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RESUMO GERAL

A mastite é uma inflamacdo da glandula mamaria, causada
primariamente pela invasdo e a multiplicacdo de bactérias no parénquima
glandular, podendo ser considerada doenca de maior significAncia econémica na
pecuaria leiteira mundial. Staphylococcus aureus é um patégeno frequentemente
associado a mastite em rebanhos bovinos, em todo o mundo. A anélise da
diversidade genética de S. aureus e o estudo de diferentes cepas tém sido vistos
como etapas indispensaveis para o controle mais efetivo da doenca. Diversos
fatores de viruléncia, tais como resisténcia a fagocitose, reconhecimento e
ligacdo a proteinas da matriz extracelular do hospedeiro, polissacarideos
capsulares e capacidade de metabolizar substratos presentes no leite, contribuem
para a diversidade genética de S. aureus e auxiliam no estabelecimento das
infeccbes causadas pelo patdgeno. Mediante algumas condigBes, 0s
microrganismos se aderem, interagem com diversas superficies e iniciam o
crescimento celular, sendo, entdo, formado o biofilme. O presente estudo foi
realizado com o objetivo de detectar a presenca de genes envolvidos na
producdo de polissacarideos capsulares e a formacao de biofilmes em S. aureus
isolados a partir de amostras de leite bovino de trés diferentes regiGes do Brasil,
bem como a producdo de polissacarideos capsulares e biofilmes, in vitro. Foi
avaliada a presenca dos genes cap, icaAD e bap, pela técnica de PCR. A
deteccdo e a quantificacdo da producdo de polissacarideos capsulares foram
realizadas utilizando-se antissoros e ensaios de ELISA. A andlise da producao de
biofilme foi realizada em microplacas de poliestireno estéreis, de fundo plano
com tampa. Todos os 159 isolados de S. aureus investigados apresentaram o
gene cap, tendo 80% apresentado o gene cap5 e 20% apresentado o gene cap8.
Sessenta e nove por cento dos isolados apresentaram polissacarideo capsular
(PC) in vitro e, dentre estes, 58% foram PC5 e 11%, PC8. Todos os isolados
apresentaram os genes icaA e icaD, e 95,6% dos isolados apresentaram 0 gene
bap. Dos 159 isolados analisados, 97,5% eram produtores de biofilme. Detectou-
se associacao significativa entre o genotipo e o fenotipo capsular e a quantidade
de formacdo de biofilme. Estes resultados indicam elevado potencial de
patogenicidade entre S. aureus isolados de leite bovino coletado de trés regides
diferentes do Brasil.

Palavras-chave: cap. icaAD. bap. Capsula. Adesina.



GENERAL ABSTRACT

Mastitis is an inflammation of the mammary gland primarily caused by
the invasion and multiplication of bacteria in the glandular parenchyma, and is
considered of greater economic significance disease in world dairy farming.
Staphylococcus aureus is a pathogen often associated with of mastitis dairy
herds in around the world. Analysis of genetic diversity of S. aureus and the
study of different strains have been seen as necessary steps for the effective
control of the disease. Several virulence factors, such as resistance to
phagocytosis recognition and binding to the lost extracellular matrix proteins,
capsular polysaccharides and the ability to metabolize substrates present in the
milk contribute to the genetic diversity of S. aureus and assist in the
establishment of infection caused by the pathogen. Upon certain conditions, the
microorganisms adhere, interact with various surfaces and initiate cell growth by
forming biofilms. This study was conducted with the aim of detecting the
presence of genes involved in capsular polysaccharide production and biofilm
formation in S. aureus strains isolated from bovine mastitis samples located in
three different regions of Brazil, as well as the production of polysaccharides
and capsular biofilms, in vitro. The presence of the genes cap, icaAD and bap by
PCR was evaluated. The detection and quantification of capsular polysaccharide
production was performed using ELISA assays. The analysis of biofilm
production was carried out in flat bottom sterile polystyrene microtiter plates
with lid. All 159 isolates investigated harboured the cap gene being that 80%
carried the cap5 gene and 20% carried the cap8 gene. Sixty-nine percent of the
isolates have capsular polysaccharide (CP) in vitro, of these 58% are PC5 and
PC8 11%. All isolates harboured the icaA and icaD genes, and 95.6% of the
isolates carried the bap gene. Of the 159 isolates analyzed, 97.5% were biofilm
producers. A significant association between the capsular genotype and
phenotype and the amount of biofilm formation was detected. These results
indicate a high pathogenicity potential among S. aureus isolated from bovine
milk collected from three different regions of Brazil.

Keywords: cap. icaAD. bap. Capsule. Adhesin.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A mastite bovina € uma doenga importante para a bovinocultura leiteira,
devido a alta incidéncia de casos clinicos e subclinicos e aos prejuizos
econdmicos que acarreta. Esta doenga resulta da infeccdo da glandula mamaria,
principalmente por bactérias do género Staphylococcus (RUEGG, 2012). Dentro
deste género, Staphylococcus aureus é reconhecido como o principal patégeno
da mastite bovina e seus principais sitios de localizagéo nos animais parecem ser
0s quartos mamarios infectados.

No Brasil, diversos estudos relatam este agente em amostras de leite de
bovinos com mastite (COELHO et al.,, 2009; LANGE et al., 1999; REIS;
SILVA; BRESCIA, 2003; ZAFALON et al., 2007).

S. aureus pode produzir uma série de fatores de viruléncia que
contribuem para que a bactéria venca as defesas fagociticas do hospedeiro,
facilite sua aderéncia as células epiteliais e a colonizagdo dos tecidos,
favorecendo sua persisténcia extracelular e garantindo, com éxito, sua instalacao
e manutencdo nos tecidos do hospedeiro. Entre estes fatores esta a produgdo de
um mucopolissacarideo extracelular (slime) que auxilia na aderéncia e na
colonizagdo do epitélio glandular mamario. A habilidade de S. aureus de aderir a
superficie do epitélio tem sido associada a producao de biofilmes, que sdo
descritos como aglomeracBes de células embebidas em matriz heterogénea
extracelular, resultando em estruturas tridimensionais com caracteristicas
fisiologicas especificas (CERCA et al., 2007; GAD et al., 2009).

Diversos polissacarideos compdem o slime, mas um polissacarideo

especifico de alto peso molecular, que tem a mesma funcdo da capsula
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bacteriana e intervém na aderéncia inicial das bactérias as superficies dos
polimeros, é denominado polissacarideo capsular/adesina (PS/A) (GOTZ, 2002).

O PS/A é descrito como componente da superficie celular e da camada
do biofilme que protege as bactérias das defesas do hospedeiro e da fagocitose.
Ele esta envolvido no primeiro passo da adesdo primaria, que € seguida pela
proliferacdo das células em agrupamentos de multicamadas (ARCIOLA,
BALDASSARI; MONTANARO, 2001).

A proliferacdo das células para aderir e formar biofilme é mediada pela
producdo do polissacarideo intercelular adesina (PIA); sua sintese é codificada
pelo produto do locus ica do operon icaADBC. Os genes e os produtos do locus
ica sdo fundamentais para a formagdo de biofilmes e a viruléncia dos
microrganismos. Eles sdo regulados em resposta a fatores ambientais, como
glicose, anaerobiose, alta osmolaridade e temperatura, limitagdo de etanol e ferro
(ARCIOLA; BALDASSARI; MONTANARO, 2001; O’TOOLE; KAPLAN;
KOLTER, 2000).

A producdo de biofilmes por Staphylococcus tem sido relatada em
bactérias isoladas de diversas partes do mundo, podendo estar presente em
infeccdes intramamarias bovinas (CUCARELLA et al., 2001; VASUDEVAN et
al., 2003) ou em infeccbes humanas (COSTERTON; STEWART,;
GREENBERG, 1999; JAIN; AGARWAL, 2009; LOPEZ; PETER-ROTH;
CLAVERIE-MARTIN, 2002; MATHUR et al., 2006).

Cepas de S. aureus produzem polissacarideo capsular (PC) in vivo ou
sob condigOes culturais definidas (LEE et al., 1993; STRINGFELLOW et al.,
1991). Estas cepas capsuladas sdo mais resistentes a absorcao fagocitica do que
as cepas ndo capsuladas (KARAKAWA et al., 1988; THAKKER et al., 1998).
Em modelos de infeccdo estafilocdcica em roedores, anticorpos anticapsulares
protegeram animais contra a morte, a bacteremia, a endocardite, e a metéastase
para baco, figado e rins (FATTOM et al., 1996; LEE et al., 1997).
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Onze tipos de PC demonstrados por precipitagdo e aglutinacdo com
antisoros monoespecificos (SOMPOLINSKY et al., 1985). H& um consenso em
relacdo ao fato de que PC5 e PC8 séo os sorotipos predominantes em infeccdes
estafilococicas humanas. A avaliagcdo da producdo de capsula por cepas de S.
aureus isoladas de ruminantes mostrou resultados variados.

Klein et al. (2012) consideram que, no Brasil, os dados sobre as
caracteristicas genotipicas e fenotipicas de isolados de S. aureus s&o limitados,
ressaltando a importancia do pais no mercado mundial de lacteos.

O répido isolamento e a caracterizagdo dos estafilococos do leite de
vacas e novilhas sdo fundamentais para evitar a propagacdo destes agentes no
rebanho e, consequentemente, a implantacdo de um controle bem sucedido da
mastite (ZADOKS et al., 2002).

O presente estudo foi realizado com o objetivo de detectar a presenca de
genes envolvidos na producdo de polissacarideos capsulares e na formagdo de
biofilmes em amostras de S. aureus isoladas de mastite bovina localizadas em
trés diferentes regides do Brasil, bem como a producdo de polissacarideos

capsulares e biofilmes, in vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mastite bovina

Mastite bovina é a inflamagdo da glandula mamaéria que ocorre,
principalmente, em resposta a invasdo do teto por microrganismos, mas também
pode ter origem traumatica, alérgica ou metabodlica. Quanto a forma de
apresentacao, a doenca é classificada como clinica ou subclinica. O edema do
quarto mamario, a sensibilidade ao toque, além da presenca de coagulos e,
algumas vezes, a presenca de sangue no leite sdo os sintomas mais comuns da
mastite clinica. Nos casos mais severos, 0 que se observa € uma reagdo
generalizada, em que o animal apresenta febre, perda de apetite, desidratacdo e
septicemia, que pode evoluir para morte (FREITAS et al., 2005).

Na maioria dos rebanhos, a forma clinica da mastite é a mais evidente e
que maiores preocupagdes causa ao produtor. Entretanto, a forma mais comum e
responsavel pelos maiores prejuizos € a subclinica, que alguns especialistas
preferem denominar infeccdo subclinica. Nesta, ndo ha alteragbes visiveis no
leite e no Ubere. Para a sua detecgdo é imprescindivel a realizacdo de testes, para
evidenciar a infeccdo ou a comprovagdo do aumento do nimero de células
somaticas. Considera-se que, para cada caso de mastite clinica, ocorram entre 20
e 50 casos de mastite subclinica (RUEGG, 2012).

A mastite pode ter como causa diversos patégenos, mas sdo as bactérias
0s principais agentes etioldgicos, normalmente divididas em duas categorias, 0s
designados “contagiosos” e os “ambientais” (dai as designagdes mastite
contagiosa e mastite ambiental). Na mastite ambiental, o reservatorio do
patdgeno é o prdprio ambiente, que pode estar presente no ar, na cama, na agua e
nas fezes das vacas leiteiras. Dentre 0s principais patdgenos contagiosos

encontra-se S. aureus. Os patdgenos ambientais mais comuns s&o divididos em
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dois grupos, coliformes e estreptococos do ambiente (NATIONAL MASTITIS
COUNCIL, 2001).

2.2 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus foi proposto, em 1884, por Rosenbach e
inserido dentro da familia Micrococaceae. Estudos de biologia molecular, perfis
de &cidos graxos, composicao de parede celular e, principalmente, estudos com
RNA ribossdmico 16S promoveram a inclusdo deste género em uma nova
familia, a Staphylococcaceae (GARRITY, 2006).

Staphylococcus sdo cocos gram-positivos, imdveis, com diametro entre
0,5 a 1,5 um e, por dividirem-se em planos diferentes, quando vistos ao
microscépio, aparecem na forma de cacho de uvas. Sdo bactérias anaerébias
facultativas, com maior crescimento sob condi¢des aerdbias, quando, entdo,
produzem catalase (FRANCO; LANDGRAF, 2008; GARRITY, 2006). Sé&o
bactérias mesofilas e a temperatura de crescimento encontra-se na faixa de 7 °C
a 47,8 °C e o pH de crescimento variando entre 4,2 e 9,3, com 6timo entre 7 a
7,5 (BERGDOLL, 1990). Apresentam metabolismo respiratério e fermentativo,
metabolizando carboidratos, com producdo de acidos (CUNHA NETO et al.,
2002). O crescimento ocorre em &gar nutritivo e agar-sangue (HENNEKINNE;
DE BUYSER; DRAGACCI, 2012; QUINN et al., 2011). Considerando a
atividade de agua (a,), os estafilococos sdo Unicos em sua capacidade de
multiplicar-se em valores inferiores aos normalmente considerados minimos
para bactérias ndo halofilicas. S&o tolerantes a concentracdes de 10% a 20% de
cloreto de sddio, em que o valor minimo de a, considerado é de 0,83
(FERREIRA, 2003; PORTOCARRERO; NEWMAN; MIKEL, 2002).

Cerca de 50 espécies de estafilococos e 24 subespécies (EUZEBY, 2012)

séo reconhecidas e divididas em duas categorias: coagulase positiva e coagulase
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negativa. Essa divisdo € baseada na capacidade de coagulacéo do plasma, que é
uma propriedade considerada importante como marcador de patogenicidade
(BECKER; EIFF, 2011). A coagulase & uma enzima produzida por algumas
espécies de estafilococos, principalmente por S. aureus, que, por ativacdo da
protrombina, resulta na conversdo do fibrinogénio em fibrina. O teste da
coagulase tem sido largamente utilizado para diferenciacdo de S. aureus e outras
espécies coagulase negativa (CHANG; HUANG, 1996; MADANI;
GREENLAND; RICHARD, 1998).

A capacidade de crescer em diferentes condi¢des ambientais faz com que
S. aureus se desenvolva com facilidade em diversos alimentos (TRANTER,
1990). As peculiaridades do seu habitat tornam sua presenca largamente
distribuida na natureza, contaminando os alimentos pelos manipuladores, na
maioria portadores assintomaticos, e pelos animais, principalmente gado leiteiro
com mastite (BALABAN; RASOOLY, 2000).

Durante a fase exponencial, o metabolismo desta bactéria é rapido e
eficiente para assegurar um crescimento constante. Conforme o tempo decorre, 0
metabolismo celular é reorganizado para a sobrevivéncia a longo prazo em
condicOes desfavoraveis (HARRIS; FOSTER; RICHARDS, 2002).

S. aureus tem parede celular composta por camada espessa de
peptideoglicano associada a &cido teicoico e proteinas estruturais, entre outros
compostos. A membrana celular ¢ uma estrutura bilaminar convencional,
apresentando, em sua camada externa, acidos lipoteicoicos ligados por pontes de
dissacarideos a um glicolipideo. Esta espécie se caracteriza também por
apresentar multiplos fatores de viruléncia que contribuem para o
estabelecimento e a manutencdo da infeccdo (PEACOCK et al., 2002), alguns
dos quais estariam relacionados com a gravidade da doenca desenvolvida no
hospedeiro (FOURNIER et al., 2008).
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Esses elementos de viruléncia podem ser divididos em dois grupos,
componentes associados a superficie celular e enzimas degradativas em conjunto
com exotoxinas (toxinas superantigénicas). Tem sido demonstrado que, durante
0 cultivo in vitro do microrganismo, os fatores de viruléncia associados a
superficie bacteriana se expressam, preferencialmente, na fase logaritmica de
crescimento, ao passo que fatores de secrecdo sdo liberados na fase pos-
logaritmica. Inicialmente, as adesinas de superficie reconheceriam as estruturas
do hospedeiro, facilitando a colonizagdo. Uma vez cumprida esta etapa, a
bactéria secreta grande variedade de outros fatores pelos quais obtém nutriente,
invade, sobrevive e se dissemina. Estes fatores incluem enzimas (serina
proteases, cisteina proteases, lipases) e exotoxinas (o, , ¥ € & hemolisinas,
leucotoxinas, enterotoxinas), que sdo responsaveis pelos efeitos patol6gicos
observados durante o desenvolvimento da infeccdo, que danificam as células
hospedeiras (células epiteliais e do sistema imune) devido ao seu efeito citolitico
(NOVICK, 2003; PROJAN; NOVICK, 1997; SHOMPOLE et al., 2003).

Para alcancar a persisténcia intracelular, S. aureus deve evitar a resposta
imune e inflamat6ria do hospedeiro. Esta fina teia regulatdria seria a chave da
patogénese da infecgdo por S. aureus que conduz a cronicidade da doenga e que,
ao mesmo tempo, permite a adaptacdo do microrganismo a mudangas do meio
ambiente durante o curso da infeccdo, bem como a sobrevivéncia e a
persisténcia intracelular (GARZONI et al., 2007; TUCHSCHERR et al., 2010).

Staphylococcus aureus expressa também, em sua superficie, adesinas,
proteinas antiopsonizantes (proteina A, fator de aglutinacdo A) e camada
extracelular de polissacarideos que impedem a fagocitose do mesmo (FOSTER,
2005). Na glandula mamaria bovina, uma vez que o patdgeno invade o 6rgéo,
ele deve superar a acdo expulsiva da ordenha frequente. E por isso que adesio,
sobrevivéncia e multiplicacdo de S. aureus no epitélio mamario sdo o0s primeiros

eventos decisivos na patogénese da infeccdo. Este comportamento protegeria o
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patdgeno da resposta imune do hospedeiro, do tratamento com antibioticos, e

contribuiria para a sua persisténcia no tecido mamario (HEBERT et al., 2000).

2.2.1 Formagéo de biofilme

Diversos fatores de viruléncia, como exotoxinas, proteinas de superficie
e polissacarideos extracelulares de S. aureus, tém sido relatados em amostras
isoladas de mastite bovina. Além disso, tem-se determinado que a formacao de
biofilme por estas cepas torna-se também um importante fator de viruléncia que
contribui para a sua patogénese (AGUILAR; AMORENA,; ITURRALDE, 2001;
TURKYILMAZ; ESKIIZMIRLILER, 2006).

Com relacdo a adesdo inicial, quanto mais hidrofébica for a célula
bacteriana, maior a sua capacidade de se ligar diretamente a superficie tecidual
(BOARI et al., 2009; MEYLHEUC et al., 2006; SHENG; TING; PEHKONEN,
2007). Os diferentes graus de hidrofobicidade de uma célula sdo conferidos por
fatores de viruléncia associados a adesdo, como pili, fimbrias e flagelos, bem
como pela membrana externa, e os diferentes graus de eletronegatividade
conferidos pela presenca de grupos funcionais polares, como fosfatos,
carboxilas, hidroxilas e &cido teicoico (FLACH; KARNOPP; COR(;AO, 2005;
VANHAECKE et al., 1990).

A adesdo de S. aureus ao epitélio da glandula mamaria é considerada o
primeiro ponto critico na patogenia da mastite, sendo a maioria das cepas de S.
aureus causadoras da doenca circundada por uma camada polissacaridica
espessa (slime) (AGUILAR; AMORENA; ITURRALDE, 2001; BASELGA et
al., 1993; VASUDEVAN et al., 2003).

A habilidade de S. aureus de aderir a superficie do epitélio esta
associada a producdo de biofilmes, composto de multicamadas de células

embebidas em uma matriz polimérica extracelular (HARRISON; TURNER;
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CERI, 2005; MELO et al., 2012) que exibem alteragdo fenotipica em relagdo ao
crescimento  planctébnico  (Figura 1) (COSTERTON; STEWART,;
GREENBERG, 1999).

Life and times of a biofilm
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Figura 1 Ciclo de desenvolvimento do biofilme (JENKINSON; LAPPIN-
SCOTT, 2001)

No biofilme, as bactérias sd0 menos suscetiveis ao tratamento por
antibidticos e a acdo do sistema imune inato do hospedeiro. A capacidade de
formacdo de biofilmes é fonte de estudo, tanto em medicina humana quanto
veterindria, e a melhor compreensao desta caracteristica fornece subsidios para a
aplicagdo de medidas de tratamento mais eficazes na mastite bovina
(MELCHIOR; VAARKAMP; FINK-GREMMELS, 2006). A camada slime
dificulta a fagocitose por células do sistema imunoldgico do hospedeiro, pois
este mucopolissacarideo facilita a adesdo bacteriana a biomateriais, o qual nao é
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removivel, mesmo apds lavagens sucessivas (DEGO; DIJK; NEDERBRAGT,
2002).

Sauer, Rickard e Davies (2007) identificaram biofilme como sendo um
agrupamento de células microbianas associadas a superficies, o qual se encontra
envoltos por substancias poliméricas extracelulares (Extracellular Polymeric
Substances, EPS) hidratadas. Essas substancias desempenham papel importante
na ligagdo por meio de filamentos de natureza proteica ou polissacaridica e na
colonizacdo de microrganismos as superficies de contato com alimentos.

A implicacdo dos biofilmes em infeccGes cronicas despertou interesse
crescente na caracterizagdo de genes relacionados a sua formagdo (CAIAZZA,
O’TOOLE, 2003; LIM et al., 2004; TORMO et al., 2005). Diversos genes
podem estar envolvidos na capacidade individual de cada cepa em formar
biofilmes. Dentre estes, podem-se citar 0 gene ica (adessdo intercelular) e o bap
(proteina assoaciada ao biofilme), entre outros (CRAMTON et al., 1999;
CUCARELLA et al., 2004; KOZITSKAY A et al., 2004).

A matriz de EPS € responsavel pela estrutura, coesdo e integridade
funcional do biofilme. Sua composicdo quimica, heterogénea e complexa
(PEREIRA, 2001) determina a maioria das propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas das bactérias (FLEMMING; WINGENDER, 1999). Polissacarideos,
proteinas, fosfolipideos, &cido teicdico e, até mesmo, &cidos nucleicos
constituem as EPS (DONLAN; COSTERTON, 2002). O DNA extracelular,
liberado pela autélise de células bacterianas, forma importante parte da matriz de
EPS, influenciando tanto a estrutura do biofilme como a adesdo inicial célula-
superficie e célula-célula (HARMSEN et al., 2010; THEERTHANKAR et al.,
2010). No entanto, proteinas e polissacarideos, que correspondem de 75% a 89%
da composicdo das EPS, sdo os principais componentes (TSUNEDA et al.,
2003).
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Um dos polissacarideos principais constituintes da matriz do biofilme é
poli-N-acetil B-1,6 glucosamina (polysaccharide intercellular adhesin-
PIA/PNAG) sintetizado por proteinas codificadas pelo grupo de genes icaADBC,
denominado locus de adeséo intercelular (intercelullar adhesion locus) (GOTZ,
2002; REZA, 2000; RISLEY et al., 2007).

Dentro deste grupo de genes, foi relatado que icaA e icaD desempenham
papel importante na formacgdo de biofilme em S. aureus. O gene icaA contém
uma sequéncia sinal tipica que codifica N-acetilglicosaminil transferase, uma
enzima envolvida na sintese de oligbmeros de N-acetilglicosamina a partir de
UDP-N-acetilglicosamina (ARCIOLA; BALDASSARI; MONTANARO, 2001;
ROMERQO et al., 1999). Além disso, icaD tem sido associado a expresséo de N-
acetilglicosaminil transferase, resultando na expressdao fenotipica do PC
(GERKE et al., 1998).

Outros componentes, como &cidos teicoicos, proteinas de bactérias,
incluindo proteina estafilocdcica de superficie (staphylococcal surface protein-I-
SSP-1), clumpling factor A, proteinas associadas ao biofilme (biofilm associated
proteins-Bap) e DNA extracelular contribuem também para a estrutura do
biofilme (CUCARELLA et al., 2001; ROUCH; SKURRAY, 1989; VAUTOR et
al., 2008).

Um dos mecanismos relacionados a producdo de biofilme em S. aureus
pode ser devido a existéncia da proteina Bap, sendo esta essencial para a fixagdo
primaria e a acumulacdo celular (SCARAMELLLI; GONZALEZ, 2016;
SIMPSON; SKURRAY; FIRTH, 2000).

O gene bap foi identificado em isolados de S. aureus de mastite bovina,
nos quais tem papel fundamental na adesdo em superficies de poliestireno,
adesdo intercelular e formacdo de biofilme (CUCARELLA et al., 2001, 2002;
EIFF; PETERS; HEILMANN, 2002).
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No entanto, em um estudo conduzido em 350 isolados de S. aureus de
mastite bovina e 75 isolados de casos clinicos humanos, concluiu-se que o gene
bap estava presente em apenas 5% dos isolados de origem bovina e em nenhum
dos isolados humanos. Porém, todos aqueles isolados que continham o gene
resultaram em elevada capacidade de aderéncia e producdo de biofilme
(SCARAMELLI; GONZALEZ, 2016).

Boari et al. (2009) ndo observaram a formacdo de biofilme a 4 °C,
caracterizando-se um processo de adesdo microbiana. Nesta temperatura foi
constatado o pior desempenho de S. aureus (p<0,005), sendo 0 nUmero maximo
de células sésseis, aos 10 dias, de 3,7x10* UFC/cm?. Este fato, em condicoes
praticas, apontou que esta temperatura, empregada em tanques de expansao por
refrigeracdo, seria uma alternativa a reducéo da formacéo de biofilmes por S.
aureus. Entretanto, ndo se devem menosprezar os maleficios do processo de
adesdo. Este fato também pode ser relacionado com as espécies de Pseudomonas
relatadas por Caixeta et al. (2012).

Millezi et al. (2013) mostraram que, apds dois dias de cultivo, a bactéria
Aeromonas hydrophila j& havia formado biofilme sobre a superficie, alcangando
6,6 ciclos log UFC/cm™, sendo que, apos 10 dias de cultivo, o nimero de células
sésseis aumentou para 7,8 log UFC/cm? Esse aumento ocorreu devido a
multiplicacdo das células j& aderidas, uma vez que o leite foi renovado a cada
dois dias. Como foi utilizado o leite desnatado nesse trabalho, sugeriu-se que
suas caracteristicas nutricionais influenciaram a rapida formacao do biofilme.

Em revisdo realizada por Chmielewski e Frank (2003) foi demonstrado
que uma camada de matéria organica sobre a superficie pode promover e
facilitar a adesdo bacteriana. Além disso, estes autores afirmam que o tempo de
contato entre as células e as superficies também exerce influéncia na adeséo

bacteriana. A adesdo reversivel das células as superficies ocorre entre 20
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minutos e, no maximo, 4 horas de contato. Apos este periodo, a remocao destas
células requer a aplicacdo de forca fisica, produtos quimicos ou calor.

Salimena et al. (2014) obsevaram que as células de S. aureus aderiram a
superficie de polipropileno a partir de 48 horas, e a adesdo aumentou em
pequena proporcao até 240 horas.

De acordo com Christensen et al. (1982) e Knobloch et al. (2001), a
expressao da producdo de biofilme por cepas estafilococicas pode depender da
presenca de cloreto de sddio, assim como de outras condi¢cdes ambientais.

Oliveira et al. (2012) avaliaram a formagdo de biofilme de células
bacterianas aderentes em pocos de microplacas de poliestireno. Ambas as
estirpes bacterianas (Escherichia coli enteropatogénica - EPEC e Listeria
monocytogenes) utilizadas foram capazes de aderir e formar biofilme sobre a
superficie de poliestireno, sendo EPEC classificada como forte e L.
monocytogenes, como moderada formadora de biofilme. De acordo com Banks e
Bryers (1991), a dominancia de determinadas espécies microbianas em um
biofilme estd intimamente relacionada com a sua taxa de crescimento e
reproducéo.

Conforme relatado por Arcuri (2000), na cadeia de producdo de
alimentos ha correlagdo positiva entre a falha nos procedimentos de higiene e a
formacdo destes filmes bacterianos, pois, havendo condicdes, as células aderidas
evoluem para microcol6nias e, assim, posteriormente, para o biofilme maduro.
Além disso, a obtencdo higiénica do leite e o atendimento a demais itens que
compBem as boas praticas de processamento de alimentos sdo imprescindiveis
para o controle destes microrganismos na cadeia alimentar.

Embora a base genética e fenotipica para a produgdo de biofilmes tenha
sido bem caracterizada em diversas espécies de estafilococos em infeccOes
associadas a presenca de proteses, existem poucos estudos em relacdo a

producdo de biofilmes em isolados de S. aureus de mastite bovina (MELCHIOR
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et al., 2009; MILANOV et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011; VASUDEVAN et
al., 2003).

2.2.2 Polissacarideos capsulares

S. aureus produzem polissacarideos capsulares, tanto in vivo quanto em
condicbes favordveis de cultivo (LEE et al., 1993; STRINGFELLOW et al.,
1991). Polissacarideos capsulares (PC) sdo importantes na patogénese de
infecces estafilococicas e tém sido postulados como um dos principais fatores
de viruléncia da bactéria (O'RIORDAN; LEE, 2004).

Foi proposta a existéncia de 11 sorotipos de PC isolados a partir de
infeccbes humanas, no entanto, apenas quatro tipos (PC1, PC2, PC5 e PC8)
foram isolados e caracterizados quimicamente, e ndo ha evidéncia suficiente
para concluir que os demais apresentem capsulas ou estruturas quimicamente
diferentes dos anteriores. Posteriormente, foi descrita a presenga de outro tipo
capsular, 336, em S. aureus isolados de mastite bovina; no entanto, sua estrutura
quimica ndo foi caracterizada e demonstrou-se, recentemente, que os isolados
que expressaram o polissacarideo de superficie 336 tinham os genes cap5 ou
cap8 (HAN; PAK; GUIDRY, 2000; O’RIORDAN; LEE, 2004).

Estes PCs que foram descritos em S. aureus, correspondendo aos
sorotipos PC1 a PC11 e PC336, aumentam a viruléncia por conferir as bactérias
propriedades antifagocitérias (FERRY et al., 2005).

O PC € um heterodimero de é&cido N-acetil manosaminurénico
(ManNAcA) e N-acetil-fucosamina (FucNAc), com grupo O-acetil, e pode estar
localizado em diferentes sitios segundo o sorotipo capsular (SUTRA;
POUTREL, 1994).

Existem diferentes métodos para a caracterizagdo das cepas de S. aureus

de acordo com o tipo de PC, e um dos mais utilizados consiste na utilizacéo de
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anticorpos policlonais ou monoclonais especificos para as capsulas dos tipos 1,
2,5 e 8 (KARAKAWA et al., 1988). As cepas que ndo reagem com nenhum
desses anticorpos séo consideradas como ndo tipaveis (NT) porque os protétipos
dessas linhagens ndo apresentam seus antissoros correspondentes (GUIDRY et
al., 1994; JONES, 2005; TUCHSCHERR et al., 2007). Cepas NT podem ser
isoladas a partir 20% a 25% das infec¢des humanas (MIDDLETON; LUBY;
ADAMS, 2009; SHINEFIELD et al., 2002).

Amostras de S. aureus que apresentam o0s sorotipos 1 e 2 sdo altamente
encapsuladas e originam col6nias mucoides em meio sélido, facilmente
observadas por microscopia. Os sorotipos 5 e 8 sdo denominados
microencapsulados, ja que produzem pouco material capsular, originando
coldnias ndo mucoides, compactas em meio sélido, que séo indistinguiveis das
colbnias geradas por cepas ndo encapsuladas (O'RIORDAN; LEE, 2004;
SUTRA; POUTREL, 1994).

De todos os sorotipos relatados, PC1 e PC2 s&o raramente encontrados,
enquanto PC5 e PC8 foram presentes a partir de infecgdes humanas e bovinas.
PC5 e PC8 séo os tipos capsulares predominantes, presentes em 85%-90% dos
isolados clinicos de S. aureus em diferentes estudos (GUIDRY et al., 1997,
ROGHMANN et al., 2005; ROMERO et al., 1999; SOMPOLINSKY et al.,
1985; SORDELLI et al., 2000; SUTRA; RAINARD; POUTREL, 1990;
TOLLERSRUD et al., 2000).

Estruturalmente, PC5 e PC8 demonstram grandes semelhangas. Ambos
sdo compostos pelos mesmos agucares.

Tipo 5 —4)-p-D-ManNAcA-(1—4)-a-L-FucNAc(30Ac)-(1—3)-p-D-
FucNAc-(1—

Tipo  8—3)-p-D-ManNACA(40Ac)-(1—3)-a-L-FucNAc-(1—3)-a-D-
FucNAc-(1—
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No entanto, diferem em algumas ligacGes, na configuracdo anomérica de
um dos residuos FUCNAC e na localizacdo do grupo O-acetil (JONES, 2005).
Além disso, o locus do PC5 e PC8 ¢ alélico e compreende uma regido de 17,5 kb
do cromossoma (O'RIORDAN; LEE, 2004), cada uma contendo 16 genes
estritamente relacionados, a partir de capA a capP, transcritos em uma
orientacdo (SAU et al., 1997). Por conseguinte, as sequéncias de aminoacidos
previstas de 12 dos 16 genes de quadros de leitura abertos do grupo de genes
cap5 e cap8 sdo quase idénticas. Os genes especificos se encontram na regido
central do locus que compreende os genes cap5H (cap8H) para cap5K (cap8K)
(O'RIORDAN; LEE, 2004) (Figura 2). A expressdo dos genes ocorre in vitro,
principalmente durante a fase de crescimento pos-exponencial, e é influenciada
por fatores ambientais, tais como concentracdo de sal e pH (TUCHSCHERR et
al., 2010).

cap5ABCD cap5lJK  capSLMNOP
Common regon CP5 speciic region |  Common regon
capS[ o€ |-{A8]c] 0 [EJF [6[H] 1] 4] K [ LIM[N[O] P %A ]

cap8HIJK
| Commonregon | CP8 specik regon | Common regon |

capd | ahE {afelc|o [e[Flofn | 1]y k[Llu[n]ofpl—{a4]

Figura 2 Comparacdo de genes cap5 e cap8 de Staphylococcus aureus. cap5 e
cap8 consistem em 16 genes (desde capA até capP), ladeados pelos
genes adhE (upstream) e genes aldA (downstream). Os genes estdo
apresentados em caixas (SAU et al., 1997)
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Sdo descritas variagbes entre as amostras PC5 e PC8 de S. aureus
isoladas de infec¢cdo intramamaria bovina de diferentes localidades geograficas
(GUIDRY et al., 1997; IKAWATY et al.,, 2010; POUTREL et al., 1988;
REVELLI; RODRIGUEZ, 2001; SOMPOLINSKY et al., 1985 SORDELLI et
al., 2000; TOLLERSRUD et al., 2000).

Em estudo conduzido por Tollersrud et al. (2000), nos Estados Unidos e
na Europa, cap5 foi amplificado em 14,9% e cap8 em 27,1% dos isolados de
Staphylococcus spp. oriundos de mastite bovina.

Dois estudos realizados com S. aureus isolados de rebanhos leiteiros dos
EUA (GUIDRY et al., 1998; TOLLERSRUD et al., 2000) reportaram em torno
de 40% de amostras tipaveis para os tipos capsulares 5 e 8, com prevaléncia do
sorotipo 8. No estudo de Guidry et al. (1998), as amostras NT para 0s sorotipos
5 e 8 (59%) foram tipaveis para o sorotipo 336.

Na Franca, 69% dos 212 isolados recuperados a partir de leite de vacas
eram do sorotipo 5 (51%) ou 8 (18%) (POUTREL et al.,, 1988). Em
contrapartida, apenas 17% das amostras de S. aureus isoladas de mastite bovina
em lIsrael produziram o sorotipo 5 ou 8 (SOMPOLINSKY et al., 1985). Em
estudo realizado por Sordelli et al. (2000), apenas 14% das 195 estirpes bovinas
isoladas na Argentina reagiram com anticorpos para PC5 ou PC8. Guidry et al.
(1997, 1998) verificaram a presenca de capsulas dos sorotipos 5 e 8 entre S.
aureus isolados de vacas com mastite nos Estados Unidos e em quatro paises
europeus. Os resultados mostraram que 0s 100% dos isolados americanos e 70%

dos isolados europeus foram tipificaveis com anticorpos para PC5 ou PC8.

2.2.2.3 Papel dos polissacarideos capsulares na viruléncia de S. aureus

Em diversos estudos tem sido demonstrado que a capsula é um fator de

viruléncia de suma importancia na patogénese das infeccBes estafilococicas e
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que os sorotipos PC5 e PC8 desempenham papel importante na patogenicidade
das bactérias, pois impedem a ativacdo do complemento e tornam a bactéria
resistente a opsonofagocitose. Desse modo, dificultam sua eliminacdo e
incrementam sua habilidade para disseminar-se e sobreviver na corrente
sanguinea e nos tecidos (O'RIORDAN; LEE, 2004; XU; ARBEIT; LEE, 1992).

A opsonofagocitose € mediada por anticorpos especificos para as
moléculas da membrana ou pela ligacéo a receptores bacterianos (O'RIORDAN;
LEE, 2004). Por isso, anticorpos contra a capsula favorecem a opsonizacao, a
fagocitose e, subsequentemente, a remocdo das bactérias que se encontram
dentro dos fagossomas de macréfagos humanos e de bovinos (CUNNION;
ZHANG; FRANK, 2003; GUIDRY et al., 1997). Portanto, os PC, entre outros
antigenos, tém sido considerados candidatos atrativos para serem incluidos em
vacinas experimentais (LEE et al., 2005).

Existe uma vacina comercial, disponivel para o controle de mastite por
S. aureus, que contéem cepas capsuladas que expressam diferentes sorotipos de
PC presentes na populacdo de isolados bovinos nos Estados Unidos (MA;
COCCHIARO; LEE, 2004). Consequentemente, o conhecimento sobre a
presenca e a distribuicdo geografica dos sorotipos capsulares nas principais
fazendas leiteiras é de interesse para estimar a utilidade de se incorporar estes
componentes em desenhos de vacinas.

No que diz respeito a influéncia da producédo da capsula na aderéncia de
S. aureus a células do endotélio, verifica-se que a adesdo é elevada durante a
fase logaritmica de crescimento, quando a producdo de PC é minima. Em
seguida, na fase estacionaria de crescimento bacteriano, a expressao de PC é
maxima e a capacidade de aderéncia de bactérias diminui. Estes dados sugerem
que a expressdo do PC5 e 8 mascara as adesinas presentes na superficie celular,
impedindo a unido da bactéria as células endoteliais (O'RIORDAN; LEE, 2004).
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Em diversos modelos de infeccdo animal, tem sido demonstrado que
cepas de S. aureus capsuladas sdo mais virulentas do que 0 Seu mutante
isogénico ndo capsulado (NILSSON et al., 1997; WATTS et al., 2005). No
entanto, cepas ndo capsuladas, utilizadas para induzir infeccéo experimental em
ratas, foram mais virulentas e persistiram por mais tempo na glandula mamaria
das ratas, em comparagdo com a cepa parental de S. aureus (TUCHSCHERR et
al., 2005). Além disso, os mutantes sem cépsula tém demonstrado ser mais
aderentes as células endoteliais e plaquetas do que as cepas capsuladas
(POHLMANN-DIETZE et al., 2000; RISLEY et al., 2007).

As cepas de S. aureus sem capsulas séo internalizadas pelas células
epiteliais mamarias da espécie bovina em maior nimero do que as cepas
isogénicas produtoras de PC5 ou PC8 (BUZZOLA et al., 2007). A producéo de
capsula impede a interacdo entre S. aureus e os fagocitos, bem como a interagdo
entre S. aureus e outras células de mamiferos. Estes resultados sugerem que a
modulacdo da expressdo da cédpsula pode ser um atributo importante desse
patdgeno, melhorando sua capacidade de sobreviver em uma variedade de
nichos ambientais. De maneira semelhante, a producdo de PC também pode
depender, in vivo, da fase de crescimento (POHLMANN-DIETZE et al., 2000).

Durante os estagios iniciais da infecgdo, S. aureus expressa proteinas de
aderéncia que Ihe permitem fixar ao endotélio da glandula mamaria e colonizar
tecidos. Portanto, quando exposto ao leite, a bactéria que expressa o PC inibe a
aderéncia e dificulta a fagocitose (LUONG; LEE, 2002).

2.2.2.4 Producdo de capsula in vitro e in vivo
S. aureus produz PC tanto in vivo quanto em condic¢Oes definidas de

cultivo (LEE et al., 1993; STRINGFELLOW et al., 1991). Os sorotipos 5 e 8 séo

0s de maior prevaléncia em animais, estando associados a 70%-80% dos
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isolados (GUIDRY et al., 1997; SORDELLI et al., 2000; SUTRA; POUTREL,
1994; TOLLERSRUD et al., 2000; TUCHSCHERR et al., 2007).

A expressdo de PC5 e PC8 ¢ altamente sensivel a diversos sinais ao seu
entorno e, provavelmente, influenciada pelo ambiente. Condicbes de
crescimento bacteriano, tais como meio de cultura, tém demonstrado grande
influéncia na producdo da capsula (DASSY et al., 1991; POUTREL,; GILBERT;
LEBRUN, 1995).

O crescimento de S. aureus sob limitadas concentracdes de ferro e em
meio solido aumenta a producdo de PC8 (LEE et al., 1993). Observou-se o
aumento da producdo de PC5 sob alta tensdo de oxigénio, mas reducdo em
condicbes alcalinas de crescimento ou na presenca de extrato de levedura
(DASSY et al., 1991; HERBERT et al., 1997; STRINGFELLOW et al., 1991).
A producéo de capsula in vitro é incrementada na presenca de leite ou em meio
suplementado com cloreto de sodio. No entanto, ndo € afetada por meio que
contém fosfato. Uma pequena quantidade de cépsula € produzida na fase
logaritmica de crescimento e a producdo maxima ocorre durante o periodo pds-
exponencial (CUNNION; ZHANG; FRANK, 2003; DASSY et al., 1991; FOX;
STEWART; FOX, 1998; POHLMANN-DIETZE et al., 2000; POUTREL,;
GILBERT; LEBRUN, 1995; SUTRA; RAINARD; POUTREL, 1990).

Foi demonstrado em estudos que o didéxido de carbono regula a
expressao de PC5 tanto in vivo quanto in vitro. Embora PC5 tenha sido expresso
sob condigdes normais de oxigénio, a expressdo deste em trés diferentes cepas
de sorotipo 5 foi inibida quando cultivadas em atmosfera suplementada com
CO,. A deteccao quantitativa de PC8 em diferentes cepas de S. aureus cultivadas
na presencga de CO, gerou resultados conflitantes; algumas cepas expressaram a
producéo, enquanto em outras a expressao foi inibida (HERBERT et al., 1997,
2001).
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Arbeit e Nelles (1997) detectaram PC8 em soro de rato com endocardite
provocada por cepa de sorotipo 8, mas ndo no soro de animais infectados com
cepa de sorotipo 5.

Utilizando cepa produtora de PC5, Hensen et al. (2000) detectaram a
presenca deste polissacarideo in vivo em infec¢des mamarias agudas e cronicas
de bovinos.

Na Franca, 70% de 212 cepas de S. aureus isoladas de casos de mastites
clinicas e subclinicas expressaram PC5 ou PC8 (POUTREL et al., 1988). Em
estudo realizado em Israel, de dezessete isolados a partir de dez propriedades
leiteiras, apenas trés isolados foram tipificaveis sorologicamente e o restante foi
NT (SOMPOLINSKY et al., 1985). Naidu et al. (1991) reportaram que, de 100
isolados de S. aureus provenientes de bovinos com mastite em Malmd, Suécia,
70% produziram PC5 ou PC8.

Guidry et al. (1997) encontraram prevaléncia de cepas capsuladas entre
48% e 87%, nos EUA e em diferentes paises da Europa, com variabilidade
significativa entre os paises. Por outro lado, no Japdo, a prevaléncia dos
sorotipos capsulares 5 e 8 foi de 89,6% (HATA et al., 2006).

No estudo de Guidry et al. (1998), em torno de 40% das amostras
isoladas de rebanhos leiteiros dos EUA foram tipaveis para os tipos capsulares 5
e 8, e 70% das amostras provenientes de rebanhos leiteiros de quatro paises da
Europa foram tipaveis para 0s mesmos tipos capsulares.

Tollersrud et al. (2000) encontraram associagdo significativa entre a
expressdo capsular e as manifestagbes clinicas para PC8. Esses autores
sugeriram correlacdo entre a expressao de PC e a gravidade dos casos clinicos de
mastite causada por S. aureus isolados na Islandia e na Irlanda.

A informagcdo bibliogréafica sobre sorotipos capsulares em isolados de S.
aureus que causam mastite para a regido da América do Sul é escassa. Sordelli

et al. (2000) analisaram 195 isolados de S. aureus provenientes de bovinos com
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mastite em 22 provincias da Argentina e encontraram prevaléncia de 13,7% de
cepas capsuladas. Destas, 7,1% produziram PC5 e 6,6% produziram PCS8,
enquanto os 86,3% restantes ndo reagiram com 0s anticorpos para PC5 e PC8.

Em estudo recente, empregou-se polymerase chain reaction (PCR) para
detectar a presenca dos loci capsulares cap5 e cap8 em 157 S. aureus isolados de
mastite clinica e subclinica nas provincias argentinas de Santa Fé (n=91),
Buenos Aires (n=31), Cordoba (n=22) e Entre Rios (n=13). Sessenta e quatro
porcento dos isolados apresentaram 0s genes cap5 ou cap8 e 50% o0s
expressaram (CAMUSSONE et al., 2012).

Marques et al. (2013) encontraram 0s genes cap5 e cap8 em seis e 0ito
isolados, entre 38 S. aureus isolados de mastite no estado de Rio de Janeiro,
respectivamente.

Em estudo realizado por Ambroggio et al. (2013), foi relatada a
prevaléncia de cepas capsuladas PC5, de 23,6% no Chile e de 26,3% no
Uruguai. A porcentagem de cepas NT foi de 76,4% no Chile e de 73,7% no
Uruguai e, em ambos 0s casos, 0 percentual de cepas NT foi maior do que 0s
percentuais relatados na Argentina.

No intuito de gerar informacdes sobre fatores de viruléncia de amostras
de S. aureus isoladas no Brasil, o presente estudo foi realizado com o objetivo de
detectar a presenca de genes envolvidos na producdo de polissacarideos
capsulares e na formacdo de biofilmes em amostras de S. aureus isoladas de
mastite bovina localizadas em trés diferentes regides do Brasil, bem como a

producdo de polissacarideos capsulares e biofilmes, in vitro.
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

S. aureus produz diversos fatores de viruléncia que sdo responsaveis por
modular a resposta imune do hospedeiro e contribuir diretamente para a
patogénese das infec¢des. Componentes da superficie bacteriana desempenham
papel essencial na adesdo da bactéria aos tecidos do hospedeiro e os PC séo
responsaveis por conferirem resisténcia a fagocitose e a atividade de
complemento, que sdo fundamentais para o controle e a eliminacdo da infeccdo.

Algumas cepas de S. aureus sdo capazes de formar biofilme, que
consiste na aglomeragdo de DNA extracelular, proteinas e polissacarideos,
favorecendo a adesao e 0 aumento da atividade inflamatdria.

Apesar de ja existirem estudos que descrevem as variagdes na
prevaléncia de PC5 e PC8 entre as amostras de S. aureus isoladas de infeccéo
intramamaria bovina de diferentes localidades geograficas, nenhum estudo
demonstrou a prevaléncia de algum sorotipo no Brasil, que seria de fundamental
importancia para o desenvolvimento de estratégias de controle.

O estudo permitiu caracterizar estirpes de S. aureus isoladas de mastite
bovina de diferentes estados brasileiros quanto a produgdo de PC e a formacéao
de biofilme.

Com esta proposta, a contribuicdo cientifica ird proporcionar dados
nacionais publicados de prevaléncia sobre sorotipos de PC de S. aureus, assim
como informacOes a respeito da producdo de biofilme por estas estirpes,

provenientes de casos de mastite de diferentes regides do pais.
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Abstract

Staphylococcus aureus is a pathogen that frequently causes mastitis in
bovine herds worldwide. This pathogen produces several virulence factors,
including cell-associated adhesins, toxic and cytolytic exoproteins, and capsular
polysaccharides. The aim of the present study was to test for the presence of
genes involved in capsular polysaccharide production and biofilm formation in
S. aureus isolated from bovine mastitis samples collected from 119 dairy herds
located in three different Brazilian regions, as well as the production of capsular
polysaccharides and biofilms, in vitro. The detection of the cap, icaAD, and bap
genes was performed using PCR. The detection and quantification of capsular
polysaccharide production was performed using antisera and ELISA assays. The
ability of the isolates to form a biofilm was examined using the polystyrene
surface of microtiter plates. All 159 S. aureus isolates investigated harboured the
cap gene: 80% carried the cap5 gene and 20% carried the cap8 gene. Sixty-nine
percent of the isolates expressed capsular polysaccharide (CP) in vitro, 58%
expressed CP5 and 11% expressed CP8. All of the isolates harboured the icaA
and icaD genes, and 95.6% of the isolates carried the bap gene. Of the 159
isolates analysed, 97.5% were biofilm producers. A significant association
between the capsular genotype and phenotype and the amount of biofilm
formation was detected. These results indicate a high potential for pathogenicity
among S. aureus isolated from bovine milk collected from three different

regions in Brazil.

Keywords: cap, icaAD, bap, capsule, adhesin
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1. Introduction

Staphylococcus aureus is a bacterial pathogen that is responsible for a
diverse spectrum of human and animal diseases. It is regarded as a very common
pathogen that causes bovine mastitis, and many virulence factors contribute to
the pathogenesis of staphylococcal infections (O’Riordan and Lee, 2004;
Fournier et al., 2008). The knowledge of these virulence factors is of
fundamental importance for the control of disease, and some of them have been
targeted as components for vaccine development (Cocchiaro et al., 2006; Scali et
al., 2015).

The pathogenesis of a particular S. aureus strain is attributed to the
combined effect of extracellular factors and toxins together with the invasive
properties of the strain, such as adherence, biofilm formation, and resistance to
phagocytosis (Cucarella et al., 2001).

Capsular polysaccharide (CP) or the capsule is a cell wall bacterial
component that protects bacteria from phagocytic uptake and enhances
microbial virulence. Although eleven capsular polysaccharide serotypes have
been identified, only the polysaccharides from serotypes 1, 2, 5, and 8 have been
purified and chemically characterized (O’Riordan and Lee, 2004). Among them,
types 5 and 8 are the most representative in clinical infection isolates from
various geographic origins (Verdier et al., 2007). Serotype 336 has been reported
by Guidry et al. (1998), but it is a cell wall surface antigen, specifically, a
polyribitol phosphate N-acetylglucosamine, which resembles teichoic acid from
the cell wall (Verdier et al., 2007).

The distribution of capsular serotypes among S. aureus isolates from
bovine mastitis from different countries shows great variability (Poutrel et al.,
1988; Guidry et al., 1998; Tollersrud et al., 2000; Han et al., 2000; Hata et al.,
2006; Camussone et al., 2012). According to Guidry et al. (1998), the

extracellular polysaccharide capsule is particularly relevant to bovine mastitis,
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because 94 to 100% of S. aureus strains isolated from bovine mastitis are
encapsulated.

A biofilm is a structured community of bacterial cells that are enclosed
in a self-produced, polymeric matrix that adheres to an inert or living surface
and constitutes a protected mode of growth that allows survival in a hostile
environment (Costerton et al., 1999). Biofilms are inherently tolerant to host
defences and antibiotic therapies and are the root of many persistent and chronic
bacterial infections (Costerton et al., 1999), including bovine mastitis (Cucarella
et al., 2004; Fox et al., 2005).

There is a consensus that the primary determinant of the accumulation
phase of staphylococcal biofilm formation is polysaccharide intercellular
adhesin (PIA). Production of PIA is mediated by the icaADBC operon, and
strains harbouring this cluster are potential biofilm producers (Heilmann et al.,
1996; Cramton et al., 1999).

Some proteins involved in biofilm formation have also been identified in
staphylococci, including biofilm associated protein (Bap), which is encoded by
the bap gene (G6tz, 2002). Cucarella et al. (2001) demonstrated that Bap is not
only involved in the primary attachment step but is also, together with PIA,
involved in cell-to-cell aggregation and thus biofilm maturation. Lasa and
Penades (2006) observed that staphylococcal isolates harbouring the bap gene
were strong biofilm producers, even in the absence of the icaADBC operon.

Because there is scarce information about these virulence factors in S.
aureus isolates from Brazilian dairy herds, taking into consideration the
continental size of the country and the growing importance of the dairy sector,
the aim of the present study was to evaluate the presence of genes involved in
CP production and biofilm formation in S. aureus isolated from bovine milk
from three different Brazilian regions and to access the production of both CPs

and biofilms in vitro. This information is important to estimate the usefulness of
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incorporating both components, capsules and biofilm, in a future vaccine

formulation appropriated for our country.

2. Material and Methods

2.1 Bacterial isolates

A total of 159 S. aureus isolates were included in this study. The isolates
were randomly selected from a collection of bovine milk bacteria maintained at
the Embrapa Dairy Cattle Research Center (Juiz de Fora, Brazil). They were
isolated from 119 dairy herds located in south, southeast, and north Brazil, over
a nineteen-year period (1994 - 2013) (Table 1). The isolates were identified by
Gram staining and catalase, coagulase, and acetoin production according to the
National Mastitis Council (2004). Phenotypic identification of S. aureus was
confirmed by PCR amplification of the femA gene, which is specific for S.
aureus, according to Mehrotra et al. (2000). Samples were stored at -80°C in
skim milk (Difco, Sparks, MD, USA) containing 10% glycerol (Cromoline,
Diadema, SP, Brazil). Bacterial cultures obtained from frozen stocks were
grown on plates containing BHI agar (Brain Heart Infusion Agar, Himedia,
Mumbai, India) for 24 h at 37°C.

2.2 PCR assays

The detection of two genes involved in polysaccharide production (i.e.,
cap5 and cap8) and three genes involved in biofilm formation (i.e., icaA, icaD,
and bap) was performed using PCR. Whole cell DNA was extracted using a
standard phenol-chloroform procedure as described by Hesselbarth and Schwarz
(1995). The primers used in the PCR reactions, the size of the amplified
products and the PCR cycling conditions are described in Table 2.
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For amplifications, PCR mixtures containing PCR Master Mix [10 x
(100 mM Tris-HCI pH 8.8 and 500 mM KCI), 1.7 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs,
and 1.5 U of Tag DNA polymerase] (Ludwig Biotech, Alvorada, RS, Brazil), 10
pmol/uL of each primer and 100 ng of target DNA were used. For cap
amplifications, the prototype S. aureus strains CP5 (Reynolds) and CP8 (Becker)
were used as positive controls. The PCR reactions were performed on a
GeneAmp® PCR System 9700 thermocycler (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). The PCR products were analysed by electrophoresis on 1.5%

agarose gels stained with ethidium bromide.

2.3 Sequence analysis of the amplicons

The amplicons obtained in the PCR assays were sequenced by
commercial sequencing facilities (i.e., Myleus Biotecnologia, Belo Horizonte,
MG, Brazil and Setor de Sequenciamento de DNA da Universidade de Sao
Paulo, SP, Brazil) to check their identity with the cap5, cap8, icaA, icaD, and
bap genes. The primers used for the sequencing reactions were the same as those
for the PCR amplifications. Sequence comparisons were made using the DNA
Baser Sequence Assembler v3.5.4 (Heracle BioSoft SRL, www.DnaBaser.com).
Contigs were blasted against the Staphylococcus spp. nucleotide database of the
National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://mmww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

2.4 Detection of polysaccharide production

Antibodies: Sera from mice immunized with CP5 and CP8 bound to
human serum albumin were used. Sera were kindly provided by Nazarena Pujato
(Pujato et al., 2015).

Isolation and purification of CP: The CP from the prototype S. aureus

CP5 (Reynolds) and CP8 (Becker) and from all isolates carrying cap5 or cap8
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genes were extracted as described by Fattom et al. (1990). The polysaccharide
concentration was determined using the phenol-sulphuric acid method (Dubois
et al., 1956), and CPs were visualized using SDS-Page and silver staining. The
absence of proteins was verified using the bicinchoninic acid assay (Smith et al.,
1985) and SDS-Page followed by Coomassie Blue staining.

ELISA: Assays were performed as follows: 5 pg of purified CPs from
isolates genotyped as carrying cap5 and cap8 were used as antigens to sensitize
96-well plates. Plates were blocked with PBS-low-fat milk (5%) and incubated
with CP5 or CP8 antisera (1/200), respectively. Finally, a goat anti-rabbit 1gG
conjugated to alkaline peroxidase was used as the secondary antibody, and the
reaction was developed with TMB (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MAUSA). All incubations were carried out at 37°C, for 60 minutes. Optical
Densities (OD) were measured at 450 nm using an ELISA plate reader
(Infinite® F50, Tecan, Grddig, Austria).

2.5 Detection of biofilm formation

The ability of the S. aureus isolates to form a biofilm was examined
according to Stepanovic et al. (2007) using the polystyrene surface of flat-
bottomed 96-well microtiter plates. Bacterial cultures were incubated in 5 mL of
Trypticase Soy Broth (TSB, Difco, Sparks, MD, USA) at 37°C for 24 h. After
incubation, the cultures were diluted with sterile TSB to obtain a turbidity
similar to the 0.5 McFarland scale (i.e., ~10® CFU/mL) and diluted again 1:100
in TSB supplemented with 1% glucose (Merck, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) to
obtain an inoculum of approximately 10° CFU/mL. Diluted bacteria were
vortexed and then inoculated in a microtiter plate (200 pL per well). Each isolate
was tested in triplicate, and the assay was repeated three times. Negative
controls were represented by wells containing 200 puL of TSB. Inoculated plates

were covered with a lid and incubated for 24 h at 37°C. After incubation, the
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content of the wells was discarded and each well was washed three times with
300 pl of sterile phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.2). After washing, the
remaining attached bacteria were heat-fixed by incubating at 60°C for 60 min.
The adherent biofilm layer formed in each well was stained with 150 pL of 2%
crystal violet for 15 min at room temperature. The stain was then aspirated and
the plate was rinsed under running tap water until the washings were free of
stain. After the plate was air-dried at room temperature, the dye bound to the
cells was eluted using 150 pL of 95% ethanol (v/v) per well. Lastly, the covered
plate was left at room temperature for 30 min without shaking. The absorbance
at 570 nm was measured using a microplate reader (Microplate
Spectrophotometer Eon™, BioTek® Instruments, Winooski, VT, USA). To
analyse the results of biofilm formation on polystyrene microtiter plates, the
bacteria adhesion capacity was classified as one of the four following categories:
a non-biofilm producer, weak biofilm producer, moderate biofilm producer, or

strong biofilm producer according to Stepanovic et al. (2007).

2.6 Statistical analyses

Fisher’s exact test was used to test for an association between genotype
(i.e., cap5 or cap8) and biofilm formation (i.e., strong, moderate, weak, or non-
biofilm categories) and between the biofilm formation and polysaccharide
production. When a significant association was detected, the measures of
association for ordinal variables, Goodman and Kruskal's gamma coefficient,
Stuart’s tau-c statistic and the 95% confidence interval were used to report the
strength and direction of the association.

The existence of a correlation between the optical densities for CPs and
biofilms was assessed by means of the Spearman's rank correlation and
Pearson’s linear correlation coefficient; the later was calculated by the logarithm

of the densities. All analyses were conducted using R software version 3.1.3 (R
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Core Team, 2015), with the exception of the estimation of the measures of
association, which were conducted using the FREQ procedure of SAS version
9.2 (SAS Institute Inc., 2009). For all tests, statistical significance was

considered when p was less than or equal to 0.05.

3. Results

3.1 Polysaccharide production

Two genes involved in polysaccharide production (i.e., cap5 and cap8)
were evaluated by PCR. Amplification of cap genes resulted in amplicons with
the expected sizes, as presented in Table 2. DNA sequencing of the fragments
obtained from two isolates carrying cap5 or cap8 confirmed that the fragments
were representative of these genes.

All 159 isolates amplified one of the two cap genes: 128 isolates (80%)
amplified cap5 and 31 isolates (20%) amplified cap8 gene (Table 3). Thus, the
majority of the isolates analysed were of the cap5 genotype. The cap5 genotype
predominated in the isolates from the north (96%) and southeast (82%) regions,
while only 47% of the isolates from the south were cap5, and the remaining
isolates were cap8.

Isolates genotyped as cap5 and cap8 were tested with rabbit sera anti-
CP5 and anti-CP8, respectively. Of the 159 S. aureus analysed, 92 (58%)
expressed CP5 and 17 (11%) expressed CP8. Fifty isolates (31%) expressed
neither CP5 nor CP8 (Table 3).

Of the 128 isolates genotyped as cap5, 92 (72%) expressed CP5 and 36
(28%) did not express CP5 and were considered to be phenotypically non-
typeable. Of the 31 isolates genotyped as cap8, 17 (55%) expressed CP8 and 14
(45%) did not and were considered to be phenotypically non-typeable.
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Globally, all 159 isolates from this study harboured one of the searched
genes, cap5 or cap8; however, only 109 isolates (69%) expressed CP in vitro. A
higher percentage of isolates carrying the cap8 gene did not express CP8 in vitro
(45%) compared with isolates carrying the cap5 gene that did not express CP5

(28%). This difference, however, was not statistically significant.
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3.2 Biofilm formation

Three genes involved in biofilm formation (i.e., icaA, icaD, and bap)
were also evaluated by PCR. All 159 S. aureus isolates showed amplification
products that were 1315 bp and 381 bp in length, corresponding to the icaA and
icaD genes, respectively. One-hundred-fifty-two isolates (95.6%) amplified a
598-bp product, corresponding to the bap gene. DNA sequencing of the
fragments obtained by PCR from the three isolates carrying icaA, icaD, or bap
confirmed that the fragments were a part of the amplified genes.

Of the 159 isolates analysed, 155 (97.5%) were biofilm producers: 73
isolates (45.9%) were considered to be strong biofilm producers, 47 isolates
(29.6%) were classified as moderate biofilm producers and 35 isolates (22%)
were classified as weak biofilm producers. Four isolates (2.5%) did not produce
a biofilm. There was a predominance of the strong biofilm producer phenotype
among isolates from the north (68%) and southeast (46.1%), while in the south,
moderate (47%) and weak (41%) biofilm producers predominated (Table 4).

Of the 159 isolates tested, 152 had the three genes related to biofilm
production, icaA, icaD, and bap. These isolates were classified as strong (72
isolates), moderate (44 isolates), weak (32 isolates), or non-biofilm-forming (4
isolates). The seven isolates that did not harbour the bap gene were biofilm
producers. They were classified as strong (1 isolate), moderate (3 isolates), and
weak (3 isolates) biofilm formers.

3.3 Polysaccharide production versus biofilm formation

Fifty six percent of the cap5 isolates (and 53% of the CP5 isolates)
were strong biofilm producers, whereas 93.6% of the cap8 isolates (and 88% of
the CP8 isolates) were moderate or weak producers (Table 5). There was
evidence of a statistically significant association between the genotype (i.e.,

cap5 or cap8) and amount of biofilm produced (i.e., strong, moderate, weak, or
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non-biofilm categories) (Prisher < 0.0001; yex = -0.73, 95% CI = -0.87 to -0.59; 1.
= -0.36, 95% CI = -0.48 to -0.24) and between the phenotype (i.e., CP5 or CP8)
and amount of biofilm produced (peisher = 0.0004; yek = -0.69, 95% CI = -0.90 to
-0.48; 1. = -0.28, 95% CI = -0.43 to -0.14). We also found a statistically
significant negative correlation of moderate intensity (rpeason = -0.42 for the
logarithm of the variables; p < 0.0001; rspearman = -0.42; p < 0.0001) between the
optical densities for CP production and biofilm formation.

4. Discussion

4.1 Polysaccharide production

Capsule production by S. aureus enhances microbial virulence by
rendering the bateria resistant to phagocytosis. The prevalence of encapsulated
S. aureus among bovine mastitis samples is variable and influenced by the
geographic source of the isolate (Cocchiaro et al., 2006).

In the present study, all S. aureus isolates carried cap genes and were
classified based on the presence or absence of either the cap5 or cap8 genes. The
presence of cap genes in all of the isolates analysed was also reported in the
studies conducted by Tollersrud et al. (2000), Salasia et al. (2004), Bardiau et al.
(2014), and Khichar and Kataria (2014), with S. aureus isolated from bovine
mastitis, as well as by Verdier et al. (2007), with S. aureus isolated from human
infections. Nevertheless, Reinoso et al. (2008) and Camussone et al. (2012) in
Argentina, Babra et al. (2013) in Australia and Marques et al. (2013) in Brazil
reported lower percentages of S. aureus isolates collected from bovine mastitis
samples carrying the cap gene.

Eighty percent of the isolates from this study were classified as cap5 and
the remainder as cap8. A higher proportion of cap5 isolates (compared to cap8

isolates) has also been reported by Salasia et al. (2004) in Indonesia, Reinoso et



60

al. (2008) and Camussone et al. (2012) in Argentina, and Khichar and Kataria
(2014) in India. Other studies conducted in different countries reported that cap5
and cap8 were evenly distributed among S. aureus isolates from bovine mastitis
(Bar-Gal et al., 2015) or that there was a higher proportion of cap8 than cap5
isolates (Salasia et al., 2004; Babra et al., 2013; Marques et al., 2013; Bardiau et
al., 2014).

In our study, 58% of the isolates expressed CP5 and 11% expressed
CP8. A higher proportion of isolates expressing CP5 has also been reported in
studies conducted by Poutrel et al. (1988) in France and by Camussone et al.
(2012) in Argentina. However, several studies that examined the CP serotype
among S. aureus from bovine mastitis samples reported a higher proportion of
serotype 8 in relation to serotype 5 or similar proportions between the two
phenotypes in different countries in Europe, the USA, Korea, Japan, and
Belgium (Guidry et al., 1998; Tollersrud et al., 2000; Han et al., 2000; Hata et
al., 2006, Bardiau et al., 2014).

According to O’Riordan and Lee (2004), the expression of S. aureus
CP5 and CP8 in vitro is highly sensitive to various environmental signals and is
probably influenced by the in vivo environment as well. Bacterial growth
conditions, such as the culture medium, have been shown to influence CP
production. Capsule production in vitro is inhibited by yeast extract, alkaline
growth conditions and anaerobiosis, but is enhanced by the growth of the
bacterium in milk or in medium supplemented with up to 5% NaCl. The growth
conditions could be the reason for the different results observed among the
several studies and for the large number of phenotypically non-typeable isolates
observed in this and other studies.

Mutations or deletions within the cap locus may be the reason for the
failure to react to capsular antisera, as suggested previously. Cocchiaro et al.

(2006) demonstrated that strains that were positive for cap genes but that were
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phenotypically non-typeable had mutations in essential cap genes, in regulatory
loci or in the promoter upstream the cap 5(8)A gene, resulting in a CP-negative
phenotype. These authors also reported bovine S. aureus strains that did not
hybridize to any of the capsule genes, which indicates that the cap 5(8) gene
cluster is absent. Tuchscherr et al. (2007) detected a variant of 1S257 that
displaced the capsule genes within phenotypically non-typeable S. aureus
isolated from bovine mastitis in Argentina. The authors hypothesized that the
deletion of the cap5(8) locus occurred in the past and that non-typeable isolates
may have enhanced the ability to persist in subclinical intramammary infections

in cows.

4.2 Biofilm formation

The ability of S. aureus to form biofilms helps the bacterium to survive
in hostile environments within the host and is considered to be responsible for
chronic and persistent infections, including bovine mastitis (Costerton et al.,
1999; Cucarella et al., 2004).

Regarding the presence of icaA and icaD genes, 100% of the isolates
from this study contained both genes, indicating that all harboured the icaADBC
locus. Studies conducted with S. aureus isolated from bovine mastitis in
different countries reported the concomitant presence of both genes in most of
the S. aureus isolates analysed (Vasudevan et al., 2003; Cucarella et al., 2004,
Szweda et al., 2012; Melo et al., 2013; Prenafeta el al., 2014; Bar-Gal et al.,
2015; Castelani et al., 2015; Fabres-Klein et al., 2015). Moreover, other studies
(Ciftci et al., 2009; Dhanawade et al., 2010; Coelho et al., 2011; Darwish and
Asfour, 2013; Marques et al., 2013) reported that lower percentages of S. aureus
of bovine origin harboured these genes.

Regarding the presence of the bap gene, it was present in 95.6% of the

isolates from this study, a very high percentage compared with previous studies.
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Sung et al. (2008), Vautor et al. (2008), and Szweda at al. (2012) did not find
this gene among S. aureus isolated from bovine mastitis specimens, whereas
Darwish and Asfour (2013) found only one isolate harbouring the bap gene.
Cucarella et al. (2004) in Spain and Zuniga et al. (2015) in Brazil reported that
25.6% and 15.8% of S. aureus isolates from bovine mastitis samples harboured
this gene, respectively.

Vautor et al. (2008) reported that the prevalence of the bap gene among
S. aureus isolates, including bovine mastitis isolates, was very low. Conversely,
most of the isolates analysed in the present study harboured this gene. The
nature of the discrepancies between studies may be due to geographical
differences. The bap-positive isolates from this study were obtained from farms
located at different geographical regions and over a long time period, so a clonal
origin of the isolates was discarded.

Tremblay et al. (2013) found biofilm-associated genes in coagulase-
negative staphylococci (CNS) isolated from milk samples from Canadian dairy
farms, including the bap gene. The distribution of the bap gene among CNS
species varied considerably; in the species Staphylococcus xylosus, bap was
detected in 92% of the isolates, a result similar to ours, although the isolates
belonged to different staphylococcal species.

Concerning biofilm formation on polystyrene microtiter plates, only four
isolates were not able to produce a biofilm in vitro. The percentage of biofilm
producer isolates found in this study was similar to those reported by Babra et al.
(2013), Darwish and Asfour (2013), Melo et al. (2013), and Krewer et al. (2015)
in studies conducted with S. aureus isolated from bovine mastitis samples from
Australia, Egypt and Brazil. In these studies and in our study, the percentage of
biofilm producing isolates was high, ranging from 97% to 100% positivity. The
percentage of biofilm producing isolates in our study was, however, higher than
those reported by Vasudevan et al. (2003), Fox et al. (2005), Dhanawade et al.
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(2010), Coelho et al. (2011), Szweda et al. (2012), Marques et al. (2013),
Bardiau et al. (2014), and Fabres-Klein et al. (2015) with S. aureus from bovine
mastitis samples. In studies conducted in Brazil, Coelho et al. (2011), Marques
et al. (2013), and Fabres-Klein et al. (2015) found that 80%, 81% and 87% of
isolates produced biofilms, respectively.

In this study almost half of the isolates were strong biofilm producers;
the remainder of the isolates were moderate and weak biofilm producers. The
number of strong biofilm producers was higher than that reported by Krewer et
al. (2015) in S. aureus isolated from bovine mastitis samples from northeast
Brazil.

The microtiter plate method is frequently used to detect biofilm
production, but different protocols have been used in these investigations. The
different culture conditions and biofilm quantification in vitro and also the
interpretation criteria can contribute to different results between studies (Gotz,
2002; Stepanovic et al., 2007; Prenafeta et al., 2014). Prenafeta et al. (2014)
obtained different results for biofilm production by methicillin-resistant bovine
S. aureus using two different interpretation criteria. Xue et al. (2014) reported
that milk and lactose increased biofilm formation in two bovine mastitis S.
aureus isolates. Fabres-Klein et al. (2015) demonstrated that milk and slime
production are factors that have a positive effect on biofilm production by
bovine S. aureus. In addition, they suggested that bovine isolates of S. aureus
adapt to the milieu found in the udder, with milk influencing biofilm production
and consequently promoting bacterial survival. According to Goétz (2002), the
failure of ica-positive staphylococcal isolates to form a biofilm in vitro could be
due to point mutations in the locus or to the insertion of sequence elements
which can turn on or off ica expression.

In the present study, we found a significant association between the

capsular genotype and phenotype and the amount of biofilm formation, i.e., cap5
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(or CP5) isolates tended to form more biofilm than cap8 (or CP8) isolates. We
also observed a negative correlation between the optical densities for CP
production and biofilm formation, which may suggest that isolates that produce
a thicker CP layer produce a thinner biofilm layer, and vice-versa.

Bardiau et al. (2014) investigated and correlated properties that may be
associated with persistent mastitis, including the expression of CP5 and CP8 and
biofilm production. They also observed a correlation between the capsular
profile and biofilm production. As in the present study, these authors also
reported that more cap8 isolates were weak biofilm producers. On the other
hand, Babra et al. (2013) investigated the association between biofilm formation
and capsular phenotypes from S. aureus isolated from bovine mastitis samples
from Australia and did not find an association between both features. However,
isolates in the latest study were not categorized in relation to the amount of
biofilm formed as they were in the present study and in the study from Bardiau
et al. (2014).

We observed that isolates from the Brazilian southern region differed in
the capsular genotype and the presence of the bap gene from isolates from the
southeastern and northern regions. Nevertheless, due to the small number of
isolates from the southern region that were analysed, this observation should be
confirmed using a larger number of isolates from this region.

The great number of biofilm producer isolates observed in this study
could explain the failure to treat mammary infections caused by S. aureus and
the persistence of the infection by these organisms that is frequently reported in
the literature and also by field veterinarians and producers. Staphylococcal cells
embedded in a biofilm or in microcolonies are much more resistant to antibiotics
than planktonic cells, and once a biofilm is formed, treatment with currently
available antibiotics is difficult (Gotz et al., 2002). Veh et al. (2015)
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demonstrated that strains persisting through the dry period produced

significantly more biofilm in vitro than strains that do not persist after calving.

5. Conclusion

All of the S. aureus isolates analysed in this study harboured genes
involved in capsule production, and 69% produced capsular polysaccharide in
vitro. All of the isolates also harboured genes that are involved in biofilm
formation, and 97.5% formed a biofilm on polystyrene microtiter plates. A
significant association between the capsular genotype and phenotype and the
amount of biofilm formation was detected. These results indicate a high
pathogenicity potential among S. aureus isolated from bovine milk in three
different Brazilian regions and suggest that both capsule production and biofilm
formation play an important role in the virulence of S. aureus isolated from

bovine mammary glands in Brazil.
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Table 1 The origin of the Staphylococcus aureus isolates investigated in the

present study
Region State Herds (n°)  Isolates (n?) Sampling period
North Fonddnia 3 25 2011 and 2013
Southeast Minas Gerais 13 91 1994 to 2013
Rio de Janeiro 17 17 1996 to 2003
Sdo Paulo 9 9 2001 and 2009 to 2011
South Parana 4 4 2011
Fio Grande do Sul 10 11 1999 and 2012
Santa Catarina 1 2 2010
Total 119 150
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Table 2 The primers used for amplification of the femA, cap5, cap8, icaA, icaD,
and bap genes in the present study

Gene Primers Primer sequences (5°-3%) Size of PCR cycling Reference
amplified conditions
products
Sfemd GFEMAE-1 AAAAAAGCACATAACAAGCG 132 1 Mehrotra st
GFEMAR-2 GATAAAGAAGAAACCAGCAG al. (2000)
capl Cap3 kl GTCAAAGATTATGTGATGCTACTGAG 361 2 Verdier et al.
Cap5 k2 ACTTCGAATATAAACTTGAATCAATGTTATACAG (2007}
capf  Capsuls 8 k1 GOCTTATGTTAGGTGATAAACC 173 2 Vardier ot al.
Capsule § k2 GGAAAAACACTATCATAGCAGG (2007}
icad ICAAF CCTAACTAACGAAAGGTAG 1315 3 Vasudevan =t
ICAAR AAGATATAGOGATAAGTGC al. (2003)
icall ICADF AAACCGTAAGAGAGGTGE 381 3 Vasudevan =t
ICADE GGCAATATGATCAAGATAC al. (2003)
bap BAPIF GAGOCAGATAAACAACAAGAAG 598 4 Potter ot al.
BAPIR CATGCTCAGCAATAATTGGATC (2009}

21 =04°C for 4 min, 5 x (94°C for 45 s, 36°C for 45 5, 72°C for 45 5), 20 x (94°C for 45 s, 52°C for

45 s, 72°C for 45 5), 72°C for 5 min

4

2=204°C for 5 min, 30 x (94°C for 30 5, 530°C for 30 s, 72°C for 1 min), 72°C for 5> min

3 =94°C for 5 min, 30 x (92°C for 45 5, 43°C for 52 5, 72°C for 1 min), 72°C for 7 min

4 =02°C for 3 min, 30 x (92°C for 1 min, 52°C for 1 min, 72°C for 1 mun), 72°C for 5 min
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Table 3 The distribution of the capsular polysaccharide genotypes and
phenotypes for 159 Staphylococcus aureus isolates obtained from
bovine milk collected from three geographical regions in Brazil

Geographical regions

North

Genotype Phenotype

Sountheast

Genoiype Phenotype

Genotype Phenotype

Total

Genotype Phenotype

caps (%4) 24 (96%) 10 (6% 96 (81%) 61 (7% BT E(35%) 128 (80%) 92 (38%)

cap8 (%) 1(4%) 1 (4%) 21(18%) 16 (14%)  9(53%) 0 31208 17 (11%)

NT' (%) 0 5 (20%) 0 34 (29%) 0 11 (65%) 50 (31%)
Total 25 117 159

INT: non-typeable

Table 4 The distribution of biofilm production phenotypes for 159
Staphylococcus aureus isolates from bovine milk collected from
three geographical regions in Brazil

Biofilm production North Southeast South Total (%)
Strong producer 17 (68%) 34 (46.1%) 2 (12%) 73 (45.9%)
Moderate producer 7 (28%) 32 (27 4%) 8 (47%) 47 (29.6%)
Weak producer 1 (4%) 27(23.1%) 7 (41%) 35 (22%)
Non producer 0 (0%) 4 (3.4%) 0 (0%) 41(2.5%)

Total 25 117 17 159 (100%)
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Table 5 A comparison between polysaccharide genotype and phenotype and
biofilm production for 159 Staphylococcus aureus isolated from bovine

milk in Brazil
Polysaccharide genotype and phenotype
Biofilm production caps CP5 cap8 CPSs NT!
Strong producer 72 (56%) 49 (53%) 1(3.2%) 1 (6%) 23 (46%)
Moderate producer 33 (26%) 23 (25%) 14 (45.2%) 6 (35%) 18 (36%)
Weak producer 20 (16%) 17 (18.3%) 15 (48.4%) 9 (53%) 9 (18%)
Non producer 3(2%) 3(3.5%) 1(3.2%) 1 (6%) 0
Total 128 92 31 17 50

INT: non-typeable



