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RESUMO

Staphylococcus aureus é comum em infecgdes intramamarias, que
frequentemente se tornam cronicas, entre outros fatores, pela capacidade
dessa bactéria em produzir biofilme. Objetivou-se verificar a capacidade
produtora de biofilme em estirpes de S. aureus e Staphylococcus coagulase
negativa (SCN), oriundas de mastite bovina clinica e subclinica. Um total de
100 cepas de S. aureus e 100 cepas de SCN foram isoladas de casos de
mastites subclinicas e clinicas em duas propriedades do Estado de Sao Paulo.
O teste de triagem da mastite subclinica foi o California Mastitis Test (CMT).
Foi realizada Contagem de Células Somaticas (CCS) e cultivo microbiologico
das amostras de leite. Pesquisou-se a presenga de genes icaA, icaD e bap
pela Reacdo em Cadeia pela Polimerase (Polimerase Chain Reaction - PCR) e
caracterizagao fenotipica no agar Vermelho Congo (VC) e teste de producédo de
biofilme em placas. Nao houve relagao entre a intensidade da reacdo ao CMT e
a CCS. A média de CCS foi de 2,88+0,59 para S. aureus e 2,71+0,35 para
SCN. N&o houve significancia estatisticas entre os valores de CCS para
estirpes que continham a presencga dos genes pesquisados. Porém as médias
dos valores de CCS foram maiores nos isolados que continham tais genes. As
frequéncias de icaA, icaD e bap em S. aureus foram de 82%, 83% e 58%,
respectivamente. Observou-se que dos 83 isolados de S. aureus que
apresentaram icaD, 82 (98,8%) também apresentaram icaA, com significancia
estatistica no Teste Exato de Fischer (p<0,001). Na associagao entre os genes
icaA e bap, também foi observada associagao significante pois das 82 estirpes
que apresentaram icaA, foi possivel observar a presenca de bap em 56
(68,3%). Das 83 linhagens que continham o gene icaD em 56 (67,5%) delas,
também foi detectada presenca do gene bap. Nao houve concordancia entre os
testes fenotipicos (K<0,2). A positividade no vermelho congo revelou que 25%
das estirpes de S. aureus produziram biofilme in vitro. Ja no teste de aderéncia

em placas, esse numero foi menor, com 15% de positividade. Pela analise dos



resultados, pode-se verificar que ambos os testes fenotipicos ndo foram
indicados para avaliar a capacidade produtora de biofilme em linhagens de S.
aureus de mastite bovina. A presenca de quaisquer dos genes pesquisados,

nao refletiu no processo inflamatério, bem como na CCS.

Palavras-chave: Mastites, vermelho congo, S. aureus, SCN, Saude Publica.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is common in intramammary infections, which often
become chronic, among other factors, by the ability of this bacteria to produce
biofilm. The objective was to verify the production of biofilm capacity in strains
of S. aureus and coagulase negative Staphylococcus (CNS), derived from
clinical and subclinical bovine mastitis. A total of 100 strains of S. aureus and
100 strains of CNS were isolated from cases of subclinical and clinical mastitis
in two properties of Sdo Paulo State. The screening test of subclinical mastitis
was the California Mastitis Test (CMT). Somatic Cell Count (SCC) and
microbiological culture of milk samples was performed. We researched the
presence of icaA, icaD and bap genes by the Polymerase Chain Reaction
(PCR) and phenotypic characterization on congo red agar (CRA) and biofilm
production on plates. There was no observed relationship between the intensity
of the reaction to the CMT and SCC. The mean of SCC was 2.88 + 0.59 for S.
aureus and 2.71 £ 0.35 for CNS. There was no significant statistical between
SCC values for strains containing the presence of those researched genes. But
the means of the CCS values were higher in isolates that containing such
genes. The frequency icaA, icaD and bap in S. aureus were 82%, 83% and
58%, respectively. It was observed that the 83% of S. aureus isolates that had
icaD, 82 (98.8%) also had icaA, with statistical significance in the Fischer's
exact test (p <0.001). In association between icaA and bap genes, was also
observed significant association, for the 82 strains that showed icaA, we
observed the presence of bap in 56 (68.3%). Of the 83 strains that containing
the icaD gene, 56 (67.5%) of them was also detected the presence of bap gene.
There was no agreement between the phenotypic tests (K<0.2). The positivity
on congo red agar revealed that 25% of S. aureus strains produced in vitro
biofilm. In the adhesion test plates, this number was lower, with 15% of
positivity. Examining the results, it can be seen that both phenotypic tests were
not recommended to assess the capacity of biofilm production in strains of S.
aureus from bovine mastitis. The presence of any the genes studied, not

reflected in the inflammatory process, as well as the CCS.

Keywords: Mastitis, congo red, S. aureus, CNS, Public Health.
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1 INTRODUCAO

A producao leiteira no Brasil estda em quinto lugar no ranking mundial.
Anualmente, o pais produz em média 32,3 bilhdes de litros de leite, contudo, o
rebanho brasileiro apresenta um baixo indice de produg¢ao, em torno de 1,471
litros/vaca/ano. Em 2013, o valor bruto da producdo foi de R$22,9 bilhdes
(BRASIL, 2014).

A mastite & considerada a doengca mais importante do gado leiteiro,
impactando negativamente a cadeia produtiva do leite, com queda de
produg¢do, menor rendimento dos produtos lacteos, custos com medicamentos
e honorarios profissionais. Em alguns casos, ha a perda do teto ou mesmo do
animal, decorrente de septicemias podendo ainda haver descarte prematuro do
animal (LANGONI, 2013). Constitui um problema de saude publica, pela
veiculagdo de patdégenos, bem como de suas enterotoxinas, aos seres
humanos (OLIVEIRA et al., 1999; LANGONI et al., 2011; GUIMARAES et al.,
2013).

S. aureus é frequentemente isolado de mastite subclinica e infecgdes
cronicas em todo o mundo. No Brasil, a frequéncia do isolamento € estimada
em 20% dos casos de mastite (ACOSTA et al., 2014). A cronicidade da mastite
por S. aureus pode ser atribuida a diferentes fatores de viruléncia, incluindo a
formacao de biofilme no interior da glandula mamaria. Inicialmente, S. aureus
coloniza o canal do teto e, apds essa etapa, adere aos ductos do epitélio e
alvéolos, e iniciando a produgéo de toxinas. A presenga do micro-organismo,
estimula a migracdo de macroéfagos e neutréfilos do sangue, elevando os
valores de CCS (RAZA et al., 2013).

SCN sao relatados historicamente na literatura como de menor importancia
nas mastites. Porém, estudos mais recentes tém mostrado que esse grupo de
micro-organismo sao responsaveis pela produc¢ao de enterotoxinas e formacao
de biofilme, induzindo a resposta imune e celular, assim como S. aureus (DE
FREITAS GUIMARAES et al., 2013; RUMI et al., 2013).

Biofiimes sdo aglomerados de matriz exopolissacaridica e bactérias que
colonizam superficies bidticas ou abidticas. A formacédo ocorre pela adesao
inicial de uma célula bacteriana a uma superficie. Posteriormente outras células

se aderem a primeira ocorrendo a multiplicacdo. Esse aglomerado celular é



embebido em uma matriz extracelular que protege os micro-organismos da
dessecacdo, agentes quimicos e antimicrobianos (COSTERTON, 1999). O
papel dos biofiimes pode ser benéfico, como no caso da alimentacdo de
crustaceos, em que o biofilme é considerado como rica fonte nutricional
resultando em aumento na sobrevivéncia (BALLESTER, 2008). Também é
favoravel na degradagdo de matéria organica, de poluentes, tratamento de
efluentes domésticos e industriais (MELO, 2013). Entretanto, na maioria dos
casos, é considerado maléfico, contaminando matérias-primas da industria de
alimentos (KASNOWSKI et al., 2010), colonizando gléandulas mamarias e
resultando em infecgbes crbnicas (OLIVEIRA et al., 2006) ou ainda, sendo
responsaveis por infecgcdes nosocomiais (HENRIQUES et al., 2013). Sendo
assim, os biofilmes bacterianos representam um problema na saude publica,
pela persisténcia das infeccbes por S. aureus e SCN em bovinos leiteiros e
pela contaminagdo da matéria-prima pronta nos laticinios em virtude da
constante eliminacdo de micro-organismos em biofilmes previamente aderidos
em superficies.

Considerando a importancia das mastites pelo impacto negativo na cadeia
produtiva do leite e a alta prevaléncia dos estafilococos em sua etiologia e os

problemas para a saude publica, propusemos o presente estudo.



Revisdo de Literatura



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leite

O leite possui um alto valor nutricional, sendo consumido por criangas e
adultos e constitui importante fonte de renda para varios segmentos da cadeia
produtiva leiteira (RIBEIRO, 2008). Ocupa lugar de destaque na economia
mundial e, considerando sua importancia social, no Brasil, gera milhdes de
empregos em, aproximadamente, um milh&o de propriedades rurais. O Brasil
ocupa o quinto lugar no agronegécio da produgao leiteira mundial, com
consumo per capita anual de 172,6 litros de leite por habitante, enquanto o
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) é de 210 litros
ano/habitante (LANGONI et al., 2011; BRASIL, 2014). No periodo de 2000 a
2011 o Brasil aumentou sua produgao de leite em 4,2% ao ano, enquanto
Argentina e México, dois paises que também estdo no topo dos maiores
produtores da América Latina, aumentaram em 2% (FAO, 2013).

O ano de 2014 se iniciou com incremento das exporta¢cdes no agronegocio
brasileiro em relagdo ao primeiro trimestre de 2013. A Bolivia, Siri Lanka, Africa
do Sul e Venezuela foram os principais destinos do leite in natura produzido no
Brasil. De janeiro a margo de 2014 foram adquiridos, pelas industrias
processadoras de leite, 6.186 bilhdes de litros, um aumento de 8,9% sobre o
primeiro trimestre de 2013. A regido Sudeste foi responsavel pela maior taxa de
aquisicao, com 41,4% do referido produto e o Estado de Sao Paulo com 10,6%
(IBGE, 2014).

Estimativas do Governo Brasileiro, apontaram que o pais apresentara um
aumento de 1,9% na producdo anual de leite em 10 anos, de 2013 a 2023. Tal
incremento da producao correspondera a 41,3 bilhdes de litros de leite cru no
final do periodo das projegdes, representando 20,7% a mais do que a produgao
de 2013 (BRASIL, 2013).



2.2 Mastite e qualidade do leite

A mastite é a inflamagéo da glandula mamaria que mais onera a produgao
leiteira. Gera impacto negativo pela alta prevaléncia nos rebanhos e,
consequentemente, queda de producdo, além de custos com medicamentos
para tratamento e mao de obra, honorarios profissionais, descarte precoce e
morte de animais e descarte de leite (LANGONI et al., 2011). Devem ser
considerados, ainda, os aspectos relacionados a saude publica. No Brasil,
embora ndo existam dados estatisticos sobre o assunto, frequentemente
ocorrem casos de infeccdes humanas associadas ao consumo de leite cru ou
de derivados produzidos com leite contaminado com micro-organismos
patogénicos (FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004).

Problemas com mastite ainda sdo muito frequentes na pecuaria leiteira
mesmo com intensas pesquisas para o diagndstico e controle desta
enfermidade. InUmeros micro-organismos estao envolvidos na etiologia. Porém,
varios estudos de diferentes regides do Brasil tém referido o género
Staphylococcus como o mais importante na etiologia das mastites (LANGONI
et al., 1991; OLIVEIRA et al., 2011; GUIMARAES et al., 2012; SAAB et al.,
2014). No género Staphylococcus, S. aureus destaca-se na cadeia
epidemioldgica de transmissao de doengas veiculadas por alimentos, sendo
responsavel por produzir enterotoxinas e desencadear quadros de
gastrenterites alimentares (FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004).

As mastites sao classificadas em subclinicas e clinicas, podendo ser de
origem fisiolégica, traumatica, alérgica, metabdlica e infecciosa. Infecc¢des
clinicas se apresentam com resposta inflamatdria mais severa, com alteragdes
evidenciaveis no leite, ubere e, em alguns casos, acometimento sistémico. Ja
as mastites subclinicas ndo apresentam alteragdes visiveis no leite e ubere,
sendo detectaveis somente a partir de exames laboratoriais (MARTINS et al.,
2010). Os casos subclinicos, sao facilmente disseminados no rebanho
oferecendo ao produtor uma falsa impressdo de tranquilidade em relagao a
ocorréncia de mastite (BUENO et al., 2002).

A forma subclinica € a manifestacdo mais comum. Ha testes que indicam
sua presencga nos rebanhos leiteiros, como o California Mastitis Test (CMT) e a

Contagem de Células Somaticas (CCS) que visam o diagnéstico precoce da
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inflamacéo e consequente reducdo de perdas econémicas (ANDRADE, 2012).
Este tipo de mastite determina mudangas na composi¢cdo do leite, como
concentracdo de gordura, minerais, proteinas, enzimas e lactose. Quando
ocorre alteragbes nas concentragcdes de lactose, proteina, gordura e aumento
da permeabilidade vascular estdo presentes, o resultado € a passagem de
substancias do sangue para o leite, como sédio, cloro e imunoglobulinas
(CUNHA et al., 2008). Caracteriza-se pelo aumento de células somaticas,
auséncia de mudancas visiveis no ubere ou quarto afetado e queda de 15-45%
na producéo leiteira (BHUTTO et al., 2012).

As mastites clinicas apresentam sinais evidentes, como edema, aumento
de temperatura, endurecimento e dor na glandula mamaria, aparecimento de
pus, grumos ou qualquer alteracao visivel no leite. Para cada caso de mastite
clinica, estima-se que haja 35 de subclinica (BUENO et al., 2002). Apresenta
variagbes no grau da severidade de acordo com o curso da patologia. Dessa
forma, pode acometer apenas um quarto mamario ou todos, e como ha
aumento de permeabilidade vascular, os componentes do sangue se misturam
aos do leite sendo liberados no leite (ANDRADE, 2012).

Epidemiologicamente, € dividida em contagiosa e ambiental. A mastite
contagiosa € caracterizada pela transmissdo de animal para animal,
apresentando como principais patdégenos S. aureus, outras espécies de SCN,
Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis e Mycoplasma sp. Os micro-
organismos relacionados a ocorréncia de mastite contagiosa apresentam como
habitat preferencial, o interior da glandula mamaria e superficie da pele dos
tetos. Assim, sao transmitidos durante 0 momento da ordenha pelas maos do
ordenhador, teteiras ou panos de secagem quando utilizados em varios
animais. No rebanho brasileiro, as mastites por micro-organismos contagiosos
sdo mais comuns na forma subclinica, acarrentando grande prejuizo
econdmico aos produtores (SAAB et al., 2014).

Nas mastites classificadas como ambientais estdo envolvidos patégenos
presentes no proprio ambiente de criagdo dos animais, sendo o0s mais
frequentes: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus uberis,
Enterobacter sp, Pseudomonas aeruginosa e Proteus sp (PEDRINI e
MARGATHO, 2003).
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2.2.1 California Mastitis Test (CMT) e Contagem de Células Somaticas (CCS)

Existem muitos métodos de identificacdo de mastites. Dentre os mais
utilizados pode-se indicar o CMT e a CCS. O CMT ¢é muito utilizado na
identificacdo de mastite subclinica, de acordo com o método descrito por
Schalm e Noorlander (1957). Um aumento no escore de CMT & acompanhado
de um aumento de CCS, mas ndo é necessariamente indicativo de infeccao
intramamaria devido a presenga de patdégenos especificos (BUTTHO et al.,
2012). A interpretagéo do teste se baseia na interpretacéo visual do leite com o
reagente. O reagente interage com o material genético das células somaticas
liberadas durante a infecgao intramamaria, resultando em um gel espesso cuja
gelificacao é diretamente proporcional ao numero de células somaticas (MELO,
2008).

Durante a infec¢do subclinica, as células epiteliais secretoras e vasculares
do tecido mamario séo alteradas acarretando a liberagado no leite. Essa perda
celular é decorrente de varios fatores, entre eles o micro-organismo envolvido
na mastite, idade do animal, época do ano, estado nutricional e potencial
genético do animal. O aumento da CCS é proporcional ao estagio de lactagéo e
nas vacas mais velhas, a resposta celular € mais intensa decorrente de lesdes
teciduais e infecgdes anteriores (CUNHA et al., 2008). Desde julho de 2014, o
numero maximo permitido na CCS em propriedades leiteiras no Brasil é de
500.000 células/mL (BRASIL, 2011).

A capacidade de S. aureus se aderir na glandula mamaria e causar
infeccdes cronicas esta associada, entre outros fatores, a presenca de biofilme.
A aderéncia produzida estimula a migracao de macréfagos e neutrdfilos do
sangue para o local, resultando no aumento da CCS com edema da glandula,

danos ao sistema imune e células epiteliais (RAZA et al., 2013).

2.3 Staphylococcus sp

O género Staphylococcus compreende mais de 50 espécies, descritas até
2009. Apresenta duas divisdes baseadas na habilidade de coagular o plasma:
Staphylococcus coagulase-negativa e Staphylococcus coagulase-positiva.

Espécies de SCN tém sido isoladas com frequéncia em mastites bovinas,
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sendo consideradas uma classe emergente no cenario das mastites
(PYORALA et al., 2009). A etiologia das mastites varia bastante de acordo com
a regidao, porém as espécies de SCN isoladas com maior frequéncia séo
Staphylococcus hyicus, Staphylococcus chromogenes (SANTOS et al., 2011);
Staphylococcus saprophyticus (FONTANA et al., 2012). Staphylococcus
epidermidis € considerado frequente em infecgdes hospitalares em humanos,
associado a formagado de biofime em catéteres ou proteses. Os SCN
participam em 50-70% dos casos de infec¢gdes hospitalares (HENRIQUES et
al., 2013).

Esta presente na pele e mucosas de mamiferos e aves. Dentre os
Staphylococcus, a espécie mais estudada na etiologia das mastite € S. aureus,
responsavel por grande parte das infecgdées humanas e nos animais (MELO et
al., 2012) e segundo Dias & Zuccoli (2012) importante pela produgéo de
toxinas e resisténcia a antimicrobianos como oxacilina (MRSA — S. aureus
resistente a oxacilina/meticilina) e vancomicina (VISA - S. aureus resistente a
vancomicina).

Dentre as dificuldades encontradas no tratamento das mastites
estafilococicas, pode-se citar a capacidade de S. aureus desenvolver
resisténcia frente aos antimicrobianos e a formacgao de biofilme (BABRA et al.,
2013). Dentre os diferentes fatores de viruléncia, o biofilme é responsavel pela
menor resposta no tratamento das mastites causadas por S. aureus. A
patogénese de determinadas cepas de S. aureus é atribuida a fatores
extracelulares e a presencga de toxinas, como aderéncia, formagcao de biofilme
e resisténcia a fagocitose. A presenca do biofilme é considerada a base da
persisténcia de infeccbes crdnicas, fato determinante para o aumento de
estudos moleculares baseados na formacéo de biofiimes (CUCARELLA et al.,
2001).

S. aureus esta entre os principais patdégenos nos casos de mastites
subclinicas em rebanhos leiteiros, com grandes perdas econdmicas na
industria leiteira mundial. Muitos estudos tém sido realizados para diminuir as
perdas decorrentes de infeccdes por S. aureus, visando a melhoria da saude
da glandula mamaria. Entretanto, no Brasil estudos tém apontado esse micro-
organismo como 0 mais isolado em amostras de leite bovino (ZAFALON et al.,
2007; COELHO et al., 2009).
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Staphylococcus spp apresentam fatores de viruléncia que dificultam o
tratamento das mastites. Podemos definir fator de viruléncia como a
capacidade do micro-organismo de causar danos ao hospedeiro e levando a
ocorréncia de sinais clinicos da doencga. S. aureus é€ relatado na literatura como
responsavel na producdo de uma série desses fatores, como a producdo de
enterotoxinas (SEs), responsaveis pelo grande numero de intoxicacdes de
origem bacteriana nos humanos (NADER FILHO et al., 2007), sindrome do
choque toxico (TSST-1), importante fator de viruléncia relacionado a ocorréncia
de casos graves de mastite (SA et al., 2004), B-hemolisina (hlb), producéo de
biofiime mediada por genes presentes no loco icaADBC e gene bap, entre
outros (IKAWATY et al., 2010).

A producéao de coagulase é uma caracteristica fenotipica importante e esta
relacionada viruléncia de S. aureus. Genotipicamente & possivel identificar
Staphylococcus coagulase-positiva pela PCR e Restriction of Fragment Lenght
Polymorfhism (RFLP), podendo identificar facilmente estafilococos coagulase
positiva tanto de amostras humanas quanto animais (MOMTAZ et al., 2011). A
identificacdo de diferentes variantes de S. aureus ¢é importante para garantir a
eficacia e eficiéncia do controle de mastites (ACOSTA et al., 2014).

Quanto aos aspectos de saude publica, enterotoxinas provenientes de S.
aureus, tém sido implicadas em surtos de intoxicacbes alimentares.
Enterotoxinas produzidas por esse micro-organismo tém sido isoladas de leite
pasteurizado, iogurte caseiro, leite em po, achocolatados e sorvetes, bem como
de outros derivados lacteos. A contaminagcdo desses derivados pode ser
oriunda de vacas com mastite, dos manipuladores envolvidos na producdo (SA
et al.,, 2004) ou ainda pela liberagdo de estruturas do biofime que se
desprendem no momento da industrializacdo, comprometendo a qualidade
microbiolégica do leite (BOARI et al., 2009).

Staphylococcus coagulase negativa sao relatados na literatura como de
menor importancia nas mastites. No entanto, tém sido isolados com frequéncia
em casos de mastites mesmo em fazendas que adotam programas efetivos
para controle de S. aureus e Streptococcus agalactiae. Sdo um grupo bastante
heterogéneo de micro-organismos encontrados no ambiente de ordenha,

equipamentos e pele dos tetos dos animais (SANTOS et al., 2011).
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Estudos tém relacionado a presenca de SCN com altas contagens de
células somaticas e também associados a presenca de biofilmes causando
infeccbes cronicas (RUMI et al.,, 2013). Embora ndo estejam relacionados a
todos os casos, sdo considerados causadores de mastite subclinica e clinica
em rebanhos leiteiros (SAMPIMON et al., 2009) e, de acordo com De Freitas
Guimaraes et al. (2013), sdo também produtores de enterotoxinas classicas.

Taponen et al. (2007) relataram que cerca de 50% das infeccbes
intramamarias persistentes, sdo relacionadas com a presenca de SCN, com
consequente aumento da CCS. Aproximadamente 50% dos quartos infectados

apresentam cura espontanea durante a lactacio.

2.4 Biofilmes

Biofilmes s&o aglomerados celulares mono ou multiespécies, sésseis, que
se aderem a um substrato bidtico ou abidtico (COSTERTON, 1999). Essa
estrutura é embebida em uma capsula de matriz de polimeros extracelulares
(exopolissacarideos - EPS), onde os micro-organismos se aderem fortemente a
uma superficie por filamentos organicos de natureza proteica ou polissacaridica
(MELO, 2008; BOARI et al., 2009; NEVES, 2012), exibindo um fendtipo
alterado no que diz respeito a taxa de crescimento e transcricdo de genes
(GIAOURIS et al., 2014).

Um biofilme apresenta grande parte de sua composi¢cédo em agua, podendo
conter de 97 a 99%, tornando-o altamente hidrofilico (MELO, 2008; NEVES,
2012), caracteristica que impede fisicamente a penetracdo de agentes
antimicrobianos nessa estrutura (KASNOWSKI et al., 2010). A maioria dos
biofilmes apresentam composi¢cdo heterogénea, com mais de um micro-
organismo envolvido, constituindo um complexo ecossistema microbiolégico
que, juntamente com os produtos extracelulares, constituem uma matriz
organica. Quando ha producdo de substancias toxicas por algum micro-
organismo presente, estas podem limitar a colonizagdo de outras espécies
(KASNOWSKI et al., 2010).

A matriz EPS produzida por algumas bactérias, denominadas
colonizadoras, € responsavel pela aderéncia primaria e, a partir dela, surgem

as bactérias secundarias que podem se aderir diretamente na colonizadora
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primaria ou ainda nos agregados extracelulares, sendo considerada
fundamental na formacao de biofilme (NEVES, 2012). Essa espécie de crosta
formada por proteinas, lipideos, fosfolipideos, carboidratos, acidos nucléicos e
teioicos (GUITON et al., 2009), sais minerais e vitaminas favorece a
proliferagdo e multiplicagdo de micro-organismos abaixo dessa superficie.
Ainda impede a penetracdo de agentes fisicos e quimicos utilizados
comumente nos processos de higienizacdo de industrias (MELO, 2008;
KASNOWSKI et al., 2010).

A EPS é a camada mais externa do biofilme, promovendo a interagdo com
o0 meio. Esta estrutura é capaz de adsorver cations, metais e toxinas e confere
protegdo contra radiacbes UV, alteragcbes de pH, choques osmoticos e
dessecacao (BOARI et al., 2009).

Algumas cepas de S. aureus sao produtoras de capsula
exopolissacaridica, considerada como fator de viruléncia em infec¢des
intramamarias (OLIVEIRA et al., 2011), conferindo protegdo contra fagécitos
celulares (FOX et al., 2005).

Quanto a formacdo dos biofilmes, diferentes teorias foram propostas.
Marshall et al. (1971) propuseram que a formacg&o do biofilme consistia em
duas etapas, sendo a primeira delas reversivel relacionada a for¢ca de Van der
Walls geradas por interacbes moleculares, resultando em uma facil remogao
bacteriana. J& a segunda etapa, classificada pelos autores como irreversivel,
foi associada a presencga de interagdes fisicas entre o micro-organismo e a
superficie, fase que se da a sintese de material extracelular.

A formacado de um biofilme envolve basicamente duas etapas, como
proposto por Marshall et al. (1971): inicia com a aderéncia da bactéria na
superficie da glandula mamaria mediada por um antigeno capsular,
denominado adesina capsular polissacaridica (PSA), seguida pelo acumulo,
maturacdo e fase de separagao, associada com a produgdao de adesina
intercelular polissacaridica (PIA/PNAG), essencial para a disseminagdo dos
estafilococos (GOTZ, 2002; VASUDEVAN et al., 2003; SIMOJOKI et al., 2012).

Atualmente a teoria mais aceita para formacao de um biofilme ocorreria em
cinco etapas, apresentadas na Figura 1: (1) adesao primaria, (2) adesao
irreversivel, (3) desenvolvimento precoce da arquitetura do biofiime, (4)
maturacao e (5) dispersao (ABDALLAH et al., 2009; SREY et al., 2013).
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FIGURA 1: Fases de formagdo do biofilme. (1) adesdo primaria, (2) adesao
irreversivel, (3) desenvolvimento precoce da arquitetura do biofiime, (4)
maturacao e (5) dispersao (SREY et al., 2013).

2.4.1 Etapas de formagéao
A) Adesao primaria

A adesao bacteriana, nessa fase, depende de propriedades fisico-quimicas
da superficie. A fixacdo inicial pode ser ativa ou passiva e depende da
motilidade celular, forga de cisalhamento ou difusdo da bactéria em seu estado
plancténico. As células aderentes possuem pouca quantidade de EPS e
apresentam movimento browniano, podendo ser facilmente removidas e
voltarem ao seu estilo de vida livre (SREY et al.,, 2013). As caracteristicas
polares da bactéria, do meio e da superficie desempenham fungao repulsiva ou
atrativa, no que diz respeito a adesao (NEVES, 2012).

Bactérias do género Staphylococcus sao produtoras de varias adesinas
proteinaceas e nao proteinaceas. Adesinas proteinaceas pertencem a um
grupo denominado proteinas de superficie ancoradas covalentemente ou
ancoradas na parede celular (cell wall-anchored - CWA). Esse grupo inclui a
familia das adesinas/autolisinas e proteinas que atravessam a membrana. S.
aureus pode expressar mais de 24 CWA, facilitando sua adesao. Ja os SCN
expressam uma quantidade inferior (FOSTER et al., 2014). Como exemplo, S.
epidermidis que expressa 12 proteinas (NEVES, 2012). A PS/A esta envolvida

na aderéncia inicial da bactéria e a protege das defesas do hospedeiro
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impedindo a fagocitose e favorecendo a multiplicagdo bacteriana (MELO et al.,
2011).

Diversas proteinas s&o expressas ha superficie de S. aureus,
denominadas MSCRAMMSs (Microbial Surface Components Recognizing
Adhesive Matrix Molecules - componentes da superficie bacteriana
reconhecedores de moléculas adesivas). Tais componentes se ligam a
proteinas da matriz extracelular do hospedeiro (BOWDEN et al.,, 2005;
IKAWATY et al., 2010), como fibronectina, fibrinogénio e colageno (FOSTER et
al., 2014). MSCRAMMs podem mediar a adesdo de S. aureus em diferentes
tipos celulares e superficies abidticas, porém o papel das MSCRAMMSs ainda
nao foi totalmente elucidado (CUCARELLA et al., 2001). Enzimas
transpeptidase conhecidas como sortases, principalmente sortase A,
presentes na maioria das bactérias gram-positivas (GUITON et al., 2009)
podem mediar a aderéncia primaria da bactéria em superficies e séo
responsaveis pela ligagao entre as proteinas de membrana e o peptidoglicano
bacteriano (NEVES, 2012). Outra proteina importante € conhecida como agr,
que regula a produgédo de diversos fatores de viruléncia presentes na superficie
bacteriana e promove a adeséo da bactéria a uma superficie bidtica ou abidtica
(VAUTOR et al., 2007).

As proteinas de membrana interagem com uma variedade de tecidos
animais e humano, proteinas séricas e polipeptideos da matriz extracelular.
Essas interagcdes permitem aos estafilococos a adesdo em diferentes linhagens
celulares com consequente invasdo e apoptose das células epiteliais
acometidas. Além dessa interacdo promovida entre a superficie e o tecido do
hospedeiro, as MSCRAMMs dos S. aureus se ligam a proteinas séricas do
hospedeiro e rapidamente colonizam superficies de biopolimeros
imediatamente apds a implantagdo de equipamentos cirurgicos (CUCARELLA
et al., 2002).

A proteina de superficie BAP (biofilm-associated protein) possui 2276
aminoacidos (LASA et al., 2006) e é responsavel por promover a fixagcéo
primaria em superficies inertes, ao contrario da PIA/PNAG (intercelular/adesina
- PIA, composto de um polimero poli-N-acetil-B-(1-6)-glucosamina ou poli-N-
acetilglucosamina - PNAG) que parece ser responsavel apenas pela adesao
intercelular (CUCARELLA et al., 2001; CUCARELLA et al., 2002; CUCARELLA
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et al., 2004). A expressao de bap leva a formagao do biofilme mesmo sem o
operon icaADBC. Em bovinos ha evidéncias da importancia de bap em
mastites por S. aureus.

As propriedades da superficie exposta, desempenham importante papel na
aderéncia bacteriana. Alguns fatores influenciam na aderéncia, como as
caracteristicas fisico-quimicas do material da superficie, expressao de fatores
de viruléncia da bactéria (FLACH et al., 2005), pH, temperatura (MELO, 2008;
SREY et al., 2013) e hidrofobicidade da superficie (ARAUJO et al., 2009). A
hidrofobicidade de determinado material € expressa como a energia livre de
interagcdo entre dois entes fisicos imersos na agua. Uma superficie é
considerada hidrofébica quando as moléculas do soélido tem maior interagcao
entre si do que pela agua. Superficie hidrofilica é classificada quando a
interacéo das moléculas do sélido imerso em agua é repulsiva (ARAUJO et al.,
2009).

Inicialmente, o gene bap de S. aureus era incluido na ilha de
patogenicidade mével SaPIbov2 e sua mobilidade dependia de uma proteina
recombinase auto-codificada. As ilhas de patogenicidade s&o ilhas genémicas
presentes apenas em micro-organismos patogénicos e s&o responsaveis por
carrear um ou mais genes de viruléncia (FORTES et al., 2012). O gene bap
nunca foi encontrado em isolados de S. aureus de amostras humanas. No
entanto, um gene ortélogo bap esta presente no nucleo celular de diferentes
espécies de SCN que colonizam a pele humana. S. aureus que possuem o
gene bap sao produtores de biofiime mesmo sem a presenga do PIA/PNAG
(VALLE et al., 2012).

B) Adeséo irreversivel

A variacdo da fase reversivel para a irreversivel ocorre quando ha uma
mudanca da interacdo fraca que ocorre entre as bactérias para uma forte
interacdo com a EPS. A interacdo entre o aglomerado e a superficie se da por
forcas dipolo-dipolo, ligagdes ibnicas ou covalentes, por pontes de hidrogénio
ou forgas hidrofébicas. Nesse momento, as células estdo aderidas ao
substrato, biético ou abidtico, dificultando sua remogéao (NEVES, 2012). A fase

irreversivel é caracterizada pela adeséo intercelular de S. aureus, a fim de que
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ocorra um aglomerado celular mediado pela produgédo de PIA/PNAG (GERKE
et al., 1998; CUCARELLA et al., 2001; VALLE et al., 2012). Mack et al. (1996)
purificaram compostos especificos de S. epidermidis produtor de biofilme, e
obtiveram duas fragdes polissacaridicas. A primeira, apresentando mais de
80% na composi¢cdo, composta de um homoglicano linear de pelo menos 130
residuos de [3-1,6-ligada 2-deoxi-2-amino-D-glucopiranosil principalmente N-
acetilado. A segunda fragao, estruturalmente relacionada com o polissacarideo
I, porém com menor teor de ndo-N-acetilados e carregados positivamente.

PIA/PNAG compde o grupo de adesinas nao proteinaceas, bem como a
parede teicoica e acido lipoteicoico (BECKER et al., 2014). Acidos teicoicos
sdo compostos de fosfato e ribitol e estdo presentes na parede bacteriana, e os
lipoteicdicos possuem glicerol. Esses polimeros desempenham um papel
importante na formacéo inicial do biofilme, pois possuem uma carga positiva
elevada e se ligam a parede celular bacteriana, que na maioria das espécies
possui carga negativa em pH neutro (GROSS et al., 2001). A expressao dessas
proteinas podem ser alteradas pelas condicbes de crescimento, enquanto
outras s&o encontradas na fase estacionaria do crescimento bacteriano
(FOSTER et al., 2014).

A proliferacao celular e formacao de biofilme é um fator de viruléncia e se
da pela presenga do locus ica, composto por quatro genes icaA, icaD, icaB e
icaC organizados em um operon (icaADBC) e também um gene regulatério
icaR. Esse operon é responsavel pela expressdao da PIA/PNAG, presente na
parede celular (GERKE et al., 1998) responsavel pela aderéncia e colonizagao
no tecido mamario (GOTZ, 2002; ARCIOLA et al., 2004; GUIMARAES et al.,
2012).

IcaA, C e D estdo presentes na membrana celular, enquanto icaB esta
presente no sobrenadante da cultura, ou seja, fora da membrana da célula.
IcaA apresenta atividade da enzima N-acetilglucosaminil-transferase com N-
acetil glucosamina como substrato. A expresséao somente do icaA apresenta
uma baixa atividade enzimatica porém quando co-expresso com o icaD, a
atividade é aumentada em até 20 vezes, o que leva a expressao fenotipica do
polissacarideo capsular (GERKE et al., 1998; GOTZ, 2002; VASUDEVAN et al.,
2003.; ARCIOLA et al.,, 2004; O'GARA, 2007). IcaD pode atuar no

direcionamento de icaA para ligagdo na membrana, podendo atuar também na
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ligagao icaA-icaC. Oligbmeros de N-acetil glucosamina produzidos pelos genes
icaAD atingem um comprimento maximo de 20 residuos e quando co-
expressos com icaC, produzem longa cadeia que reagem com anti-soro de PIA
(GOTZ, 2002).

Estudos in vitro detectaram residuos de n&o acetilados por espectroscopia
de massa. Sabe-se que, inicialmente, o produto principal € acetilado e a
desacetilagdo € um passo subsequente a producao de PIA, que leva a carga
positiva de N-glucosamina, sugerindo que icaB esteja envolvido nessa etapa,
sendo responsavel pela desacetilacdo de PIA. O papel de icaC na sintese de
biofiime é desconhecido. No entanto, estudos indicaram que icaA e icaC séo
fundamentais na produgdo de PIA, pois quando inativados, Staphylococcus
carnosus perdeu sua caracteristica fenotipica de adesao intercelular. Sugere-
se que icaC esta envolvido na translocagao de polissacarideo pela membrana
citoplasmatica (GOTZ, 2002).

2.5 Biofilmes e mastite

Desde 1990, os biofilmes tem sido reconhecidos na medicina como
responsaveis por causar infecgdes crbnicas. S. epidermidis e S. aureus,
presente em infeccbes nosocomiais, Escherichia coli nas infecgbes na prostata
e biliares e Streptococcus sp importante em periodontites, caries dentarias,
endocardites, meningite, entre outras. Essas bactérias participam também na
etiologia das mastites, dificultando o tratamento de infecgdes cronicas,
podendo-se relacionar a sua capacidade de formagao de biofilme (MELCHIOR
et al., 2006).

Estabelecida a presenca de biofilme, ocorre a adesao e a colonizagcdo do
epitélio da glandula mamaria por micro-organismos, dificultando a atuacao do
sistema imunolégico, tornando as infecgbes persistentes (OLIVEIRA et al.,
2006). Na infecgao intramamaria, agrupamentos bacterianos sao desenvolvidos
no interior do ubere facilitando a adesao deste patégeno no epitélio mamario
(OLIVEIRA et al., 2011).

Melchior et al. (2006) revelaram que a presenga de bactérias formadoras
de biofilme contribui para a ocorréncia de infeccbes cronicas nas mastites

bovinas, com dificuldades no tratamento.
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Evidéncias de que a infecgdo intramamaria esteja associada com a
formacdo de biofime é realgada pela resisténcia dos patdogenos aos
antimicrobianos. Foi evidenciado por Hensen et al. (2000), que ao testar a
sensibilidade de neomicina, neomicina com penicilina, neomicina com
tetraciclina, neomicina com bacitracina e tetraciclina com bacitracina estes
antimicrobianos foram mais sensiveis para células ndo aderentes de S. aureus
que para células aderentes.

Estudo realizado por Melo (2008) demonstrou que a gentamicina e a
eritromicina foram os antimicrobianos menos efetivos contra S. aureus nos
biofilmes. Os aspectos de resisténcia de cepas deste patégeno produtor de
biofilmes devem ser avaliados considerando-se as dificuldades relacionadas ao
tratamento de mastites e as menores taxas de cura no tratamento das mastites
ocasionadas por S. aureus (AMORENA et al., 1999; COELHO et al., 2009;
BABRA et al., 2013). Estudos in vitro mostraram que os as bactérias presentes
nos biofilmes apresentam 10-1000 vezes mais resisténcia aos antimicrobianos,
quando comparado ao mesmo agente, em estado plancténico (AMORENA et
al., 1999).

Quanto a efetividade do hiplocorito de sodio contra cepas de S. aureus, a
concentracdo de 150ppm apds 5min de contato foi incapaz de inibir o
crescimento bacteriano. Quando o tempo de contato foi aumentado para
10min, houve inibicdo do crescimento de todas as cepas em estudo. Na
concentracido de 300ppm todas as bactérias em biofiime foram eliminadas
(MELO, 2011).

2.6 Biofilmes e sua importancia na Medicina Veterinaria

O risco de infecgao é elevado nos animais, em razao do meio ambiente
que estao inseridos, expondo-os a inumeros patdgenos ambientais, presentes
nas fezes, lama ou cama dos animais.

A presenga de biofilmes nos S. aureus isolados de animais parece estar
envolvida em doencas como pneumonia, abscessos hepaticos, enterites,
feridas e infecgdes intramamarias podendo ser de origem ambiental ou parte
da microbiota normal dos animais (CLUTTERBUCK et al., 2007). Biofilmes

podem ocorrer em suturas de feridas (KONIG et al., 2014), feridas crénicas em
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cavalos (COCHRANE et al., 2009) e infecgdes intramamarias crénicas
associadas, a presenga do gene bap (CUCARELLA et al., 2004).

S. aureus é frequentemente relatado na literatura, como um dos principais
responsaveis por infeccbes cronicas (COSTERTON et al.,, 1999) com
persisténcia da infec¢do, relacionada a resisténcia bacteriana (BABRA et al.,
2013).

2.7 Aspectos de saude publica

2.7.1 Biofilmes e industria de alimentos

Uma vez aderido a superficies bidticas ou abidticas, os micro-organismos
passam de um estado inicialmente planctonico a um estado séssil, formando
microcolonias que posteriormente se desprendem e retornam ao seu estado
plancténico. Uma vez constituidos, os biofilmes oferecem uma fonte de
contaminagao constante pois liberam células de micro-organismos patogénicos
como S. aureus comprometendo a qualidade de matérias primas ou ainda do
produto ja finalizado (BOARI et al., 2009).

No contexto de seguranga alimentar, o biofime se desenvolve nos
alimentos, utensilios e superficies, o que desencadeia dificuldade na sua
remogao. Na industria de alimentos, a formacdo de biofilme acarreta riscos
para a saude do consumidor, bem como prejuizos financeiros. Dentre os micro-
organismos que desencadeiam a formagado de biofilme, S. aureus € um dos
responsaveis por gerar problemas econdmicos e de saude publica. Uma vez
constituido, o biofiime é de dificil remogéao, pela forte adesdao gerada pelas
bactérias (KASNOWSKI et al., 2010).

Bactérias associadas a formacgao de biofilme sido mais resistentes aos
antibidticos, desinfetantes e defesas imunoldgicas do organismo (MELCHIOR
et al., 2006). Na industria de laticinios, a elevada taxa microbiana aderida as
diversas superficies, como ac¢o, inox, policarbonato, ferro entre outros, pode
contaminar os alimentos, constituindo risco a saude do consumidor e prejuizos
financeiros pela redugdo na vida de prateleira dos produtos lacteos
(KASNOWSKI et al., 2010).
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Nas industrias lacteas, biofilme consiste em um problema significativo. Na
maioria dos casos, a contaminacdo do leite e seus derivados ocorre no
processo de industrializagcéo, devido a limpeza e desinfec¢ao inapropriadas dos
equipamentos (SIMOES et al., 2010). O controle de biofilme geralmente
envolve o processo clean-in-place (CIP). Produtos a base de cloro sdo os mais
utilizados no processo de sanitizacdo, outros como quaternario de amoénio,
acidos aniénicos e compostos de iodo também sao utilizados em sistemas CIP
(OLIVEIRA et al., 2013).

2.8 Biofilmes e infeccbes nosocomiais

Utilizado para definir infec¢gdes de origem hospitalar, o termo nosokomeion
- local onde se tratam doentes - deriva do grego. Infecgdes nosocomiais séo
aquelas cujo doente adquire no ambiente hospitalar ou apés o momento da
alta, desde que esteja diretamente relacionada com qualquer procedimento
hospitalar. O problema é reconhecido como um dos flagelos mundiais na saude
publica. Apesar dos avangos na reducdo dessas infecgdes, o impacto em
termos de saude do paciente € enorme tantos em aspectos sociais quanto
econdmicos. A dificuldade na erradicacao e tratamento dessas infeccdes se da
pela multirresisténcia dos micro-organismos e a formagédo de biofiimes em
materiais hospitalares (HENRIQUES et al., 2013).

A formacado de biofilmes, na maioria dos ambientes, é constituida por
aglomerados celulares multiespécies. Em contraste, nas infeccdes
nosocomiais, S. epidermidis esta presente em aproximadamente 80%, em
razao de pertencer a microbiota natural da pela humana (GOTZ et al., 2002).

Considerando os gastos no tratamento e manutengao de um paciente em
um hospital e aumento da morbimortalidade, infeccbes hospitalares sao
consideradas um problema de saude publica. Infecgées no trato urinario por
agentes como Proteus sp e Pseudomonas sp tendem a formar biofilmes em
catéteres. O reconhecimento dessas bactérias podem designar um falso
positivo, ndo correspondendo a bacteriuria verdadeira (ALMEIDA et al., 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Verificar a capacidade de producdao de biofilmes por estirpes de
Staphylococcus aureus e SCN isoladas de amostras de leite oriundas de casos

de mastite clinica e subclinica bovina.

3.2 Especificos

e Investigar a presenca dos genes icaA, icaD e bap responsaveis pela
formacgao de biofilme e adeséo intercelular, em cepas de S. aureus;

¢ Avaliar a capacidade de producao de biofiime dos S. aureus e de SCN
apresentada no agar vermelho congo;

e Avaliar a producdo de biofilme por estirpes de S. aureus em placas de
poliestireno;

e Relacionar a presenga dos genes de formacdo de biofilmes com a
intensidade dos casos de mastite subclinica, bem como sua relagdo com a
CCsS.
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4 MATERIAL E METODOS

A colheita do material foi realizada em duas propriedades leiteiras do
estado de Sao Paulo. No manejo de ordenha, as duas propriedades realizam
antissepsia dos tetos antes da ordenha (pré-dipping) e apds a ordenha (pds-
dipping). Foram realizadas um total de nove visitas, em intervalos mensais,

para atingir o numero de estirpes proposto.

4.1 Caracteristicas das propriedades

4.1.1 Propriedade A

Foram analisadas 485 amostras de leite de vacas das ragas Jersey,
Holandesa e mestiga (Jersey X Holandesa) no periodo de Novembro de 2013 a
Julho de 2014. O numero médio de animais em lactacdo € de 130 vacas,
ordenhadas mecanicamente trés vezes ao dia. A produgcdo meédia € de 3 mil

litros de leite por dia, com sistema de criagdo semi-extensivo.

4.1.2 Propriedade B

Foram analisadas 264 amostras de leite de vacas da raca Holandesa P.O.
no periodo de Novembro de 2013 a Julho de 2014. O numero médio de
animais em lactacao € de 400 vacas ordenhadas mecanicamente trés vezes ao
dia. A produgao media é de 11 mil litros de leite por dia, com sistema de

criacao intensivo.

As analises microbioldgicas, contagem de células somaticas e moleculares
foram realizadas no Nucleo de Pesquisa em Mastites (NUPEMAS), do
Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica, da FMVZ -
UNESP/Botucatu, SP.
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4.2 Selegao dos animais

Em ambas as prorpiedades, todas as vacas lactantes foram submetidas
mensalmente a prova do California Mastits Test, para identificagdo de mastite
subclinica, sendo colhidas amostras de leite reagentes ao teste, a partir da
reacdo 1+. Dos animais que apresentavam quadro clinico evidente de mastite,

também foram colhidas amostras em tubos previamente esterilizados.

4.3 Amostras

Foram utilizadas 100 cepas de S. aureus e 100 cepas de SCN isoladas de
casos de mastites bovinas subclinicas e clinicas nas propriedades descritas

anteriormente.

4.3.1 Tamis, California Mastitis Test e colheita de leite para cultivo

microbioldgico

Foram desprezados os trés primeiros jatos de leite e realizado o CMT
(SCHALM & NOORLANDER, 1957) com aproximadamente 2 mL de leite,
adicionando-se 0 mesmo volume de reagente. Foram colhidas amostras de
leite positivas ao teste com escores de 1+, 2+ e 3+.

A partir desse resultado, foi realizada a lavagem com agua, secagem com
papel toalha descartavel e desinfeccéo do 6stio do teto, com solugao de alcool
iodado a 5%. Foram colhidas amostras de 5 mL de leite, em frascos de vidro
previamente esterilizados, designados especificamente para a realizacdo de
exame microbiolégico. As amostras foram transportadas para o laboratério sob
temperatura de refrigeragcdo, em caixa de material isotérmico contendo gelo
reciclavel. Nos casos de mastites clinicas o diagndstico foi procedido pelo
exame de secregao lactea e caneca de fundo preto (prova de Tamis) com
observacgao de caracteristicas do leite, como presenca de grumos, pus, sangue

ou leite em dessora.
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4.3.2 Contagem de células somaticas

Simultaneamente a obtengdo de amostras para exame microbioldgico,
foram colhidas das mesmas mamas, amostras de aproximadamente 25 mL de
todos os quartos mamarios e individualmente dos quartos reagentes ao CMT.

A contagem eletrbnica de células somaticas das amostras de leite foi
realizada por citometria de fluxo em equipamento Somacount 300® (BENTLEY,
1995). Foram utilizados frascos plasticos proprios, contendo conservante
(bronopol), que apresenta formato de pastilha que, em contato com o leite,
forma uma mistura de coloracdo réseo-claro. As amostras colhidas
permaneceram em temperatura ambiente por, no maximo, cinco dias apds a
colheita, para a realizagao das analises.

Na técnica de citometria de fluxo, as células coradas sao carreadas por um
liquido sendo excitadas por um feixe de laser. Os nucleos corados emitem, por
fluorescéncia, impulsos luminosos que sdo ampliados por um foto multiplicador,
contados e convertidos em concentracdo de células somaticas (SILVEIRA et
al., 2005).

4.3.3 Isolamento e identificacdo de estafilococos

A pesquisa da microbiota aerdbica procedeu-se semeando-se 10uL de
leite de cada amostra em meio de agar base adicionado de 5% de sangue
ovino, incubando-se as placas a 37°C com observagao do desenvolvimento
microbiano a cada 24 horas, por trés dias. A morfologia das colbnias foi
avaliada, com relagdo ao tamanho, forma, odor, producdo de pigmento e
hemdlise. Também foi realizado o exame bacterioscopico por meio de laminas
coradas pelo método de Gram, verificando-se ao microscopio caracteristicas
tintoriais e morfolégicas.

Foram consideradas como amostras positivas as que revelaram o
isolamento de trés ou mais colbnias de um mesmo micro-organismo, exceto
para Staphylococcus aureus que foram consideradas como positivas a partir do
isolamento de uma colénia. No caso do isolamento de trés ou mais micro-

organismos a amostra foi considerada como contaminada (NMC, 1999).
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Posteriormente ao isolamento das cepas em agar sangue ovino 5% e
identificacdo presuntiva do género Staphylococcus, os isolados foram
conservados em caldo cérebro-coragéo (Brain Heart Infusion - BHI) e mantidos
em temperatura de congelamento (-80°C) para realizagdo de técnicas de
biologia molecular pelas metodologias descritas a seguir.

Apos a analise morfo-tintorial, cocos Gram positivos foram submetidos a
provas de catalase e coagulase. Staphylococcus coagulase negativa foram
diferenciados de Kokuria, com base nas provas de oxidacao e fermentacio da
glicose, e pela resisténcia a bacitracina (0,04 U), indicada pela auséncia de
halo de inibicdo ou formacdo de halo de até 9 mm e pela sensibilidade a
furazolidona (100 pg), caracterizada por halos de inibigdo de 15 a 35 mm de
diametro (BAKER, 1984) (Figura 2A). A diferenciagdo de outras espécies de

Staphylococcus coagulase positiva, foi pela fermentagao dos agucares: manitol,

maltose e trealose (Figura 2C), resisténcia a Polimixina B (300Ul) e producao
de acetoina (KONEMAN et al., 2008).

A B C

FIGURA 2: Identificagdo fenotipica do género Staphylococcus. A = resisténcia
a bacitracina (0,04 U) e sensibilidade a furazolidona (100ug). B = prova da
coagulase livre em tubo em isolados de S. aureus. C = fermentagdo de

acucares (manitol, maltose e trealose).

Isolados identificados como estafilococos foram submetidos a técnica de
PCR para confirmagao da auséncia do gene da coagulase (coa) para os SCN e

amplificagcdo do gene staur para confirmagao de S. aureus.
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4.4 Caracterizagao genotipica

4.4.1 Extragdo do DNA

O acido nucléico total foi extraido das linhagens de S. aureus e SCN
reisoladas em agar sangue em 24h a 37°C. A extragao foi realizada com kit
lllustra Blood Genomic Prep Mini Spin (GE® Healthcare), com modificagéo, que
consistiu na digestao inicial das células de estafilococos com lisozima (10
mg/mL) e proteinase K (20 mg/mL). A seguir 400 uL do tampéao de lise foram
adicionados a mistura que, em seguida, foi centrifugada a 10.000 x g por 1 min.
O sobrenadante foi transferido para a coluna e centrifugado a 11.000 x g por 1
min. O liquido coletado foi descartado e 500 pL de tampéo de lise foram entéo
adicionados novamente a coluna (Figura 3). Apos a centrifugagédo e descarte
do liquido coletado, 500 uL da solugéo de lavagem foram adicionados a coluna,
submetendo o material a nova centrifugagao a 11.000 x g por 3 min. A seguir, a
coluna foi transferida para um microtubo de 1,5 mL e adicionados 200 pL de
tampao de eluigdo aquecido a 70°C. As amostras foram centrifugadas a 11.000
x g por 1 minuto, e a coluna foi desprezada. O DNA extraido foi mantido a -

20°C, para posterior pesquisa dos genes codificadores de biofilme.

FIGURA 3: Etapa da extragao de acido nucleico, adicao de tampao de lavagem

a coluna.
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4.4.2 Amplificacdo do acido nucléico - Reagdo em Cadeia pela Polimerase

(Polimerase Chain Reaction - PCR)

As reacdes de PCR foram realizadas em microtubos de 0,5mL com volume
total de 25uL cada, contendo 10 pmol/ pL de cada primer, 1,0U de Taq
Platinum DNA polimerase (Invitrogen®), 200uM de desoxiribonucleotideos
trifosfatados, PCR buffer 1x 0,75 mM de MgCI2 e 3 puL da amostra. Cepas de
referéncia de S. aureus e S. epidermidis foram utilizadas como controle positivo
e negativo para os genes icaA, icaD e coa respectivamente (ATCC 25923) e
(ATCC 12228) (MELO et al., 2012). Para controle positivo para o gene bap foi
utilizado um isolado que apresentou positividade na PCR com produto de
971bp. O produto foi sequenciado e o obteve-se identidade de 99% para S.
aureus V329 (GenBank, numero de acesso AY220730).

As 100 amostras caracterizadas como S. aureus e as 100 amostras
identificadas como SCN foram submetidas a PCR para confirmacido ou nao da
regido intergénica 16S-23S presente em S. aureus. Para a amplificacdo da
regido intergénica 16S-23S, foram utilizados os primers staur4 e staur6 com o
seguinte perfil de ciclagem: 94°C por 2min, seguido de 35 ciclos de
amplificacdo com desnaturagao a 94°C por 45s, anelamento a 64°C por 1min,
extensdo a 72° por 2 min e extensao final a 72°C por 10min (STRAUB et al.,
1999; RIFFON et al., 2001)

A amplificagdo dos genes icaA e icaD foi realizada de acordo com
Vasudevan et al. (2003) com ftrinta ciclos de amplificagdo que consistem na
desnaturacao a 92°C por 45s, anelamento a 49°C por 45s, alongamento a 72°C
por 1min, com uma extensao final de 72°C por 7min.

Para amplificagdo do gene bap utilizou-se a metodologia descrita por
Cucarella et al. (2004) com desnaturagao inicial de 95°C por 4 min, seguido de
40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30s, anelamento a 54°C por 30s e
extensao a 72°C por 5min.

Para confirmacdo da auséncia do gene da coagulase, foi realizada a
amplificagdo do gene da coagulase (coa) que amplifica fragmentos de perfis
variados que podem ser utilizados para distinguir pelo menos 3 coagulotipos
utilizando os primers descritos no quadro 1, com o seguinte perfil de ciclagem:
94 °C por 2 min, seguido de 30 ciclos de amplificacdo com desnaturacao a
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95 °C por 30s, anelamento a 55 °C por 2 min, extensao a 72 °C por 4 min e
extensdo final a 72 °C por 7 min de acordo com Veras et al. (2008).

A incubacdo foi realizada em termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf®). Os oligonucleotideos especificos iniciadores (Quadro 1) para a
amplificagdo dos genes icaA e icaD foram utilizados de acordo com Vasudevan
et al. (2003) e do gene bap de acordo com Cucarella et al. (2004). Para o gene

coa os oligonocleotideos utilizados foram de acordo com Veras et al. (2008).

QUADRO 1: Sequéncia dos oligonucleotideos e tamanhos dos produtos

amplificados, utilizados na reagcdo de PCR para detecgao de genes icaA, icaD,

bap e coa.
Tamanho
Genes Primers Sequéncia do oligonucleotideo do
Produto
staur  staur4 ACG GAG TTA CAA AGG ACG AC 1250pb
staur6 AGC TCAGCC TTAACG AGT AC
Straub et al. (1999)
icaA icaAF CCT AAC TAACGAAAG GTAG 1315pb
icaAR AAG ATATAG CGATAAGTGC
Vasudevan et al. (2003)
icaD icaDF AAA CGT AAG AGA GGT GG 381pb
icaDR GGC AAT ATG ATC AAG ATAC

Vasudevan et al. (2003)

bap bapF CCC TAT ATC GAA GGT GTAGAATTG CAC 971pb
bapR GCT GTT GAA GTT AAT ACT GTA CCT GC
Cucarella et al. (2004)

coa coaG2 ACC ACAAGG TACTGAATCAACG Variavel
coaG3 TGC TTTCGATTG TTC GAT GC
Veras et al. (2008)

4.5 Visualizagao dos produtos amplificados

A eficiéncia das amplificacbes foi monitorada pela eletroforese em gel de
agarose a 2% preparado em tampao de TBE 1,0 X (89 nM Tris-HCI, 89 mM
acido borico e 20 mM EDTA) e corado com brometo de etideo GIBCO BRL®
10mg/mL (LifeTechnologies®). O tamanho dos produtos amplificados foi
comparado com o padrdo 50 pb (Norgen®) e 100 pb (Invitrogen®) e
posteriormente fotografado sob transiluminagao UV.
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4.6 Caracterizacao fenotipica

4.6.1 Produgao de pigmento em meio agar vermelho congo (VC)

A producdo de biofilme foi verificada segundo método descrito por
Freeman et al. (1989), com algumas modificacées. Para o volume total de
1000mL, esterilizou-se separadamente 900mL de agar BHI (52g/L) e 100 mL
de agua MilliQ (Millipore®). Posteriormente, ao agar a 55°C adicionou-se 30 mL
de solugéo aquosa de vermelho congo (0,8g/L) e 70 mL de solugédo aquosa de
sacarose (50g/L), ambas filtradas separadamente em membrana 22u.

As cepas de S. aureus foram semeadas em placas contendo agar
vermelho congo e incubadas a 37°C por 24-48 horas. Colbnias produtoras de
biofilme apresentam coloracéo negra (Figura 4). Coldnias vermelhas a bordd
nao sao produtoras de biofilme e apresentam coloragdo vermelha com aspecto
umido (FREEMAN et al., 1989; ARCIOLA et al.,, 2001; VASUDEVAN et al.,
2003).

Cepas de referéncia de S. aureus foram utilizadas como controle positivo
(ATCC 25923) e negativo (ATCC 12228) (MELO et al., 2012).

FIGURA 4: Colbnias negras em agar vermelho congo, estirpes de S. aureus
produtoras de biofilme em placa (esquerda). Controle positivo ATCC 25923
(direita).
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4.6.2 Producao de biofilme em placa de poliestireno

O teste de aderéncia em microplaca de poliestireno foi realizado de
acordo com Christensen et al. (1985), com algumas modificacbes. Esse
método consiste na leitura do material aderente na placa, por meio da
densidade o6ptica.

As estirpes, previamente isoladas em caldo BHI por 24 horas, foram
padronizadas na escala 0,5 de McFarland, que consiste em aproximadamente
150 x 10° unidades formadoras de coldnias (Figura 5A). Posteriormente, essas
culturas foram transferidas em quadruplicata, com volume de 200uL por poco,
para placas de fundo reto com 96 cavidades, esterilizadas (modelo 92096,
TPP®). Em todas as placas, foram utilizadas uma amostra de controle positivo
(ATCC 25923), uma como controle negativo (ATCC 12228) e outra com BHI
estéril. As placas foram incubadas a 37° por 48h em estufa BOD (Tecnal TE-
391). Apo6s esse periodo, o conteudo de cada pogo foi aspirado
cuidadosamente com pipeta multicanal e lavado trés vezes com 200uL de
tampao fosfato salina (PBS) pH 7,2. As placas foram secas em temperatura
ambiente por 1 hora. A seguir, os pogos foram corados com solugéo de cristal
violeta a 1% durante 15 min (Figura 5B). O volume foi aspirado e a seguir, 0s
pocos lavados trés vezes com 200uL de agua destilada e novamente mantidos
a 1 hora em temperatura ambiente para secagem da placa.

A leitura da densidade oOptica foi realizada em leitor de Elisa (Labsystems,
Multiskan EX) utilizando-se filtro de 540nm, proximo ao recomendado por
Christensen et al. (1985). Estirpes consideradas com produtoras de biofilme,
resultaram em um valor menor que 0,1 apds o calculo da meédia de cada
amostra subtraindo-se ao valor da média obtida da amostra de BHI néo

inoculado.
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FIGURA 5: Isolados de S. aureus em escala 0,5 de MacFarland (esquerda).

Coloragao da placa com cristal violeta 1% (direita).

4.7 Analises estatisticas

Distribuicbes de frequéncia (PROC FREQ; SAS Institute, 2011) foram
produzidas para descrever a percentagem de cepas de S. aureus que
continham os genes responsaveis pela producao de biofilmes.

O teste de Qui-quadrado ou de Fischer (PROC FREQ; SAS Institute, 2011)
foram usados para comparar a propor¢cao de cepas produtoras de biofilmes
com as caracteristicas dos casos subclinicos entre as cepas produtoras ou néo
de biofilmes.

Andlise de variancia (PROC GLM; SAS Institute, 2011) foi usada para
comparar a CCS média (em escala logaritmica) entre as cepas produtoras ou
nao de biofilmes. As analises estatisticas foram realizadas com SAS 9.2 (SAS

Institute, 2011) com nivel de significancia estatistica de 0.05.
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5 RESULTADOS

Foram confirmados 100 isolados de S. aureus pela amplificagdo do DNA
cromossOmico e 100 de SCN pela auséncia do gene da coagulase.

Para as estirpes de S. aureus que possuiam o gene bap, a positividade no
teste genotipico foi de 58% (58/100). A frequéncia do gene icaA foi 82%
(82/100). Verificou-se também que a positividade para icaD no teste genotipico
foi de 83% (83/100). A presenca dos trés genes pesquisados, foi observada em
56% das estirpes de S. aureus.

Ao se analisar a presenca dos genes icaA e bap observou-se que de 82%
(82/100) que foram positivas genotipicamente para icaA, 68,3% (56/82)
também foram positivas para bap. A positividade para o gene icaD
correspondeu a 83% (83/100) das amostras de S. aureus. Destas, 98,8%
(82/83) também apresentaram o gene icaA. Na associacdo da presencga dos
genes icaD e bap também foi possivel observar uma boa relagdo, sendo que
dos 83% (83/100) dos S. aureus que apresentaram o gene icaD, foi possivel
constatar também a presenga de bap em 67,5% (56/83).

Na Tabela 1 verifica-se a intensidade positiva ao teste de CMT e sua
relagdo com o agente envolvido, sendo que o escore 3+++ ocorreu com maior
frequéncia tanto em S. aureus, com 62 (62%), quanto em SCN, com 55 (55%).
Observou-se diferenca estatistica entre os valores médios de CCS, quando
comparado entre os dois agentes (P=0,02). Na mesma tabela pode-se
observar que a média dos valores de CCS foi maior no escore 3+++, tanto para
S. aureus, quanto SCN, porém nao houve diferenca estatistica entre esses
valores. Quando avaliada as médias CCS entre as espécies estudas, obteve-se
um valor mais elevado para estirpes de S. aureus (2,88+0,59), que para
estirpes de SCN (2,71+0,35) com P=0,02.



TABELA 1: Distribuicdo das frequéncias da relagao da intensidade de reagéo positiva ao teste de CMT com o agente
envolvido e média do log(10) dos resultados de CCS, em estirpes de S. aureus e SCN de amostras oriundas de mastite bovina

subclinica e clinica em duas propriedades do estado de Sao Paulo, no periodo de Novembro de 2013 a Julho de 2014.

Intensidade do CMT*

1 % Média do 2 % Média do 3 % Média do Clinica %
logao) CCS logao) CCS logao) CCS

S.aureus | 16/(100% 16 2,70 (£0,74)7 22/(100)7 22 2,70 (x0,54)® 62/(100F 62 3,0 (t0,55)° 0/(100) O

SCN 15/(100)2 15 2,50 (+0,25)° 22/(100)2 22 2,68 (+0,27)° 55/(100)2 55 2,79 (x0,40)° 8/(100) 8

Total 31/(200) 15,5 44/(200) 22 117/(200) 58,5 8/(200) 4

*Intensidade classificada como: 1=+; 2=++ e 3=+++. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas estatistica entre as médias (P=0,02). CCS:
Contagem de Células Somaticas; CMT: California Mastitis Test; log(o: Média do valor de CCS em escala logaritimica de base 10; SCN:

Staphylococcus coagulase-negativa.



Observando a tabela 2 verifica-se os valores médios obtidos na CCS em
estirpes de S. aureus oriundas de amostras de leite de mastite subclinica em
relacéo a presenga dos genes icaA, icaD e bap. Observou-se que na presenca
dos genes de formacgao de biofilme, a média do valor de CCS foi maior para os
trés genes estudados, com 2,90 (+x0,60), 2,90 (+x0,60) e 2,89 (£0,59) para icaA,

icaD e bap, respectivamente. Porém, sem significancia estatistica.

TABELA 2: Frequéncia dos genes icaA, icaD e bap e sua relagdo com a média
do logo) de CCS de amostras de S. aureus oriundas de mastite subclinica
bovina em duas propriedades do estado de Sao Paulo, no periodo de
Novembro de 2013 a Julho de 2014.

Média do Média do Média do
S. aureus | icaA logo) de icaD logo) de bap logo) de
CCs CCs CCs

Auséncia | 18 2,77 (0,552 17 2,79 (+0,56)7 42 2,86 (20,59)
Presenca | 82 2,90 (0,602 83 2,90 (+0,60)2 58 2,89 (+0,59)

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas estatistica entre as médias (P<0,05).

Ao observar a tabela 3, nota-se a relagdo entre a presenga dos genes
estudados, com a caracterizacdo fenotipica em agar vermelho congo.
Observou-se que das estirpes de S. aureus que foram positivas no VC, duas
nao apresentaram os principais genes de formacgao de biofilme. A positividade
no vermelho congo foi de 25% para amostras de S. aureus, e 5% para
amostras de SCN. No teste de producdo de biofiime em placas, o numero de
estirpes de S. aureus positivas foi 15% do total testada.

Das 82 estirpes de S. aureus que apresentaram o gene icaA no teste
genotipico somente 13 foram positivas no teste de aderéncia, representando
15,8%. Para estirpes que continham o gene icaD, a positividade no teste foi de
15,6%. Em nenhuma das relacdes foi possivel encontrar diferenga estatistica
(P=1,0). Quando avaliada a relagdo da presenga do gene bap com a
positividade no teste de aderéncia, 12 (20,7%) estirpes foram positivas ao teste
com o valor de P=0,08. Esse valor representa uma tendéncia a serem

diferentes estatisticamente.
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A concordancia entre os dois testes fenotipicos foi pobre (K=-0,10). Das 75

estirpes que foram negativas para o vermelho congo, 62 (82,7%) também

foram negativas para o teste de aderéncia. Do total de 15 amostras positivas

na producdo de biofilme em placas, apenas duas estirpes, que representou

13,3%, também foram positivas no agar vermelho congo.

TABELA 3: Relagdo entre a presenca dos genes icaA, icaD e bap e sua

morfologia em VC de amostras de S. aureus oriundas de mastite bovina

subclinica em duas propriedades do estado de Sao Paulo, no periodo de

Novembro de 2013 a Julho de 2014.

Morfologia Presenca do Presenca do Presencado N/(Total)
no VC geneicaA geneicaD gene bap

Preta Presente Presente Presente 5/(100)

Preta Presente Presente Ausente 17/(100)
Preta Ausente Presente Ausente 1/(100)

Preta Ausente Ausente Ausente 2/(100)

Vermelha Presente Presente Presente 51/(100)
Vermelha Presente Presente Ausente 9/(100)

Vermelha Ausente Ausente Presente 2/(100)

Vermelha Ausente Ausente Ausente 13/(100)




As figuras 6, 7 e 8 mostram imagens de géis de agarose com visualizagéo
dos produtos obtidos da PCR evidenciando a positividade do gene icaA, icaD,

bap e coa, respectivamente.

1400bp
1300bp

FIGURA 6: Eletroforese em gel de agarose a 2% demonstrando os produtos
amplificados do gene icaA obtidos de amostras de S. aureus pelo método de
PCR convencional. Linha 1: marcador de peso molecular 100bp. Linhas 2 a 4:
amostras positivas para o gene icaA. Linhas 5 e 7: amostras negativas para o
gene icaA. Linha 10: controle positivo ATCC 25923 (1315pb). Linha 11:
controle negativo ATCC 12228.
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FIGURA 7: Eletroforese em gel de agarose a 2% demonstrando os produtos
amplificados do gene icaD obtidos de amostras de S. aureus pelo método de
PCR convencional. Linha 1: marcador de peso molecular 50bp. Linhas 2 a 11:
amostras positivas para o gene icaD. Linhas 12 e 13: amostras negativas para
o0 gene icaD. Linha 17: controle positivo ATCC 25923 (381pb). Linha 18:
controle negativo ATCC 12228. Linha 19: controle negativo da PCR (auséncia
de DNA).

FIGURA 8: Eletroforese em gel de agarose a 2% demonstrando os produtos
amplificados do gene bap obtidos de amostras de S. aureus pelo método de
PCR convencional. Linha 1: marcador de peso molecular 100bp. Linhas 2 a 9:
amostras negativas para o gene bap. Linha 10: controle positivo ATCC 25923
(971pb). Linha 11: controle negativo ATCC 12228.
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6 DISCUSSAO

6.1 Presencga dos genes icaA, icaD e bap

Diversos fatores estdo envolvidos na formacdo de biofilme como,
caracteristicas da superficie, da bactéria e do meio que a envolve. A presenca
da membrana exopolissacaridea, que envolve o biofilme, fornece protegao
contra agentes antimicrobianos e quimicos, conferindo resisténcia a essa
estrutura (COSTERTON, 1999).

Nas 100 estirpes de S. aureus isoladas de amostras de leite oriundas de
bovinos com mastite subclinica, verificou-se que 82% apresentaram os genes
icaA e icaD. Melo (2008), verificou a presengca dos genes em 95,7% das
estirpes de S. aureus avaliadas. Com relagdo a associagdo dos genes
icaAlicaD/bap, 56% estirpes de S. aureus foram positivas para os trés genes.
Cucarella et al. (2004) pesquisaram 195 isolados de S. aureus de mastite
bovina e encontraram 94,36% de positividade para icaADBC e desses, 25,6%
também expressaram o gene bap. No presente estudo, amostras positivas para
0 gene icaA e icaD apresentaram 68,3% e 67,5%, respectivamente, de
positividade para bap.

O gene bap, carreado por um transposon presente na ilha de
patogenicidade movel SaPlbov2, presente apenas em isolados de S. aureus de
origem bovina, contribui para o papel patogénico dessa bactéria em infecgoes
persistentes (CUCARELLA et al., 2004). O gene também esta presente em
cepas de SCN: S. epidermidis, S. chromogenes, S. xylosus, S. simulans e S.
hyicus, sugerindo a ocorréncia de transferéncia horizontal entre eles do gene
presente em SaPlbov2 (TORMO et al., 2005). A presenca do gene bap confere
cronicidade aos casos de mastite (CUCARELLA et al., 2004), porém S. aureus
€ capaz de formar biofilme mesmo sem a presenga de bap. Essa espécie pode
apresentar fatores de viruléncia, como a expressdo de genes que regulam a
maioria das proteinas de membrana estafilocdcica, por exemplo agr, capaz de
promover a adesado desse micro-organismo em superficies inertes (VAUTOR et
al. 2007; SZWEDA et al., 2012).

A presenga de SCN em infec¢des intramamarias € muito comum, sendo

considerados como patégenos emergentes nas mastites. O papel dos genes de
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formacgao de biofilme em S. epidermidis isolados de material humano esta bem
elucidado na literatura, porém, até o presente momento, poucos estudos foram
realizados para avaliagcdo da formagao de biofiime em SCN de importancia
veterinaria. Rumi et al. (2013) verificaram a necessidade de desenharem
primers especificos para o reconhecimento de espécies de SCN de importancia
veterinaria, como S. simulans, S. capitis, S. saprophyticus, S. caprae, S. sciuri,
S. cohnii e S. epidermidis. Os autores concluiram que o reconhecimento dos
genes de formacao de biofilme a partir de uma sequéncias consensuais para o
gene ica, aumentou a sensibilidade quanto a detecgdo desses genes em
estirpes de SCN.

Os oligonucleotideos utilizados para detecgdo dos genes icaA e icaD
descritos de acordo com Vasudevan et al. (2003), também foram utilizados por
Simojoki et al. (2012). Esses primers funcionam bem para reconhecimento de
estirpes de S. aureus, porém falham no reconhecimento de S. epidermidis
(ATCC 35984), cepa sabidamente positiva para estes genes, considerados
portanto ineficazes para a detecgdo desses genes em SCN (SIMOJOKI et al.,
2012).

Entre as trés principais espécies de estafilococos coagulase positiva: S.
aureus, S. intermedius e S. hyicus, a primeira é considerada como mais
importante na etiologia de mastites. A associagao entre o teste de coagulase
livre em tubos e a presenga de beta hemdlise em agar sangue, parece ser
eficiente na identificacdo de S. aureus. Porém, S. aureus coagulase-negativa
pode ocorrer em infecgdes intramamarias e, se nao identificado corretamente,
pode resultar no erro de diagndstico como SCN (AKINEDEN et al., 2011).

6.2 Producao de biofilme em agar vermelho congo e no teste de aderéncia e

placas

A caracterizacdo fenotipica pelo agar vermelho congo foi proposta por
Freeman et al. (1989) como método alternativo para identificagdo da produgao
de biofiilme em espécies de SCN. Colbnias de coloragdo negra foram
consideradas como produtoras de biofilme, representando 77,78% das cepas
de SCN daquele estudo. As que apresentavam coloracdo vermelha, nao

possuiam essa capacidade. O resultados dos autores diferem do presente
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estudo, o qual foi observada 5% de estirpes de SCN positivas ao vermelho
congo.

Vasudevan et al. (2003) estudaram 35 amostras de S. aureus com objetivo
de avaliar a capacidade produtora de biofilme in vitro, obtiveram 32 (91,4%)
estirpes produtoras entre 24-48h de incubagéo, apresentando colbnias negras
com caracteristicas de formacdo de biofiime em placas. Nenhuma estirpe
expressou tal capacidade apos 48h de incubacdo. Na caracterizagao
genotipica, de todas as 35 cepas isoladas, foi amplificado os genes icaA e
icaD.

Melo et al. (2013) encontraram 85% de cepas produtoras de col6nias
negras e rugosas e 15% de cepas nao produtoras entre 94 amostras de S.
aureus de mastite subclinica. Oliveira et al. (2006), Guimarées et al. (2012),
Babra et al (2013) ao testarem a produgao de biofilme em VC obtiveram 37,5%,
26,7% e 33,8% de positividade em amostras provenientes de casos de mastite
bovina, resultados préximos ao encontrado no presente estudo, que foi de
25%, portanto, mais proximo ao de Guimaréaes et al. (2012).

A subijetividade na interpretacdo das placas do vermelho congo, torna o
teste pouco reproduzivel, resultado também observado por outros autores
(ROHDE et al., 2001; SZWEDA et al., 2012). Arciola et al. (2001) associaram a
presencga dos genes icaADBC com o teste fenotipico, e 61% das estirpes de S.
aureus continham os genes icaA e icaD. Rohde et al. (2001) encontraram 2,5%
de positividade quando associaram o VC com a presenga dos genes. Chaieb et
al. (2005), Oliveira et al. (2006), Melo et al. (2013), encontraram positividade de
50%, 37,5% e 85% no vermelho congo, respectivamente. Nota-se por esses
resultados que ha uma variacdo consideravel entre a associagao dos testes
genotipico e fenotipico. Tal fato, dificulta a relagcdo dos resultados obtidos, com
outros parametros avaliados.

Duas estirpes de S. aureus foram capazes de produzir biofiime sem a
presenca dos genes estudados. Chaieb et al. (2005) encontraram uma amostra
que foi negativa para os dois genes mas produziu algumas colénias pretas no
VC, indicando resultado positivo no teste. Ficou evidente para os autores, que
a formacgao de biofilme pode estar associada a outros fatores, e ndo somente a
presenga dos genes icaA e icaD. Sugere-se também, que outros genes

regulatérios, como exemplo o agr, ou ainda, outros genes de formacado de
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biofilme possam estar presentes nestas estirpes, estimulando a producado de
PIA (MACK et al., 2000).

Mathur et al. (2006) encontraram dificuldade na relacdo entre o VC e
outros testes fenotipicos, como método em tubos e aderéncia em placas. O
resultado foi de 7,6% de sensibilidade, 97,2% de especificidade e 50,3% de
acuracia no agar vermelho congo. A baixa sensibilidade do teste, impossibilita
a deteccdo de amostras verdadeiramente positivas.

A co-expressao dos genes icaA e icaD favorece o aumento da produgao da
enzima N-acetilglucasaminil, responsavel pela formacao de biofilme (GERKE et
al., 1998; O'GARA, 2007). Constatou-se no presente estudo que dentre as
linhagens que produziram biofiime no agar vermelho congo, 68% (17/25)
apresentaram os dois genes. Por outro lado, 80% (60/75) das amostras que
nao produziram biofilme no VC apresentaram icaAD ou icaAD/bap.

No presente estudo, das 100 cepas de S. aureus testadas
fenotipicamente pela aderéncia em placas, 15% foram positivas ao teste.
Porcentagem superior foi encontrada na presengca dos genes de biofilme
(86%). A relacao entre os dois testes fenotipicos avaliados, foi pobre (K<0,20).
Vasudevan et al. (2003) ndo obtiveram boa relagdo entre a producédo de
biofilme em placas (68,7%) e teste genotipico, com 100% de positividade para
0s genes icaA e icaD.

Estudos anteriores reportaram maior eficiéncia na deteccdo de formacéao
de biofilme quando utilizado o teste de aderéncia em placas em relagcdo ao
agar vermelho congo (GUIMARAES et al., 2012; MELO et al., 2013). No
presente estudo a maior taxa de positividade no teste fenotipico foi no agar
vermelho congo em relagcdo ao teste de aderéncia, com 25% e 15%,
respectivamente. Esse resultado corrobora com o estudo realizado por Los et
al. (2010), que ao compararem os resultados de estirpes positivas no agar
vermelho congo e no teste de aderéncia em placas, obtiveram 58,9% e 35,6%,
respectivamente. A concordancia entre os testes fenotipicos avaliados no
presente estudo, foi pobre, com duas amostras positivas em ambos os testes.
Esse resultado estd de acordo com Oliveira et al. (2006) que também
obtiveram duas estirpes de S. aureus positivas para ambos os testes.

Salienta-se que no presente estudo, a produgao de biofilme foi avaliada

por dois testes fenotipicos. Demais autores sugerem outros métodos de
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identificacdo de cepas de estafilococos positivas genotipicamente, como o
meétodo de eletroforese em campo pulsatil (FOX et al.,, 2005) ou ainda o
protocolo de hibridizagcdo fluorescente in situ (OLIVEIRA et al., 2006), com

resultados satisfatdrios em ambos os testes.

6.3 Contagem de células somaticas

A reducado na producao de leite decorrente da mastite subclinica ocorre
pelas alteragdes das células epiteliais secretoras, aumento da permeabilidade
vascular no alvéolo secretor, no momento da infecgdo. Diversos fatores estédo
associados ao aumento de células somaticas, idade dos animais, numero de
partos, periodo de lactagdo e estagdo do ano. No entanto, a ocorréncia de
infecgao intramamaria € o principal fator de risco relacionado ao aumento de
CCS (COENTRAO et al., 2008; CUNHA et al., 2008). Durante o processo
inflamatorio ocorre a migracdo de células polimorfonucleares e nucleares da
corrente sanguinea para a glandula mamaria o que desencadeia o aumento de
CCS, sendo que 80 a 90% dos constituintes do processo inflamatério sao
neutrofilos polimorfonucleares (GUIMARAES, 2011).

A intensidade do processo inflamatério pode ser avaliada pela CCS, sendo
utilizada no presente estudo para correlacionar a presenca dos genes de
formacao de biofilme e seu reflexo na CCS. A média dos valores de CCS, por
nao apresentarem distribuicdo normal, foi obtida pelo Log de base 10 (log10)).
A média do logo) de CCS foi maior em estirpes de S. aureus (2,99+0,54) e
SCN (2,78+0,39) com escore 3+++ no teste de CMT, para ambas espécies.
Esse achado era esperado, o que demonstra que SCN também sao capazes
de induzir resposta imune intensa, assim como S. aureus, com médias de CCS
semelhantes. Porém, a intensidade da inflamacdo nao refletiu no processo
inflamatério, com valores de P>0,05.

Diferengas entre o manejo e tipo de ordenha podem influenciar nos
resultados da CCS e do CMT, por exemplo, o tipo de ordenha e manejo da
propriedade. Embora um escore mais elevado no CMT, esteja relacionado com
maiores contagens de células somaticas no leite, € incerto dizer quando suas
pontuacdes estdo associadas, podendo refletir infecgdes intramamarias por

patdogenos especificos. Oliveira et al. (2013) ndo encontraram diferengas
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significativas entre as medianas de CCS obtidas de amostras de S. aureus e
SCN, pelo teste Kruskall-Wallis.

Andrade et al. (2009) obtiveram uma média de CCS de 5,84+5,43, valores
superiores aos encontrados no presente estudo. No entanto, nesse estudo os
autores nao analisaram os valores de CCS para diferentes espécies de micro-
organismos encontradas, como no presente estudo, com relagdo a amostras de
SCN e S. aureus

A média dos valores de CCS foram maiores em S. aureus (2,8810,59) que
em SCN (2,711£0,35). Esses resultados foram diferentes estatisticamente,
quando avaliada a média de CCS entre as diferentes espécies de estafilococos
(P=0,02). Resultado esperado, pois sabe-se que S. aureus sao capazes de
aderir ao tecido mamario, causando infecgdes persistentes, resultando no
aumento nos valores de CCS (RAZA et al. 2013).

Mello et al. (2012) avaliaram a relacao do resultado microbioldgico e CCS
de amostras de leite bovino compostas dos quatro quartos mamarios e
obtiveram elevada contagem de células somaticas em Staphylococcus
coagulase-negativa, reforcando a capacidade de SCN desencadear processos
inflamatorios com aumento de celularidade do leite.

A resposta inflamatéria da glandula mamaria infectada, também foi
relacionada com a presenca de genes responsaveis pela formagao de biofilme.
Pode-se observar que a presenga de qualquer um dos genes de biofilme
pesquisado, influenciou na contagem de células somaticas, com numero mais
elevado em relacéo as estirpes que nao continham os genes. No entanto, n&o
foi observada diferenga estatistica significante nessa relagao, havendo apenas

uma tendéncia de relagao entre os valores de CCS e teste genotipico (p=0,08).
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7 CONCLUSOES

Quanto a habilidade de producdo de biofiime em agar vermelho congo,
estirpes de S. aureus e de SCN, oriundas de leite bovino mastitico
representaram 25% e 5% do total de amostras positivas ao teste,
respectivamente. Das 100 estirpes de S. aureus avaliadas, 56 apresentaram os
trés genes pesquisados, porém, notou-se que a presenga dos genes nao
influenciou na formacdo de biofilme in vitro, pois apenas 5 estirpes que

apresentaram os trés genes, foram positivas no agar vermelho congo.

Quando avaliada a producédo de biofilme em placa, obteve-se 15% das
estirpes de S. aureus positivas ao teste, valor inferior ao obtido no agar
vermelho congo. Considera-se desnecessaria a utilizagdo simultanea dos dois
testes, pela concordancia pobre entre ambos, com apenas 2 amostras positivas

em comum aos dois testes de produgao de biofilme.

A co-expressao do genes icaA e icaD favoreceu a produgao de biofilme em
agar vermelho congo, pois das 25 amostras de S. aureus positivas ao teste, 17

apresentaram os dois genes em associagao.

Observou-se que a formagao de biofilme pode envolver a presenga de

outros genes ou fatores, associados a produgao de biofilme.

Nao foi possivel observar relacdo entre a presenca de quaisquer um dos
genes, icaA, icaD e bap na influéncia da contagem de células somaticas, bem

como, com a intensidade da inflamacgao da glandula mamaria.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is common in intramammary infections, it causes chronic infection and can
lead to biofilm formation. A total of 100 strains of S. aureus from subclinical mastitis and 100
strains of coagulase-negative Staphylococcus (CNS) isolated from subclinical and clinical mastitis
in two properties of Sdo Paulo state were evaluated for the capacity to produce biofilm. The
presence of icaA, icaD and bap genes were performed by the Polymerase Chain Reaction (PCR)
and biofilm production on Congo Red Agar (CRA) and Microtiter Plate test (MtP) in S. aureus
strains. For CNS, the biofilm production was tested only on CRA. The frequency of icaA, icaD and

bap in S. aureus were 82%, 83% and 58%, respectively. A total of 25% of S. aureus strains were
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positive on CRA and 15% on MtP. Only 5% of CNS strains were positive on CRA. There was no
significant statistics between somatic count cell (SCC) values for the S. aureus strains that
contained the presence of the surveyed genes. The present study demonstrated that biofilm
production may be associated with other factors than icaA, icaD and bap genes, suggesting a
presence of other factors or genes stimulating the biofilm production in vitro. We can not observe
the relation between the presence of the genes researched with the intensity of inflammation as well,
somatic count cell.

Keywords: S. aureus, CNS, congo red agar, public health.

INTRODUCTION

Milk production is growing in Brazil and ranks fifth in the world ranking. The country
production is in average 32.3 billion liters per year, however, the Brazilian dairy cattle has a low
production rate, around 1.471 liters/cow/year (Brasil, 2014).

Mastitis ramains a problem for the dairy industries and several microorganisms are involved
in their etiology (Guimaraes et al., 2012; Saab et al., 2014). The ability of S. aureus to adhere in the
mammary gland and cause chronic infections is associated, among other factors, with the presence
of biofilm. The produced adhesion stimulates the migration of macrophages and neutrophils from
blood to the site, resulting in increased SCC and edema in the gland, damage to immune system and
to epithelial cells (Raza et al., 2013).

CNS is reported in literature as minor pathogen in mastitis. However, they have been
isolated frequently in cases of mastitis even in farms that adopt effective programs to control S.
aureus and Streptococcus agalactiae. It is a heterogeneous group of microorganisms associated to
high SCC values and also the presence of biofilm leading to chronic infections (Rumi et al., 2013).
The presence of biofilm has been considered the basis of persistence of chronic infections

(Cucarella et al., 2001).
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Some factors may influence the bacterial adherence, as the physico-chemical characteristics
of the surface material, expression of virulence factors of bacteria (Flach et al., 2005), pH,
temperature (Srey et al., 2013) and hydrophobicity of the surface (Araugjo et al., 2009).

The biofilm formation involves basically two steps: it starts with the adhesion of bacteria on
the surface of the mammary gland mediated by capsular antigen, called capsular
polysaccharide/adhesin (PS/A), followed by accumulation, maturation and separation phases
associated with the production of polysaccharide intercellular adhesion (PIA), essential to the
spread of staphylococci (Gotz, 2002; Simojoki et al., 2012).

Cell proliferation and biofilm formation is a virulence factor and is given by the presence of
ica locus, which is comprised by four genes icaA, icaD, icaB and icaC organized in an operon
(icaADBC) and also a regulatory gene icaR. This operon is responsible for expression of PIA,
present in the cell wall (Gerke et al., 1998). PIA promotes the adhesion and colonization in the
mammary tissue (Go6tz, 2002) by bacteria. The surface protein BAP (biofilm-associated protein) is
responsible for promoting the primary fixation in inert surfaces. The expression of bap gene leads to
biofilm formation even without the presence of operon icaADBC. In dairy herds there is an
evidence of the importance of bap in mastitis caused by S. aureus (Cucarella et al., 2001; Cucarella
et al., 2004)

The aim of the present study was to verify the capacity of producing biofilm by S. aureus
and CNS strains, derived from subclinical and clinical bovine mastitis and the presence of icaA,
icaD and bap genes in S. aureus strains by PCR. The biofilm production was evaluated on CRA and
MtP test and also determinated whether or not the presence of biofilm production genes may

influence the SCC values.

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains
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The samples were isolated from milk in two dairy farms in the state of Sdo Paulo - Brazil. A

total of nine monthly visits were carried out, in order to achieve the proposed number of 100 strains
of S. aureus and 100 strains of CNS. A total of 749 samples of bovine milk were analyzed from
July 2013 to November 2014. The California Mastitis test (CMT) was performed as described

previously (Schalm e Noorlander, 1957), to detect subclinical mastitis.

Isolation and characterization of bacterial strains

10pL of milk sample was plated on blood agar 5% and MacConkey agar and incubated at
37°C under aerobic conditions for 24-48h. Only Staphylococcus colonies were used. The
identification of presumptive colonies of S. aureus was achieved by colonial morphology, Gram
staining, positive catalase test, and positive coagulase. Differentiation from other coagulase-positive
Staphylococcus species was performed by the fermentation of mannitol, maltose and trehalose,
resistance to polymyxin B (300UI) and acetoin production (Koneman et al., 2008). Coagulase
negative Staphylococcus was differentiated from Kokuria based on oxidation test, fermentation of
glucose and by resistance to bacitracin (0.04 U), as indicated by the absence of inhibition halo or 9
mm halo formation and also by sensitivity to furazolidone (100 mg), characterized by 15 to 35 mm

inhibition halo (Baker, 1984).

Molecular identification of bacteria

DNA extraction - Bacterial DNA was obtained after cultivation of the bacteria in 5 ml BHI (Brain
Heart Infusion). The extraction was performed with Illustra Blood GenomicPrep Mini Spin Kit (GE
Healthcare, Chalfont St. Giles, UK) according to the manufacturer’s specification, with
modifications. An initial digestion of staphylococcal cells with lysozyme (10 mg/ml) was

performed.
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PCR-amplification of genes - For confirmation of S. aureus the primers staur4 and staur6
according to Straub et al. (1999) were used. The program used consisted of an initial denaturation at
94°C for 2 min followed by 35 cycles at 94°C for 45 s, 64°C for 1 min and 72°C for 2 min and a
final extension at 72°C for 10 min. For amplification of icaA and icaD genes the primers were used
according to Vasudevan et al. (2003). The program used to identify the icaA and icaD genes
consisted of 30 cycles at 92°C for 45 s, 49°C for 45 s and 72°C for 1 min and a final extension at
72°C for 7 min. For the bap gene amplification the method described by Cucarella et al. (2004) was
used, with an initial denaturation at 95°C for 4 min, followed by 40 cycles at 94°C for 30 s, 54°C
for 30s and a final extension at 72°C for 5 min. The CNS was confirmed using the coa gene,
according to Veras et al. (2008) with an initial denaturation at 94°C for 2 min, followed by 30
cycles at 95°C for 30 s, 55°C for 2 min, 72°C for 4 min and a final extension at 72°C for 7 min.
Staphylococcus aureus ATCC 25923 was used as positive control to icaA, icaD and staur
genes. An isolate was used for positive control of bap gene which was positive in PCR with 971bp
product. The product was sequenced and 99% identity was obtained to S. aureus V329 (GenBank
access number AY220730). For negative control S. epidermidis ATCC 12228 was used for all
reactions.
The PCR reactions were performed in a DNA thermal cycler (Mastercycler, Eppendorf,
Hamburg, Germany). After this, electrophoresis in a 2% agarose gel and staining with ethidium

bromide (Gibco BRL®) was performed. The gel image was recorded and analyzed.

Phenotypic characterization of biofilm production on CRA

Qualitative detection of biofilm formation was evaluated by the isolation strains on CRA
plates with modifications (Freeman et al., 1989). Inoculated plates were incubated at 37°C for 24h
followed by the storage at room temperature during 48h. The production of rough black colonies on

CRA indicated biofilm production and red colonies indicated non-biofilm prodution.



130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

76

Phenotypic characterization of biofilm production on MtP

The biofilm production on MtP was performed according to Vasudevan et al. (2003). The
optical density was performed on ELISA reader (Labsystems, Multiskan EX) using a 540nm filter.
S. aureus strains that produced means absorbance value > 0.1 were considered positive for biofilm

production.

Statistical analysis

Frequency distributions were produced to describe the percentage of strains of S. aureus that
contain the genes responsible for the biofilm production. The Chi-square or Fisher's Exact Test
(PROC FREQ; SAS Institute, 2011) were used to compare the proportion of strains producing
biofilms with the intensity of subclinical cases. Analysis of variance (PROC GLM, SAS Institute,
2011) was used to compare the means of SCC values (in logarithmic scale) between strains that
contain or not the researched genes. Statistical analyzes were performed with SAS 9.2 (SAS

Institute, 2011) with statistical significance level 0.05.

RESULTS

The distribution of the frequencies of icaA, icaD and bap genes in S. aureus strains were
82%, 83% and 58%, respectively. Among the 100 strains of S. aureus, 56% presenting the three
genes researched.

Table 1 shows the positive reaction intensity to CMT related to the involved pathogen. It was
observed that the score 3 was more often found both in S. aureus, with 62% as well as in CNS, with
55% (P=0.02). When the SCC values among the species studied were evaluated, a higher value for

S. aureus strains (2.88+0.59) than for CNS strains (2.71+0.35) were obtained with P=0.02.
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A total of 25 (25%) S. aureus strains that produced biofilm on CRA, 17 (68%) of then had the
icaAD genes. Two strains of S. aureus have produced biofilm on CRA without the presence of
researched genes (Table 2). The total of S. aureus strains that produced black colonies on CRA
were 25% and the positivity on MtP were 15%. A total of 5% of CNS strains produced biofilm on
CRA. Of 82 S. aureus strains with the icaA gene in genotypic test only 13 were positive in MtP,
representing 15.8% of strains and for the strains with the icaD gene the positivity was 15.6%. None
of the relations presented statistical difference (P=1.0). When evaluating the relation of the presence
of the bap gene with positivity in MtP test, 12 (20.7%) strains were positive with P=0.08.
The agreement between the two phenotypic tests was poor (K=-0.10). From the 75 S. aureus
strains negative on CRA, 62 (82.7%) were also negative for the MtP test. Among the 15 positive
strains in the adhesion test, only two, which represented 13.3% of the strains were also positive in

CRA.

DISCUSSION

The presence of CNS in intramammary infections are very common, being considered as
emerging pathogens in mastitis. The role of biofilm formation genes in S. epidermidis isolated from
human material is well elucidated in literature, however, to date, few studies have been conducted
to evaluate the biofilm formation in CNS of veterinary importance. Rumi et al. (2013) reported the
need for designing specific primers for recognizing species of CNS of veterinary importance, such
as S. simulans, S. capitis, S. saprophyticus, S. caprae, S. sciuri, S. epidermidis and S. cohnii. The
authors concluded that the recognition of genes for biofilm formation from consensus sequences for
a single gene increased the sensitivity and the detection of these genes in CNS strains.

The primers used for detection of icaA and icaD described according to Vasudevan et al.
(2003) were also used by Simojoki et al. (2012). These primers work well for recognition of S.

aureus strains, but fail to recognize S. epidermidis (ATCC 35984), strain known as positive for
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these genes, considered therefore ineffective in the detection of these genes in the CNS (Simojoki et
al., 2012).

Two strains of S. aureus were able to produce biofilm without the presence of the researched
genes. Chaieb et al. (2005) found a strain that was negative for both genes (icaA and icaD) but
produced some black colonies on CRA. It became apparent to the authors, that biofilm formation
may be associated with other factors, not only the presence of icaA and icaD genes. It is also
suggested that other regulatory genes or also other genes of biofilm formation may be present in
these strains, stimulating the production of PIA (Mack et al., 2000).

The bap gene, carried by a transposon present in the mobile pathogenicity island SaPIbov2,
present only in S. aureus isolates of bovine origin, contributes to these bacteria pathogenic role in
persistent infections (Cucarella et al., 2004). The presence of bap gene confers chronicity to cases
of mastitis but S. aureus is able to form biofilms even without the presence of bap. These species
may exhibit virulence factors, such as the expression of genes that regulate most staphylococcal
membrane proteins, for example agr, able to promote the adhesion of these micro-organism on inert
surfaces (Vautor et al., 2007; Szweda et al., 2012).

Previous studies have reported greater efficiency in detection of biofilm formation when the
MtP test was used instead of CRA (Guimaraes et al., 2012; Melo et al., 2013). In the present study
the highest positivity rate obtained by S. aureus strains was on CRA, when compared to the MtP
test, with 25% and 15%, respectively. This result corroborates with the study by Los et al. (2010),
when comparing the results of positive strains on CRA and MtP test, obtaining 58.9% of positivity
for CRA and 35.6% on MtP test. The agreement between the phenotypic tests evaluated in this
study was poor, with only two positive samples of S. aureus in both tests. This result is in
agreement with Oliveira et al. (2006) who also obtained two positive strains of S. aureus for both
tests.

This study emphasises the evaluation of biofilm production which was assessed by two

phenotypic tests. Other authors suggest other methods of identification of biofilm positive
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staphylococci strains by the pulsed field gel electrophoresis (Fox et al., 2005), or fluorescent in situ
hybridisation protocol (Oliveira et al., 2006). The use of other techniques may reduce the number of

genetically positive strains that are phenotypically negative for biofilm formation.
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CONCLUSION

The present study demonstrated that biofilm production may be associated with other factors than
icaA, icaD and bap genes, suggesting a presence of other factors or genes stimulating the biofilm
production in vitro. The total of 25 S. aureus strains positive on congo red agar, the most of then, 17
presented the icaAD genes, leading to full expression of polysaccharide intercellular adhesin. We
can not observe the relation between the presence of the genes researched with the intensity of

inflammation as well, somatic count cell.
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302  Table 1: Distribution of the frequencies of relation of intensity on CMT positive reaction with the agent involved, and the average log (10) of SCC
303  results in strains of S. aureus and CNS derived from milk samples of subclinical and clinical mastitis.

304

CMT Intensity*

1 % Means of 2 % Means of 3 % Means of Clinical %

logo) SCC log0) SCC logo) SCC
S. aureus 16/(100)* 16 2,70 (0,74 22/(100)* 22 2,70 (+0,54)* 62/(100)* 62 3,0 (£0,55) 0/(100) 0
CNS 15/(100 15 2,50 (£0,25)°  22/(100y* 22 2,68 (£0,27)" 55/(100)* 55 2,79 (0,40  8/(100) 8
Total 31/(200) 15,5 44/200) 22 117/(200) 58,5 8/(200) 4

305 *Intensity classified as: 1=+; 2=++ e 3=+++. Different letters in the same column indicate statistical difference between the means (P=0,02). SCC: Somatic Count Cell; CMT:

306 California Mastitis Test; log(i0): Mean of SCC values in logaritmic scale of basis 10; CNS: Coagulase-negative Staphylococcus.



307  Table 2: Relation between the presence of icaA, icaD and bap genes and its morphology on CRA

308 by S. aureus strains derived from subclinical bovine mastitis.

309
Morfology on | Presence of Presence of Presence of N/(Total)
CRA icaA icaD bap
Black Present Present Present 5/(100)
Black Present Present Absent 17/(100)
Black Absent Present Absent 1/(100)
Black Absent Absent Absent 2/(100)
Red Present Present Present 51/(100)
Red Present Present Absent 9/(100)
Red Absent Absent Present 2/(100)
Red Absent Absent Absent 13/(100)
310
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