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RESUMO

Objetivou-se avaliar a acdo de desinfetantes utilizados na ordenha sobre biofilmes em
formagdo 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. Amostras de leite de 960 animais com mastite subclinica foram
submetidas ao exame microbiologico. Staphylococcus spp. foram selecionados e
caracterizados quanto ao perfil bioquimico e presenca do gene femA para identifica¢do de S.
aureus. Foi avaliada a acdo de dois desinfetantes utilizados no pré e pds dipping a base de
clorexidine (2%) e acido latico (2%), sobre biofilmes em formagdo e consolidados de 86
isolados de S. aureus, que inicialmente foram classificados fenotipicamente em fortes e
moderados produtores de biofilmes. Observou-se excelente taxa de redugao para biofilme em
formacao, nesse contexto, o acido latico apresentou melhor resultado, com 100% de redugao,
enquanto para clorexidine foram observados 94,2%. J4, para o biofilme consolidado o
percentual de acdo foi bem inferior, o acido latico apresentou baixa eficacia sobre o biofilme
j& formado, com 3,5% da taxa de reducdo, enquanto a clorexidine conseguiu reduzir 43% do
biofilme consolidado. Conclui-se que os produtos testados apresentaram elevada redugdo na
taxa de adesdao de todos os isolados. No entanto, a acao sobre os biofilmes consolidados foi
mais expressiva para o produto a base de clorexidine. Percebe-se a necessidade da utilizagao
de desinfetantes que atuem tanto nos microrganismos isolados quanto em biofilmes. E de
programas mais rigorosos no manejo de ordenha para controlar a mastite e prevenir a adesdo e
formagdo de biofilmes por S. aureus.
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bacterianos; atividade antimicrobiana.

1 INTRODUCAO

A mastite bovina, inflama¢do da glandula mamaria, ¢ uma enfermidade de origem
plurietiologica e multifatorial, associada a reducdo da producdo e alteragdes na composi¢ao
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 que os sinais nao sao
evidenciados, e de acordo com agente causador da infec¢do pode ser classificada em
ambiental ou contagiosa (SILVA et al., 2013). A mastite ¢ a inflamacdo mais frequente em
animais destinados a producdo leiteira e a afeccdo mais onerosa para pecudria deste ramo
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(ACOSTA et al., 2016).

Staphylococcus aureus causador da mastite, possui a capacidade de produzir uma
estrutura denominada biofilme, que ¢ 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 sanitdrio eficaz contra o desenvolvimento de fontes de
infec¢c@o 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 pds-dipping ¢ uma pratica
amplamente recomendada no controle da mastite, por reduzir o nimero de microrganismos na
pele do teto e curar lesdes pré-existentes. Para patdgenos contagiosos como S. aureus, a
antissepsia dos tetos apos a ordenha permanece como uma pratica simples, efetiva e
economicamente vidvel na prevencdo de novas infec¢des intramamadrias. Entretanto, a
imersdo das tetas nao oferecem a mesma propor¢do de protegdo contra a enorme quantidade
de bactérias que causam a mastite bovina (SANTOS ef al., 2016). Além disso, a exposi¢do in
vitro prolongada aos banhos germicidas das tetas pode aumentar a resisténcia de algumas
bactérias a anti-sépticos quimicos (AZIZOGLU et al., 2013).

Estudos tém demonstrado a eficacia de diferentes produtos utilizados para desinfeccao
dos tetos antes e ap6s a ordenha frente a Staphylococcus spp., contudo investigagdes acerca da
eficacia desses desinfetantes sobre biofilmes em formacao e consolidados ainda sdo escassos.
Diante disto, objetivou-se com esse estudo, avaliar a acdo de desinfetantes utilizados na
ordenha sobre biofilmes em formagao e consolidado de Staphylococcus aureus obtidos do
leite de vacas com mastite subclinica.

2 MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 10 fazendas que forneciam leite & uma usina de beneficiamento
sob servigo de inspecao 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 o exame microbioldgico, a coleta foi realizada apods
antissepsia do Ostio 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 dgar sangue ovino a 5% e, em
seguida, as placas incubadas a 37°C por 48 horas. Apds a caracterizagdo morfologica, 213
Staphylococcus spp. foram identificados e caracterizados quanto ao perfil fenotipico.
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).

Todos os isolados que apresentaram perfil fenotipico compativel com S. aureus foram
submetidos a reacdo em cadeia da polimerase (PCR - desnaturagdo inicial de 95°C por 5
minutos, 35 ciclos de desnaturagdo, anelamento e extensdo, extensdo final foi realizada a
72°C por 5 minutos) para confirmagao pela deteccdo do gene femA, exclusivo dessa espécie
(MEHROTRA et al., 2000). O protocolo utilizado foi o descrito por Dias et al. (2011).

A avaliagdo 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 turvagdo 0.5 na escala McFarlan e incubadas a 37°C por 24h. Aliquotas
de 100uL da solugcao foram inoculadas em placas de microdiluicdo de 96 pogos e incubados a
37°C/24h. O contetido de cada pogo foi aspirado e a placa foi lavada trés vezes com agua
destilada estéril. Apos a secagem das placas a temperatura ambiente, as células aderidas
foram coradas com 100uL de violeta de genciana a 0,25% e ap6s 3 minutos os pogos foram
lavados, novamente por trés vezes com agua destilada e submetidos a secagem em
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temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados 200uL de alcool:acetona (80:20) e
seguiu-se com a leitura da densidade Optica (DO) por espectrofotometria a 620nm. Para
classificagdo dos isolados quanto a producdo 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< 2 XDOCN); moderado, (2xDOCN<DOIS<4xDOCN); e forte
(4xDOCN<DOIS) formadores de biofilmes (MERINO ef al,, 2009). Para o teste foram
utilizados pocos em triplicata contendo Caldo Triptona Soja como branco, cepa controle
positivo e cepa controle negativo.

Para avaliar a a¢do dos desinfetantes, os isolados classificados como fortes ¢
moderados formadores de biofilme foram selecionados e submetidos ao teste com clorexidine
(2%) e Acido latico (2%), desinfetantes que sdo utilizados diariamente na rotina de
desinfeccdo dos tetos nas fazendas estudadas. Foi avaliada a ag¢do dos desinfetantes na
formagdo de biofilmes por Staphylococcus aureus e a capacidade de interferéncia no biofilme
consolidado de acordo com Peixoto et al. (2015), com adaptagdes, utilizando-se as placas de
microdilui¢do de 96 pocgos. Para avaliar a acdo dos desinfetantes sobre o biofilme em
formacao, colonias de Staphylococcus aureus foram inoculadas em 3 mL de caldo Triptona
Soja (Himedia ®) até turvagdo 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 dgua destilada
estéril. Apds secagem da placa em temperatura ambiente, adicionou-se 200ul 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 optica. Para determinagdo do grau de aderéncia sob a a¢do do desinfetante foram
utilizadas as equagdes descritas anteriormente para analisar a formagao de biofilme.

E finalmente, para avaliar a acdo dos desinfetantes sobre o biofilme consolidado,
colonias de Staphylococcus aureus foram inoculadas em 3mL de Caldo Triptona Soja
(Himedia ®) até turvagdo 0.5 na escala de McFarland e incubadas a 37°C/24h. Em seguida,
100ul da solugdo foram inoculados em placas de microdiluicdo e incubados a 37°C/24h.
posteriormente, o conteido de cada poco foi aspirado e trés lavagens com agua destilada
estéril foram realizadas. Apos a secagem em temperatura ambiente foram adicionados 200ul
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
adicao do desinfetante (Oh) e 24 horas apds incubacdo da placa a 37°C, sendo a agdo do
desinfetante no biofilme consolidado definida pela equagao: 100-
[(DO24hmédia/DO0Ohmédia) x 100] (MARINO et al.,, 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.

3 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 adesdo quando expostos aos produtos a
base de clorexidine e acido latico, respectivamente. Esses achados sdo 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 reducdo significativa da adesdo de S. aureus em 94,2% (81/86) dos
isolados submetidos ao clorexidine e 100% dos submetidos ao acido lactico. E apesar dos
produtos a base de clorexidine serem comumente utilizados na desinfec¢cdo dos tetos na rotina
de ordenha ha bastante tempo (MEDEIROS et al., 2009; RAMALHO et al., 2012), os
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resultados encontrados nesse estudo foram favoraveis, o que sugere que esse produto esteja
sendo utilizado de forma correta, respeitando o tempo de aplica¢do. Essa pratica favorece a
sua acdo preventiva, ja que o processo de adesdo de Staphylococcus spp. ¢ muito répido,
menos de trés horas (MILLEZI et al., 2012).

Observou-se elevada agdo do acido latico no processo de adesdo de biofilmes. Essa
eficacia foi maior no grupo de microrganismos classificados como moderados formadores de
biofilmes. Esse resultado ¢ de grande importancia, pois a utilizacdo de acido latico foi
observada em 80% das fazendas estudadas. Esse resultado satisfatorio pode estar associado ao
fato do acido latico ndo ser um desinfetante tdo utilizado na rotina, quando comparado ao iodo
e clorexidine (LOPES et al., 2013; SILVA et al., 2013), e a ndo 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 pr¢,
como para o po6s dipping, oferece uma melhor resposta na desinfec¢ao do teto e eficacia
contra a adesao de biofilmes.

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). E ao contrario do que se observou
no biofilme em formagdo, o acido 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.

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 penetracao dos compostos desinfetantes no
biofilme. Sabe-se que células em biofilmes sdo muito mais resistentes a desinfec¢do quando
comparadas as células planctonicas (SILVA et al., 2014), desta forma, muitos métodos
convencionais de desinfec¢do sdo ineficientes contra biofilmes, sendo necessario, por vezes,
doses elevadas. Outra forma de controle ¢ a pratica de acdes que impegam a formacao desses
biofilmes.

Sabe-se que tanto a clorexidine como o acido lactico nas concentragdes estudadas sao
eficazes contra células vegetativas de Staphylococcus aureus. Entretanto, houve a recuperagdo
de células viaveis apds 24 horas de tratamento pelos desinfetantes nos biofilmes consolidados.
Por outro lado, constatou-se que essas concentragdes sdo capazes de inibir a adesdo e
formagdo 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 recuperagao de células viaveis apds 24 horas de exposicao de desinfetantes a base de
clorexidine e iodo.

Muitos desinfetantes apresentam ag¢ao 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). Sendo assim, 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 biofilme consolidado ao fator
viruléncia, por ser um microrganismo comumente causador da mastite bovina, responsavel
pelos danos mais agressivos ao rebanho.

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 prevencdo 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 obten¢do e facilidade de
aplicagdo. Nao se avalia a eficicia contra os patdogenos em questio. E de fundamental
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importancia realizar uma avaliacdo periddica dos desinfetantes comumente usados em
fazendas leiteiras, considerando também suas implicagdes 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 consolidacao de biofilmes e consequente dificuldade
de remocao.

4 CONCLUSAO

Conclui-se com esse estudo que os produtos testados apresentaram elevada redugao na
taxa de adesdao de todos os isolados. No entanto, a agdo sobre os biofilmes consolidados foi
mais significativa apenas para o produto a base de clorexidine. Percebe-se a necessidade da
elaboracdo e utilizagdo de desinfetantes que 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 adesdo e formacdo de biofilmes por
Staphylococcus aureus.
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