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Resumo

SANTOS, Pedro Rassier. Identificacao e perfil de resisténcia de cocos gram-
positivos isolados de ordenhadeiras no Sul do Rio Grande do Sul, Brasil. 2020.
54f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-Graduagdo em Microbiologia e
Parasitologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O leite € um alimento de alto valor nutritivo que auxilia no desenvolvimento e
crescimento humano, entretanto, ele também pode abrigar microorganismos que
alteram sua composicdo e produzem enzimas e toxinas como parte do seu
metabolismo. Muitos destes microorganismos s&o resistentes a antibidticos e a
agentes desinfetantes utilizados na industria, salientando assim, a importancia dos
cuidados que vao desde a obtencao até a estocagem do leite. Por conta disso, o
objetivo deste trabalho foi isolar, identificar e avaliar o perfil de resisténcia e fatores
de patogenicidade de cocos gram-positivos isolados de teteiras em salas de ordenha
no sul do Rio Grande do Sul, Brasil. As coletas foram realizadas com swabs de
teteiras, em oito propriedades e a identificacdo foi realizada através de provas
bioquimicas e moleculares, sendo isoladas 17 bactérias identificadas como:
Enterococcus faecalis (10), Enterococcus faecium (4), Staphylococcus intermedius
(1), Streptococcus uberis (1) e Streptococcus dysgalactiae (1). A partir das
identificacdes, foi realizado o antibiograma com a avaliagdo de 13 antibioticos, e o
género que apresentou maior resisténcia foi o Enterococcus, com isolados
resistentes a Levofloxacina, Cefoxitina, Cefotaxima, Ceftriaxona, Cefuroxima,
Imipenem, Meropenem, Oxacilina, Clindamicina e Rifampicina. Além disso, todos os
17 isolados foram capazes de formar biofilme, que permaneceu viavel apds a
utilizacdo de detergente neutro, alcalino e alcalino-clorado. O Unico produto que
inibiu o biofilme de todos os microorganismos foi a clorexidina 2%. Os resultados
obtidos neste trabalho salientam para a importancia dos testes de pré e pos-dipping
nas propriedades leiteiras, onde a clorexidina € um dos desinfetantes utilizados, ja
que pelo observado, os detergentes acido, alcalino-clorado e neutro, indicados para
limpeza e desencrustagédo de tubulagdes, n&do se mostraram eficazes sob biofilmes
das diferentes espécies testadas.

Palavras-chave: producdo leiteira; contaminacdo alimentar; biofiime; mastite;
clorexidina.



Abstract

SANTOS, Pedro Rassier. Identificacao e perfil de resisténcia de cocos gram-
positivos isolados de ordenhadeiras no Sul do Rio Grande do Sul, Brasil. 2020.
54f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-Graduagdo em Microbiologia e
Parasitologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Milk is a high nutritional value food that helps in human development and growth,
however, it can also harbor micro-organisms that alter its composition and produce
enzymes and toxins as part of its metabolism. Many of these micro-organisms are
resistant to antibiotics and disinfectants used in the industry, thus highlighting the
importance of care ranging from obtaining to storing milk. Therefore, the objective of
this work was to isolate, identify and evaluate the resistance profile and pathogenicity
factors of gram-positive cocci isolated from liners in milking rooms in the south of Rio
Grande do Sul, Brazil. Collections were performed with swabs from initial liners and
the identification was performed through biochemical and molecular tests. Seventeen
bacteria were isolated, identified as Enterococcus faecalis (10), Enterococcus
faecium (4), Staphylococcus intermedius (1), Streptococcus uberis (1) and
Streptococcus dysgalactiae (1). After the identifications, the antibiogram was
performed with the evaluation of 13 antibiotics. The genus that proved to be resistant
to most of these was the Enterococcus. In addition, all 17 isolates were able to form
biofilm, which remained viable after the use of neutral, alkaline and alkaline-
chlorinated detergent. The only product that was effective against biofilm of all micro-
organisms was chlorhexidine 2%. The results obtained in this work highlight the
importance of pre- and post-dipping tests on dairy properties, in which chlorhexidine
is one of the disinfectants used, since, as observed, products indicated for cleaning
and descaling pipes were not effective on biofilms of the different species tested.

Keywords: dairy production; food contamination; biofilm; mastitis; chlorhexidine.
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1 INTRODUGCAO GERAL

O leite e seus derivados desempenham um papel nutricional importante para
o desenvolvimento humano, fornecendo proteinas, carboidratos, gorduras e sais
minerais (BITENCOURT et al., 2000). Entretanto, ele também pode servir como meio
para o0 desenvolvimento de micro-organismos indesejaveis, patdogenos e
deteriorantes, havendo assim, a necessidade de cuidados desde a sua produgéao até
sua estocagem (TEUBER, 1992). De acordo com Santos (2007), a ordenha pode ser
considerada uma das tarefas mais importantes dentro da propriedade leiteira,
porque para se obter um produto de alta qualidade, s&o necessarios diversos
cuidados e manejos de ordenha adequados para reduzir a contaminagao
microbiana, fisica e quimica do leite. Quanto maior o numero de contaminantes e a
temperatura de estocagem, menor sera o tempo de conservagdo do produto
(SILVEIRA; CARVALHO & TEIXEIRA, 1998).

No Brasil, a pecuaria leiteira é considerada uma das atividades mais
importantes do setor agropecuario, trazendo grande relevancia social e econdmica
para o pais (LUCCA & AREND, 2020). Entretanto, tem se observado alguns
problemas no setor, como problemas de qualidade do leite encontrado no Rio
Grande do Sul, que apresenta altas contagens de micro-organismos, muitas vezes
relacionados a falta de higiene na obten¢cdo do mesmo (REIS et al., 2017). Essa falta
de higiene no processo de ordenha pode acarretar na presenga de bactérias no leite
e ocorréncia de doengas em humanos que o consumirem (CERVA, 2013). No pais,
a microbiota predominante no leite cru geralmente inclui espécies de bactérias acido
lacticas como Lactococcus spp., Lactobacillus spp., Enterococcus spp. e
Streptococcus spp., além de Pseudomonas spp., € bactérias pertencentes a familia
Micrococcaceae, como Micrococcus spp. e Staphylococcus spp. (TEBALDI et al.,
2008; PINTO et al., 2015).

Uma alternativa para minimizar os riscos de contaminagao microbiana dentro
da bovinocultura leiteira € a aplicagdo de Boas Praticas de Produgao (BPP) nas
diferentes etapas do processo (VALLIN et al., 2009). Paschoal (2014) salienta que
0s equipamentos que auxiliam na ordenha podem contribuir com cerca de 10 % da

carga microbiana do leite em condigdes experimentais, podendo este valor aumentar



caso a estrutura ou a limpeza dos equipamentos nao estejam satisfatorias. Com
relagdo aos equipamentos dentro da sala de ordenha, Gleeson et al. (2009)
destacam as teteiras da ordenhadeira mecénica como a maior causa de
contaminagao entre as vacas, entretanto, o adequado manejo pré-ordenha pode
reduzir a contaminacio dos tetos ndo sé por bactérias ambientais como também por

bactérias provenientes de outros animais.

A melhor forma de preparar o teto para a ordenha é realizando o pré-dipping,
que significa a imersao dos tetos das vacas em uma solugéo desinfetante momentos
antes da ordenha, responsavel por queda de até 50% na taxa de novas infecgdes da
glandula mamaria e consequentemente, diminuicdo do numero de bactérias que
entram em contato com o leite e passam pelas tubulagbes (FONSECA & SANTOS,
2001; BLOWEY; EDMONDSON, 2010). Entretanto, a desinfeccdo ao final da
ordenha (pds-dipping) é considerada a pratica isolada mais importante de controle
de novas infecgdes intramamarias, onde os melhores resultados estdo relacionados
ao uso de iodo, 0,7% a 1,0%; clorexidina, 0,5% a 1,0% e cloro, 0,3% a 0,5%

(FONSECA & SANTOS, 2001).

Dentre as diversas doencas que podem ocorrer dentro do rebanho leiteiro,
comprometendo a qualidade do leite, destaca-se a mastite, por ser considerada um
problema de saude publica de grande perda econémica e dificil controle (PYORALA,
2002). A mastite € uma inflamagao da glandula mamaria que pode ser causada por
injuria quimica, mecanica ou infecgdo microbiolégica, sendo esta ultima a mais
comum (FONSECA; SANTOS, 2001). A Instrugdo Normativa n° 77, de 26 de
novembro de 2018 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
determina que a prevaléncia da mastite esta relacionada, principalmente, ao manejo
antes, durante e apds a ordenha, salientando a importancia da conscientizacdo do
ordenhador e da realizagdo dos métodos adequados de ordenha, incluindo a correta
antissepsia do animal e profissional e desinfeccdo do ambiente e de todos os
utensilios utilizados na ordenha (BRASIL, 2018).

Além disso, devido a possibilidade das células bacterianas apresentarem
variagdes no perfil de suscetibilidade, torna-se necessaria uma avaliacdo periodica
sobre a eficacia dos desinfetantes nas propriedades leiteiras, para que os programas

de controle da mastite bovina causada por Staphylococcus spp. € outros cocos



gram-positivos ndo percam a efetividade (MEDEIROS et al., 2009). Estudos que
tratam da suscetibilidade a antimicrobianos de patdégenos da mastite bovina no
Brasil apontam para um aumento crescente no padrao de resisténcia, principalmente
para S. aureus (CARVALHO et al.,, 2018; NOEL et al.,, 2016). A maior causa
relacionada ao aumento dessa resisténcia € o uso incorreto e indiscriminado de
antibioticos (DA COSTA et al., 2013).

Entre os fatores de resistencia, destaca-se a formacao de biofiime. Os
biofilmes sao constituidos de bactérias envolvidas por uma matriz de polimeros
organicos, as quais se aderem a qualquer superficie, formando uma espécie de
crosta composta por particulas de proteinas, lipideos, fosfolipideos, carboidratos,
sais minerais e vitaminas. Nesses locais, 0s micro-organismos continuam a se
multiplicar e estdo mais resistentes aos procedimentos de higienizagao por agentes
fisicos e quimicos (COSTERTON et al., 1999). Estudos in vitro tém demonstrado
que as bactérias nos biofilmes tornam-se mais resistentes aos efeitos dos agentes
antimicrobianos, quando comparadas com as células livres das mesmas estirpes( Ql
et al., 2016; GURUNG et al., 2013; NEUPANE et al., 2016).

Sabendo disso, as mangueiras de teteiras da sala de ordenha, quando mal
higienizadas, podem servir como abrigo para a proliferagdo de micro-organismos, e
estes podem apresentar capacidade de formacdo de biofiime, tornado assim,
importante a avaliagao da eficacia da clorexidina, utilizada para a antissepsia do teto
no pré e pos-dipping, além dos detergentes neutro, alcalino-clorado e acido,

utilizados para a desinfeccao dos equipamentos da sala de ordenha.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Producao Leiteira

Cerca de 150 milhdes de lares em todo o mundo estdo envolvidos na
producao leiteira, pois a atividade apresenta um retorno rapido aos pequenos
produtores (FAO, 2016). No Brasil, a produgédo leiteira cresce a uma taxa
relativamente constante desde 1974. De 1974 a 2014, a producado nacional quase
quadruplicou, passando de 7,1 bilhdes para mais de 35,1 bilhdes de litros de leite
(MAIA et al., 2013). Entretanto, a partir de 2015, a produgao caiu por dois anos
consecutivos, fato até entado inédito desde o inicio da série historica publicada pelo
IBGE. Em 2017, o Brasil voltou a registrar crescimento na producédo de leite,
superando o periodo de queda anteriormente observado, alcangando 33,5 bilhdes
de litros de leite (IBGE, 2019).

Em 2017 o pais ocupou a segunda posicdo mundial em rebanho, com o
efetivo igual a 214,9 milhdes de bovinos. No mesmo ano, a regido sul apresentou a
maior producgao leiteira, com 35,7% da produg¢ao nacional, sendo que o Estado do
Rio Grande do Sul (RS) ficou em segundo lugar neste mesmo ranking, perdendo
apenas para Minas Gerais (IBGE, 2017). Com relagdo a quantidade de leite
adquirido pelos laticinios brasileiros, houve um aumento nacional de 181,85 milhdes
de litros de leite no primeiro trimestre de 2019, quando comparado ao mesmo
periodo de 2018.

Embora tenha ocorrido aumento nacional na produgao, o Rio Grande do Sul
apresentou uma queda significativa (-10,24 milhdes de litros), assim como Rio de
Janeiro (-17,67 milhdes de litros) e S&o Paulo (-15,58 milhdes de litros). Os
aumentos mais relevantes, em valores absolutos, ocorreram em Goias (+76,61
milhdes de litros), Parana (+43,71 milhdes de litros), Minas Gerais (+42,80 milhdes
de litros) e Ceara (+13,75 milhdes de litros) (IBGE, 2019). Embora tenha ocorrido
queda na quantidade de leite adquirido no Rio Grande do Sul, o Estado continua
bem colocado no ranking nacional, representando 13,1% da produg¢do nacional

adquirida, perdendo apenas para Minas Gerais com 25,3% (IBGE, 2019).
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2.2 Manejo na Ordenha

O leite coletado no Brasil tem apresentado alguns problemas na sua
qualidade, como a alta contagem de micro-organismos (CARVALHO et al., 2018;
NOEL et al., 2016). Fatores fisicos ou quimicos, tais como solo; agua; elementos
quimicos usados na higienizagdo de tetos e de equipamentos; fatores climaticos e
componentes bioldgicos, estdo comumente relacionados a baixa qualidade de leite
obtido em todo o Brasil (ZAFALON et. al., 2009). Entre as principais causas, estao
as inadequadas condicdes de higiene de ordenha e procedimentos inadequados
de limpeza de utensilios e equipamentos (NERO et al., 2009).

O uso dos desinfetantes na limpeza das salas de ordenha tem grande
importancia na aplicagdo das boas praticas de producédo e no lucro da propriedade,
contribuindo para a producao de alimentos lacteos de qualidade e para a obtencéo
de um rebanho sadio (FONSECA & SANTOS 2001). Com isso, o processo de
sanitizagdo visa eliminar a maior parte dos micro-organismos existentes nos
equipamentos que entram em contato com o leite, enquanto que o processo de
higienizacdo tem como objetivo principal a eliminacdo de residuos organicos e
inorganicos do leite que favorecem o desenvolvimento desses micro-organismos
(HOFFMANN et al.,, 2002).

Muitos agentes quimicos possuem atividade frente aos micro-organismos,
inativando-os em instalacbes e equipamentos. Estes podem ser acidos, alcalis,
alcoois, aldeidos, halogénios, fendis e agentes quaternarios de aménia (QUINN et
al., 2005). De acordo com Santos (2007) o tempo de agao, a temperatura, o volume,
a concentragcdo dos detergentes e a drenagem adequada sao os fatores que mais
influenciam na eficiéncia de limpeza dos equipamentos de ordenha. Na maioria das
propriedades, os produtos sdo escolhidos por habito de uso, facilidade de aplicacao
ou preco, ndo sendo avaliada a sua agdo, o que acaba levando a uma selegao
natural de cepas resistentes (PEDRINI & MARGATHO, 2003).

Cerva (2013) recomenda que a ordenhadeira seja limpa e desinfetada apos
cada ordenha, observando os seguintes passos: enxague do equipamento interno e
externo com agua morna para retirar os residuos de leite; limpeza da ordenhadeira
com escova e detergente alcalino-clorado diluido em agua quente, conforme
instrucdes do fabricante, deixando de molho na solugéo por 10 minutos; desinfeccao

do equipamento, deixando mergulhada a ordenhadeira durante 5 minutos em uma
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solugao clorada (misturar uma parte de agua sanitaria com nove partes de agua) e
deixar escorrer bem a agua residual, secando o equipamento antes do préximo uso.
E, pelo menos uma vez por semana, limpar a ordenhadeira com escova ou esponja
limpa e detergente acido diluido em agua fria, deixando de molho nesta solugéo por
5 minutos, conforme instrugcdes do fabricante.

Devido a possibilidade das células bacterianas apresentarem variagdes no
perfil de suscetibilidade (QUINN et al., 2005), torna-se necessaria uma avaliagao
periddica sobre a eficacia dos produtos utilizados nas propriedades leiteiras, para
que os programas de controle da mastite bovina causada por micro-organismos n&o
percam a efetividade (MEDEIROS et al., 2009). De acordo com Costa et al. (1998), a
presenca de matéria organica esta relacionada com a redugdo da agdo dos
desinfetantes no controle da mastite. Por isso, salienta-se a importdncia da
desinfeccdo correta de todos os equipamentos dentro da sala de ordenha e a
avaliagcao periddica da eficacia dos produtos utilizados, visto que as despesas com
tratamento preventivo, representaram, no maximo, 9,2% do impacto econdmico
gerado pela mastite (DEMEU, F. A. et al., 2011).

2.3 Cocos gram-positivos

Cocos gram-positivos estdo entre a microbiota predominante no leite cru,
além de serem comumente encontradas no ubere, pele dos animais e equipamentos
utilizados na ordenha (MELDAU, 2005). Dentre os géneros que predominam,
incluem-se Enterococcus, Streptococcus, Micrococcus e Staphylococcus (LAFARGE
et al., 2004; MELDAU, 2005).

O género Staphylococcus ¢é composto por micro-organismos com
aproximadamente 1um de didmetro, com tendéncia a formar agrupamentos
semelhantes a cachos de uvas (QUINN et al., 2005). A maioria das espécies &
anaerdbia facultativa e catalase positiva, além de serem imdveis, oxidase negativa e
nao formadores de esporos. Staphylococcus aureus e S. intermedius sao
importantes patdgenos de animais domésticos (QUINN et al., 2005).

Quando se fala de mastite, S. aureus é o principal agente etiolégico, sendo
isolado em diferentes paises no mundo, incluindo o Brasil (ETIFU & TILAHUN, 2019;
GEMECHU;YUNUS;SOMA & BEYENE, 2019; MESQUITA et al.,, 2020). Sua
eficiéncia como agente causador de doengas se deve a capacidade de se adaptar a

condicdes hostis, o que facilita sua colonizacéo e dispersao. Além disso, apresentam
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diversos fatores de viruléncia, como proteina A, enzima e toxinas que contribuem
para o estabelecimento da infeccdo (CEPEDA et al., 2005). Esta espécie apresenta
capacidade para formacao de biofiime e sua infeccdo apresenta-se na forma
subclinica, resultando em vacas contaminadas, aumento de células somaticas e
dificil erradicagao (BRITO; BRITO, 1998).

Fossas nasais, méaos e bragos de manipuladores de alimentos abrigam S.
aureus e servem como fontes de contaminagcdo para os alimentos (JAY, 2005).
Embora nao resistam ao calor, sendo destruidos por pasteurizagdo, suas toxinas
permanecem viaveis, suportando até mesmo esterilizacdo de alimentos e baixa
acidez (SILVA; JUNQUEIRA & SILVEIRA, 1997). Quando comparado com S.
aureus, S. intermedius é isolado com menor frequéncia de casos de mastite bovina
(CUNHA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2011).

Streptococcus sao catalase-negativa e anaerdbios facultativos, assim como
Enterococcus (QUINN et al, 2005). Dentro do género Streptococcus, Streptococcus
uberis € um patdégeno importante na industria de laticinios (ZADOKS, et al., 2003),
visto que é um dos principais agentes causadores da mastite no mundo (Wald et al.,
2020). Sao predominantemente encontrados na glandula mamaria de vacas que nao
estado no periodo de lactacao, relacionados principalmente a mastite ambiental, sem
sinais visiveis, embora haja muitos casos de mastite clinica causada por este micro-
organismos (LAMMLER, HAHN, 1994).

Aléem de S. uberis serem encontrados nos animais, sado também
encontrados em estrume, pasto e materiais de cama, com concentragdes altas em
palha, moderadas em serragem e baixas em maravalha e material inorganico (areia,
por exemplo). Sdo considerados micro-organismos de facil colonizagdo, visto que
resistem a fagocitose pelos neutrofilos e adquirem os nutrientes do leite. Como
caracteristicas clinicas alteram o leite, possuindo poucos relatos de doencas
sistémicas (10% das vacas afetadas) (QUINN et al., 2005). Além desta espécie,
Streptococcus dysgalactiae também esta entre os mais comuns micro-organismos
relacionados a mastites ambientais, que tem como principal reservatério o ambiente
onde a vaca vive, nao limitando-se apenas a locais onde é realizada a ordenha
(SMITH & HOGAN, 1993; SMITH et al., 1985; OLIVER, 1988; TODHUNTER, SMITH
& HOGAN,1995). Embora sejam isolados a partir de tonsilas, boca e vagina de
vacas, podem persistir nas glandulas mamarias e ser transmitidos de uma vaca para
outra (QUINN et al., 2005).
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O género Enterococcus € composto de cocos gram-positivos que ocorrem
isoladamente, mas que também podem ser encontrados em pares ou cadeias
curtas. Amplamente distribuidos, podem ser encontrados na natureza, trato intestinal
de animais e humanos, laticinios e outros alimentos. Sao anaerdbios facultativos,
nao possuem a enzima catalase, e como resultado de seu metabolismo fermentativo
produzem acido lactico a partir de glicose (TEIXEIRA; MERQUIOR, 2013).

Semelhantes aos Streptococcus, Enterococcus pertenciam a este género,
diferindo apenas por apresentarem maior resisténcia a agentes quimicos e fisicos.
Outra caracteristica importante na diferenciacdo dos dois géneros € a capacidade
que os Enterococcus tém de sobreviverem a sais biliares, enquanto Streptococcus
nao resistem (FACKLAM, CARVALHO & TEIXEIRA, 2002; TEIXEIRA, CARVALHO &
FACKLAM, 2007). Embora possuam essas particularidades, a diferenciagcao exata
sO foi possivel apds a introducdo de métodos moleculares, reconhecendo assim,
Enterococcus como um género a parte (SCHLEIFER, KILPPER-BALZ,1984). As
primeiras espécies transferidas para o novo género foram Strepfococcus faecalis e
Streptococcus faecium, que passaram a ser Enterococcus faecalis e Enterococcus
faecium, respectivamente (TEIXEIRA, CARVALHO & FACKLAM, 2007).

Este grupo de bactérias possui caracteristicas que permitem a adaptagéo dos
mesmos a uma variedade de condi¢des, o que |lhes possibilita serem patdégenos
comensais e oportunistas. (TEIXEIRA, CARVALHO & FACKLAM, 2007; FACKLAM,
CARVALHO & TEIXEIRA, 2002). Sao bactérias comensais que tipicamente
colonizam o trato gastrointestinal da maioria dos animais e, eventualmente,
colonizam a cavidade oral e trato vaginal (JETT; HUYCKE; GILMORE, 1994). Sua
presenga em alimentos esta relacionada a ma condigdes de higiene na obtencéo do
mesmo, sob certas circustancias causam uma variedade de infecgbes em humanos,
como febre escarlatina, endocardite e infecgdes do trato respiratorio e sistema
nervoso (TEBALDI, 2008; MALANI, KRUFFMAN & ZERVOS, 2002).

Enterococcus faecalis € a espécie mais relacionada a amostras clinicas (80-
90% dos isolados), seguida por E. faecium (5-10%) (MALANI, KRUFFMAN &
ZERVOS, 2002; TEIXEIRA, CARVALHO & FACKLAM, 2007). Embora possam
causar varias doencas, o que mais chama a atencdo é a crescente resisténcia
desses micro-organismos aos agentes antimicrobianos mais utilizados atualmente,
sendo, portanto, considerados como um grande desafio terapéutico (SHEPARD &
GILMORE, 2002).
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2.4 Resisténcia Bacteriana

O uso de antibidticos ainda é o procedimento mais utilizado dentro das salas
de ordenha para o tratamento da mastite bovina, com o intuito de aumentar a
producdo e reduzir as fontes de infeccdo (ANDRADE et al., 2000; MOTA et al.,
2005). Antibioticos sdo metabdlitos microbianos capazes de matar (bactericida) ou
inibir (bacteriostatico) o crescimento de bactérias suscetiveis, e seu uso terapéutico
depende da toxicidade direta para os animais que recebem o tratamento. Para
inibirem o desenvolvimento destas bactérias, devem interagir com estruturas vitais
ou bloquear uma rota metabdlica (QUINN et al., 2005).

Com a descoberta dos agentes antimicrobianos, surgiu a possibilidade de
tratar doencas infecciosas, obtendo-se resultados notérios. Entretanto, observou-se
que alguns micro-organismos respondem melhor que outros a agentes
antimicrobianos especificos, como por exemplo, a introdugao da penicilina, que teve
grande sucesso frente aos Streptococcus de maneira geral, mas que apresentou
menos eficacia a um subconjunto deste grupo, posteriormente conhecido como
Enterococcus. (WILLIAM et al., 1983).

Andrade et al. (2000) estudaram o comportamento de diferentes agentes
isolados da mastite bovina e demonstraram uma situacdo de alerta pelo uso
indiscriminado de antibidticos no tratamento desta enfermidade, visto que nenhum
dos antibidticos apresentou 100% de eficacia. Embora a resisténcia a
antimicrobianos possa ocorrer naturalmente por meio de mutagcdes espontaneas, o
uso intensivo de antimicrobianos em humanos e animais acelera o processo (WHO,
2015). Entre os mecanismos de resisténcia estdo a producdo de enzimas que
destroem ou inativam as drogas, reducao da permeabilidade celular, criacdo de
rotas secundarias alternativas que substituem as inibidas pela droga, eliminagao do
antibidtico ou alteragdo do sitio-alvo da droga (QUINN et al., 2005).

Quando ha mutacdo e uma cepa se torna resistente, o antibiotico elimina
apenas as bactérias suscetiveis, fazendo com que haja predominancia das bactérias
resistentes. Geralmente essas mutagdes requerem um elevado gasto energético
para as bactérias, que diminuem sua aptiddo e as mantem apenas durante a
exposicao ao antibidtico (MUNITA & ARIAS, 2016). O numero de bactérias

resistentes cresce mais rapido que a capacidade de laboratérios e industrias criarem
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novas drogas, sendo, portanto, necessaria a busca por novas alternativas de
controle (MOTA et al., 2005).

2.5 Biofilme
Os biofilmes sao constituidos de uma matriz polimérica composta de micro-
organismos, material polimérico extracelular, que inclui polissacarideos, proteinas,
lipideos, e residuos do ambiente colonizado. Se aderem a superficies solidas,
formando uma estrutura porosa e altamente hidratada com pequenos canais abertos
por entre as microcolonias (CAPELLETTI, 2006; LAWRENCE et al., 1991). Entre
todos os micro-organismos, as bactérias sdao as maiores formadoras de biofilme,

embora apresentem aptidées diferentes entre si (CAPELLETTI, 2006).

Uma série de eventos ocorre durante a formacdo de biofilme, incluindo
adesao, colonizagdo (desenvolvimento) e dispersdo dos micro-organismos como

mostra esquematicamente a Figura 1.

Figura 1 Etapas de formagéao de biofilme.
Fonte: CAPELLETTI, 2006

O processo inicia com a adesao reversivel de bactérias plancténicas, ou seja,
que flutuam livres nos fluidos (MARSHAKLL et al., 1971). A ades&o € controlada por
interagbes idnicas negativas e/ou positivas entre a parede celular dos micro-
organismos e as macromoléculas que se formam a partir de residuos do proprio
ambiente. Flagelos, fimbrias, pilis e outros apéndices celulares externos podem
contribuir na adesao (CHRISTENSEN & CHARACKLIS, 1990).

ApOs a adesao inicial com a superficie de contato, ocorrem divisédo e

crescimento celular. Nesse instante se da a formacdo de material extracelular
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(biofilme propriamente dito) que mantém as ligagdes entre as células e de células
com a superficie (CAPELLETTI, 2006). A partir de entdo, a adesao de outros micro-
organismos ¢é facilitada e ocorre a liberagdo de novos colonizadores que se
desprendem do biofilme maduro e, posteriormente, podem formar novos biofilmes,
caracterizando um ciclo de contaminag¢des (CHRISTENSEN & CHARACKLIS, 1990).
Dentro do biofilme, ha aumento das populacdes bacterianas decorrentes de divisdes
celulares e adesao de novas células plancténicas (FORSYTHE, 2002). Na maioria
dos casos, 0os micro-organismos representam menos de 10% da massa seca e o
restante é representado pela matriz de substancias poliméricas extracelulares
(EPS), que pode somar mais de 90% do peso do biofilme (PEREIRA, 2001).

Tubulagdes industriais e outros circuitos de fluido favorecem o
desenvolvimento e formacao dos biofilmes, visto que estes sdo considerados locais
de dificil acesso a limpeza (CAPELLETTI, 2006). Além disso, a matriz extracelular
presente nos biofilmes dificulta ainda mais a limpeza por funcionar como uma
barreira protetora contra fatores externos. Com isso, tem-se um acréscimo de
despesas com limpeza, manutencao, substituicado precoce de equipamentos, além
de problemas no controle de qualidade dos produtos e, consequentemente, um
problema econdmico (CHRISTENSEN & CHARACKLIS, 1990).

Este problema na economia esta relacionado a presenca dos biofiimes nas
plantas de processamentos, que promovem aumento da resisténcia a agentes de
desinfeccao e limpeza, favorecendo a contaminacéo cruzada pds processamento e
reduzindo a vida util do produto (ANAND et al., 2014; BROOKS & FLINT, 2008;
KUMAR & ANAND, 1998). Vieira (1995) induziu diversas condigdes em laboratério e
verificou que as circunstancias podem dificultar o processo de formacgao do biofilme,
mas dificilmente vai ocorrer inibigcdo total. Sendo assim, a intervencdo na formacao
de biofilmes é de grande interesse industrial (BLASCHEK, WANG & AGLE, 2007).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Identificar e avaliar o perfil de resisténcia e formacao de biofilme de cocos

gram-positivos isolados de teteiras em salas de ordenha.

3.2 Objetivos Especificos

. Identificar cocos gram-positivos isolados de teteiras em salas de
ordenha no sul do Rio Grande do Sul,

. Verificar o perfil de suscetibilidade dos micro-organismos isolados
frente a 13 antibidticos disponiveis no mercado;

. Verificar a capacidade de formacido de biofilme dos isolados em

material de sala de ordenha;

o Comprovar a formagao de biofilme através de Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV);
. Verificar a agdo da clorexidina e trés detergentes (neutro, acido,

alcalino-clorado) no controle do biofilme maduro, formado pelos cocos gram-

positivos nas mangueiras de teteiras.
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Abstract

Milk is a high nutritional value food that helps in human development and growth,
however, it can also harbor micro-organisms. Therefore, the objective of this work
was to isolate, identify and evaluate the resistance profile and pathogenicity factors
of gram-positive cocci isolated from liners in milking rooms in the south of Rio Grande
do Sul, Brazil. The identification was performed through biochemical and molecular
tests. Were isolated Enterococcus faecalis (10), Enterococcus faecium (4),
Staphylococcus intermedius (1), Streptococcus uberis (1) and Streptococcus
dysgalactiae (1). The genus that proved to be resistant to most of these was the
Enterococcus. In addition, all 17 isolates were able to form biofilm, which remained
viable after the use of neutral, alkaline and alkaline-chlorinated detergent verified
through the methodology of Peralta et al (2015), with modifications. The only product
that was effective against biofilm of all micro-organisms was chlorhexidine 2%. The
results obtained in this work highlight the importance of pre- and post-dipping tests
on dairy properties, in which chlorhexidine is one of the disinfectants used, since, as
observed, products indicated for cleaning and descaling pipes were not effective on
biofilms of the different species tested.

Keywords: dairy production; food contamination; biofilm; mastitis.
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1 Introducgao

Entre as principais atividades agropecuarias do Brasil destaca-se a produgao
leiteira, responsavel por parte da renda nacional e arrecadacgéao tributaria (IBGE,
2019). Os maiores volumes de produgédo sdo encontrados na Regido Sul do pais,
composta pelo Rio Grande do sul, Parana e Santa Catarina (JUNIOR & JUNG,
2017). O leite € um alimento de alto valor nutritivo, composto por proteinas,
carboidratos, gorduras e sais minerais que auxiliam no desenvolvimento humano e,
gragas a essa composigao nutritiva, acaba possibilitando o desenvolvimento de
micro-organismos indesejaveis (BITENCOURT et al., 2000; TEUBER, 1992).

A contagem de micro-organismos no leite € um problema constante no Rio
Grande do Sul (CERVA, 2013). Além disso, sabe-se que com relacdo aos
equipamentos dentro da sala de ordenha, as teteiras da ordenhadeira mecanica séo
tidas como principal fonte de contaminagdo entre vacas (GLEESON et al., 2009).
Uma das formas de reduzir a carga microbiana no produto final é a aplicagdo de
Boas Praticas de Produgao (BPP) nas diferentes etapas do processo de produgao
(VALLIN et al., 2009).

Com o intuito de reduzir as fontes de infeccdo e aumentar a produgao, o uso
intensivo de antibiéticos ainda é considerado o método mais utilizado dentro das
salas de ordenha para o tratamento da mastite bovina e isso acaba acelerando o
processo de resisténcia causada por mutagdes nos micro-organismos (ANDRADE et
al., 2000; MOTA et al., 2005; WHO, 2015;). Aléem disso, tubulagdes industriais e
outros circuitos de fluido favorecem o desenvolvimento e formagao dos biofilmes,
visto que estes sao considerados locais de depdsito de nutriente e dificil acesso a
limpeza (CAPELLETTI, 2006).

Diante do exposto, € imprescindivel avaliar a eficacia dos produtos utilizados
rotineiramente nestes locais e, por isso, o objetivo do presente estudo foi isolar,
identificar e avaliar o perfil de resisténcia e fatores de patogenicidade de cocos

gram-positivos isolados de teteiras em salas de ordenha.
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2 Material e Métodos

2.1 Obtengéo dos Isolados Bacterianos
Foram utilizados 17 cocos gram-positivos de oito diferentes propriedades
localizadas no sul do Rio Grande do Sul, isolados de equipamentos de ordenha, e
trés ATCC’s, 25904 (Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach), 12600
(Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbac) e 51299 (Enterococcus faecalis

(Andrewes and Horder) Schleifer and Kilpper-Balz).

As amostras foram coletadas dos equipamentos de ordenhadeira (teteiras)
e, em seguida, semeados em placas de Petri contendo o meio Agar sangue, com
movimentos rotatorios. Apds 24h de crescimento, foram isoladas colbnias

caracteristicas de cocos gram-positivo.

2.2 ldentificagdo Bioquimica

Todas as amostras foram repicadas em esgotamento e previamente
caracterizadas bioquimicamente no Laboratorio de Inspegédo de Produtos de Origem
animal (LIPOA) e no Setor de Bacteriologia do Laboratério Regional de Diagnédstico
da Faculdade de Veterinaria. A metodologia utilizada seguiu o manual Cowan e
Steel’s de identificagdo bacteriana (STEEL et al. 1993), onde foram submetidas ao
teste da Catalase para diferenciar Staphylococcus (catalase positiva) de
Streptococcus e Enterococcus (ambos catalase negativa). Amostras Catalase
positiva, foram submetidas ao MR-VP (Methyl Red, Voges-Proskauer), teste da
Coagulase e analises bioquimicas frente a Ribose, Nitrato, Galactose, Maltose,

Manitol e Trealose, além de verificada a resisténcia a Polimexina.

Foi realizado CAMP para as amostras catalase negativa e os testes de
Esculina, Inulina, Manitol, Salicina, Sorbitol e Trealose. Estas amostras foram
colocadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion), fabricado por Laboratérios Conda
S.A. + NaCl 6,5% para diferenciar os Streptococcus spp. (ndo ha crescimento) dos
Enterococcus spp. (ha crescimento). Apdés a realizagdo dos testes as amostras

foram colocadas na estufa a 37°C e apds 24h fez-se a leitura.
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Para confirmacao das identificagcbes bioquimicas utilizou-se a técnica de

Reacdo em Cadeia da Polimerase no Laboratério de Biologia Molecular de Micro-

organismos (LBMM) da Universidade Federal de Pelotas.

Cada reagédo de PCR continha 6,5uL de nuclease (solvente), 12,5uL de Mix

(Buffer, cloreto de magnésio e taq DNA polimerase), 0,5uL de iniciador direto, 0,5uL

de iniciador reverso e 5uL de DNA. As amplificacbes de PCR foram realizadas a

94°C por 2min, seguidas de 30 ciclos repetitivos de 94°C por 1min, 50°C por 30s e

72°C por 1min, terminando com uma extens&do final a 72°C por 5min em

termociclador (T100 Thermal Cycler, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Os fragmentos

de DNA foram analisados em gel de agarose a 1,5%. Os primer’s utilizados para

identificacdo das espécies estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 Sequéncia de pares de bases utilizados para a identificagdo molecular dos isolados

bacterianos.
Bactéria Sequéncia 5’ — 3’ N°de bp Referéncia
bases
Enterococcus ATCAAGTACAGTTAGTCTT 19 941 DUTKA-
faecalis ACGATTCAAAGCTAACTG 18 MALEN;
EVERS;
COURVALIN,
(1995)
Enterococcus GCAAGGCTTCTTAGAGA 17 550 DUTKA-
faecium CATCGTGTAAGCTAACTTC 19 MALEN;
EVERS;
COURVALIN,
(1995)
Streptococcus  GAACACGTTAGGGTCGTC 18 270 FORSMAN;
dysgalactiae AGTATATCTTAACTAGAAAAAACTATTG 27 TILSAIA-
TIMISJARVI;
ALATOSSAVA,
(1997)
Streptococcus  TAAGGAACACGTTGGTTAAG 20 330 FORSMAN;
uberis TTCCAGTCCTTAGACCTTCT 20 TILSAIA-
TIMISJARVI;
ALATOSSAVA,
(1997)
Staphylococcus CCGTATTAGCTAGTTGGTGG 20 901 WAKITA, et al.,
intermedius GAATGATGGCAACTAAGTTC 20 (2002)
Staphylococcus CCTATAAGACTGGGATAACTTCGGG 25 791 MASON et al.,
aureus CTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCG 24 (2001)
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2.4 Preparo do Inoculo
Para a preparacédo dos indculos os isolados foram repicados em agar BHI e
permaneceram na estufa a 37°C por 24h. Apds, as colbnias foram diluidas em agua
destilada estéril com aproximadamente 1,5x108 Unidades Formadoras de Col6nias
(UFC) /mL. Esse preparo foi realizado tanto para o antibiograma, como para o teste
de acumulo de biofilme e acdo dos desinfetantes.

2.5 Antibiograma

As amostras foram submetidas a avaliacdo de sensibilidade a treze
antibidticos: Rifampicina (RIF) 5ug, Clindamicina (CLI) 2ug, Imipenem (IPM) 10ug,
Levofloxacina (LVX) 5ug, Ampicilina + Sulbactam (APS) 20ug, Cefuroxima (CRX)
30ug, Ceftriaxona (CRO) 30ug, Vancomicina (VAN) 30ug, Cefotaxima (CTX) 30ug,
Cefoxitina (CFO) 30pg, Piperacilina/tazobactam (PPT) 110ug, Meropenem (MER)
10ug, Oxacilina (OXA) 1ug, por meio da técnica de difusdo em disco (KIRBY &
BAUER, 1966).

2.6 Formacgéo de Biofilme

Os testes foram realizados no Laboratério de Micologia e Bioprospecgao, do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Instituto de Biologia da Universidade
Federal de Pelotas.

Para o teste de formacgao de biofilme foram confeccionados corpos de prova,
a partir de fragmentos policloreto de vinila (PVC) de 1 cm de comprimento, atdxico e
estéril, de modo a deixa-las suspensas em caldo BHI, em placas de 24 pocos,
seguindo a metodologia de Peralta et al. (2015). Em cada pogo da placa foi
adicionado 1,8mL de caldo BHI, seguido de 180uL do in6culo. O material foi
incubado a 37°C por 72h para a indugao da formacao do biofilme. A cada 24h os
corpos de prova foram lavados com solu¢gdo NaCl 0,9% (salina), havendo troca do
meio de cultivo, com o intuito de manter apenas as células sésseis e descartar
células que ficaram livres no meio, ou seja, que ndo se adederiram aos corpos de
prova.

O experimento foi conduzido em triplicata. Cada placa possuia um controle
negativo, apenas o meio BHI caldo e o corpo de prova. Como controle positivo, para

avaliar a formagdo de Dbiofilme, foi utiizada a ATCC 25904
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(Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach).

Ao final das 72h as mangueiras foram coletadas, lavadas em solugdo de
NaCl 0,9% para dispensar as células livres, transferidas para um eppendorf com
1mL de solucdo de NaCl 0,9% e sonicadas por 30s a 30W (Processador
Ultrassdnico Cole-Parmer® 60648 USA) para desprender todo o biofilme na solugéo
salina, sem que houvesse lise celular. Apos, foram realizadas diluicbes seriadas dos
suspensos até se obter a diluigdo de indculo equivalente a 10~’.

Todas as amostras foram plaqueadas em meio agar BHI com duas aliquotas
de 10uL de cada eppendorf e, posteriormente, incubadas a 37°C por 24h para a
contagem das Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de acordo com Peralta et
al., (2015), aplicando-se a seguinte equacéo:

UFC = (n° de UFC / volume do in6culo) x diluicao

Neste estudo, a concentragdo de 10 foi utilizada como padréo para todas as

amostras, por ser a maior diluicdo em que foi possivel fazer a diferenciacdo e

contagem de coldnias.

2.7 Acgéo dos produtos quimicos no biofilme

Todos os micro-organismos foram testados quanto a viabilidade dos biofilmes
frente a detergente neutro (LAUNER®), detergente acido (BASPAN®), detergente
alcalino-clorado (BASPAN®) e solugdo a base de clorexidina 2% (PRADO®). O
desinfetante alcalino-clorado foi utilizado a temperatura ambiente e a 45°C,
temperatura indicada pelo fabricante, e, com o intuito de avaliar se a agdo do
desinfetante sobre os isolados era do produto ou da temperatura (45°C), utilizou-se
também um controle com agua destilada a 45°C, totalizando assim, sete grupos.
Para este teste, seguiu-se a metodologia de Peralta et al. (2015) com modificagao,
onde apds as primeiras 48h de crescimento dos micro-organismos e adesao dos
mesmos nas mangueiras, estas foram lavadas em solugdo NaCl a 0,9%, deixadas
por 10min em contato com o produto nas concentragdes recomendadas pelo
fabricante e lavadas novamente em solugcdo NaCl 0,9%.

Para avaliar a agcdo de cada produto, utilizou-se um controle de cada isolado
testado, sem exposicao aos produtos, para posterior comparacao. Apos as 72h de
experimento, as amostras foram levadas para o sonicador, em eppendorffs com 1mL
de salina, por 30s a 10W (Sonicador de S500, R2D091109 Brasil) e posteriormente

retiradas as duas aliquotas de 10uL que foram plaqueadas em agar BHI . Por fim,
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estas foram levadas para a estufa a 37°C por 24h para a contagem das UFC’s de
acordo com Peralta et al. (2015).

2.8 Analise das amostras em Microscopia Eletrénica de Varredura

Para a analise no MEV, foram utilizadas trés cepas, uma de cada género para
a verificagdo dos diferentes padrées de formacgado de biofilme entre os géneros,
sendo: ATCC 25904 (Staphylococcus aureus subsp. aureus), Enterococcus faecalis
(1), e Streptoccocus uberis (1).

Com a metodologia utilizada para avaliagdo dos desinfetantes, descrita por
Peralta et al. (2015), utilizou-se a ATCC 25904 para a avaliacdo da formacao de
biofilme em diferentes tempos: Oh, 24h, 48h e 72h. Também foi avaliada a agao dos
desinfetantes aplicados apdés 48h de formacgao do biofiime. Para a amostra de
Enterococcus faecalis e Streptococcus uberis foi avaliada a agado dos grupos
controles (72 h sem produto) e acédo da clorexidina e detergentes. Utilizou-se um
pogo da microplaca como controle negativo.

Ao final do periodo da formagdo do biofime nas amostras, retirou-se as
mangueiras dos corpos de prova, com o auxilio de pingas, para que o biofilme nao
se desprendesse, e estas foram colocadas em eppendorfs previamente
identificados, que foram levados a estufa a 40°C por 120h.

ApOs este periodo, as amostras foram depositadas sobre fita dupla-face
em stubs metalicos, metalizadas com ouro e observadas/fotografadas em um
microscopio eletrénico de varredura (Jeol, JSM - 6610LV), dando énfase para os
aumentos de 10.000x, 5.000x e 1.000x no Centro de Microscopia Eletrénica da Zona
Sul (CEME-SUL) da Universidade Federal do Rio Grande.

2.9 Analise Estatistica
Os dados obtidos ndo se apresentaram de forma paramétrica e, por este
motivo, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, indicado para amostras independentes,

considerando p<0.05 no Software BioEstat® versado 5.3.

3 Resultados e Discussao
O género que predominou nas identificagbes foi o Enterococcus spp. com dez

isolados de Enterococcus faecalis e quatro de Enterococcus faecium. Também
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foram identificadas as espécies Streptococcus uberis (1), Streptococcus
dysgalactiae (1) e Staphylococccus intermedius (1). Essa prevaléncia de E. faecalis,
quando comparado com E. faecium, era esperada, visto que a primeira espécie €
descrita como a mais prevalente dentro do género (JETT et al., 1994). Ambas
indicam problemas nas condi¢gdes higiénico-sanitarias na obtencdo do leite nas
propriedades, servindo de indicadores de contaminagéo fecal (CASSENEGO et al.
2011; TEBALDI et al., 2008).

Dentro do género Streptococcus, Streptococcus dysgalactiae e uberis estao
entre as quatro espécies mais encontradas nos rebanhos bovinos, sendo
frequentemente relacionados a casos de mastite ambiental (dos SANTOS et al.,
2007). Staphylococcus intermedius também esta relacionada a casos de mastite,
embora com menor frequéncia quando comparado com as outras espécies
(OLIVEIRA, et al., 2011).

O resultado do antibiograma frente aos isolados com o perfil de
suscetibilidade esta descrito na Tabela 2, seguindo o documento M100-S27 do CLSI

(Clinical and Laboratory Standards Institute).
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Tabela 2 Perfil de suscetibilidade de cocos gram-positivos isolados de equipamento de ordenhadeira

de acordo com o documento M100-S27 do CLSI, onde sado classificadas como Sensivel (S),

Intermediaria (1) e Resistente (R).

8
[72] [72]
2 £ 3 g8 o
2 @ g «@ » kel = e
= 5 Q 5 i 2 E 5
B o @ 2 £ ) T 5
1 T g g s 0§
o< & S 3 & o 5 &
Amostra/ATB LVX CFO CTX CRO CRX IPM MER APS OXA PPT VAN CLI RIF
1 S S S | S S S S S S S S S
2 S S S S S S S S S S S S S
3 S R R R R | R S R S S R R
4 S R R R R | R S R S S R R
5 R R R R S S S S R S S R R
6 S R R R R R R S R S S R R
7 R R R R R R R S R S S R R
8 S R R R R R R S R S S R R
9 | R R R R S R S R S S R R
10 R R R R R | R S R S S R R
11 | R R R R S | S R S S R S
12 | R R R R | S S R S S R R
13 S R | R R | R S R S S R R
14 S R S | R | R S R S S R R
15 S R R | R R R S R S S R R
16 S R R | R R R S R S S S R
17 S R R R R R R S R S S R R
18 R S S S S S S S S S S R S
19 S R R R R S | S R S S R R
20 R S S S S S S S S S S | R

*Rifampicina (RIF) 5ug, Clindamicina (CLI) 2ug, Imipenem (IPM) 10ug, Levofloxacina (LVX) 5ug,
Ampicilina (APS) 20ug, Cefuroxima (CRX) 30ug, Ceftriaxona (CRO) 30ug, Vancomicina (VAN) 30ug,
Cefotaxima (CTX) 30ug, Cefoxitina (CFO) 30ug, Piperacilina/tazobactam (PPT) 110ug, Meropenem
(MER) 10ug, Oxacilina 1ug (OXA).

**(1)Staphylococcus aureus subsp. aureus — ATCC25904; (2) Staphylococcus aureus subsp. aureus —
ATCC 12600; (3) Enterococcus faecalis — ATCC 51299;  (4-13) Enterococcus faecalis; (14-17)
Enterococcus faecium; (18)  Staphylococcus intermedius; (19)  Streptococcus uberis; (20)
Streptococcus dysgalactiae.
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Os unicos antibidticos que apresentaram eficacia frente a todos os micro-
organismos testados foram: vancomicina (VAN) 30ug, piperacilina/tazobactam (PPT)
110ug e ampicilina (APS) 20ug. Todos os isolados de Enterococcus e o unico
isolado de Streptococcus uberis sao multirresistentes, apresentando resisténcia a
trés ou mais classes de antibiéticos (MAGIORAKOQOS et al., 2011). O género isolado
que apresentou maior resisténcia foi o Enterococcus, com 100% dos isolados
apresentando suscetibilidade a apenas trés dos antibidticos testados: vancomicina
(VAN) 30ug, piperacilina/tazobactam (PPT) 110ug e ampicilina (APS) 20ug. A ATCC
do mesmo género (51299) também se destacou em relagéo as outras testadas.

As espécies S. intermedius e S. dysgalactiae apresentaram resisténcia a
levofloxacina. Além disso, S. intermedius também apresentou resisténcia a
clindamicina, enquanto Streptococcus dysgalactiae se mostrou resistente a
rifampicina, ndo sendo considerados isolados multirresistentes. Obteve-se um
isolado de Streptococcus uberis neste trabalho, sendo considerado um dos
patdégenos ambientais mais relacionado a casos de mastite em bovinos (LANGONI
et al., 2011). A espécie também se mostrou resistente a classe das Cefalosporinas e

aos antibidticos rifampicina, clindamicina e oxacilina.

A Figura 2 mostra a formagé&o de biofilme em UFC/cm? de biofilme para os

diferentes isolados.

A- Streptococcus
dysgalactiae
B- Enterococcus faecalis
C- Enterococcus faecalis
D- Enterococcus faecalis
E- Streptococcus uberis
F- Enterococcus faecalis
8 G- Enterococcus faecalis
H- Enterococcus faecalis
o I- Enterococcus faecium
J- Enterococcus faecium
K- Enterococcus faecium
L- Enterococcus faecium
M- Enterococcus faecalis
N- Enterococcus faecalis
O- Enterococcus faecalis
P- Enterococcus faecalis
Q- Staphylococcus
intermedius

R- ATCC 12600

S- ATCC 25904
Bactéria T- ATCC 51299
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Figura 2 Producao de biofilme de acordo com cada bactéria.
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Todas as amostras isoladas e ATCC’s foram capazes de formar biofilme
como mostra a figura 2 sendo que os unicos isolados de S. intermedius (P) e S.
dysgalactiae (A), todos isolados de E. faecium (I, J, K, L), trés isolados de E. faecalis
(C, F, N) e a ATCC 12600 (R) formaram biofilme estatisticamente igual a ATCC
25904. As outras amostras formaram menos biofilme que a ATCC.

A ATCC 25904 (Staphylococcus aureus ) foi utilizada como controle para a
formacao de biofilme, visto que a mesma vem sendo utilizada em outros trabalhos
como controle da formagéao de biofilme dentro da espécie (da SILVA et al., 2019;
XU & SIEDLECKI, 2012). Na Figura 3 € possivel verificar a formagao do biofilme

formado por esta nas mangueiras em diferentes tempos 0Oh, 24h, 48h, 72h.

Figura 3 Formacgéo de biofilme no grupo controle (ATCC 25904), onde a figura A representa o
biofilme formado nas mangueiras de sala de ordenha na hora 0, B em 24 horas, C nas 48 horas e D
nas 72 horas.

A figura 3(A) foi tirada na hora 0, sendo possivel verificar que nao ha
adeséo de células sésseis. A adesao se inicia na Figura 3(B) apds 24h de contato
da bactéria com meio de cultivo. E possivel observar células aderidas e uma
predominancia de exopolissacarideo, o que acaba fazendo com que a adeséo do
biofilme sobre as mangueiras da sala de ordenha seja irreversivel (CAPELLETTI,
2006). Na Figura 3(C) o biofilme estd bem consolidado e a multiplicagcao celular

atingiu um nivel alto, com muitas células sésseis. Na Figura 3(D) a visualizagao
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das células é dificil e isso se justifica pelo estagio avangado que o biofilme se
encontra, com muita produgdo de exopolissacarideo, que acaba conferindo
protecao e dificultando a diferenciacido das células. Quando aproximamos esta
mesma imagem € possivel perceber que a quantidade de celulas sob a matriz
ainda é bem intensa (Figura 4). E possivel observar uma densa matriz de
exopolissacarideo e grande quantidade de células sob a mesma na Figura 4(a)
com o aumento de 5.000x e na Figura 4(b) com o aumento de 23x, o biofilme bem
espesso apresentando algumas rachaduras em consequéncia da metodologia de

secagem do material e perda de H20.

Figura 4 Biofilme formado por Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach (ATCC® 25904 ™)
apos 72 horas em contato com o meio de cultivo Brain Heart Infusion (BHI).

Entre as duas espécies isoladas de Enterococcus, E. faecalis possui maior

aptidao na formacgao de biofilme quando comparados com E. faecium (MOHAMED &

HUANG, 2007), embora neste estudo foi observado o contrario (maior formagao de

biofilme por E. faecium). Proteinas enterococicas de superficie, substéncia de

agregacao e proteina de ligagao ao colageno sao fatores de adesédo encontrados em

Enterococcus que facilitam o estabelecimento do biofime (MOHAMED & HUANG,

2007).

Na Figura 5 é apresentado algumas imagens das formagdes de biofilme, apos

72 h, nas diferentes espécies isoladas.



32

Figura 5 Biofilme formado apds 72 horas das mangueiras em contato com inéculo e meio de cultivo, onde (a)
Enterococcus faecalis (b) Streptococcus uberis (c) Staphylococcus aureus (ATCC 25904).

As setas da Figura 5(b) salientam para formagdes de biofilme maduro, onde
foi possivel visualizar agrupamentos que cresceram em altitude com relagao as
mangueiras onde se aderiram. Esses agrupamentos, quando aproximados,
revelaram se tratar de biofilmes bem estabelecidos, com células sendo liberadas de

seu centro, como mostra a Figura 6.

Figura 6 Biofilme formado por Streptococcus uberis, onde é possivel observar as diferentes
composic¢oes de sua estrutura.



33

Para Verran (2002), essas estruturas servem como potencial de
biotransferéncia, onde micro-organismos presentes na superficie dos equipamentos,
antes ou apos o procedimento de higienizagdo, podem servir como possiveis
contaminantes de produtos alimenticios durante o processamento. Na mesma
Figura, é possivel observar canais que servem como troca de material entre 0 meio
externo e interno do biofilme, além de uma cadeia celular caracteristica de

Streptococcus na base, com células dispostas em cadeias.

Quando foi realizado a comparacgao entre os tratamentos, o produto que se
mostrou mais eficiente foi a clorexidina 2%. O resultado apresentado com relacéo a

formacéao de biofilme apds a utilizacdo dos diferentes produtos esta representado na

Figura 7.
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Figura 7 Producao de biofilme com os diferentes tratamento, onde 1 corresponde ao controle sem
acao de produto, (2) detergente neutro, (3) clorexidina, (4) detergente acido, (5) detergente alcalino-
clorado, (6) detergente alcalino-clorado a 45°C, (7) H20 a 45°C.

Neste estudo, percebemos que as mangueiras ligadas a teteiras em sala de
ordenha podem servir como fonte de contaminacido, mesmo apds o uso dos
detergentes acido, alcalino-clorado e neutro. O unico produto que teve efeito sob
os biofilmes das diferentes espécies foi a clorexidina 2%. Os resultados vao de
encontro aos resultados encontrados por Bohrz (2015), quando verificou as

condigdes higiénico-sanitarias de teteiras e outros equipamentos dentro da sala de
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ordenha e verificou a presenga de bacterias, mesmo logo apos a utilizagdo de
sanitizantes. Medeiros et al. (2009) obtiveram bons resultados quando testaram a
clorexidina 2% em Staphylococcus isolados de mastite bovina subclinica e
constataram que quanto maior o tempo de aplicacédo do produto, melhor sua
eficacia. O maior tempo que testaram da clorexidina em contato com a bactéria foi
de 5min e observaram que a mesma matou 93,30% dos isolados de
Staphylococcus aureus e 81,8% dos Staphylococcus coagulase positiva nao

aureus.

Com relacdo ao detergente neutro, a concentragéo indicada pelo fabricante
varia de acordo com a sujicidade do material a ser limpo. Para limpezas leves o
fabricante indica de 50 a 200mL do produto para cada 10L de agua, enquanto que
para limpeza pesada a concentragdo pode variar de 200 a 1000mL
de produto para 10L de agua. Neste trabalho utilizamos a concentragdo de
200mL, concentragcdo que pode ser utilizada para todos os tipos de limpeza,
porém, ndo observamos resultado na desestruturagéo dos biofilmes formados ao
final das 72h.
Esta resisténcia dos Enterococcus vem sendo descrita em diversos trabalhos
(CHOPRA & ROBERTS, 2001; KHAN et al. 2005; LOZANO & TORRES, 2017),
sendo que a resisténcia observada de Enterococcus faecalis e faecium as
Cefalosposrinas (Cefuroxima, Ceftriaxona, Cefotaxima e Cefoxitina) estdo de acordo
com a literatura, pois segundo Shepard & Gilmore (2002) estas bactérias possuem
resisténcia intrinseca mediada por genes cromossomais a esta classe de
antibidticos, como para sulfonamidas, clindamicida e niveis baixos de Blactamicos e
aminoglicosideos. Além disso, os mesmos autores descrevem que este género é
capaz de adquirir resisténcia a todas as classes de antimicrobianos (SHEPARD &
GILMORE, 2002).

Ha cerca de 40 anos o Enterococcus era considerado um género inofensivo,
com micro-organismos presentes no trato gastrointestinal de humanos e animais de
forma comensal (PALMER et al., 2010), porém tem se observado a emergéncia de
especies causando infecgdes em hospitais, principalmente as encontradas neste
estudo, Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium (HIDRON et al.,, 2008).
Dentro do género, se conhece mais a epidemiologia de Enterococcus faecalis que

apresenta como fatores de viruléncia a presenca de citolisina e substancias



35

agregativas, que possibilitam a transferéncia de plasmideos durante o processo de
conjugacao (TRABULSI et al., 2004). O maior problema relacionado a presenca
destas espécies no estudo é que estas servem como potenciais fontes de genes de
resisténcia para outros micro-organismos, através da transferéncia horizontal
mediada por esses plasmideos (PALMER et al., 2010). Em 1992, Noble e
colaboradores constataram, em laboratorio, a capacidade de Enterococcus faecalis
transferir genes de resisténcia a vancomicina para Staphylococcus aureus, principal
agente etioldgico de mastite em bovinos (BRITO & BRITO, 1998; SA et al., 2004).

Rosvoll et al. (2010) avaliaram através da técnica de PCR, a presenca de
plasmideos em 93 cepas de E. faecium e concluiram que 88 cepas apresentavam
de um a sete plasmideos inseridos em seu material genético e que estes estavam
relacionados a grande parte da transferéncia horizontal de genes. As bactérias deste
estudo foram isoladas de teteiras, onde inicia as tubulagbes que levam o leite bovino
até os tanques de refrigeragcdo, e como parte das propriedades sao de produtores
que, eventualmente, vendem ou consomem o leite sem processamento, acaba
sendo um problema de saude publica, pois os genes de resisténcia podem chegar
até os humanos através da cadeia alimentar (MADELA et al., 2017).

Além da transferéncia de plasmideos, a resisténcia adquirida pelos
Enterococcus pode estar relacionada a transferéncia de ftranspsons, trocas
cromossbmicas e mutacdo (CETINKAYA et al., 2013). A principal preocupacgéao
relacionada a resisténcia de Enterococcus é o surgimento de Enterococcus
resistentes a vancomicina (ERV) que é considerada uma das alternativas para o
tratamento de infecgdes causadas por bactérias gram positivas, principalmente em
cepas multirresistentes (KHAN et al., 2005; WILLEMS et al., 2011). Além disso,
Enterococcus resistentes a vancomicina (ERV) podem também apresentar
resisténcia a ampicilina, pela associacdo de elementos genéticos moéveis, de
diferentes genes adquiridos. Resende et al. (2014) realizaram um estudo em Porto
Alegre e constataram que 100% das cepas de E. faecium resistentes a vancomicina
também apresentavam resisténcia a ampicilina. No nosso estudo, vancomicina e

ampicilina foram eficazes frente a todos os isolados, inclusive aos Enterococcus.
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4 Conclusao

Com esses resultados podemos concluir a importadncia da realizacdo dos
testes de pré e pos dipping para o controle de contaminagdes dentro da sala de
ordenha, visto que apds o biofiime estabelecido nas tubulagdes, dificiimente os
detergentes irdo agir sobre eles. Além disso, uma rotina de higienizagdo bem feita,
troca de teteiras e manejo adequado dos animais certamente reduziria os indices
aqui encontrados. Nossas conclusdes abrem portas para novas alternativas para
serem usadas dentro deste setor, com o intuito de inibir a contaminag&o microbiana,
ao mesmo passo que ndo ofereca riscos para a contaminagao do produto (leite).

Verificamos que a contaminacdo das teteiras de sala de ordenha estédo
intimamente relacionadas ao manejo inadequado dos animais e equipamentos, visto
que o0s micro-organismos encontrados indicam contaminagdo fecal e ambiental.
Grande parte desses micro-organismos foram resistentes aos antibiéticos testados e
foram capazes de formar biofilme e se aderirem ao material das tubulagdes da sala
de ordenha. Embora alguns tenham formado menos que outros, todos
permaneceram viaveis aos detergentes indicados para limpeza das tubulagdes,

mostrando-se suscetiveis apenas a clorexidina 2%.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Enterococcus spp. foram os micro-organismos predominantemente isolados
das mangueiras de teteiras das salas de ordenha deste estudo, com maior
predominéncia de Enterococcus faecalis (10), seguidos de Enterococcus faecium
(4). Obtivemos também um isolado das espécies: Staphylococcus intermedius,

Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae.

Com relagcao ao perfil de suscetibilidade, os unicos antibiéticos que se
mostraram eficazes a todos os micro-organismos isolados foram: vancomicina (VAN)

30pg, piperacilina/tazobactam (PPT) 110ug e ampicilina (APS) 20ug.

Todos os micro-organismos isolados neste estudo foram capazes de formar
biofilme em equipamentos de sala de ordenha, o que acaba dificultando a limpeza

dos mesmos.

Os trés géneros isolados neste estudo apresentaram um biofilme maduro

apods 72h, a partir de analises no Microscopio Eletrénico de Varredura.

O unico composto que foi eficaz frente a todos os micro-organismos em
biofilme, apds 48h, foi a clorexidina, salientando a importancia da utilizac&do de pré e

pos-dipping, métodos onde esse composto é empregado.
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