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Resumo

Os Staphylococcus, principais agentes causadores da mastite, quando em biofilmes, estdo relacionados a uma série de
mecanismos de resisténcia em diferentes tipos de infec¢des. O presente trabalho avaliou a susceptibilidade e resisténcia
dos Staphylococcus aureus, isolados de casos de mastite bovina e do ambiente de ordenha, em condi¢des de biofilme,
frente a trés antimicrobianos distintos em diferentes concentragdes. Foram utilizadas trinta e duas estirpes de S. aureus
testadas frente aos testes de inibicdo da concentragdo minima de erradicagio de biofilmes, utilizando cefalexina,
amoxicilina e rifampicina, nas concentragdes de 30 mg/mL, 50 mg/mL e 100 mg/mL, por doze horas de contato, e
a eficiéncia dos testes avaliada pela contagem das unidades formadoras de coldnias e pelo teste de microplacas. Os
resultados revelaram que, entre os antimicrobianos testados, a cefalexina foi o que apresentou melhor eficiéncia nas
trés concentragdes testadas, e a rifampicina e amoxacilina tiveram maior eficiéncia nas concentragdes de 50 e 100 mg/
mL. Esses dados demonstram a importancia sobre antibioticoterapia orientada associada com a correta higienizagao
dos equipamentos de ordenha, evitando-se, assim, a formagdo de biofilmes, a adesdo microbiana persistente em
equipamentos, e a difusao dos microrganismos pelo canal ascendente dos tetos entre os animais do rebanho.
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Abstract

Staphylococcus is an important agent of mastitis, especially when biofilm producers are related to a number of
mechanisms of resistance to different types of infections. The objective of this research was to evaluate the susceptibility
and resistance of Staphylococcus aureus strains isolates from cases of bovine mastitis and milking environment under
conditions of biofilm, compared to three different concentrations in different antimicrobials. Thirty-two strains used
were S. aureus that, due to the inhibition tests, minimal biofilm eradication concentration were tested using cephalexin,
amoxicillin and rifampin at concentrations of 30 mg/mL, and 50 mg/mL 100 mg/mL for 12 hours, and efficiency of
tests evaluated by counting the colony forming units and the microplate test. The results revealed that among the tested
antibiotics cephalexin showed the best efficiency at the three concentrations tested, and rifampin and amoxicillin were
more efficient at concentrations of 50 and 100 mg/mL. These data demonstrate the importance of targeted antibiotic
therapy associated with the correct cleaning of milking equipment, thus, preventing the formation of biofilm, avoiding
persistent microbial adhesion in equipment, and the spread of microorganisms by ascending channel teats among herd
animals.
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bientais dificultam o tratamento do animal (COSTA
etal., 2013). Staphylococcus aureus é o maior causador
dessa doenga, e alguns estudos mostraram que uma
das dificuldades de destrui¢do desta bactéria é que
existem estirpes que podem formar biofilmes.

O biofilme ¢ um biopolimero composto por agentes
de uma mesma espécie, género ou nao, e pode ser di-
versificado entre bactérias, virus, protozodrio, micro-
algas e fungos, os quais devem estar aderidos entre si e
que, em condi¢des ideiais de temperatura, pH, fatores
nutricionais e fluidos hidrodinamicos, sdo capazes de
produzir uma matriz de constitui¢do polissacaridica
(CLUTTERBUCK et al., 2007).

Cos et al. (2010) relataram que, na medicina huma-
na, os biofilmes sdo envolvidos em infeccoes bacte-
rianas como fibrose cistica, endocardite, otite média
cronica, prostatite, peritonite e infecgoes de feridas.
Ja na medicina veterindria, eles tém sido associados a
casos de mastite bovina (MELCHIOR; VAARKAMP;
FINK-GREMMELS, 2006). Baselga et al. (1993) su-
geriram que as estirpes produtoras de biofilme de S.
aureus apresentaram maijor capacidade para fixaciao
em superficies e mucosas mamarias e que possuem
maior potencial de infeccdo do que as bactérias nao
produtoras de biofilmes.

As infecgdes causadas por biofilmes raramente sdo
dribladas pelos mecanismos de defesa do hospedeiro,
mesmo nos animais que apresentam uma excelente
resposta imune humoral e celular. As células bacteria-
nas sésseis liberam antigenos que estimulam a produ-
¢ao de anticorpos, mas que nao conseguem eliminar
as bactérias incluidas em biofilmes e podem causar
danos aos tecidos circundantes (BALDASSARRI et
al., 2001). A antibioticoterapia normalmente reverte
os sinais clinicos causados por células planctonicas
liberadas do biofilme, mas ndo consegue destrui-lo
(FREEMAN; FALKINER; KEANE, 1989). Por essa
razdo, apos ciclos de terapia com antibioticos, as in-
fecgdes podem apresentar um comportamento recor-
rente, até que a populagio séssil seja removida cirur-
gicamente do local de infec¢ao (HEILMANN, 2003).
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Entre os mecanismos utilizados pelos biofilmes para
resistir a penetragao dos antimicrobianos, estao inclu-
idos o aumento da liberagdo de proteases, mudancas
na proteina de membrana de bactérias, os lipolissaca-
rideos (LPS). Tais estratégias resultam na resisténcia
aos antibioticos, fazendo com que a doenga passe da
fase aguda para cronica (MASADEH et al., 2013). As
variagOes genéticas, taxas de mutagao, selecdo natu-
ral dos microrganismos durante o desenvolvimento
do biofilme (TYERMAN et al., 2013), a utilizacdo das
concentragdes de antibidticos em dose subinibitdrias
ddo origem a uma selegdo de resisténcia a drogas,
além do aumento da regulacao das bombas de efluxo
e o aparencimento de resisténcias cruzadas entre de-
sinfetantes e antibidticos (GILBERT; ALLISON; Mc-
BAIN, 2002; GILBERT; McBAIN; RICKARD, 2003).

A resisténcia de biofilmes bacterianos em altas
concentra¢des de antimicrobianos tem sido uma
causa de tratamentos ineficazes de doengas croni-
cas e, portanto, torna-se de grande importancia a
compreensao das vias de regulagdo do biofilme, bem
como da agdo dos antimicrobianos e biocidas, para
que possa ser desenvolvida uma terapia antibiofilme
bem-sucedida.

O presente trabalho foi delineado para investigar a
acao dos antimicrobianos amoxacilina, rifampicina e
cefalexina, apds doze horas de contato em diferentes
concentragdes, em biofilmes de Staphylococcus aureus

isolados de mastite bovina e do ambiente de ordenha.

Material e Métodos
Isolados Bacterianos

Foram avaliadas 29 estirpes de Staphylococcus au-
reus isoladas do leite em casos de mastite bovina e trés
isoladas de insufladores, localizados no ambiente de
ordenha. Todos os isolados foram obtidos em uma
mesma fazenda localizada na regido de Indianépolis,
Minas Gerais, e todos foram susceptiveis aos antimi-
crobianos na forma nio aderida, para que pudessem,

entdo, ser selecionados para os testes em biofilmes. Os
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testes para identificagdo das amostras foram realizados
nos Laboratdrios de Microbiologia da Universidade
Federal de Uberlandia e no Departamento de Medi-
cina Veterinaria Preventiva da Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho, de Jaboticabal.

Concentra¢do minima inibitoria para erradicacdo
de biofilmes

No Laboratério de Doengas Infectocontagiosas da
Universidade Federal de Uberlandia, foi realizado o
cultivo de biofilme in vitro e adicionados os antimi-
crobianos em diversas dilui¢oes, para realizar os testes
fenotipicos de contagem de unidades formadoras de
biofilme e quantificacao da biomassa de biofilme. To-
dos os procedimentos foram realizados em triplicatas
por amostra e por dilui¢do do antibidtico, e repetidos
duas vezes. Todos foram pareados com controle posi-
tivo, a amostra testada sem o antimicrobiano (AMO-
RENA et al., 1999).

O volume 1 pL da cultura bacteriana em Caldo Brain
Heart Infusion (BHI) incubado em aerobiose a 37°C,
durante 18 horas, foi adicionado a 199 pL de BHI su-
plementado com 2% de glicose, em microplacas de
poliestireno estéreis de 96 pocos em fundo plano. As
microplacas foram incubadas para formacdo de bio-
filmes por 24 horas a 37°C em aerobiose, com o meio
renovado apds 12 horas de cultivo. Os pogos foram la-
vados trés vezes com 200 pL de solugédo salina estéril,
para remover as bactérias que ndo aderiram. A seguir,
foram adicionados 200 pL de dilui¢ao de antibiéticos
amoxicilina, rifampicina e cefalexina em BHI nas con-
centragdes de 30 mg/mL, 50 mg/mL e 100 mg/mL, por
um periodo de 12 horas (AMORENA et al., 1999).

Contagem de unidades formadoras de colonias nos
biofilmes

As placas foram lavadas com solugao salina estéril
a 0,85% duas vezes. Em seguida, adicionados 200 pL

dessa solu¢do em cada pogo para o procedimento de
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raspagem do biofilme com ponteiras de 200 pL. A so-
lugdo raspada, em triplicata por estirpe, foi sonicada
durante 20 segundos numa amplitude de 22%. Apds a
sonicagdo, as estirpes foram submetidas a um vortex
para homogeniza¢ao. Foram realizadas diluigdes se-
riadas e adicionadas trés gotas de 10 puL a cada uma
delas em agar Triptycase Soy Agar (TSA), método de
gotejamento, e incubadas em aerobiose a 37°C por
48 horas. Logo ap0s, foi realizada a contagem das co-
lonias existentes em cada placa e realizado o calculo
para as diluicdes expressas em UFC (Unidades For-
madoras de Coldnias) (GOMES, 2010).

Determinagdo da biomassa do biofilme

A capacidade de produgéo de biofilmes “in vitro” foi
determinada de acordo com Cucarella et al. (2001),
com modifica¢des. Os pogos foram lavados trés vezes
com 200 uL de solugdo salina estéril, incubados em
estufa com temperatura de 60°C, durante 15 minu-
tos para secagem. Adicionaram-se, entao, 200 uL de
cristal violeta a 1% por cinco minutos. Em seguida,
as placas foram lavadas com agua destilada, e quan-
do secas, foram adicionados 200 pL de acido acético a
33%, para posterior leitura a 570 nm no leitor de Elisa
(Thermo plate). Os pogos ndo inoculados contendo
BHI com glicose foram considerados brancos para
controle da reac¢io, sendo entdo, consideradas produ-
toras de biofilmes as estirpes com absorbancia maior
que 0,1 (MACK et al., 2000).

Resultados e Discussao

No teste de determina¢do da biomassa do biofil-
me de Staphylococcus aureus, foram consideradas as
amostras resistentes que formaram um biofilme com
absorbancia maior que 1,000 de acordo com a tabela 1.
Os resultados revelaram que, entre os trés antimicro-
bianos testados, os mais eficientes foram a cefalexina
nas trés concentracdes, e a amoxacilina e rifampicina
na concentra¢ao de 100 mg/mL. Quanto a avaliacao
da biomassa, apds o contato de 12 horas com os referi-

dos antimicrobianos, a cefalexina apresentou melho-



res resultados nas concentragdes de 30 mg, entretan-
to, houve trés estirpes resistentes na concentra¢ao de
50 mg e nove estirpes resistentes na concentragao de
100 mg. Isso ocorre pela alta concentragao da cefale-
xina, o que dificulta a penetragdo do antimicrobiano

pela matriz do biofilme.

Tabela 1 - Concentracido dos antibidticos amoxicilina, ce-
falexina e rifampicina na dosagem de 30mg/mL,
50 mg/mL e 100 mg/mL no teste de determina-
¢do de biomassa do biofilme de Staphylococcus
aureus — Uberlandia - 2013

Dosagem Numero de amostras resistentes
Amoxacilina  Cefalexina  Rifampicina

30 mg 7 0 20

50 mg 7 3 11

100 mg 0 9 1

Em relagao a avaliagdo da contagem de unidades
formadoras de coldnias (UFCs), foi observado cresci-
mento de colonias somente nas diluicoes de 10" e 102,
Houve maior resisténcia das estirpes na concentragiao
de 30 mg para o efeito da amoxacilina e rifampicina,
e na dosagem de 50 mg para cefalexina e rifampicina.
Esse efeito pode estar relacionado com a capacidade
de resisténcia que as estirpes apresentam quando em
biofilme, além da barreira fisica de polissacarideos
que protegem os microrganimos e impedem a difusdo

eficiente destes antimicrobianos (Tabela 2).

Tabela 2 - Teste de contagem de unidades formadoras de
coldnias para biofilmes de Staphylococcus aureus
na diluigdo 10, dos antimicrobianos amoxici-
lina, cefalexina e rifampicina na dosagem de 30
mg/mL, 50 mg/mL e 100 mg/mL - Uberlandia

-2013
Dosagem Numero de amostras resistentes
Amoxacilina  Cefalexina  Rifampicina
30 mg 14 2 8
50 mg 4 12 26
100 mg 8 9 11

Amorena et al. (1999) avaliaram quatro estirpes de

S. aureus em biofilmes (6 e 48 horas) frente a 11 an-
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timicrobianos nas concentragoes de 100 mg/L e 500
mg/L por um periodo de 6 e 24 horas. Observaram
que a rifampicina, vancomicina, cefuroxime, fosfomi-
cina, novobiocina, penicilina, ciprofloxacina, tobra-
micina e cefazolina interferiram na viabilidade das cé-
lulas microbianas. A gentamicina e eritromicina nao
apresentaram efeito significativo nas estirpes. Alguns
antibioticos apresentaram baixa eficiéncia quando nas
concentragdes 100 mg/mL, devido a baixa difusao
pela matriz. No presente trabalho, foram utilizadas
dosagens mais concentradas que do estudo de Amo-
rena et al. (1999), por causa da resisténcia das estirpes
testadas em forma de biofilme, e mesmo assim houve

amostras resistentes.

Anwar, Strap e Costerton (1992) observaram o efei-
to de 70 ug/ml de tobramicina e 500 pg/ml de cefale-
xina em biofilmes de S. aureus formados por dois e
21 dias. Ao analisarem a quantidade de células viaveis
sésseis do biofilme e planctdnicas apds seis horas do
contato com o antibidtico, notaram que a redugado das
células planctonicas foi maior do que em forma de
biofilme, sendo que o biofilme de 21 dias teve uma
redu¢do menor quando comparado ao de dois dias.
Diferente desse estudo, no presente trabalho, foi utili-
zado um intervalo de 12 horas em contato com o an-
tibiotico para destruir o biofilme de 24 horas, a fim de
auxiliar na avaliacdo de um intervalo e na dose ideal,
para melhor desempenho do antibiético contra célu-
las de biofilme.

Todas as estirpes, também quando testadas na forma
ndo aderida, apresentaram sensibilidade aos antimi-
crobianos, mas quando testadas em biofilme esta sus-
ceptibilidade alterou-se de acordo com a concentragdo
e o antimicrobiano testado, ressaltando a importancia
da ndo utiliza¢do indiscriminada dos antimicrobianos
na medicina veterindria. Cada vez mais, o teste sim-
ples de antibiograma néo funcionara adequadamente
quando for realizado apenas com as bactérias em sua
forma livre, isolada, pois, na atualidade, grande parte
das infeccbes é causada por bactérias produtoras de
biofilmes (CLUTTERBUCK et al., 2007).
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A utilizagdio combinada de agentes bactericidas
contra biofilme nao significa um efeito maior na des-
trui¢ao do biofilme, como foi avaliado por Leite et al.
(2013), que estudaram o efeito do antibidtico line-
zolida e o agente mucolitico N-acetilcisteina (NAC)
separados e em combinagdo frente a Staphylococcus
epidermidis em condigdes de biofilme. Observaram
que, quando testada sozinha, a NAC teve efeito bio-
cida frente aos microrganismos em biofilme, porém
quando testada em sinergismo com a linezolida, o
efeito biocida levou a uma redugéo de cinco vezes em
concentragdo logaritima a quantidade de microrga-
nismos. Sendo assim, a pesquisa do antimicrobiano
ideal para destruicao do biofilme torna-se essencial
para ter uma terapia eficaz.

No presente trabalho, o efeito da cefalexina apre-
sentou bons resultados, pois foi utilizada isoladamen-
te em concentracbes mais baixas nas condi¢des de
biofilme por S. aureus quando comparada aos outros
dois antimicrobianos testados, revelando-se como um
antimicrobiano indicado para o tratamento de mas-
tite. Além disso, ainda sdo poucos os trabalhos que
relatam o efeito de antimicrobianos contra os micror-
ganismos em condi¢des de biofilme.

Sendo assim, é importante nao sé a avaliacdo cor-

reta da melhor antibioticoterapia, mas também das
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condigdes de higiene do ambiente, evitando-se que as
bactérias presentes em ambientes com falhas na hi-
gienizagdo ndo retornem ao animal que ja passou por
um tratamento. A combinac¢ao de limpeza e sanitiza-
¢do adequadas com antibioticoterapia orientada por
ensaios laboratoriais é a melhor op¢éo, principalmen-
te quando a questdo de resisténcia dos microrganis-
mos em biofilmes frente aos agentes sanitizantes foi
comprovada por diversos autores (MELO, 2011).
Conclui-se que, em condi¢des de biofilme, houve
uma variagdo da eficiéncia da cefalexina, amoxacilina
erifampicina, sendo a cefalexina o antimicrobiano que
apresentou maior agao biocida nas trés concentragdes
testadas. Diante disso recomenda-se uma orienta¢ao
quanto a utiliza¢ao dos antimicrobianos nas diferen-
tes infeccdes causadas pelos S. aureus, principalmen-
te nas infecgdes recorrentes, devendo ser levadas em
consideragdo as condi¢des de formagdo de biofilmes

pelos microrganismos.
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