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RESUMO: A formagdo de biofilmes é considerada uma vantagem que alguns Staphylococcus aureus isolados
de mastite bovina possuem, facilitando a permanéncia dos mesmos no ubere. Isto requer a adesao das bactérias no epitélio
mamdrio com proliferacdo e formac¢do de multicamadas de células envolvidas por uma matriz polimérica conhecida como
exopolissacarideo. O objetivo deste estudo foi avaliar a producdo de biofilmes das estirpes de S. aureus isoladas de casos
mastite subclinica bovina. Estudou-se 94 estirpes de S. aureus obtidas do leite de vacas com mastite subclinica oriundas de
duas propriedades rurais no estado de Sdo Paulo. Essas estirpes foram caracterizadas quanto a producdo de biofilmes pelos
testes de aderéncia em microplacas e pela presenga dos genes icaA e icaD responsdveis pela producéo do polissacarideo de
adesdo intercelular. Os resultados obtidos revelaram que no teste de aderéncia em placas, 98,9% das estirpes produziram
biofilme e a presenca dos genes icaA e icaD foi encontrada em 95,7% das estirpes de S. aureus. Bactérias produtoras de
biofilmes no epitélio mamario diminuem a efetividade dos antimicrobianos, por isso a deteccdo de S. aureus produtoras de
biofilmes t€ém importancia no entendimento da patogenia desse agente, além de permitir uma melhor ado¢do de medidas de
prevencao e controle.
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INTRODUCAO

Staphylococcus aureus destacam-se como
microrganismos causadores de mastites contagiosas
de maior importancia, maior ocorréncia nos
rebanhos mundiais e de dificil tratamento devido a
elevada resisténcia aos antimicrobianos. As
infecgdes intramamadrias causadas por S. aureus
representam importantes implicacdes em Satde
Publica, tendo em vista que as toxinas produzidas
podem ser excretadas no leite e permanecer estiveis
nos produtos oferecidos aos consumidores
(FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004).

As adesdes dos S. aureus ao epitélio da
glandula maméria sdo consideradas o primeiro
ponto critico na patogenia da mastite sendo que, a
maioria das estirpes dos S. aureus causadoras da
doenca sdo circundadas por uma camada espessa
(“slime”), que auxilia na aderéncia e colonizacdo
dos microrganismos no epitélio da glandula
mamadria (BASELGA et al., 1993;, AGUILAR et al.,
2001). A habilidade dos S. aureus aderirem a
superficie do epitélio estd associada a producdo de

biofilmes, composto de multicamadas de células
embebidas em uma matriz.

Os biofilmes sdo constituidos de bactérias,
as quais estdo aderidas a qualquer superficie, que
por sua vez sdo envolvidas por uma matriz de
polimeros organicos. Em sintese, sdo depdsitos,
onde o0s microrganismos estdo fortemente aderidos a
uma superficie por meio de filamentos de natureza
protéica ou polissacaridica, denominados glicocélice
(COSTERTON et al., 1999).

H4 wvérios outros polissacarideos que
compde o “slime”, mas um polissacarideo
especifico de alto peso molecular que tem a mesma
funcdo da capsula bacteriana e intervém a aderéncia
inicial das bactérias nas superficies dos polimeros é
chamado de polissacarideo capsular/adesina (PS/A)
(ARCIOLA et al., 2001;, GOTZ, 2002) e é descrito
como componente da superficie celular e da camada
do biofilme protegendo as bactérias das defesas do
hospedeiro e da fagocitose e estd envolvido no
primeiro passo da adesdo primdria, acompanhada da
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proliferacdo das células em agrupamentos de
multicamadas (ARCIOLA et al., 2001).

A proliferacdo das células para aderir e
formar biofilme ¢é mediada pela producdo do
polissacarideo intercelular adesina (PIA) ou poly-N-
succinil-B-1,6-glucosamina. A sintese € codificada
pelo gene produto do locus ica do operon icaABCD
e os genes e produtos do locus ica foram
demonstrados fundamentais para a formacdo de
biofilmes e viruléncia dos microrganismos e sio
regulados em resposta a fatores ambientais, como
glicose, anaerobiose, alta osmolaridade e
temperatura, limitacdo de etanol e ferro (O’'TOOLE
et al., 2000).

O gene icaA representa atividade catalitica
N-acetilglicosaminatranferase e que sozinha tem
baixa atividade transferase, mas, quando é co-
expressa com o gene icaD apresenta atividade total
sintetizando residuos longos de 10-20 oligdmeros de
b 1,6-N-acetil glicosamina (GALDBART et al.,
2000, DOBINSKY et al., 2002, GOTZ, 2002).

A hipétese que infeccdes mamdrias sio
associadas com a formacdo de biofilmes ¢ também
realcada pela falha na sensibilidade aos
antimicrobianos. Em uma célula primdria epitelial
mamdria os testes para sensibilidade de neomicina,
neomicina com penicilina, neomicina com
tetraciclina, neomicina com Dbacitracina, e
tetraciclina com bacitracina foram mais sensiveis
para células ndo aderentes de S. aureus que para
células aderentes (HENSEN, 2000).

O objetivo do presente trabalho foi verificar
a producdo de biofilmes por estirpes de S. aureus
através do teste fenotipico e genotipico (presenca
dos genes icaA e icaD) isoladas de casos de mastite
subclinica bovina.

MATERIAL E METODOS

Analises microbioldgicas e extracido de DNA

Foram  isoladas 94 estirpes de
Staphylococcus aureus oriundos de casos de mastite
subclinica bovina provenientes de dois rebanhos no
estado de Sdo Paulo no periodo de julho 2005 a
julho de 2009. Todas as amostras de leite, oriundas
de 80 vacas em lactacdo, foram submetidas ao teste
do CMT e os tetos que se mostraram reagentes
foram colhidas amostras de leite e encaminhadas ao
laboratério de microbiologia para andlise.

Apés a semeadura do leite em placas de
dgar, sangue a 5% e incubacdo a 37°C, durante 18 a
24  horas, foram submetidas a verificacdo
morfolégica em esfregacos corados pelo método de
Gram. Aquelas que revelassem a presenga de cocos
Gram-positivos, dispostos ou ndo sob a forma de
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cachos de uva, foram submetidas as provas da
catalase e da coagulase lenta em plasma de coelho
(HOLMBERG, 1973). As estirpes catalase e
coagulase positivas foram submetidas, ainda, as
provas para verificagdo da producdo de acetoina
(Caldo MRVP-Oxo0id®, Hampshire, Inglaterra),
para a diferenciacio entre Staphylococcus aureus,
Staphylococcus hyicus, Staphylococcus delphini e
Staphylococcus intermedius. As amostras que
produziram acetoina foram testadas quanto a
utilizacdo ou ndo da maltose e da trealose (Vetec®,
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil), para a
diferenciacdo entre Staphylococcus aureus e
Staphylococcus schleiferi subespécie coagulans. As
estirpes que mostraram-se positivas a estas provas
foram classificadas como sendo de Staphylococcus
aureus (HOLT et al., 1994).

Apés as andlises microbioldgicas procedeu-
se a extragdo do DNA bacteriano utilizando-se um
KIT de purificacio GFX Genomic Blood
(Amersham, Biosciences).

Apds a extragio do DNA cromossomal,
realizou-se a técnica de reacdo em cadeia pela
polimersase (PCR), seguindo a metodologia descrita
por Martineau et al. (1998), para identificagdo
molecular das estirpes de S. aureus.

Teste fenotipico para avaliar a producao de
biofilmes

Teste de Aderéncia em Microplacas

A capacidade de producdo de biofilmes "in
vitro" foi determinada de acordo com o método
citado por Cucarella et al. (2001), com algumas
modificagdes. As estirpes de S. aureus foram
cultivadas individualmente, por uma noite, no caldo
soja tripticase (TSB) a 37°C e diluidas 1:200 no
TSB contendo 0,25% de glicose. 200uL de células
em suspensdo foram inoculadas em microplacas de
poliestireno estéreis com 96 pogos em fundo "U" e
incubadas por 24 horas a 37°C sem agitacdo. Os
pogos foram lavados 3 vezes com 200uL de Tampao
Fosfato Salina (PBS), estéril (PBS, pH-7.,4) secos a
60° C por 1 hora e logo apés foram corados com 1%
de solucdo cristal violeta por 1 minuto. Os pocos
foram lavados trés vezes com dgua destilada e secos
a temperatura ambiente. A absorbdncia foi
determinada a 492nm (Thermoplate reader). Pocos
ndo inoculados contendo TSB com glicose serviram
como teste em branco. Cada estirpe para produgdo
de biofilme foi testada em duplicada e o teste foi
repetido 3 vezes.

Foram consideradas produtoras de biofilmes
estirpes com absorbancia medidas maior que 0,1
(MACK et al., 2000). As cepas controles utilizadas
foram S. aureus ATCC 12228 (negativa) e ATCC
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25923 (positiva).

Deteccao dos genes icaA e icaD

Os oligonucleotideos iniciadores para a
amplificacdo dos genes icaA e icaD foram descritos
por Cramton et al. (1999). O volume de 20uL de
reacdo final consistiu em 2.5mM MgCl, 200uM de
cada nucleotidio, 1uM de cada oligonucleotideo
iniciador, 1.25U de Taq polimerase e 100ng de
DNA molde. As misturas de PCR foram submetidas
a trinta ciclos de amplificagdo que consistiram na
desnaturagdo a 92°C por 45 segundos, anelamento a
49°C por 45 segundos, alongamento a 72°C por 1
minuto, com uma extensdo final de 72°C por 7
minutos em um termociclador (Mastercycler
gradient, Eppendorf). A presenca e tamanho da
amplificacdo dos produtos foram confirmados por
eletroforese em 2% de gel de agarose corado com
brometo de etidio. Foi utilizado um marcador de
tamanho 100pb (Invitrogen, Brasil). As cepas
controles utilizadas foram ATCC 12228 (negativa) e
ATCC 25923 (positiva). As seqiiéncias dos
oligonucleotideos:icaAF:5TCTCTTGCAGGAGC
AATCAA3,icaAR:5TCAGGCACTAACATCCA
GCA3’;icaDF:5’ ATGGTCAAGCCCAGACAGAG
3%,icaDR:5’ CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA-
3.

Anadlise Estatistica

Foi efetuado estudo estatistico, utilizando-se
o teste do Qui-quadrado, para avaliar se houve
significancia entre os testes, o coeficiente de Kappa,
que determinou se houve uma boa concordincia
entre os testes, a porcentagem de sensibilidade e
especificidade entre os testes, e o valor preditivo
positivo (VPP) e negativo (VPN). Estes testes foram
realizados pelo programa de computador SAS
(2002) no Departamento de Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal-SP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel verificar que das 94 estirpes de
S. aureus estudadas, 93 (98,9%) se aderiram
fortemente a placa de poliestireno. Observou-se
ainda que 90 (95,7%) das estirpes apresentaram os
genes icaA e icaD.

Verificou-se nesse estudo que os genes icaA
e icaD estiveram presentes na maioria das estirpes
de S. aureus, demonstrando assim a importancia dos
mesmos nas estirpes produtoras de biofilmes,
devendo-se levar em consideracdo o estudo destes
genes para producdo de novos medicamentos e
vacinas para mastite bovina cujos agentes
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etioldgicos sejam os estafilococos. Vasudevan et al.
(2003), estudaram estirpes de S. aureus isoladas de
amostras de leite oriundas de bovinos com mastite
subclinica e encontraram 100% das estirpes com o0s
genes icaA e icaD, e concluiram que a presenga do
l6cus ica em todos os S. aureus isolados de casos de
mastite confirmam o potencial desse gene como
fator de viruléncia na patogenia da mastite de
ruminantes.

Arciola et al. (2002) mostraram que técnicas
moleculares para identificagdo dos genes ica, que
codificam a sintese do biofilme, representa uma
ferramenta muito importante para uma identificacio
acurada de estirpes virulentas formadoras de
biofilme. No presente estudo também foi possivel
afirmar a importancia que esses genes representam,
para caracterizarem molecularmente  estirpes
produtoras de biofilmes devido a alta frequéncia
(95%) das estirpes icaA e icaD positivas, assim
como j4 havia sido relatado por Vasudevan et al.
(2003) e Arciola et al. (2002).

Estirpes de S. aureus foram investigadas
quanto a presenca do locus ica e sobre sua
influéncia na formacdo de biofilmes. A producio de
biofilmes in vitro pelo teste de aderéncia em placas
ocorreu em 78% das estirpes positivas para o gene
icaA e de 59% para o gene icaD, e a dele¢do do ica
locus resultou na perda da habilidade de formar
biofilmes. Outros experimentos revelaram que a
presenca do icaA em muitas espécies de
Staphylococcus sp, estd correlacionada com a
adesdo célula-célula e o potencial de formar
biofilmes estd relacionado a este gene (CRAMTON
et al., 1999).

A andlise da producdo de biofilmes pela
aderéncia em placas demonstrou que, 98,9% das
estirpes se aderiram a placa e foram consideradas
produtoras de biofilmes. Stepanovic et al. (2000)
notaram que o teste de aderéncia em placas € um
dos métodos usados com maior frequéncia para
quantificar a formacdo dos biofilmes produzidos
pelos Staphylococcus sp., além de funcionar como
um indicador de patogenicidade dos microrganimos.
Este teste cora a matriz de exopolissacarideo
produzida pelos estafilococos sendo entdo possivel
verificar se as estirpes sdo boas formadoras de
biofilme ou nio.

No presente estudo também verificou-se que
o teste de aderéncia em microplacas apresentou um
6timo resultado na expressio da producdo fenotipica
de biofilme por estirpes de estafilococos. O teste,
porém apresentou uma porcentagem de resultados
positivos maior que o teste genotipico,
demonstrando assim um pequeno nimero de
resultados falsos positivos quando a presenga dos
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genes foi utilizada como padrao de referéncia para
estirpes produtoras de biofilmes, isto ocorreu devido
a sua alta sensibilidade (100%) e baixa
especificidade (25%), ou seja, o teste foi capaz de
detectar uma porcentagem alta de resultados
positivos e baixa de resultados negativos, sendo
entdo recomendado como teste de triagem para a
andlise fenotipica da producao de biofilmes.

O teste de microplacas quando comparado
com andlise molecular apresentou um valor

MELO, P. C. et al.

O manejo profilatico é o caminho adequado
para prevenir a infeccdo e evitar a formacdo de
biofilmes e, consequentemente, a alta resisténcia dos
microrganismos, ji que essa resisténcia dificulta o
tratamento das mastites e pode aumentar os casos de
infecgdes subclinicas. Sendo assim, justifica-se a
importancia de novos estudos para o conhecimento
seus
de adesdo de forma a fornecer

dos agentes formadores de biofilmes e
mecanismos

subsidios para a profilaxia da mastite bovina.

preditivo positivo (VPP) de 96,7%, e valor preditivo

negativo (VPN) de 100%, isto significa que dos CONCLUSAO
valores positivos, 96,7% foram realmente positivos,
e todos (100%) os valores negativos, foram A grande maioria dos isolados de

realmente negativos. Além disso a concordancia dos
testes medida pelo coeficiente kappa foi classificada
como boa (0,39) e as andlises estatisticas foram
significativas (pois tiveram o valor de p <0,05).

Sabendo-se que o processo de infec¢do da
glandula mamadria por estirpes de S. aureus ocorre
via ascendente pelo canal do teto e, tendo em vista,
a capacidade dos mesmos se aderirem e formarem
biofilmes permanecendo nos alvéolos evidencia-se a
importincia da realizacdo de antissepsia dos tetos,
por meio da utilizacdo do pré e pods-dipping na
profilaxia da mastite.

Staphylococcus aureus do leite bovino oriundos de
quartos com mastite subclinica foi capaz de produzir
biofilmes e apresentaram os genes icaA e icaD.
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ABSTRACT: Biofilm formation is considered an advantage for Staphylococcus aureus mastitis isolates,
facilitating bacterial persistence in the udder. It requires attachment to mammary epithelium, proliferation and
accumulation of cells in multilayers and enclosing in a polymeric matrix known as exopolysaccharide. The objective of
this study was to evaluate the ability of Staphylococcus aureus isolated from bovine subclinical mastitis for formation of
biofilms. A total of 94 Staphylococcus aureus strains obtained from milk samples of cows suffering from subclinical
mastitis in dairy herds on two properties in the state of Sdo Paulo were evaluated. These strains were characterized by in
vitro biofilm formation, and by the presence of icaA and icaD genes which are responsible for intercellular adhesion. The
results revealed that 98.9% of the isolates produced biofilm in vitro by adherence in sterile 96-well “U” bottom
polystyrene tissue culture plates; 95.7% of the isolates possessed the icaA and icaD genes. These bacterial isolates biofilm
producers may impair eradication of chronic mastitis, rendering antibiotherapy less effective. The detection of biofilm
forming ability in mastitis isolates may provide useful information for more adequate therapeutic regimen and for
preventive actions in the control of those bacterial isolates in bovine herds.

KEYWORDS: Biofilms. Bovine mastitis. icaA, icaD genes. Staphylococcus aureus.
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