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Caracterizacao fenotipica e molecular de isolados de Staphylococcus

spp. obtidos de leite de ovelhas do Municipio de Chapeco-SC

Phenotypic and molecular characterization of isolates of
Staphylococcus spp. obtained from sheep milk Chapeco-SC

Alais Maria Dall Agnol'; Marielly Bastos Cavalcante?; Chirles Aratijo de Franga’,
Carina da Costa Krewer*; Anderson Antonio de Queiros®; Mateus Matiuzzi da

Costa®; José Francisco Manta Braganga’; Lilian Kolling Girardini’™

Resumo

O presente trabalho teve como objetivos determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e
avaliar a presenca de mecanismos de resisténcia antimicrobiana em Staphylococcus spp. (n=36)
isolados de mastite em ovelhas do municipio de Chapeco-SC. O potencial para producdo de biofilme
foi determinado pelos testes fenotipicos de Agar Vermelho Congo, DAPI e Violeta de Genciana e
por teste molecular pela técnica de PCR para a detecgdo do gene icaD. Para determinar o perfil de
resisténcia aos antimicrobianos, foi realizado o teste de difusdo em disco ¢ deteccdo dos genes de
resisténcia blaZ, mecA, erm (A, B e C) e msrA. O teste da bomba de efuxo foi realizado através do
crescimento das culturas em Agar Muller Hinton contendo brometo de etidio. Os resultados mostraram
que 1 (2,78%), 36 (100%) ¢ 10 (27,78%) isolados foram considerados produtores de biofilme pelos
testes de Agar Vermelho Congo, DAPI e Violeta de Genciana, respectivamente, enquanto que o gene
icaD foi observado em apenas 2 (5,55%) isolados. O menor percentual de sensibilidade foi observado
para ampicilina (58,33%) e penicilina (58,33%). Os isolados avaliados foram positivos para os genes
de resisténcia blaZ (58,33%) e msrA (11,11%). Nenhum isolado apresentou os genes de resisténcia erm
(A, B, C) e apenas uma amostra foi positiva para o teste da bomba de efluxo.

Palavras-chave: Mastite, ovinos, genes de resisténcia, bomba de efluxo, biofilme, PCR

Abstract

This study aimed to determine the antimicrobial susceptibility profile and to assess the presence of
mechanisms of antimicrobial resistance in Staphylococcus spp. (n=36) isolated from mastitis in sheep’s
Chapecd6-SC. The potential for biofilm production was determined by phenotypic tests of Congo Red
Agar, DAPI and Gentian Violet and by PCR for the detection of icaD gene. To evaluate the antimicrobial
resistance testing was performed disk diffusion and detection of resistance genes blaZ, mecA, ermA,
ermB and ermC and msrA also performed by PCR.The pump test was conducted by efuxo crop growth
Muller Hinton agar containing ethidium bromide. The results showed that 1 (2,78%), 36 (100%) and
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10 (27,78%) isolates were considered to produce a biofilm on Congo Red Agar test, Gentian Violet and
DAPI, respectively, while the gene icaD was observed in only 2 (5.55%) isolates. The lowest percentage
of sensitivity was observed for ampicillin (58.33%) and penicillin (58.33%). All strains tested were
negative for the mecA, ermA, ermB and ermC genes. However, the isolates were positive for other
resistance genes, being the blaZ and the msrA, with percentages of positivity of 58.33% and 11.11%
respectively. Only one sample was positive for efflux pump test.

Key words: Mastitis, sheep, resistance genes, efflux pump, biofilm, PCR

Introducio

A ovinocultura brasileira ¢ tradicionalmente
voltada para a produgdo de 1a e carne. O rebanho
nacional em 2010 era de aproximadamente 15,3
milhdes de animais (IBGE, 2012), j& em Santa
Catarina o rebanho ¢ de 253.350 mil ovinos (IBGE,
2012), tendo como caracteristica a producdo em
pequenas propriedades. No entanto, a producao
de leite ovino vem apresentando crescimento na
ultima década. Atualmente Santa Catarina € o maior
produtor de leite ovino do pais, com um rebanho
de aproximadamente quatro mil ovelhas leiteiras
(EPAGRI, 2012).

A mastite ¢ uma importante doenca de ovelhas,
que provoca graves perdas econdmicas, mesmo
nos rebanhos com vocagao para producgdo de carne
(MORONI et al., 2007). Embora a mastite clinica
seja responsavel por perdas expressivas, a mastite
subclinica assume elevada relevancia econdmica
em virtude dos prejuizos na produgdo e da maior
ocorréncia, comparativamente as formas clinicas da
infec¢ao (FONSECA; SANTOS, 2000).

Os estafilococos sdo considerados os mais
importantes agentes causadores da mastite (AIRES-
DE-SOUZA et al., 2007, TAPONEN; PYORALA,
2009) sendo que o grupo dos Staphylococcus
coagulase negativa sdo a principal causa de mastite
em pequenos ruminantes (BERGONIER et al.,
2003).

O tratamento antimicrobiano ¢ comumente
necessario nos casos de mastite (CONTRERAS
et al, 2007; PYORALA; TAPONEN, 2009) e
diferentes antimicrobianos tém sido recomendados
na terapia intramamaria em ovinos (NACCARI
et al., 2003). No entanto, ha evidéncias de que a

resisténcia aos antimicrobianos vem aumentando
em estafilococos isolados dos animais destinados
a alimentagdo humana (PHILLIPS et al., 2004). O
surgimento de resisténcia a multiplas drogas em
Staphylococcus spp. é responsavel por prejuizos a
ovinocultura, muitas vezes devido ao insucesso nos
tratamentos. Além disso, o risco de veiculagdao de
bactérias resistentes a diferentes antimicrobianos,
através de produtos lacteos, torna-se risco a
saude publica (KUMAR; YADAYV; SINGH, 2009;
SAWANT; GILLESPIE; OLIVER, 2009).

Importantes mecanismos conferem resisténcia
aos beta-lactdmicos em estafilococos (OLSEN;
CHRISTENSEN; AARESTRUP, 2006). O mais
importante € a produgao de beta-lactamase, mediada
pelo gene blaZ, que inativa a penicilina por hidrélise
do anel beta-lactamico (OLSEN; CHRISTENSEN;
AARESTRUP, 2006; TAPONEN; PYORALA,
2009). Outro mecanismo envolve a produgdo de
uma transpeptidase (proteina de ligagdo a penicilina)
modificada, a PBP2a, codificada pelo gene mecA
que confere resisténcia a meticilina (LOWY, 2003;
KATAYAMA et al., 2005). Ha também as bombas
de efluxo, que s3o proteinas transportadoras
envolvidas na extrusdo de substincias toxicas do
interior da célula para o meio externo e que estdo
associadas a resisténcia contra diversas drogas,
como macrolideos ¢ lincosamidas (BJORLAND et

al., 2005; HASSAN; SKURRAY; BROWN, 2007).

No Brasil, s3o poucas as informagdes referentes
a mastite em ovelhas, bem como sobre os
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
spp. de
de mastite. Dessa forma, o presente trabalho

objetivou determinar o perfil de sensibilidade aos

em Staphylococcus isolados casos
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antimicrobianos e avaliar a presen¢a de mecanismos
de resisténcia antimicrobiana em Staphylococcus
spp. isolados de mastite em ovelhas do municipio
de Chapeco-SC.

Material e Métodos
Local de execucdo e coleta de material

As amostras sdo provenientes de um rebanho
ovino com aptiddo leiteira, composto por animais
da raga Lacaune e mestigas (Lacaune x Ile de France
e Lacaune x Texel) do municipio de Chapeco-SC.
Para a coleta de leite os tetos foram previamente
higienizados. Descartaram-se os primeiros jatos e,
em seguida, foi realizada a antissepsia com alcool
70% para posterior coleta do leite. Cada amostra
era composta por leite de ambos os tetos e, para
o transporte, foram acondicionadas em caixas
isotérmicas com gelo.

Isolamento e identificagcdo das amostras bacterianas

Para o isolamento bacteriano, as amostras
foram cultivadas em Agar sangue a 5% e incubadas
em estufa a 37°C. A leitura das placas foi
realizada apos 24 e 48 h, e os agentes bacterianos
foram identificados por meio de caracteristicas
morfologicas, bioquimicas e tintoriais (QUINN et
al., 1994). Para identificagdo bioquimica, foram
utilizados os testes de glicose semi-solida (GSS),
manitol semi-solido (MSS), Agar base purpura
(PAB), esculina, urecase ¢ DNAse.

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O perfil de sensibilidade dos micro-organismos
foi determinado pelo método de difusdo em disco
Kirby-Bauer modificado (BAUER et al., 1966). Os
isolados foram inoculados em caldo Miiller Hinton
até a obtenc¢ao de turvagdo conforme a escala 0,5 de
Mac Farland. Com auxilio de um suabe, os isolados
foram inoculados em placas de Petri contendo Agar

Miiller Hinton. Em seguida, foram aplicados os
discos impregnados com as drogas antimicrobianas:
amoxicilina + acido clavulanico (10 pg), cefalexina
(30 pg), gentamicina (10 pg), ampicilina (10 pg),
oxacilina (1 pg), cefalotina (30 pg), neomicina
(30 pg), penicilina G (10UI), eritromicina (15
ng), enrofloxacina (5 pg), tetraciclina (30 pg),
novobiocina (30 pg) e ceftiofur (30 pg). As placas
foram incubadas em estufa durante 18-24h a 37°C.
Ap0s a leitura dos halos determinou-se o perfil de
sensibilidade dos isolados.

Produgdo de biofilme

A produgdo de biofilme
fenotipicamente, por meio de trés testes: Agar
Vermelho Congo, aderéncia em microplacas e
microscopia de fluorescéncia. As amostras foram
cultivadas em Agar Vermelho Congo conforme
descricoes de Greco et al. (2008). Apds a incubagao,
os isolados que demonstraram coldnias pretas foram
considerados produtores de biofilme.

foi avaliada,

O método de aderéncia em microplacas
foi realizado segundo Merino et al. (2009). A
absorbancia foi determinada em 620 nm (Leitor de
Elisa, modelo Expert PLUS). Os isolados foram
testados em triplicata, sendo utilizadas cepas
controle positivo e negativo. Pogos ndo inoculados
contendo TSB (7ryptone Soya Broth) e glicose
serviram como teste em branco.

Para verificagdo da producdo de biofilme

pela microscopia de fluorescéncia, utilizou-
se metodologia citada por Feazel et al. (2009)
com algumas modificagdes. Os isolados foram
inoculados em TSB e incubados a 37°C por 24h.
Posteriormente,
in6éculo para placas de Petri contendo TSB. Em
seguida, adicionaram-se laminulas que, apds 24h
de incubacdo a 37°C, foram retiradas, coradas
com 100uL de DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol,
Sigma®) a 2 pg/mL e imediatamente observadas em

microscopio de fluorescéncia.

foram transferidos 200uL do
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Caracterizacdo molecular dos isolados de

Staphylococcus spp.

A caracterizagdo molecular dos isolados de
Staphylococcus spp. foi realizada pela amplificacao
dos genes icaD (producdo de biofilme), mecA

(resisténcia a meticilina), blaZ (resisténcia aos
B-lactamicos), ermA, ermB e ermC (resisténcia a
eritromicina) e msrA (bomba de efluxo), por meio
dos oligonucleotideos iniciadores descritos na
tabela 1.

Tabela 1. Iniciadores utilizados para caracterizagao molecular dos isolados de Staphylococcus spp.

Iniciador Sequéncia (5°-3") Fragmento Referéncia
icaDF AAGCCCAGACAGAGGCAATATCCA 230 Greco et al. (2008)
icaDR AGTACAAACAAACTCATCCATCCGA
mecAF CGGTAACATTGATCGCAACGTTCA 214 Murakami et al. (1991)
mecAR CTTTGGAACGATGCCTAATCTCAT
blaZF AAGAGATTTGCCTATGCTTC 517 Sawant, Gillespie e Oliver (2009)
blaZR GCTTGACCACTTTTATCAGC
ermAF ATCGGATCAGGAAAAGGACA 486 Sawant, Gillespie e Oliver (2009)
ermAR CACGATATTCACGGTTTACCC
ermBF AAGGGCATTTAACGACGAAA 423 Sawant, Gillespie e Oliver (2009)
ermBR CTGTGGTATGGCGGGTAAGT
ermCF TGAAATCGGCTC AGGAAAAG 272 Sawant, Gillespie e Oliver (2009)
ermCR CAAACCCGTATTCCACGATT
msrAF TGGTACTGGCAAAACCACAT 1000 Sawant, Gillespie e Oliver (2009)
msrAR AAACGTCACGCATGTCTTCA
Fonte: Elaboragdo dos autores.
Como template foi utilizado o DNA termo- Resultados

extraido, sendo que 4 puL desta suspensdo foram
aplicados em 21 pL do mix contendo 15 pmol dos
iniciadores, 200 mM dos desoxirribonucleotideos,
tampao 7aq 1x e 5 U de Tag (CENBIOT, UFRGS).
Esta mistura foi levada ao termociclador e submetida
a 35 ciclos constituidos de 30s a 94°C, 30s na
temperatura ideal de anelamento de cada iniciador
e 3 min a 72°C. O resultado da PCR foi verificado
em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo
de etidio e documentado em sistema de captura de
imagem com camera digital.

A partir da analise microbioldgica do leite foram
obtidos 36 isolados bacterianos, todos classificados
como pertencentes ao género Staphylococcus, sendo
6 (16,66%) identificados como Staphylococcus
epidermidis, 4 (11,11%) como S. simulans, 1
(2,77%) como S. lentus, 3 (8,33%) como S. aureus
e 2 (5,55%) como S. intermedius. Vinte (55,55%)
isolados identificados somente

foram como

Staphylococcus spp.

Em relagdo ao perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos, observa-se que as drogas que
apresentaram menor percentual de sensibilidade
foram a ampicilina e a penicilina (Tabela 2). Nove
(25%) isolados foram resistentes a dois ou mais
antimicrobianos simultaneamente.
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Tabela 2. Percentual de sensibilidade aos antimicrobianos de acordo com cada espécie de Staphylococcus isolada de

leite de ovelhas com mastite.

Espécies de

% DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Staphylococcus (8S.) GEN NEO CFE CFL CTF
S. epidermidis 100 100 100 100 100

S. simulans 100 100 100 100 100

S. lentus 100 100 100 100 100
Staphylococcus aureus 100 100 100 100 100
S. intermedius 100 100 100 100 100
Staphylococcus spp 100 100 100 100 100

ENO AMC ERI NOV OXA TET AMP PEN

100 100 83,33 8333 100 66,67 100 66,67
100 100 100 50 100 75 75 100
100 100 0 0 0 100 0 0
100 66,67 100 100 100 3333 66,67 66,67
100 50 100 100 100 O 0 0
100 95 90 100 90 80 85 90

Fonte: Elaboragio dos autores.

O gene blaZ foi observado em 58,33% dos

isolados. Todos os isolados avaliados foram
negativos para os genes mecA, ermA, ermB e ermC.
Dezesseis isolados foram negativos para todos os

genes de resisténcia avaliados.

Em relagdo ao teste fenotipico para deteccdo
de mecanismo de efluxo, apenas um isolado foi
considerado positivo. O gene msrA, por sua vez, foi
observado em 4 (11,11%) isolados. O gene icaD foi
observado em apenas 2 (5,55%) isolados, enquanto
que 1 (2,77%), 36 (100%) e 10 (27,77%) isolados
foram considerados, fenotipicamente, produtores
de biofilme pelos testes de Agar Vermelho Congo,
DAPI e Violeta de Genciana, respectivamente.

Discussao

No Brasil, a mastite ocasionada principalmente
por bactérias do género Staphylococcus vem
causando grandes prejuizos (SANTOS etal., 2007) e
sua ocorréncia € relatada em muitos estados do pais,
tais como Pernambuco (OLIVEIRA et al., 2007),
Sergipe (MELO et al., 2008), Bahia (COUTINHO
et al.,, 2006), Sao Paulo (NUNES et al., 2008;
HERNANDES; LUCHEIS, 2006), Rio Grande
do Sul (VAZ, 1996; FERNANDES; CARDOSO,
1985) e Santa Catarina (DRESCHER et al., 2010).

A maioria (80%) dos isolados foi classificada no
grupo Staphylococcus coagulase negativo (SCN).
Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados

por Batavani et al. (2003), que ao avaliar 209
amostras de leite de ovelhas com mastite subclinica
relataram o SCN como o agente mais prevalente.
Da mesma forma, Coutinho et al. (2006) ao obter
33 isolados bacterianos a partir de leite de ovelhas,
identificaram 57,6% dos isolados como SCN.
Contudo, nosso resultado indicou prevaléncia
menor quando comparada a descrita por Della
Libera et al. (2010) que, ao isolarem 130 bactérias
provenientes de leite mastitico de ovelhas Santa
Inés, encontraram 93,1% de SCN. Estes resultados
demonstram a importancia deste agente como
causador de mastites clinicas e subclinicas de
dificil tratamento em ovinos (FTHENAKIS, 1994;
STEFANAKIS et al., 1995; BURRIEL, 1997).

Em relagdo ao teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos, observou-se que as drogas menos
eficientes pertencem ao grupo dos beta-lactamicos
(penicilina e ampicilina). Muitos mecanismos
podem estar envolvidos com a resisténcia
antimicrobiana, sendo que nos Staphylococcus spp.,
a perda da sensibilidade aos beta-lactamicos esta
associada a presenca do gene blaZ e mecA. Nos
isolados do presente estudo, o gene blaZ pode ser
associado a resisténcia nos testes fenotipicos, uma
vez que este gene foi detectado em mais da metade
dos isolados avaliados. O gene blaZ codifica uma
beta-lactamase e ¢ parte de um elemento genético
movel ou plasmidio, o qual frequentemente contém
genes de resisténcia a outros antimicrobianos, como

gentamicina e eritromicina (LOWY, 2003). Além
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disso, a transferéncia deste gene entre as espécies de
Staphylococcus spp. tem contribuido para o aumento
da resisténcia dessas bactérias aos beta-lactamicos.
A transferéncia de genes tem sido mencionada por
Udo, Jacob e Mokadas (1997) e Jaffe et al. (1980),
indicando que SCN, por exemplo, podem agir
como reservatorio de genes de resisténcia para S.
aureus. Assim, ¢ possivel que as diferentes espécies
de estafilococos que estdo presentes na pele dos
animais possam carrear e transferir o gene blaZ,
disseminando a resisténcia aos beta-lactamicos.

Nesse estudo, nota-se também que nove isolados
apresentaram resisténcia multipla a dois ou mais
antimicrobianos avaliados. Segundo Freitas et al.
(2005), os Staphylococcus spp. destacam-se pela
capacidade de ser ou de tornarem-se resistentes a
um grande niimero de antibidticos. Ferreira et al.
(2006) associaram o agravamento da resisténcia
bacteriana ao uso frequente e indiscriminado de
antimicrobianos e aos mecanismos de transferéncia
de resisténcia entre os micro-organismos. Este fato
¢ comumente observado no campo em surtos de
mastite (BRITO et al., 2001).

Dos 36 isolados, nenhum deles apresentou
os genes erm (A, B e C), embora quatro deles se
mostrem resistentes a eritromicina. A diferenga de
resisténcia fenotipica e genotipica a eritromicina
pode ser explicada por algum outro mecanismo de
resisténcia a macrolideos ainda nao estudado que
pode ser usual em isolados de SCN (FIEBELKORN
et al., 2003). A ocorréncia de outros mecanismos
de resisténcia para eritromicina sdo relacionadas
com variagdes quanto a localizagdo geografica e
uso terapéutico destes farmacos (GATERMANN;
KOSCHINSKI; FRIEDRICH, 2007; PITKALA et
al., 2004).

Observou-se que apenas isolados
apresentaram o gene msrA. Sawant, Gillespie e
Oliver (2009), ao trabalharem com isolados de S.
epidermidis de novilhas e vacas leiteiras, indicaram
alta frequéncia do gene msrA. Este gene ¢ de

fundamental importancia, pois esta relacionado com

quatro

o mecanismo de bomba de efluxo, que favorece a
resisténcia aos macrolideos e tetraciclina. Todavia,
outros mecanismos, como enzimas de modificacdo
e protegdo ribossdmica, também podem contribuir
para o aumento da resisténcia que o0s micro-
organismos apresentam a alguns antimicrobianos
(GATERMANN; KOSCHINSKI; FRIEDRICH,
2007; HASSAN; SKURRAY; BROWN, 2007).
Neste estudo, apenas um isolado foi produtor de
bomba de efluxo, porém, quatro foram considerados
positivos para o gene msrA. Este fato sugere a
possibilidade de que algumas condigdes ambientais
ou a presenca de genes acessorios podem influenciar
o comportamento fenotipico na placa onde foi
realizado o teste de bomba, gerando coldnias que
ndo expressam o gene msrA e, consequentemente,
sendo consideradas fenotipicamente negativas para
essa caracteristica.

Foram observadas diferencas entre os resultados
dos trés testes fenotipicos relacionados a produgao
de biofilme, além de ndo haver isolados positivos,
simultaneamente, para esses testes. No teste com o
Agar Vermelho Congo, apenas 2,77% dos isolados
foram considerados positivos, resultado inferior
ao encontrado por Freeman, Falkiner e Keane
(1989), que detectaram a producdo de biofilme em
77,78% dos isolados de SCN estudados. Ciftci et
al. (2009), ao estudarem a produgdo de biofilme
em Staphylococcus aureus de mastite bovina,
encontraram 37,2% de isolados positivos para o
teste do Agar Vermelho Congo, enquanto que para
a PCR foi observado que 25,42% dos S. aureus
possuiam os genes icaA e icaD.

Freeman, Falkiner e Keane (1989), propuseram
o Agar Vermelho Congo como método alternativo
para detectar a producdo de biofilme. No entanto,
esse teste se mostrou uma ferramenta pouco sensivel
para indicar a presenga do biofilme nos isolados
do presente estudo. Ciftci et al. (2009), afirmam
que o Agar Vermelho Congo, apesar de ser um
teste facilmente realizado em laboratério, ainda se
constitui em um método pobre para a determinagdo
da capacidade de produgao de biofilme por isolados
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clinicos em um diagndstico laboratorial. Mathur et
al. (2006), avaliando a produgdo de biofilme por
Staphylococcus spp., encontraram apenas 1,97%
de isolados positivos para o Agar Vermelho Congo,
ndo recomendando o método para a detec¢do de
formacao de biofilme por isolados Staphylococcus

Spp.

A analise da produgdo de biofilme pela aderéncia
em microplacas demonstrou que 27,77% das
cepas aderiram a microplaca e foram consideradas
produtoras de biofilmes. Esse resultado ¢ inferior aos
obtidos por Vasuvedan et al. (2003) que, ao estudar
cepas de Staphylococcus aureus provenientes
de mastite bovina encontraram 68,57% de cepas
produtoras de biofilmes pela mesma técnica As
diferencgas encontradas para a produgdo fenotipica
de biofilme podem ser explicadas devido as
possiveis falhas na producdo in vitro dessa estrutura
em superficies inertes, ja que estas sdo altamente
sensiveis as condi¢des de crescimento (CRAMTON
et al., 1999). Stepanovic et al. (2000) afirmam que
o teste de aderéncia em placas ¢ um dos métodos
usados com maior frequéncia para quantificar
a formagdao dos pelos
Staphylococcus spp., além de ser utilizado como um

biofilmes produzidos

indicador de patogenicidade dos micro-organismos.

Quanto a avaliag¢do da producao de biofilme por
fluorescéncia, o teste com uso do DAPI apresentou
resultado positivo para todos os isolados. Leroy
et al. (2007), avaliaram a produgdo de biofilme
pela bactéria marinha Pseudoalteromonas spp.,
em microplacas utilizando o corante DAPI para
quantificar as bactérias em cada cavidade da placa
e concluiram que, para uma primeira triagem, esse
teste foi considerado apropriado. Ja Feazel et al.
(2009), utilizaram o DAPI para analisar a presenca
de biofilmes formados por micro-organismos que
se encontram no interior de chuveiros residenciais.
Os autores observaram que todas as amostras
examinadas por microscopia mostraram evidéncias
claras da morfologia do biofilme. Vale ressaltar que
o uso do DAPI para analise de biofilme ainda ¢ uma
técnica pouco estudada, sendo necessarios mais

estudos para definir a especificidade da técnica.

No presente estudo, nao foi observada relacao
entre os testes fenotipicos e o teste molecular
(PCR para o gene icaD), resultado semelhante aos
encontrados por Vasuvedan et al. (2003) e Arciola,
Baldassarri e Montanaro (2001). Apesar de somente
dois isolados apresentarem resultado positivo para o
gene icaD pela PCR, Arciola et al. (2002) afirmam
que técnicas moleculares para identificacdo dos
genes ica, que codificam a sintese do biofilme,
representam uma ferramenta muito importante para a
identificagdo precisa de cepas virulentas formadoras
dessa estrutura. Com relagdo, especificamente, a
concordancia do teste de aderéncia em placas com
o teste molecular, Bernadi (2005) encontrou 100%
dos isolados de SCN produtores de biofilme quanto
a aderéncia em placas e 77% também possuiam
o gene icaA e icaD. Vasuvedan et al. (2003)
encontraram 68,57% dos isolados produtores de
biofilmes pela aderéncia em placas, no entanto no
estudo genotipico, 100% dos isolados possuiam
os genes icaA e icaD, mostrando que o teste de
aderéncia nao apresentou boa concordancia com o
teste genotipico. Em nosso estudo a positividade
para estes dois testes foi baixa.

de
biofilme ¢ um achado preocupante, pois algumas

A ocorréncia de isolados produtores
evidéncias sugerem que determinadas espécies
de Staphylococcus spp., que apresentam gene
para a producdo de biofilme, possuem capacidade
de iniciar (BASELGA et al., 1993) e causar
infecgdes intramamarias persistentes, além desta
estrutura elevar a resisténcia a antibioticoterapia

(CUCARELLA et al., 2004).

Conclusoes

A maioria dos Staphylococcus spp. identificados
nesse estudo foram classificados como pertencente
ao grupo SCN. Em geral, os isolados foram menos
sensiveis a ampicilina, penicilina e a enrofloxacina.
Entre os genes de resisténcia, o blaZ foi encontrado
nos isolados. Nao ha relacdo entre os testes
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fenotipicos e a técnica molecular para detecgdo
da producao de biofilme. Apenas uma amostra
foi positiva para o teste de bomba de efluxo. A
identificacdo de tais caracteristicas ¢ fundamental,
pois permite conhecer os principais mecanismos
de patogenicidade
auxiliando na adoc¢do de medidas adequadas para

destes  micro-organismos,

tratamento e controle da mastite nos ovinos.
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