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CAPACIDADE DE FORMACAO DE BIOFILME EM ISOLADOS DE MASTITE

Maria Eduarda Artuso Schnorr!*
Karina Ramirez Starikoff 2**

RESUMO

A mastite ¢ a principal doenga que acomete os rebanhos leiteiros, com custo oneroso a
pecuaria leiteira, e sua ligacdo com saude publica, visto que, ocorre a veiculacao de patdégenos
que podem acarretar doengas nos humanos. Sua multipla etiologia ¢ um problema para o
controle, pois pode ser derivada de origens fisiologica, traumatica, alérgica, metabdlica e/ou
infecciosa. J4 os patogenos envolvidos nas mastites, podem se apresentar como formadores de
biofilmes, interferindo na qualidade dos alimentos e danos a produgdo leiteira. O biofilme
pode ser entendido como uma comunidade séssil, ligada por um substrato e incorporada por
uma matriz de substincia polimérica e extracelular. Pensando na importancia da formagao do
biofilme, o estudo teve como objetivo avaliar 42 amostras de microrganismos para verificar a
capacidade de formacdo de biofilme em isolados em casos de mastite. Utilizou-se a
metodologia para formagdo de biofilmes em microplacas de 96 pogos, inoculando-se em
suspensao de 5 mL de BHI, durante 37° por 24 horas, essas amostras foram levadas a tubos
com 10 mL de solugdo salina 0,9%, e padronizadas em espectrofotdmetro. Em cada pogo
adicionou-se 100 microlitros de TSB, 1% de glicose e 2 microlitros de amostra, ja
padronizados. Para visualizagdo da formacao, as placas foram lavadas trés vezes com solugao
destilada, fixadas com o metanol, coradas com cristal violeta, e lavadas com agua destilada,
que foram re-solubilizadas em 4cido acético para ressuspender, e levados a leitura em
espectrofotometro (A= 605 nm). Os biofilmes foram classificados como fracamente
formadores, fortemente formadores e negativos. O controle negativo foi feito com
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e o controle positivo Staphylococcus aureus ATCC
6538. A presenca de biofilmes em equipamentos de ordenha, derivados de limpezas
inadequadas, representa uma presente fonte de contaminacdo para os animais de ordenha, e
para a industria, interferindo tanto na satide animal, quanto na qualidade do leite produzido. A
eliminagdo do biofilme ¢ 4rdua, e vem sendo cada vez mais abordada na literatura devido a
sua importancia atual.
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura no cenario brasileiro representa destaque na producao lactea mundial,
proporcionando alta lucratividade e emprego (NETO, DONADON, 2011). A cadeia produtiva
do leite no Brasil se distribui praticamente por todo territorio, totalizando producao em 2021
da ordem de 35,3 bilhdes de litros, com rebanho total de 224,6 milhdes, desse total, 39%
referente ao leite produzido na regido Sul do Brasil (IBGE, 2022).

O leite ¢ considerado um alimento nobre, devido a sua composi¢do rica em proteinas,
gordura, carboidratos, sais minerais e vitaminas (ASSIS, FARIA, RODRIGUES, 2007). Nesse
mercado produtivo, a qualidade do leite pode ter interferéncia de diversos fatores, como a
higiene da ordenha e utensilios, manejo, alimentagdo e genética, além da armazenagem e
transporte do leite (ANDRADE et al., 2007).

Porém, durante a produgdo de leite algumas enfermidades podem influenciar
negativamente na qualidade do leite, além de acarretar gastos onerosos ao produtor, € uma das
principais que causa grande impacto ¢ a mastite (COSTA et al., 2017; LOPES; MANZI,
LANGONI, 2018). A mastite bovina, pode ser definida como um complexo de doencas
multifatorial, resultado de interagdes entre hospedeiro, ambiente e os patdgenos tipicos, sendo
denominada como a doenga mais prevalente e desafiadora em fazendas leiteiras em todo o
mundo (HOGEVEEN; STENEVELD; WOLF; 2019).

A mastite pode ser definida como um processo inflamatério da glandula mamaria, que
pode ter sua origem de forma fisiologica, traumatica, alérgica, metabolica e/ou infecciosa,
sendo de carater complexo e multifatorial, que inclui diversos patdogenos, o ambiente e fatores
inerentes ao animal (OLIVEIRA et al., 2016). Sua classificacdo pode ser clinica, em que o
animal apresenta alteragdes visiveis, ou subclinica em que o animal ndo apresenta sinais
clinicos, o que dificulta seu diagnostico e necessita de atengdo redobrada (NETO,
DONADON, 2011).

Os patogenos envolvidos na ocorréncia da mastite bovina infecciosa apresentam
variados fatores de viruléncia que auxiliam na colonizagao e infeccdo da glandula mamaria.
Os patdgenos de maior incidéncia sdo as bactérias, destacando Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Mycoplasma bovis
e Escherichia coli (CARNEIRO, DOMINGUES, VAZ, 2009; BRITO; ARCURI, 2002).

Uma variedade de microrganismos dispdoe de uma capacidade de adesdo e
aglomeragdo que resultam nos chamados biofilmes. Esses patégenos podem permanecer
dentro da glandula mamaria, ocasionando lesdes ao epitélio mamadrio, o que
consequentemente leva a diminuicdo na sintese dos componentes do leite, além da produgdo
de toxinas nocivas ao animal, o que pode agravar o quadro inflamatério (GOMES et al.,
2016).

O biofilme representa um complexo ecossistema microbioldgico, formado a partir de
populacdes desenvolvidas através de uma tnica ou mais espécies, englobando as bactérias,
fungos e/ou protozodarios de maneira isolada ou com combinagdes, tendo associagdo com seus
produtos extracelulares constituindo uma matriz de polimeros orgéanicos que estdo aderidos a
superficies biodticas ou abidticas (dispositivos médicos ou equipamentos, por exemplo) (JAY,
2005; KYAW, 2008).

A formagao dos biofilmes pode sofrer influéncia em diversos fatores, desde a
morfologia dos microrganismos até a complexidade do ambiente em termos de nutrientes ou
presenca de agentes quimicos e fisicos (FONSECA et al., 2011).

Uma vez formados, os biofilmes possuem capacidade de contaminagdo constante, com
liberacao de microrganismos patogénicos e/ou deterioradores, a exemplo do Staphylococcus
aureus, tendo capacidade de comprometer alimentos, além de participar da deterioragdo de
equipamentos (MANSFELD, 2007; FUSTER-VALLS et al., 2008).



Apo6s o biofilme ser estabelecido, esse passa a ser uma intensa fonte de endotoxinas,
além de fragmentos de endotoxinas liberados na agua. Sendo a remog¢do dos biofilmes
constituidos extremamente dificil, devido a sua forte adesdo gerada pelas bactérias de
superficie (MEDONLINE, 2008).

A adesdo bacteriana e a formagdo dos biofilmes representam importante obstaculo no
ambito da saude, estando relacionados com diversas doencas, incluindo a mastite
(FERNANDES et al., 2011; MATHEW. RAO., 2014).

Assim, o objetivo da pesquisa foi verificar a capacidade de formagao de biofilme em
microrganismos isolados de casos de mastite bovina em propriedades leiteiras do Sudoeste do
Parana.

2 MATERIAL E METODOS

Quarenta e dois microrganismos isolados de amostras de leite, de vacas diagnosticadas
com mastite, oriundas de dez propriedades leiteiras da Regido Sudoeste do Parand, foram
utilizados para a pesquisa. Embora esse estudo tenha se iniciado com microrganismos
isolados, o mesmo faz parte de uma pesquisa submetida 8 Comissio de Etica em Pesquisa da
UFFS, sob numero de registro 7919110221.

Esses microrganismos foram ressuspendidos em 5Sml de caldo Brain Hearth Infusion
(BHI) a 37°C durante 24 horas. Posteriormente as amostras foram transferidas para tubos com
10 mL de solugdo salina 0,9 % estéril e submetidos a leitura em espectrofotdmetro Rayleigh
UV-1800 Uv-Vis, considerados padronizados quando as absorbancias estivessem entre 0,08 e
0,13 Angstrons em comprimento de onda de 625 nm, o que corresponde a 1 - 2 x 10® UFC/mL
(PEIXOTO, 2019).

As amostras padronizadas foram transferidas para microplacas de poliestireno estéreis
com 96 pocos com fundo em “U”, sendo feita em triplicatas. Em cada cavidade foi adicionado
o volume de 100 (uL) de caldo Triptona Soja (TSB), 1% de glicose e 2 pL de amostra,
incubadas a 37°C durante 24 horas. O controle positivo foi feito com uso de cepa formadora
de biofilme (Staphylococcus aureus ATCC 6538) e controle negativo (Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228), além do branco somente com TSB (PEIXOTO, 2019).

Para andlise da capacidade dos microrganismos presentes nas amostras de mastite
formarem biofilme in vitro foi utilizado o método de Peixoto et al. (2019) com modificagoes.
As placas foram lavadas trés vezes com 100 pL de agua destilada. Adicionou-se metanol
durante 15 minutos para fixacdo. Em seguida, adicionou-se 100 pL de cristal violeta por mais
15 minutos. Depois, lavou-se novamente com agua destilada por trés vezes, ademais
utilizou-se 120 pL de acido acético glacial para ressuspender. Ao fim, as placas foram
submetidas a leitura em espectrofotometro Rayleigh UV-1800 Uv-Vis® a 605 nm.

O controle negativo foi utilizado como a base em calculos para defini¢do dos
parametros a se determinar um isolado formador ou ndo do biofilme. Deste modo, os isolados
foram classificados de acordo com a seguinte regra (OD - Densidade Optica): OD < ODc =
nao produtor, ODc < OD < (2xODc) = fraco produtor, (2xODc) < OD < (4xODc) = moderado
produtor, (4xODc) < OD = forte produtor. Apos a leitura, foi realizada andlise das amostras,
determinando as frequéncias relativas de acordo com a metodologia padrao, sendo assim, para
considerar formador de biofilme, a absorbancia encontrada deveria estar igual ou maior que
1629, para fracamente formador, entre 1363 e 1629, e ndo formador, igual ou abaixo de 1363
(PEIXOTO, 2019).



3  RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise das 42 amostras utilizadas revelaram que 14 amostras apresentaram
fortemente formadoras de biofilme (33%), sete fracamente formadoras (16%) e 21 foram nao
formadoras de biofilme (50%). Dentre os microrganismos formadores analisados, obteve-se:
Staphylococcus aureus (47%), Staphylococcus ndo aureus (14%), Streptococcus agalactiae /
dysgalactiae (23%) e Streptococcus uberis (9%).

Os resultados da andlise da capacidade dos microrganismos presentes nas amostras de
mastite formar biofilme in vitro podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1 - Amostras de leite com mastite, obtido de vacas de dez propriedades leiteiras que

foram formadoras de biofilme

Propriedade Nuamero de amostras Identificaciao Biofilme
A 3 Staphylococcus ndo Forte
aureus (2)
B 1 Staphylococcus ndo Forte
aureus
C 0 -
Streptococcus
D 1 agalactiae/dysgalacti Fraco
ae
Staphylococcus
B 6 aureus Fraco
Staphylococcus Forte
aureus
Staphylococcus
F ) aureus Fraco
Staphylococcus Forte
aureus
G 2 Staphylococcus Forte
aureus (6)
H 4 Streptococcus uberis Forte
I 6 Streptococcus uberis Forte
Streptococcus
J 11 agalactiae/dysgalacti Fraco
ae

Fonte: Arquivo pessoal

Martins et al (2010) analisaram rebanhos da microrregido de Cuiaba e apontaram que
85,2% de animais com mastite em pelo menos um dos quartos mamarios. Quanto a etiologia,
os resultados se mostram semelhantes com esta pesquisa, visto que, o Staphylococcus aureus

(44%) esta entre os maiores isolados em casos de mastite (MARTINS, 2010).



Além do mais, dentre as amostras analisadas, o S.aureus foi formador de biofilme a
partir de cinco animais diferentes nas propriedades analisadas em nossa pesquisa. Podemos
correlacionar esse microrganismo como um dos predominantes nas amostras, pois sao
classificados como os principais agentes causadores de mastite bovina (ZIMERMANN;
ARAUIJO, 2017; SILVA, 2023).

O uso da microplaca em nosso trabalho apresentou formacgdo de biofilme, sendo
relatado através da literatura, como um dos métodos mais utilizados para detectar o biofilme.
Melo (2011) relatou em seu estudo com o uso de microplaca, que em 313 amostras dos
isolados de leite de vacas, e do tanque de expansdo, 84% obtiveram capacidade para formar
biofilme in vitro, e 50 (16%) nao foram formadores (MELO, 2011).

Um dos fatores relacionados com a visualiza¢do predominante de S. aureus sdo seus
fatores de viruléncia que representam um papel muito importante na patogénese da mastite,
um deles ¢ a formacao do biofilme, pois proporciona sua sobrevivéncia e aderéncia em células
epiteliais o que contribui na disseminacdo de bactérias no interior da glandula mamaria
afetada (CUADROS et al., 2021). E uma vez que os microrganismos se encontram dentro da
glandula mamaria, ocasionam lesdes ao epitélio mamario que leva a diminuigdo na sintese de
componentes do leite, além da producdo de toxinas nocivas ao animal que agravam o processo
inflamatorio (DAMASCENO, SILVA, SANTOS, 2020).

Assim, um dos pontos relacionados com os resultados de S.aureus em nossas
amostras, pode estar interligado ao fato deste microrganismo ser o principal agente de casos
de mastite, como um dos mais isolados em leite cru, além de poder estar presente na pele dos
animais, pele humana e nos equipamentos de ordenha (BOHRZ, 2019).

Melo (2011) realizou coleta de leite de 304 vacas que apresentavam mastite, além de
amostras do tanque de expansdo e ambiente de ordenha. Quando analisadas, 79,4% das
amostras foram formadoras de biofilmes in vitro. Israel et al. (2020) isolaram 103 estirpes de
Staphylococcus sp. de amostras derivadas de rebanhos leiteiros com mastite, avaliaram sua
capacidade de formar biofilme, e identificaram que 58,3% eram de Staphylococcus
chromogenes e 19,4% de S. aureus, sendo o teste realizado através da aderéncia em
microplaca, obtendo 71,8% de formadoras de biofilme.

A incidéncia do S. aureus como um dos agentes mais encontrados em amostras de
rebanhos leiteiros mostra-se de grande importancia epidemioldgica e clinica em casos de
mastite quando ligadas a falhas no manejo de ordenha, bem como em prevencao e diagndstico
da enfermidade de origem contagiosa em rebanhos, visto que, a transmissdo dos agentes
causadores acontece, em sua maioria, durante a ordenha j& que o reservatorio dos
microrganismos sao as glandulas mamarias (ANDRADE, HARTMANN, MASSON, 2009).

Salina et al. (2020) realizaram coletas de leite para obter 100 cepas de Staphylococcus
ndo aureus (NAS) de 749 amostras de leite bovino, e obtiveram um total de 41% de
formadoras de biofilme.

J& com menor frequéncia na formagdo de biofilme foram os Streptococcus sp. (32%),
que estruturam um grupo de microrganismos com diversas espécies € graus patogénicos e
virulentos (SALINA, 2020). O Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis,
categorizados como ambientais, estdo presentes na microbiota intestinal e no ambiente
(OLIVEIRA et al., 2016).

Damasceno, Silva, Santos (2020) realizaram a coleta de 27 animais durante fase de
lactagdo, e analisou a formacdo de biofilme em dezoito amostras de leite com mastite, ¢
encontrou a formagdo através dos Streptococcus que foram formadores de biofilme em 12,5%
das amostras.

Em outro estudo foram analisadas 232 amostras de microrganismos de bactérias
isoladas do leite e seus derivados, encontrando 39 cepas de Streptococcus sp. Destas, 4,08%
apresentaram formagao de biofilme (SIQUEIRA et al., 2021).



Orsi et al. (2016) analisaram 89 amostras para verificar a formagao de biofilme de
Streptococcus uberis. Em seu resultado obteve 55 isolados de S. uberis como nao formadores,
13 (10,92%) apresentaram fraca formacao, 30 (25,21%) apresentaram capacidade moderada e
20 (16,80%) derivados de mastite clinica apresentaram forte capacidade para biofilme.

Essa presenca de microrganismos em propriedades produtoras pode acarretar na perda
da qualidade do leite, esses problemas estao correlacionados com a falha da higienizacao de
equipamentos e ordenha, latdes e em tanques de expansdo, o que pode acarretar na formagao
de biofilmes (OLIVEIRA, 2011).

O isolamento de cepas produtoras de biofilme no equipamento de ordenha e no
ambiente sugere um alto risco de contaminagdo do leite cru, o que representa riscos a saude
tanto dos humanos quanto dos proprios animais (SILVESTRE et al., 2017).

Dessa forma, ¢ essencial realizar a correta higieniza¢ao dos tetos, com o uso de pré e
po6s-dipping, além da higienizacdo do ambiente. Essas a¢des, por sua vez, possuem a
capacidade de reduzir a formacdo dos biofilmes, que se mostram como um problema
constante (SALINA, 2016).

4 CONCLUSAO

Nas condicdes deste estudo, a prevaléncia de biofilmes, nas amostras de leite de vacas
com mastite em propriedades do Sudoeste do Parana, indica que ¢ possivel observar que ha
bactérias que se aderem a superficie e formam os biofilmes. Os microrganismos formadores
encontrados foram das espécies Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. Dentre eles, o
Staphylococcus aureus se mostrou o microrganismo de maior prevaléncia nas amostras
coletadas e analisadas, ressaltando a importancia de medidas eficazes para a eliminagao
desses potenciais agentes das propriedades leiteiras.
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