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RESUMO

A presenca de microrganismos patogénicos como o Staphylococcus aureus € responsavel por
ocasionar diversos prejuizos significativos na bovinocultura leiteira e na industria de laticinios,
devido a seus inimeros fatores de viruléncia, como a formagdo de biofilme e resisténcia
antimicrobiana. Biofilmes sdo agregados estruturados de microrganismos embebidos em uma
matriz de polimeros extracelulares que se aderem a superficies bidticas ou abioticas. A
formagdo de biofilme por bactérias ¢ um importante fator de viruléncia e a sua producao esta
amplamente relacionada a presenca de bactérias estafilocdcicas e outras cocos Gram-positivas
na industria de laticinios e produgdo animal. A contaminacdo bacteriana em queijos tipo Minas
frescal ¢ facilitada por diversos fatores. Na producao artesanal utiliza-se leite cru, que sob
praticas operacionais inadequadas de higiene de equipamentos das industrias de laticinios e na
presenga de mastite bovina, pode conter ainda maior carga de microrganismos potencialmente
patogénicos. O objetivo da pesquisa foi determinar a presenga de S. aureus e outras bactérias
cocos Gram-positivas em queijos Minas frescal produzidos de modo artesanal adquiridos na
regido do DF, identificar seus fatores de viruléncia como a capacidade de formagao de biofilme
in vitro, correlacionando com demais fatores de patogenicidade pesquisados, dentre eles a
resisténcia a antimicrobianos. Foram analisadas 20 amostras de queijos Minas frescal do tipo
artesanal e fracionado. A pesquisa envolveu cultura em 4gar sangue e em meios seletivos;
visualizacdo por microscopia Optica; testes laboratoriais bioquimicos; teste laboratorial de
Coagulase em lamina; teste de Difusdo em Disco para antibiograma; analise de formagao de
biofilme pelos métodos de adesao em microplaca (com 24 e 48h) e adgar vermelho Congo
(CRA); e técnicas moleculares de PCR para identificacdo de genes nuc e blaZ. De dez amostras
foram isoladas onze cepas de bactérias cocos Gram-positivas: quatro Staphylococcus spp.,
quatro S. aureus (confirmados pela determinacao do gene nuc), um Enterococcus spp. e dois
Streptococcus spp. Dois S. aureus foram positivos para a presenca do gene blaZ e dois foram
considerados coagulase-positivos pelo teste fenotipico de Coagulase; dois S. aureus € um
Staphylococcus spp. foram resistentes a penicilina G no teste de Difusdo em Disco, assim como
os dois Streptococcus spp. O Enterococcus spp. foi resistente a varios antibioticos, exceto aos
beta-lactamicos. A capacidade de formar biofilme pelo método CRA foi positiva para dois S.
aureus, um Staphylococcus spp., o Enterococcus spp. € para os dois Streptococcus spp. Pelo
método de adesdo em microplaca em 24h, com excecdo do Enterococcus spp. que apresentou
como moderada, os demais apresentaram forte capacidade de produzirem biofilme; e com 48h,

a capacidade diminuiu para alguns microrganismos. A presenca do gene nuc ¢ um marcador
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genético especifico para a identificacdo de Staphylococcus aureus, auxiliando na confirmagao
de alguns desta espécie isolados dos queijos deste estudo; dois deles apresentaram o gene blaZ
que estd ligado a resisténcia a antibidticos beta-lactdmicos. A resisténcia a penicilina G foi
observada fenotipicamente por alguns microrganismos e todos os estafilococos foram
considerados como fortes na habilidade em formar biofilme. Apesar desta relacdo, o tamanho
amostral foi pequeno para correlacionar fatores de viruléncia bacterianos encontrados, como a
producao de biofilme, com a resisténcia antimicrobiana. Entretanto estudos recentes relatam tal
associagdo e, com isso, dificuldades no tratamento de bovinos acometidos com mastite e a
persisténcia e recorréncia desta infecdo, além de propiciar a contaminagdes de produtos lacteos
levando a prejuizos das industrias de laticinios, da producdo animal e ao risco a seguranga
alimentar dos consumidores. O estudo forneceu base para a compreensdo da habilidade de
bactérias cocos Gram-positivas em produzir biofilmes, estudos in vivo e maior nimero de
amostras, além de técnicas moleculares de avaliagdo de formagdo de biofilme e resisténcia
antimicrobiana, seriam necessarios para conclusdo do grau de patogenicidade de
microrganismos isolados de queijos Minas frescal artesanalmente produzidos e vendidos no DF.
Esta pesquisa reflete a atengdo que deve ser dada a melhores condi¢des sanitarias em instalagdes
de bovinocultura leiteira e de producado de laticinios, onde boas praticas de higiene de pequenos

produtores e funciondrios de fazendas e de comércios e feiras locais se fazem mais necessarias.

Palavras-chave: bactérias Gram-positivas; Staphylococcus aureus; biofilme; fatores de

viruléncia; resisténcia antimicrobiana.
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ABSTRACT

The presence of pathogenic microorganisms such as Staphylococcus aureus is responsible for
causing significant losses in dairy farming and the dairy industry, due to its numerous virulence
factors, such as biofilm formation and antimicrobial resistance. Biofilms are structured
aggregates of microorganisms embedded in a matrix of extracellular polymers that adhere to
biotic or abiotic surfaces. Biofilm formation by bacteria is an important virulence factor and its
production is largely related to the presence of staphylococcal bacteria and other Gram-positive
cocci in the dairy industry and animal production. Bacterial contamination in Minas fresh
cheeses is facilitated by several factors. In artisanal production, raw milk is used, which under
inadequate operational hygiene practices of dairy industry equipment and in the presence of
bovine mastitis, may contain an even higher load of potentially pathogenic microorganisms.
The objective of the research was to determine the presence of S. aureus and other Gram-
positive cocci bacteria in artisanally produced Minas Frescal cheeses purchased in the DF
region, identify their virulence factors such as the capacity to form biofilm in vitro, correlating
them with other pathogenicity factors studied, including antimicrobial resistance. 20 samples
of Minas fresh cheeses of artisanal and fractionated types were analyzed. The research involved
culture in blood agar and selective media; visualization by optical microscopy; biochemical
laboratory tests; laboratory coagulase test on slide; disk diffusion test for antibiogram; analysis
of biofilm formation by adhesion methods in microplate (with 24 and 48h) and Congo red agar
(CRA); and molecular PCR techniques for identification of nuc and blaZ genes. Eleven strains
of Gram-positive cocci bacteria were isolated from ten samples: four Staphylococcus spp., four
S. aureus (confirmed by determination of the nuc gene), one Enterococcus spp. and two
Streptococcus spp. Two S. aureus were positive for the presence of the blaZ gene and two were
considered coagulase-positive by the Coagulase phenotypic test; two S. aureus and one
Staphylococcus spp. were resistant to penicillin G in the disk diffusion test, as were the two
Streptococcus spp. The Enterococcus spp. was resistant to several antibiotics, except beta-
lactams. The ability to form biofilm by the CRA method was positive for two S. aureus, one
Staphylococcus spp., one Enterococcus spp. and for the two Streptococcus spp. Using the
adhesion method in microplates in 24 hours, with the exception of Enterococcus spp., which
showed moderate adhesion, the others showed a strong capacity to produce biofilm; and after
48 hours, the capacity decreased for some microorganisms. The presence of the nuc gene is a
specific genetic marker for the identification of Staphylococcus aureus, it helps to confirm some

of this species isolated from the cheeses in this study; Two of them reported the blaZ gene,



which is linked to resistance to beta-lactam antibiotics. Resistance to penicillin G was observed
phenotypically by some microorganisms, and all staphylococci were considered strong in the
ability to form biofilm. Despite this relationship, the sample size was small to correlate bacterial
virulence factors found, such as biofilm production, with antimicrobial resistance. However,
recent studies report such an association and, with it, losses in the treatment of cattle affected
by mastitis and the persistence and recurrence of this infection, in addition to leading to
contamination of dairy products, causing losses in dairy products, animal production and risk
to food safety for consumers. This study provided a basis for understanding the ability of Gram-
positive cocci bacteria to produce biofilms. In vivo studies and a larger number of samples, in
addition to molecular techniques for evaluating biofilm formation and antimicrobial resistance,
would be necessary to determine the degree of pathogenicity of microorganisms isolated from
artisanal Minas fresh cheeses produced and sold in the Federal District. This research reflects
the attention that should be given to improving sanitary conditions in dairy farming and dairy
production facilities, where good hygiene practices by producers and employees of farms and

local businesses and fairs are more necessary.

Keywords: Gram-positive bacteria; Staphylococcus aureus; biofilm; virulence factors;

antimicrobial resistance.
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CAPITULO I
1. INTRODUCAO

Biofilmes sdo agregados estruturados de microrganismos embebidos em uma matriz de
polimeros extracelulares, que se aderem a superficies bioticas ou abioticas (MUHAMMAD, et
al, 2020; LIU et al., 2023). A formacao de biofilme por bactérias ¢ um importante fator de
viruléncia, uma estratégia de sobrevivéncia no ambiente, que proporciona as bactérias
resisténcia a varios fatores como a antibioticoterapia e a resposta imunologica do hospedeiro

(KREWER et al., 2015; RALIM et al., 2018; TUON et al., 2023).

Diversos microrganismos bacterianos estdo envolvidos na formagdo patogénica de
biofilmes, dentre eles o género mais pesquisado € o Staphylococcus spp., bactérias do tipo cocos
e Gram-positivas, especialmente o S. aureus (FRIEDRICZEWISKI et al., 2018; IDREES et al.,
2021; PENG et al., 2022; WU et al., 2024), mas outras espécies estao incluidas como S.
epidermidis (SFACIOTE et al., 2019; MELLO et al., 2020; PEDERSON et al., 2021), S. hycus,
S. simulans, S. cromogenes (MELLO et al., 2020), S intermedius e S. pseudointermedius
(GUADARRAMA et al., 2016). Outros géneros bacterianos estudados por produzirem biofilme
¢ o Streptococcus spp. (FIDELIS et al., 2024) e o Enterococcus spp. (SILVA et al., 2024), ambos
cocos e Gram-positivos. A Listeria monocytogenes, também Gram-positiva, mas em formato
de bacilo, ¢ mais um microorganismo capaz de produzir biofilme (CIRKOVIC, 2021; LIU et
al., 2023). E dentre as bactérias Gram-negativas encontram-se amplamente envolvidas em
pesquisas a E. coli (RAOOF et al., 2013; LIU et al., 2023), Salmonella spp. (INIGUEZ-
MORENO et al., 2018.; CIRKOVIC et al., 2021) e Pseudomonas aeruginosa (LIU et al.,
2023).

Estes microrganismos formadores de biofilmes estdo distribuidos em toda a natureza,
ambientes clinicos e hospitalares, superficies metalicas e plasticas, pele € mucosa nasal de
humanos e nos animais (GUADARRAMA et al., 2016; MUHAMMAD et al., 2020; KIRAN et
al., 2022), como na glandula mamaria de vacas de producdo leiteira; em industrias de laticinios
e em produtos de origem animal comercializados para consumo (FRIEDRICZEWISKI et al.,
2018; WEBER et al., 2019; CRUZADO-BRAVO et al., 2019; CARVALHO et al., 2021;
PEDERSON et al., CIRKOVIC et al., 2021; ZHAO et al., 2023).

Na medicina veterinaria, especialmente no campo alimentar de laticinios e na produgao
animal, a formag¢do de biofilmes por patégenos como o Staphylococcus aureus e

Staphylococcus epidermidis ¢ amplamente significativa. O S. aureus ¢ frequentemente isolado
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de produtos lacteos e associado a casos de mastite bovina, causando infec¢des persistentes e
recorrentes (MELLO et al., 2020; PEDERSON et al., 2021; RAHEEL et al., 2023; FIDELIS et
al., 2024) e, assim como o S. epidermidis, outro agente causador de mastite bovina, sdo
caracterizados por formarem biofilmes no tbere do animal, em equipamentos de ordenha e de
processamento de leite, levando a infecgdo persistente dos animais da produgdo e deterioragao
dos laticinios, acarretando perdas economicas consideraveis e comprometendo a seguranga
alimentar dos consumidores (MERCHAND et al., 2012; CARVALHO et al., 2021; MELLO et
al., 2020; PEDERSON et al., 2021).

Além destes, ha outros microrganismos relevantes na producgdo de biofilme bacteriano
dentro da industria alimenticia, como o Enterococcus spp., patogeno que pode ser isolado de
produtos lacteos, como de queijos, possui a habilidade de formar biofilme e, também devido a
isto, alta capacidade de resisténcia a antibidticos (ZHENG et al., 2020; SILVA et al., 2024). O
Streptococcus uberis também ¢ importante agente causador de mastite em vacas leiteiras, com
alto potencial de produzir biofilme, assim como outros microrganismos, na glandula maméria,
nos equipamentos de ordenha e nas superficies de contato dos locais de processamento de

laticinios (FIDELIS et al., 2024).

Na producao artesanal de queijos geralmente utiliza-se leite cru, que pode conter maior
carga de microrganismos potencialmente patogénicos como o Staphylococcus aureus
(CARVALHO etal.,2021; PEDERSON et al., 2021). A contaminag¢ao bacteriana nestes queijos,
como o Minas frescal, ainda ¢ facilitada por fatores como o elevado teor de umidade, criando
um ambiente favoravel para o crescimento dos microrganismos e formagdo de biofilmes
(CARVALHO et al., 2021). Além de que, praticas inadequadas de higiene durante a producgao
e venda e armazenamento sem refrigeracdo adequada, podem levar a contaminag¢do desses

produtos (FREITAS et al., 2013; ALLAION et al., 2021; CARVALHO et al., 2021).

Neste contexto ¢ possivel entender que a formacdo bacteriana de biofilmes tem
implicagdes significativas no cenario clinico e hospitalar, na produ¢do animal e na industria
alimenticia, levando a danos na saude animal e humana e na seguranga alimentar, ocasionando
prejuizos econdmicos no campo da medicina veterinaria por poder afetar especialmente a

producdo animal e a industria de laticinios.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral: analisar microbiologicamente queijos Minas frescal artesanais quanto a

contaminagdo; entender a formagao de biofilmes, em cocos Gram-positivos e associa-los a

fatores de viruléncia.

Objetivos especificos: determinar a presenca de Staphylococcus aureus e, também,

demais bactérias de grupo semelhante (cocos Gram-positivas) em queijos Minas frescal
produzidos de modo artesanal adquiridos na regido do DF, e fatores de viruléncia, como

resisténcia antimicrobiana e capacidade de formacao de biofilme in vitro, correlacionando-os.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Descoberta do Biofilme na Microbiologia

A formagdo de biofilmes por microrganismos ¢ um fato de notoriedade dentro da
microbiologia desde séculos passados. No final do século 17, o holandés Antonie Van
Leeuwenhoek observou um fenomeno no qual chamou de "animélculos" em uma superficie de
dente humano, iniciando, assim, a compreensdo do que depois foi denominado de biofilme
microbiano. Esse cientista, conhecido por contribuir para melhorias no uso de microscépios e
considerado criador da microbiologia experimental, foi o primeiro a observar e descrever esse
aglomerado de microrganismos, posteriormente documentado, junto a outras notificagdes, em
cartas a Royal Society de Londres em 1673, publicadas e compartilhadas com a comunidade
cientifica (GEST, 2004). Cientificamente, no entanto, a caracterizacdo da formagdo de
biofilmes comecou a se desenvolver a partir da segunda metade do século 20 (COSTERTON
el al. 1999; LAPPIN-SCOTT et al, 2014).

Foi John William (Bill) Costerton quem foi reconhecido como o pai da pesquisa em
biofilmes. Seus estudos pioneiros iniciaram na década de 1970. Esse pesquisador canadense
revolucionou a compreensdo sobre a vida microbiana ao demonstrar que microrganismos
frequentemente existem no ambiente como comunidades organizadas denominadas biofilmes,
e nao apenas como c€lulas moveis livres (LAPPIN-SCOTT et al, 2014). Em 1978 Bill Costerton
publicou um artigo seminal na Scientific American intitulado "How Bacteria Stick", detalhando
como bactérias se aderem a superficies e formam os biofilmes e se tornam protegidas por uma
matriz extracelular (COSTERTON et al., 1978). Esse trabalho foi um desafio a visao tradicional
da microbiologia da época e abriu novas linhas de investigagdo cientifica sobre biofilmes e
infecgdes cronicas associadas a dispositivos médicos e hospitalares (COSTERTON et al., 1978;

LAPPIN- SCOTT et al, 2014).

Bill Costerton fundou e dirigiu o Center for Biofilm Engineering na Montana State
University nos Estados Unidos, que se tornou um centro de referéncia em pesquisa de biofilmes.
Esse centro aborda de forma multidisciplinar sobre a formagdo, estrutura e impacto dos
biofilmes em diversos contextos, como médicos, odontologicos, industriais, agricolas e de
engenharia. Suas pesquisas evidenciaram que bactérias produtoras de biofilmes podem exibir
uma resisténcia maior a antibidticos e a mecanismos de defesa do hospedeiro, o que explica a
dificuldade de tratar infec¢des cronicas em ambientes médico-hospitalares (COSTERTON el

al. 1999; LAPPIN-SCOTT et al, 2014; KVICH el al. 2020).
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As observagdes pioneiras sobre biofilme documentadas de Antonie van Leeuwenhoek
em placas dentarias em 1674 e, posteriormente, avancadas e popularizadas por Bill Costerton
em 1978, langaram as bases para o estudo sobre a formacao de biofilmes na microbiologia
moderna, reconhecidas hoje como fundamentais para o entendimento da ecologia microbiana e

a patogénese de doencas infecciosas.
3.2. O que é Biofilme

O biofilme ¢ um aglomerado complexo de microrganismos aderidos a superficies
bioticas ou abioticas, embebidos em uma matriz autoproduzida de substancias poliméricas
extracelulares (EPS) altamente hidratada. Essa matriz ¢ composta principalmente por
polissacarideos, lipideos, proteinas (polipepitideos) secretadas e DNA extracelular. Esta
estrutura bioldgica e bioquimica se forma como uma rede polimérica coesa e tridimensional
que mantem as células interconectadas e imobilizadas, estabilizadas transitoriamente
(FLEMMING & WINGENDER, 2010; LEWANDOWSKI & BEYENAL, 2017;
MUHAMMAD et al., 2020).

3.3 Rela¢ao dos Microrganismos com o Biofilme

Os microrganismos no geral (bactérias, virus, protozodrios, algas e fungos) podem estar
envolvidos na composi¢dao de um biofilme (LEWANDOWSKI & BEYENAL, 2017, SHARMA
et al., 2023), embora somente alguns como, especialmente, as bactérias, estdo diretamente
relacionadas a produgdo dessa estrutura (VAZQUEZ-SANCHEZ & RODRIGUEZ-LOPEZ,
2018; SHARMA et al., 2023).

Microrganismos bacterianos tém consideravel capacidade de formar biofilme. O
Staphylococcus aureus, por exemplo, ¢ uma bactéria Gram-positiva que estd frequentemente
associada a producao de biofilmes em diversos ambientes e organismos vivos (IDREES et al.,
2021; PENG et al., 2022; WU et al., 2024). A alta capacidade do S. aureus de formar biofilmes
contribui significativamente na cronicidade das infec¢des e contaminacdes relacionadas a
dispositivos médico-hospitalares, a produ¢dao animal e a induastrias alimenticias (CARVALHO

etal., 2021; PEDERSON et al., 2021; FIDELIS et al., 2024).

Fungos como a Candida spp. e o Aspergillus spp. possuem a capacidade de produzir
biofilmes e, assim como as bactérias, este mecanismo os proporcionam uma série de vantagens,
incluindo protec¢do contra agentes antifiungicos e mecanismos de defesa do hospedeiro. Estao

frequentemente associados a dispositivos médicos e superficies mucosas, formando biofilmes
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em cateteres, valvulas protéticas e dispositivos orais. Também estdo relacionados a gravidade
de infec¢des pulmonares e meningites em individuos imunocomprometidos (KERNIEN et al.,

2018).

Os virus e protozoarios nao formam biofilmes diretamente, no entanto algumas espécies
tem capacidade de colonizar os biofilmes bacterianos e dessa forma interagir e influenciar na
sua formacgao, estrutura e resisténcia a fatores externos. Essas interagdes sao complexas e tém
implicagdes importantes na satide publica, no tratamento de infec¢des e no controle de biofilmes
em diversos ambientes (BOROWISKI & TRENTIN, 2021; PINTO et al., 2021; CHANG et al.,
2022).

Os bacteridfagos, na virologia, podem infectar bactérias dentro de biofilmes alterando
suas estruturas. Estudos mostraram que os fagos podem ser usados para controlar biofilmes
patogénicos, uma abordagem conhecida como fagoterapia (CHANG et al., 2022). Um estudo
revelou que os coronavirus (CoVs), incluindo o agente da sindrome respiratdria aguda grave
(SARS-CoV-2), se disseminam persistentemente entre os morcegos devido a sua associacao
com estruturas de biofilme, contribuindo para explicar questdes quanto a manutenciao e

transmissibilidade de CoVs patogénicos (BOROWISKI & TRENTIN, 2021).

E dentre os protozoarios, a Acanthamoeba spp., por exemplo, pode se alimentar de
bactérias dentro de biofilmes bacterianos, influenciando a composi¢ao e a estrutura do biofilme

(PINTO et al., 2021).
3.4 Formacio do Biofilme pelas Bactérias e Importiancia

A formacao de biofilmes ¢ um processo complexo e altamente organizado que envolve
varias etapas, desde a adesdo inicial para formacdo da estrutura até a sua dispersdo
(MUHAMMAD et al., 2020). Esse processo € mediado por uma série de mecanismos biofisicos
e bioquimicos e requer a producdo de diversos substratos bioldgicos pelas bactérias, com uma
expressdo genética regulatéria bastante funcional conferindo-lhes vantagens adaptativas

significativas (SAXENA et al., 2018; WEBER et al, 2019; PENG et al., 2022).

Na etapa inicial se da a adesdo reversivel. As células microbianas se aproximam e se

aderem a uma superficie. Essa etapa ¢ mediada por interagdes hidrofobicas, forcas de van der
Waals e pontes de hidrogénio. A adesdo inicial ¢ branda e as células podem se descolar
facilmente, tornando, portanto, essa fase reversivel (FLEMMING & WINGENDER, 2010;
MUHAMMAD et al., 2020).
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Os Genes de filamento, como pilA e pilB, sdo essenciais para a adesdo inicial. Esses
genes codificam proteinas estruturais que formam pili ou fimbria, estruturas filamentosas na
superficie de algumas espécies bacterianas, tanto em Gram-negativos quanto em Gram-
positivos, sdo componentes essenciais para que as c€lulas se liguem a superficies e formem os

biofilmes (PROFT & BAKER, 2008; REZAEE et al., 2020).

Na etapa seguinte se da a adesdo irreversivel. As células comegam a produzir

substancias poliméricas extracelulares (EPS), também denominadas de exopolissacarideos ou
slimes, que as fixam de forma permanente a superficie (SHARMA et al., 2023). A matriz EPS
¢ uma rede tridimensional composta por polissacarideos, incluindo alginato e celulose; lipidios,
que auxiliam na adesao e prote¢do das células; DNA extracelular, contribuindo para a estrutura
e a resisténcia do biofilme; e proteinas, nas quais participam enzimas que degradam a matriz,
adesinas, proteinas sinalizadoras e as proteinas acido ciclico-di-GMP (c-di-GMP) que regulam
a transicdo da adesdo reversivel para irreversivel. Essa rede biologica complexa protege as
células que a deu origem e facilita a comunicacao intercelular. (FLEMMING & WINGENDER,
2010; YIetal., 2019; MUHAMMAD et al., 2020).

Posteriormente, na fase de maturacdo, o biofilme se desenvolve em uma estrutura
complexa com canais de agua que permite o transporte de nutrientes e remog¢do de residuos
(FLEMMING & WINGENDER, 2010; MUHAMMAD et al., 2020). Essa etapa ¢ mediada por
um mecanismo microbiano denominado “quorum sensing” (QS), um sistema de comunicagdo
autorregulado que detecta a densidade populacional bacteriana e permite coordenar a sua
composi¢ao e comportamentos coletivos (MUKHERJEE & BASSLER, 2019), o que regula o
contingente celular do biofilme. Outro papel do QS ¢é regular a expressdo de genes de viruléncia
e resisténcia dentro dos biofilmes, permitindo a adaptacdo as condi¢cdes ambientais adversas
(SUBRAMANI & JAYAPRAKASHVEL, 2019; WANG et al., 2022). Nessa etapa, participam
moléculas de sinalizagdo como as acil-homoserina lactonas (AHLs) e autoindutores peptidicos

(ZHU et al., 2019; MUHAMMAD et al., 2020).

Por ultimo, se dé a fase de dispersao do biofilme, quando as células se desprendem para
colonizar novas superficies. Esse mecanismo de degradagdo da matriz EPS se dé pela atividade
de enzimas especificas, como a dispersina B; regulagdo negativa de c-di- GMP e aumento da
expressao de genes de motilidade (YI et al., 2019; MUHAMMAD et al., 2020; PARK &
SAUER, 2023). Esta fase oferece grandes vantagens para as bactérias que, além da colonizacao

de novos nichos, incluem propriedades de evasdo de condi¢des adversas, reducdo da

18



competicao, propaga¢do de infecg¢des e diversificagdo genética. Essas estratégias complexas de
dispersao sdo essenciais para a sobrevivéncia e proliferacdo bacteriana em ambientes diversos

(GUILHEN et al., 2017).
3.5 Biofilmes na Natureza e Coloniza¢io Ambiental

Os biofilmes oferecem papéis benéficos em uma variedade de campos, incluindo
aplicagdes em cultivo de plantas, degradacao de produtos toxicos, tratamento de dguas residuais
e inibi¢do de corrosdo de solo, entre outros (MUHAMMADA et a., 2020). Na ecologia, os
biofilmes desempenham um papel essencial na funcionalidade dos ecossistemas naturais,
influenciando processos biogeoquimicos, interacdes microbianas e ciclos de nutrientes

(FLEMMING & WUERTZ, 2019; BESEMER, 2015; DANG & LOVELL, 2016).

Em ambientes aquaticos, rios € oceanos, biofilmes se formam em superficies submersas,
como pedras, sedimentos e plantas aquaticas. Eles sdo fundamentais para a ciclagem de
nutrientes como carbono, nitrogénio e fosforo; para a remog¢do de poluentes e suporte a
biodiversidade microbiana, facilitando interacdes entre bactérias, algas e outros
microrganismos; promovendo a produtividade e estabilidade dos ecossistemas aquaticos

(DANG & LOVELL, 2016).

Em ambientes terrestres os biofilmes se instalam nas superficies das particulas do solo
e na rizosfera, regido do solo entremeada pelas raizes de plantas, onde sdo vitais para a saude

do solo e a produtividade das plantas (BESEMER, 2015).
3.6  Biofilmes nos Seres Vivos e Infeccoes Médico-Hospitalares

A presenga dos biofilmes pode resultar na infecgdes persistentes € complicagdes clinicas
significativas de animais e humanos (LEDWOCH et al.,, 2018; KVICH et al., 2020;
SENTENAC et al., 2021). Principalmente em ambientes hospitalares os biofilmes presentes nas
superficies, dispositivos médicos, como cateteres, proteses, valvulas cardiacas e implantes
ortopédicos, e sistemas de dgua podem servir como reservatdrios de patogenos, levando a
infec¢des nosocomiais (KVICH et al., 2020; SENTENAC et al., 2021). (LEDWOCH et al.,
2018; NUNEZ et al., 2023).

As bactérias mais comuns incluem Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis
e Pseudomonas aeruginosa, que normalmente estdo associados a biofilmes mistos (KVICH et
al., 2020). Biofilmes mistos em infec¢des cronicas apresentam uma maior resisténcia

antimicrobiana devido a presen¢a de multiplas espécies que podem proteger umas as outras e
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contribuir ainda mais para a resisténcia a antibidticos (KVICH et al., 2020; ASSEFA &
AMARE, 2022). Infecgdes pulmonares em pacientes com fibrose cistica frequentemente

envolvem biofilmes mistos de Pseudomonas aeruginosa e outros patdégenos, exacerbando a

doenca (HOIBY et al., 2017).

Biofilmes sdo detectados também em grande parte das feridas cronicas em humanos. A
matriz auto protetora que forma, dificulta a penetracao de antibioticos e a resposta imunologica
do hospedeiro, contribuindo para a persisténcia das infecgdes e impedindo a cicatrizagdo
adequada (DIBAN et al., 2023; WACHTER et al., 2023). O Staphylococcus aureus ¢ um
patdgeno importante que coloniza a pele e as mucosas e ¢ frequentemente responsavel por
infec¢des cutaneas na presenca de feridas (DIBAN et al., 2023; PAPADOPOULOU et al.,
2023). As infecgoes por S. aureus, especialmente as causadas por cepas resistentes a meticilina
(MRSA), apresentam desafios terapéuticos significativos devido a sua resisténcia a multiplos

antibidticos (PAPADOPOULOU et al., 2023).

Os biofilmes de Streptococcus pneumoniae estao associados a doencas invasivas como
pneumonia ¢ meningite. A formagdo de biofilmes no epitélio respiratorio pode facilitar a
transicdo de uma colonizagdo assintomatica para uma infeccdo ativa, contribuindo para a
disseminagdo bacteriana e a invasao de tecidos mais profundos. Os biofilmes conferem, ainda,
uma protecdo adicional as bactérias contra antibidticos, tornando as infecgdes por S.
pneumoniae mais dificeis de tratar (HAMEED et al., 2021). A patogénese da meningite neonatal
e em adultos imunocomprometidos causada pelo Streptococcus agalactiae estd diretamente
associada a formagdo de biofilmes. Essas estruturas permitem que as bactérias evitem a
detec¢do pelo sistema imunologico e persistam nos tecidos do hospedeiro, facilitando a invasao

e a infecgdo do sistema nervoso central (REZAEE et al., 2020).

A placa dental ¢ um tipo especifico de biofilme que se forma na superficie de dentes e
gengivas, composta principalmente por bactérias, como o Streptococcus mutans (EMELA et
al., 2020). A fermentagdo de aclcares pelas bactérias da placa produz &cidos que
desmineralizam o esmalte dental. O biofilme dental, dessa forma, esta relacionado a formagao
de carie dentaria e doengas periodontais, como gengivite e periodontite, afetando os tecidos de

suporte dos dentes. (MORITA et al., 2016).

A formacdo de biofilmes bacterianos em humanos, ambientes médicos, hospitalares e
odontologicos estd intimamente relacionada a vérias doencas infecciosas persistentes e a

resisténcia antimicrobiana (KVICH et al., 2020; ASSEFA & AMARE, 2022). A matriz de EPS
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dos biofilmes protege as células bacterianas contra o sistema imunologico do hospedeiro e a
acao de antibioticos, tornando o tratamento de infec¢des cronicas um desafio (ASSEFA &

AMARE, 2022).
3.7 Biofilmes na Bovinocultura Leiteira e na Industria Alimenticia

Na medicina veterinaria, significativamente na area de produtos alimenticios e na
producdo animal, a formagao de biofilmes por bactérias ¢ altamente relevante. Patdgenos como
bactérias estafilococicas sdo os maiores responsaveis por acometer a satide dos animais e a
seguranca dos alimentos de origem animal devido a seus inimeros fatores de viruléncia, mas
outras bactérias estdo envolvidas e a capacidade de produzirem biofilme ¢ frequentemente
identificada e estudada (KREWER ET AL., 2015; CRUZADO- BRAVO et al., 2019;
SFACIOTTE et al., 2019; LIU et al., 2023; FIDELIS et al., 2024).

O Staphylococcus aureus e estafilococos coagulase-negativos (CoNS) sdo formadores
de biofilmes na glandula mamaria bovina afetada pela mastite. A matriz de EPS produzida
protege as bactérias contra as defesas do hospedeiro e tratamentos antimicrobianos, tornando
ainda mais dificil a recuperagdo dos animais (SFACIOTTE et al., 2019). A expressdo de genes
de operon icaA foi idendificada como crucual para a formacao de biofilmes em isolados de S.
aureus ¢ CoNS. Genes como icad e icaD foram detectados em varios microrganismos
bacterianos, indicando sua importancia na formacao de biofilmes (CRUZADO-BRAVO et al.,
2019; SFACIOTTE et al., 2019).

S. aureus e Streptococcus uberis sao patdgenos comuns em mastites bovinas e estao
envolvidos na producao de biofilmes (PEDERSON et al., 2021). Essas estruturas protegem as
bactérias da resposta imune do hospedeiro e da antibioticoterapia, contribuindo para a
persisténcia de infecgdes e a dificuldade de tratamento (SFACIOTTE et al., 2019; PEDERSON
etal., 2021; FIDELIS et al, 2024). Tanto o S. aureus quanto S. uberis possuem alta capacidade
de formar biofilmes, o que proporciona uma caracteristica critica para sua viruléncia e
persisténcia nas glandulas mamarias de vacas leiteiras acometidas pela mastite (FIDELIS et al,

2024).

Os biofilmes formados por estafilococos podem ocasionar problemas ndo apenas
durante o tratamento da mastite bovina, mas também e, consequentemente, representa um
grande risco para produgdo de laticinios, como o queijo (CRUZADO-BRAVO et al., 2019;
FRIEDRICZEWSKI et al., 2018; CARVALHO et al., 2021). Uma alta diversidade bacteriana

foi identificada em maquinas de ordenha de fazendas leiteiras, todas pertencentes aos filos
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Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria. A presenca de biofilmes por esses
microrganismos foi demonstrada em varios materiais, incluindo ago inoxidavel e plastico,
utilizados na estrutura de maquinas de ordenha e de processamento dos laticinios (WEBER et

al., 2019).

A contaminacdo de queijos Minas frescal por bactérias € propiciada por fatores como o
elevado teor de umidade, criando um ambiente favoravel para o crescimento desses
microrganismos ¢ praticas inadequadas de higiene durante a producdo e venda e
armazenamento sem refrigeracdo adequada, podem levar a contaminag¢ao desses produtos
(FREITAS et al., 2013; ALLAION et al., 2021). Para a producao do queijo artesanal geralmente
¢ utilizado leite cru, que pode conter maior carga de microrganismos potencialmente
patogénicos como o Staphylococcus aureus (CARVALHO et al., 2021; PEDERSON et al.,
2021). Além disso, foi demonstrado formagao de biofilmes por S. aureus em superficies de
embalagem de queijos Minas frescal que, mesmo sob refrigeracdo recomendada, protege esse
patégeno de fatores externos e permite a persisténcia e disseminacdo da contaminagdo
(CARVALHO et al., 2021). Ainda, foi evidenciado S. aureus isolados de queijos mucarela
formando biofilmes nas superficies de contato de manipulagdo do produto; favorecendo a
protecdo desse microrganismo de diversos desinfetantes, aumentando o risco de contaminagao
e persisténcia do patégeno nos laticinios (FRIEDRICZEWSKI et al., 2018). Isso implica a
necessidade de protocolos de limpeza e sanitizacdo em equipamentos de processamento de

laticinios mais rigorosos FRIEDRICZEWSKI et al., 2018; LIU et al., 2023).

Diversos outros microrganismos capazes de produzir biofilme estdo relacionados a
industria de laticinios e a outros produtos de origem animal, como carne bovina, frango, ovos
e frutos do mar. Dentre eles, as bactérias Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella spp. e E. coli (L1U et al., 2023). Esses patdégenos em superficies de contato com os
alimentos representam um risco significativo para a seguranga alimentar, especialmente devido
a resisténcia contra desinfetantes e antimicrobianos que os biofilmes, quando formados, sdo
capazes de ocasionar. [sso acarreta perdas econdmicas considerdveis e compromete a seguranca
alimentar podendo levar a infecgdes persistentes e dificeis de erradicar (FRIEDRICZEWSKI et
al., 2018; PEDERSON et al., 2021; LIU et al., 2023).
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RESUMO

INTRODUGAO: a presenca de microrganismos patogénicos como o Staphylococcus aureus é
responsavel por ocasionar diversos prejuizos significativos na bovinocultura leiteira e na industria de
laticinios, devido a seus inumeros fatores de viruléncia, como a formacao de biofiime e resisténcia
antimicrobiana. Biofilmes sdo agregados estruturados de microrganismos embebidos em uma matriz
de polimeros extracelulares que se aderem a superficies bidticas ou abidticas. A formagéo de biofilme
por bactérias € um importante fator de viruléncia e a sua produgao esta amplamente relacionada a
presenca de bactérias estafilococicas e outras cocos Gram-positivas na industria de laticinios e
producdo animal. A contaminacdo bacteriana em queijos tipo Minas frescal é facilitada por diversos
fatores. Na produgao artesanal utiliza-se leite cru, que sob praticas operacionais inadequadas de
higiene de equipamentos das industrias de laticinios e na presenca de mastite bovina, pode conter
ainda maior carga de microrganismos potencialmente patogénicos. O objetivo da pesquisa foi
determinar a presencga de S. aureus e outras bactérias cocos Gram-positivas em queijos Minas frescal
produzidos de modo artesanal adquiridos na regido do DF, identificar seus fatores de viruléncia como
a capacidade de formacgao de biofilme in vitro, correlacionando com demais fatores de patogenicidade
pesquisados, dentre eles a resisténcia a antimicrobianos. METODOLOGIA: foram analisadas 20
amostras de queijos Minas frescal do tipo artesanal e fracionado. A pesquisa envolveu cultura em agar

sangue € em meios seletivos; visualizagdo por microscopia Optica; testes laboratoriais bioquimicos;
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teste laboratorial de Coagulase em l1&mina; teste de Difusdo em Disco para antibiograma; analise de
formacao de biofilme pelos métodos de ades&o em microplaca (com 24 e 48h) e agar vermelho Congo
(CRA); e técnicas moleculares de PCR para identificagéo de genes nuc e blaZ. RESULTADOS: de dez
amostras foram isoladas onze cepas de bactérias cocos Gram-positivas: quatro Staphylococcus spp.,
quatro S. aureus (confirmados pela determinagdo do gene nuc), um Enterococcus spp. e dois
Streptococcus spp. Dois S. aureus foram positivos para a presenga do gene blaZ e dois foram
considerados coagulase-positivos pelo teste fenotipico de Coagulase; dois S. aureus e um
Staphylococcus spp. foram resistentes a penicilina G no teste de Difusdo em Disco, assim como os
dois Streptococcus spp. O Enterococcus spp. foi resistente a varios antibiéticos, exceto aos beta-
lactamicos. A capacidade de formar biofiime pelo método CRA foi positiva para dois S. aureus, um
Staphylococcus spp., 0 Enterococcus spp. e para os dois Streptococcus spp. Pelo método de adesao
em microplaca em 24h, com excegao do Enterococcus spp. que apresentou como moderada, os demais
apresentaram forte capacidade de produzirem biofilme; e com 48h, a capacidade diminuiu para alguns
microrganismos. DISCUSSAO: a presenca do gene nuc é um marcador genético especifico para a
identificacdo de Staphylococcus aureus, auxiliando na confirmagao de alguns desta espécie isolados
dos queijos deste estudo; dois deles apresentaram o gene blaZ que esta ligado a resisténcia a
antibidticos beta-lactdmicos. A resisténcia a penicilina G foi observada fenotipicamente por alguns
microrganismos e todos os estafilococos foram considerados como fortes na habilidade em formar
biofilme. Apesar desta relacdo, o tamanho amostral foi pequeno para correlacionar fatores de viruléncia
bacterianos encontrados, como a producgdo de biofilme, com a resisténcia antimicrobiana. Entretanto
estudos recentes relatam tal associagao e, com isso, dificuldades no tratamento de bovinos acometidos
com mastite e a persisténcia e recorréncia desta infe¢do, além de propiciar a contaminagbes de
produtos lacteos levando a prejuizos das industrias de laticinios, da produgdo animal e ao risco a
seguranca alimentar dos consumidores. CONCLUSAO: o estudo forneceu base para a compreensao
da habilidade de bactérias cocos Gram-positivas em produzir biofilmes, porém estudos in vivo € maior
numero de amostras, além de técnicas moleculares de avaliagao de formagao de biofilme e resisténcia
antimicrobiana, seriam necessérios para conclusdo do grau de patogenicidade de microrganismos
isolados de queijos Minas frescal artesanalmente produzidos e vendidos no DF. Esta pesquisa reflete
a atencao que deve ser dada a melhores condigdes sanitarias em instalagdes de bovinocultura leiteira
e de producgao de laticinios, onde boas praticas de higiene de pequenos produtores e funcionarios de

fazendas e de comércios e feiras locais se fazem mais necessarias.

PALAVRAS-CHAVE: bactérias Gram-positivas; Staphylococcus aureus; biofilme;

fatores de viruléncia; resisténcia antimicrobiana.

INTRODUCAO

No campo da industria alimenticia de produtos de origem animal, especialmente dos
laticinios, e na producdo animal, a presenca de microrganismos patogé€nicos como o
Staphylococcus aureus ¢ responsavel por ocasionar diversos prejuizos significativos
(PEDERSON et al., 2021). Este patdgeno e outras bactérias estafilocdcicas e, ainda, outras
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Gram-positivas como Streptococcus spp. € Enterococcus spp. estdo dentre os envolvidos em
casos de mastite na bovinocultura de leite e em contaminagdes de produtos lacteos (ZHENG et
al., 2020; SILVA et al., 2024; FIDELIS et al., 2024), devido a seus inumeros fatores de
viruléncia, como a formagao de biofilme e resisténcia antimicrobiana (da COSTA KREWER et
al., 2014; TUON et al., 2023).

Os biofilmes sao agregados estruturados de microrganismos embebidos em uma matriz
de polimeros extracelulares que se aderem a superficies bidticas ou abidticas (MUHAMMAD,
et al, 2020; LIU et al., 2023). A formagdo de biofilme por bactérias ¢ um importante fator de
viruléncia, uma estratégia de sobrevivéncia no ambiente, que proporciona as bactérias
resisténcia a varios fatores como a antibioticoterapia e a resposta imunologica do hospedeiro
(da COSTA KREWER et al., 2014; RALIM et al., 2018; TUON et al., 2023). A formacao de
biofilmes por bactérias estafilococicas e outras cocos Gram-positivas na industria de laticinios
e produgdo animal ¢ amplamente significativa (FRIEDRICZEWISKI et al., 2018; CARVALHO
et al., 2021; OLIVA et al., 2021; FIDELIS et al., 2024). O S. aureus ¢ frequentemente isolado
de produtos lacteos e associado a casos de mastite bovina, causando infecgdes persistentes e
recorrentes (MELLO et al., 2020; PEDERSON et al., 2021; RAHEEL et al., 2023; FIDELIS et
al., 2024) e, assim como o S. epidermidis, outro agente causador de mastite bovina, sao
caracterizados por formarem biofilmes no ubere do animal, em equipamentos de ordenha e de
processamento de leite, levando a infecgdo persistente dos animais da produgdo e deterioragao
dos laticinios, acarretando perdas econdmicas consideraveis e comprometendo a seguranga
alimentar dos consumidores (MERCHAND et al., 2012; CARVALHO et al., 2021; MELLO et
al., 2020; PEDERSON et al., 2021). O Enterococcus spp. também foi evidenciado como habil
em formar biofilme e possuir capacidade de resisténcia a antibidticos (ZHENG et al., 2020;
SILVA et al., 2024). O Streptococcus spp. também ¢ um importante agente causador de mastite
em vacas leiteiras, com potencial de produzir biofilme, assim como os outros microrganismos,
na glandula mamaria, nos equipamentos de ordenha e nas superficies de contato dos locais de
processamento de laticinios (FIDELIS et al., 2024).

A mastite bovina € frequentemente causada por infecgdes bacterianas. O Staphylococcus
aureus ¢ um dos principais agentes patogénicos envolvidos na mastite, causando tanto a forma
clinica quanto subclinica da doenca (PEDERSON et al., 2021; FIDELIS et al., 2024). O S.
aureus frequentemente apresenta resisténcia a multiplos antibidticos, incluindo meticilina
(MRSA), o que torna o tratamento mais dificil e aumenta a necessidade de alternativas
terapéuticas (ADWAN, 2014; TUON et al., 2014). A presenca do gene blaZ em cepas de S.
aureus 1soladas de casos de mastite bovina evidéncia que antibidticos beta-lactdmicos, como
penicilina e amoxicilina, podem ser ineficazes (da COSTA KREWER et al., 2014; FIDELIS et
al., 2024). A complexidade da patogénese de S. aureus na mastite bovina, associada a sua
habilidade de evadir o sistema imunologico, formar biofilme e desenvolver resisténcia a
antibidticos representa um desafio significativo para a industria de laticinios e a bovinocultura
leiteira (PEDERSON et al., 2021).

Dentre os produtos lacteos, a contaminag@o bacteriana em queijos tipo Minas frescal ¢
facilitada por fatores como o elevado teor de umidade, criando um ambiente favoravel para o
crescimento dos microrganismos; praticas inadequadas de higiene durante a producao e venda
e armazenamento sem refrigeracdo adequada, podendo propiciar a contaminagao e deterioragao
destes produtos (FREITAS et al., 2013; ALLAION et al., 2021). Na producao de queijos
artesanal geralmente utiliza-se leite cru, permitido por regulamentagdo; mas que sob praticas

31



operacionais inadequadas pode levar a conter ainda maior carga de microrganismos
potencialmente patogénicos como o Staphylococcus aureus (CARVALHO et al., 2021;
PEDERSON et al., 2021).

O objetivo da pesquisa foi determinar a presenca de S. aureus e demais bactérias cocos
Gram-positivas em queijos Minas frescal produzidos de modo artesanal adquiridos na regiao
do DF, identificar fatores de viruléncia como a capacidade de formagao de biofilme in vitro,
correlacionando com demais fatores de patogenicidade encontrados, dentre eles a resisténcia
antimicrobiana.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas para a pesquisa 20 amostras de queijos Minas frescal do tipo artesanal
e fracionado (Q1 — Q20), adquiridos de comércios e feiras locais do DF durante o primeiro
semestre de 2024 A andlise microbiologica, cultura e testes laboratoriais bioquimicos e
moleculares foram realizados no Laboratorio de Microbiologia Veterinaria da Universidade de
Brasilia. Os microrganismos foram cultivados por inoculacdo em placas de adgar sangue (AS)
5%, com auxilio de swab estéril, a partir do contato com a superficie de cada amostra; e
incubadas a 37° C por 24 horas (KONEMAN et al., 2017). Coldnias bacterianas obtidas foram
analisadas quanto as caracteristicas macroscopicas cor, textura, presen¢a de odor, presenga ou
ndo de hemolise; sendo que das colonias com caracteristicas mistas, foram realizados
isolamentos individuais no mesmo meio ou em meios seletivos de identificacio como o
Chromagar® e o agar Manitol salgado (MSA). Para seguimento da chave de identifica¢do das
bactérias também foram aplicados testes como catalase e O.F. (fermentacdo-oxidacdo), de
acordo com Chauan & Dindal (2020); enquanto caracteristicas microscopicas foram avaliadas
por microscopia Optica pela técnica de coloragdo de Gram (KONEMAN et al., 2017). As
bactérias Gram-positivas em formato de cocos foram isoladas e seguiram-se testes especificos:

Teste de Coagulase (ligada) - Coagulacio em plasma de coelho em limina

Realizado nas cepas bacterianas de género Staphylococcus spp. para identificar
fenotipicamente a presen¢a da enzima coagulase, diferenciando-as em coagulase- positivas e
coagulase-negativas. Utilizou-se plasma de coelho liofilizado, reconstituido com 4gua destilada
estéril conforme as instrucdes do fabricante (NewProv®). Uma pequena quantidade de cada
colonia a ser avaliada foi suspensa em uma gota de solucao salina estéril em uma lamina de
vidro limpa, criando uma suspensao homogénea. Uma gota de plasma de coelho foi adicionada
a suspensdo bacteriana na lamina. Utilizando uma ponteira de pipeta estéril a suspensio foi
misturada suavemente com o plasma. A ldmina foi levemente inclinada para observar se houve
formacdo de grumos (aglutinagdo). Leitura dos Resultados: formagdo de grumos indicando
resultado positivo; auséncia de grumos indicando resultado negativo (KONEMAN et al., 2017)

Analise genotipica para identificar o gene nuc

Realizado para as bactérias de género Staphylococcos spp., visando determinar a espécie
S. aureus. Se deu através da extragdo de DNA, reacdo em cadeia de polimerase (PCR) com
amplificacdo do gene especifico da nuclease (nuc) de S. aureus (KATEETE et al., 2010) e
eletroforese em gel (CHAUHAN & JINDAL, 2020), utilizando-se, como controle positivo, a
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cepa referéncia ATCC 29213. O DNA total das células bacterianas foi extraido usando o método
de extragdo de DNA por fervura (ADWAN et al., 2014). O rendimento da extracdo calculado
por espectrofotometria com base na absorbancia (A) a 260 nm. A qualidade do DNA foi
estimada usando a relagdo A260/A280. As reagdes em cadeia foram realizadas com o kit
MasterMix Taq Pol 2x (Cellco®) de acordo com os ciclos e primers especificos de acordo com
Kateete et al. (2010) (Tabela 1). Os produtos amplificados foram separados em gel de agarose
e visualizados sob luz UV apds coloracdo com brometo de etidio. A presenca de uma banda
correspondente ao tamanho esperado do gene nuc indicou resultado positivo. (CHAUHAN &
JINDAL, 2020).

Analise genotipica da resisténcia a beta-lactimicos (gene blaZ)

Foi avaliado nas bactérias S. aureus o gene blaZ para identificar resisténcia aos
antimicrobianos beta-lactamicos. Se deu através da extracdo de DNA, reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) e eletroforese em gel (CHAUHAN & JINDAL, 2020), utilizando- se, como
controle positivo, a cepa referéncia ATCC 29213. O DNA total das células bacterianas foi
extraido usando o método de extragdo de DNA por fervura (ADWAN, 2014). O rendimento da
extragdo calculado por espectrofotometria com base na absorbancia (A) a 260 nm. A qualidade
do DNA foi estimada usando a relacao A260/A280. As reagoes em cadeia foram realizadas com
o kit MasterMix Taq Pol 2x (Cellco®) de acordo com os ciclos e primers especificos de acordo
com Sawant et al. (2009) (Tabela 1). Os produtos amplificados foram analisados por
eletroforese em gel de agarose (CHAUHAN & JINDAL, 2020) para confirmar a presenga do
gene blaZ.

Tabela 1. Primers — caracterizagdo genotipica de Staphylococcus aureus.

Gene | Fragmento Sequéncia do Primer (5’-3) Referéncia
(bp)
nuc 279 F:GCGATTGATGGTGATACGGTT Kateete et al., 2010
R:AGCCAAGCCTTGACGAACTAAGC
blaz 517 R:GAT AAA GAA GAA ACC AGC AG @ Sawant et al., 2009
AAGAGATTTGCCTATGCTTC
GCTTGACCACTTTTATCAGC

Analise fenotipica de resisténcia antimicrobiana

Realizado em todas as bactérias cocos Gram-positivas isoladas, através do Teste de
Difusdo em Disco (método Kirby-Bauer) de acordo com o Clinical and Laboratory Standards
Institute — CLSI (2020), envolvendo as etapas de preparacdo da suspensao bacteriana de acordo
com o padrao de turbidez de 0,5 na escala de McFarland; inoculagdo em placas de agar Mueller-
Hinton (MH); aplicagcdo dos discos de antimicrobianos; incubacdo das placas; e leitura dos
resultados: sensivel (S), intermediaria (I) ou resistente (R) ao antimicrobiano testado, de acordo
com a tabela de referenciada pelo CLSI (2020). Sendo utilizados para o teste 12 tipos de discos
antimicrobianos (Netlab®, Brasil): amoxicilinatac. clavulanico 30 pg, cefoxitina 30 pg,
ciprofloxacino 5 pg, doxiciclina 30 pg, enrofloxacino 5 pg, eritromicina 15 pg, gentamicina 10
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ug, oxaciciclina 5 pg, penicilina G 10 pg, rifampicina 5 pg, tetraciclina 30 pg e vancomicina
30 pg.

Técnicas de analise de formacido de biofilme por métodos qualitativo e

quantitativo, respectivamente:

Agar vermelho Congo (CRA): anélise fenotipica da produgdo de biofilme pelas
bactérias isoladas, usando o agar vermelho Congo (CRA), de acordo com o método descrito
por Freeman et al. (1989). As bactérias cultivadas foram inoculadas em CRA e incubadas em
estufa a 37°C por 24 horas. A formagao de biofilme obtida pela observacao da mudanga de cor
das cepas; sendo positiva quando formaram a coloragdo preta com aspecto seco/cristalino; e
negativa quando permanecem vermelhas/rosadas.

Método de adesao em microplaca: método quantitativo por leitura de absorbancia,
detecta e quantifica a formagdo de biofilme em pogos de microplacas. As colonias foram
recultivadas em é4gar sangue (AS) 5% e inoculadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) até
atingirem o padrdo de turbidez de 0,5 McFarland. As culturas transferidas em duas placas
estéreis de fundo reto com 96 pogos (modelo 92096, TPP) em triplicatas, com um volume de
200 pL por poco. Em cada placa se obteve uma amostra de controle positivo (CI (USA) e uma
de controle negativo (estéril). Uma das placas foi incubada em estufa por 24 horas e a outra por
48 horas, ambas a 37° sob condi¢des aerobicas. Apds esse periodo, o conteudo de cada pogo foi
aspirado com auxilio de pipeta multicanal e lavado com 200 puL de agua destilada. As placas
permaneceram 1 hora sob secagem no ambiente controlado por capela de fluxo. Em seguida,
os pocos foram fixados com metanol por 15 minutos e deixados sob secagem por mais uma
hora. Posteriormente, os pocos foram corados com solugdo de cristal violeta a 1% por 15
minutos. Os pocos foram lavados novamente submetidos a secagem, e o biofilme suspenso
novamente com 4acido acético glacial a 33%. A leitura foi obtida por densidade Optica por
espectrofotometria (Labsystems®, Multiskan EX®) usando filtro de 490 nm. Foi considerado
como controle positivo neste método a cepa S. aureus CI (USA). A avaliagdo da formagao de
biofilmes foi classificada de acordo com Stepanovic et al. (2000) com algumas modificacdes.
A média do controle negativo (ODc) foi usada para classificar os biofilmes, e os
microrganismos (ODi) classificados como: ndo formadores: ODi < ODc; formacao fraca: (ODc
< ODix< 2x ODc); formagdo moderada: 2xODc <ODi< 4xODc; e formagao forte: ODi>4x ODc
(STEPANOVIC et al., 2000; da COSTA KREWER et al., 2014).

RESULTADOS

Dos vinte queijos Minas frescal artesanal fracionado (Q1 — Q20), adquiridos para o
estudo, foram identificadas em dez amostras, onze cepas bacterianas cocos Gram- positivas.
Em uma amostra obteve-se dois isoladosS. aureus (Q12.2) e outro Staphylococcus spp. (Q12.1);
de cada uma das demais nove amostras, foi obtido uma cepa , das quais mais trés foram
identificadas como S. aureus (Q10, Q14 e Q17), trés como Staphylococcus spp. (Q3, Q13 e
Q19), duas como Streptococcsus spp. (Q7 e Q8); e uma como Enterococcus spp (Q6).

Alguns resultados de testes laboratoriais fenotipicos de identificagdo (hemdlise,
fermentagdo em meio agar Manitol salgado e O.F) seguem na tabela 2.
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Tabela 2

Microrganismo isolado Hemodlise Fermentacgao O.F.
em AS 5% em meio Manitol

Staphylococcus spp. 1 (Q3) ausente nhéo fermentativo
Staphylococcus spp. 2 ausente nao fermentativo
(Q12.1)

Staphylococcus spp. 3 (Q13) ausente sim fermentativo
Staphylococcus spp. 4 (Q19) presente sim fermentativo
S. aureus 1 (Q10) ausente sim fermentativo
S. aureus 2 (Q12.2) ausente sim fermentativo
S. aureus 3 (Q14) presente nao fermentativo
S. aureus 4 (Q17) presente nao fermentativo
Enterococcus spp. (Q6) presente - fermentativo
Streptococcus spp. 1(Q7) ausente - fermentativo
Streptococcus spp. 2 (Q8) presente - fermentativo

O teste Coagulase em lamina evidenciou dois microrganismos como coagulase-
positivos (Q10 e Q12.2). O gene nuc foi evidenciado em quatro cepas bacterianas, sendo que
em duas destas (Q14 e Q17) também foi demonstrado a presenca do gene blaZ, como segue na

tabela 3.

Tabela 3.
Genes S. aureus | S. aureus | S. aureus | S. aureus
1 2 3 4
(Q10) (Q12.2) (Q14) (Q17)
nuc + + + +
blaZ + +

Os resultados do teste de resisténcia a antibidticos foram dispostos nas tabelas 4.1, 4.2

e4.3:
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Tabela 4.1 Resisténcia antimicrobiana por Teste de Difusdo em Disco

Antibiotico
(disco)
Amoxicilina +
ac. clavulanico
Cefoxitina

Ciprofloxacino
Doxiciclina
Enrofloxacino
Eritromicina
Gentamicina
Oxaciclina
Penicilina G
Rifampicina
Tetraciclina

Vancomicina

sensivel (S), intermediaria (I) ou resistente (R)

Staphylococcus
spp. 1 (Q3)
S

w nuo nu 0 0o on

Staphylococcus
spp. 2 (Q12.1)
S
S

”w nuo nuo nuo nuo on

Staphylococcus
spp. 3 (Q13)
S

A v A

nw nuo no no no on

Staphylococcus
spp. 3 (Q19)
S

nw 0o oo o no oo no o nu noon

Tabela 4.2. Resisténcia antimicrobiana por Teste de Difusdo em Disco

Antibiético
(disco)
Amoxicilina +

sensivel (S), intermediaria (1) ou resistente (R)

ac. clavulanico

Cefoxitina
Ciprofloxacino

Doxiciclina

»w v n

Enrofloxacino |

Eritromicina
Gentamicina
Oxaciclina
Penicilina G
Rifampicina
Tetraciclina

Vancomicina

”w 0o v v v v n

S. aureus 1
(Q10)
S

(Q12.2)
s

— A 0 o

(7]

A 0O X

S. aureus2 S. aureus 3

(Q14)
S

»w nu n

”w nu nuo nu nu on

S. aureus 4
(Q17)
S

nw X

”w O v n
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Tabela 4.3. Resisténcia antimicrobiana por Teste de Difusdo em Disco

sensivel (S), intermediaria (I) ou resistente (R)

Antibiético
(disco)
Amoxicilina +

ac. clavulanico
Cefoxitina

Ciprofloxacino
Doxiciclina
Enrofloxacino
Eritromicina
Gentamicina
Oxaciclina
Penicilina G
Rifampicina
Tetraciclina

Vancomicina

Enterococcus
spp. (Q6)

A A A v n A0 0 0 0 A0 O

Streptococcus
spp. 1 (Q7)

S

A A A A A O”»

A A A X

Streptococcus
spp. 2 (Q8)

S

A A 0 0 0N 0 0 0 0 0 A
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Os resultados da leitura de absorbancia de formacao de biofilme por método de adesdo
em microplaca seguem nas tabelas 5.1 e 5.2 (adesdo em 24 horas de incubag@o da microplaca);
e 6.1 ¢ 6.2 (adesao em 48 horas).

Tabela 5.1
Formacao de biofilme por adesdo em microplaca
em 24 horas — Leitura de Absorbancia

Controle negativo (ODc) Unidades de densidade 6ptica (OD)
Média da triplicata ODc 0,046
2x ODc 0,092
4x ODc 0,184

Tabela 5.2 Formacao de biofilme por adesdo em microplaca em 24 horas

Amostra (ODi) Staphylococcus  Staphylococcus  Staphylococcus  Staphylococcus
spp. 1 (Q3) spp. 2 (Q12.1) spp. 3 (Q13) spp. 4 (Q19)
Média triplicata de 0,518 0,549 0,558 0,631
ODi
Resultado Forte Forte Forte Forte
S. aureus 1 S. aureus 2 S. aureus 3 S. aureus 4
Amostra (ODi) (Q10) (Q12.2) (Q14) (Q17)
Média triplicata de 0,660 0,345 0,457 0,604
ODi
Resultado Forte Forte Forte Forte
Streptococcus Streptococcus Enterococcus Controle
Amostra (ODi) spp. 1(Q7) spp. 2 (Q8) spp. (Q6) positivo (Cl
(USA))
Média triplicata de 0,346 0,237 0,102 0,331
ODi
Resultado Forte Forte Moderado Forte
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Tabela 6.1

Formacao de biofilme por adesdo em microplaca
em 48 horas — Leitura de Absorbancia

Controle negativo

(ODc) (OD)
Média da triplicata ODc 0,249
2x ODc 0,498
4x ODc 0,996

Unidades de densidade o6ptica

Tabela 6.2 Formacao de biofilme por adesdo em microplaca em 48 horas

Amostra (ODi)

Média triplicata de
ODi

Resultado

Amostra (ODi)

Média triplicata de
ODi

Resultado

Amostra (ODi)
Média triplicata de
ODi

Resultado

Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
spp. 1 (Q3) spp. 2 (Q12.1) spp. 3 (Q13)
1,017 0,988 0,959

Forte Moderado Moderado
S. aureus 1 S. aureus 2 S. aureus 3
(Q10) (Q12.2) (Q14)
1,571 1,233 0,968
Forte Forte Moderado
Streptococcus Streptococcus Enterococcus
spp. 1 (Q7) spp. 2 (Q8) spp. (Q6)
0,759 0,649 0,498
Moderado Forte Fraco

Staphylococcus
spp- 4 (Q19)
0,490

Moderado
S. aureus 4 (Q17)

1,010

Forte

Controle positivo
(Cl (USA))

1,168

Forte

Os resultados da formacdo de biofilme pelo método CRA (dgar vermelho Congo)
seguem na tabela 7:

Tabela 7 Formacé&o de biofilme por cultura bacteriana em meio agar

vermelho Congo

Microrganismo isolado

Staphylococcus spp. 1 (Q3)
Staphylococcus spp. 2 (Q12.1)
Staphylococcus spp. 3 (Q13)
Staphylococcus spp. 4 (Q19)
S. aureus 1 (Q10)

S. aureus 2 (Q12.2)

S. aureus 3 (Q14)

S. aureus 4 (Q17)

Enterococc

us spp. (Q6)

Streptococcus spp. 1(Q7)
Streptococcus spp. 2 (Q8)

Nao formador
Nao formador
Formador
Nao formador
Formador
Formador
Nao formador
Nao formador
Formador
Formador

Formador

Capacidade de formar biofilme
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DISCUSSAO

A producdo de hemolise por bactérias estd associada a fatores de viruléncia que
contribuem para sua patogenicidade em infec¢des humanas e animais. As colonias de S. aureus
em meio AS frequentemente apresentam hemolise ao seu redor. Essa caracteristica ¢ advinda
particularmente da beta-hemolise e ¢ devido a producao de hemolisinas como a alfa-toxina, que
forma poros na membrana das hemaéceas, levando a lise (VANDENESCH et al, 2012;
MURRAY et al, 2016). Dos quatro S. aureus isolados, dois apresentaram hemolise
fenotipicamente, ao se observar um halo claro ao redor das col6nias. Apesar de ser o principal
estafilococo conhecido por produzir beta-hemolise, nem todo S. aureus apresenta essa
capacidade (COLACITE et al, 2011, KONEMAN et al., 2017). Dos quatro isolados de
Staphylococcus spp a hemolise foi identificada, de forma fenotipica, em um deles. Nao tao
frequente, outros estafilococos como o S. haemolyticus, podem produzir beta-hemolise e esta
relacionado a infecgdes hospitalares, mas ja foi identificado como contaminante em industrias
de laticinios (SCHNITT et al., 2021). Enterococcus spp. como E. faecalis e E. faecium também
podem causar hemolise (MURRAY et al, 2016; GARCIA-SOLACHE & RICE, 2019), como
apresentado por este isolado, assim como por uma das duas cepas de Streptococcus spp.
isoladas, outro género bacteriano relacionado a producao de hemoélise (MURRAY et al, 2016;
LAUPLAND et al., 2019).

A presenca do gene nuc ¢ um marcador genético especifico para a identificacdo de
Staphylococcus aureus. O gene nuc codifica a nuclease termostavel, uma enzima produzida por
essa espécie. A enzima nuclease degrada o DNA em condigdes de alta temperatura,
caracteristica distintiva que auxilia na diferenciacdo de S. aureus de outros estafilococos
(MAES et al., 2002; GHADERI et al, 2020). Seu método molecular de identificagao realizado
determinou a presenga de quatro cepas dessa espécie de um total de oito estafilococos
encontrados, como segue na figura 1.

Figura 1. Interpretacdo do resultado de PCR apds eletroforese em gel de agarose para o gene
nuc. Linha M (marcador amplificador molecular - MasterMix Taq Pol 2x da Cellco®), Linha C+ (controle
positivo), linhas Q10, Q12.2, Q14 e Q17 (microrganismos) e C- (controle negativo); pb (pares de base).

M C+ Q10 Q12.2Q14 Q17 C-

No S. aureus a enzima coagulase ¢ considerada também uma proteina relacionada a
especificidade (BROWN, et al., 2005; MURRAY et al., 2016). O teste de Coagulase, fenotipico,
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evidenciou aglutinag¢do de duas cepas bacterianas dos quatro S. aureus isolados, determinando
somente estes dois como coagulase-positivos. Entretanto, o teste Coagulase em lamina s6
detecta a forma ligada da enzima, podendo ser necessario realizar o teste em tubo para detectar
a coagulase livie (MURRAY et al., 2016). Falsos negativos podem ocorrer nos testes
fenotipicos se a amostra bacteriana ndo estiver nas melhores condicdes (MARTINEZ et al.,
2001). Locatelli et al. (2021) também identificou fenotipicamente cepa de S. aureus como
coagulase-negativo. O método ideal de identificacdo da proteina de viruléncia coagulase ¢ a
determinagdo do gene coA por técnica molecular de PCR, que codifica esta enzima,
confirmando sua presenca (LOCATELLI et al., 2021). Entretanto, apesar de rara, a literatura
reconhece existéncia genotipica de S. aureus coagulase-negativa, isolada de leite mastitico
(AKINEDEN et al., 2011). Estas cepas ainda podem ser patogénicas e a auséncia de coagulase
pode dificultar sua identificacdo usando métodos tradicionais (LOCATELLI et al., 2023). A
figura 2 demonstra coagulagdao do plasma em lamina na presenga de amostra de S.aureus pelo
teste fenotipico de Coagulase.

Figura 2

O gene blaZ ¢ responsavel pela producdo da enzima beta-lactamase em bactérias como
o Staphylococcus aureus e confere resisténcia a penicilinas e outros antibidticos beta-
lactamicos. A presenca deste gene tem implicagdes clinicas significativas na mastite bovina,
dificultando o tratamento e controle da infec¢ao e propiciando a contaminagdo de laticinios (da
COSTA KREWER et al., 2014; FIDELIS et al., 2024). Este gene codifica a enzima beta-
lactamase, que € capaz de hidrolisar o anel beta-lactamico presente nas penicilinas, inativando-
as, por romper a ligacdo amida no anel beta-lactamico, convertendo a penicilina em &cido
peniciloico inativo (BUSH, 2011). O gene foi testado, pelo método genotipico através de PCR,
nos quatro S. aureus isolados, sendo que dois deles o apresentaram apenas um destes dois, pelo
teste fenotipico de Difusao em Disco que avaliou a resisténcia a varios antibioticos, evidenciou

ser resistente a penicilina G. Em contrapartida, os demais dois S. aureus com auséncia
genotipica de blaZ testado, apresentaram resisténcia ao disco de penicilina G.

Dentre os Staphylococcus spp., apenas um demonstrou ser resistente a penicila G pelo
teste fenotipico de Difusdo em Disco. Os Streptococcus spp. também foram resistentes a esse
antimicrobiano. Estes e o Enterococcus spp. isolados evidenciaram resisténcia a diversas outras
classes de antibidticos testados, corroborando com os estudos de da SILVA et al. (2024) em uma
pesquisa de Enterococcus spp isolados de amostras de queijo; e de Tomazi et al. (2018) e
Tomazi et al. (2019), os quais demonstram que bactérias do género Streptococcus spp, como S.
uberis e S. agalactiae sao frequentemente isolados de casos de mastite bovina e de laticinios e
possuem alta capacidade de resisténcia antimicrobiana. A resisténcia aos antibioticos pode levar
a infec¢Oes mais persistentes e dificeis de erradicar, aumentando a duracdo e a severidade da
mastite, o que contribui para perdas econdmicas significativas devido a redugdo na produgao
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de leite, descarte de leite contaminado e aumento dos custos de tratamento (da COSTA
KREWER et al., 2014; do NASCIMENTO et al., 2023; FIDELIS et al., 2024).

Os métodos laboratoriais de avaliacdo de formacdo de biofilme mais comumente
utilizados de acordo com estudos recentes sao o CRA (dgar vermelho Congo) e, ainda, de forma
quantitativa, a adesdao em microplaca (MARQUES et al., 2016; HALIM et al., 2018;
CRUZADO-BRAVO et al., 2019; CARVALHO et al., 2021; FIDELIS et al.,

2024). Esta pesquisa evidenciou que, pelo método CRA, metade dos S. aureus e um
Staphylococcus spp. foram considerados formadores de biofilme, apresentando as
caracteristicas da figura 3a. Os demais estafilococos ndo apresentaram alteracdo de cor apos
seu crescimento no meio CRA (figura 3b). Os Streptococcus spp. € o Enterococcus spp. do
estudo foram todos considerados produtores de biofilme por este método. No CRA, a avaliagdo,
qualitativa, ¢ considerado um método de pouca sensibilidade (MELO et al., 2013; HALIM et
al., 2018; PEDERSON et al., 2020). Além disso, diferencas no tom de enegrecimento e na
textura da colonia no CRA podem ser consideradas como variados graus de formagdo de
biofilme (ATSHAN et al., 2012).

Figura 3a. Cor preta da colénia com aspecto seco e cristalino (formagao de biofiime).

No método de adesdo em microplaca, a formacao de biofilme avaliada com 24 horas de
incubacdo da microplaca, demonstrou que todos os microrganismos isolados dos queijos
evidenciaram capacidade de formacdo de biofilme e, com exce¢do do Enterococcus, que
evidenciou moderada, os demais apresentaram forte habilidade desta patogenicidade. Com 48
horas de incubagdo, observou-se mudanca na leitura de absorbancia dos biofilmes,
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evidenciando a redu¢do da capacidade de sua formacao por alguns microrganismos. Um dos S.
aureus passou de forte para moderado formador, trés dos quatro Staphylococcus spp. de forte
para moderada formagao, um Streptococcus spp. de forte para moderada e o Enterococcus spp.
que, de moderado, passou para fraco formador de biofilme. Essa reducao de adesao de biofilme
em microplacas com periodo de 48h de incubacao, corrobora com os achados de Carvalho et
al. (2021), ao avaliar a produgdo de biofilme in vitro em S. aureus isolados de embalagens de
queijo Minas frescal em 24, 48 e 72h de incuba¢do da microplaca, relacionando tal fato a fase
de adesao reversivel dos biofilmes. Este mesmo estudo concluiu que com 72h de incubagdo da
microplaca, a formagao de biofilme foi maior do que com as 24h iniciais. De todo modo,
considera-se como método de escolha para avaliar a produgao in vitro de biofilmes o periodo
de 24h de incubagao da microplaca, como padronizado por Stepanovic et al., (2000) e seguido
por pesquisas de referéncia (da COSTA KREWER et al., 2014; CRUZADO-BRAVO et al.,
2019; FIDELIS et al., 2024), entretanto mais estudos com diferentes periodos para avaliar
intensidade de adesdo de biofilmes in vitro seriam interessantes.

Houve relacgao entre a resisténcia antimicrobiana a penicilina G e o método quantitativo
de formacgdo de biofilme (adesdo em placa) em duas cepas de S. aureus, onde ambas
demonstraram forte capacidade na producao de biofilme tanto no periodo de 24h, quanto de
48h de analise. No geral, ndo foi possivel obter correlagdo entre a resisténcia antimicrobiana
com a capacidade de formagdo de biofilmes pelas bactérias do estudo. Fidelis et al. (2014),
avaliou a habilidade de produ¢do de biofilme com o método de adesdo em microplaca de um
elevado numero de S. aureus e S. uberis isolados de leite mastitico, correlacionando com
resisténcia a antibioticos por teste de Difusdo em Disco e ndao concluiu uma associacao, apesar
de terem evidenciado resisténcia significativa a penicilinas. Em contrapartida, diversos estudos
que utilizaram os mesmos métodos encontraram correlacdo entre esses fatores de
patogenicidade (da COSTA KREWER et al., 2014; MARQUES et al., 2016; PEDERSON et
al., 2021), sugerindo que isolados com alta habilidade de producdo de biofilme tendem a ser
mais resistentes a terapias antimicrobianas. Entretanto, mesmo o método de adesdo em
microplaca se demonstrar vantajoso em relagdo ao agar vermelho Congo (MELO et al., 2013;
HALIM et al., 2018), técnicas moleculares sdo primordiais para determinar esta relacdo de
forma mais precisa (MELO et al., 2013; RUZADO-BRAVO et al., 2019; MELLO et al., 2020).
Carvalho et al. (2021) pesquisou a formacao de biofilme por S. aureus pelo método de adesao
em microplaca e por visualizagdo em microscopia eletronica de varredura (MEV) e evidenciou
que uma proporcao significativa de isolados foi capaz de formar biofilmes em diferentes
intensidades, indicando a presenca de genes relacionados a biofilme. Métodos avangados de
biologia molecular para avaliar a produgdo de biofilme por microrganismos ja sao alvos de
atuais pesquisas, como a PCR em Tempo Real Quantitativa (RT-qPCR) através da expressao de
genes do operon ica (icaA, icaB, icaC e icaD), responsaveis pela producao de polissacarideos
no biofilme (CRUZADO-BRAVO et al., 2019; MELLO et al., 2020).

CONCLUSOES

Este estudo forneceu base para a compreensao da habilidade de bactérias cocos Gram-
positivas produzirem biofilme, estudos in vivo € com maior nimero de amostras seriam
apropriados para avaliar o real grau de tal patogenicidade dos diferentes microrganismos
envolvidos na patogénese de mastites bovinas que apresentem resisténcia a antimicrobianos; e
nas contaminagdes e deterioracao de produtos lacteos.

43



Inumeros sdo os fatores de viruléncia que caracterizam um microrganismo patogénico
como o S. aureus, sendo que dentro da mesma espécie ha variacdes nesse contexto. Além de
testes laboratoriais fenotipicos, testes moleculares que avaliem presenca de genes especificos
para determinar fatores de patogenicidade sdo importantes para melhor conclusdo da andlise
microbiologica.

Também, ¢ preciso atencdo especial as condi¢des sanitarias em instalagdes de
bovinocultura leiteira e de produgdo de laticinios na regido, onde boas praticas de higiene e de
manejo sao necessdrias; sinalizando um alerta a orgaos fiscalizadores e aos consumidores
locais.
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