram frequência superior à 80% 144 

para todos os genes pesquisados com função de evasão ao sistema imune do hospedeiro 145 

com exceção do gene cap8 que não estava presente nos isolados dos municípios de São 146 

Bento do Una e Caetés; em Gravatá, apenas 5% dos isolados apresentaram o cap8 e no 147 

município de Correntes, a frequência observada foi de 33% (Tabela 3). 148 

 Dentre os três genes com função de lesão ao tecido do hospedeiro, o menos 149 

frequente foi o pvl. Todos os isolados foram positivos para pelo menos um dos genes. A 150 

frequência foi superior à 90% em todos os municípios para hla e hlb, enquanto que o pvl 151 
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variou entre os municípios: 10,5% - Gravatá, 22% - São Bento do Una, 54% - Caetés, e 152 

17% - Correntes  (Tabela 4). 153 

 154 

3.3. Genotipagem de S. aureus 155 

3.3.1. Tipagem de sequência multilocus (MLST) 156 

 Os 84 isolados deste estudo foram analisados pelo MLST e agrupados em oito 157 

tipos de sequências (STs), definidos pela combinação dos alelos de cada um dos sete 158 

genes housekeeping (Tabela 5). Das 84 amostras estudadas, 34 (40%) foram agrupadas 159 

em quatro STs (ST2987, ST2988, ST3257 e ST3258) descritos pela primeira (Tabela 5). 160 

Dois dos novos STs (ST2987 e ST2988) foram relacionados ao ST126 já descrito; 161 

outros dois STs (ST3257 e ST3258) foram relacionados ao ST97. As diferenças alélicas 162 

entre eles podem ser observadas na tabela 5.  163 

 O tipo de sequência mais frequente nos isolados foi o ST2988 (36%), seguido do 164 

ST97 (30%) e ST126 (25%); juntos esses três STs representaram 91% dos isolados 165 

estudados (Tabela 5). ST126 foi o único presente em todos os municípios. O ST97 foi 166 

observado em três municípios (São Bento do Una, Caetés e Correntes), os STs 1624 e 167 

2988, em dois municípios (São Bento do Una e Caetés, e Gravatá e São Bento do Una, 168 

respectivamente), e os demais STs em apenas um município (ST1 - Correntes; ST2987 - 169 

Caetés; ST3257 - Caetés e ST3258 - Correntes, sendo os três últimos, STs novos). O 170 

ST2988, também novo, foi observado em Gravatá e São Bento do Una (Tabela 5). 171 

 Na propriedade 2 (Gravatá) foi possível observar cepas de diferentes fontes de 172 

isolamento (queijo e leite) pertencendo ao mesmo perfil de ST (Tabela 6). Caetés foi o 173 

município que abrigou o maior número de isolados com STs diferentes (ST97, ST126, 174 

ST1624, ST2987 e ST3257), seguido por São Bento do Una e Correntes, ambos 175 

abrigando isolados que apresentaram quatro STs (ST97, ST126, ST1624 e ST2988; 176 
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ST1, ST97, ST126 e ST3258, respectivamente). Gravatá abrigou apenas isolados que 177 

apresentaram dois STs (ST126 e ST2988) (Tabela 5). 178 

 O ST1, quando comparado aos outros STs, diferiu em pelo menos três dos sete 179 

genes, não sendo, portanto, relacionado a nenhum outro ST encontrado neste estudo. 180 

Esse tipo de sequência foi observado em apenas dois isolados (2D e 10D - município de 181 

Correntes) (Tabela 6). 182 

 Os oito STs foram incluídos em três complexos clonais: CC1 (ST1), CC97 183 

(ST97, ST1624, ST3257 e ST3258) e CC126 (ST126, ST2987 e ST2988) (Tabela 5; 184 

Figura 1). O nível de compartilhamento de nucleotídeos entre os STs identificados neste 185 

estudo e suas frequências de distribuição entre os municípios podem ser vistos na rede 186 

de haplótipos (Figura 1). O menor número de diferença entre dois STs foi de um 187 

nucleotídeo (ST97-ST3257, ST97-ST3258, e ST126-ST2988) (Figura 1). Alguns STs 188 

diferiram entre si em mais de um polimorfismo, porém dentro do mesmo gene, como foi 189 

o caso dos ST97 e ST1624, e ST126 e ST2987, ambos com três polimorfismos no gene 190 

yqiL (Figura 1). Os STs 97 e 2987 apresentaram polimorfismo nos genes arcC (1 191 

nucleotídeo) e gmk (5 nucleotídeos) (Figura 1). Nos STs 126 e 1624, as diferenças 192 

foram nos genes aroE (1 nucleotídeo) e gmk (5 nucleotídeos) (Figura 1). O ST1 foi o 193 

que mais diferiu dos demais, estando mais próximo do ST1624, porém com nove 194 

polimorfismos distribuídos em três genes (3 - arcC; 5 - tpi; 1 - yqiL) (Figura 1). 195 

3.3.1.1 Comparação do MLST com outras ferramentas de tipagem molecular em S. 196 

aureus 197 

  Os mesmos isolados deste estudo foram analisados em um trabalho anterior 198 

realizado por Silveira-Filho et al. (2014) para avaliar a distribuição clonal de S. aureus 199 

utilizando diferentes métodos de tipagem. Os resultados do MLST foram comparados 200 

com os obtidos por estas técnicas. Foi possível observar que o MLST, assim como as 201 
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outras três ferramentas, permitiu estabelecer uma relação clonal entre isolados obtidos 202 

de diferentes fontes de isolamento (leite, queijo e ordenhadeira), além de permitir 203 

observar a dispersão clonal entre propriedades do mesmo município e entre municípios 204 

diferentes. 205 

 A análise com a associação das quatro ferramentas de tipagem (PCR-coa, ITS-206 

PCR, PFGE e MLST) mesmo apresentando um alto índice discriminatório permitiu 207 

observar uma correlação entre isolados obtidos de leite de vaca com mastite e isolados 208 

obtidos de queijo coalho e ordenhadeira. Por outro lado, não foi possível observar a 209 

dispersão clonal entre os diferentes municípios estudados.  210 

 A associação do MLST, ITS-PCR e PCR-Coa também permitiu observar a 211 

correlação entre isolados obtidos a partir de leite de vaca com mastite e isolados obtidos 212 

a partir de queijo coalho e ordenhadeira, além da dispersão clonal entre os diferentes 213 

municípios. O mesmo resultado foi obtido com a associação das ferramentas MLST e 214 

ITS-PCR, mostrando que a PCR-coa não contribuía para os resultados.  215 

 216 

4. DISCUSSÃO 217 

4.1. Pesquisa dos mecanismos de resistência à meticilina: mecA e mecC 218 

 Os 84 isolados estudados (SILVEIRA-FILHO et al, 2014) quanto à 219 

suscetibilidade à meticilina, identificou resistência em 31 (37%) isolados. A pesquisa do 220 

gene mecA e do seu homólogo, mecC, revelou que mesmo os isolados fenotipicamente 221 

resistentes foram negativos para ambos, sugerindo não ser o mecanismo responsável 222 

pela resistência a meticilina nos mesmos. Resultados semelhantes, tanto em isolados 223 

humanos quanto de origem animal, foram observados em outros estudos no Brasil 224 

(MELO et al, 2014), na China (LI et al, 2015) e na Escócia (BA et al, 2014). 225 
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  Embora ainda não estejam claras, algumas hipóteses foram levantadas sobre 226 

possíveis mecanismos de resistência: substituições de aminoácidos encontradas nos 227 

domínios transpeptidase das PBPs 1, 2 e 3 que são alvos da ação de antibióticos β-228 

lactâmicos (BA et al, 2014), polimorfismos de nucleotídeo único em três genes, 229 

especificamente, aqueles que codificam PBP 4 (BANERJEE et al, 2010) e diferenças 230 

nucleotídicas pontuais entre os genes mecA de origem humana e animal na região de 231 

anelamento do primer Foward impedindo sua amplificação quando se utiliza primers 232 

desenvolvidos para humanos em animais (MELO et al, 2014). 233 

 234 

4.2. Investigação dos genes de virulência 235 

 A etapa de adesão ao tecido do hospedeiro pelo S. aureus é o primeiro evento 236 

crítico no estabelecimento de uma infecção por esse patógeno (LINKE; GOLDMAN, 237 

2011), e alguns fatores de superfície são cruciais para o seu sucesso tanto como 238 

comensal, quanto como agente patogênico (FOSTER et al, 2014). Seis fatores de 239 

superfície responsáveis pela adesão ao tecido do hospedeiro investigados, dos quais 240 

cinco apresentaram frequência igual ou superior a 89% independente do município 241 

estudado, mostrando o alto potencial desses isolados em dar início à infecção. O gene 242 

fnbB, que só apresentou frequência acima de 50% no município de São Bento do Una, é 243 

responsável por codificar a proteína de ligação à fibronectina, mas também ao 244 

fibrinogênio e à elastina (LINKE; GOLDMAN, 2011), assim como o fnbA. A maioria 245 

dos isolados de S. aureus carreiam ambos os genes, mas não parece haver nenhuma 246 

diferença na atividade de ligação à fibronectina entre as cepas que carreiam apenas um 247 

ou os dois genes (GREENE et al, 1995), de maneira que a baixa frequência de fnbB nos 248 

outros municípios, certamente não compromete a eficiência dos isolados fnbB negativos 249 

na adesão ao tecido do hospedeiro, uma vez que apenas o isolado 88A foi negativo para 250 
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ambos os genes (fnbA e fnbB), mas positivo para outros dois genes de adesão (ebpS - 251 

adesão à elastina, e sdrC - adesão à sialoproteína e fibrinogênio).  252 

 Acredita-se que algumas propriedades do S. aureus, como formação de biofilme, 253 

sobrevivência intracelular e expressão capsular, sejam associadas com infecções 254 

crônicas, e geralmente a mastite subclínica (BARDIAU, et al, 2016); essas propriedades 255 

favorecem a evasão do sistema imune do hospedeiro. Semelhante ao que foi observado 256 

para os genes com função de adesão, quatro dos cinco genes responsáveis por 257 

mecanismos de evasão apresentaram alta frequência independente do município 258 

analisado (acima de 83%, chegando a 100% para os genes cap5 e icaD. Dessa maneira, 259 

os isolados estudados apresentaram alto potencial também para a etapa de evasão, 260 

mesmo com a baixa frequência encontrada para o gene cap8, uma vez que cap5 261 

desempenha o mesmo papel e está presente em todos os isolados. 262 

 Uma vez colonizando o hospedeiro, S. aureus secreta várias citotoxinas, 263 

chamadas leucocidinas e hemolisinas, responsáveis pelas lesões observadas durante o 264 

desenvolvimento da infecção (DINGES et al, 2000). A frequência dos genes que 265 

codificam as hemolisinas α (hla) e β (hlb) foi superior a 90% independente do 266 

município estudado. O gene pvl apresentou uma frequência de 21%, porém bem variada 267 

entre os municípios.  Embora outros trabalhos, como o realizado por Mitra e 268 

colaboradores (2013), também mostre a presença desse gene em isolados obtidos a 269 

partir de leite de vaca com mastite (41,6%), o pvl é geralmente associado à doenças em 270 

humanos como pneumonia necrozante (YU et al, 2012), sendo incomum em estudos 271 

realizados com isolados de mastite (PRASHANT et al, 2011; OTE et al, 2011).  272 

 Como foi observado, genes dos três grupos (adesão, evasão e lesão) foram 273 

identificados em todos os isolados, em sua maioria em uma alta frequência, o que 274 

mostra o grande arsenal e potencial de virulência de que dispõem esses isolados. 275 
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Diversas combinações desses genes são possíveis mantendo a habilidade de causar 276 

infecção intramamária em vacas. Isso também fica evidente quando comparamos as 277 

frequências desses genes neste e em outros estudos.  278 

 279 

4.3. Genotipagem de S. aureus 280 

4.3.1 Tipagem de sequência multilocus (MLST)  281 

 A análise do MLST identificou oito tipos de sequências dentre os 84 isolados, 282 

dos quais quatro foram descritos pela primeira vez neste estudo. Três dos quatro novos 283 

STs ficaram restritos a um único município. É possível que o evento que causou a 284 

mutação seja recente, não permitindo a disseminação e estabelecimento do clone em um 285 

novo município. O ST2988, também novo, foi observado em Gravatá e São Bento do 286 

Una, porém quando se leva em consideração a distância geográfica entre Gravatá, e os 287 

outros municípios estudados, São Bento do Una é o mais próximo, o que poderia 288 

justificar a presença desse ST em propriedades desse município e a ausência nos 289 

demais. O mesmo aconteceu com o ST1624, observado em isolados de São Bento do 290 

Una e Caetés, os mais próximos geograficamente. 291 

 Na propriedade 2 (Gravatá) foi possível observar cepas de diferentes fontes de 292 

isolamento (queijo e leite) pertencendo ao mesmo perfil genotípico e também de 293 

virulência, o que mostra o risco da contaminação cruzada, provavelmente decorrente 294 

das mãos dos manipuladores, e a possibilidade de dispersão da bactéria para consumo 295 

na preparação do queijo artesanal. O isolado obtido a partir da ordenhadeira também 296 

mostrou correlação com outros isolados obtidos a partir do leite na mesma propriedade 297 

e em propriedades de outros dois municípios (Caetés e Correntes), reforçando o perigo 298 

de contaminação cruzada e possibilidade de dispersão da bactéria para outros animais 299 

no rebanho também na ordenha mecanizada. 300 
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 Caetés foi o município que abrigou o maior número de STs diferentes seguido 301 

dos municípios de São Bento do Una, Correntes e Gravatá. A variabilidade genotípica 302 

em uma propriedade pode ser explicada pelo tipo de sistema de produção adotado pela 303 

mesma; espera-se que isolados obtidos de animais em um sistema semi-intensivo ou 304 

extensivo apresente maior variabilidade de genótipos devido à sua exposição a um 305 

maior número de fontes ambientais (OLIVEIRA et. al, 2015). A mesma ideia é válida 306 

quando se considera o tipo de dinâmica de aquisição dos animais pelas propriedades: 307 

uma maior variabilidade é esperada em propriedades que adquirem seus animais de um 308 

maior número de locais.  309 

 O CC1 (ST1) é comum entre isolados humanos (ARGUDÍN et. al, 2011; 310 

LOZANO et al, 2013), mesmo assim foi possível observar nesse estudo, isolados de 311 

origem animal com um ST que faz parte desse complexo clonal (ST1). Os CCs 97 e 126 312 

são incomuns entre isolados de humanos, sendo frequentemente observado em isolados 313 

de ruminantes (AIRES-DE-SOUSA et. al, 2007; RABELLO et. al, 2007; BERGONIER 314 

et. al, 2014; KADARIYA et al, 2014) sugerindo que os mesmos são reservatórios para 315 

estes CCs. Contudo o ST97, ancestral do CC97, foi encontrado por ANDRADE; LEAL-316 

BALBINO, (2016) em amostras clínicas, em Pernambuco. O mesmo estudo também 317 

identificou o ST1. É possível observar clones que são comuns a ambos. Esta observação 318 

merece atenção, uma vez que o ordenhador pode atuar como reservatório e ter função na 319 

disseminação desses clones entre os rebanhos, bem como pelo fato de que a ingestão de 320 

leite e queijo coalho contaminados poder carrear bactérias patogênicas e suas toxinas 321 

aos humanos, sendo, portanto, um problema de Saúde Pública.  322 

4.3.2. Comparação do MLST com outras ferramentas de tipagem molecular em S. 323 

aureus 324 
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 Foram testadas três diferentes associações utilizando-se os resultados do 325 

presente estudo com o MLST e os obtidos por Silveira-Filho et al, 2014, com outras três 326 

ferramentas de tipagem (PFGE, ITS-PCR e PCR-coa). A associação das ferramentas 327 

MLST e ITS-PCR pareceu a melhor abordagem para estabelecer a relação clonal entre 328 

os isolados de S. aureus de diferentes propriedades leiteiras. O MLST, trouxe mais 329 

robustez às análises visto que trata-se de uma ferramenta que não se baseia apenas no 330 

padrão de bandeamento, mas em sequenciamento, permite uma análise comparativa dos 331 

resultados obtidos em diferentes estudos pelo fato dos STs terem nomenclatura 332 

padronizada mundialmente e facilmente comparável pela internet (saureus.mlst.net), 333 

permite ainda o agrupamento dos STs em CCs tornando mais clara a interação entre os 334 

diferentes STs e, até certo ponto, consegue distinguir isolados de origem humana de 335 

isolados de origem bovina. 336 

A associação das ferramentas MLST e ITS-PCR permitiu observar a correlação 337 

entre isolados obtidos a partir de diferentes fontes de isolamento, reforçando a ideia do 338 

perigo da contaminação cruzada e possibilidade de dispersão de bactérias patogênicas e 339 

suas toxinas para consumo humano. Permitiu também identificar a dispersão clonal 340 

entre os diferentes municípios, identificando clones disseminados nos quatro municípios 341 

estudados. A predominância de determinados clones sugere que alguns têm 342 

propriedades que o habilitam a superar as defesas do hospedeiro e estabelecer a infecção 343 

(Silveira-Filho et al., 2014). Embora essa associação tenha concentrado a maioria dos 344 

MRSA (61%), não parece haver relação entre os perfis genotípicos e de resistência 345 

(Tabela 6). Todos os perfis que englobaram isolados MRSA também apresentaram 346 

isolados MSSA, ou representaram um único isolado MRSA, sugerindo que a 347 

resistência, necessariamente, não determina uma maior disseminação (Tabela 6). Esses 348 

resultados corroboram com a ideia de Tenover e colaboradores (1994) de que a 349 
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utilização de mais de uma técnica para estabelecer relação entre isolados bacterianos 350 

pode ser necessário para aumentar a eficiência e o poder discriminatório das mesmas. 351 

 352 
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Tabela 1. Genes alvo, sequência de primers e condições de PCR 466 

Gene Sequência do primer (5´- 3´) Tamanho (pb) 
Desnaturação inicial 

(Cº - tempo) 

Desnaturação 

(Cº - tempo) 

Anelamento 

(Cº - tempo) 

Alongamento 

(Cº - tempo) 

Extensão 

(Cº - tempo) 
Nº de ciclos Referência 

Fatores de adesão ao tecido do hospedeiro 

clfA 
ATTGGCGTGGCTTCAGTGCT 

CGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG 
292 94°C- 5´ 94ºC - 1´ 55ºC - 1´ 72ºC - 1´ 72ºC - 10´ 25 Tristan et al (2003) 

clfB 
ACATCAGTAATAGTAGGGGGCAAC 

TTCGCACTGTTTGTGTTTGCAC 
205 94°C- 5´ 94ºC - 1´ 55ºC - 1´ 72ºC - 1´ 72ºC - 10´ 25 Tristan et al (2003) 

fnbA 
CTCAATCATATAACGCAACAGT 

GTACAGTTTTAGGGTCAATA 
702 94°C- 5´ 94°C- 30´´ 48,7ºC - 30´´ 72ºC - 1´ 72ºC - 7´ 35 Ote et al (2011) 

fnbB 
GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT 

CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC 
524 94°C- 5´ 94ºC - 1´ 55ºC - 1´ 72ºC - 1´ 72ºC - 10´ 25 Tristan et al (2003) 

ebpS 
CACGAGACTATTAAAGATGCAGAAA 
TTATGGAATAACGATTTGTTGACCG 

1047 94ºC - 5´ 94ºC - 30´´ 52,8ºC - 30´´ 72ºC - 1´30´´ 72ºC - 7´ 35 Ote et al (2011) 

sdrC 
CAACATTGATTTTTGGGTTAAGTGG 

GCAAATGCGACTTGTTCAAA 
802 94ºC - 5´ 94ºC - 30´´ 51,3ºC - 30´´ 72ºC - 1´ 72ºC - 7´ 35 Ote et al (2011) 

Fatores de evasão do sistema imune 

spa 
TATATCTGGTGGCGTAACAC 

GTTGAAGTTATTTTGTTGCG 
229 94ºC - 5´ 94ºC - 30´´ 49,7ºC - 30´´ 72ºC - 30´´ 72ºC - 7´ 35 Ote et al (2011) 

cap5 
ATG ACG ATG AGG ATA GCG 

CTC GGA TAA CAC CTG TTG 
881 94ºC - 3´ 94ºC - 30´´ 55ºC - 30´´ 72ºC - 1´ 72ºC - 7´ 32 Moore e Lindsay (2001) 

cap8 
ATCGAAGAACATATCCAAGG 
TTCATCACCAATACCTTTTA 

834 94ºC - 5´ 94ºC - 30´´ 46,4ºC - 1´30´´ 72ºC - 1´ 72ºC - 7´ 35 Ote et al (2011) 

icaA 
TCAGACACTTGCTGGCGCAGTC 

TCACGATTCTCTCCCTCTCTGCCATT 
936 95ºC - 15´ 95ºC - 1´ 60ºC - 1´-30´´ 72ºC - 1´ 72ºC - 10´ 32 Campbell et al (2008) 

icaD 
AAACGTAAGAGAGGTGG 

GGCAATATGATCAAGATAC 

381 

 
94ºC - 5´ 95ºC - 45´´ 49ºC - 45´´ 72ºC - 1´ 72ºC - 7´ 30 Vasudevan et al (2003) 

Fatores de lesão tecidual 

pvl 
TGCCAGACAATGAATTACCCCCATT 

TCTGCCATATGGTCCCCAACCA 
894 95ºC - 15´ 95ºC - 1´ 60ºC - 1´-30´´ 72ºC - 1´ 72ºC - 10´ 35 Campbell et al (2008) 

hla 
TGCCGCAGATTCTGATATTAA 

TTTCTGAAGAACGATCTGTCCA 
845 94ºC - 5´ 94ºC - 30´´ 51,5ºC - 1´30´´ 72ºC - 1´ 72ºC - 7´ 35 Ote et al (2011) 

hlb 
GCGGTTGTGGATTCGATAAT 

GGCTTTGATTGGGTAATGATC 
524 94ºC - 5´ 94ºC - 30´´ 50,9 - 30´´ 72ºC - 30´´ 72ºC - 7´ 35 Ote et al (2011) 
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Tabela 2. Frequência dos genes com função de adesão por município estudado 467 

 468 

 469 

Tabela 3. Frequência dos genes com função de evasão por município estudado 470 

Município 

spa 

(98%) 

cap5 

(100%) 

cap8 

(5%) 

icaA 

(94%) 

icaD 

(100%) 
+ (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%) 

Gravatá 

(38 isolados) 

38 

(100%) 
0 (0%) 

38 

(100%) 

0 

(0%) 
2 (5%) 36 (95%) 34 (89%) 

4 

(11%) 

38 

(100%) 

0 

(0%) 
São Bento do 

Una 

(27 isolados) 

26 (96%) 1 (4%) 
27 

(100%) 
0 

(0%) 
0 (0%) 

27 
(100%) 

26 (96%) 1 (4%) 
27 

(100%) 
0 

(0%) 

Caetés 

(13 isolados) 

13 

(100%) 
0 (0%) 

13 

(100%) 

0 

(0%) 
0 (0%) 

13 

(100%) 

13 

(100%) 
0 (0%) 

13 

(100%) 

0 

(0%) 

Correntes 
(6 isolados) 

5 (83%) 
1 

(17%) 
6 (100%) 

0 
(0%) 

2 
(33%) 

4 (67%) 6 (100%) 0 (0%) 6 (100%) 
0 

(0%) 

Total 82 2 84 0 4 80 79 5 84 0 

 471 

 472 

Tabela 4. Frequência dos genes com função de lesão por município estudado 473 

Município 

pvl 

(21%) 

hla 

(94%) 

hlb 

(100%) 
+ (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%) 

Gravatá 

(38 isolados) 
4 (10,5%) 34 (89,5%) 35 (92%) 3 (8%) 38 (100%) 0 (0%) 

São Bento do Una 

(27 isolados) 
6 (22%) 21 (78%) 25 (93%) 2 (7%) 27 (100%) 0 (0%) 

Caetés 
(13 isolados) 

7 (54%) 6 (46%) 13 (100%) 0 (0%) 13 (100%) 0 (0%) 

Correntes 

(6 isolados) 
1 (17%) 5 (83%) 6 (100%) 0 (0%) 6 (100%) 0 (0%) 

Total 18 66 84 0 79 5 

 474 

 475 
 476 
 477 
 478 
 479 
 480 
 481 
 482 
 483 
 484 
 485 
 486 
 487 
 488 
 489 
 490 
 491 
 492 

Município 

ebpS  

(98%) 

clfA 

(94%) 

clfb 

(94%) 

fnbA 

(99%) 

fnbB 

(46%) 

sdrC 

(94%) 
+ (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%) 

Gravatá 

(38 isolados) 

37 

(97%) 

1 

(3%) 

36 

(95%) 

2 

(5%) 

36 

(95%) 

2 

(5%) 

37 

(97%) 

1 

(3%) 

2 

(5%) 

36 

(95%) 

38 

(100%) 

0 

(0%) 
São Bento do 

Una 

(27 isolados) 

26 
(96%) 

1 
(4%) 

26 
(96%) 

1 
(4%) 

26 
(96%) 

1 
(4%) 

27 
(100%) 

0 
(0%) 

24 
(89%) 

3 
(11%) 

24 
(89%) 

3 
(11%) 

Caetés 

(13 isolados) 

13 

(100%) 

0 

(0%) 

13 

(100%) 

0 

(0%) 

13 

(100%) 

0 

(0%) 

13 

(100%) 

0 

(0%) 

4 

(31%) 

9 

(69%) 

13 

(100%) 

0 

(0%) 

Correntes 
(6 isolados) 

6 
(100%) 

0 
(0%) 

6 
(100%) 

0 
(0%) 

6 
(100%) 

0 
(0%) 

6 
(100%) 

0 
(0%) 

2 
(33%) 

4 
(67%) 

6 
(100%) 

0 
(0%) 

Total 82 2 81 3 81 3 83 1 32 52 81 3 
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Tabela 5. Tipos de sequência (STs) observados, suas frequências, local de isolamento e comparação entre os STs fundadores de cada Complexo Clonal e os STs relacionados 

Nota: *STs descritos pela primeira vez neste estudo. O ST ancestral de cada complexo clonal é o primeiro de cada grupo em negrito e que dá nome ao seu CC. a, b, c, d representam a diferença alélica entre os STs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CC 
(Nº isolados) 

ST 

Nº de 

isolados 

(%) 

Sequência Alélica 
arcC/aroE/glpF/gmk/pta/tpi/yqiL 

Local de isolamento 
Gene (Alelos ≠ entre o ancestral e os outros STs do 

mesmo CC) 
Dif. nucleotídicas/ 

Posição 

CC1 

(2 isolados) 
ST1 2 (~2,4) 1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1 

02 - Correntes 
- - 

       

CC97 

(29 isolados) 

ST97 25 (~30) 3 / 1a / 1b / 1 / 1 / 5 / 3c 21 - São Bento Una; 02 - Caetés; 02 Correntes - - 

ST1624 2 (~2,4) 3 / 1 / 1 / 1 / 1 / 5 / 40c 
01 - São Bento Una; 01 - Caetés 

yqiL (3 - 40) 
G - A/ 192 
A - G/ 303 

T - C/ 333 

*ST3257 1 (~1) 3 / 1 / 429b / 1 / 1 / 5 / 3 01 - Caetés glpF (1 - 429) C - T/ 81 

*ST3258 1 (~1) 3 / 468a / 1 / 1 / 1 / 5 / 3 01 - Correntes aroE (1 - 468) A - T/ 57 

       

CC126 
(53 isolados) 

ST126 21 (~25) 3d / 68 / 1 / 4 / 1 / 5 / 40e 
09 - Gravatá; 04 - São Bento Una; 07 - Caetés; 01 - 

Correntes 
- - 

*ST2987 2 (~2,4) 
 

3 / 68 / 1 / 4 / 1 / 5 / 3e 
02 - Caetés yqiL (40 - 3) 

A - G/ 192 
G - A/ 303 

C - T/ 333 

*ST2988 30 (~36) 330d / 68 / 1 / 4 / 1 / 5 / 40 29 - Gravatá; 01 - São Bento do Una arcC (3 - 330) C - T/ 111 
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Tabela 6. Dados epidemiológicos, perfis genotípicos (MLST, PFGE, ITS-PCR e PCR-coa) e perfis de virulência (PGV) dos isolados estudados 

ISOLADOS 

(Município) 

FONTE DE 

ISOLAMENTO 

PROPRIEDADE 

(tipo de ord.) 

SUSC. 

À 
METIC. 

MLST 

(ST/CC) 

PFGE 

(pulsotipo) 

ITS-PCR 

(tipo ITS) 

COA 

(coagulotipo) 

  Genes de virulência 

PGV Fatores de adesão  Fatores de evasão  Fatores de lesão 

clfA clfb fnbA fnbB ebpS sdrC  spa cap5 cap8 icaA icaD  pvl hla hlb 

19A (Gravatá) Leite 1 (MEC) MSSA 126/126 G1 R1 Coa1A + + + - + +  + + + + +  - + + PGV5 

20A (Gravatá) Leite 1 (MEC) MSSA 126/126 B3 R2 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

21A (Gravatá) Leite 1 (MEC) MSSA 126/126 G1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - - + PGV8 

22A (Gravatá) Leite 1 (MEC) MSSA 126/126 B3 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  + + + PGV4 

25A (Gravatá) Leite 1 (MEC) MSSA 126/126 B3 R2 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

26A (Gravatá) Leite 1 (MEC) MSSA 126/126 B3 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

31A (Gravatá) Leite 1 (MEC) MSSA 126/126 B3 R1 Coa1A + + + + + +  + + + + +  - + + PGV2 

38A (Gravatá) Leite 1 (MEC) MSSA 126/126 B3 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

40A (Gravatá) Leite 1 (MEC) MSSA 126/126 B3 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

51A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MRSA 
#2988/126 B1 R4 Coa1A - - + - + +  + + - - +  - - + PGV14 

53A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 B3 R4 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

57A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MRSA 
#2988/126 I1 R4 Coa1A + + + - + +  + + - + +  + + + PGV4 

59A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 B1 R4 Coa1A + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

61A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 B1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  + + + PGV4 

62A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 B2 R4 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

63A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 B1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

70A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 B2 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

76A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MRSA 
#2988/126 B1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

81A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MRSA 
#2988/126 I3 R5 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

82A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MRSA 
#2988/126 I1 R4 Coa1A + + + - - +  + + - - +  - - + PGV12 

83A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MRSA 
#2988/126 B1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

84A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 I1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

85A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MRSA 
#2988/126 I2 R4 Coa1A + + + - + +  + + - + +  + + + PGV4 

86A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 I2 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

87A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 B1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

88A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 J3 R6 Coa1A - - - - + +  + + - - +  - + + PGV15 

90A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MRSA 
#2988/126 I1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - - +  - + + PGV9 
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92A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MSSA 

#2988/126 I1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

95A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 B1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

96A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 B1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

1A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 B1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

4A (Gravatá) Leite 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 B1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

99A (Gravatá) Queijo 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 I1 R4 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

100A (Gravatá) Queijo 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 B1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

101A (Gravatá) Queijo 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 B1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

102A (Gravatá) Queijo 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 I1 R4 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

103A (Gravatá) Queijo 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 I1 R4 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

104A (Gravatá) Queijo 2 (MAN) MSSA 
#2988/126 I1 R4 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

26B (S. B. Una) Leite 3 (MAN) MRSA 97/97 C2 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  + + + PGV1 

14B (S. B. Una) Leite 3 (MAN) MSSA 126/126 B1 R1 Coa1A + + + + - -  + + - - +  - + + PGV11 

22B (S. B. Una) Leite 3 (MAN) MSSA 126/126 B1 R1 Coa1A + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

27B (S. B. Una) Leite 3 (MAN) MRSA 126/126 C1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  + + + PGV4 

28B (S. B. Una) Leite 3 (MAN) MRSA 126/126 E R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  + + + PGV4 

1B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 97/97 C1 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

4B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 97/97 C1 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

5B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 97/97 C1 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

6B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 97/97 C1 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

8B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 97/97 C1 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

9B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MSSA 97/97 C1 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

10B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 97/97 C1 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

11B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 97/97 C1 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

13B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 97/97 C1 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

17B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 97/97 C1 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

18B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 97/97 C2 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  + + + PGV1 

19B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MSSA 97/97 H R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  + + + PGV1 

20B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 97/97 C1 R10 Coa2 + + + + + -  + + - + +  - - + PGV7 

21B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 97/97 C1 R10 Coa2 + + + + + -  + + - + +  - - + PGV7 
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23B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 97/97 B5 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

29B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 97/97 J1 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

32B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 97/97 J1 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

34B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 97/97 B4 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  + + + PGV1 

35B (S. B. Una) Ordenhadeira 4 (MEC) MRSA 97/97 J2 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

36B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 97/97 J2 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

12B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 1624/97 C1 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

3B (S. B. Una) Leite 4 (MEC) MRSA 
#2988/126 C1 R10 Coa2 - - + - + +  - + - + +  - + + PGV13 

1C (Caetés) Leite 5 (MEC) MSSA 97/97 D3 R7 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

2C (Caetés) Leite 5 (MEC) MSSA 3257/97 D3 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

11C (Caetés) Leite 6 (MEC) MSSA 97/97 D3 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  + + + PGV1 

3C (Caetés) Leite 6 (MEC) MSSA 126/126 A1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

4C (Caetés) Leite 6 (MEC) MSSA 126/126 A2 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

5C (Caetés) Leite 6 (MEC) MSSA 126/126 A1 R2 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

6C (Caetés) Leite 6 (MEC) MSSA 126/126 A1 R2 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

7C (Caetés) Leite 6 (MEC) MSSA 126/126 A1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  + + + PGV4 

8C (Caetés) Leite 6 (MEC) MSSA 126/126 A1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  + + + PGV4 

9C (Caetés) Leite 6 (MEC) MSSA 126/126 A1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  + + + PGV4 

12C (Caetés) Leite 6 (MEC) MSSA 1624/97 D3 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  + + + PGV1 

10C (Caetés) Leite 6 (MEC) MSSA #2987/126 A1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  + + + PGV4 

13C (Caetés) Leite 6 (MEC) MSSA #2987/126 A1 R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  + + + PGV4 

1D (Correntes) Leite 7 (MEC) MSSA #3258/97 C3 R7 Coa2 + + + - + +  - + - + +  - + + PGV10 

2D (Correntes) Leite 8 (MEC)  MSSA 1/1 G3 R3 Coa1B + + + - + +  + + + + +  - + + PGV5 

3D (Correntes) Leite 8 (MEC) MSSA 97/97 G2 R10 Coa2 + + + + + +  + + - + +  + + + PGV1 

8D (Correntes) Leite 8 (MEC) MSSA 97/97 G2 R9 Coa2 + + + + + +  + + - + +  - + + PGV3 

4D (Correntes) Leite 8 (MEC) MSSA 126/126 F R1 Coa1A + + + - + +  + + - + +  - + + PGV6 

10D (Correntes) Leite 9 (MEC) MSSA 1/1 G3 R3 Coa1B + + + - + +  + + + + +  - + + PGV5 
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Figura 1: Rede de haplótipos mostrando os oito STs interligados. 

Nota: O tamanho dos círculos é proporcional ao número de indivíduos observados no haplótipo a que o círculo se refere. Entre as linhas que ligam dois STs, pode-se observar o número de diferenças entre os mesmo e 

em quais genes essas diferenças estão presentes.  

   Gravatá      São Bento do Una      Caetés      Correntes 
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