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ABSTRACT.- Guimaraes G., Fran¢a C.A., Krug ES., Peixoto R.M., Krewer C.C., Lazzari A.M. &
Costa M.M. 2012. [Phemotypic characterization, biofilm production and antimicrobial
resistance of Staphylococcus spp. Isolates from cattle and buffaloes mastitis.| Caracte-
rizagdo fenotipica, produgdo de biofilme e caracterizagdo da resisténcia aos antimicrobianos
em isolados de Staphylococcus spp. obtidos de casos de mastite em bovinos e bubalinos. Pes-
quisa Veterindria Brasileira 32(12):1219-1224. Universidade Federal do Vale do Sdo Francis-
co, Campus Ciéncias Agrarias, Rodov. BR 407 Km 12, Lote 543, Projeto de Irrigagdo Senador
Nilo Coelho s/n, Petrolina, PE 56300-990, Brazil. E-mail: mateus.costa@univasf.edu.br

The aim of the present study was to evaluate the antimicrobial susceptibility pattern
and to perform the phenotypic and genotypic characterization of the Staphylococcus spp.
isolates from mastitis cases in cattle (n=30) and buffaloes (n=30). The susceptibility to
antimicrobial drugs was performed by disk diffusion test and the presence of efflux pump
was evaluated in Mueller Hinton (MH) Agar supplemented with ethidium bromide as well
as by detection of msrA gene. Similarly, the PCR technique was done to detect mecA, blaZ
and ermA, B e C genes, that were related after with the presence of antimicrobial resistance
in disk diffusion test. The formation of biofilm was characterized using Congo Red Agar
(CRA), microplate adherence and detection of icaD gene. Staphylococcus spp. isolates sho-
wn high antimicrobial susceptibility in disk diffusion test. The multidrug resistance (MDR)
rate ranged from 0 and 0,5. In the efflux pump test, 26.7% of Staphylococcus spp. strains
were positive in phenotypic method and 6.7% in PCR for msrA gene. The erm, mecA and
blaZ genes were detected in 1.7%, 6.7% and 11.7% of Staphylococcus spp. strains respec-
tively. In biofilm production tests, 23.3% of the samples were positive in CRA, 50% in mi-
croplate adherence test and 8.3% in icaD gene PCR. The cattle isolates were less sensitive
to antimicrobial drugs when compared to the buffaloes ones. The characterization of these
isolates is very important to guide a successful antimicrobial therapy. The biofilm presence
in the isolates may be associated with other factors besides antimicrobial resistance.

INDEX TERMS: Mastitis, dairy cattle, buffalo, Staphylococcus spp., resistance genes.

RESUMO.- No presente estudo, objetivou-se avaliar a sus-
cetibilidade aos principais antimicrobianos e realizar uma
caracterizacdo fenotipica e genotipicadeisolados de Staphy-
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lococcus spp. obtidos de casos de mastite em vacas (n=30)
e bufalas (n=30). A suscetibilidade foi avaliada pela técnica
de disco-difusao e a presenca de bomba de efluxo foi avali-
ada utilizando-se Agar Mueller Hinton (MH) adicionado de
brometo de etideo e pesquisa do gene msrA. Pela técnica da
Reac¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) ainda foram iden-
tificados os genes mecA, blaZ e ermA, B e C, que posterior-
mente foram associados com os métodos fenotipicos para
a identificacdo de resisténcia a antimicrobianos. A carac-
terizacdo da formacdo de biofilme foi realizada utilizando-
se 0os métodos Agar Vermelho Congo (CRA), Aderéncia em
Placa e a identificacdo do gene icaD. Pelo método de disco-
difusdo, os Staphylococcus spp. apresentaram alta sensibili-
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dade aos antimicrobianos. O indice de resisténcia multipla
aos antimicrobianos (IRMA) apresentou variacdo de 0 a
0,5. Na pesquisa de bomba de efluxo, 26,7% das amostras
foram positivas ao método fenotipico e 6,7% ao método
genotipico (gene msrA). Os genes erm, mecA e blaZ foram
detectados, respectivamente, em 1,7%, 6,7% e 11,7% das
amostras de Staphylococcus spp. Na producdo de biofilme,
23,3% dos isolados foram considerados positivos no CRA,
50,0% na Aderéncia em Placas e 8,3% na PCR pela de-
tec¢do do gene icaD. Observou-se que os isolados obtidos
de amostras bovinas apresentaram uma menor sensibili-
dade aos antimicrobianos no teste de disco-difusdo quando
comparados com as amostras bubalinas. A caracterizacdo
destes isolados é importante para orientar uma antibioti-
coterapia bem planejada. A presenca de biofilme nos iso-
lados pode estar associada a outros fatores que nao a re-
sisténcia as drogas antimicrobianas.

TERMOS DE INDEXACAO: Mastite, bovino leiteiro, bubalino, Sta-
phylococcus spp., genes de resisténcia.

INTRODUCAO

A mastite continua sendo um grande problema para a pe-
cudria leiteira, apesar das varias pesquisas voltadas para
o diagndstico e controle desta enfermidade (Lazzari et al.
2002, Oliveira et al. 2002, Freitas et al. 2005, Medeiros et al.
2011). Embora possa ser ocasionada por inimeros patoge-
nos, bactérias do género Staphylococcus spp. sdo reconhe-
cidas como os agentes etiol6gicos mais isolados dos casos
de mastite (De Vliegher et al. 2012).

O uso inadequado de antimicrobianos no tratamento
dessa enfermidade tem desencadeado a selecdo de bac-
térias resistentes (Vermelho et al. 2007). Os mecanismos
de aquisicdo de resisténcia podem ser classificados em
dois grupos: mutacdo em genes presentes no cromossomo
bacteriano ou aquisi¢do de genes de resisténcia de outros
micro-organismos, através dos processos de transdugao,
transformacdo ou conjugacao (Ito et al. 2003).

A resisténcia ao grupo dos beta-lactamicos é oriunda
principalmente de dois genes, mecA e blaZ, sendo o gene
mecA responsavel pela codificacdo de uma proteina ligado-
ra de penicilina (PBP) alterada denominada de PBP-2A que
tem reduzida afinidade aos beta-lactamicos (Bignardi et al.
1996). 0 mecanismo de resisténcia promovido pelo gene
blaZ se baseia na inativacdo por meio da enzima beta-lac-
tamase ou penicilase. Essas enzimas utilizam o anel beta-
-lactamico das penicilinas como substrato, degradando-o
por hidrdlise. Mais de 400 -lactamases ja foram descritas
(Lietal. 2007).

A resisténcia dos Staphylococcus spp. a macrolideos, lin-
cosamida e estreptogramina B é baseada na expressao de
N-metiltransferases que realizam a metilacdo e dimetilagdo
de um residuo de adenina no dominio funcional do rRNA
23S, levando a redugdo da ligagdo desses farmacos ao sitio
alvo, na subunidade 50S ribossomal (Lambert 2005). Essa
resisténcia é determinada por um conjunto de pequenos
genes, erithromicin ribosome methylase (ermA, B e C) que
estdo amplamente distribuidos, tanto em infec¢Ges estafi-
locécicas humanas como em animais (Lodder et al. 1997).
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0 gene msrA é um dos responsaveis pelo mecanismo de
efluxo de antimicrobianos por uma bomba ATP-dependen-
te, mantendo assim concentragdes intracelulares abaixo do
nivel requerido para a ligacdo aos ribossomos (Nicola et al.
1998). A bomba de efluxo promove a extrusio de inumeras
classes de antimicrobianos de relevancia clinica, como te-
traciclina e macrolideos (Bambeke et al. 2000).

Quanto ao mecanismo de produgio de biofilme, desta-
ca-se o locus ica, um conjunto de quatro genes organiza-
dos em um operon (icaADBC) responsavel pela expressdo
de uma adesina intercelular polissacaridica (PIA) ou de N-
-acetilglicosamina polimérica (PNAG). A co-expressao dos
genes icaA e icaD é fundamental para a sintese completa
do biofilme (0’ Gara, 2007). Este tipo de organizacao é ex-
tremamente vantajosa a todas as espécies de micro-orga-
nismos, por fornecer protecao contra adversidades como
desidratacdo, colonizagdo por bacteriéfagos e favorecer re-
sisténcia a antimicrobianos (Gilbert et al. 2003).

No presente estudo, objetivou-se avaliar a suscetibilida-
de aos principais antimicrobianos e realizar uma caracteri-
zacdo fenotipica e genotipica de isolados de Staphylococcus
spp. obtidos de casos de mastite em vacas e bufalas.

MATERIAL E METODOS

Isolamento bacteriano e identificacdo

Foram utilizados 60 isolados de Staphylococcus spp. prove-
nientes do Distrito Federal e cidades do entorno, obtidos de casos
de mastite clinica e subclinica em vacas (n=30) e bufalas (n=30).
Os 60 Staphylococcus spp. foram semeados em TSA (Tryptone
Soya Agar), incubados a 37° por 24 horas para posterior identifi-
cacdo bioquimica segundo Quinn et al. (1994).

Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

0 perfil de suscetibilidade das amostras foi determinado pelo
método de disco-difusdo Kirby-Bauer modificado (CLSI, 2006). Os
isolados foram inoculados em Caldo Miieller Hinton, incubados a
37°C por duas horas e a turvacgdo do caldo ajustada na escala 0,5
de Mac Farland. Com auxilio de um swab, os isolados foram seme-
ados em placas de Petri contendo Agar Mueller Hinton (MH). Logo
apos, foram aplicados os discos impregnados com as drogas anti-
microbianas: gentamicina (5ug), estreptomicina (10pg), neomici-
na (30pg), eritromicina (10pg), penicilina (10pg), ampicilina (10
ug), enrofloxacina (5ug), tetraciclina (30pg), sulfazotrim (25ug) e
cefalexina (30png). As placas foram incubadas em estufa durante
24h a 37°C. Ap6s a leitura dos halos, as amostras foram classifica-
das como resistentes, sensiveis e de sensibilidade intermediaria.
O indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos (IRMA) foi
calculado conforme metodologia descrita por Kruperman (1983),
sendo este indice determinado pela relacdo entre o nimero de
antimicrobianos que a amostra foi resistente e o nimero total de
antimicrobianos testados.

PCR para os genes icaD, mecA, blaZ, ermA, B, C e msrA

A deteccdo dos genes de resisténcia, mecA, blaZ, icaD, msrA e
emrA, B e C foi realizada segundo Greco et al. (2008), Murakami et
al. (1991) e Sawant et al. (2009). Quatro microlitros (4pl) do DNA
termoextraido (Medeiros et al. 2011) foram adicionados a 21 pl
de mix contendo 4pmol de cada primer, 0.4 mM de dNTPs, 1U de
Taq DNA polimerase (Ludwig- Biotec), tampao (10mM Tris-HCI
[pH 8.5] e 50mM KCI) e 2ZmM MgCl,. O DNA de um Staphylococcus
aureus meticilina resistente (MRSA) foi usado como controle posi-
tivo. A amplificagdo esperada para cada gene foi de: 249 pb (icaD),
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214 bp (mecA), 517 bp (blaZ), 486 bp (ermA), 423 bp (ermB), 272
bp (ermC) e 1000 bp (msrA). Um volume de 20 pl dos produtos
da PCR foi submetido a uma corrida em gel de agarose a 1,5%
corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL) e observado sob luz
ultravioleta.

Deteccao fenotipica de Bomba de Efluxo

Os isolados de Staphylococcus spp. foram semeados em Agar
Miieller Hinton contendo a concentragdo de 0,51g/ml de brometo
de etideo. Apds incubagdo das placas em estufa a 37°C por 24 ho-
ras, realizou-se a leitura em transiluminador sob luz ultravioleta.
Coldnias que ndo apresentaram fluorescéncia foram consideradas
positivas para bomba de efluxo conforme descri¢cdes de Bjorland
etal. (2005).

Caracterizacio fenotipica da producio de biofilme utilizando
Agar Vermelho Congo (CRA)

A producido de biofilme foi verificada segundo método descri-
to por Greco et al. (2008). As amostras foram semeadas em Agar
Vermelho Congo e ap6s incubagdo das placas a 37°C por 24-48
horas, colonias produtoras de biofilme apresentaram coloragdo
negra. Amostras que demonstraram colénias com cores verme-
lhas a bordd foram consideradas sem a capacidade de produzir
essa estrutura (Arciola et al. 2002).

Caracterizacio fenotipica da producio de biofilme pelo teste
de aderéncia em placas

As bactérias foram cultivadas em TSB (Tryptone Soya Broth)
por 24 horas a 37°C. Logo apds, uma por¢ao de cada cultivo foi
diluida a 1:40 em TSB adicionado de 0,25% de glicose. Cada amos-
tra, ja padronizada, foi colocada em placas de hemaglutinagdo com
96 cavidades com fundo em “U”, em triplicata, junto com contro-
les, no volume de 200puL/cavidade. Apds o periodo de incubagio
(37°C por 24h), as placas foram lavadas trés vezes com agua des-
tilada, e deixadas secar a temperatura ambiente. Foram adiciona-
dos 200uL de cristal violeta/cavidade, e a placa foi incubada por
2-3 minutos a temperatura ambiente. Apds, cada cavidade foi la-
vada trés vezes com agua destilada e acrescida de alcool-acetona
(80:20). As placas coradas com cristal violeta foram submetidas
a espectrofotometria para aferir as respectivas absorbancias de
cada cavidade (Cucarella et al. 2001). Os isolados foram classifi-
cados em trés categorias: ndo aderente, densidade 6ptica igual ou
menor que 0,111, fracamente aderente, densidade éptica maior
que 0,111 e igual ou menor que 0,222 e fortemente aderente, den-
sidade 6ptica maior que 0,222.

Anadlise estatistica

Empregou-se a técnica de estatistica descritiva por meio da
distribuicdo das frequéncias relativa e absoluta para os achados
microbiolégicos. Para o célculo da concordancia entre as provas
realizadas utilizou-se o indice Kappa com auxilio do programa
computacional WIN EPISCOPE 2.0 (Thrusfield 2004).

RESULTADOS

Dos trinta Staphylococcus isolados de casos de mastite bu-
balina, onze (36,7%) foram identificados como S. hyicus,
oito (26,7%) como S. aureus, seis (20,0%) como S. inter-
medius e cinco (16,6%) como Staphylococcus coagulase
positivo. Das amostras bovinas, nove (30,0%) foram iden-
tificadas como S. intermedius, nove (30,0%) como S. coagu-
lase positivos, sete (23,3%) como S. aureus e cinco (16,7%)
como S. hyicus. O percentual de sensibilidade das amostras
bubalinas aos antimicrobianos foi: 100,0% para enroflo-

xacina, cefalexina e gentamicina, 90,0% para eritromicina,
86,7% para tetraciclina, 83,3% para estreptomicina, 80,0%
para penicilina e neomicina e 76,7% para sulfazotrim e am-
picilina. As amostras bovinas apresentaram o seguinte per-
fil de sensibilidade: 96,7% para enrofloxacina e cefalexina,
93,3% para gentamicina, 86,7% para eritromicina, 83,3%
para sulfazotrim, 80,0% para neomicina, 73,3% para peni-
cilina, 70,0% para estreptomicina e 66,7% para tetraciclina
e ampicilina. O indice de resisténcia multipla aos antimi-
crobianos (IRMA) variou entre 0 e 0,5. Vinte e quatro isola-
dos (40,0%), 14 bubalina e dez bovina, apresentaram sen-
sibilidade a todos os antimicrobianos testados. Das quinze
amostras identificadas como S. aureus, seis (40,0%) apre-
sentaram sensibilidade a todos os antimicrobianos.

Na pesquisa de genes de resisténcia, para o gene msrA,
um dos responsaveis pelo mecanismo de efluxo, duas
(6,7%) amostras de cada espécie foram consideradas posi-
tivas. Nenhuma das amostras de S. aureus foi considerada
positiva para esse mecanismo de resisténcia. A amplifica-
¢do na PCR dos genes mecA e blaZ foi observada, respecti-
vamente, em uma (3,3%) e seis (20,0%) amostras de bufa-
las, e em bovinos, trés (10,0%) apresentaram amplificacdo
para o gene mecA e uma (3,3%), para o blaZ.

Os resultados obtidos no teste fenotipico para detecg¢ao
de bomba de efluxo demonstraram cinco (16,7%) amos-
tras bubalinas positivas, sendo que quatro (13,3%) apre-
sentaram resisténcia a tetraciclina e uma a eritromicina
(3,3%). Por outro lado, onze (36,7%) amostras bovinas
foram consideradas positivas para bomba de efluxo, sendo
que trés (10,0%) foram resistentes a tetraciclina e nenhu-
ma a eritromicina. A concordancia entre o teste fenotipico
e genotipico ocorreu em 50% das amostras, com indice ka-
ppa igual a 0,10, sensibilidade de 50,0% e especificidade
de 75,0%.

Quanto a pesquisa de biofilme, observou-se a presenca
do gene icaD em dois isolados de S. aureus bubalino e em
trés S. intermedius (2 bovinos e 1 bubalino). No teste reali-
zado no Agar Vermelho Congo (CRA), 20,0% das amostras
bubalinas e 26,7% das amostras bovinas foram positivas
para producao de biofilme. O S. aureus, apresentou essa
caracteristica em cinco (33,0%) dos seus isolados. No ou-
tro teste fenotipico para detecgido de biofilme, o teste de
Aderéncia em Placa, 13 (43,3%) isolados bubalinos foram
classificados como nao aderidos, 9 (30,0%) como fraca-
mente aderidos e oito (26,7%) como fortemente aderidos,
totalizando 17 (56,7%) isolados positivos para a forma-
¢ao de biofilme. Das amostras bovinas, 17 (56,7%) foram
classificadas como nao aderidas, 10 (33,3%) fracamente
aderidas e trés (10,0%) fortemente aderidas, totalizando
13 (43,3%) positivas e 17 (56,7%) negativas para biofilme.
Sete (46,7%) S. aureus foram positivos para a produgao de
biofilme na técnica de Aderéncia em Placa.

Com relacdo aos testes de concordancia realizados en-
tre a PCR (gene icaD) e o teste no Agar Vermelho Congo,
observou-se um indice Kappa de -0,14, especificidade de
74,5% e uma sensibilidade nula. Na comparacdo entre a
PCR (gene icaD) e o teste de Aderéncia em Placa, observou-
se um indice Kappa de 0,12, especificidade de 80% e uma
sensibilidade igual a 40%.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Na espécie bubalina, observou-se maior frequéncia de Sta-
phylococcus coagulase negativo (SCN). Estas espécies isola-
das nesse estudo sdo amplamente relatadas como causado-
ras de mastite em fémeas bubalinas no Brasil (Cunha et al.
2006) e no mundo (Saini et al. 1994, Lazzari et al. 2002). Na
espécie bovina, também observou-se maior frequéncia de
SCN, corroborando com varios estudos realizados no Brasil
(Almeida et al. 2005, Medeiros et al. 2009, Oliveira et al.
2011) e no mundo (Waage et al. 1999, De Vliegher et al.
2012). A maior prevaléncia de SCN neste estudo pode estar
relacionada com as precarias condi¢des de higiene nos lo-
cais de ordenha e das maos do ordenhador.

Quanto ao perfil de sensibilidade aos antimicrobianos,
observou-se que 40,0% dos isolados identificados como
Staphylococcus aureus apresentaram resisténcia a todos os
antimicrobianos. Rabello et al. (2005) encontraram 45,0%
dos S. aureus isolados de casos de mastite, com sensibili-
dade para todos os antimicrobianos testados. Essa discre-
pancia é passivel de ocorrer devido diferentes regides ge-
ograficas estudadas e consequentemente as condi¢des de
criacdo, manejo e programas terapéuticos aos quais os ani-
mais sdo submetidos. Por outro lado, a alta sensibilidade
encontrada para gentamicina, tanto nas amostras obtidas
de vacas como de bufalas, foi demonstrada também por
Kaszanyitzky et al. (2004). Varios trabalhos mencionam a
eficicia da gentamicina no tratamento de mastite estafi-
locécica (Costa et al. 2000, Brito et al. 2001, Oliveira et al.
2002, Byarugaba et al. 2004), porém Freitas et al. (2005),
verificaram o elevado nivel de resisténcia dos estafilococos
a esse antimicrobiano em regides onde o farmaco era mais
utilizado.

A tetraciclina é amplamente utilizada no tratamento das
mastites e assim como no presente trabalho apresentou
boa eficiéncia in vitro para estafilococos isolados de casos
de mastite bovina em Sao Paulo (Cruz et al. 1998) e em Mi-
nas Gerais (Brito et al. 2001). Neste estudo, a tetraciclina
apresentou uma eficiéncia igual a 86, 7% sobre as amostras
oriundas de fémeas bubalinas e de 66,7% para amostras
provenientes de isolados bovinos (66,7%). A ampicilina,
um derivado da penicilina, foi o antimicrobiano com o me-
nor percentual de atuagdo tanto nas amostras bubalinas
(76,7%), quanto bovinas (66,7%). Observa-se que assim
como a tetraciclina, a ampicilina apresentou uma melhor
atuagdo sobre as bactérias isoladas de mastite bubalina.
Essa diferenca de atuagdo pode ser provocada pela ampla
utilizacdo desses farmacos em infec¢des presentes em bo-
vinos, resultando no uso indiscriminado do medicamento e
contribuindo para selecdo de cepas resistentes (Medeiros
et al. 2009). Além disso, tem-se a eficiéncia da resisténcia
plasmidial por meio da transferéncia de genes, resultan-
do quase sempre, na producdo de enzimas. Com relagdo a
tetraciclina, tem-se a producdo da proteina Tet, que é res-
ponsavel pelo transporte deste antibidtico para fora da cé-
lula bacteriana (Souza 1998). De acordo com Vintov et al.
(2003), 90,0% dos S. aureus isolados de infec¢des em hu-
manos, apresentam resisténcia a penicilina, enquanto em
bovinos essa resisténcia pode variar de 10-70% de acordo
com a localizagdo geografica. No presente trabalho o per-
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centual de resisténcia a ampicilina e penicilina, para todas
as espécies de Staphylococcus, foi de 30,0% e para os S. au-
reus foi de 33,3%. Esses percentuais encontram-se dentro
dos limites descritos pelos ultimos autores.

Em um isolado de S. aureus (bubalino) foi detectado o
gene blaZ e em dois (bovino) o gene mecA. Essas duas ulti-
mas cepas sdo consideradas MRSA, pois o gene mecA esta
localizado em um componente genético chamado de SCC-
mec - Staphylococcal Cassete Cromossomal mec ou Cassete
Cromossomal mec de Staphylococcus (SCCmec) composto
de 20-65 Kb, integrado ao cromossomo de MRSA (Kataya-
ma et al. 2000).

Apesar de se esperar um maior nimero de isolados
bubalinos resistentes aos beta-lactamicos (pela maior de-
teccdo de genes de resisténcia), as amostras bovinas apre-
sentaram maior resisténcia a ampicilina, cefalexina e peni-
cilina. Sugere-se, que o maior uso de antimicrobianos em
bovinos possa desencadear este fendmeno, baseando-se no
estudo realizado por Garcia et al. (2004) que mencionam
que nas bactérias Gram-positivas a enzima beta-lactama-
se é produzida apenas na presenc¢a de indutores, como a
penicilina. A proteina PBP-2A, também pode ser induzida
pela presenca de beta-lactdmicos ou pode ser produzida de
forma constitutiva. Ela é indutivel em cepas que possuem
o plasmidio responsavel pela producdo de beta-lactamase
e constitutiva quando os mesmos estdo ausentes (Mat-
suhashi et al. 1986).

Pelo teste fenotipico para deteccdo de bomba de eflu-
x0, detectaram-se dezesseis amostras positivas, sendo
cinco (16,7%) provenientes de amostras bubalinas e onze
(36,7%) de amostras bovinas. Essa diferenca pode ser ex-
plicada pela maior expressdo dos genes de resisténcia em
isolados oriundos de fémeas bovinas, devido ao uso mais
frequente de antimicrobianos nesta espécie. A bomba de
efluxo é um dos trés mecanismos de resisténcia apresenta-
do tanto para tetraciclinas como para os macrolideos. Esse
mecanismo é realizado por transportadores localizados na
membrana que funcionam com energia fornecida pelo ATP
e pela for¢a préton motiva (Putman et al. 2000). Outro me-
canismo de resisténcia a macrolideos se baseia na modifi-
cacdo do ribossomo por metilacdo. Dos genes erm, respon-
saveis pela metilacdo e dimetilacdo do ribossomo, apenas o
B foi encontrado em um S. aureus isolado de bovino. Wang
et al. (2008) encontraram em S. aureus isolados de mastite
bovina os genes ermB e C, ja Almer et al. (2002), observa-
ram que o gene ermA foi mais prevalente em MRSA huma-
nos, sem detec¢do do gene ermB. O percentual de resistén-
cia aos macrolideos e tetraciclina, detectados pelo teste
de disco-difusao, foi superior ao encontrado nos testes de
bomba de efluxo e PCR (deteccao de genes erm). Esta dife-
renca pode ser consequéncia de outro mecanismo de resis-
téncia, como a producido da enzima metilase (Gatermann
etal. 2007), que ndo foi pesquisada no presente trabalho.

Na pesquisa de biofilme, por meio do teste Agar Verme-
lho Congo (CRA), 20% das amostras bubalinas e 26,7% das
amostras bovinas foram positivas. No teste de Aderéncia
em Placa, 56,6% dos isolados bubalinos e 43,3% dos iso-
lados bovinos foram positivos para a formacgao de biofilme.
Resultados similares foram obtidos por Melo (2008) que
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relatou ser o teste de Aderéncia em Placa mais sensivel
que o CRA. Ainda de acordo com este autor os resultados
falso-negativos no CRA ocorrem devido a fase de variacdo
na producdo do biofilme. Observou-se um indice Kappa de
0,12 para comparacgao entre a PCR (gene icaD) e o teste de
Aderéncia em Placa e de -0,14 para o CRA. Isto demonstra
uma baixa concordancia entre os métodos fenotipicos e ge-
notipicos, devendo-se ter cautela na interpretagdo destes
resultados. As divergéncias podem estar associadas a sub-
jetividade das provas fenotipicas, tendo em vista que a pro-
ducio in vitro do biofilme bacteriano pode ser influenciada
por diferentes condi¢cdes de crescimento e mecanismos
de aderéncia (Oliveira et al. 2006). Quanto a PCR, sabe-se
que outros marcadores genéticos nao testados neste traba-
lho estdo relacionados com a formagao dessas estruturas,
como os genes icaA e bap (biofilm associated protein) (Va-
sudevan et al. 2005). Tormo et al. (2005) observaram que
os isolados estafilocdcicos que continham o gene bap eram
fortes produtores de biofilme, apesar da maioria deles ndo
conter o locus ica. Apesar disso, tem sido relatada baixa
prevaléncia deste gene em Staphylococcus spp. isolados de
mastite (Cucarella et al. 2001).

Segundo Wuertz et al. (2004) a 4gua é o principal com-
ponente do biofilme. Ela circula entre as estruturas, permi-
tindo a maior aquisicdo e troca de genes por transferéncia
horizontal. Com base nisso, pode-se sugerir que os isolados
bubalinos, por possuirem maior nimero de cepas produ-
toras de biofilme no teste de Aderéncia em Placa e na PCR
para o gene icaD, sdo agentes com maior potencial de dis-
seminagdo de material genético do que os isolados bovinos.

O biofilme é conhecido pela sua capacidade de isolar a
bactéria em uma matriz polissacaridica, impedindo, muitas
vezes, a acdo de antimicrobianos (Gilbert et al. 2003). Ba-
selga et al. (1993), Fox et al. (2005) e Oliveira et al. (2006),
estudaram a formacao de biofilme por isolados de S. aureus,
através do método Agar Vermelho Congo, e verificaram
resultados semelhantes aos descritos no presente estudo.
Vasudevan et al. (2003), utilizando o mesmo método, en-
contraram 91,4% das estirpes de S. aureus produtoras de
biofilme. Knobloch et al. (2002) descreveram a baixa confia-
bilidade do CRA como método diagndstico em amostras de
S. aureus. Vasudevan et al. (2003), encontraram 68,6% das
estirpes positivas para biofilme, pelo método de Aderéncia
em Placas. Fox et al. (2005) ao estudarem S. aureus isola-
dos de leite, pele do teto e insufladores, detectaram uma
producdo de biofilme, pelo método de Aderéncia em Placa,
de 41%, 24,7% e 14,7%, respectivamente. Stepanovic et al.
(2000) notaram que o teste de Aderéncia em Placas é um
dos métodos utilizados com maior frequéncia para quanti-
ficar a formacgao dos biofilmes produzidos por Staphylococ-
cus spp., além de funcionar como um indicador de patoge-
nicidade dos micro-organimos. A presenca do gene icaD foi
observada em dois S. aureus bubalino e trés S. intermedius
(2 bovinos e 1 bubalino). Arciola et al. (2001) detectaram
o gene icaD em 61,0% dos isolados, enquanto Fowler et al.
(2001) encontraram o mesmo gene em todas as amostras
pesquisadas. Neste trabalho, nenhuma amostra foi positiva
para o gene icaD e CRA simultaneamente e quatro amostras
foram positivas para icaD e o teste de Aderéncia em Placa.

CONCLUSAO

Observou-se que os isolados obtidos de amostras bovinas
apresentaram uma menor sensibilidade aos antimicrobia-
nos no teste de disco-difusdo quando comparados com as
amostras bubalinas. Estes estudos de sensibilidade per-
mitem orientar uma antibioticoterapia bem planejada. A
presenca de biofilme nos isolados pode estar associada a
outros fatores que ndo a resisténcia as drogas antimicro-
bianas. Os estudos de caracterizacdo molecular dos princi-
pais patdgenos da mastite sdo fundamentais para esclare-
cer aspectos referentes da epidemiologia da enfermidade e,
dessa forma, subsidiar as a¢cdes de um programa de contro-
le e prevencao da doenga.
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