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Resumo

Foi determinada a variabilidade genética das cepas de S. aureus isoladas de alguns casos de mastite
bovina. 335 vacas foram amostradas em 27 estabulos em 10 municipios no estado de Jalisco. As cepas
de S. aureus foram identificadas a partir de amostras de leite de cada glandula mamaria de cada vaca, as
guais foram cultivadas em agar sangue e com base nas caracteristicas da cultura, testes bioquimicos e
finalmente sua confirmac&o molecular por PCR. A variagdo genética nas cepas identificadas foi obtida pela
técnica de eletroforese de campo pulsado. As imagens dos géis foram analisadas no software
Bionumerics®. O teste da Califérnia diagnosticou 2,26% de mastite clinica e 40,45% de mastite subclinica.
Foi registrada uma frequéncia de aparecimento de S. aureus de 9,8% do total das glandulas amostradas.
Foi observada uma variacdo genética de 14,9%. As 32 cepas analisadas foram agrupadas em pulsotipos
com 95% ou mais de similaridade genética, resultando em 12 pulsotipos. Conclui-se que existe uma grande
diversidade na variabilidade genética das cepas de S. aureus de diferentes estabulos do estado de Jalisco
e uma grande similaridade genética das cepas dentro de cada baia.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, tipagem, frequéncia de mastite, variagdo genética, eletroforese
de campo pulsado.

Abstract

The genetic variability of S. aureus strains isolated from some cases of bovine mastitis was determined.
335 cows from 27 stables were sampled in 10 municipalities in Jalisco state. S. aureus strains were identified
from milk samples of each mammary gland of each cow, which were grown in blood agar and based on
culture characteristics, biochemical tests, and finally their molecular confirmation by PCR. The genetic
variation in the strains was identified by pulsed- field electrophoresis technique. The images of gels were
analyzed using the Bionumerics® software. 2.26% of clinical mastitis and 40.45% of subclinical mastitis were
diagnosed with the California test. An appearance S. aureus frequency of 9.8% of the total sampled glands
was recorded. A genetic variation of 14.9% was observed. The 32 strains analyzed were grouped into
pulsotypes with 95% or more of genetic similarity, resulting in 12 pulsotypes. It is concluded that there is
great diversity in the genetic variability of S. aureus strains from different stables in Jalisco state and a great
genetic similarity of strains within each stable.

Keywords: PFGE, S. aureus, typification, frequency of mastitis, genetic variation, pulsed field
electrophoresis.
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INTRODUCAO

A mastite é definida como a inflamacéo da glandula mamaria, causada principalmente
por patégenos (Bedolla et al., 2008), que causa diminuicdo na producdo e na qualidade
do leite em sua forma subclinica; entretanto, pode se transformar em mastite clinica,
podendo atingir os dejetos do animal devido a perda de funcionalidade da glandula
mamaria (Echeverri et al., 2010). Da mesma forma, a mastite subclinica tende a estar
presente por mais tempo e é mais frequente do que a mastite clinica (Bedolla et al., 2007).
As perdas econdmicas podem chegar a cinco mil pesos para cada lactacdo duma vaca
por ano (Van et al., 2016). Embora cerca de 137 microrganismos tenham sido
encontrados em bovinos leiteiros com mastite, apenas um pequeno numero de
patogenos é responsavel pela maioria dos casos (Wolter et al., 2004); por exemplo, € o
caso do género Staphylococcus spp, que expressa fatores de viruléncia que permitem
sua persisténcia e distribuicdo no hospedeiro (Marqués et al., 2013).

Por outro lado, Staphylococcus aureus, descrito pelo médico Alexander Ogston em 1880
(Cervantes-Garcia et al., 2014), que atualmente € considerado um dos principais agentes
causadores de mastite em todo o mundo (El-Sayed, 2006b), com uma frequéncia de
guase 30% das amostras de vacas com mastite (Calderén e Rodriguez, 2008).
Propriedades invasivas e fatores extracelulares séo atribuidos a esse patdégeno, como a
producdo de toxinas que levam a sindrome do choque téxico, toxinas esfoliativas e
enterotoxinas estafilocécicas (Vasconcelos e Ribeiro de Souza, 2010). Além disso, possui
grande capacidade de aquisicdo de elementos exdgenos por transferéncia horizontal, o
gue permite sua facil adaptacédo ao ambiente e aos agentes antimicrobianos, por meio da
aguisicdo de fatores de resisténcia a antibioticos codificados por plasmideos e
transposons (Baba et al., 2002).

A tipagem molecular de microrganismos (genotipagem) é muito importante para entender
a evolucdo dos patogenos e estudar sua relacdo genética; desta forma, um maior
entendimento é alcancado durante as investigacdes epidemiologicas (Amr El-Sayed, et
al., 2017; Castafieda et al., 2018, Garcia et al., 2019). Existem varios métodos de
genotipagem, cada técnica apresentando pontos fortes e fracos. Entre os mais
proeminentes estdo eletroforese de campo pulsado (PFGE), tipagem de gene spa,
tipagem de sequéncia de locus multiplos (MLST), analise de perfil de plasmideo,
polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo (RFLP), analise (MLVA) e a
andlise de toda a sequéncia do genoma do DNA (Struelens et al, 2009; Kuroda et al.,
2001).

Eletroforese de campo pulsado (PFGE) é uma poderosa técnica de genotipagem usada
para separar grandes moléculas de DNA (DNA gendmico completo), apdés macro-
restricdo (corte com uma enzima de restricdo em varios pontos do genoma) e separagao
de fragmentos campo életrico. Essa técnica € uma boa representacdo de todo o
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cromossomo bacteriano, pois fornece fragmentos de DNA claramente diferenciados
(Sharma-Kuinkel et al., 2016). Um dos pontos fortes da técnica é que ela possui um alto
poder discriminatério (Struelens et al, 2009). Castafieda et al., (2011) mostraram uma
estreita relacao de cepas de campo de S. aureus, responsaveis pela mastite no oeste do
México; sugerindo que clones intimamente relacionados de S. aureus séo responsaveis
pela maioria das infec¢des intramamarias, causadas no estado de Jalisco (Castafieda et
al., 2018). Marqués et al., (2013) observaram no Brasil uma grande diversidade de clones
de S. aureus, detectando seis diferentes perfis genéticos por meio de eletroforese de
campo pulsado (PFGE). (Kuroda et al., 2001; Sato et al., 2017) encontraram variacdes
genéticas de até 30% de 41 cepas de S. aureus, isoladas no Japédo de vacas com mastite,
humanos e em carnes destinadas a venda. (Can et al., 2017), obteve uma variacdo em
torno de 25% da totalidade das amostras obtidas em amostras de carnes, leite cru, queijo,
carnes e frango na Turquia. As cepas obtidas a partir do leite de vaca cru apresentaram
similaridade de 90%.

Somente uma investigacdo minuciosa nos ajudara a entender a epidemiologia do
patégeno S. aureus, podendo auxiliar no controle da doenca e/ou na producdo de uma
vacina, minimizando sua ameagca. Para tanto, varias ferramentas de biologia molecular
foram desenvolvidas para uso em estudos epidemiol6gicos moleculares avancados,
como as utilizadas na presente investigacao de S. aureus.

MATERIAL E METODOS

Amostragem. Foi realizado um estudo transversal com amostragem aleatoria em 27
estdbulos pertencentes aos 10 municipios: Acatic, Arandas, Atotonilco el Alto,
Encarnacion de Diaz, La Barca, Lagos de Moreno, Tepatitlan de Morelos, San Juan de
los Lagos, San Miguel el Alto e Tototlan, considerados os maiores produtores de leite do
estado de Jalisco, México.

O numero de animais amostrados foi proporcional a populacdo de vacas de cada
municipio, em uma proporc¢ao de aproximadamente 1 para 900. O tamanho dos estabulos
foi classificado pelo nUmero de vacas em producdo, que no momento da amostragem
cada baia possuia, e a partir disso foi determinado o nimero de vacas a serem
amostradas em cada uma (Tabela 1). O numero total de vacas a serem amostradas foi
determinado com a férmula utilizada para populacdes infinitas ou muito grandes
(Gamboa, 2017), resultando em 335 vacas.

Deteccdo de mastite. O teste da Califérnia foi usado como um teste de campo para
determinar a frequéncia de mastite subclinica. Foi realizada antes da ordenha do animal,
apos eliminacdo dos primeiros jatos de leite; tomar uma amostra de aproximadamente 2
mL e aplicar uma quantidade semelhante do reagente California Mastitis Test (CMT);
Seguindo o procedimento proposto por (Barnum e Newbould, 1961), ap6s alguns
movimentos circulares da mistura, esta foi imediatamente interpretada.
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Tabela 1. Classificacdo dos estdbulos por tamanho (niamero de vacas em produc¢éao)

Tamanho do estabulo N°. vacas em produgéo N°. de vacas da amostra
Pequeno <25 <11
Mediano 26 a 99 12a15
Grande =100 16 a20

Cultura bacterioldgica, testes bioquimicos, técnica de PCR; bem como a eletroforese de
campo pulsado foram realizadas no laboratério de mastite e biologia molecular do Centro
Universitario de Ciéncias Biol6gicas e Agricolas (CUCBA) da Universidade de
Guadalajara, localizado no municipio de Zapopan, no estado de Jalisco. As 1.325
amostras de leite foram cultivadas em placas de Petri, com teor de agar sangue
adicionado de 5% de sangue de ovelha, inoculando-se cerca de 0,01 mL de leite para
cada amostra.

Identificacdo presuntiva de S. aureus. A identificacdo iniciou-se observando as
caracteristicas da col6nia (presenca e tipo de hemolise, cor e textura). Os seguintes 3
testes bioquimicos foram entéo realizados: teste da coagulase em tubo (Sperber y Tatini.,
1975), teste do sal de manitol (Cervantes-Garcia et al., 2014) e teste da DNase (Menzies,
1977).

Identificacdo molecular de S. aureus. Foi utilizada a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), uma vez que permite a identificacdo de patdégenos proporcionando
alta sensibilidade e especificidade, sendo o teste padrdo ouro para identificacdo de
espécies (El-Sayed et al., 2017).

Extracdo de DNA. Foi realizado o método de extracdo da lisostafina proposto por
Chapaval et al., (2008), com algumas modifica¢gdes. Das culturas de S. aureus semeadas
em agar sangue por 18-24 horas em incubacao, 2 assados foram retirados e colocados
em 200 pL de uma solucédo TE (Tris 10 mM-EDTA 1 mM), pH 8. Posteriormente, foi
adicionado 2 pL de lisostafina (1 mg/mL) e incubado por 2 horas a 37 °C, 200 pL da
mistura de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25-24-1) foram adicionados, foi agitado em
alta velocidade (3.000 rpm) em voértice por 3 segundos e centrifugado a 12.000 rpm por
10 minutos; 150 yL do sobrenadante foram transferidos para outro tubo e 60 puL de NacCl
5 M e 300 pL de etanol 96% foram adicionados e a mistura foi colocada a -20 °C durante
2 h para precipitar o DNA. Posteriormente, foi centrifugado a 12.000 rpm por 15 min e o
sobrenadante foi descartado, tomando cuidado para nédo descartar o pellet formado. Em
seguida, 200 pL de etanol 70% foram adicionados e centrifugados a 12.000 rpm por 10
minutos, descartando o etanol. Os tubos foram mantidos abertos em frente ao queimador
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por 30 min para gue os vestigios de etanol evaporassem. Finalmente, 50 uL de TE, pH
8, foram colocados.

Iniciadores e programa de PCR.

Os seguintes primers foram usados para a amplificacdo do gene 23 rDNA
Sequéncia 5 '(ACG GAG TTA CAA AGG ACG AC)

Sequéncia 3 '(AGC TCA GCC TTA ACG AGT AC)

E para a amplificacédo do gene foi utilizado o seguinte programa:

Etapa 1 (1 ciclo): passo 1. Desnaturacéo (94 °C por 5 min)

Etapa 2 (37 ciclos): etapa 1. Desnaturacao (94 °C por 40 s)
Passo 2. Alinhamento (58 °C por 60 s)
Passo 3. Extensao (72 °C por 75 s)

Etapa 3 (1 ciclo): passo 1. Extensao (72 °C por 5 min) (El-Sayed et al., 2006b).
Eletroforese. Para a eletroforese, um gel de agarose a 1% foi usado, que foi executado
a 70 v por 40 min, usando o tampé&o TBE 1x (89 mM Tris - 89 mM Borato - 2 mM
E.D.T.A), pH 8.

Determinacao da variacdo genética. Foi utilizada a técnica de eletroforese de campo
pulsado (PFGE), mesma técnica utilizada por Sato et al., (2017), para determinar a
variabilidade genética de S. aureus. Apenas as cepas com diagndstico positivo para S.
aureus por PCR foram consideradas para a determinacdo da variacao genética. No total,
32 cepas de S. aureus foram selecionadas.

A técnica utilizada por Castafieda et al., (2011) foi desenvolvida, com algumas
modificagdes.

As cepas foram inoculadas em placas de agar sangue e incubadas a 37 °C por 18 horas.
De cada cepa bacteriana, uma enxada foi retirada da cultura e suspensa em 200 pL da
solucéo de PIV (0,01 mM Tris, 1M NaCl) pH 8, e ajustada para uma densidade Optica de
1,5 com um nivel de absorvancia de 610 nm. Dessa solugdo, 60 pL de cada amostra
foram retirados e misturados com 60 pL de agarose 1% (dissolvida em TE), mantida a
uma temperatura de 45 °C. Posteriormente, foram transferidos para um compartimento
da forma em bloco e aguardaram cerca de 15 minutos para que se solidificassem. Os
blocos foram transferidos para um tubo de 1,5 mL contendo: 0,5 mL da solucéo de lise
(Tris 6 mM - NaCl 1 M - EDTA 100 mM-desoxicolato de sodio 0,2%-sarcosil 0,5%), 25 uL
de brij 58 (a 10%), 5 uL de lisozima (50 mg/mL) e 5 pL de lisostafina (1 mg/mL); foi
misturado e incubado a 37 °C durante 21 horas. A solucdo foi decantada e substituida
por 0,5 mL da solugéo ES (500 mM E.D.T.A - 1% sarcosil) e 25 pyL de proteinase K (20
mg / mL) foram adicionados. Eles foram incubados a 56 °C por 21 h. A solucéo ES foi
decantada e os blocos foram lavados 5 vezes, agitando suavemente durante 20 min com
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10 mL de TE (Tris 10 mM-EDTA 1 mM) para cada lavagem. Uma fatia de 3 mm foi cortada
de cada bloco.

Para a digestdo, foram adicionados 100 pL da solucdo de restricdo: 87,75 uL de agua,
10 pL de tampéo (10x), 1,25 pL de enzima Smal (12,5 U por amostra) e 1 pL de albumina
de soro bovino (BSA). Deixou-se incubar durante 3 horas a 25 °C. Posteriormente, as
fatias foram colocadas dentro de um gel de agarose a 1% em TBE 0,5x pH 8. A
eletroforese foi realizada em 7 L 0,5x TBE pH 8 no aparelho Chef-DR 1l (Bio-Rad).

O programa utilizado foi: Tenséo 6 V/cm, temperatura 14 °C; tempo inicial 5 s; tempo final
40 s; e duragdo de 21 h. Posteriormente, o gel foi corado e a imagem capturada em
fotodocumentador.

A determinacao da variacdo genética foi realizada por meio da analise das imagens dos
geéis, obtidas pela técnica de PFGE, a partir de dendrogramas para determinacdo do
parentesco, com o auxilio do software Bionumerics® (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). O
coeficiente de correlacdo de Dice e o algoritmo de agrupamento de médias mateméticas
de grupos de pares nao ponderados (UPGMA) foram usados. Foi elaborado um
dendrograma de similaridade do total das amostras e 3 outros dendrogramas (um para
cada regiao amostrada). Os percentuais de similaridade genética puderam ser obtidos
com a elaboracédo dos dendrogramas.

RESULTADOS

Frequéncia de mastite. Das 1.340 glandulas mamarias correspondentes as 335 vacas
amostradas, o0s seguintes resultados foram obtidos. Analisando 1.325 glandulas
mamarias funcionais e 15 glandulas cegas (n&o funcionais), foi observada uma
frequéncia de 42,71% de mastites, sendo que a mastite clinica representou 2,26% e a
mastite subclinica 40,45%.

Frequéncia de agentes etiologicos. Das 1.325 amostras coletadas do leite, um
crescimento positivo de S. aureus foi obtido em 130 amostras (correspondendo a 9% do
total) e um crescimento de 261 de estafilococos coagulase negativos (18% do total).
Portanto, reflete a importancia do género Staphylococcus spp, uma vez que representou
um crescimento de 27% do total das amostras.

Variacdo genética de S. aureus pela técnica de eletroforese de campo pulsado
(PFGE). Os seguintes perfis genéticos (pulsotipos) de 32 cepas representativas de S.
aureus isoladas de estabulos foram obtidos usando a técnica de PFGE (Figura 1).
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48.5 kb

Figura 1. Eletroforese de campo pulsado do DNA (ap0s digestao com a enzima de restricdo smal)
das 32 cepas de S. aureus isoladas de vacas leiteiras no estado de Jalisco. Onde M = marcador de
peso molecular de 48,5 kb a 1.018 kb (New England Biolabs), Ref = cepa de referéncia S. aureus
(ATCC 25923) e numero de 1 a 38 = o total de isolados (32).

Dendrogramas foram preparados para determinar a variacdo genética de S. aureus. Os
32 pulsotipos das cepas estudadas foram agrupados em 12 agrupamentos de pulsotipos
diferentes, com 95% ou mais de similaridade genética dentro de cada grupo de
pulsotipos.

Obteve-se um percentual de similaridade genética de 85,1%, o que corresponde a 14,9%
da variacdo genética dos 32 pulsotipos de cepas isoladas, dos 10 municipios amostrados
no estado de Jalisco. O agrupamento dos tipos de pulso (p3), foi 0 agrupamento mais
encontrado 25% (8/32) do total dos pulsotipos das cepas analisadas (figura 2).



ABANICO VETERINARIO ISSN 2448-6132 abanicoacademico.mx/revistasabanico/index.php/abanico-veterinario

Agrupamento de pulsotipos com

| roe ki tde sm‘“‘"‘:‘de ge“t‘“‘l 95% ou mais similaridade & astibulo, vaca, maniigio
1 y % 1 P1 24, 9Dl a Lagos de...
940 ! g . P1 | 24,14 TD Lagos de...
(0 roemsdememems | 2 | 6 10 DD Tepatitlan
B R Pewntesseemn: | P2 | 7,1DD San Miguel el...
4 Mommew | e | 4 12T Tototlan
b s | e3 | 4 1200 Tototlan
b B s | Py | 347D San Juan de...
P10 e | e3 | 3,771San Juan de...
‘A $% =W | e3 | 21,10DLaBarca
912 ) BN Woal | p3 | 637D aTepatitian
"k Mvodenms | 3 | 51 TiAtotonilco el alto
b B o mmeae | p3 | 57T Atotonilco el alto
) lﬂa-i P4 | 21,800 LaBarca
i1 18 2 P5 10, 10 Di a Tototlan
Fone Wi 27,170 Lagos de M...
m Ly nee p7 | 15,57D San Juan de...
I ramrmr | e | 1,9TaArandas
L I & P& | 10.1 DD Tototian
11885 75 | 9,9DD San Miguel el...
AR | ps | 7,4 DD San Miguel el
918 fnEs B Pa | 157Dl San Juan de..
T I I | Ps | 13,1DD San Juan de...
1N P10 | 43,7 TIb San Juan de...
o ERIIIE | P10 | 14,11 Tl Encamacion...
t" | w0 | 26,4DD Lagos de..
R | 10 | 26,11DD Lagos de...
IS B P10 | 14,14 DD Encamnacion...
VT R P11 | 19,371 Atotonilco
' i ! P11 | 19,4 Tl Atotonilco
b0l 8 BRI | pee | 1 1DDArandas
e st | pis | 2,7 D0 Acatic
oI 27,6 DD Lagos de ...

Figura 2. Dendrograma dos pulsotipos das 32 cepas de S. aureus isoladas en diferentes regides
do estado de Jalisco

No dendrograma dos pulsotipos dos isolados da regidao de Altos Norte, observou-se
84,9% de similaridade genética, o que corresponde a 15,1% da variacao genética dos 14
isolados dos municipios de Encarnacion de Diaz, Lagos de Moreno e San Juan de los
Lagos (Figura 3).
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Figura 3. Dendrograma dos pulsotipos de 14 cepas de S. aureus isoladas naregido dos Altos

Norte do estado de Jalisco

No dendrograma dos pulsotipos das cepas isoladas da regidao de Altos Sur foi observada
uma similaridade genética de 89,8%, o que corresponde a 10,2% de variacdo genética
das 8 cepas isoladas dos municipios de Acatic, Arandas, San Miguel el alto e Tepatitlan
de Morelos (Figura 4).
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Figura 4. Dendrograma dos pulsotipos de 8 cepas de S. aureus isoladas na regido de Altos Sur do
estado de Jalisco

No dendrograma dos pulsotipos dos isolados da regido de Ciénega, observou-se um
percentual de 90,2% de similaridade genética, o que corresponde a 9,8% da variacédo
genética dos 10 isolados dos municipios de Atotonilco el Alto, Barca e Tototlan (Figura

5).
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Figura 5. Dendrograma dos pulsotipos de 10 cepas de S. aureus isoladas na regido de Ciénega do
estado de Jalisco

Dentro da relacdo das caracteristicas morfoldgicas das cepas estudadas com seu perfil
genético (pulsotipo) na técnica de variagdo genética, observou-se que as cepas de S.
aureus idénticas na técnica PFGE (100% de similaridade) apresentaram caracteristicas
morfoldgicas idénticas. Enquanto a cepa (38,27, 6 DD) se destacou de todas as demais
em sua cultura, pois apresentou beta hemélise pronunciada de 15 mm; da mesma forma,
foi a cepa que apresentou o pulsotipo com maior variacao genética na técnica PFGE.

DISCUSSAO

Pelos achados encontrados, estabelece-se que existem variagdes genéticas superiores
a 10% dos Staphylococcus aureus isolados de vacas leiteiras no estado de Jalisco, sendo
encontrada uma variagdo genética de 14,9% entre as 32 cepas analisadas neste estudo.
Os resultados relacionados a variacdo genética observada no presente trabalho sdo
semelhantes aos citados por Can et al., (2017), que encontraram uma relacdo genética
de 90% de cepas isoladas de leite de vaca cru na Turquia, 0 que corresponde a 10 %
variacao genética. No mesmo estudo, as cepas de S. aureus obtidas de amostras de leite
de vaca cru, carne, queijo e frango na Turquia foram analisadas juntas; onde a variagao
genética aumentou até 25%, o que significa que existem tipos geneticamente
semelhantes de perfis genéticos em amostras de leite; talvez porque os S. aureus
isolados do leite apresentem um genatipo relativamente semelhante, pois requerem as
mesmas caracteristicas que permitem sua adaptacdo, tanto dentro quanto fora da
glandula mamaria.

Os resultados apresentados neste estudo sdo semelhantes aos resultados de Castafieda
et al., (2011), que concluiram que existe uma estreita relacdo genética de S. aureus,
responsavel pela mastite; sugerindo que clones intimamente relacionados de S. aureus
sdo responsaveis pela maioria das infeccfes intramamarias causadas no estado de
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Jalisco. No entanto, diferem dos resultados gerados com o0s obtidos por Sato et al.,
(2017), que encontraram variacdes genéticas de até 30% em 41 cepas de S. aureus
isoladas no Japao; talvez porque cepas isoladas de humanos e carne destinada a venda
também sejam levadas. Portanto, o alto percentual de variacdo apresentado parece
compreensivel, uma vez que as linhagens tendem a desenvolver caracteristicas
elementares que as permitem se adaptar as condi¢des do local de onde estao isoladas.

Embora uma alta porcentagem (42,71%) tenha sido obtida na frequéncia de mastite nas
vacas amostradas, apenas cerca de 20% das glandulas maméarias amostradas
representavam mastite clinica e graus 2 e 3 de mastite subclinica; portanto, cerca de 80%
das glandulas foram identificadas como negativas para mastite e mastite subclinica grau
1. Por outro lado, em estudo realizado por Manjarrez et al., 2012, foi encontrada maior
frequéncia de mastite no estado do México ; que citam 6,1% de mastite clinica e 48,3%
de mastite subclinica, sendo isso compreensivel uma vez que foram amostrados apenas
pequenos estabulos do tipo familiar, os quais apresentaram baixo nivel de tecnificacéao;
Isso representa deficiéncia na técnica de ordenha e pouco controle da mastite, diferindo
da amostra do nosso estudo em que, além das cocheiras familiares, foram escolhidas
cocheiras semitécnicas e técnicas; portanto, a frequéncia de mastite obtida em nosso
estudo foi menor.

Por outro lado, Yera y Ramirez, 2016, registraram uma frequéncia de aparecimento de
S. aureus de 8,75% em vacas mesticas Holstein x Cebu, frequéncia inferior a obtida que
foi de 9,8%; talvez devido a uma melhor resisténcia a infecgdo nos animais amostrados
por serem animais hibridos. Boscan et al.,, (2009), observaram uma frequéncia de
aparecimento de S. aureus de 12,15%, superior a apresentada neste estudo, também
diferindo da metodologia de amostragem, uma vez que as amostras de leite foram
colhidas apenas em vacas com diagndstico de mastite subclinica e que estavam no inicio
do periodo seco. Castafieda et al., (2013), no estado de Jalisco, apresentou uma
frequéncia de S. aureus ao nivel de celeiro de 100%, sendo a frequéncia superior a
apresentada, que foi de 66,7%; provavelmente pelo fato de neste estudo ter sido
semeado apenas leite pertencente a glandulas com diagnéstico de mastite; ao contrario
do nosso estudo, em que todas as amostras de leite foram semeadas
independentemente de seu resultado no diagndstico de mastite.

CONCLUSOES
O grupo de pulsotipos de S. aureus P3 representou 25% do perfil genético total
(pulsotipos) das cepas isoladas (8/32), estando presente em todas as regides amostradas
de Jalisco. A variacdo genética em comparacao com a variacdo morfolégica foi idéntica.
Da mesma forma, as cepas isoladas dentro de um mesmo estabulo apresentaram notavel
similaridade genética, chegando a 100% de similaridade em vérios estdbulos. Os
resultados do presente estudo fornecem informagbes valiosas que podem ser
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complementares na area da epidemiologia molecular necessaria ao controle, tratamento
e producdo das vacinas necessarias para a mastite por S. aureus.
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