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Resumo

A producéo leiteira no Brasil se destaca por ser uma das atividades mais
importantes para pecuaria brasileira, sendo responsavel pela fonte de renda de
milhdes de brasileiros. Entretanto, essa atividade € constantemente influenciada pela
ocorréncia da mastite, principalmente na forma subclinica, que ocorre nos rebanhos.
Staphylococcus spp constitui o principal género de bactérias causadoras de mastite
em bovinos. Objetivou-se com este estudo pesquisar Staphylococcus aureus
enterotoxigénicos formadores de biofilmes isolados de bovinos com mastite em
rebanhos leiteiros e tracar o perfil de resisténcia frente a desinfetantes. Foram
selecionadas 10 fazendas vinculadas a uma Usina de beneficiamento de leite sob
registro federal. Foi realizado o exame fisico da glandula mamaria e do leite dos
animais e, em seguida, realizado o California Mastitis Test. Foram coletadas amostras
de 960 animais para o exame microbioldgico apds antissepsia do 6stio dos tetos com
alcool 70°GL. No laboratorio, aliguotas de 10 pL de leite foram semeadas em agar
sangue ovino a 5% e, em seguida, as placas incubadas a 37°C por 48 horas.
Posteriormente, 213 isolados Staphylococcus spp. classificados como fortes e
moderados produtores de biofilmes foram selecionados para caracterizagdo quanto
ao perfil fenotipico e presenca do gene femA para identificacédo de S. aureus. Destes,
foram confirmados 152 isolados, que foram submetidos a deteccao de genes capazes
de produzir biofilmes (icaA, icaD e Bap), genes que codificam as enterotoxinas (SeA,
SeB, SeC, SeD, SeE), e genes relacionados a resisténcia (Tet(k), Vana). Testou-se a
acdo de desinfetantes (clorexidine e &cido lactico) utilizados na rotina de ordenha
sobre o biofilme em formacédo e consolidado em 86 destas amostras. Em 84,16%
(134/152) das amostras foram constatados o gene BAP, em 78,29% (119/152) o gene
IcaD e, em apenas 1,32% (2/152) o gene IcaA. Apenas as enterotoxinas Sec em
17,76% (27/152) das amostras e See em 0,66% (1/152). Foram encontrados genes
de resisténcia TetK em 48,68% (74/152) das amostras. Observou-se resultado
satisfatério dos dois desinfetantes testados sobre o biofilme em formacéo, em 94,2%
(81/86) dos isolados submetidos ao clorexidine e 100% dos submetidos ao acido
lactico. Entretanto, para o biofilme consolidado o percentual de agéo foi bem inferior,
0 acido lactico apresentou baixa eficacia sobre o biofilme ja formado, com apenas
3,5% da taxa de reducgao, enquanto a clorexidine conseguiu reduzir 43% do biofilme

consolidado. O efeito dos desinfetantes na reducdo da adesdo de biofilmes foi



bastante significativo. Sugere-se a investigagao de produtos mais eficazes, que atuem

tanto nas células bacterianas livres, como nos microrganismos na forma de biofilmes.

Palavras chave: Staphylococcus aureus, biofilmes, desinfetantes, resisténcia.



Abstract

Dairy production in Brazil stands out as one of the most important activities for
Brazilian livestock, being responsible for the source of income of millions of Brazilians.
However, this activity is constantly influenced by the occurrence of mastitis, especially
in the subclinical form, which occurs in herds. Staphylococcus spp is the main genus
of mastitis-causing bacteria in cattle. The aim of this study was to investigate
enterotoxigenic Staphylococcus aureus biofilm-forming isolates from bovine mastitis in
dairy herds and to profile resistance against disinfectants. Ten farms linked to a
federally registered Milk Processing power plant were selected. Physical examination
of the mammary gland and milk of the animals was performed and then the California
Mastitis Test. Samples were collected from 960 animals for microbiological
examination after antisepsis of the roof ostium with 70 ° GL alcohol. In the laboratory,
aliquots of 10 pl of milk were seeded on 5% sheep blood agar and then plates
incubated at 37 ° C for 48 hours. Subsequently, 213 isolates Staphylococcus spp.
classified as strong and moderate biofilm producers were selected for characterization
regarding the phenotypic profile and presence of the femA gene for identification of S.
aureus. Of these, 152 isolates were confirmed, which were subjected to detection of
genes capable of producing biofiims (icaA, icaD and Bap), genes encoding
enterotoxins (SeA, SeB, SeC, SeD, SeE), and resistance related genes (Tet (k), Vana).
The action of disinfectants (chlorhexidine and lactic acid) used in the milking routine
on biofilm in formation and consolidated in 86 of these samples was tested. In 84.16%
(134/152) of the samples the BAP gene was found, in 78.29% (119/152) the IcaD gene
and in only 1.32% (2/152) the IcaA gene. Only enterotoxins Sec in 17.76% (27/152) of
the samples and See in 0.66% (1/152). TetK resistance genes were found in 48.68%
(74/152) of the samples. Satisfactory results were observed for the two disinfectants
tested on the biofilm in formation, in 94.2% (81/86) of chlorhexidine isolates and 100%
of lactic acid isolates. However, for the consolidated biofilm the action percentage was
much lower, the lactic acid showed low efficacy over the already formed biofilm, with
only 3.5% of reduction rate, while chlorhexidine was able to reduce 43% of the
consolidated biofilm. The effect of disinfectants on reducing biofilm adhesion was quite
significant. Research into more effective products that act on both free bacterial cells

and microorganisms in the form of biofilms is suggested.

Key words: Staphylococcus aureus, biofilms, disinfectants, resistance.
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1. INTRODUCAO

A mastite bovina, uma inflamacédo da glandula mamaria, € uma afeccao
multifatorial, que constitui um fator de grande impacto na producéao leiteira. Trata-se
de uma enfermidade que possui complexa relacdo entre o hospedeiro, ambiente e
agentes infecciosos, fatores determinantes para sua ocorréncia. Esse processo
inflamatério pode ser classificado, conforme a sua manifestacdo, como mastite clinica
e subclinica (MARTINS et al., 2010).

Embora, possa ser causada por indmeros patégenos, Staphylococcus aureus
destaca-se como um dos agentes etiologicos mais frequentes da mastite bovina, que
causa 0s maiores prejuizos econémicos a pecuaria leiteira brasileira (COSTA et al.,
2013).

Neste contexto, Staphylococcus aureus sao reconhecidamente a causa mais
frequente de infec¢cdes associadas a biofilmes, estruturas constituidas por células
aderentes a uma superficie, embebidas numa matriz de exopolissacarideo
(KASNOWSKI et al., 2010), que podem dificultar a eliminagdo de microrganismos
indesejaveis (SALIMENA, 2014).

Em condi¢cbes ambientais favoraveis os microrganismos se aderem, interagem
com diversas superficies e iniciam o crescimento celular, sendo entdo formado o
biofilme. Essa adesédo depende da fisiologia do microrganismo e seus fatores de
crescimento e da natureza do substrato. Esses podem ser caracterizados como
comunidades microbianas constituidas por células sésseis, mono ou multiespécies,
aderidas em superficies embebidas numa matriz de polimeros extracelulares
(Exopolissacarideos - EPS) (SALIMENA, 2014). O desenvolvimento do biofilme
comeca com a aderéncia inicial (reversivel e posteriormente irreversivel) a uma
superficie, com a ativagcdo de genes envolvidos na expressdo da proteina de
aderéncia, de superficie e de producdo de exopolissacarideo (EPS) (NGUEYEN et al.,
2012).

A habilidade de certas espécies de Staphylococcus spp. se aderirem a
superficie do epitélio da glandula mamaria estd associada a producao de biofilmes,
compostos de multicamadas de células embebidas em uma matriz (MELO et al.,
2012).

Outro perigo relacionado a presenca de um numero elevado de Staphylococcus

spp. no leite, ocorre devido a capacidade de producdo de enterotoxina por esses
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microrganismos, por se tratar de uma toxina resistente a altas temperaturas, oferece
perigo potencial para a saude publica (GUIDO et al., 2010). Segundo Bergdoll e Wong
(2006), o grupo mais comum de enterotoxinas, que sao responsaveis por 95% das
intoxicacOes estafilocécicas é formado por cinco sorotipos (SEA, SEB, SEC, SED e
SEE). Essas enterotoxinas sao sollveis em agua e altamente resistentes a atividade
das maiorias das enzimas proteoliticas, tais como tripsina e pepsina o que mantém
sua atividade bioldgica no tubo digestivo apos ingestdo (CRETENET et al., 2011).

O maior desafio para a cadeia de alimentos, é a resisténcia de biofilmes aos
diferentes agentes antimicrobianos. Varios fatores podem explicar essa resisténcia:
bactérias em biofilmes, particularmente aquelas presentes nas camadas mais
internas, apresentam reduzidas taxas metabdlicas e de crescimento; a matriz de
polimeros extracelulares age como um adsorvente, reduzindo a quantidade de
antimicrobiano disponivel para interagir com as células do biofilme; adicionalmente, a
matriz de substancias poliméricas extracelulares pode reduzir fisicamente a
penetracdo do agente antimicrobiano; e células em biofilme sao fisiologicamente
distintas de células planctbnicas e expressam fatores de protecdo especificos, tais
como bombas de efluxo e regulons (GILBERT et al., 2002).

Nesse contexto as mastites, ocasionam efeitos que sao amplamente
conhecidos, como a destruicdo do parénquima mamario, resultando em perda
funcional do tecido secretor, bem como reducdo da qualidade do leite e de seus
derivados. No caso da mastite subclinica, o grande problema séo os prejuizos pela
diminuicdo da producdo ao nivel de propriedade e do rendimento da producédo na
industria de laticinios (LANGONI et al., 2017). Segundo Conteras e Rodriguez (2011),
Staphylococcus aureus, o principal patégeno dessas mastites, possui prevaléncia
variando entre 81 a 94% dos casos desta enfermidade. Objetivou-se com esse estudo,
pesquisar Staphylococcus aureus enterotoxigénicos formadores de biofilmes isolados
de bovinos com mastite em rebanhos leiteiros e tragar o perfil de resisténcia frente a

desinfetantes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producéo leiteira

Por ser um dos produtos mais importantes da agropecuaria brasileira, o leite e
seus derivados desempenham um papel relevante no suprimento de alimentos e na
geracdo de emprego e renda para a populacdo (HEMME e OTTE, 2010).

A producao leiteira brasileira é baixa em comparacao a outras grandes nacdes
gue ocupam o0s primeiros lugares do ranking de producao, onde, por exemplo, 0s
Estados Unidos da América conseguem obter 7.953 litros de leite por vaca/ano,
enguanto que no Brasil a média alcancada é de 1.154 litros vaca/ano (JUNG, 2017).

Segundo as projecdes do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
a producdao nacional em 2017 apresentou um crescimento significativo comparado aos
dois anos anteriores. E a tendéncia é de um crescimento ainda maior nos proximos
anos, s6 no primeiro trimestre de 2018, a aquisi¢cao de leite foi de 6.002,369 litros.
Maior parte desse leite € oriundo da regido sudeste, responsavel por 40,52% da
producdo nacional. A regido nordeste ocupa o 4° lugar, com apenas 5,54% da
producdo, nesta regido o estado que mais produz é a Bahia, seguido do Ceara e
Pernambuco, o estado de Alagoas ocupa a 7° posi¢ao neste ranking (IBGE, 2018).

Aumentar a eficiéncia de producdo € um desafio constante na bovinocultura
leiteira, por ser uma atividade de investimento alto e pequena margem de lucro
(SANTOS et al., 2010).

A atividade leiteira passou por crescentes transformacdes, a presenca da
tecnologia elevou a competitividade do setor. Porém, pode-se considerar que tais
transformacdes de maneira efetiva, ocorreram somente apos forte impulso em termos
de produtividade, principalmente em funcdo da maior abertura de mercado e da
insercao de novas tecnologias na cadeia, ndo somente na producdo, mas também em
termos de armazenamento, comercializacdo e distribuicdo do produto ao consumidor
final (PACHECO et al., 2012).

Com esses impulsos, a producao de leite no Brasil passou a apresentar bons
indices econdmicos, no entanto, ainda persistem alguns entraves, principalmente
relacionados a qualidade do leite produzido (ACOSTA et al., 2016). O leite produzido
no pais possui condi¢cdes insatisfatorias, trata-se de um problema crénico, de dificil

solucdo, em que fatores de ordem social, econémica, cultural e até mesmo climatica
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estdo envolvidos, e que ndo tém merecido a devida atencdo no campo politico, apesar
do importante papel representado pelo leite na alimentacéo da populacéo (ZENI et al.
2013).

Para Acosta et al. (2016), a qualidade e quantidade do leite produzido no pais
é influenciada por diversos fatores, como aquisicdo, armazenamento, transporte e
fatores zootécnicos (manejo, alimentacéo e potencial genético dos rebanhos), além
dos fatores relacionados ao animal e a glandula mamaria.

Nesse sentido, um grande problema que interfere diretamente na qualidade
desse produto e vem comprometendo a sanidade do rebanho e como consequéncia
diminui o quantitativo de produtividade € a mastite. Essa enfermidade se comporta
como um desafio na atividade leiteira pelas grandes perdas que ocasiona. A reducéo
da producdo de leite ocorre devido a lesdo das células epiteliais secretoras da
glandula mamaéria afetada, e consequente diminui¢cao da producgéo e secrecédo do leite
no quarto como um todo. O aumento da permeabilidade vascular também provoca
diminuicdo da quantidade de leite produzido por passagem da agua para o
compartimento vascular (AIRES, 2010).

Segundo Lopes et al. (2013), existe uma grande pressao da sociedade para
melhorar a qualidade do leite de modo geral e sem antibiéticos. De tal forma, que pelo
grande poder de persuasao dos consumidores sobre a indlstria e sobre os derivados,
foi aprovado em 2018, a Instrucdo Normativa n°76 e n°77 (BRASIL, 2018) para
melhoria na qualidade do leite produzido no Brasil.

2.2 MASTITE BOVINA

As mastites continuam sendo um dos principais problemas sanitarios nos
animais destinados a producéo de leite. De multipla etiologia e de ocorréncia mundial,
sua prevaléncia esta relacionada com o0 manejo sanitario dos animais e da ordenha.
Especificamente na mastite bovina pode-se afirmar, que se trata de um entrave para
a pecuaria leiteira, repercutindo negativamente no que se refere a qualidade do leite,
além de prejuizos econdmicos e problemas de salde publica (LANGONI et al., 2017).

O impacto decorrente da mastite se deve ao grande prejuizo causado ao
produtor, uma vez que ha reducado da producdo de leite, assim como seu descarte, a

reducdo do valor comercial desses animais, abate precipitado, perdas na evolucéao
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genética do rebanho e gastos com medicamentos, servigos veterinarios e mao de obra
extra (GOMES e HENRIQUES, 2016).

Além disso, a doenca também causa prejuizos a industria de laticinios devido
a alteracdes na composicao fisico-quimica do leite, e ainda constitui ameaca a saude
dos consumidores devido a veiculacdo de patdgenos e suas toxinas, ou pela presenca
de residuos de antibioticos no leite (SANTOS e FONSECA, 2007).

Na mastite, o Ubere se torna inflamado, pois microrganismos invadem o canal
do teto e glandula maméria. Estes, se multiplicam, causam leséo no tecido secretor
de leite, produzem toxinas, e ocasionam trauma e irritacdo proveniente de agentes
guimicos. Isso causa um aumento no numero de leucécitos, ou células sométicas no
leite, reduzindo sua quantidade e afetando negativamente a qualidade do leite e dos
subprodutos (KULKARNI e KALIWAL, 2013).

A mastite, inflamacdo da glandula maméaria, pode ser classificada em duas
formas: clinica e subclinica. Na forma clinica, ocorrem alteragcdes macroscopicas do
leite, com flocos de pus e leite com aspecto mais aquoso, além dos sinais clinicos
tipicos de inflamacdo que podem ser observados. A mastite subclinica apresenta
prevaléncia elevada, sendo a responséavel pelas maiores perdas na industria leiteira
(ACOSTA et al., 2016).

Caracteriza-se por apresentar alteracbes na composicdo do leite, tais como
aumento no numero de células somaticas e na concentracdo dos teores de sadio,
além da diminuicdo nos teores de caseina, lactose e gordura (SA et al., 2018). As
perdas econOomicas sao mensuradas em torno de 5 a 25% da producgédo leiteira
(SANTOS e FONSECA, 2007).

De origem infecciosa em sua grande maioria, tanto as mastites subclinicas
como clinicas, podem ser classificadas como contagiosa e ambiental sendo no
primeiro caso causados por patégenos que sdo encontrados na pele e mucosas dos
animais e ambientais por aqueles patégenos que sdo encontrados principalmente no
ambiente onde os animais sdo mantidos, incluindo-se todas as instalacfes onde sdo
manejados (LANGONI, 2013).

Microrganismos contagiosos sado comumente encontrados no Ubere ou
superficie do teto de vacas infectadas e sao a principal fonte de infeccdo entre os
quartos ndo infectados e infectados do Ubere, geralmente durante a ordenha (SA et
al., 2018).
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Staphylococcus spp. constitui o principal género de bactérias causadoras de
mastite bovina nos rebanhos do Brasil e do mundo (GAO et al., 2012). Em algumas
regibes a adocdo de programas de controle rigido, incluindo descarte de vacas
repetidoras de mastite por este microrganismo propiciaram reducao significativa na
sua prevaléncia. Uma caracteristica importante e que influencia no tratamento das
mastites é gque este patdgeno coloniza o epitélio do teto, fixando-se nas células
epiteliais da glandula mamaria dificultando a acdo dos antimicrobianos. As glandulas
infectadas diminuem a producdao de leite pela destruicdo permanente do parénquima,
originando areas de fibrose e microabscessos que protegem o agente dos
mecanismos de defesa do Ubere, como a fagocitose pelos neutrofilos (RIBEIRO et al.,
2016).

As infecgBes intramamarias causadas por S. aureus apresentam implicaces
importantes em saudde publica, tendo em vista um consideravel numero de estirpes
possuem a capacidade de produzir exotoxinas (HAIT et al., 2014). Nesse contexto, a
capacidade de producao de toxinas por S. aureus no leite e produtos derivados esta
relacionado com surtos de intoxicacdo alimentar (ACOSTA et al., 2017). Esse
microrganismo é considerado o agente mais importante da mastite considerando-se a
sua alta contagiosidade (HOGEVEEN et al., 2011).

A indicacdo do tratamento de longa duracdo, ou terapia estendida, tem
melhorado a resposta ao tratamento em casos de mastite por S. aureus, no entanto,
com 30-50% de cura. Do ponto de vista do manejo dos animais, devido a alta
contagiosidade deste patdgeno, sua persisténcia no rebanho e custo em funcdo ao
tratamento, muitas vezes, o descarte do animal tem sido priorizado a fim de controlar
0s casos de mastite em propriedades. As medidas de controle sdo muito importantes
para contribuir com a reducdo de casos de mastite por este patdgeno (LANGONI et
al., 2017).

Ressalta-se, a importancia da mastite em relacdo a saude publica, devido ao
envolvimento de bactérias patogénicas que podem colocar em risco a saude humana
(COSER et al., 2012; RIBEIRO et al., 2014).

Para o diagndéstico da mastite clinica, realiza-se exame criterioso da glandula
mamaria e o teste da caneca de fundo negro ou prova de Tamis, onde sdo observadas
alteracdes macroscopicas nos primeiros jatos de leite (SA et al., 2018).

Na forma subclinica ndo ocorrem mudancas visiveis no aspecto do leite ou do

ubere, mas sim uma de infecgdo assintomatica, caracterizada principalmente por
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mudancas na composicdo do leite que podem ser detectadas, dentre outras
metodologias, pelo California Mastitis Test (CMT). A auséncia de sinais clinicos da
mastite subclinica relaciona-se diretamente com a alta prevaléncia dessa doenca nos
rebanhos leiteiros (SILVA, 2016).

Desta forma, a contagem de CCS constitui um importante recurso para o
monitoramento da qualidade do leite e da saude da glandula por indicar a ocorréncia
de mastite subclinica e de possiveis perdas econémicas (MENDES et al., 2010). O
exame bacteriolégico do leite é o procedimento para estabelecer se o Ubere esta
infectado.

O “Califérnia Mastite Test”, teste que também é utilizado para o diagnostico da
mastite subclinica, possui a vantagem pela sua praticidade e rapidez do resultado,
principalmente por ser um teste que pode ser realizado a campo. E baseado na
estimativa de células somaticas no leite. O reagente de CMT € um detergente com
indicador de pH, que ao ser misturado ao leite em partes iguais, dissolve as paredes
celulares e nucleares dos leucdcitos presentes, liberando o material nuclear. O
resultado do teste é avaliado em fungcdo do grau de gelatinizacéo ou viscosidade da
mistura do leite e reagente, sendo realizado em bandeja apropriada (AIRES, 2010).

E importante ressaltar que o CMT é um 6timo teste de triagem, mas é através
da contagem de células soméaticas que € possivel afirmar a condi¢cdo subclinica
(SADEK et al., 2017).

As descobertas iniciais revelam que a mastite pode ser controlada por
condi¢cdes higiénicas em rebanhos, como manter animais longe da 4gua estagnada,
uso de solucdo desinfetante no Ubere antes de ordenhar e descarte de animais
(KALIWAL e KURJOGI, 2011).

Para controlar a mastite dentro dos rebanhos é necesséario que se adote
medidas sanitarias rigorosas. As praticas do pré dipping e pés dipping, assim como, 0
isolamento microbiano dos animais considerados assintométicos, devem ser
consideradas como praticas rotineiras nas propriedades produtoras de leite
(ARTUSSON et al., 2016).

O papel do ordenhador é considerado fator crucial na propriedade leiteira, a
sua falta de conhecimento em relacdo a doenca, problemas com o saneamento
ambiental da area de criagdo e o manejo inadequado dos animais no periodo durante

a ordenha séo os principais fatores de risco identificados e estes devem ser corrigidos
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para reduzir os casos da doenca e otimizar a producao de leite no pais (ACOSTA et
al., 2016).

Além disso, outro fator importante é o tratamento dos animais acometidos, seja
durante a lactacdo ou no periodo de secagem, o sucesso dessas medidas depende
de alguns aspectos importantes, como escolha do medicamento adequado, da
distribuicdo dos ativos dentro da glandula mamaria, do estado fisioldgico do animal,
da precocidade com que a terapéutica de tratamento € estabelecida e de qual
microrganismo estd4 envolvido. Desta maneira, € muito importante identificar os
patdégenos envolvidos e usar os medicamentos que tenham melhor efeito, visto que
microrganismos de uma mesma espécie, dentro do mesmo rebanho, podem ter
sensibilidades distintas (COSTA et al., 2013).

Entende-se que o impacto das mastites na producéo de leite esta diretamente
relacionado ao grau de lesdo do tecido mamario, sendo maiores as alteragfes nos
componentes do leite e mais elevadas as contagens de células sométicas (CCS). A
reducdo na producdo de leite deve-se a lesdo de células epiteliais secretoras da
glandula mamaria infectada (LANGONI et al., 2017).

A multipla etiologia da mastite contribui para o elevado impacto sobre a
producéo leiteira, dentre 0os agentes responsaveis por esta enfermidade, destacam-
se bactérias do género Staphylococcus, que sdo 0s agentes etioldgicos mais

importantes nas mastites bovinas (BARDIAU et al., 2016).

2.3 Staphylococcus spp. e Staphylococcus aureus

Staphylococcus sdo bactérias gram-positivas, mesofilas com temperatura de
crescimento entre 7 e 47,8° C; pH ideal para seu desenvolvimento entre 7 a 7,5, mas
€ possivel a multiplicagdo em alimentos com pH variando entre 4,2 e 9,3; e valor
minimo de atividade de agua € 0,86 (SANTANA et al., 2010). As enterotoxinas sao
produzidas entre 10°C e 46°C, contudo, a temperatura 6tima para producdo de
enterotoxinas fica entre 40°C e 45°C (JAY, 2005).

Em especial, Staphylococcus aureus é reconhecido como importante causador
de quadros agudos e cronicos da mastite bovina. A cronicidade dessa doenca esta
ligada a varios fatores de viruléncia, entre os quais: formac¢do de biofilme,
sobrevivéncia intracelular, expressdo de capsula e grupo agr (acessory gene
regulator) (BARDIAU et al., 2016).
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Em Staphylococcus aureus os fatores de viruléncia ndo s8o expressos
constantemente. E vantajoso para a bactéria coordenar quando esses fatores seréo
produzidos. A expressao da maioria dos genes de viruléncia de S. aureus é controlada
pelo sistema de regulag&o global composto por dois operons divergentes, denominado
agr. A expressao do sistema agr contribui com a patogénese estafilocdcica em
diferentes momentos da infeccdo (MARTINS et al., 2013).

Staphylococcus aureus, o principal patégeno das mastites, geralmente é
encontrado no interior da glandula mamaria, canal do teto ou na sua pele,
principalmente quando lesada. A sua prevaléncia varia de 81 a 94% (CONTERAS e
RODRIGUEZ, 2011).

A prevaléncia de Staphylococcus aureus, como grande causador da mastite
bovina, pode estar relacionada aos mecanismos de resisténcia, presenca do biofilme,
menor susceptibilidade aos antibiéticos, ao pequeno numero de cura durante a
lactacao e a presenca desses microrganismos no ambiente, nos animais e no homem,
considerando que esses patdégenos ndo sao classificados como ambientais
(OLIVEIRA e MEDEIROS, 2015).

As mastites causadas pelo S. aureus sdo caracterizadas por apresentarem
baixa resposta ao tratamento e alta recidiva, quando comparado a outros
microrganismos, e este fenbmeno pode estar associado a habilidade de produzir
biofilme (SZWEDA et al., 2014).

A taxa de cura da mastite causada por Staphylococcus aureus com
antibioticoterapia durante a lactacdo € muito baixa. Muitos animais infectados que
tornam-se crénico, sdo encaminhados ao abate (KULKARNI e KALIWAL, 2013).

O monitoramento da resisténcia em S. aureus € importante, pois 0 uso incorreto
e indiscriminado de antimicrobianos € um dos principais fatores que influenciam no
incremento das taxas de resisténcia (COSTA et al., 2013).

A ocorréncia natural desse patégeno em glandulas mamarias de vacas, como
agente etiolégico de mastites, também contribui para sua ocorréncia no leite e
derivados. Desse modo, além de causador da mastite, esses microrganismos em
nameros elevados representam risco potencial para saide do homem, uma vez que
produzem enterotoxinas termoestaveis que podem causar intoxicacdo alimentar
(OLIVEIRA et al., 2011).

Além da producéo de enterotoxinas, uma caracteristica importante de S. aureus

€ a sua capacidade de formar biofilmes, tanto em superficies biolégicas, quanto
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inertes. Em muitos casos clinicos a resposta imune do hospedeiro contra infeccbes
persistentes € ineficaz, podendo levar a um quadro de doenca cronica (ARCHER et
al., 2011). O biofilme confere protecdo contra as defesas do sistema imune do
hospedeiro, assim como da a¢éo dos antibiéticos (BOZIC et al., 2014).

A capacidade de S. aureus em formarem biofilmes “in vivo” é considerada o
maior fator de viruléncia na patogenia da mastite (MELO, 2008). A formacdo de
biofilmes é considerada uma vantagem que esses agentes isolados de mastite bovina
possuem, facilitando a permanéncia dos mesmos no Ubere. Isto requer a adesdo das
bactérias no epitélio mamario com proliferagdo e formagdo de multicamadas de
células envolvidas por uma matriz polimérica conhecida como exopolissacarideo
(MELO et al., 2012).

2.4 ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS

Entre os varios fatores de viruléncia intrinsecos aos Staphylococcus aureus
relacionados com a mastite, destaca-se a capacidade de produzir toxinas (RALL et
al., 2014).

A produgao de toxinas, constitui um dos grandes problemas causados por S.
aureus que contribuem para a patogénese da infec¢cao intramaméaria. Desse modo,
esse microrganismo representa também um risco para a saude publica, devido ao fato
gue o leite mesmo pasteurizado, pode apresentar contaminagdo por enterotoxinas
termoestaveis, causando disturbios alimentares no consumidor (SAEKI et al., 2011).

A multiplicac&o dos microrganismos e a producao de toxinas danificam o tecido
secretor glandular, causando traumatismo e irritacdo quimica (KULKARNI e
KALIWAL, 2013).

Neste sentido, uma vez produzida por S. aureus, essas toxinas podem ser
veiculadas pelo leite desses animais acometidos, e neste contexo Staphylococcus
aureus destaca-se entre as espeécies do grupo coagulase positiva, por ser mais
prevalente em surtos de intoxicacdo alimentar estafilocécica (GANDRA et al., 2016).

As temperaturas minimas e maximas de crescimento e producdo de toxinas
assumem condi¢cBes 6timas diferentes de acordo com 0s outros parametros, como
concentracdo de sais, atividade de agua e pH. Uma caracteristica importante das
enterotoxinas € sua termoestabilidade (100°C/30 minutos), que Ihes confere

resisténcia a tratamentos térmicos, como a pasteurizagdo. Em alimentos, a
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patogenicidade de estafilococos € relacionada principalmente a producédo de
enterotoxinas, causadoras de intoxicacao (JAY, 2005).

A producdo de enterotoxinas também sera influenciada pelo tamanho do
indculo, fonte de carbono e nitrogénio, e condi¢cdes atmosféricas do substrato. Em
otimas condic¢des, a enterotoxina torna-se detectavel entre 4 a 6 horas (FRANCO e
LANDGRAF, 2005).

Um consideravel numero de estirpes da S. aureus tem a capacidade de
produzir enterotoxinas estafilococicas (HAIT et al., 2014), sendo um dos agentes mais
comuns responsaveis por surtos de intoxicagdo alimentar, por serem normalmente
transmitidos aos alimentos (PRADO et al., 2015). A intoxicacdo € decorrente da
ingestao de enterotoxinas pré formadas no alimento contaminado pela bactéria, a qual
pode continuar viavel ou ndo (TEIXEIRA et al., 2008).

Atualmente, 23 enterotoxinas foram identificadas, incluindo Sea, Seb, Sec, Sed
e See (WU et al., 2016). Sua nomeacao ocorre de acordo com as letras do alfabeto e
com a ordem cronolégica de sua descoberta (DINGES et al., 2000). Sea € mais
frequentemente envolvida na intoxicagéo alimentar causada por estafilococos (WU et
al., 2016). Segundo Rall et al. (2014), o gene para producao de enterotoxina Sea foi 0
mais prevalente em amostras de leite de vacas com mastite subclinica e sadias no
Brasil, sendo detectado em 52,5% nos animais com mastite subclinica.

Para Zoli et al. (2002), as enterotoxinas Sea e See possuem grande
importancia, pois a maioria das intoxicagdes sao produzidas principalmente pela
ingestdo dessas duas enterotoxinas, sendo necessério também uma quantidade
menor de microrganismos para a sua produc¢éo, quando comparadas aos outros tipos
de enterotoxinas.

A prevaléncia em relacdo aos surtos envolvidos por intoxicacéo pela ingestao
de toxina estafilocdcica variam nos diversos paises e em diferentes regifes de um
mesmo pais, devido as diferengas nos habitos alimentares (PRADO et al., 2015).

A presenca de S. aureus enterotoxigénicos no leite cru significa um risco
potencial para os consumidores, e sua identificacdo pelos métodos moleculares deve
ser realizada como parte da analise de fatores de risco presentes no leite e derivados
(WHO, 2007).

Acosta et al., (2017) encontraram enterotoxinas Sea (33,3%) e Sed (7,4%) em
27 isolados de S aureus isolados do leite de tanques comunitarios em Alagoas. Nesse

estudo néo foi identificado o gene Seb.
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Além da producao de enterotoxinas, uma caracteristica importante de S. aureus
€ a sua capacidade de formar biofilmes, tanto em superficies biolégicas quanto
inertes. Em muitos casos clinicos, a resposta imune do hospedeiro contra infec¢des
persistentes é ineficaz, podendo levar a um quadro de doenca crénica (ARCHER et
al., 2011).

2.5 BIOFILMES

O biofilme é uma matriz constituida por microrganismos, substancias
poliméricas extracelulares (proteinas, lipideos e acidos nucleicos), particulas retidas
e substéncias dissolvidas e absorvidas. A funcionalidade do biofilme, assim como
suas caracteristicas morfologicas e estruturais sdo dependentes da matriz polimérica,
gue também determina as caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas (CHAGAS et
al., 2015).

Estas estruturas, sdo constituidas de células livres (planctonicas) que se
aderem a uma superficie, proliferam e se acumulam em camadas (células sésseis).
As primeiras colbnias facilitam a chegada de outras células, favorecendo locais de
adesdo mais numerosos e iniciando o processo de construcdo da matriz que contém
o biofilme (DONLAN e COSTERTON, 2002).

O biofilme segue uma sequéncia bem organizada de formacéao (Figura 1), que
nao difere muito entre as espécies bacterianas, sendo constituido por trés fases:
aderéncia ou fixacdo, acumulagdo/maturacao, e separacao/dispersdo. Durante a fase
de ligacdo, as células planctdnicas aderem as superficies bidticas ou abidticas e
proliferam em agregados adesivos chamados de micro colonias, também conhecidas
como torres ou estruturas semelhantes a cogumelos. A medida que essas micro
colénias se desenvolvem, as células bacterianas produzem uma matriz extracelular
que serve como um suporte essencial para estabelecer a arquitetura tridimensional.
Ao atingir uma densidade celular especifica, é desencadeado um mecanismo de
degradacdo da matriz, o qual libera células para dispersar e reiniciar 0
desenvolvimento do biofilme em locais diferentes (MOORMEIER e BAYLER, 2017).

A dindmica das formacgdes dos biofilmes e da saida dos microrganismos para
a formagao de novos biofilmes pode explicar a natureza de infec¢gdes pelo mesmo, e
a necessidade de extensdo da terapia a fim que quebrar o ciclo de formacédo dos
biofilmes (MELCHIOR et al., 2005).
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Figura 1: Etapas da formagao de biofilme microbiano.

A adesédo e a formacdo do biofilme sdo dependentes de caracteristicas do
microrganismo, como expressdo de fatores de viruléncia e producdo da capsula
exopolimérica. A superficie aderente e outros fatores como pH, temperatura, tempo
de agitacdo, dentre outros, também influenciam na formagdo destas estruturas
(CAIXETA et al., 2012).

Biofilmes podem ser compostos por comunidades homogéneas, derivadas de
uma Unica espécie ou por comunidades heterogéneas, formadas por comunidades de
varias espécies bacterianas ou até mesmo por fungos, leveduras, algas e outros
organismos unicelulares. O primeiro caso € raro e incomum na natureza. Biofilmes
heterogéneos sdo os mais comumente encontrados (SAUER; RICKARD e DAVIES,
2007).

Em ambientes naturais, as células microbianas necessitam adaptar-se as
alteracbes no meio vizinho enquanto que as células dentro dos biofilmes néo
necessitam desta adaptacéo, pois as matrizes dos biofilmes proporcionam a troca de

nutrientes orgéanicos. Muitos polimeros das matrizes séo de natureza anidnica, assim
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podem se ligar aos cations e proporcionar a reserva destes nutrientes, o que faz com
gue as matrizes funcionem como reserva de energia e carbono (MARQUES, 2005).

A habilidade de certas espécies de Staphylococcus spp. se aderirem a
superficie do epitélio da glandula maméria estd associada a producéo de biofilmes,
compostos de multicamadas de células embebidas em uma matriz (MELO et al.,
2012). Ao formarem uma comunidade de microrganismos, as bactérias que vivem nos
biofilmes passam a viver em grande proximidade com outras bactérias da mesma
estirpe ou de espécies diferentes. Devido a proximidade das células microbianas nas
matrizes dos biofilmes, a competividade por nutrientes disponiveis é muito grande, por
iSs0, 0s agentes microbianos que entram nas matrizes acabam destruindo as células
vizinhas (MARQUES, 2005).

Muitas bactérias inseridas no biofilme, desenvolveram mecanismos
rudimentares de comunicagao bacteriana, cujo fenédmeno € conhecido por “quorum
sensing” (NADELL et al., 2008). Esse mecanismo € um dos principais responsaveis
pela manutencao das atividades de um biofilme (YU et al., 2012).

Inicialmente o “quorum sensing” foi descrito em bactérias Gram negativas, e
logo depois descobriu-se que biofilmes compostos por bactérias Gram positivas, como
Staphylococcus aureus, também possuem esta capacidade (ANTUNES et al., 2010).
Uma das vantagens descritas do mecanismo de “quorum sensing” € a rapida
adaptacdo a alteragcdes ambientais (OTTO, 2004). Outra vantagem evolutiva foi
descrita como a de possibilitar as populacdes de bactérias presentes no biofiime
distinguirem “self de non-self”, isto é “sentirem” a densidade populacional de bactérias
da mesma espécie/estirpe dentro de um biofilme que muitas vezes € composto por
mais de um tipo de microrganismo (NOVICK e GEISINGER, 2008).

Esta capacidade de deteccdo da densidade ou quantidade de bactérias da
mesma estirpe, através da concentracéo de produtos metabdlicos segregados permite
aos microrganismos gerir o seu metabolismo de forma a utilizar os recursos
disponiveis mais eficientemente e também responder mais eficientemente a desafios,
como por exemplo a agentes antimicrobianos (JAYARAMA e WOOD, 2008).

A producao de biofilme é regulada por um conjunto de genes que ficam
localizados no locus ica, 0s quais sdo responsaveis pela adesao intercelular. No
operon icaABCD, os genes icaA e icaD tém maior relevancia em S. aureus
(DHANAWADE et al., 2010).
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O gene icaA é responsavel por codificar a N-acetilglucosaminiltransferase,
enzima que participa da producéo de oligbmeros de N-acetilglucosamina da UDP-N-
acetilglucosamina. Enquanto, IcaD desempenha um papel critico na expresséo
méxima de N-acetilglucosaminiltransferase, levando a producdo do polissacarideo
capsular. Também existe uma outra proteina que é conhecida como Bap, a qual esta
envolvida na formacao do biofilme por S. aureus. Esta proteina, codificada pelo gene
Bap, esta implicada na formacéo de biofilme através da fixacdo primaria e adeséo a
superficies. Isolados que apresentem o gene bap sdo capazes de produzir forte
biofilme mesmo na auséncia do operon icaABCD (SALIMENA et al., 2016).

Foi constatado por Salimena et al. (2014) que S. aureus possuem a capacidade
de adeséo a superficie de polipropileno a partir de 48 horas de contato, e a adeséo
aumenta em pequena propor¢ao com até 240 horas.

Para se alcancar a inibicdo da formacédo de biofilmes, duas grandes
classificacdes podem ser feitas: através da inibicdo do crescimento bacteriano, pelo
uso de compostos bactericidas ou bacteriostaticos ou, através do bloqueio da adeséo
bacteriana e, consequentemente, da formacéo de biofilme por uma via que néo
envolve a morte bacteriana - caracteristica marcante de um novo conceito de terapia:
as terapias antiviruléncia. As terapias antiviruléncia exploram novos mecanismos de
acdo de compostos, visando dificultar o rapido desenvolvimento de resisténcia
bacteriana (TRETIN et al., 2013).

Para Melo et al. (2012) a habilidade dos S. aureus se aderirem a superficies
esta associada a produgao de uma camada espessa de polissacarideos, o “slime”,
gue auxilia na aderéncia e colonizacdo dos microrganismos e com isto formam-se os
biofilmes, composto de multicamadas de células embebidas em uma matriz. A
formacao de biofilmes nas superficies de plantas de processamento de alimentos por
bactérias patogénicas € uma fonte de risco de contaminacdo cruzada, pois as
bactérias aderentes ao biofilme podem contaminar os alimentos durante a producao
deste ao passarem sobre estas superficies (SOUZA et al., 2014).

A andlise da producao de biofilme pela aderéncia em placa, cora a matriz de
exopolissacarideo produzida pelos Staphylococcus spp. sendo entdo possivel
verificar se as estirpes sao boas formadoras de biofilme ou ndo (MELO et al., 2012).
Segundo Stepanovic et al. (2000), esse método é utilizado com maior frequéncia para
guantificar a formacédo de biofilmes produzidos por Staphylococcus spp., além de

funcionar como indicador de patogenicidade dos microrganismos.



24

A capacidade de producado de biofilme esta presente na maioria das espécies
de Staphylococcus spp. Esse mecanismo permite a sobrevivéncia da bactéria no
ambiente por longos periodos, além de impedir a acdo de antibioticos e desinfetantes
(TREMBLAY et al., 2013).

Causas descritas como responsaveis pela resisténcia sdo: a penetracdo
limitada do agente antibiético pela matriz do biofiime (MAH e O’'TOOLE, 2001), a
alteracdo da taxa de crescimento dos microrganismos que compdem o biofilme
(LEWIS, 2001) assim como outras alterag@es fisioldgicas, incluindo a expressao de
possiveis genes de resisténcia (DONLAN e COSTERTON, 2002).

2.6 DESINFETANTES UTILIZADOS NO PRE E POS DIPPING

A utilizacdo do pré-dipping e pos-dipping constitui uma pratica sanitaria
indispensavel para se obter éxito no controle da mastite, € uma atividade que deve
ser praticada diariamente nas propriedades produtoras de leite (ARTUSSON et al.,
2016). Segundo Acosta et al. (2016), a nao desinfec¢cédo dos tetos antes e apos a
ordenha constitui importante fator de risco associado a ocorréncia da mastite em
rebanhos bovinos.

Se trata de um processo de antissepsia dos tetos, amplamente recomendado
no controle da mastite, por reduzir o nimero de bactérias na pele do teto e curar lesdes
de teto pré-existentes (SANTOS et al., 2016). Com a adoc¢édo desta pratica, estima-se
uma reducao de até 85% dos casos de mastite subclinica no rebanho (SILVA et al.,
2015). Para patdgenos contagiosos como S. aureus, essa antissepsia apos a ordenha
permanece como uma pratica simples, efetiva e economicamente viavel na prevencao
de novas infec¢bes intramamarias (SANTOS et al., 2016).

E importante salientar que no momento da ordenha, os tetos estejam limpos e
gue o pré dipping tenha sido realizado, a fim de evitar contaminacfes por S. aureus,
uma vez que, essa bactéria pode ser encontrada em vacas com precaria higiene do
Ubere (AZEVEDO et al., 2016).

Nos dois processos necessita-se de conhecimento por parte do responsavel
pela ordenha para que de fato seja reduzida a carga microbiana no pré dipping e para
gue se evite a contaminacgdo do Uubere no pos dipping (ACOSTA et al., 2016).

O processo de sanitizacdo visa a destruicdo de microrganismos a niveis

toleraveis, eliminando células vegetativas. De forma que, o produto a ser utilizado
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deve ter sua atividade antimicrobiana comprovada na pele do teto, além de néo ter
sua atividade germicida afetada pela presenca de matéria organica como leite, fezes
ou urina (CAIXETA et al., 2012).

Clorexidine ha algum tempo esta entre os principios ativos mais utilizados na
desinfeccdo dos tetos no pré e pés dipping (MEDEIROS et al., 2009). Possui grande
vantagem por possuir amplo espectro de acdo e ndo ser inativado por pequenas
guantidades de matéria organica (SANTOS e FONSECA, 2007). Possui uma menor
reducdo de sua atividade germicida por material organico do que alguns outros
antissépticos comuns, como o cloro (SPINOSA et al.,, 2011). Para Coutinho et al.
(2012), este desinfetante pode ser utilizado como uma das primeiras opcdes no pré e
pés-dipping.

O clorexidine atua em bactérias aerGbias e anaerbbias, sejam elas Gram
positivas ou negativas, e possui acdo bactericida ou bacteriostatica dependendo da
concentracao utilizada. Rotineiramente, solu¢cdes mais concentradas sao bactericidas,
onde ocorre o rompimento da membrana citoplasmatica da bactéria, jA& em
concentracdes baixas, possui efeito bacteriostatico a qual impede a sintese de ATP
da bactéria (MICHELOTTO et al., 2008). Cruz et al. (2012) afirmam que solucdes
utilizadas com concentracdo de 5% sdo severamente citotoxica.

O &cido latico também esta entre 0s principios ativos que compde as principais
formulacdes utilizadas como desinfetantes de tetos no manejo de ordenha.
Clorexidine e acido latico estéo inseridos na lista de desinfetantes mais comumente
utilizados no pré dipping (SANTOS et al., 2018). Essas substancias sao utilizadas com
mais frequéncia gracas a sensibilidade ocasionada aos microrganismos causadores
de mastite (MEDEIROS et al., 2009; COUTINHO et al., 2012).

Em alguns estudos foram observados resultados satisfatérios da acdo de
clorexidine contra S. aureus isolados de casos de mastite (MEDEIROS et al., 2009;
RAMALHO et al., 2012). Enquanto, o &cido latico desempenhou maior atividade
desinfetante frente aos Staphylococcus coagulase positiva, e sua acao foi ainda
melhor quanto maior foi o tempo de exposicdo (MEDEIROS et al., 2009).

O uso apropriado de agentes desinfetantes tem como objetivo reduzir
suficientemente a populacdo de microrganismos patogénicos e evitar a potencial
disseminacdo de agentes infecciosos (RAMALHO et al., 2012). Existe certa
dificuldade para se obter o produto ideal, portanto para escolha do mais apropriado,

devem-se considerar o amplo espectro de a¢ao, atoxicidade, acéao irritante aos tecidos
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de seres humanos e de animais, concentracdo, propriedades fisico quimicas e custo
(PEDRINI e MARGATHO 2003; MARGATHO et al., 2014).

Devido a diversidade dos agentes infecciosos envolvidos nos casos de mastite,
deve-se enfatizar a importancia da utilizacdo de produtos que em uma unica
concentracdo possa atuar no pré e poés dipping, mantendo suas propriedades
desinfetantes, sem causar danos a saude do animal ou a qualidade do produto
(COUTINHO et al., 2012). Entretanto, muita cautela deve ser adotada, pois a escolha
inadequada de baixas concentragBes antissépticas ou insuficientes pode levar a
selecdo natural de isolados bacterianos resistentes na populacdo microbiana
(AZIZOGLU et al., 2013)

S. aureus na forma de biofilme se torna mais resistente aos sanificantes
(MARQUES et al.,, 2007). Sabendo-se que o processo de infeccdo da glandula
mamaria causada por estirpes desta espécie ocorre via ascendente pelo canal do teto,
e tendo em vista, a capacidade dos mesmos se aderirem e formarem biofilmes
permanecendo nos alvéolos, evidencia-se a importancia da realizacdo de antissepsia
dos tetos, por meio da utilizacédo do pré e pos-dipping na profilaxia da mastite (MELO
et al., 2012).

Peixoto et al. (2015) salientam a importancia de avaliar produtos utilizados no
p6s-dipping quanto a sua capacidade de impedir a adesao de células bacterianas,
bem como, sua acado sobre biofilme consolidado. Isso porque, células em biofilmes
sdo muito mais resistentes a desinfeccdo quando comparadas as células
planctonicas, desta forma, muitos métodos convencionais de desinfeccdo séo
ineficientes contra biofilmes, sendo necessério, por vezes, doses elevadas (CLONTS,
2008).

Essa resisténcia esta associada tanto a baixa penetracdo dos compostos
antimicrobianos no biofilme, como pelo estado fenotipicamente protegido, induzindo
nas bactérias que o compde (ALTIERI et al., 2013). A estabilidade de um biofilme se
deve a presenca de proteinas e carboidratos, que quando depositados, dificultam de
forma elevada a acdo de compostos sanificantes e antimicrobianos (WANG et al.,
2013).

Para remover organismos do biofilme, as solu¢gbes de sanitizacdo devem
penetrar na matriz de exopolimeros e acessar as células microbianas, assim causa a

inativacéo e remocao do biofilme (SOUZA et al., 2014).
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2.7 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

A mastite é considerada uma das principais causas para o uso de antibioticos
em bovinos leiteiros (KALIWAL et al., 2011). O que implica em um aspecto de vital
importancia no controle desta enfermidade, a resisténcia dos patdgenos aos
antimicrobianos, e isso decorre ndo s6 pela dificuldade no éxito do tratamento da
doenca, como também pelo alto risco que representa para a saude publica (ACOSTA
et al., 2016).

A eficacia do tratamento esta relacionada com o patégeno envolvido, e
associada ao grau de lesdo do parénquima mamario. Nos casos de Staphylococcus
aureus a resposta € sempre inferior, ao se comparar com outros microrganismos
patégenos contagiosos. Nos casos de patégenos ambientais, a resposta é melhor,
havendo inclusive maiores taxas de cura espontanea, nao ocorrendo praticamente
nos casos de S. aureus (OLIVER et al., 2004).

O uso de antimicrobianos requer cuidados, considerando-se 0s aspectos de
residuos no leite e do desenvolvimento de resisténcia. Desta forma, ao se iniciar o
tratamento é interessante avaliar cada caso e minimamente optar por antimicrobianos
de amplo espectro e de preferéncia de acordo com o histérico da propriedade e do
perfil de sensibilidade dos patégenos isolados dos casos de mastites anteriores
(LANGONI et al., 2017).

A resisténcia bacteriana é uma das maiores dificuldades para producao, e os
mecanismos de resisténcia aos antibioticos tem sido descrito para muitos produtos
gue sao usados na rotina da clinica veterinaria (CARMO et al., 2013).

A resisténcia aos antibibticos esta relacionada ao uso indiscriminado para o
tratamento e prevencdo da mastite em rebanhos bovinos (ASLANTAS e DEMIR,
2016). Staphylococcus aureus € um dos principais agentes das mastites do rebanho
leiteiro em varios paises do mundo. O aparecimento de cepas multirresistentes a
antibioticos tem dificultado o tratamento dessas infec¢cdes (ZANETTE et al., 2010).

Além disso, a presenca desses microrganismos em biofilmes demonstram
elevada resisténcia a antimicrobianos, o que pode comprometer ainda mais o
tratamento e controle (MATHUR et al., 2005).

A capacidade de S. aureus formar biofilme é considerada um importante
determinante de viruléncia, que contribui para sua patogénese na mastite, protegendo

a bactéria das defesas do organismo e acéo de antibiéticos (GOETZ et al., 2017).
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A alta resisténcia das bactérias aos antimicrobianos é um tema de especial
interesse na saude publica, pois os animais infectados constituem fontes de
patogenos para quem trabalha diretamente no manejo desses animais e para 0s
consumidores do leite ou derivados indevidamente processados (ACOSTA et al.,
2016).

A resisténcia de Staphylococcus spp. deve sempre ser monitorada,
principalmente levando-se em consideracdo que o0 uso indiscriminado de
antimicrobianos contribui para a selecdo de cepas resistentes, dificultando o
tratamento dos distlrbios animais. Tal conduta minimiza falhas terapéuticas e os
riscos de desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos, problemas bastante
discutidos nos campos da saude humana e animal (COSTA et al., 2013).

Atualmente, a vancomicina € um dos antibiéticos de primeira escolha para o
tratamento de infec¢des por S. aureus, sendo considerada o padréo para terapia de
doencas invasivas (BOTELHO, 2017), e infeccdes mais graves causadas por S.
aureus multirresistentes (WEIGEL et al., 2003).

Zanette et al. (2010), encontraram percentuais satisfatorios de eficacia da
vancomicina frente a Staphylococcus aureus isolados do leite de vacas com mastite.

A utilizacdo da vancomicina como tratamento terapéutico surgiu como
consequéncia do aumento das taxas de resisténcia de Staphylococcus aureus a
oxacilina, antibiético que era comumente utilizado para tratamento de infeccbes
ocasionadas por esse patdogeno ha décadas. Desse modo, a prescricdo de
vancomicina tornou-se cada vez mais frequente, muitas vezes de forma
indiscriminada (MIMICA e BEREZIN, 2006).

A vancomicina pertence a classe dos glicopeptideos e atua inibindo a sintese
da parede celular (LUNA et al., 2010). A acdo dessa classe de antimicrobianos se da
pela ligagdo a D-alanil-Dalanina da molécula de peptideoglicano, o que impede a
formacdo de novas unidades dessa substancia. A vancomicina € conhecida desde
1956, no entanto, sua utilizacdo foi substituida pela meticilina, devido a maior
eficiéncia (BOTELHO, 2017).

Em 1996, S. aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina (VISA) foram
identificados pela primeira vez em uma amostra de um paciente no Japao que usou
vancomicina varias vezes e durante um tempo prolongado (HIRAMATSU et al., 1997).

Em junho de 2002 o primeiro S. aureus com resisténcia plena a vancomicina

(VRSA: vancomycin-resistant Staphylococcus aureus) foi identificado em Michigan-
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EUA (CHANG et al, 2003). Foi o primeiro caso conhecido de S. aureus resistente a
vancomicina que possuia 0 gene vanA. Esta cepa foi obtida de material colhido do
orificio de saida de um cateter e de uma ulcera no pé, de um paciente em dialise
(MIMICA e BEREZIN, 2006).

Acredita-se que o mecanismo de resisténcia do S. aureus contra a vancomicina
esteja relacionado com o envolvimento do gene VanA, que determina a resisténcia a
essa droga em Enterococcus, que, provavelmente, € capaz de transmitir essa
resisténcia, por meio de plasmideos, para S. aureus, uma vez que esse fenébmeno foi
observado em laboratério (TIWARI e SEN, 2006)

Para Weigel et al. (2003) um plasmideo contendo o transposon do gene vanA,
Tn1546, de um Enterococcus faecalis resistente a vancomicina foi transferido para um
S. aureus resistente a oxaxilina, que ja possuia um plasmideo codificando resisténcia
a gentamicina e producao de beta-lactamase. O transposon foi incluido no plasmideo
estafilococico e o restante do plasmideo enterocdcico foi perdido.

Este novo plasmideo manteve a capacidade de ser transmitido para outros
estafilococos e de expressar de forma plena a resisténcia a vancomicina (SEVERIN
et al., 2004).

Além das preocupacdes sobre o desenvolvimento de resisténcia, a eficicia da
vancomicina também pode ser limitada pela baixa penetracdo nos tecidos, pelo lento
efeito bactericida e pela toxicidade (KOLLEF, 2007). Portanto, o uso adequado da
vancomicina deve incluir a dosagem de seus niveis séricos de assegurar sua atividade
adequada e evitar a toxicidade, bem como testes de sensibilidade aos antimicrobianos
para prevenir o desenvolvimento de resisténcia (RYBAK et al., 2009).

Outro antimicrobiano rotineiramente utilizado no tratamento da mastite bovina
€ a tetraciclina (COSTA et al.,, 2013). Esse farmaco possui um excelente indice
terapéutico e baixo custo. Entretanto, o uso excessivo e por longo tempo das
tetraciclinas manteve uma continua pressao seletiva, o que proporcionou o surgimento
da resisténcia em bactérias previamente suscetiveis. Como resultado, o uso de
tetraciclinas diminuiu significativamente (THAKER et al., 2010).

Descoberta h4 60 anos como a primeira classe de antibioticos de amplo
espectro, as tetraciclinas foram rapidamente utilizadas na medicina humana, na
veterinaria e na agricultura, especialmente por possuirem poucos efeitos colaterais
(THAKER et al., 2010).
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A tetraciclina € um antimicrobiano de amplo espectro, com acao bacteriostatica
e usado para uma grande variedade de bactérias Gram positivas e negativas. A
tetraciclina se difunde no interior da célula hospedeira e se liga a subunidade 30S do
ribossomo, esta ligagédo impede a sintese proteica (PEREIRA-MAIA et al., 2010).

O gene tetK é frequentemente encontrado em S. aureus (TRZCINSKI et al,
2000). Este gene confere resisténcia por meio de proteinas de efluxo que impedem a
acumulacéao de tetraciclina dentro das células.

Os genes tet sdo frequentemente carreados por plasmidios conjugativos, 0s
guais permitem a mobilidade através da transferéncia genética, inseridos em
transposons (AUERBACH et al., 2007), mas existem relatos da presenca de genes tet
no cromossomo bacteriano (ZHANG et al., 2009).

Tetraciclinas inibem a sintese de proteinas ndo permitindo a associacao do
aminoacil-tRNA com o ribossomo bacteriano. Desse modo, para interagir com seus
alvos essas moléculas precisam atravessar uma ou mais membranas dependendo se
0 microrganismo é Gram positivo ou negativo (THAKER et al., 2010).

A resisténcia a tetraciclina se da pela aquisicdo de mais de um gene, ha 38
genes conhecidos que conferem esta resisténcia, e todos utilizam uma das trés
estratégias: proteinas de efluxo, proteinas de protecdo ribossomal ou inativacao
enzimatica da tetraciclina (ULLAH et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Objetivou-se com este estudo pesquisar Staphylococcus aureus

enterotoxigénicos formadores de biofilmes isolados de bovinos com mastite em

rebanhos leiteiros e tracar o perfil de resisténcia frente a desinfetantes

3.2 Especificos

Isolar e identificar Staphylococcus aureus causadores de mastite
bovina;

Avaliar in vitro a capacidade de Staphylococcus aureus de formar
biofilmes;

Identificar genes formadores de biofilmes;

Identificar genes produtores de enterotoxinas;

Identificar genes de resisténcia microbiana,

Avaliar in vitro o perfil de resisténcia de Staphylococcus aureus a

sanitizantes.
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Deteccéo de genes formadores de biofilmes, codificadores de enterotoxinas e
de resisténcia antimicrobiana em Staphylococcus aureus isolados de bovinos

com mastite

SOARES, K.D.A.; VIANA, C.; CAMPOS, M.E.M; SOARES, C.E.A.; LIMA, A.dos A.;
SILVA, T. M. S. S; LOPES, C.R.de A.; MELO, N.S.da S.; MEDEIROS, E. S. de;
NERO, L. A.

RESUMO

Objetivou-se com esse estudo detectar genes formadores de biofilmes,
codificadores de enterotoxinas e de resisténcia antimicrobiana em Staphylococcus
aureus isolados de bovinos com mastite. Foram selecionadas 10 fazendas vinculadas
a uma Industria de beneficiamento de leite sob registro federal. As amostras de leite
960 animais foram submetidas ao exame microbiologico. Staphylococcus spp. foram
selecionados e caracterizados quanto ao perfil bioquimico e presenca do gene femA
para identificacdo de S. aureus. Estes, foram submetidos a avaliagdo fenotipica de
producao de biofilme, assim como a deteccao de genes capazes de produzir biofilmes
(icaA, icaD e Bap), genes que codificam as enterotoxinas (SeA, SeB, SeC, SeD, SeE),
e genes relacionados a resisténcia (Tet(k), Vana). Foram encontradas 84,16%
(134/152) amostras com gene BAP, 78,29% (119/152) com gene IcaD e apenas
1,32% (2/152) com gene IcaA. Ndo Foram encontradas as enterotoxinas Sea, Seb e
Sed. Apenas as Sec em 17,76% (27/152) das amostras e See em 0,66% (1/152).
Foram encontrados genes de resisténcia TetK em 48,68% (74/152), entretanto para
VanA nenhum gene foi encontrado. Conclui-se com esse estudo que Staphylococcus
aureus apresentaram genes formadores de biofilmes. E o teste de aderéncia para
manifestacdo fenotipica da formacdo de biofilmes obteve grande relacdo com a
presenca de pelo menos um gene formador. Foram encontradas as enterotoxinas
Sec e See nas cepas com forte capacidade de adesao para formacao de biofilmes.
Sugere-se maior controle profilatico com préticas de higiene na ordenha para impedir
a adesdo de S. aureus no epitélio da glandula mamaria e consequente formacgéo de
biofilmes, assim como maior controle na terapia nos casos da enfermidade.

Palavras chave: biofilmes, genes de resisténcia, enterotoxinas
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ABSTRACT

The objective of this study was to detect biofilm-forming genes, enterotoxin
coders and antimicrobial resistance genes in Staphylococcus aureus isolated from
cattle with mastitis. Ten farms linked to a federally registered Milk Processing Industry
were selected. Milk samples from 960 animals were submitted to microbiological
examination. Staphylococcus spp. were selected and characterized for biochemical
profile and presence of femA gene for identification of S. aureus. These were subjected
to phenotypic evaluation of biofilm production, as well as the detection of genes
capable of producing biofilms (icaA, icaD and Bap), genes encoding enterotoxins (SeA,
SeB, SeC, SeD, SeE), and related genes. the resistance (Tet (k), Vana). We found
84.16% (134/152) samples with BAP gene, 78.29% (119/152) with IcaD gene and only
1.32% (2/152) with IcaA gene. No Sea, Seb and Sed enterotoxins were found. Only
Sec in 17.76% (27/152) of the samples and See in 0.66% (1/152). TetK resistance
genes were found in 48.68% (74/152), however for VanA no genes were found. It is
concluded from this study that Staphylococcus aureus presented biofilm forming
genes. And the adherence test for phenotypic manifestation of biofilm formation was
closely related to the presence of at least one gene formation. Sec and See
enterotoxins were found in strains with strong adhesion capacity for biofilm formation.
It is suggested greater prophylactic control with hygiene practices in milking to prevent
adhesion of S. aureus in the mammary gland epithelium and consequent formation of
biofilms, as well as greater control in therapy in cases of disease.

Key words: biofilms, resistance genes, enterotoxins

INTRODUGCAO

A mastite € uma doenca plurietiolégica e multifatorial, considerada uma das
principais causas de perdas a industria leiteira (VLIEGHER et al. 2012). Nesse
contexto, Staphylococcus aureus se destaca dentre os microrganismos causadores
de mastites de maior importancia, maior ocorréncia nos rebanhos mundiais e de dificil
tratamento devido a elevada resisténcia aos antimicrobianos (MELO et al., 2012). Por
este motivo as infeccbes causadas por este agente continuam sendo o0 maior

problema para producéo leiteira nas diversas regioes.
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Staphylococcus aureus por ser altamente contagioso, ao infectar a glandula
mamaria, se adere ao epitélio e inicia a sua multiplicacdo, causando uma inflamacéao
gue resulta em alteracdes na aparéncia e consisténcia do ubere (MORITZ et al., 2017).

Diversos fatores de viruléncia, como exotoxinas, proteinas de superficie e
polissacarideos extracelulares de S. aureus, ja foram relatados em amostras isoladas
de mastite bovina. Além disso, afirma-se que a formacao de biofilme por estas cepas
€ também um importante fator de viruléncia que contribui para a sua patogénese por
proporcionar ampla protecdo em relacdo a resposta imunolégica do hospedeiro e a
acao dos antimicrobianos (MADIGAN et al., 2016).

A formacdo de biofilmes € considerada uma vantagem que alguns
Staphylococcus aureus isolados de mastite bovina possuem, facilitando a
permanéncia dos mesmos no ubere (MELO et al., 2012). Segundo Yu et al. (2012),
essa permanéncia é facilitada pelo mecanismo quérum-sensing que consiste num dos
principais mecanismos de manutencéo da atividade de um biofilme, isso ocorre devido
a producdo de moléculas sinalizadoras que aumentam em funcdo da densidade
populacional bacteriana.

Staphylococcus aureus também se destaca mundialmente pela capacidade de
produzir enterotoxinas e causar intoxicagao alimentar (CRETENET et al. 2011). E o
leite € um meio propicio para o crescimento de S. aureus e producéo de enterotoxinas
estafilococicas (SE). O grupo mais comum € formado por 5 sorotipos (Sea, Seb, Sec,
Sed e See) que sao responsaveis por 95% das intoxicacdes estafilocécicas
(BERGDOLL E LEE WONG 2006), entretanto novos sorotipos j& foram descritos,
aumentando para 21 esse total (HENNEKINNE et al. 2010). As SEs sao solluveis em
agua e altamente resistentes a atividade das maiorias das enzimas proteoliticas, tais
como tripsina e pepsina o que mantém sua atividade biolégica no tubo digestivo apés
ingestdo (CRETENET et al. 2011).

Outro fator que vem ganhando destaque € o nimero crescente de estirpes de
S. aureus resistentes as principais drogas utilizadas na medicina veterinaria
(MASSON, 2012). E isso se agrava ainda mais pelo uso indiscriminado de diferentes
tipos de antimicrobianos no tratamento das mastites. A resisténcia aos
antimicrobianos € um fator importante no estabelecimento e na disseminagédo de
clones bacterianos em um rebanho (COSTA et al., 2013).

O monitoramento da resisténcia aos antibiéticos vem sendo considerada parte

importante na estratégia de controle da mastite e guia a selecdo da terapia mais



49

apropriada e eficiente para infeccdes mamarias por Staphylococcus (JAGIELSKI et
al., 2014). Objetivou-se com esse estudo detectar genes formadores de biofilmes,
codificadores de enterotoxinas e de resisténcia antimicrobiana em Staphylococcus

aureus isolados de bovinos com mastite.

MATERIAL E METODOS

Isolados bacterianos

Foram selecionadas 10 fazendas que forneciam leite a uma usina de
beneficiamento sob servico de inspecéo federal (SIF). As propriedades pertenciam
aos estados de Alagoas (6) e Pernambuco (4). Foi realizado o exame fisico da
glandula mamaéria e do leite dos animais e, em seguida, realizado o California Mastitis
Test. Foram coletadas amostras de leite de 960 animais com mastite subclinica para
0 exame microbiolégico, a coleta foi realizada ap6s antissepsia do 6stio dos tetos com
alcool 70°GL. As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas contendo gelo
reciclavel. No laboratorio, aliquotas de 10 pL de leite foram semeadas em agar sangue
ovino a 5% e, em seguida, as placas incubadas a 37°C por 48 horas. Apls a
caracterizagdo morfolégica, 213 Staphylococcus spp. foram identificados e

caracterizados quanto ao perfil fenotipico.

Extracdo do DNA
Aliquotas dos isolados foram semeadas em caldo TSB e incubados a 37 °C
overnight. O DNA das culturas foi extraido utilizando o kit Wizard Genomic DNA

Purification (Promega Corporation, Madison, USA).

Identificac&o de Staphylococcus aureus

Todos os isolados que apresentaram perfil fenotipico compativel com S. aureus
foram submetidos a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para confirmacéo pela
deteccdo do gene femA, exclusivo dessa espécie (MEHROTRA et al., 2000). Os
primers utilizados para deteccdo do gene femA estdo descritos na Tabela 1, e o

protocolo utilizado foi o descrito por Dias et al. (2011).

Tabela 1. Gene pesquisado e sequéncias de nucleotideos dos primers das reacoes

de PCR utilizadas para identificacdo de S. aureus.
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Gene Sequéncia Produto (pb)
fem A F- AAAAAAGCACATAACAAGCG 132
R - GATAAAGAAGAAACCAGCAG

- PCR com desnaturacéo inicial de 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturacdo, anelamento

e extensdo, extenséo final foi realizada a 72°C por 5 minutos.

Caracterizacdo fenotipica de Staphylococcus aureus para a capacidade de
formar biofilme

S. aureus foram submetidos a avaliacdo fenotipica de producéo de biofilme de
acordo com metodologia adaptada de Rodrigues et al. (2010). Cada cepa foi isolada
em Caldo Triptona Soja (Himedia ®) até turvacdo 0.5 na escala McFarlan e incubadas
a 37°C por 24h. Aliquotas de 100uL da solucdo foram inoculadas em placas de
microdiluicdo de 96 pocos e incubados a 37°C/24h. O conteludo de cada poco foi
aspirado e a placa foi lavada trés vezes com agua destilada estéril. Apds a secagem
das placas a temperatura ambiente, as células aderidas foram coradas com 100uL de
violeta de genciana a 0,25% e apds 3 minutos os pocos foram lavados, novamente
por trés vezes com agua destilada e submetidos a secagem em temperatura
ambiente. Em seguida foram adicionados 200uL de alcool:acetona (80:20) e seguiu-
se com a leitura da densidade oOptica (DO) por espectrofotometria a 620nm. Para
classificagdo dos isolados quanto a producao de biofilmes, foi medida a densidade
Optica média (DO) do controle negativo (DOcn) e comparada com a DO média dos
isolados (DOis), sendo estes classificados como: negativo (DOis<DOcn); fraco
(DOcn<DOIs<2XDOcn); moderado, (2xDOcn<DOis<4xDOcnj); e forte (4XDOcn<DOis)
formadores de biofilmes (MERINO et al., 2009).

Técnica de Reacdo da Polimerase em cadeia (PCR)

Foram selecionados 152 genes classificados fenotipicamente como forte e
moderado produtores de biofiimes. Todos os genes pesquisados foram testados
através de uma reacdo simplex da Polimerase em Cadeia. Para montar a reacao o
DNA foi mantido em gelo para descongelamento lento, bem como os pares de primer
e 0 GoTag® Green Master Mix — Promega (mistura contendo dNTPs, a Tag DNA
polimerase e o MgCl2). A reacédo foi montada para um total de 25 puL e compreendeu
12,5 pL de GoTag®, 8,5 pL de dgua Nuclease-Free, 1 pL de cada primer e 2 uL do

DNA. Apos montada a reacdo, as amostras foram levadas ao termociclador onde
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foram submetidas a variacdes de temperaturas por tempos determinados, de acordo

com o primer utilizado.

A presenca e tamanho da amplificacdo dos produtos foram confirmados por

eletroforese em 2% de gel de agarose corado com brometo de etidio. Foram utilizados

marcadores de pesos moleculares que variaram de acordo com o gene pesquisado

(tabela 2).

Tabela 2. Genes pesquisados e sequéncias de nucleotideos dos primers das reacdes
de PCR utilizadas

_ o _ Tamanho do
Gene Primer Sequéncia dos primes
produto (pb)

ESA-F ACGATCAATTTTTACAGC

Sea 544
ESA-R TGCATGTTTTCAGAGTTAATC
ESB-F GAATGATATTAATTCGCATC

Seb 416
ESB-R TCTTTGTCGTAAGATAAACTTC
ESC-F GACATAAAAGCTAGGAATTT

Sec 257
ESC-R AAATCGGATTAACATTATCCA
SED-F CTAGTTTGGTAATATCTCCT

Sed 317
SED-R TAATGCTATATCTTATAGGG
SEE-F TAGATAAAGTTAAAACAAGC

See 170
SEE-R TAACTTACCGTGGACCCTTC
BapF CCCTATATCGAAGGTGTAGAATG

Bap 971
BapR GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCT
icaAF TCTCTTGCAGGAGCAATCAA

icaA 188
icaAR TCAGGCACTAACATCCAGCA
icaDF ATGGTCAAGCCCAGACAGAG

icaD 198
icaDR CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA
tetKF GTAGCGACAATAGGTAATAGT

tetk 360
tetkKR GTAGTGACAATAAACCTCCTA
vanAF ATG GCA AGT CAG GTG AAG ATG G

vanA 399

vanAR

TCC ACC TCG CCAACAACTAACG
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Andélise estatistica

Todas as analise foram realizadas através do pacote RCommander do programa
estatistico R, ao nivel minimo de significancia de 0,05. Foram calculadas as
frequéncias relativa e absoluta por gene, frequéncias simples e compostas e utilizados

o0 teste exato de Fisher e o teste do qui-quadrado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que todos os 152 isolados de Staphylococcus aureus,
classificados como forte (59,86%) e moderado (40,14%) produtores de biofilmes
apresentaram genes icaA, icaD e Bap. Sendo 84,16% (134/152) de amostras com
gene BAP, 78,29% (119/152) com gene IcaD e 1,32% (2/152) com gene IcaA. Em
apenas uma amostra foi verificada a presenca dos trés genes relacionados a formacéao
de biofilmes, esse isolado foi proveniente do estado de Pernambuco. A presenca dos
trés genes neste isolado acarreta maior impacto em relacéo aos fatores de viruléncia,
ja que cada gene apresenta diferentes mecanismos relacionados a adesao e
formacao de biofilmes.

Mesmo sendo 0 gene menos frequente encontrado neste estudo, IcaA possui
grande importancia no contexto da mastite nos rebanhos. A presenca do locus ica em
isolados de mastite por S. aureus confirma seu potencial papel como fator de
viruléncia na patogénese da mastite em ruminantes (MELO et al., 2013).

O gene icaA, assim como IcaD, estiveram presentes em 95,7% das estirpes de
S. aureus isolados de casos de mastite subclinica, em pesquisa realizada por Melo et
al. (2012), o que demonstra potencial acao de producéo de biofilmes. Esses genes
também foram relatados em 76,2% dos 20 isolados de S. aureus provenientes de
cavidade oral em pacientes tunisistas (MERGHNI et al., 2015).

Segundo Kronung et al., (2016) a presenca dos genes IcaD, confirma que os
isolados tém potencial genético de formar biofilme. Isso foi confirmado com o maior
percentual de gene icaD encontrado nas cepas com forte adesdo na expressao
fenotipica para formacéao de biofilmes (tabela 1).

Krewer et al. (2015) detectaram a presenca do gene icaD em 92,2% dos 210
isolados de Staphylococcus spp. provenientes de bovinos com mastite subclinica na

regidao nordeste.
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O gene Bap, encontrado com maior frequéncia neste estudo, esta relacionado
a Staphylococcus aureus causadores de mastite. Este gene pertence a um grupo de
proteinas de superficie que promove adesdo dos biofilmes. Segundo Marti et al.,
(2010), a formacdo de biofilmes mediada por proteinas in vivo é considerada
importante fator de viruléncia para Staphylococcus aureus.

Bap foi o primeiro membro do grupo de proteinas de superficie que surgiu como
um importante elemento no processo de formacédo de biofilme de diversas espécies
bacterianas. Foi identificado em um isolado de S. aureus de amostras de mastite
bovina, como sendo uma proteina essencial para a formacdo de biofilme
(CUCARELLA et al., 2001).

Foi realizada uma associacdo entre a capacidade de formar biofilmes pelo
método fenotipico e a presenca de algum gene com capacidade formadora, observou-
se diferenca significativa pelo teste de Fisher entre os fortes e moderados formadores,

ao nivel minimo de significancia de 0,05 (tabela3).
Tabela 3. Associagdo entre a expressdo da producdo fenotipica de biofilmes e presenca do

gene formador.

Expresséo Forte formador Moderado

formador Total
FA FR FA FR FA FR
Bap 15 62,5 9 37,5 24 100
IcaD 7 87,5 1 12,5 8 100
Bap e IcaD 61 56 48 44 109 100
Bap, IcaA e IcaD 1 100 0 0 1 100

FA: frequéncia absoluta; FR: Frequéncia relativa

Constatou-se que o teste de aderéncia em placas apresentou resultado
significativo na expressao da producao fenotipica de biofilmes, o que foi confirmado
pela presenca dos genes. Isso indica a 6tima relacdo entre os testes fenotipico e
genotipico.

De acordo com Melo et al., (2012) o teste de aderéncia em microplacas fornece
otimo resultado na expressédo da producédo fenotipica de biofilme por estirpes de
Staphylococcus spp. Segundo esses autores, trata-se de um teste recomendado para

triagem da andlise fenotipica, devido a sua alta sensibilidade e baixa especificidade.
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Vérias cepas S. aureus sdo produtoras enterotoxinas estafilococicas (EE) em
alimentos. Cinco EE classicas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) séo as causas mais
comuns de DTA por S. aureus (FEITOSA et al. 2017). Neste estudo, foram
constatados apenas 0s genes Sec em 17,76% (27/152) das amostras e See em
0,66% (1/152). Correlacionando a presenca destes genes com a manifestacao
fenotipica da producao de biofilmes pelo teste de aderéncia em placas, observou-se
gue o maior percentual das cepas que continham gene formador de enterotoxinas,
expressaram forte aderéncia no teste fenotipico para formacéo de biofilmes (Tabela
4).

Tabela 4. Associacdo entre a expressédo da producéo fenotipica de biofilmes e presenca de gene

produtor de enterotoxinas.

Expresséo Forte formador Moderado

fenotipica formador Total
FA FR FA FR FA FR
Genes
Sec 18 66,7 9 33,3 27 100
See 1 100 0 0 1 100

FA: frequéncia absoluta; FR: Frequéncia relativa

O gene Sec foi 0 mais frequentemente encontrado nesse estudo, esse fato ndo
corrobora com os dados encontrados por Acosta et al. (2017), que observaram o gene
Sea com maior frequéncia, em 33,3% (9/27) das amostras de S. aureus provenientes
de leite de tanques de expansdo comunitarios no estado de Alagoas. Nesse mesmo
estudo, eles também ndo encontraram o gene que codifica a enterotoxina Seb, como
foi observado nesta pesquisa. Esse achado € satisfatorio, pois a toxina Seb é
considerada uma arma bioldgica e sua inalacdo pode provocar lesdes pulmonares e
insuficiéncia respiratéria (RAO et al. 2014).

O gene Sed também néo foi encontrado, esse achado corrobora com diversas
pesquisas em gue esse gene também nao foi identificado em isolados de S. aureus
nos estudos realizados no nordeste (ALMEIDA et al. 2013, FERREIRA et al. 2014,
SILVEIRA-FILHO et al. 2014).

A intoxicacdo alimentar por estafilococos € uma das doencas transmitidas por
alimentos (DTA) mais comuns e resulta da ingestao de enterotoxinas estafilococicas
(EE) pré-formadas em alimentos (HENNEKINNE et al., 2012).
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Dos genes de resisténcia pesquisados, TetK foi encontrado em 48,68%
(74/152) das cepas de S. aureus. Nao se identificou o gene VanA.

Os genes tetK e tetM foram os mais encontrados em S. aureus (EMANEINI, et
al., 2013). Hammad et al. (2012), detectaram em cepas de Staphylococcus spp.,
genes que conferem resisténcia aos aminoglicosideos, aos beta-lactamicos e
tetraciclinas.

A resisténcia as tetraciclinas € principalmente por bombas de efluxo mediadas
por tet (K) em S. aureus (ULLAH et al., 2012).

A resisténcia a determinado antimicrobiano pode constituir uma propriedade
intrinseca de uma espécie bacteriana ou uma capacidade adquirida (CARVALHO et
at., 2018).

A resisténcia aos antimicrobianos € resultado da adaptacdo dos
microrganismos a pressao seletiva exercida por substancias antagonicas de origem
natural ou sintética presentes em seu meio (BLAIR et al., 2015). A resisténcia de S.
aureus aos antimicrobianos se da por mutacdes genéticas ou pela aquisicdo de genes
de resisténcia de outras bactérias da mesma espécie ou até mesmo de espécies
diferentes.

O desenvolvimento da resisténcia a antimicrobianos € um grande desafio para
as infeccBes causadas por Staphylococcus aureus na saude animal, isso ocorre por
essas bactérias estarem cada vez mais associadas a disseminacdo dos
determinantes de resisténcia e as falhas terapéuticas, principalmente pela utilizacéo

indiscriminada de diferentes drogas no meio veterinario.

CONCLUSAO

Conclui-se com esse estudo os genes de formacdo de biofilmes estdo fortemente
relacionados a capacidade de Staphylococcus aureus causarem mastites nos
rebanhos. O teste de aderéncia para manifestacdo fenotipica da formacdo de
biofilmes obteve grande relagdo com a presenca de pelo menos um gene formador.
Foram encontradas as enterotoxinas Sec e See, e a maioria delas estavam presentes
nas cepas com forte capacidade de adesao para formacao de biofilmes. O gene TetK
foi 0 Unico encontrado para resisténcia antimicrobiana. Sugere-se maior controle

profilatico com praticas rotineiras para impedir a adesdo de S. aureus no epitélio da
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glandula maméria e consequente formacao de biofilmes, assim como maior controle

na terapia nos casos da enfermidade.
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Acéo de desinfetantes utilizados na ordenha sobre biofilmes em formacéo e
consolidado de Staphylococcus aureus obtidos do leite de vacas com mastite

subclinica

SOARES, K.D.A;; VIANA, C.; CAMPOS, M.E.M; SOARES, C.E.A.; LIMA, A.dos A.;
SILVA, T. M. S. S; ALVES, E.S. do A; MELO, N.S.da S.; MEDEIROS, E. S. de;
NERO, L. A.

RESUMO

Objetivou-se com esse estudo avaliar a acdo de desinfetantes utilizados na
ordenha sobre biofilmes em formac&o e consolidado de Staphylococcus aureus
obtidos do leite de vacas com mastite subclinica. Foram selecionadas 10 fazendas
vinculadas a uma Industria de beneficiamento de leite sob registro federal. As
amostras de leite 960 animais com mastite subclinica foram submetidas ao exame
microbioldgico. Staphylococcus spp. foram selecionados e caracterizados quanto ao
perfil bioguimico e presenca do gene femA para identificacdo de S. aureus. Estes,
foram submetidos a avaliacao fenotipica de producéo de biofilme. Foi avaliada a acéo
de dois desinfetantes utilizados no pré e pés dipping a base de clorexidine (2%) e
acido latico (2%), sobre biofilmes em formacdo e consolidados de 86 isolados de
Sthaphylococcus aureus, que inicialmente foram classificados fenotipicamente em
fortes e moderados produtores de biofilmes. Observou-se excelente taxa de reducéao
para biofilme em formacé&o, nesse contexto o acido latico apresentou melhor resultado,
com 100% de reduc¢do, enquanto para clorexidine foram observados 94,2%. J4, para
o biofilme consolidado o percentual de acéo foi bem inferior, o acido latico apresentou
baixa eficacia sobre o biofilme ja formado, com 3,5% da taxa de reducao, enquanto a
clorexidine conseguiu reduzir 43% do biofilme consolidado. Conclui-se com esse
estudo que os produtos testados apresentaram elevada reducédo na taxa de adesao
de todos os isolados. No entanto, a agcédo sobre os biofilmes consolidados foi mais
expressiva para o produto a base de clorexidine. Percebe-se a necessidade da
elaboracdo e utilizacdo de desinfetantes que atuem tanto nos microrganismos

isolados quanto em biofilmes. Além disso, existe a necessidade de programas mais
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rigorosos no manejo de ordenha para controlar a mastite e prevenir a adeséo e

formacéao de biofilmes por Staphylococcus aureus.

Palavras chave: Staphylococcus aureus, biofilmes desinfetantes

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the action of disinfectants used in
milking on forming and consolidated biofilms of Staphylococcus aureus obtained from
milk of cows with subclinical mastitis. Ten farms linked to a federally registered Milk
Processing Industry were selected. Milk samples from 960 animals with subclinical
mastitis were submitted to microbiological examination. Staphylococcus spp. were
selected and characterized for biochemical profile and presence of femA gene for
identification of S. aureus. These were submitted to phenotypic evaluation of biofilm
production. The action of two chlorhexidine (2%) and lactic acid (2%) disinfectants
used on pre and post dipping based on forming and consolidated biofilms of 86 isolates
of Sthaphylococcus aureus, which were initially phenotypically classified as strong and
moderate biofilm producers. Excellent reduction rate was observed for biofilm in
formation, in this context lactic acid showed better results, with 100% reduction, while
for chlorhexidine 94.2% were observed. For the consolidated biofilm the percentage of
action was much lower, lactic acid showed low efficacy over the biofilm already formed,
with 3.5% reduction rate, while chlorhexidine was able to reduce 43% of the
consolidated biofilm. It is concluded with this study that the tested products presented
high reduction in the adhesion rate of all isolates. However, the action on the
consolidated biofilms was more expressive for the chlorhexidine product. There is a
need for the elaboration and use of disinfectants that act on both isolated
microorganisms and biofilms. In addition, there is a need for more rigorous milking
management programs to control mastitis and prevent adhesion and formation of

biofilms by Staphylococcus aureus.

Key words: Staphylococcus aureus, disinfectant biofilms
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INTRODUCAO

A mastite bovina, inflamacao da glandula mamaéria, de origem plurietiolégica e
multifatorial, € uma enfermidade associada a reducdo da producéo e alteracdes na
composicao do leite, bem como ao descarte de animais (BARLOW, 2011). Ela pode
se apresentar como clinica, de acordo com o quadro sintomatico ou subclinica, em
gue os sinais ndo sdo evidenciados, e de acordo com agente causador da infeccao
pode ser classificada em ambiental ou contagiosa (SILVA et al., 2013). A mastite é a
inflamacdo mais frequente em animais destinados a producéo de leite e a afecgéo
mais onerosa para pecuaria leiteira (ACOSTA et al., 2016).

Staphylococcus spp. se destacam entre 0s microrganismos mais comumente
relacionados a ocorréncia desta enfermidade (BANDOCH; MELO, 2011), além disso,
estdo frequentemente associados a infeccbes mediadas por biofilme, por ser um
microrganismo comensal, encontrado na pele, narinas e mucosas e que pode se
tornar fonte de infecgbes graves (GIL et al., 2014).

S. aureus causadores de mastite, possuem a capacidade de produzir uma
estrutura denominada biofilme, que é responsavel pela sobrevivéncia e muitas vezes
pela resisténcia a acdo de produtos desinfetantes e as demais condi¢cdes adversas.
Dessa forma, enfatiza-se o uso de um esquema sanitario eficaz contra o
desenvolvimento de fontes de infeccdo no decurso do manejo dos animais, antes e
apos a ordenha (PEIXOTO et al., 2015).

O processo de antissepsia dos tetos através do prédipping e pos-dipping € uma
pratica amplamente recomendada no controle da mastite, por reduzir o nimero de
microrganismos na pele do teto e curar lesGes de teto pré-existentes. Para patégenos
contagiosos como S. aureus, a antissepsia dos tetos ap0s a ordenha permanece como
uma pratica simples, efetiva e economicamente viavel na prevencdo de novas
infeccdes intramamarias. Entretanto, a imerséo das tetas ndo oferecem a mesma
propor¢cdo de protecdo contra a enorme quantidade de bactérias que causam a
mastite bovina (SANTOS et al., 2016).

Além disso, a exposi¢ao in vitro prolongada aos banhos germicidas das tetas
pode aumentar a resisténcia de algumas bactérias a anti-sépticos quimicos
(AZIZOGLU et al., 2013).

Miguel et al. (2012) comparam a higienizacdo dos tetos feita apenas com agua

a realizada por pré-dipping e a ndo realizagdo de qualquer higienizacdo, e
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demonstram a necessidade de realizagdo do pré-dipping, levando em conta a
diminuicdo, na producdo, de micro-organismos apOs sua pratica. Além disso,
evidenciam a indispensabilidade de uma limpeza correta das ordenhadeiras,
considerando seu papel na disseminacao da infecgao.

Estudos tém demonstrado a eficacia de diferentes produtos utilizados para
desinfeccado dos tetos antes e ap0s a ordenha frente a Staphylococcus spp. Contudo
investigacdes acerca da eficacia desses desinfetantes sobre biofilmes em formacéao e
consolidados ainda séo escassos. Diante disto, objetivou-se com esse estudo, avaliar
a acdo de desinfetantes utilizados na ordenha sobre biofiimes em formacéo e
consolidado de Staphylococcus aureus obtidos do leite de vacas com mastite

subclinica.

MATERIAL E METODOS

Isolados bacterianos

Foram selecionadas 10 fazendas que forneciam leite & uma usina de
beneficiamento sob servico de inspecéo federal (SIF). As propriedades pertenciam
aos estados de Alagoas (6) e Pernambuco (4). Foi realizado o exame fisico da
glandula mamaria e do leite dos animais e, em seguida, realizado o California Mastitis
Test. Foram coletadas amostras de leite de 960 animais com mastite subclinica para
0 exame microbioldgico, a coleta foi realizada apds antissepsia do 6stio dos tetos com
alcool 70°GL.

As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas contendo gelo
reciclavel. No laboratério, aliquotas de 10 uL de leite foram semeadas em &gar sangue
ovino a 5% e, em seguida, as placas incubadas a 37°C por 48 horas. Apls a
caracterizacdo morfolégica, 213 Staphylococcus spp. foram identificados e

caracterizados quanto ao perfil fenotipico.
Extracdo do DNA
Aliguotas dos isolados foram semeadas em caldo TSB e incubados a 37 °C

overnight. O DNA das culturas foi extraido utilizando o kit Wizard Genomic DNA

Purification (Promega Corporation, Madison, USA).
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Identificac&o de Staphylococcus aureus

Todos os isolados que apresentaram perfil fenotipico compativel com S. aureus
foram submetidos a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para confirmacéo pela
deteccdo do gene femA, exclusivo dessa espécie (MEHROTRA et al., 2000). Os
primers utilizados para deteccdo do gene femA estdo descritos na Tabela 1, e o

protocolo utilizado foi o descrito por Dias et al. (2011).

Tabela 1. Gene pesquisado e sequéncias de nucleotideos dos primers das reacdes

de PCR utilizadas para identificacdo de S. aureus.

Gene Sequéncia Produto (pb)
fem A F- AAAAAAGCACATAACAAGCG 132
R - GATAAAGAAGAAACCAGCAG

- PCR com desnaturacao inicial de 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturacao, anelamento

e extensdo, extensdo final foi realizada a 72°C por 5 minutos.

Caracterizacdo fenotipica de Staphylococcus aureus para a capacidade de

formar biofilme

A avaliagéo fenotipica de producdo de biofilme foi avaliada de acordo com
metodologia adaptada de Rodrigues et al. (2010). Cada cepa foi isolada em Caldo
Triptona Soja (Himedia ®) até turvacdo 0.5 na escala McFarlan e incubadas a 37°C
por 24h. Aliquotas de 100uL da solucéo foram inoculadas em placas de microdiluicdo
de 96 pocos e incubados a 37°C/24h. O conteudo de cada poco foi aspirado e a placa
foi lavada trés vezes com &agua destilada estéril. Apds a secagem das placas a
temperatura ambiente, as células aderidas foram coradas com 100uL de violeta de
genciana a 0,25% e apos 3 minutos os pocos foram lavados, novamente por trés
vezes com agua destilada e submetidos a secagem em temperatura ambiente. Em
seguida foram adicionados 200uL de &lcool:acetona (80:20) e seguiu-se com a leitura
da densidade o6ptica (DO) por espectrofotometria a 620nm. Para classificacdo dos
isolados quanto a producao de biofilmes, foi medida a densidade Optica média (DO)
do controle negativo (DOcn) e comparada com a DO média dos isolados (DOis), sendo
estes classificados como: negativo (DOis<DOcn); fraco (DOcn<DOis<2XDOcn);
moderado, (2XxDOcn<DOis<4xDOcn); e forte (4xDOcn<DOis) formadores de biofilmes
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(MERINO et al., 2009). Para o teste foram utilizados pogos em triplicata contendo

Caldo Triptona Soja como branco, cepa controle positivo e cepa controle negativo.

Avaliacdo da eficicia de desinfetantes sobre o biofilme em formacéo e biofilme

consolidado

Para avaliar a acao dos desinfetantes, os isolados classificados como fortes e
moderados formadores de biofilme foram selecionados e submetidos ao teste com
clorexidine (2%) e Acido latico (2%), desinfetantes que s&o utilizados diariamente na
rotina de desinfeccdo dos tetos nas fazendas estudadas. Foi avaliada a acédo dos
desinfetantes na formacé&o de biofilmes por Staphylococcus aureus e a capacidade de
interferéncia no biofilme consolidado de acordo com Peixoto et al. (2015), com
adaptacdes, utilizando-se as placas de microdiluicdo de 96 pocos. Para avaliar a acéo
dos desinfetantes sobre o biofilme em formacéo, colénias de Staphylococcus aureus
foram inoculadas em 3 mL de caldo Triptona Soja (Himedia ®) até turvacdo 0.5 na
escala de McFarland e incubadas a 37°C/24h. O conteudo de cada poco foi aspirado
e foram realizadas trés lavagens com agua destilada estéril. Ap6s secagem da placa
em temperatura ambiente, adicionou-se 200l de violeta de genciana a 0,25% durante
5 minutos e os pocos foram novamente lavados e submetidos a secagem. Em
seguida, adicionou-se 200ul de alcool:acetona (80:20) e seguiu-se a leitura da
densidade 6ptica. Para determinacédo do grau de aderéncia sob a acdo do desinfetante
foram utilizadas as equac¢des descritas anteriormente para analisar a formacgéo de
biofilme.

Para avaliar a acdo dos desinfetantes sobre o biofilme consolidado, col6nias de
Staphylococcus aureus foram inoculadas em 3mL de Caldo Triptona Soja (Himedia ®)
até turvacao 0.5 na escala de McFarland e incubadas a 37°C/24h. Em seguida, 100l
da solucdo foram inoculados em placas de microdiluicdo e incubados a 37°C/24h.
posteriormente, o conteudo de cada poco foi aspirado e trés lavagens com agua
destilada estéril foram realizadas. Apds a secagem em temperatura ambiente foram
adicionados 200l do desinfetante e realizada uma primeira leitura da densidade
optica. Em seguida, a placa foi incubada a 37°C/24h e realizou-se a segunda leitura.
A DO dos pogos foi determinada apos a adicdo do desinfetante (Oh) e 24 horas apos
incubacado da placa a 37°C, sendo a acdo do desinfetante no biofilme consolidado
definida pela equacéo: 100- [(DO24hmédia/DOOhmeédia) x 100] (MARINO et al.,
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2010). Para o teste foram utilizados pocos em triplicata contendo Caldo Triptona Soja
como branco, cepa controle positivo e cepa controle negativo. A leitura da densidade
optica (DO) foi realizada por espectrofotometria a 620nm. Os resultados para o
biofilme consolidado foram expressos em: N&o redutor, quando o percentual da
reducao da aderéncia foi igual a O; fraca reducdo quando a acéo do desinfetante foi
capaz de reduzir em até 35% o biofilme; moderada reducdo se o percentual
encontrado foi entre 35% e 70%; e forte reducé&o quando esse percentual foi superior
a 70%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 86 isolados de Staphylococcus aureus formadores de biofilmes analisados,
67,4% (58/86) e 16,3% (14/86), apresentaram capacidade de ades&o quando
expostos aos produtos a base de clorexidine e acido latico, respectivamente (Tabela
2). Esses achados séo inferiores aos encontrados por Peixoto et al. (2015), que
observaram 87,5%(14/16) de adesdo em isolados de Staphylococcus spp., quando
submetidos ao tratamento por clorexidine.

Foi evidenciada reducéao significativa da adeséo de S. aureus em 94,2% (81/86)
dos isolados submetidos ao clorexidine e 100% dos submetidos ao acido lactico.

Apesar dos produtos a base de clorexidine serem comumente utilizados na
desinfeccdo dos tetos na rotina de ordenha ha bastante tempo (MEDEIROS et al.,
2009; RAMALHO et al., 2012), os resultados encontrados nesse estudo foram
favoraveis, o que sugere que esse produto esteja sendo utilizado de forma correta,
respeitando o tempo de aplicacdo. Essa pratica favorece a sua acao preventiva, ja
gue o processo de adesdo de Staphylococcus spp. é muito rapido, menos de trés
horas (MILLEZI et al., 2012).

Outras vantagens da utilizacdo desse desinfetante € sua efetividade contra a
maioria das bactérias, virus e esporos e a auséncia de toxicidade, além disso, o seu
efeito cumulativo e continuo, facilita a permanéncia na pele do teto. Clorexidine
sempre foi bastante utilizado no pré e pds- dipping por possuir amplo espectro de acéo
e nado ser inativado por pequenas quantidades de matéria organica, como sangue,
leite, pus e fluidos teciduais (MARGATHO et al., 2014).

Santos et al. (2018) relatam a clorexidine como desinfetante que proporcionou

a maior taxa de reducdo da carga de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
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coagulase positiva e negativa presentes no teto de animais em estudo realizado na
regido de Nova Tebas-PR.

Lopes et al. (2013) mostraram que, para diferentes micro-organismos,
clorexidine estad entre os desinfetantes de escolha, dada a alta sensibilidade de
diferentes cepas, incluindo cepas de Staphylococcus spp.

Observou-se elevada acéo do acido latico no processo de adeséo de biofilmes.
Essa eficacia foi maior no grupo de microrganismos classificados como moderados

formadores de biofilmes (Tabela 2).

Tabela 2. Interferéncia de clorexidine e acido lactico sobre o biofilme em adesao

CAPACIDADE DE

FORMAR BIOFILMES ADERENCIA DO BIOFILME EM FORMACAO
nO
Classificacdo amostras Clorexidine 2% Acido latico 2%
Sem Sem
aderéncia Fraca Moderada  aderéncia Fraca Moderada

36,35% 52,3% 11,35% 77,3% 22, 7%

FORTE 44 (16/44) (23/44) (5/44) (34/44) (10/44) -
23,8% 64,3% 11,9% 90,5% 9,5%

MODERADO 42 (10/42) (27142) (5/42) (38/42) (4/42) -
30,2% 58,1% 11,6% 83,7% 16,3%

TOTAL 86 (26/86) (50/86) (10/86) (72/86) (14/86) -

Sabendo da capacidade de Staphylococcus aureus para se aderir ao teto e
formar biofilme, esse resultado € de grande importancia, pois a utilizacdo de acido
latico foi observada em 80% das fazendas estudadas. Esse resultado satisfatério pode
estar associado ao fato do acido latico ndo ser um desinfetante t&o utilizado na rotina,
gquando comparado ao iodo e clorexidine (LOPES et al., 2013; SILVA et al., 2013), e
a nao escolha pode ser decorrente desse desinfetante ser mais utilizado apenas para
pré-dipping (SANTOS et al., 2018). E isso, de certa forma, pode ser bastante
favoravel, visto que, por ser um produto pouco procurado, comparado aos demais
desinfetantes habitualmente utilizados, e que servem tanto para o pré, como para o
pés dipping, oferece uma melhor resposta na desinfeccao do teto e eficacia contra a

adesao de biofilmes.
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A acdo de desinfetantes sobre o biofilme de bactérias € um mecanismo que
requer atencdo, uma vez que podem surgir isolados bacterianos resistentes, fato que
pode comprometer o uso desses agentes (VETAS et al., 2017).

Ao contrario do que se observou no biofilme em formacgéo, o &cido lactico
apresentou baixa eficacia sobre o biofilme ja formado, com apenas 3,5% da taxa de
reducdo, enquanto a clorexidine conseguiu reduzir 43% do biofilme consolidado
(tabela 3).

Observou-se que Staphylococcus aureus na forma de biofilme consolidado foi
mais resistente aos desinfetantes quando comparado ao momento de adesdo.
Sugere-se que essa resisténcia esteja associada ao baixo poder de penetracdo dos
compostos desinfetantes no biofilme. Sabe-se que células em biofilmes sdo muito
mais resistentes a desinfec¢do quando comparadas as células plancténicas (SILVA et
al., 2014), desta forma, muitos métodos convencionais de desinfec¢do sao ineficientes
contra biofilmes, sendo necessério, por vezes, doses elevadas. Outra forma de
controle é a prética de acbes que impecam a formacao desses biofilmes.

Sabe-se que tanto a clorexidine como o acido lactico nas concentracdes
estudadas sdo eficazes contra células vegetativas de Staphylococcus aureus.
Entretanto, houve a recuperacao de células viaveis apds 24 horas de tratamento pelos
desinfetantes nos biofilmes consolidados. Por outro lado, constatou-se que essas
concentracbes sdo capazes de inibir a adesdo e formacdo de biofilmes. Esses
resultados corroboram os de Peixoto et al. (2015) que observaram uma forte
resisténcia de Staphylococcus spp. presentes no biofilme consolidado, com a
recuperacao de células viaveis apds 24 horas de exposicdo de desinfetantes a base
de clorexidine e iodo.

Muitos desinfetantes apresentam acdo em suspensdes microbianas, porém,
sobre biomassas a atividade diminui muito, o que pode ser explicado pelo
desenvolvimento de formas de resisténcia por parte do biofilme (PEREIRA, 2001).
Peixoto et al. (2015) observou essa maior resisténcia de Staphylococcus coagulase
positiva, frente aos desinfetantes utilizados (clorexidine e iodo), no qual, praticamente
nao se observou reducdo da biomassa do biofilme. No entanto, no mesmo estudo,
observaram que, tanto o clorexidine quanto o iodo, apresentaram um efeito
significativo na reducéo do biofilme formado por Staphylococcus Coagulase Negativa.

Tendo como base os dados observados nesse estudo e os resultados de

Peixoto et al. (2015), pode-se associar essa resisténcia de Staphylococcus aureus no
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biofilme consolidado ao fator viruléncia, por ser um microrganismo comumente
causador da mastite bovina e ser responsavel pelos danos mais agressivos ao
rebanho, nos quais 0s animais ndo respondem bem ao tratamento.

O surgimento de microrganismos resistentes pode estar associado ao uso
excessivo de produtos desinfetantes em utensilios e como sanitizantes de tetos
(MORAO et al., 2015)

Segundo Freire et al. (2018) é urgente e necessaria a busca por novas
alternativas viaveis para o desenvolvimento de antimicrobianos que busquem
controlar ou eliminar a resisténcia provocada pelos biofilmes.

Esses resultados confirmam o elevado grau de resisténcia de Staphylococcus
aureus quando presentes em biofilmes consolidados, e reflete a importancia das
praticas de ordenha voltadas a prevencao de casos de mastite e na utilizacdo de
desinfetantes adequados, que consigam atuar contra as células livres e biofilme
formado. Na maioria dos casos a escolha do desinfetante a ser utilizado ocorre pelo
baixo custo, praticidade na obtencao e facilidade de aplicacdo. Nao se avalia a eficacia
contra os patégenos em questdo. E de fundamental importancia realizar uma
avaliacdo peridédica dos desinfetantes comumente usados em fazendas leiteiras,
considerando também suas implicacdes para ocorréncia de mastite por S. aureus no
rebanho estudado.

Além disso, observa-se a necessidade de praticas que visem a melhor
eficiéncia nas praticas desinfeccdo dos tetos para agir impedindo a adesdo de
Staphylococus spp. no teto e prevenir a consolidacéo de biofilmes e consequente

dificuldade de remocéo.

Tabela 3. Interferéncia de clorexidine e acido lactico sobre o biofilme Consolidado

CAPACIDADE DE

FORMAR BIOFILMES REDUCAO DA ADERENCIA DO BIOFILME CONSOLIDADO
nO
Classificacdo amostras Clorexidine 2% Acido lactico 2%
N&o N&o

redutor Fraca Moderada Forte redutor Fraca Moderada Forte

56,8% 295%  9,1% 45% 97,7%  2,3%
FORTE 44 (25/44) (13/44)  (4/44)  (2/44) (43/44)  (L/44) - -

57,1% 28,6% 95% 4,8% 952%  4,8%
MODERADO 42 (24/42) (12/42) (4142) (2/42) (40/42)  (2142) - -

57% 29,1% 93% 46% 965%  3,5%
TOTAL 86 (49/86) (25/86)  (8/86)  (4/86) (83/86)  (3/86) - -
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CONCLUSAO

Conclui-se com esse estudo que os produtos testados apresentaram elevada
reducdo na taxa de adesédo de todos os isolados. No entanto, a agao sobre os
biofilmes consolidados foi mais significativa apenas para o produto a base de
clorexidine. Percebe-se a necessidade da elaboracéo e utilizacdo de desinfetantes
gue atuem tanto nos microrganismos isolados quanto em biofilmes. Além disso, existe
a necessidade de programas mais rigorosos no manejo de ordenha para controlar a

mastite e prevenir a adeséo e formacgao de biofilmes por Staphylococcus aureus.
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CONSIDERACOES FINAIS

Staphylococcus aureus, agente da mastite infecciosa bovina, em condicGes
favoraveis conseguem se aderir ao teto do animal e formar biofilmes, estes, quando
formados, possuem elevado poder de resisténcia. O que interfere na acéo de diversos
agentes desinfetantes que séo utilizados para o controle da mastite nos rebanhos.

Foi observado elevado grau de reducéo da adeséao dos biofilmes pela acéo dos
desinfetantes testados nesse estudo. Sugere-se a implantacdo de medidas
preventivas no manejo de ordenha para diminuir as chances da aderéncia e
consequente formacéo de biofilmes por agentes causadores da mastite nos rebanhos,
assim como a investigacao de produtos mais eficazes, que atuem tanto nas células
bacterianas livres, como nos microrganismos na forma de biofilmes, para que assim
diminua a ocorréncia dessas estruturas resistentes, garantindo a sanidade do

rebanho.



