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RESUMO

Monografia de Programa de Residéncia
Programa de Residéncia em Area Profissional da Satude - Medicina Veterinaria/
Medicina Veterinaria Preventiva
Universidade Federal de Santa Maria

ACAO DE PRODUTOS POS-DIPPING SOBRE A ADESAO DE
Staphylococcus spp. E BIOFILME CONSOLIDADO

AUTORA: Maria Marinés Reis Peixoto
ORIENTADORA: Agueda Castagna de Vargas
CO-ORIENTADORA: Sonia de Avila Botton
Santa Maria, 28 de marco de 2014.

A mastite bovina ¢ uma enfermidade comum em rebanhos de bovinos leiteiros que
pode causar enormes prejuizos se ndo for controlada. Staphylococcus spp. estdo envolvidos na
maioria dos casos levando principalmente a mastites subclinicas de dificil elimina¢do. Uma
possivel explicacdo para a persisténcia desses patogenos seria a capacidade dos estafilococos
sobreviverem em comunidades bacterianas denominadas biofilmes, que conferem a protecao
das bactérias as condi¢des adversas e podem estar presentes tanto na glandula mamaria como
nos equipamentos ¢ no ambiente de ordenha. A aplicagdo de produtos pds-dipping nos tetos
apods a ordenha ¢ uma medida de manejo fundamental para a prevengdo de novos casos de
mastite. Sabe-se que esses produtos possuem boa acdo sobre células livres de micro-
organismos causadores de mastite, porém ndo ha pesquisas que avaliam a sua agdo biofilmes
dos mesmos. Este trabalho teve o objetivo de avaliar a a¢do de dois produtos pds-dipping a
base de clorexidine e de iodo na prevencdo da adesdo, bem como a agdo sobre biofilmes
consolidados de 16 amostras de Staphylococcus spp. De forma geral, os desinfetantes nao
impediram a adesdo da maioria das amostras, apesar de agirem eliminando as células livres, e
assim como houve pouca agdo sobre os biofilmes consolidados. Dessa forma, salienta-se a
importancia da prevencdo da colonizacdo do teto por micro-organismos contagiosos,

evitando, assim, as infec¢oes decorrentes da formacao de biofilme.

Palavras-chave: desinfetantes, sanidade, preven¢ao, mastite.



ABSTRACT
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ACTION OF TEAT DIPPING PRODUCTS ON THE ADHESION OF
Staphylococcus spp. AND CONSOLIDATED BIOFILM

AUTHOR: Maria Marinés Reis Peixoto
ADVISER: Agueda Castagna de Vargas
CO-ADVISER: Sénia de Avila Botton
Santa Maria, March 28", 2014

Bovine mastitis is a common disease in herds of dairy cattle that can cause huge losses
if not controlled. Staphylococcus spp. are involved in most cases mainly subclinical mastitis
with difficult removal. One possible explanation for the persistence of these pathogens would
be the ability of staphylococci survive in bacterial communities called biofilms, which confers
protection of bacteria to adverse conditions and may be present in both the mammary gland as
well as equipment and the milking environment. The application of teat dipping product after
milking is a fundamental management measure for prevention of new cases of mastitis. It is
known that these products have good action on mastitis cell-free microorganisms, but there
are no studies that assess their action on biofilms. This work aimed to evaluate the effect of
two teat dipping products based on chlorhexidine and iodine on preventing adhesion products
as well as the action on consolidated biofilms of 16 strains of Staphylococcus spp. Generally,
disinfectants did not prevent the adhesion of most samples, although act eliminating the free
cells, and there was little action on the consolidated biofilms. Thus, we highlight the
importance of prevention of colonization of the teat by infectious microorganisms, thereby

preventing infections resulting from biofilm formation.

Key words: desinfectants, sanity, prevention, mastitis.
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1. INTRODUCAO

A mastite bovina estd presente em praticamente todos os rebanhos leiteiros devido as
condi¢des de criacdo a que os animais estdo submetidos, que inclui as ordenhas didrias com
manipulagdo e a exposicdo do canal do teto, predispondo a entrada de patdgenos e
consequentes casos da doenca (LADEIRA, 2007). Mesmo que a ordenha seja feita da forma
mais higiénica possivel, a transferéncia de micro-organismos entre os animais ordenhados ¢
muito comum durante a sua execucdo. Apos a ordenha, a pele dos tetos fica altamente
contaminada por micro-organismos que podem adentrar a glandula mamaria e causar novas
infeccoes (SANTOS & FONSECA, 2007).

Neste sentido, torna-se importante a utilizagdo de produtos pos-dipping com imersao
total dos tetos apds a ordenha, pois a taxa de novas infec¢des estd relacionada com o ntimero
de agentes patogénicos presentes na extremidade dos tetos (SANTOS & FONSECA, 2007). O
uso de produtos desinfetantes para higienizagdo dos tetos garante, além da desinfeccao,
permite a construcdo de uma barreira fisica contra micro-organismos, mesmo varias horas
apos a aplicagdao (EDINGER et al., 2000).

Esses desinfetantes na maioria das vezes possuem boa agdo sobre os agentes
causadores de mastite. No entanto, as falhas na utilizacdo desses produtos envolvem a
dilui¢do na propriedade, presenga de matéria organica, armazenamento incorreto ou aplicagao
que ndo cubra a maior parte da superficie do teto e podem comprometer a agdo dos produtos
(SANTOS & FONSECA, 2007).

A presenca de micro-organismos na forma de biofilmes pode ainda ser a causa da
persisténcia de fontes de contaminag¢dao que resistem a formas convencionais de desinfec¢ao
(CLONTS, 2008). Estima-se que aproximadamente 80% dos micro-organismos existentes
vivam em biofilmes e 75% das infec¢des humanas estejam associadas a sua formacgdo e
persisténcia (JACQUES et al., 2010). Esse dado reforca a necessidade de conferir se os
produtos desinfetantes conseguem agir sobre essas estruturas e diminuir ou eliminar a carga
contaminante.

Com base no que foi descrito acima, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a
acdo de dois produtos comerciais pOs-dipping sobre biofilmes de Staphylococcus spp.
isolados de casos de mastite subclinica provenientes de duas propriedades leiteira da regido de

Santa Maria — RS.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mastite bovina

A mastite bovina ¢ considerada a doenga mais importante na produgdo leiteira, pois
prejudica a saude e o bem-estar animal, causa severas quedas produtivas, aumenta os custos
com os tratamentos e os descartes, podendo inclusive levar a morte dos animais (MELCHIOR
et al., 2006). Estima-se que haja prejuizos de cerca de US$ 1,8 bilhdo ao ano nos Estados
Unidos, o que representa cerca de US$ 200 por animal (SANTOS & FONSECA, 2007).

Os indices de mastite subclinica no mundo estdo em torno de 40% das vacas
infectadas e 25% de quartos infectados (LADEIRA, 2007). No Rio Grande do Sul, um estudo
recente avaliou oito rebanhos que totalizavam 423 animais encontrou uma prevaléncia de
53,6% de casos de mastite subclinica por bactérias do género Staphylococcus spp. Isso
demonstra um alto indice de ocorréncia e pode representar severas perdas no setor leiteiro
(BANDEIRA et al., 2013).

Essa enfermidade consiste da inflamacdo da glandula mamadaria ocasionada por
diversos agentes, especialmente devido a bactérias. A resposta inflamatdéria ocorre com o
objetivo de eliminar o agente etioldgico, neutralizar as toxinas e regenerar os tecidos
danificados. A mastite tem inicio quando os micro-organismos atravessam o canal do teto e
multiplicam-se no interior da glandula mamaria. A contaminacdo da glandula pode ocorrer de
diversas formas, incluindo: a colonizagdo da pele ¢ do canal do teto entre as ordenhas, devido
as flutuagdes de vacuo durante a ordenha, que introduzem os micro-organismos para dentro
do teto, bem como por meio de canulas contaminadas no momento do tratamento
intramamario (SANTOS & FONSECA, 2007).

Os agentes bacterianos causadores de mastite sdo classificados como micro-
organismos contagiosos ou ambientais. Os contagiosos colonizam a glandula mamaria e
podem ser transmitidos pela maquina de ordenha e pelas maos dos ordenhadores, causando
um quadro de mastite subclinica sem alteracdes aparentes. Os micro-organismos ambientais
geralmente ndo sdo habitantes da glandula mamaéria, mas podem causar enfermidades quando
contaminam o ambiente, a pele dos tetos e ubere ou a maquina de ordenha e, dessa forma,
ganham acesso a cisterna do teto, levando a um quadro clinico de mastite (DIVERS & PEEK,
2008). E estimado que em uma propriedade exista um caso de mastite clinica para outros 14

casos de mastite subclinica (LADEIRA, 2007).
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Os principais patdogenos contagiosos incluem: Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Mycoplasma spp. e Corynebacterium spp. Entre os
patégenos ambientais, destacam-se: Streptococcus uberis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas spp., Proteus spp., Enterobacter aerogenes e outros estafilococos
(DIVERS & PEEK, 2008; RADOSTITS, 2002).

As infecgdes cronicas subclinicas sdo o maior reservatorio de Staphylococcus aureus e
constituem um grande risco para os outros animais ainda ndo infectados, pois uma vez
estabelecido no rebanho, torna-se dificil a sua eliminacdo (DIVERS & PEEK, 2008). A
habilidade de produzir biofilmes com capacidade de adesdo é considerado um importante
fator de viruléncia de estafilococos (STEPANOVIC et al., 2007), o que pode estar associado a

dificuldade de eliminagdo do agente nas propriedades.

2.2. Staphylococcus spp. presentes em sistemas de producio leiteira

Staphylococcus spp. sdo considerados importantes agentes causadores de mastite,
responsaveis por inumeras perdas produtivas. Essas bactérias sdo classificadas como cocos
Gram-positivos, catalase positiva e oxidase negativa, podendo apresentar-se em pares,
pequenas cadeias ou cachos. Sdo aerdbios ou facultativamente anaerdbios, ndo apresentam
motilidade, ndo formam esporos e podem ser classificados como coagulase positiva (SCP) ou
negativa (SCN) (QUINN et al., 2002; LADEIRA, 2007). A coagulase ¢ verificada pela
capacidade de conversdo de fibrinogénio em fibrina, sendo que a deposicao desta ¢
considerada uma forma de protecdo para os estafilococos expostos as células fagocitarias
(QUINN et al., 2002). Este ¢ um importante fator de viruléncia presente em algumas espécies,
como por exemplo: S. aureus, S. intermedius, S. schlieferi spp. coagulans, S. delphini. Porém,
a maioria das espécies de estafilococos sdo coagulase negativa (SONGER & POST, 2005).

Staphylococcus aureus ¢ uma das espécies mais comumente envolvida em casos de
infeccdes intramamarias em bovinos, além de ser responsavel pelas maiores perdas
econdmicas relacionadas a queda na producdo e qualidade do leite em todos os continentes
(BANDEIRA, 2013). Assim como S. aureus, outras espécies também sao importantes como
causadoras de mastite, entre elas: S. intermedius, S. hyicus e S. epidermidis (LADEIRA,
2007).

As mastites estafilococicas podem ser agudas, mas a maioria se apresenta na forma

cronica ou subclinica (LADEIRA, 2007). A auto cura normalmente ¢ rara e¢ as glandulas
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infectadas podem sofrer dano permanente com fibrose e formacdo de micro-abscessos no
parénquima (DIVERS & PEEK, 2008).

O tratamento durante a lactagdo geralmente tem uma baixa taxa de cura, que fica em
torno de 40%. Razdes para esse baixo indice incluem a possivel diminui¢do da atividade das
drogas devido a producdo de biofilmes pelos estafilococos, assim como também outros
fatores entre os quais: a utilizacdo de drogas ineficazes, a baixa dosagem, a resisténcia de
algumas cepas, a presenca de detritos da reagdo inflamatéria e a inabilidade da droga de
alcangar o micro-organismo devido a formacdo de abscessos e lesdes fibrosas (DIVERS &
PEEK, 2008). A suscetibilidade antimicrobiana determinada in vitro tem sido considerada
uma condi¢do prévia para o tratamento, mas a eficacia in vivo nao garante a eficacia in vitro

no tratamento de mastite bovina (GUARDABASSI et al., 2010).

2.3. Biofilmes

Os biofilmes sdo comunidades bacterianas que se desenvolvem tanto em superficies
bidticas quanto abioticas. Essas comunidades sdo estruturadas e envoltas em uma matriz
composta de exopolissacarideo (EPS). Essa matriz confere a protecdo dos micro-organismos
contra situagoes adversas, entre clas a acdo de antimicrobianos, desinfetantes, células do
sistema imune, radiagdes, variagdes de temperatura, pH e umidade e exaustao de nutrientes e
agua. Dessa forma, os biofilmes representam uma estratégia de sobrevivéncia microbiana em
que ha o desenvolvimento de novas células que podem persistir como causa de infecgdes,
além de se destacar e se disseminar para outras superficies (HALL-STOODLEY &
STOODLEY, 2005; STEPANOVIC et al., 2007; JACQUES et al., 2010). A maioria das cepas
de S. aureus associadas a mastites sdo encontrados envoltas pelo EPS que permite a aderéncia
e a colonizagdo da bactéria no epitélio da glandula mamaria (BASELGA et al., 1993).

A formacgdo de biofilmes acontece em um processo de dois estagios. Comega com a
aderéncia da bactéria na superficie (estdgio de adesdo) e continua com a proliferacdo e
diferenciagdo das células (estagio de matura¢do) (CHEN & WEN, 2011; SIMOJOKI et al.,
2012).

A fase de adesdo ¢ possibilitada pela expressdo de multiplas adesinas. Em
estafilococos, os genes icadBC estdo envolvidos na sintese de polissacarideo intercelular
adesina (PIA), localizado na superficie da célula, permitindo a aderéncia da bactéria

(HEILMANN et al., 1996). Durante a maturagdo, as bactérias produzem o EPS que irdo
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circundar ¢ unir a comunidade bacteriana, formando assim uma estrutura plana ou
tridimensional (JACQUES et al., 2010).

A composi¢ao da matriz do biofilme varia de acordo com a espécie de bactéria e as
condi¢cdes de crescimento (JACQUES et al., 2010). Os maiores componentes sdo proteinas e
polissacarideos (75-89%), havendo também acidos nucleicos, lipidos e fosfolipideos. Dessa
forma, o EPS age como uma barreira contra as condi¢des adversas (SIMOES et al., 2010).

Dentro do biofilme existe ainda um sistema de comunicagdo entre as células
microbianas chamado quorum sensing (QS). As bactérias produzem moléculas sinalizadoras e
conseguem detectar os sinais enviados por outras bactérias, constituindo assim o QS (CHEN
& WEN, 2011). Esses sinais influenciam vdarias fungdes bioldgicas importantes para
adaptacdo ao ambiente e desempenham papel importante no estigio de maturagdo da
forma¢do do biofilme, regulando a diferencia¢do celular e desenvolvimento das estruturas
(JACQUES et al., 2010; CHEN & WEN, 2011). A alta densidade celular resulta em altas
concentragdes de moléculas sinalizadoras que induzem a expressdo de genes, os quais
promovem mudangas fisiologicas nas células vizinhas e atividades microbianas importantes
que incluem a sintese de EPS, desenvolvimento do biofilme e fatores de viruléncia (SIMOES
et al., 2010).

A formagdo de biofilmes ¢é suspeita de ser o meio pelo qual os estafilococos
causadores de mastites evadem do sistema imune ¢ causam infecgdes intramamarias
persistentes (OLIVEIRA et al., 2007; SIMOJOKI et al., 2012). Sabe-se que o tratamento de
infec¢des estafilococicas associadas a biofilmes ¢ mais dificil, uma vez que dentro do
biofilme o micro-organismo estd mais resistente aos antimicrobianos e as defesas do
hospedeiro (JACQUES et al., 2010). Fox et al. (2005) descreveram a formagdo de biofilmes
in vitro por estafilococos provenientes de leite de vacas com mastite subclinica, da pele do
ubere e das superficies internas dos equipamentos de ordenha, sendo essa formacdo mais
significativa no primeiro caso.

Considerando que alguns tratamentos de mastite nem sempre levam a cura completa,
uma das hipoteses que melhor explica a ocorréncia dessa resisténcia ¢ a habilidade de muitos
estafilococos de crescer em biofilmes em tecidos infectados, desenvolvendo assim, uma

resisténcia inata aos agentes terapéuticos (MELCHIOR et al., 2006).

2.4. Pos-dipping
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O objetivo da desinfecgdo dos tetos € reduzir o maximo possivel a contaminagdo apos
a ordenha, pois o principal mecanismo de transmissao da mastite contagiosa ¢ a colonizagado
do teto. A utiliza¢do do pos-dipping pode determinar uma reducido de mais de 50% de novos
casos de mastite contagiosa, além de auxiliar no condicionamento dos tetos e na recuperagao
das lesdes de pele (SANTOS & FONSECA, 2007).

A taxa de novas infecgdes intramamarias estd diretamente relacionada ao nimero de
micro-organismos causadores de mastite presentes na pele dos tetos. Sendo assim, a imersao
dos tetos em produtos desinfetantes apos a retirada das unidades de ordenha elimina a grande
maioria dos patégenos e reduz o risco das bactérias atingirem a glandula mamaria (SANTOS
& FONSECA, 2007). Galton (2004) avaliou a importancia do uso de pos-dipping na redugao
de novas infecgdes intramamarias causadas por S. aureus e observou que houve diminui¢ao
de 64,5% no grupo que recebeu tratamento a base de iodo em comparag@o ao grupo controle,
perante o mesmo desafio. Em outro estudo que avaliou um produto a base de amoénia
quarternaria houve redugdo de 70,9% de novos casos de mastite por S. aureus (BODDIE &
NICKERSON, 2002)

Devido as variagdes no perfil de suscetibilidade de células bacterianas, pode ser
necessaria uma avaliacdo periddica de desinfetantes em propriedades leiteiras para que nao
ocorra o comprometimento dos programas de controle de mastite bovina causadas por
Staphylococcus spp. (MEDEIROS et al., 2009). Alguns estudos ja avaliaram a a¢ao in vitro
dos desinfetantes disponiveis no mercado sobre Staphylococcus spp. na forma planctonica em
que houve boa acdo dos diferentes principios ativos (MEDEIROS et al., 2009; RAMALHO et
al., 2012), porém nao ha pesquisas sobre a acado dos mesmos sobre biofilmes desse género.

Entre os principios ativos utilizados na desinfec¢do dos tetos destaca-se o iodo por
reunir vdarias caracteristicas desejaveis, incluindo: amplo espectro de acdo, excelente
estabilidade, facilidade de visualizagdo apos a aplicagdo e auséncia de residuos no leite desde
que as praticas de manejo sejam feitas de forma adequada. No entanto, sua eficacia ¢
diminuida frente a presenga de matéria organica. Ja o clorexidine também possui alta eficacia
para a desinfec¢dao dos tetos, ampla atividade microbiana ¢ ndo ¢ inativado por pequenas
quantidades de matéria organica, tais como sangue, leite, pus e fluidos teciduais (SANTOS &

FONSECA, 2007).
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Acdo de produtos a base de clorexidine e iodo sobre a adesao e biofilme consolidado de
Staphylococcus spp. isolados de leite

Maria Marinés Reis Peixoto, Agueda Castagna de Vargas

ABSTRACT. - Staphylococcus spp. are recognized as important causes of mastitis in dairy herds. These
microorganisms have the ability to produce a structure called biofilm, which is responsible for the survival
and often for resistance to the action of disinfectants and other harsh conditions. In this paper we evaluate
the action of two teat dip products based on iodine (0,7%) and chlorhexidine (2,0%) on the adhesion of
coagulase-positive staphylococci (CPS) and coagulase negative staphylococci (CNS) from subclinical
mastitis cases, and also on its consolidate biofilms. The products tested showed a high reduction in the on
the adhesion of all isolates. However, action on the consolidate biofilm was significant for CNS only, and
unsatisfactory for CPS. Thus, it emphasizes the importance of health programs to prevent biofilm
formation and reduce the sources of contamination of the mammary gland in dairy production systems.

INDEX TERMS: teat dipping, desinfectant, mastitis, prevention.

RESUMO. - Staphylococcus spp. sdo reconhecidos como importantes causadores de mastites em rebanhos
leiteiros. Esses micro-organismos tém 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¢des adversas. Neste trabalho avaliou-se a acdo de dois produtos po6s-dipping a base de iodo
(0,7%) e clorexidine (2,0%) sobre a adesdo de Staphylococcus coagulase positiva (SCP) e Staphylococcus
coagulase negativa (SCN) isolados de casos de mastite subclinica, e também sobre biofilmes pré formados
a partir destes isolados. Os produtos testados apresentaram uma alta reducdo na taxa de adesdo de todos
os isolados. No entanto, a agdo sobre os biofilmes consolidados s6 foi significativa sobre os SCN, embora
ndo tenha sido satisfatéria em nenhum dos grupos. Assim, ressalta-se a importancia dos programas
sanitrios a fim de prevenir a formacao de biofilmes e diminuir as fontes de contaminacdo da glandula
mamaria em sistemas de producio leiteira.

TERMOS DE INDEXACAOQ: pés-dipping, desinfetantes, mastite, prevencio.

INTRODUCAO

A mastite infecciosa bovina é uma enfermidade associada a redugdo da producio e altera¢des na
composicdo do leite, bem como ao descarte de animais (Barlow 2011). Os micro-organismos de origem
contagiosa sdo os mais prevalentes em casos de mastite bovina e, entre esses, o
género Staphylococcus destaca-se por estar frequentemente associado a casos clinicos e subclinicos da
enfermidade (S4 et al. 2004). Sdo muitos os fatores de risco envolvidos na ocorréncia de mastite em
rebanhos leiteiros. Esses fatores muitas vezes expdem a superficie dos tetos aos micro-organismos
patogénicos contagiosos, os quais sdo transmitidos de animais infectados para ndo infectados durante o
processo de ordenha (Amaral et al. 2004).

0 uso de produtos desinfetantes no pos-dipping é uma estratégia de controle de mastites
contagiosas, principalmente aquelas causadas por S. aureus e Streptococcus agalactiae (Santos & Fonseca
2007) e garante, além da desinfecgdo, a construcdo de uma barreira fisica contra infec¢des, mesmo varias
horas ap6s a aplicagdo (Edinger et al. 2000). Estudos ja demonstraram a importancia do uso do pos-
dipping na reducdo da incidéncia de novas infec¢des intramamarias causadas por Staphylococcus spp. e
outros patégenos relacionados a casos de mastites, bem como, a diminuicdo da contagem de células
somaticas (Galton 2004; Boddie & Nickerson 2002). Os Staphylococcus spp. sdo reconhecidamente a causa
mais frequente de infec¢des associadas a biofilmes, especialmente devido ao fato de serem agentes
comensais, presentes na pele e superficies mucosas (Otto 2008).

Os biofilmes sdo comunidades bacterianas, envoltas por uma matriz polimérica extracelular
(Stepanovic et al. 2007). A formagdo do biofilme inicia com a adesdo da célula bacteriana a superficie,
seguida da sua maturagdo, ruptura e dispersdo (Vermelho et al. 2007). Sabe-se queS. aureuse S.
epidermitis, oriundos de casos de mastite, possuem alta capacidade de adesdo em superficies abidticas,
formando, posteriormente, biofilmes altamente organizados (Oliveira et. al. 2006). Tendo em vista a
importancia da adesdo no processo de colonizacdo e invasdo de micro-organismos patogénicos, o uso in
vitro de antimicrobianos na sua prevencdo esta muito bem documentado (Pagano et al. 2004).
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Estudos tém demonstrado a eficicia de desinfetantes frente a Staphylococcus spp. isolados de
leite, sendo bem determinado que concentragdes de iodo acima de 0,5% e clorexidine a 2% exercem
atividade bactericida frente a esses micro-organismos (Pedrini & Margatho 2003; Medeiros et al. 2009;
Ramalho et al. 2012). Porém, devido as variacdes no perfil de suscetibilidade de células bacterianas frente
a desinfetantes, é necessaria uma avaliagdo periddica destes produtos para que ndo haja
comprometimento dos programas de controle de mastite bovina causadas por Staphylococcus spp.
(Medeiros et al. 2009). Além disso, estudos avaliando a a¢do destes produtos sobre a adesdo e biofilme
consolidado de Staphylococcus spp. isolados de leite ndo foram conduzidos ainda. Com base no exposto
acima, o presente estudo buscou avaliar a acdo de clorexidine (2%) e iodo (0,7%) na adesdo de células
livres de Staphylococcus coagulase positiva (SCP) e Staphylococcus coagulase negativa (SCN), bem como
sobre seus biofilmes consolidados.

MATERIAL E METODOS

Isolados bacterianos

Amostras individuais, colhidas assepticamente, de leite de vacas pertencentes a duas
propriedades leiteiras de Santa Maria - RS foram semeadas em agar sangue ovino 5% e incubadas em
aerobiose a 372C durante 48 horas. Coldnias sugestivas de Staphylococcus spp. foram caracterizadas
fenotipicamente conforme descrito por Quinn et al. (1994). Realizou-se o teste de coagulase conforme
MacFaddin (2000). Para realizacdo deste estudo, foram selecionados 16 isolados de Staphylococcus spp.,
oito coagulase positiva, provenientes de uma propriedade com casos caracteristicos de mastite por SCP; e
oito coagulase negativa, provenientes de outra propriedade.

Caracterizagdo dos isolados quanto a produgdo de biofilmes

A caracterizacdo dos isolados foi realizada de acordo com Rodrigues et al. (2010). Col6nias
isoladas de Staphylococcus spp. foram inoculadas em 3 ml de Tryptone Soya Broth (TSB) até turvacio de
0.5 MacFarland e incubadas a 37°C por 24 horas. Apos esta etapa, 5 pl foram inoculados em placas de
microdiluicdo contendo 195 pl de TSB e as placas foram incubadas por 24 horas a 372C sob agitacdo (50
rpm). Apoés este periodo, o contetido de cada pogo foi aspirado cuidadosamente e este foi lavado duas
vezes com PBS 1x estéril, para remoc¢do de células livres (plancténicas). As placas foram deixadas em
temperatura ambiente até a secagem, onde as células aderidas eram entdo coradas com violeta de
genciana a 0,25%. Ap6s 5 minutos da aplicagido do corante, os po¢os foram novamente lavados, por duas
vezes com PBS, e submetidos a secagem em temperatura ambiente. O que restou na placa foi
ressuspendido em alcool:acetona na propor¢do 80:20. Em cada placa utilizou-se um poc¢o contendo
somente TSB como controle negativo. A leitura foi realizada por espectofotometria no aparelho
SpectraMax M5 a 495 nm. Para classificar os isolados quanto a producao de biofilme, mediu-se a DO49s do
controle negativo (DOc,) e comparou-se com a DO49s dos isolados (DO;s). Os isolados foram classificados
como fracos (DOxm<DO0is<2.D0cn), moderados (2.D0cn<D0is<4.D0c) ou fortes (4.D0cn<DO:js).

Preparo do inéculo

Os isolados de Staphylococcus spp. foram semeados em Tryptone Soya Broth (TSB) com 1% de
glicose e incubados a 37°C por 24 horas. Apos a incubacio, a concentragio bacteriana foi ajustada para
5x107 UFC/ml através de diluicoes em TSB e medi¢des da densidade dptica. A concentragdo bacteriana
utilizada constitui o desafio recomendado pelo National Mastits Council para protocolos de avaliacdo de
eficicia de produtos pés-dipping (National Mastitis Council 2004).

Produtos testados

Foram testados dois produtos disponiveis comercialmente, a base de clorexidine (2%) e iodo
(0,7%). Segundo as normas dos fabricantes, ambos os produtos sao prontos para o uso, e, portanto, nao
foram diluidos.

Acdo dos desinfetantes sobre a adesdo de Staphylococcus spp.

A avaliacdo dos desinfetantes sobre a adesdo dos isolados de Staphylococcus spp. analisados
seguiu a metodologia descrita por Pagano et al. (2004), com pequenas adaptag¢des, como a substituicdo de
placas de 96 pogos por placas de 24 pogos. Foram destinados dois poc¢os para cada isolado. No primeiro
poc¢o, denominado controle positivo, a suspensao foi constituida de meio TSB com 1% de glicose (1,2 ml) e
do inéculo (0,1ml). No segundo pogo realizou-se o mesmo procedimento acrescentando-se ainda o
desinfetante a ser testado (0,8 ml). O procedimento foi realizado em triplicata. Cada placa continha ainda
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um controle negativo com apenas o meio TSB. As placas foram incubadas por 24 horas a 372C sob agitacdo
(50 rpm). Apés este periodo, o conteudo de cada poco foi aspirado cuidadosamente e este foi lavado duas
vezes com PBS 1x estéril, para remocao de células livres (planctonicas). As placas foram deixadas em
temperatura ambiente até a secagem, onde as células aderidas eram entdo coradas com violeta de
genciana a 0,25% (0,3 ml). Apés 5 minutos da aplicagdo do corante, os pocos foram novamente lavados,
por duas vezes com PBS, e submetidos a secagem em temperatura ambiente. O que restou na placa foi
ressuspendido em alcool:acetona na proporgao 80:20 (0,3 ml). O efeito dos desinfetantes sobre a adesido
das células foi medido por espectofotometria no aparelho SpectraMax M5 a 495 nm. Testes piloto foram
conduzidos a fim de determinarmos o comprimento de onda ideal (dados ndo mostrados). Para
compensar a absorbancia medida a partir dos desinfetantes e do meio TSB, leituras de densidade 6ptica
(DO) foram realizadas em pogos contendo apenas iodo (0,7%) com TSB e clorexidine (2%) com TSB. Estes
valores foram descontados das leituras realizadas nos pog¢os com desinfetante, meio e indculo
bacteriano. Antes da adi¢do do corante, aliquotas de 10 pl de cada pogo tratado foram semeadas em TSA a
fim de verificarmos se as concentragdes dos desinfetantes testadas apresentavam capacidade bactericida
sobre os isolados Staphylococcus spp. analisados, na forma planctdnica.

Acdo dos desinfetantes sobre biofilme consolidado

Essa segunda etapa da pesquisa procedeu-se de forma semelhante a primeira. Também foram
destinados dois po¢os para cada amostra, com a suspensdo constituida de meio TSB com 1% de glicose
(1,2 ml) e do in6culo (0,1ml), que foram incubados por 24 horas a 372C sob agitacdo (50 rpm), porém sem
a aplicacio do desinfetante em um primeiro momento. Ap6s a incubacdo e obten¢do de peliculas
caracteristicas de formacido de biofilme, o meio foi aspirado cuidadosamente e realizaram-se duas
lavagens com PBS 1x estéril em todos os pogos. A seguir, aplicou-se TSB com 1% de em ambos os po¢os
(1,2 ml) e o desinfetante somente no segundo pog¢o. As placas foram novamente incubadas por mais 24
horas nas mesmas condi¢des anteriores. Apds esse periodo, realizou-se duas lavagens, com PBS 1x estéril,
seguido de secagem a temperatura ambiente, e entdo os po¢os foram corados com violeta de genciana a
0,25% (0,3 ml). Apds 5 minutos da aplicacdo da violeta de genciana, os po¢os foram novamente lavados,
por duas vezes com PBS, e submetidos a secagem em temperatura ambiente. O que restou na placa foi
ressuspendido em alcool:acetona na propor¢do 80:20 (0,3 ml). O efeito dos desinfetantes sobre os
biofilmes formados foi medido por espectofotometria no aparelho SpectraMax M5 a 495 nm. Antes da
adicdo do corante, aliquotas de 10 pl de cada pogo tratado foram semeadas em TSA a fim de verificarmos
se as concentragdes dos desinfetantes testadas apresentavam capacidade bactericida sobre os isolados de
Staphylococcus spp. analisados, na forma séssil.

Critérios interpretativos

A interpretacdo dos valores de adesdo foi realizada conforme Pagano et al. (2004). Valores de
D049s acima da DO observada nos controles com desinfetante mais TSB foram considerados como valores
indicativos de aderéncia bacteriana. O calculo de porcentagem de inibi¢do de adesdo foi realizado para
todos os isolados que apresentaram aderéncia, sendo a seguinte férmula utilizada: % de adesdo = (DO do
poco controle - DO do pogo tratado/DO do pogo controle) x 100. Sendo a DO representada pela média das
triplicatas e o controle definido por cultivo livre de desinfetante.

Andlise estatistica

A homogeneidade das varidncias entre os grupos foi verificada através do teste de Levene. As
comparagdes entre os grupos foram feitas utilizando ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey
(Statistica 7.0 Software). O nivel minimo de significancia foi estabelecido em P < 0,05.

RESULTADOS

Caracterizagdo dos isolados quanto a produgdo de biofilmes

Todos os isolados foram caracterizados como produtores de biofilme. Em relacédo a intensidade de
formacao, tanto os SCP, como os SCN foram classificados como fortes formadores de biofilme, uma vez que
apresentaram DO acima de no minimo quatro vezes a DO do seu respectivo controle.

Acdo dos desinfetantes sobre a adesdo de Staphylococcus spp.

Do total de isolados de Staphylococcus spp. analisados (16), 14 (87,5%, sete SCP e sete SCN) e 12
isolados (75%, oito SCP e quatro SCN) apresentaram adesao mesmo quanto expostos aos produtos a base
de clorexidine (2%) e iodo (0,7%), respectivamente. Observou-se reducdo significativa da adesdo em
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todos os isolados submetidos aos desinfetantes (Fig. 1). A taxa percentual de reducdo da adesao foi de
92,8 a 97%. O produto a base de iodo inibiu em 92,8 e 97% a adesdo de células de SCP e SCN,
respectivamente. Ja o produto a base de clorexidine apresentou a mesma atividade em ambos os grupos
de Staphylococcus spp., com 94,3% de reducdo. Como era esperado, ndo foram recuperadas bactérias
viaveis apds as 24 horas de exposicdo aos desinfetantes.

Acdo dos desinfetantes sobre biofilme consolidado

Tanto o clorexidine (2%) quanto o iodo (0,7%) apresentaram reducdo significativa sobre o
biofilme formado por SCN (Fig 2), sendo esta 36,7% no clorexidine e 32,5% no iodo. Frente aos isolados
de SCP, ndo foi observada reducao significativa em compara¢do com o grupo controle (Fig. 2). Todos os
pocos tratados apresentaram crescimento bacteriano apos 24 horas de exposi¢io aos desinfetantes.

DISCUSSAO

Muitos estudos tém avaliado a concentracdo inibitéria minima (CIM) de agentes antimicrobianos,
relacionando-a com a CIM necessaria para impedir a adesdo bacteriana e formacdo de biofilme ou até
mesmo, agir em biofilme consolidado (Pagano et al. 2004). Para o nosso conhecimento, este é o primeiro
estudo avaliando a acdo de produtos a base de clorexidine (2%) e iodo (0,7%) sobre a adesdo e biofilme
consolidado de Staphylococcus spp. coagulase positiva e negativa. Como as concentrag¢des de clorexidine
2% e iodo 0,7% sdo conhecidamente eficazes contra células livres de Staphylococcus spp. (Pedrini &
Margatho 2003), ndo era esperada a recuperacdo de células viaveis ap6s 24 horas de exposicdo aos
desinfetantes, porém, até a obtencdo dos resultados, ndo se sabia se estas concentraces seriam capazes
de prevenir a adesdo das células.

No presente estudo, observou-se que 87,5% e 75% dos isolados analisados foram capazes de se
aderir a superficie de polipropileno sob a a¢do do clorexidine e do iodo, respectivamente. No entanto,
houve uma redugdo de 92,8 a 97% na adesdo quanto comparada ao grupo controle (Fig. 1). Galton (2004)
observou uma reducio de 64,5% de novos casos de mastite por S. aureus em quartos mamarios
submetidos ao pos-dipping, o que pode ser explicado pela forte acdo dos produtos utilizados, ja que
infeccbes podem ser prevenidas se a adesdo de micro-organismos patogénicos for evitada (Pagano et al.
2004).

Apesar dos produtos a base de iodo e clorexidine serem amplamente utilizados no tratamento de
infecgdes superficiais de tetos em vacas, e este ultimo apresentar efeito antibacteriano cumulativo de no
minimo seis horas (Spinosa et al. 2002), o processo de adesdo de Staphylococcus sp. é muito rapido, menos
de trés horas (Milezzi et al. 2012), especialmente em condi¢des favoraveis. As condi¢cdes empregadas in
vitro, neste estudo, como a adi¢cdo de glicose ao meio de cultura, podem ter favorecido a adesdo dos
isolados analisados. A glicose, pela alteracdo de pH, é um importante fator ambiental associado a formacao
de biofilme em S. epidermidis através da regulacdo de proteinas via expressdo de genes como o saeRS (Lou
et al. 2014). Sabe-se que a presenca de dextrano, que consiste de unidades de a-D-glicose, é fundamental
para a adesdo de isolados de Streptococcus spp (Thompson et al. 1982). Estes dados podem explicar, em
parte, a aderéncia dos isolados de Staphylococcus spp., mesmo que ndo tenham sido recuperadas células
viaveis apds 24 horas de exposicdo aos desinfetantes.

Proteinas sdo muito importantes na formacdo de biofilme em S. epidermidis (Lou et al. 2014).
Segundo Varhimo et al. (2011), alfa e beta-caseina sdo indutores primarios para a formacao de biofilme, a
qual inicia-se com a adesdo a uma superficie, seja ela bidtica ou abiética (Hall-Stoodley & Stoodley 2002).
Considerando que apds a ordenha o teto encontra-se sujeito a deposicdo destas proteinas, e estas
favorecem a formacdo de biofilme, salientamos a importincia de avaliar produtos utilizados no poés-
dipping quanto a sua capacidade de impedir a adesdo de células bacterianas, bem como, sua a¢ido sobre
biofilme consolidado.

Sabe-se que células em biofilmes sdo muito mais resistentes a desinfeccdo quando comparadas as
células planctonicas, desta forma, muitos métodos convencionais de desinfec¢do sdo ineficientes contra
biofilmes, sendo necessario, por vezes, doses elevadas de desinfetantes (Clonts 2008). Neste estudo, os
isolados de Staphylococcus spp. presentes no biofilme consolidado apresentaram uma forte resisténcia,
sendo que células viaveis foram recuperadas ap6s 24 horas de exposicdo aos desinfetantes analisados.
Segundo Marques et al. (2007), S. aureus na forma de biofilme se torna mais resistente aos agentes
sanificantes. Esta resisténcia é associada tanto a baixa penetracdo dos compostos antimicrobianos no
biofilme, como pelo estado fenotipicamente protegido induzido nas bactérias que o compoe (Costeron et
al. 1995, Altieri et al. 2013). Por fim, sua estabilidade deve-se a proteinas e carboidratos (Wang et al.
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2013), que, uma vez depositados, dificultam em muito a acdo de compostos sanificantes e
antimicrobianos.

Muitos desinfetantes apresentam a¢do 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). Esta maior resisténcia foi verificada nos SCP, uma vez que, frente aos
desinfetantes analisados, praticamente nao se observou reducio da biomassa (Fig. 2). No entanto, tanto o
clorexidine quanto o iodo, apresentaram um efeito significativo na redugao do biofilme formado por SCN
(Fig. 2). Isso pode ser explicado pela menor viruléncia apresentada por estes isolados, que geralmente
causam mastites mais brandas e respondem bem aos tratamentos (Pyorala & Taponen 2009).

Salienta-se que a utilizacdo de desinfetantes no pds-diping tem diferentes func¢des, nas quais a
prevencao da adesdo bacteriana, com intuito de retardar a formacdo do biofilme, deve ser garantida, uma
vez que, eliminar ou reduzir a biomassa bacteriana é extremamente dificil. Por fim, este estudo reforga a
importancia da inclusdo de estratégias de controle sanitario para prevencdo de mastite, uma vez que o
contato dos animais com patégenos contagiosos durante o processo de ordenha é praticamente inevitavel.

CONCLUSAO

Os produtos a bases de clorexidine (2%) e iodo (0,7%) nao foram capazes de inibir a adesio da
maioria dos isolados analisados, no entanto apresentaram-se altamente eficazes na sua reducdo. Ambos os
desinfetantes apresentam acdo insatisfatdria sobre biofilme consolidado de Staphylococcus spp.,
especialmente frente aos SCP. Ressalta-se a importancia do estabelecimento de programas sanitarios a fim
de prevenir a formacgio de biofilmes e a diminuicdo das fontes de contaminagio da glandula mamaria nos
diferentes sistemas de producao leiteira.
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Figura 1. Atividade de produtos a base de iodo (A e B) e clorexidine (C e D) sobre a adesdo de SCN (A e C)
e SCP (B e D). CTL - controle; PBI - produto a base de iodo; PBC - produto a base de clorexidine. (*)
Indica diferenca significativa em relacdo ao respectivo controle, conforme determinado por ANOVA
de uma via seguida do teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 2. Atividade de produtos a base de iodo (A e B) e clorexidine (C e D) sobre biofilme pré formado
de SCN (A e C) e SCP (B e D). CTL - controle; PBI - produto a base de iodo; PBC - produto a base de
clorexidine. (*) Indica diferenga significativa em relacdo ao respectivo controle, conforme
determinado por ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey (P < 0,05).



4. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de produtos pds-dipping ¢ uma pratica indispensavel no manejo de
rebanhos leiteiros. No entanto, os produtos a base de clorexidine e iodo podem nao impedir a
adesdo de algumas cepas de Staphylococcus spp., € também ndo possuir a eficacia esperada
sobre biofilmes consolidados, embora sua acdo sobre células livres tenha sido satisfatoria.
Dessa forma, salienta-se a importancia da aplicacdo dos produtos testados a fim de prevenir a
colonizacdo da glindula mamaria por micro-organismos contagiosos, evitando-se assim a

contaminac¢ao de animais sadios.
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