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INTRODUCAO

Biofilme corresponde a uma comunidade de células sésseis aderidas a um
substrato, embebidas em uma matriz de polimeros extracelulares, no qual exibem
diferenciados fendtipos, metabolismo, fisiologia e transcricdo genética. Este tipo
de organizagdo € extremamente vantajosa a todas as espécies de micro-
organismos, por fornecer protecdo contra adversidades como desidratacao,
colonizagdo por bacteriofagos e favorecer resisténcia a antimicrobianos
(GILBERT et al., 2003). A adesao microbiana ocorre devido a deposi¢céo de micro-
organismos em uma superficie de contato onde se fixam e iniciam o seu
desenvolvimento. Essa multiplicacdo celular da origem a colénias e, quando a
massa celular € suficiente para agregar nutrientes, residuos e outros micro-
organismos, estabelece-se o biofilme (MARQUES, 2003).

Micro-organismos saprofitas e patogénicos sdo capazes de participar com
maior ou menor intensidade no processo de adeséo e na formacdo de biofilme.
Staphylococcus spp. sé@o reconhecidamente a causa mais frequente de infec¢oes
associadas a biofilmes, especialmente devido ao fato de serem agentes
comensais, presentes na pele e superficies de mucosas (OTTO, 2008). Embora
possa ser ocasionada por inumeros patdégenos, bactérias do género
Staphylococcus spp. sédo reconhecidas como 0s agentes etioldgicos mais isolados
dos casos de mastite (De VLIEGHER et al. 2012). A preocupacdo com O
aparecimento de cepas formadoras de biofilme é que estas quando em biofilme
sdo mais dificeis de serem eliminadas, visto que a susceptibilidade altera-se de
acordo com a concentracdo e o antimicrobiano testado, ressaltando a importancia
da nao utilizacdo indiscriminada dos antimicrobianos (CHAGAS et al., 2015). A
capacidade dos S. aureus em formarem biofilmes “in vivo” é considerada o maior
fator de viruléncia na patogenia da mastite.

A mastite bovina € um processo inflamatério da glandula maméaria e sua
incidéncia € preponderante em rebanhos leiteiros de todo o mundo, causando
prejuizo econémico e sanitario para produtores e laticinios. Além disso, a mastite
pode representar um risco potencial a saide de homens e bezerros, pois o leite
pode servir como um veiculo de micro-organismos patogénicos e enterotoxinas
(ZAFALON et al.,, 2009). Baseado no exposto, este trabalho teve por objetivo
investigar a capacidade de cepas de Staphylococcus coagulase positiva de formar
biofilme.

2. METODOLOGIA

2.1. Isolamento Bacteriano
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Foram analisadas 21 cepas de Staphylococcus coagulase positiva, isoladas
de animais com mastite subclinica. Apés a realizacdo do CMT (California Mastitis
Test), as amostras de leite foram coletadas dos tetos que se mostraram reagentes
e enviadas ao Laboratério de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (LIPOA),
da Faculdade de Veterinaria, da UFPel para analise. ApOs o isolamento, as
cepas de Staphylococcus foram estocadas em glicerol a -18°C.

2.2. Preparo do In6culo

Inicialmente, as cepas de Staphylococcus coagulase positiva foram
semeadas em caldo TSB e incubadas a 37°C/24 horas. A densidade oOtica de
cada cultivo foi padronizada (Aggonm).

2.3. Ensaio de Formacéao de Biofilme

O procedimento adotado para realizar este ensaio segue o recomendado por
STEENACKERS et al. (2011), com algumas modificacdes. Inicialmente, foram
colocados 200 uL de caldo Tripticase de Soja (TSB, Acumedia) em cada poco da
placa de 96 cavidades (Nunc, Thermo Scientific, Denmark) adicionados de 8 pL
de culturas overnight em TSB de cada cepa padronizada em espectrofotdmetro a
600 nm para valor 0,9-1,0 de densidade ética (DO). Pogos com 200 uL de caldo
TSB, sem cultura bacteriana, foram utilizados como controle. Entéo, a tampa foi
colocada sobre a placa e incubada durante 48 h a 37°C sem agitacdo. Apds, as
tampas das placas (Nunc-TSP, Thermo Scientific, DenmarK) foram lavadas com
solucéo salina tamponada de fosfato (Phosfate Buffered Saline — PBS) e coradas
com cristal violeta (isopropanol, metanol e PBS, v/v: 1:1:18) por 30 minutos. Apos,
estas foram lavadas com agua destilada estéril, secas a temperatura ambiente
por 30 minutos e colocadas em acido acético a 30%. Esta Ultima etapa € realizada
para que o biofilme formado na tampa se solte e figue no meio. Apos a remogéao
da tampa, a leitura por densidade otica utilizando um espectrofotdmetro foi
realizada, utilizando comprimento de onda de 600nm e de 570nm. O caldo TSB
estéril foi utilizado como controle negativo e o controle positivo foi uma cepa de
Staphylococcus coagulase positiva fortemente formadora de biofilme. Os valores
da densidade Optica foram tomados como a média das leituras. A partir, as cepas
foram classificadas segundo a aderéncia na tampa da placa e foram divididas em
guatro categorias. Como o experimento foi realizado em triplicata, os resultados
foram expressos pela média dos valores obtidos e cada cepa foi agrupada nas
guatro categorias selecionada segundo o estipulado por STEPANOVIC et al.
(2000). O ponto de corte (DOc) foi definido como trés desvios padrbes acima da
média das densidades oOticas (Dos) dos controles e a classificagcdo foi
determinada conforme segue.
DO < DOc = nao formadora
DOc < DO = 2 x DOc = fraca formadora
2 x DOc < DO =4 x DOc = moderada formadora
4 x DOc < DO = forte formadora

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as 21 cepas testadas, todas (100%) formaram biofilme, sendo 14
(66,7%) fortemente formadoras e sete (33,3%) fracamente formadoras, conforme
a classificagdo utilizada neste experimento. MELO et al. (2012), analisaram a
formacéo de biofilme em 94 cepas de Staphylococcus aureus e verificaram que
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93 (98,9%) se aderiram fortemente a placa de poliestireno utilizada. Resultados
inferiores foram obtidos neste experimento.

Em um trabalho realizado por GUIMARAES et al. (2012), verificaram que
oito cepas (26,7%) de Staphylococcus foram classificadas como fortemente
aderentes a placa, ou seja, fortemente formadoras de biofilme. No entanto, 13 das
cepas (43,3%) analisadas ndo formaram biofilme. OLIVEIRA et al. (2006),
estudaram a producédo de biofilmes por cepas de Staphylococcus aureus e
epidermidis isolados de casos de mastite e encontraram pelo teste de aderéncia
em placas 18,7% das cepas de S. aureus produtoras de biofilme.

A diferenca encontrada pode estar associada a subjetividade dos ensaios
fenotipicos, tendo em vista que a producdo in vitro de biofilme pode ser
influenciada por diferentes condi¢cdes de crescimento e mecanismos de aderéncia
(OLIVEIRA et al., 2006). STEPANOVIC et al. (2000) notaram que o teste de
aderéncia em placas € um dos métodos usados com maior freqiéncia para
guantificar a formacao dos biofilmes produzidos pelos Staphylococcus, além de
funcionar como um indicador de patogenicidade dos micro-organimos. Neste
experimento, o biofilme é formado na tampa da placa e ndo no fundo da mesma,
como pode ser observado na Figura 1.

A capacidade de produzir biofilme ajuda a bactéria a sobreviver em
ambientes hostis dentro do hospedeiro, e esse é um fator responsavel por
infeccBes cronicas e ou persistentes (COSTERTON et al.,, 1999). Como ja
mencionado anteriormente, os isolados utilizados neste experimento foram de
animais positivos para mastite subclinica e a partir dos resultados pode-se afirmar
gue a capacidade das cepas testadas serem formadoras de biofilme é
preocupante, visto que o biofilme aumenta a resisténcia do micro-organismo aos
antimicrobianos testados, ja que essa resisténcia dificulta o tratamento das
mastites e pode aumentar os casos de infec¢bes subclinicas (GUIMARAES et al.,
2012).

Figura 1: Biofilme de cepas de Staphylococcus coagulase positiva formado na
tampa da placa utilizada.

4. CONCLUSOES
O estudo demonstrou que todas as cepas de Staphylococcus analisadas
neste experimento foram capazes de formar biofilme, sendo a maioria fortemente
formadoras.
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