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Introducao

Os biofilmes sdo constituidos de bactérias, as quais estdo aderidas a qualquer superficie,
que por sua vez sdo envolvidas por uma matriz de polimeros orgénicos, ou seja, sdo
depdsitos onde os microrganismos estao fortemente aderidos a uma superficie por meio de
filamentos de natureza protéica ou polissacaridica, denominados glicocalice (COSTERTON
et al., 1999). As adesdes dos S. aureus ao epitélio da glandula mamaria séo consideradas o
primeiro ponto critico na patogenia da mastite sendo que a maioria das estirpes dos S.
aureus que causam mastite sdo circundadas por uma camada espessa (“slime”), que ajuda
na aderéncia e colonizagdo dos microrganismos no epitélio da glandula mamaria (AGUILAR
et al., 2001). O objetivo do presente trabalho foi caracterizar fenotipicamente a biomassa de
biofilme produzida por Staphylococcus aureus isolados de casos de mastite bovina e
ambiente de ordenha, pelos testes de microplacas e agar vermelho congo.

Material e Métodos

Foram avaliadas 440 estirpes de S. aureus isolados de agosto de 2008 a Setembro de 2009,
em uma propriedade leiteira no estado de Minas Gerais. A avaliagdo pelo método do Agar
Vermelho Congo seguiu a metodologia de FREEMAN et al, 1989, sendo que as placas
contendo o agar foram inoculadas e incubadas a 37°C por 24 horas, seguidas por uma
incubacao a temperatura ambiente por 48 horas. A produgdo de colbnias rugosas e pretas
foi utilizada para diferenciar de estirpes nao produtoras de biofilmes, as quais apresentaram
colonias lisas e vermelhas. Para a realizagao do teste de microplacas, as estirpes de S.
aureus foram cultivadas, por uma noite, no TSB a 37°C e diluidas 1:200 no TSB contendo
1,5% de glicose. 200uL de células em suspensao foram inoculadas em microplacas de
poliestireno estéreis com 96 pocos em fundo "U" e incubadas por 24 horas a 37°C. Os pogos
foram lavados 3 vezes com 200uL de Tampéao Fosfato Salina (PBS), estéril (PBS, pH-7,4)
secos a 60° C por 1 hora, corados com 1% de solugao cristal violeta por 1 minuto e logo
apos foi adicionado 200uL de &cido acético 33% e assim feita a leitura no espectrofotémetro
na absorbancia de 570nm. O teste foi feito em duplicata e repetido 3 vezes, foi considerada
positiva as estirpes com absorbancia maior do que 0,1 (MACK et al, 2000).



Resultados e Discussao

Os resultados das analises de Agosto de 2008 a Setembro de 2009 revelaram por meio do
teste do agar vermelho congo que 251 dos 316 (79%) dos isolados de S. aureus oriundos do
leite de vacas com mastite subclinica e do tanque de expansdo foram capazes de produzir
biofilme “in vitro” e 65 (21%) destes isolados n&o foram capazes de produzir biofilme “in
vitro”. Dos isolados do ambiente de ordenha, 111 dos 124 (89%) isolados do ambiente de
ordenha foram produtoras de biofilme. Foi possivel observar a formacado de biofilme em
estirpes isoladas tanto do leite, do tanque, quanto do ambiente de ordenha. Para o teste de
microplacas 263 (83%) dos 316 isolados de leite, tanque de expansao foram capazes de
produzir biofilme “in vitro” e 53 (17%) destes nao foram capazes de produzir biofilme “in
vitro” sendo que 109 dos 124 (87%) isolados do ambiente de ordenha foram produtoras de
biofilme. Analisando os dois testes fenotipicos verificou-se que todos os dois tiveram
resultados muito préximos para identificar a produgcdo de biofiime e todos dois testes
conseguiram detectar 80% de producgéo de biofilme. JAIN & AGARWAL (2008) estudaram a
importancia dos métodos fenotipicos Agar Vermelho Congo (CRA) e Teste Microplacas para
avaliar o pontencial de um microrganismo ser produtor de biofilme de Staphylococcus sp e
concluiram que os dois testes apresentaram uma boa sensibilidade e especificidade para
detectar microrganismos produtores de biofilmes.

Conclusoes

Torna-se importante a realizagdo correta da higienizagado dos equipamentos de ordenha, e a
monitorizacdo constante das superficies dos mesmos a fim de se evitar, a multiplicagao
microbiana com conseqliente formagao de biofiimes e levando ndo sé a perda do
equipamento quanto a contaminagao constante do leite que por estes passa, sendo entao
aplicavel os testes fenotipicos para avaliar a presenca de estafilococos produtores de
biofilmes.
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