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RESUMO 

 

SILVA, Vítor de Oliveira, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, abril de 2013. 
Formação de Biofilmes em Meio Biótico e Abiótico por Escherichia coli 
Isoladas de Mastite Bovina na Presença de Antimicrobianos. Orientadora: 
Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Coorientadores: Abelardo Silva Júnior e 
Hilário Cuquetto Mantovani. 
 
 

Escherichia coli é um micro-organismo de origem ambiental altamente 

adaptativo e sua habilidade em formar biofilmes em determinadas condições 

pode ser fundamental para sua resistência a tratamentos com antimicrobianos. 

O objetivo desse estudo foi avaliar os perfis de expressões dos genes luxS, 

fliC, csgA e fimA envolvidos com a formação de biofilmes em E. coli obtidos de 

leite mastítico na presença de antimicrobianos em meio biótico e abiótico. Foi 

avaliado o perfil genético de 27 isolados por meio de gel de eletroforese em 

campo pulsado (PFGE) com a digestão enzimática XbaI. Quatro isolados de E. 

coli , dois fortes produtores de biofilmes (GPB) e dois fracos produtores (FPB) 

que possuíam os genes da sintase do autoindutor-2 (luxS), flagelina (fliC), su-

bunidade maior da fímbria curli (csgA) e subunidade maior da fímbria do tipo I 

(fimA) foram selecionados por PCR convencional. Foi avaliada a concentração 

inibitória mínima (MIC) dos antimicrobianos para realização dos demais testes 

com a concentração de ½ MIC. A produção de biofilme foi detectada na pre-

sença de antimicrobianos e visualizada em microscopio eletrônico de varredura 

(MEV). Foram realizados ensaios de adesão/invasão de células bacterianas em 

cultivo de células alveolares mamárias bovinas (MAC-T) na presença de anti-

microbianos, quantificados em UFC/mL, e visualizadas por meio de microsco-

pia confocal. Posteriormente, foram analisados os perfis de expressão dos ge-

nes luxS, fliC, csgA e fimA em diferentes tempos e em superfície de inoculação 

abiótica e biótica. Nove (I a IX) grupos filogenéticos diferentes com similaridade 

>90 % foram identificados pelo PFGE. Os resultados revelaram a presença de 

luxS, fimA e csgA em todos os 27 isolados, enquanto o gene fliC foi detectado 

em 16. As MICs variaram entre 0,05 a 8 µg/mL, sendo os maiores valores obti-

dos para gentamicina (8 µg/mL) e para ampicilina (6 µg/mL). A enrofloxacina e 

o cotrimoxazol induziram a formação de biofilme em pelo menos um isolado 

FPB, ampicilina e gentamicina em um GPB. Também foi observado efeito redu-
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tor da enrofloxacina e cotrimoxazol em pelo menos um isolado GPB. Não foi 

observado aumento na capacidade de adesão/invasão dos isolados de E. coli 

na presença de antimicrobianos, no entanto observou-se aumento na internali-

zação do isolado FPB quando tratado com os antimicrobianos através da mi-

croscopia confocal. Os quatro genes foram diferencialmente expressos quando 

submetidos à concentração de ½ MIC dos antimicrobianos com alterações da 

ordem de 1,5-22 vezes. O crescimento em superfície biótica favoreceu a ex-

pressão dos genes luxS e fimA em relação à abiótica. A concentração subinibi-

tória dos antimicrobianos estudados foi capaz de induzir a formação de biofil-

mes por alguns isolados, além de induzir a invasão às células hospedeiras, 

situação que poderia estar ocorrendo in vivo, resultando em um reservatório de 

bactéria no úbere do animal, o que poderia explicar também, o crescente au-

mento de casos de mastites persistentes nos rebanhos.  
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ABSTRACT 

 

SILVA, Vítor de Oliveira, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, April, 2013. 
Biofilm Formation on Abiotic and Biotic  environments by Escherichia 
coli Isolated from Bovine Mastitis in the Presence of Antimicrobials. Advi-
ser: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Co-advisers: Abelardo Silva Júnior 
and Hilário Cuquetto Mantovani. 
 
 

Escherichia coli is a microorganism of environmental origin that is highly 

adaptive; its ability to form biofilms under certain conditions can be critical to its 

resistance to antimicrobial treatments. The aim of this study was to evaluate the 

expression profiles of the genes luxS (autoinducer synthase-2), fliC (flagellin), 

csgA (large subunit of the fimbriae curli ) and fimA (largest subunit type I fimbri-

ae), which are involved in biofilm formation, in E. coli obtained from mastitic milk 

in the presence of antimicrobials on abiotic and biotic environments. The genet-

ic profile of 27 isolates was evaluated by pulsed field gel electrophoresis 

(PFGE) with XbaI enzyme digestion. Four isolates of E. coli, two strong biofilm 

producers (GBP) and two weak producers (WBP) which possessed the genes 

luxS, fliC, csgA and fimA, were selected by conventional PCR. The minimum 

inhibitory concentration (MIC) of antimicrobials was assessed for performing 

other tests at the concentration of ½ MIC. The biofilm production was detected 

in the presence of antimicrobials and visualized through scanning electron mi-

croscopy (SEM). Assay of adhesion/invasion of bacterial cells in bovine mam-

mary alveolar cell (MAC-T) culture in the presence of antimicrobials was quanti-

fied in CFU/mL and visualization was achieved by confocal microscopy. Subse-

quently, the expression profiles of the genes luxS, fliC, csgA and fimA were 

analyzed at different times after inoculation on abiotic and biotic surfaces. Nine 

(I to IX) different phylogenetic groups with similarity > 90% were identified by 

PFGE. The results revealed the presence of the genes luxS, fimA and csgA in 

all 27 isolates, whereas the fliC gene was only detected in 16. The MICs ranged 

from 0.05 to 8 μg/mL, with the highest values obtained for gentamicin (8 μg/mL) 

and ampicillin (6 μg/mL). Enrofloxacin and cotrimoxazole induced biofilm for-

mation in at least one isolated WBP, and ampicillin and gentamicin in one iso-

lated GBP. Also, the reducing effect of enrofloxacin and cotrimoxazole was ob-

served in at least one isolated GBP. There was no increase in the ability of ad-
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hesion/invasion of the isolates of E. coli in the presence of antibiotics, but an 

increase in the internalization of the WBP isolate when treated with antimicrobi-

als was observed through confocal microscopy. The four genes were differen-

tially expressed when exposed to ½ MIC concentrations of antimicrobials with 

changes in the order of 1.5 to 22 times. The growth on the biotic surface fa-

vored the expression of luxS and fimA genes in relation to abiotic surfaces. The 

sub-inhibitory concentrations of the antimicrobials studied were able to induce 

the formation of biofilms by some isolates, as well as inducing invasion into host 

cells, which is a situation that might be occurring in vivo. This could result in a 

reservoir of bacteria in the udder of the animal, which could explain the increase 

in cases of persistent mastitis in herds. 

 



 
 

1 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

E. coli é um importante agente etiológico causador de infecções intramamá-

rias em ruminantes e estão associados, principalmente, à mastite clínica e ambien-

tal. Entretanto, tem sido demonstrado que alguns isolados de E. coli possuem uma 

maior capacidade em aderir e replicar no tecido mamário podendo determinar infec-

ções persistentes no hospedeiro. Estimam-se perdas da ordem de bilhões de litros 

de leite por ano decorrentes da mastite na bovinocultura. Além das implicações eco-

nômicas, há que se considerar ainda a importância na saúde pública, uma vez que o 

leite e seus derivados, podem se tornar potenciais veículos de transmissão de pató-

genos e toxinas, além do risco de sua contaminação com resíduos de antimicrobia-

nos utilizados para o seu tratamento.  

Estudos demonstram que a terapia com antimicrobianos não vem obtendo re-

sultados satisfatórios no controle da mastite. Isto é evidenciado pelo aumento de 

isolados resistentes aos antimicrobianos e pelo crescente número de casos de mas-

tites recorrentes, muitas vezes causados pelo mesmo isolado bacteriano. Uma das 

recentes hipóteses para explicar este fato é a capacidade de micro-organismos for-

marem biofilmes no tecido da glândula mamária, desenvolvendo assim uma resis-

tência à maioria dos agentes antimicrobianos e às defesas do sistema imunológico. 

Biofilmes são comunidades estruturadas de micro-organismos altamente organiza-

dos no interior de uma matriz de exopolissacarídeos, aderidos a uma superfície viva 

ou inerte com função de proteger o micro-organismo de ambientes de estresse e 

estão diretamente associados à redução da eficácia dos tratamentos à base de an-

timicrobianos, terapia usada no tratamento da mastite. Além disso, há evidências 

que determinados antimicrobianos usados no tratamento podem estimular a produ-

ção de biofilmes pelos micro-organismos.  

Este estudo tem como objetivo avaliar os perfis de expressões de quatro ge-

nes envolvidos na formação de biofilmes de Escherichia coli isoladas de leite mastí-

tico na presença de antimicrobianos usados na terapia dessa doença em meio bióti-

co e abiótico, visando estudar a influência desses antimicrobianos na expressão 

desses genes. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

Mastite designa os fenômenos inflamatórios, mais comumente de natureza in-

fecciosa, que acometem a glândula mamária dos mamíferos (Bradley, 2002). Trata-

se de uma enfermidade de cunho multifatorial que tem nas inter-relações entre o 

hospedeiro, o ambiente e os agentes infecciosos os fatores determinantes para sua 

ocorrência (LeBlanc et al., 2006).  

Epidemiologicamente, a mastite bovina divide-se em mastite contagiosa e 

ambiental (Andrews et al., 2008). Na mastite contagiosa os patógenos predominan-

tes são Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis, 

Streptococcus dysgalactiae e Mycoplasma spp. Na mastite ambiental os micro-

organismos mais frequentemente isolados são representados por bactérias Gram-

negativas, como Escherichia coli, Klebsiella spp. Enterobacter spp., Pseudomonas 

spp. e Proteus spp. (Oliver et al., 2011). 

A mastite ambiental caracteriza-se por alta incidência de casos clínicos, ge-

ralmente, de curta duração e, frequentemente, com manifestação sistêmica e com 

maior frequência nos períodos imediatamente pré- e pós-parto, coincidindo com um 

período de imunossupressão por qual passa o animal (Burvenich et al., 2003). No 

entanto, observam-se infecções intramamárias (IMI) clonais persistentes (Dopfer et 

al., 1999), com prevalência estimada entre 5 e 24 % de todos os casos de mastite 

causada por E. coli (Dopfer et al., 1999; Bradley e Green, 2001). É um problema de 

maior relevância em rebanhos com baixa prevalência de patógenos contagiosos e 

em vacas com contagem de células somáticas menores que 150.000 células/mL, 

sendo E. coli o agente mais importante e o mais frequentemente isolado nessa for-

ma da doença (Bradley e Green, 2001; Oliver et al., 2011). 

A preocupação com a mastite se justifica no sentido que se estima perdas da 

ordem de 35 bilhões de dólares anuais em todo o mundo (Huijps et al., 2009). Nos 

rebanhos brasileiros a prevalência estimada é de 20 a 38 % desta enfermidade que 

representa uma perda de produção entre 12 a 15 %, sendo a causa de perda eco-

nômica mais significativa no setor lácteo nacional. Devem ser contabilizados ainda 

os gastos com medicamentos, leite descartado, serviços veterinários, descarte pre-

maturo e a diminuição do valor comercial dos animais (Santos e Fonseca, 2007). 

Costa (1999) estimou que os prejuízos decorrentes da mastite nos rebanhos brasilei-
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ros eram da ordem de US$332/vaca/ano o que representa cerca de dois a três bi-

lhões de litros perdidos por ano. Mais especificamente, para a mastite clínica, 

Hogeveen et al. (2011) relatam que as perdas mundiais variam de €61 a €97 por 

vaca acometida por ano, entretanto, esses valores podem variar conforme o tipo de 

exploração, ambiente e o tipo de manejo do rebanho. Steeneveld et al. (2011) en-

contraram custos variando de US$224 a US$275 por animal/ano acometido pela 

mastite clínica em rebanhos holandeses. Além destas perdas, há ainda um risco po-

tencial à saúde pública, visto que, a disseminação dos patógenos, via leite e deriva-

dos, embora rara na era da pasteurização, continua a ser um risco, principalmente 

em nichos de mercado de produtos lácteos não pasteurizados, comércio de leite in-

formal ou durante falhas no processo de pasteurização (Altalhi e Hassan, 2009). 

Além disso, há uma preocupação crescente com o uso intensivo de antimicrobianos 

no tratamento e controle da mastite, preocupação esta devida ao aumento de linha-

gens bacterianas resistentes e a transferência de resíduos antimicrobianos para a 

cadeia alimentar (Andrews et al., 2008; Al-Hasan et al., 2009). 

Estudo desenvolvido por Fernandes et al. (2011) no Laboratório de Doenças 

Bacterianas (LDBAC), DVT/UFV, investigou a presença de fatores de virulência em 

E. coli isolados de mastite bovina, caracterizando-os quanto a produção de biofilme 

e verotoxina, resistência à atividade lítica do complemento sérico e a presença dos 

genes f5, f41, f17, f165, eae, sta, lt1, lt2, cnf, cldt, pap, afa, sfa, saa, ehly, hly, ipaH, 

fimH, stb, cs31a, vt2, east1, kps e iucD  e avaliou a conexão entre esses fatores e a 

infecção utilizando ferramentas fenotípicas e genotípicas. Estes autores observaram 

que os isolados de E. coli são patógenos oportunistas com diferentes fatores de viru-

lência indicando que não há patotipos específicos causadores da mastite. Estudos 

realizados por Kaipainen et al. (2002) e Bean et al. (2004) também obtiveram resul-

tados semelhantes. 

E. coli é um patógeno que apresenta uma  grande variedade de  linhagens e 

fatores de virulência. Métodos de genotipagem rápidos e discriminativos tem sido 

usados para determinar a relação clonal de isolados de surtos nosocomiais ou do-

méstico (Rotariu et al., 2010; Nagano et al., 2012). Tornou-se uma técnica padrão 

entre agências de saúde pública devido à sua precisão e reprodutibilidade entre dife-

rentes laboratórios (Gautom, 1997). É um importante instrumento para conhecer a 
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origem das bactérias associadas aos casos de mastite ambiental adquiridos pelos 

rebanhos (Kanatani et al., 2012; Mezzatesta et al., 2012) 

A grande diversidade genética desse micro-organismo está associada a dife-

rentes mecanismos de adesão e colonização bacteriana (Croxen e Finlay, 2010). A 

adesão de micro-organismos às células hospedeiras é o primeiro passo na coloniza-

ção da superfície do hospedeiro (Frost, 1975; Falkow, 1991; 1997; Finlay e Falkow, 

1997). E. coli isolados de mastite são capazes de aderir a células epiteliais mamá-

rias bovina em condições in vitro, podendo alcançar o interior dessas células onde 

podem escapar de mecanismos de defesa do hospedeiro e formar um reservatório 

de infecção persistente (Dopfer et al., 2000). É possível que, após a adesão e inva-

são de células epiteliais mamárias, um reservatório de bactérias seja formado no 

úbere. Este reservatório poderia ser a fonte de casos recorrentes de mastite clínica 

durante infecções intramamárias (IMI) persistentes. Estudo realizado por Dogan et 

al. (2006) avaliou amostras de biópsia de uma vaca persistentemente Infectada por 

E. coli através de hibridização in situ fluorescente (FISH), revelando a presença de 

bactérias dentro de células epiteliais mamárias e ducto mamário, fornecendo suporte 

à hipótese anteriormente levantada. 

E. coli é capaz de produzir biofilmes, um importante mecanismo de proteção e 

resistência a antimicrobianos (Melchior et al., 2006; Hoiby et al., 2010) e sob deter-

minadas condições são capazes de aderir e interagir com superfícies vivas ou iner-

tes, iniciando a reprodução celular (Burvenich et al., 2007). Essa multiplicação celu-

lar dá origem a colônias e, quando a massa celular é suficiente para agregar nutrien-

tes, resíduos e outros micro-organismos, estabelece-se o biofilme (Fuquay, 2011). 

Estes representam provavelmente os mais importantes mecanismos de colonização 

e fixação pelos micro-organismos na natureza (Costerton et al., 1999; Fuquay, 

2011). Biofilme é uma comunidade estruturada de micro-organismos organizados 

dentro de um complexo de estruturas e aderidos a uma superfície viva ou inerte 

(Costerton et al., 1999). Constitui um modo de proteção em ambientes de estresse e 

possui papel importante na virulência do micro-organismo (Van Houdt e Michiels, 

2005). 

Os biofilmes permitem que as bactérias sejam capazes de aderir às superfí-

cies e ancorar em ambientes aquosos, de modo que as células adquirem vantagens 

específicas ao invadir os tecidos, tais como a resistência ao stress causado por an-
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timicrobianos e forças de cisalhamento. Cada etapa na formação do biofilme requer 

a reprogramação da expressão gênica, e esta reprogramação ocorre em resposta às 

mudanças ambientais (Vidal et al., 1998; Pruss et al., 2006). 

Desde o início da última década, vários estudos vêm sendo conduzidos no 

sentido de avaliar e caracterizar os biofilmes produzidos por diversas espécies bac-

terianas (Melchior et al., 2006; Dyer et al., 2007; Fuquay, 2011). O metabolismo, os 

fatores envolvidos na modulação, os genes responsáveis pelo desenvolvimento, 

bem como o mecanismo responsável pela comunicação (quorum sensing) entre cé-

lulas organizadas nos biofilmes têm sido, frequentemente, o alvo destes estudos 

(Dyer et al., 2007; Fuquay, 2011). Sabe-se que a produção de biofilmes está relacio-

nada a inúmeros genes que, em resposta a estímulos externos, codificam diversas 

estruturas, como proteínas e substâncias poliméricas extracelulares (EPS), envolvi-

das no desenvolvimento e estabelecimento dos biofilmes (Domka et al., 2007; Dyer 

et al., 2007; Flemming et al., 2007; Landini, 2009). 

Mecanismos de sinalização de célula para célula desempenham um papel 

na organização da comunidade microbiana. A regulação da expressão gênica em 

resposta à densidade de população de células é chamada de quorum sensing e en-

volve a produção de moléculas de sinalização extracelulares chamadas autoinduto-

res, responsáveis pela coordenação da expressão gênica na população (Schauder 

et al., 2001). Em E. coli foi observado envolvimento de uma molécula semelhante ao 

autoindutor-2 (AI-2) produzido por Vibrio harveyi, cuja sintase é expressa pelo gene 

luxS, na formação de biofilme. Quando presente no meio extracelular em uma con-

centração limite  é capaz de iniciar uma cascata de transduções de sinais que culmi-

na com uma mudança no comportamento da população de células (Bassler, 1999; 

de Kievit e Iglewski, 2000). 

Diferentes estruturas desempenham papéis importantes durante a formação 

de biofilme em diferentes fases na superfície bacteriana, por exemplo, os flagelos, 

em que o componente principal é codificado pelo gene fliC (flagelina), são responsá-

veis pela motilidade, impulsionando as células em direção à superfície favorável à 

colonização (Pruss et al., 2006). Além disso, os flagelos podem estar diretamente 

relacionados com a fixação permitindo que as bactérias alcancem a superfície a ser 

colonizada, facilitando a multiplicação e a disseminação (Pratt e Kolter, 1998). O 

processo de ligação irreversível requer que as células percam os flagelos e desen-
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volvam organelas adesivas como a fimbria curli ou outras adesinas para fixação à 

superfície (Schembri et al., 2003). Pratt e Kolter (1998) observaram que mutantes de 

E. coli K-12 com a ausência ou a paralisação de flagelos são severamente prejudi-

cados nos estágios iniciais da formação do biofilme. Além disso, foi verificado que a 

ausência da fimbria tipo I resulta em praticamente nenhuma fixação à superfície a 

ser colonizada, o que comprova sua importância para a interação inicial com super-

fícies abióticas. A fimbria do tipo I, cuja subunidade maior é expressa pelo gene fi-

mA, é a adesina mais comum produzido por E. coli e medeia a adesão a glicoproteí-

nas contendo manose encontradas nas superfícies de muitas células eucarióticas 

(Connell et al., 1996). 

A fímbria curli, em que a subunidade principal é codificada pelo gene csgA, 

desempenha um papel importante na adesão de E. coli K-12 C600 quando em con-

tato com o hospedeiro (Gophna et al., 2002), interagindo especificamente com prote-

ínas da matriz tais como fibronectina, laminina e plasminogênio para iniciar a adesão 

e colonização (Olsen et al., 1989; Sjobring et al., 1994). 

Até o presente momento, diversos estudos vêm sendo realizados com o in-

tuito de descobrir os genes diferencialmente expressos durante a formação de bio-

filme por E. coli através da técnica de microarrays de DNA (Schembri et al., 2003; 

Beloin et al., 2004; Ren et al., 2004; Domka et al., 2007). No entanto, pouco se sabe 

sobre a indução de biofilme por agentes antimicrobianos usados no tratamento de 

doenças. 

Assim, os biofilmes têm sido alvos de preocupação nas áreas de medicina e 

odontologia, ocorrendo principalmente em razão do sangue, linfa e outros fluidos 

corpóreos representarem excelentes meios de cultivo para os micro-organismos. 

Estima-se que biofilmes estejam envolvidos em 65% das infecções humanas de ori-

gem bacteriana (Nascimento et al., 2007). Os dispositivos médicos que apresentam 

colonização por biofilmes, como os cateteres, são os responsáveis diretos pelo fra-

casso de muitos dos tratamentos tradicionais (Sepandj et al., 2003; Soto et al., 

2007), em razão dos micro-organismos aderidos apresentarem maior resistência aos 

agentes antimicrobianos comumente usados na clínica médica (Smith e Hunter, 

2008). Estudos in vitro demonstram que células bacterianas organizadas em biofil-

mes, sésseis, tornaram-se de 10 a 1000 vezes mais resistentes aos efeitos dos 

agentes antimicrobianos quando comparadas com as células em livres dispersas no 
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meio, planctônicas, dos mesmos isolados (Hoiby et al., 2010; Shafahi e Vafai, 2010; 

Antunes et al., 2011). Estudo realizado por Costa (2011) no LDBAL/DVT/UFV verifi-

cou que as células sésseis de E. coli isolados de mastite foram até 2500 vezes mais 

resistentes ao tratamento com antimicrobianos em relação às células planctônicas. 

Dados epidemiológicos sugerem que mais de 40 % dos casos de mastite foram re-

correntes após o fim do tratamento (Hillerton e Berry, 2005). 

O tratamento com antimicrobianos é somente capaz de eliminar células plan-

ctônicas, deixando as formas sésseis vivas para propagação quando o tratamento 

cessar (Schwarz et al., 2001). Além disso, há evidências que determinados antimi-

crobianos podem estimular a produção de biofilmes pelos micro-organismos 

(Melchior et al., 2006; Bradley e Green, 2009; Costa et al., 2012). Três classes de 

antimicrobianos, incluindo tetraciclinas, quinopristina-dalfopristina e eritromicina, es-

timulam a expressão de genes ica envolvidos na produção de biofilmes por Sta-

phylococcus epidermidis (Melchior et al., 2006; Oliveira et al., 2007). Chen et al. 

(2010) observaram indução dos genes acrA, agn43, csgA, csgD, ompF and pgaA, 

envolvidos na resistência a antimicrobianos e na produção de biofilmes, em isolados 

de E. coli obtidos de suínos sob diferentes concentrações de aminoglicosídeos. Em 

estudo anterior, Hoffman et al. (2005) demonstraram que concentrações subinibitó-

rias de aminoglicosídeos, como gentamicina, tobramicina e amicacina, induzem a 

produção de biofilmes em Pseudomonas aeruginosa e E. coli isoladas de pacientes 

com fibrose cística. Em trabalhos desenvolvidos por Costa (2011) e Costa et al. 

(2012) no LDBAC, DVT/UFV, verificaram-se que concentrações subnibitórias de 

gentamicina (aminoglicosídeo) e enrofloxacina (quinolona) os quais são usados no 

tratamento da mastite clínica induzem a formação de biofilmes por E. coli isolados 

de mastite. 

Tendo em vista implicações econômicas na bovinocultura brasileira e mundial, 

da representatividade que E. coli tem nos casos clínicos e do possível envolvimento 

dos biofilmes nos casos de mastite persistente e/ ou recorrente, o conhecimento dos 

perfis de expressões dos genes fliC, csgA, fimA e luxS, os quais são responsáveis 

pela adesão inicial e pela motilidade das células bacterianas no estágio inicial da 

formação do biofilme e a avaliação da capacidade de adesão/invasão de E. coli às 

células alveolares mamárias bovina (MAC-T) na presença de antimicrobianos usa-

dos no tratamento da mastite, fornecerá informações para o delineamento de  novos  
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tratamentos ou sinergismos com os tradicionais para obtenção de resultados satisfa-

tórios no controle da mastite. 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar os perfis de expressões dos genes luxS, fliC, csgA e fimA envolvidos 

com a formação de biofilmes por E. coli produtores de biofilme isolados de leite mas-

títico na presença de antimicrobianos utilizados no tratamento da mastite. 

3.2 Objetivos específicos 

 Comparar o perfil genético de isolados de E. coli obtidos de leite mastítico 

bovino através do gel de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE); 

 Avaliar a presença dos genes fliC, csgA, fimA e luxS em 27 isolados  de E. 

coli produtores de biofilmes para seleção de quatro isolados (dois fracos e 

dois fortes produtores de biofilme); 

 Avaliar a concentração inibitória mínima (MIC) dos antimicrobianos e verificar 

a produção de biofilme dos isolados selecionados quando submetidos a 

antimicrobianos na concentração de ½ MIC;  

 Determinar os perfis de expressão dos genes fliC, csgA, fimA e luxS de 

células de E. coli em meio biótico e abiótico na presença e ausência de 

diferentes antimicrobianos e comparar a influência dessas superfícies; 

 Determinar a adesão/invasão de células de E. coli em cultivo de células MAC-

T na presença de diferentes antimicrobianos; 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram desenvolvidos nos laboratórios de Doenças Bacteria-

nas (LDBAC), Virologia Animal (LVA), Biologia Molecular (BIOMOL), pertencentes ao 

Departamento de Veterinária (DVT) e no Núcleo de Microscopia e Microanálises 

(NMM), todos localizados no campus da Universidade Federal de Viçosa (UFV), Vi-

çosa, MG. Este projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso Animal da UFV 

(C.E.U.A.) sob o protocolo 336/2011. 
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4.1 Gel de eletroforese em campo pulsado – PFGE 

O perfil genético de 27 isolados de E. coli provenientes de amostras de leite 

bovino com mastite clínica de sete fazendas leiteiras localizadas nas regiões de Vi-

çosa e Juiz de Fora, no Estado de Minas Gerais, Brasil, classificados segundo a 

produção de biofilme (Fernandes et al., 2011), foi comparado através da técnica de 

PFGE realizada de acordo com Moreira et al. (2009) e Chang e Chui (1998). Plugs 

de DNA cromossomal foram preparados utilizando 108 células de E. coli e tratados 

com 50 unidades de enzima de restrição Xbal (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). 

O marcador Lambda (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) foi utilizado como 

padrão de peso molecular de 48,5- 1.018,5 kb. Os fragmentos foram separados utili-

zando o sistema CHEF-Dr III (BioRadLaboratories, Hercules, CA, EUA) durante 17 h, 

a 12ºC com um pulso inicial de 2 s, e um pulso final de 20 s; ângulo 120ºC; a 6 V/s. 

Após a separação, o gel foi corado com GelRed™ NucleicAcidStain (1X) durante 1 h 

e fotografado em sistema captura de imagem L-PIX HE (Loccus Biotecnologia, Co-

tia, SP, Brasil). 

Os pulsetypes foram comparados dentro do software BioNumerics ( versão 

6.6, AppliedMaths NV, Sint-Martens-Latem, Bélgica), utilizando o coeficiente de Dice 

com tolerância 5 % e algorítmo de média aritimética de grupo pareado não pondera-

do (UPGMA). Os isolados que apresentaram similaridade > 90 % foram considera-

dos grupos homogêneos. 

4.2  Reação da polimerase em cadeia (PCR) 

Foi avaliada a presença dos genes luxS, fliC, csgA e fimA nos 27 isolados de 

E. coli, para selecionar quatro isolados, dois fracos produtores de biofilme (FPB), 

isolados 5 e 30, e dois fortes produtores de biofilme (GBP), isolados 51 e 53, que 

continham os quatro genes. As reações de PCR de colônia foram realizadas 

utilizando o reagente PCR Master Mix (Promega BioSystems, Inc., Seoul, Coréia do 

Sul). Os oligonucleotídeos estão descritos no quadro 1. Uma reação contendo 25 µL 

foi constituída de 12,5 µL PCR Master Mix (2X), 1 µL (10 mM) de oligonucleotídeo 

forward, 1 µL (10 mM) oligonucleotídeo reverse, três a quatro colônias da bactéria e 

10,5 µL de nuclease-free water (Promega BioSystems, Inc., Seoul, Coréia do Sul). O 

ciclo do PCR foi conduzido a 94ºC por 4 min, depois 30 ciclos a 94ºC por 30 seg, 

60ºC por 30 seg e 72ºC por 30 seg seguido pela etapa final de extensão a 72ºC por 



 
 

10 
 

4 min e foi conduzido utilizando o termociclador 96 x 0,2 mL, com gradiente (Axygen 

Scientific, Union City, CA, E.U.A.). Foi utilizada E. coli K-12 como controle positivo e 

nuclease-free water como controle negativo. Foi realizado o sequenciamento no 

Laboratório de Genômica localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicado a 

Agropecuária (BIOAGRO)/UFV de dois isolados para a confirmação dos amplicons 

obtidos. 

Os amplicons foram visualizado por eletroforese em gel de agarose 1 % 

(Invitrogen, Grand Island, NY, E.U.A.) em tampão Tris-Borato-EDTA (TBE) corado 

com 1 µL GelRed™ Nucleic Acid Stain (6X) (BiotiumInc, Hayward, CA, EUA)  para 

cada 5 µL DNA utilizando-se radiação UV em sistema captura de imagem L-PIX HE. 

4.2.1 Oligonucleotídeos 

Os oligonucleotídeos específicos para cada gene, incluindo o controle endó-

geno gapA (gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase), foram desenhados utilizando a 

ferramenta Primer-BLAST, disponível no endereço 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome , 

utilizando as sequências de referências de E. coli depositadas no GenBank para ca-

da gene como mostrado no quadro 1. Os oligonucleotídeos foram sintetizados pela 

Integrated DNA Technologies, Inc. (Coralville, Iowa, E.U.A). 

Quadro 1 – Genes, oligonucleotídeos e tamanho dos amplicons utilizados para 

reação de PCR convencional e PCR em tempo real quantitativa. 

Gene Oligonucleotídeos Tamanho do amplicon (pb) 

luxS 
F.:5’ ATGAGCAGCGTGTTGCTGATGC 3´ 

R.: 5’ CAACGAGTGCATCTGGTAAGTGC 3’ 
122 

fliC 
F.: 5’ ATTAACAGCGCGAAGGATGACG 3’ 
R.: 5’ TACCGTCAGTTCACGCACACG 3’ 

180 

csgA 
F.: 5’ GATCTGACCCAACGTGGCTTCG 3’ 
R.: 5’ GATGAGCGGTCGCGTTGTTACC 3’ 

178 

fimA 
F.: 5’ CTCTGGCAATCGTTGTTCTGTCG 3’ 
R.: 5’ GCAAGCGGCGTTAACAACTTCC 3’ 

119 

gapA* 
F.: 5’GATTACATGGCATACCTG3’ 

R.: 5’CAGACGAACGTTCAGGTCAA3’ 
244 

luxS: Gene da sintase do autoindutor 2; fliC: gene da flagelina; csgA: Gene da subunidade 
maior da fímbria curli; fimA: Gene da subunidade maior da fimbria do tipo I; gapA: Gene da 

enzima gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase;  * Controle endógeno da PCR em tempo 

real quantitativa. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome
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4.3 Meios de cultura e condições para estocagem 

Selecionados aleatoriamente os quatro isolados contendo os genes luxS, fliC, 

csgA e fimA , esses foram armazenados em microtubos contendo caldo Brain Heart 

Infusion (BHI, Oxoid, Powai, Mumbai, Índia) acrescido de 20 % de glicerol e estoca-

dos a -80ºC. 

Como ponto de partida para a execução das diversas etapas do experimento, 

tomou-se como base a concentração de 1,0x108 UFC/mL das culturas de E. coli. 

Para isso, colônias de cada isolado foram transferidas para tubos de ensaio conten-

do caldo BHI pré-aquecido à 37ºC e agitados a 2000 rpm até atingir o valor de 0,3 de 

absorvância1, determinada por meio de espectrometria (Bio-tech ELx800, Winooski, 

E.U.A.) em comprimento de onda de 550 nm. A partir dessa concentração, quando 

necessário, diluições subsequentes foram realizadas a fim de se atingir a concentra-

ção adequada para a realização de cada uma das etapas do experimento. 

4.4 Preparo dos antimicrobianos 

Previamente foram preparadas soluções estoques, na concentração de 50 

mg/mL, dos seguintes antimicrobianos: ampicilina, cotrimoxazol, enrofloxacina e 

gentamicina obtidos em farmácia de manipulação (Formullarium Farmácia de 

Manipulação) e empregados no tratamento da mastite clínica. Estas soluções foram 

novamente diluídas, de forma seriada (sem base definida), em água destilada para 

as diferentes concentrações utilizadas, filtradas em membrana com poro de 0,22 µm 

de diâmetro (Schleicher & Schuell BioScience GmbH, Dassel, Alemanha), 

aliquotadas e armazenados à temperatura de -20ºC até o momento das análises, 

respeitados os períodos de viabilidade destas drogas. 

4.5 Concentração inibitória mínima - MIC 

Os quatro isolados foram submetidos ao teste de sensibilidade a 

antimicrobianos entre as faixas de 1 a 10 g/mL, 0,1 a 1 g/mL  e 0,01 a 0,10 g/mL, 

quando necessário, para a obtenção da MIC conforme Moreira et al. (2005) com 

modificações. Para isso, 190 L de cultura de cada isolado, diluída a 6,6x105 

UFC/mL, foram adicionadas aos orifícios de placas de microtitulação de 96 orifícios 

                                                           
1 0.3 de absorvância corresponde a uma concentração de 1,0x10

8
 UFC/mL de Escherichia coli 

neste experimento. 
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(Nunc-Immuno Plates, Rochester, NY, E.U.A.), juntamente com 60 l das soluções 

dos antimicrobianos, em diferentes concentrações. O caldo BHI no volume de 190 

L acrescido de 60 L das soluções antimicrobianas nas diferentes concentrações 

foi usado como controle negativo. Para o controle positivo, utilizou-se 190 l das 

culturas diluídas juntamente com 60 L de água destilada autoclavada. 

O crescimento dos isolados foi acompanhado em um aparelho leitor de ELISA 

(Titertek multiskan® Plus-MKII, Flow Laboratories, Inc., McLean, VA, E.U.A.) com 

comprimento de onda (λ) de 550 nm em intervalos de tempo de uma em uma hora 

até a estabilização dos valores. A curva de crescimento foi construída com a média 

estabelecida das triplicatas e plotada em programa Excel 2010 (Microsoft 

Corporation, Redmond, Washington, E.U.A.). A MIC foi definida como a menor 

concentração do antimicrobiano que impediu o crescimento bacteriano até duas 

horas após o tempo correspondente ao início da fase estacionária do controle 

positivo. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata. 

4.6 Produção de biofilmes na presença de antimicrobianos 

4.6.1 Avaliação quantitativa - Espectrofotometria 

Para a execução deste experimento foi utilizada a concentração subinibitória 

igual a ½ MIC de cada antimicrobiano. Estudos  mostram que antimicrobianos 

presentes em concentrações sub-MIC, podem induzir significativamente a formação 

de biofilme em diversas espécies bacterianas in vitro (Hoffman et al., 2005; Kaplan 

et al., 2011; Dong et al., 2012). Além disso, há o fato de que as bactérias são 

expostas a concentrações sub-MIC dos antimicrobianos durante o início e o final de 

um regime de dosagem (entre as doses) ou de forma contínua durante a terapia de 

baixa dose (Odenholt, 2001). 

O procedimento foi realizado segundo a metodologia de Stepanovic et al. 

(2000) com modificações. Um volume de 190 µl de cultura diluída em meio BHI a 

6,6x105 UFC/ml de cada isolado juntamente com 60 µl de solução de cada 

antimicrobiano foi adicionado aos orifícios de placas de microtitulação de 96 orifícios. 

Para o controle positivo, empregou-se 190 µl de cultura adicionada de 60 µl de água 

destilada autoclavada e para o controle negativo, foi utilizado 190 µl de caldo BHI 

adicionado de 60 µl de solução antimicrobiana. As placas foram incubadas a 37ºC 

por 24 h e a quantificação da produção dos biofilmes foi analisada pela medida de 
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absorvância. Os orifícios da placa foram lavados três vezes com água destilada 

autoclavada e secos a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 250 µl 

de metanol (Labsynth, Diadema, São Paulo, Brasil) e permaneceram durante 15 

min. Após secagem, os orifícios foram corados com cristal violeta (Reagen, Rio de 

Janeiro, Brasil) por 10 min e lavados com água destilada autoclavada, e novamente, 

secos a temperatura ambiente. Finalmente foram acrescidos 250 µl de ácido acético 

glacial 33 % (Chemco, Campinas, Brasil) por orifício.  

A formação do biofilme foi medida por absorvância, em um aparelho leitor de 

ELISA, com comprimento de onda (λ) de 550 nm. A formação de biofilme foi 

avaliado comparando-se a densidade óptica do tratamento com o controle (sem 

antimicrobiano). O orifício contendo apenas BHI foi usado como controle negativo. 

Todos os procedimentos foram realizados em triplicata. 

4.6.2 Avaliação qualitativa - Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

A metodologia utilizada foi adaptada a partir de Abdi-Ali et al. (2006). Foram 

preparados cupons de poliestireno medindo 5x5 mm, simulando a superfície das 

placas de microtitulação utilizadas. Os cupons, anteriormente às análises, foram hi-

gienizados da seguinte maneira: imersão em solução de hipoclorito de sódio a 2 % 

durante 30 min; lavagem em água destilada autoclavada; imersão em álcool 70 %; 

lavagem em água destilada autoclavada. Após higienização, foram secos por 5 min 

e expostos à radiação ultravioleta (UV) por 20 min em cabine de fluxo laminar.  

A MEV foi executada para dois isolados escolhidos aleatoriamente (um FPB e 

um GPB) cultivados em caldo BHI contendo o antimicrobiano indutor da formação de 

biofilme, de acordo com os resultados do item 4.6.1. Como controle utilizou-se a cul-

tura do micro-organismo em caldo BHI sem adição de antimicrobiano. Os cupons 

foram colocados em placas de poliestireno de 24 orifícios contendo 920 µL de cultu-

ra de cada isolado, diluída a 5,4x105 UFC/mL adicionados aos orifícios das placas 

para obtenção de uma concentração final de 5,0x105 UFC/mL, juntamente com 80 

µL das soluções dos antimicrobianos, para obtenção de uma concentração final igual 

a ½ MIC. As placas foram incubadas a 37ºC por 24 h e, após a incubação, os cu-

pons foram fixados em glutaraldeído 2,5 % em tampão fosfato 0,1 M, pH 7,2 por um 

período de 2 h em temperatura ambiente. 

Após a fixação, os cupons foram tratados com tetróxido de ósmio a 1 % (Sig-

ma-Aldrich, St. Louis MO, E.U.A.) por uma hora a temperatura ambiente, seguidos 
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de desidratação em álcool 30, 50, 70, 80, 95 e 100 % por 10 min, sendo a última 

etapa repedida três vezes, secagem em ponto crítico (Balzers CPD 030, Bal-Tec 

A.G., Balzers, Liechtenstein), montagem em suporte de alumínio e cobertura com 

ouro em “sputter coater” (Balzers SCA 010, Bal-Tec A.G., Balzers, Liechtenstein). Na 

sequência, o material foi analisado em microscópio eletrônico de varredura (1430VP, 

LEO  Electron Microscopy Ltd., Cambridge, Reino Unido) em diferentes magnitudes 

de aumento. 

4.7 Perfis de expressões dos genes luxS, fliC, csgA, fimA e gapA em 

superfície abiótica 

4.7.1 Inoculação em superfície abiótica 

Placas de poliestireno de 24 orifícios foram utilizadas para inoculação de E. 

coli. Para isso, 920 µL de cultura de cada isolado, diluída a 5,4x105 UFC/mL, foram 

adicionados aos orifícios das placas para obtenção de uma concentração final de 

5,0x105 UFC/mL, juntamente com 80µL das soluções dos antimicrobianos para 

obtenção de uma concentração final igual a ½ MIC. O caldo BHI no volume de 920 

µL acrescido de 80µL das soluções antimicrobianas nas diferentes concentrações foi 

usado como controle negativo. Para o controle positivo, utilizou-se 920 µL das 

culturas diluídas a 5,4x105 UFC/mL, juntamente com 80 µL de água destilada 

autoclavada. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata. As amostras 

incubadas a 37ºC por 24 h conforme Costa et al. (2012). Amostras do sobrenadante 

foram colhidas nos tempos 0, 6, 12 e 24 h e das células aderidas no tempo 24 h 

para serem processadas para qRT-PCR, conforme descrito no item 4.7.2.  

4.7.2 PCR em tempo real quantitativa (qRT-PCR) 

Preparação das amostras para qRT-PCR 

Para realização da qRT-PCR, tanto as células bacterianas presentes no so-

brenadante, quanto as aderidas/invadidas foram submetidas à extração de RNA 

após o tempo de incubação.  

Os sobrenadantes foram coletados utilizando micropipeta e transferidos para 

microtubos de 1,5 mL. Tanto a camada de células bacterianas aderidas na superfície 

de poliestireno como as células bacterianas aderidas/invadidas à camada de células 

MAC-T foram lavadas três vezes com PBS para remoção das células não aderidas 
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(Dopfer et al., 2000). Em seguida foram submetidas ao processo de extração de 

RNA. 

Extração de RNA 

O RNA total foi obtido utilizando solução de TRIzol (Invitrogen, Grand Island, 

NY, E.U.A.), conforme as recomendações do fabricante. As células coletadas do so-

brenadante foram centrifugadas a 13.000 × g por 2 min e o sobrenadante foi descar-

tado. Ao precipitado, às células bacterianas aderidas e às células bacterianas aderi-

das/invadidas à camada de células MAC-T foram adicionados 750 µL do reagente 

TRIzol, que foi homogeneizado  e incubado por 5min a temperatura ambiente. Foi 

adicionado 0,2 mL de clorofórmio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A.) e o tubo foi 

homogeneizado vigorosamente  por 15 seg, e incubado à temperatura ambiente por 

3 min. O tubo foi centrifugado a 12.000 × g por 15 min a 4ºC e após a centrifugação, 

a mistura ficou separada em três partes: no fundo do tubo uma fase avermelhada 

(fenol+clorofórmio), uma interfase, e uma fase aquosa superior, onde estava contido 

o RNA. A fase aquosa foi transferida para um novo microtubo e onde foram adicio-

nados 380 µL de álcool isopropílico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A.), sendo a 

proporção de meio mililitro para cada mililitro de TRIzol utilizado. O tubo foi incubado 

a temperatura ambiente por 10 min e centrifugado a 12.000 × g por 10 min a 4ºC. O 

RNA precipitado formou um pellet em forma de gel no fundo e nas paredes do tubo. 

O sobrenadante foi removido e o pellet foi lavado uma vez com etanol 75º (Sigma-

Aldrich, St. Louis MO, E.U.A.) a 4°C, sendo a proporção de um mililitro por mililitro 

de TRIzol utilizado. O tubo foi misturado e centrifugado a 7500 × g por 5 min a 4ºC. 

No fim do procedimento o pellet foi secado a temperatura ambiente por 5 min. Por 

fim, o RNA foi dissolvido em 20 μL de água tratada com DEPC-treated Water (Invi-

trogen, Grand Island, NY, E.U.A.) passando a solução pela ponteira algumas vezes 

e incubado por 10 min a 37ºC. O RNA eluído foi tratado com DNase (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, E.U.A.)  a 37ºC por 10 min e foi realizado uma análise de PCR con-

vencional e RT-PCR utilizando os primers específicos (Quadro 1). A falta de um pro-

duto de PCR na amostra tratada com DNase foi utilizada como um critério para indi-

car que os produtos amplificados no ensaio subsequentes não foram derivados de 

traços de DNA genômico. Uma reação paralela, que incluiu DNA genômico de E. coli 

foi executada como um controle positivo para a reação de PCR. Este material foi 

mantido a -80ºC até o momento da transcrição. 
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Quantificação de RNA 

Na sequência foi realizado a quantificação do RNA total pela medida de ab-

sorvância utilizando o espectrofotômetro NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific, 

Inc., Waltham, MA, E.U.A.) segundo as instruções do fabricante. A integridade do 

RNA foi confirmada com a visualização dos fragmentos em gel de agarose a 1 % em 

tampão Tris-Borato-EDTA (TBE). 

Síntese de cDNA 

Após a constatação da qualidade e pureza do RNA, a transcrição reversa do 

RNA para cDNA foi feita com a enzima Moloney Murine Leukemia Virus Reverse 

Transcriptase (M-MLV RT) (Invitrogen, Grand Island, NY, E.U.A.), de acordo com as 

recomendações do fabricante. Em microtubos estéreis de 0,2 mL foi adicionado 300 

ng de RNA total, 100 ng (0,5 µL) de primer randômico hexamer (Fermentas Inc., 

Maryland, E.U.A.), 1 µL da mistura de desoxirribonucleotídeos (10 mM) (dATP, dTTP 

dCTP, dGTP) (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, E.U.A.) a 10 mM e 10,5 

µL de nuclease-free water, a mistura foi incubada a 65ºC por 5 min e em seguida, foi 

submetida ao frio por um minuto. Em seguida foram adicionados 4 µL de 5X First-

Strand Buffer (Invitrogen, Washington, DC, E.U.A.), 2 µL de DTT (0,1 M) (Invitrogen, 

Grand Island, NY, E.U.A.), 40 unidades (1 µL) RNaseOUT® (Invitrogen, Grand Is-

land, NY, E.U.A.) e as amostras foram incubadas a 37ºC por 2 min. Posteriormente, 

foram adicionadas 200 unidades (1µL) da enzima M-MLV Reverse Transcriptase 

(Invitrogen, Grand Island, NY, E.U.A.) e as amostras foram incubadas a 25ºC por 10 

min, 37ºC por 50 min e em seguida, para uma reação de inativação, a 70ºC por 15 

min. As amostra de cDNA foram armazenadas em freezer -20ºC. 

Reação de PCR em tempo real 

As reações foram realizadas em placas com 48 micros compartimentos indivi-

duais em quadruplicatas, no equipamento Eco™ Real-Time PCR System (Illumina 

Inc., San Diego, CA, E.U.A.) e foi utilizado o kit Maxima® SYBR® Green/ROX qPCR 

Master Mix (Fermentas Inc., Maryland, E.U.A.) segundo o manual de instrução do 

fabricante. 

Para cada reação da PCR em tempo real foram utilizados 10 µL de MIX (2X); 

1 µL de cada oligonucleotídeo na concentração final de 100 nM; 7 µL de água nu-

clease-free, 1 µL de cDNA na concentração de, aproximadamente, 15 ng/μL, totali-
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zando 20 μL por reação. O sistema de PCR em tempo real foi programado da se-

guinte forma: incubação por 2 min a 50ºC, seguida de ativação da polimerase por 10 

min a 95ºC. Após este pré-tratamento, as amostras foram submetidas a 40 ciclos 

nas seguintes condições: 95ºC por 30 seg, 60ºC por um minuto. Ao final, uma etapa 

adicional de dissociação foi realizada (95oC por 15 seg, 55ºC por 15 seg e  95ºC por 

15 seg) para a geração da curva de melting. A análise desta curva permitiu verificar 

a especificidade da reação, ou seja, se não havia a presença de bandas inespecífi-

cas e/ou dímero de oligonucleotídeos. PCR em tempo real foi realizado simultanea-

mente para os genes alvos e para o controle endógeno (gliceraldeído 3-fosfato desi-

drogenase). Os resultados dos valores médios do Cts foram utilizados para calcular 

a expressão gênica relativa dos genes alvos através do método comparativo utili-

zando a fórmula 2-ΔΔCt (Livak e Schmittgen, 2001). 

Analise estatística 

Os resultados da reação de PCR em tempo real foram analisados no software 

GraphPad Prism® 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, E.U.A.). Os dados das 

amostras de um planejamento de um experimento fatorial no delineamento experi-

mental inteiramente casualizado, onde a variável resposta é quantitativa, foi utilizada 

a análise de variância (two-way ANOVA) para verificação da significância estatística 

dos fatores (antimicrobiano, tempo). Para comparação múltipla de médias foi utiliza-

do o teste de Bonferroni. O nível de significância adotado foi de 5 % (P=0,05). 

4.8 Ensaio de adesão/invasão de E. coli em cultivo de células MAC-T 

4.8.1 Cultivo das células MAC-T 

A linhagem de células alveolares mamárias bovina (MAC-T) doadas 

gentilmente pelo Dr. Yung-Fu Chang, do Colégio de Medicina Veterinária da 

Universidade de Cornell, Ithaca, NY, E.U.A., foi cultivada em frasco de cultura de 25 

cm2 (Corning Incorporated - Life Sciences, Big Flats, NY, E.U.A.) em meio de 

manutenção (Huynh et al., 1991). Este constituído de meio Eagle modificado por 

Dulbecco (DMEM) (Gibco-BRL, Grand Island, NY, E.U.A.) suplementado com 10 % 

de soro fetal bovino (FBS) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), penicilina (100 µg/mL) e 

estreptomicina (100 µg/mL). As células foram incubadas a 37ºC com 5 % de CO2 e 

95 % de O2 por 24 h. O crescimento das células foi visualizado e acompanhado em 
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um microscópio invertido Olympus IX70 (Olympus Corporation, Shinjuku, Tokyo, 

Japão). 

4.8.2 Quantificação das células de E. coli 

Para quantificar o total de bactérias intracelulares e aderidas à superfície das 

células MAC-T, foi utilizado a metodologia adotada por Almeida et al. (1996) e Do-

pfer (2000) com algumas modificações. Na fase estacionária, previamente detecta-

da, as bactérias foram centrifugadas, lavadas duas vezes com um mililitro de tampão 

fosfato salina (PBS) (Laborclin - Produtos Para Laboratórios Ltda, Paraná, Brasil), 

pH 7,4, e o pellet foi ressuspenso em PBS. As monocamadas confluentes de células 

MAC-T (3×105 células) obtidas em placas de 24 orifícios foram lavadas três vezes 

com PBS e infectadas com uma multiplicidade de infecção (MOI), a proporção de 

bactérias em relação ao número de células, de 100. As amostras foram incubadas 

em DMEM suplementado com 10 % de FBS com a adição de antimicrobianos, para 

obtenção de uma concentração final igual a ½ MIC, a 37ºC com 5 % de CO2 e 95 % 

de O2. Foi realizado teste de citotoxicidade dos antimicrobianos à concentração de 

10 µg/mL sobre as células MAC-T. Em placas de 24 orifícios com as monocamadas 

confluentes de células MAC-T (3×105 células) formadas,  foram incubadas a 37ºC 

com 5 % de CO2 e 95 % de O2
  em DMEM suplementado com 10 % de FBS com a 

adição de antimicrobianos. A determinação da citotoxicidade foi avaliada de forma 

qualitativa através do exame microscópico das células para verificação de mudanças 

na morfologia geral, vacuolização, destacamento, lise celular ou de membrana. 

Após uma hora de incubação as células foram lavadas três vezes com PBS e 

tratadas com 1 mL/orifício de tampão de lise contendo 0,25 % de tripsina (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A.) e 0,25 % de Triton X-100 (Amersham, Arlington 

Heights, IL, E.U.A.) em PBS durante 10 min. Os lisados de células MAC-T foram di-

luídos em série e plaqueados em ágar BHI, e as colônias foram enumeradas após 

incubação durante 24 h. A adesão/invasão foi expressa em UFC/ml recuperadas por 

orifício da placa de cultivo. Cada ensaio foi realizado em triplicata. 

Foi utilizado como controle placas de 24 orifícios com células MAC-T incuba-

das juntamente com as bactérias sem antimicrobianos. 
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4.8.3 Coloração diferencial das bactérias 

Foi realizado o mesmo procedimento de infecção descrito no item 4.8.2. Após 

uma hora de incubação, as células foram lavadas três vezes com PBS e incubadas 

com PBS adicionado 10 % de FBS por 5 min para bloqueio de ligações não específi-

cas. Após incubação, as células foram fixadas com formaldeído 3,7 % (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A.) durante 15 min. A coloração por imunofluorescência 

das bactérias foi realizada como descrito por Ramarao et al. (2000) e Dogan et al. 

(2006) com modificações. As células foram tratadas com anticorpo policlonal de coe-

lho anti-E. coli (B65001R, Biodesign, Saco, ME, E.U.A.) diluído 1:50 em PBS com 

FBS 10 % (anticorpo primário) por 30 min a temperatura ambiente. Logo após, as 

células foram lavadas três vezes com PBS. As bactérias extracelulares foram cora-

das com isotiocianato de fluoresceína (FITC)-conjugado com anticorpo de cabra an-

ti-IgG de coelho (F0382, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A.) diluído 1:100 em PBS 

com FBS 10 % (anticorpo secundário) e incubadas por 30min no escuro. Logo após, 

as células foram lavadas três vezes com PBS. As células foram tratadas com PBS 

contendo 0,1 % de Triton X-100 (Amersham, Arlington Heights, IL, E.U.A.) por 15 

min para permeabilização das células MAC-T. Foram realizadas mais três lavagens 

com PBS e, em seguida, foi realizado novo bloqueio utilizando PBS com FBS 10% 

por 5 min. As bactérias intracelulares foram tratadas com anticorpo policlonal de 

coelho anti-E. coli (B65001R, Biodesign, Saco, ME, E.U.A.) diluído 1:50 em PBS 

com FBS 10 % (anticorpo primário) por 30min a temperatura ambiente. Logo após, 

as células foram lavadas três vezes com PBS. As células foram coradas com isotio-

cianato de tetrametilrodamina (TRITC)-conjugado com anticorpo de cabra anti-IgG 

de coelho (T677, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A.) diluído 1:50 em PBS com 

FBS 10 %  (anticorpo secundário) por 30min. Logo após, as células foram lavadas 

três vezes com PBS. 

Após a coloração, as lamínulas foram fixadas em lâmina de vidro com esmal-

te. As células foram visualizadas em um microscópio confocal de varredura a Laser 

(LSM510 META, Carl Zeiss Inc., Thornwood, NY, E.U.A.). 

4.9  Perfis de expressões dos genes luxS, fliC, csgA, fimA e gapA em 

cultivo celular 

As células MAC-T foram cultivadas em placa para cultura de células de 24 ori-

fícios em meio de manutenção e visualizadas em um microscópio invertido Olympus 
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IX70. A camada celular foi lavada três vezes com um mililitro de PBS para remoção 

das células não aderidas a superfície da placa de cultivo. Uma MOI igual a 100 UFC 

em suspensão em DMEM do inóculo foi adicionada sobre a superfície da camada 

celular pré-formada. As amostras foram incubadas em DMEM suplementado com 10 

% de FBS com a adição de antimicrobianos, para obtenção de uma concentração 

final de ½ MIC, a 37°C com 5 % de CO2 e 95 % de O2. Amostras das células aderi-

das foram colhidas nos tempos 0 h, 30 min, 1 h e 2 h e processadas para qRT-PCR, 

conforme descrito no item 4.6.2. 

4.10 Análise estatística 

Para avaliar se os dados obtidos no trabalho seguem a distribuição normal, 

empregou-se o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Foi realizado teste de 

Kruskal-Wallis para identificar possíveis diferenças entre o número de UFC/mL obti-

das do ensaio de adesão/invasão dos diferentes antimicrobianos testados. Posteri-

ormente, empregou-se o teste de Dunn's para localizar as diferenças entre os gru-

pos. Foi realizado, separadamente, o teste de Mann–Whitney para identificar possí-

veis diferenças entre o número de UFC/mL obtidas do ensaio de adesão/invasão 

entre os fracos e fortes produtores de biofilme. 

Foi realizada uma análise de variância de um fator (one-way ANOVA) para 

identificar possíveis diferenças entre a produção de biofilmes pelos isolados subme-

tidos às diferentes concentrações de antimicrobianos. Posteriormente, os dados fo-

ram submetidos ao teste de Tukey, necessário para localizar as diferenças entre os 

grupos. 

Os testes foram realizados em três repetições e o nível de significância ado-

tado foi de 5 % (P=0,05). Para a realização dos referidos testes estatísticos foi em-

pregado o software GraphPad Prism® 5. 

A comparação da influência da superfície de interface do poliestireno e da 

camada celular MAC-T foi realizada por meio de estatística descritiva, avaliando-se 

através das médias de expressão obtidas os efeitos causados por essas superfícies 

aos perfis de expressão dos genes luxS, fliC, csgA e  fimA em E. coli produtores de 

biofilme isolados de leite bovino com mastite. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

E. coli é um patógeno que apresenta um  grande número de linhagens e di-

versos fatores de virulência associados. A digestão enzimática forneceu fragmentos 

que variaram de 50,5 kb a 485 kb (Figura 1). Dois isolados, 1 e 5, de E. coli foram 

excluídos do ensaio pois não foi possível observar a formação de bandas, o que po-

deria ter sido causado pela presença de capsula, dificultando a ação da enzima de 

restrição. Com base nos padrões da PFGE, observou-se grande heterogeneidade 

entre os isolados obtidos de leite oriundos de animais com mastite clinica. Foram 

identificados nove (I a IX) grupos filogenéticos diferentes com similaridade >90%. 

Srinivasan et al. (2007) identificaram 85 padrões genéticos diferentes a partir de 135 

isolados de E. coli obtidos de leite mastítico de rebanhos da raça holandesa do es-

tado de Nova York, USA. Dopfer et al. (1999) relataram que 63% dos E. coli isolados 

de mastite também apresentaram diferentes genótipos. 

Os resultados mostraram que os isolados de E. coli estudados obtidos de leite 

bovino mastítico são geneticamente diferentes quanto submetidas a PFGE/XbaI, 

indicando possivelmente diferentes origens geográficas. Apenas em dois grupos, III 

e VI, foram observados agrupamentos de isolados FPB e moderados produtores de 

biofilmes (MPB), respectivamente (Figura 1). Os demais grupos apresentaram diver-

sidade em relação à produção de biofilmes e aos genes de virulência associados. E. 

coli 21 (MPB) apresentou maior distância em relação aos demais, portanto foi agru-

pado separadamente, obtendo um coeficiente de similaridade menor que 72%, por-

tanto,  não foi epidemiologicamente relacionado aos outros isolados, o que sugere 

que este isolado origina-se de uma fonte diferente dos demais. Estes resultados fo-

ram publicados na revista Canadian Journal Of Microbiology sob o título “Clonal rela-

tionship of Escherichia coli biofilm producers isolates obtained from mastitic milk” 

(Apêndice A). 

A presença dos genes luxS, codificador da enzima sintase do autoindutor-2, 

fimA, codificador da subunidade maior da fímbria do tipo I, e csgA, codificador da 

subunidade maior da fimbria curli, foi observada em todos os 27 isolados analisados.
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Figura 1. Agrupamento filogenético de 27 isolados de E. coli obtidos de leite mastítico utilizando o padrão de bandas gerado 

pelo PFGE pela digestão com a enzima XbaI e resultado da PCR dos genes de virulência relacionados ao biofilme.  Os iso-

lados utilizados nos experimentos estão indicados com uma seta vermelha. GPB: Forte produtor de biofilme; MPB: Modera-

do produtor de biofilme; FPB: Fraco produtor de biofilme. 
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O gene fliC, codificador da flagelina, foi encontrado em 16 isolados. Embora os pro-

dutos destes genes estejam ligados ao desenvolvimento de biofilmes, verificou-se 

neste estudo que a presença destes não está relacionada com a capacidade de pro-

dução de biofilme. Isso sugere que outros fatores e/ou eventos podem estar ligados 

à produção de biofilmes, como sinais ambientais e/ou genes responsáveis pela regu-

lação da expressão ao nível molecular desses genes (O'Toole et al., 2000; Sharma 

et al., 2010). Além disso, mutações também podem estar envolvidas. Roe et al. 

(2001) observaram em E. coli produtoras de verotoxinas (VTEC) O157 uma deleção 

16 pb na região de regulação gênica do gene fimA a qual impossibilitava a expres-

são desse gene. 

A importância desses genes no processo de formação de biofilme foi estuda-

da por muitos pesquisadores. Surette et al. (1999) identificaram a presença do gene 

luxS em Vibrio harveyi, E. coli e Salmonella typhimurium, sendo altamente conser-

vada entre essas espécies. Há evidências de que o produto da catálise enzimática 

desse gene, o AI-2, está envolvido com a produção de biofilme. Este fato foi obser-

vado por Gonzalez Barrios et al. (2006) em que a adição do AI-2 ao meio de cresci-

mento levou a um aumento de 30 vezes na biomassa de biofilme de E. coli K-12 

MG1655, indicando que essa molécula é capaz de induzir a produção de biofilme. 

As fímbrias de tipo I são encontradas em cerca de 70% das linhagens de E. coli 

(Ørskov et al., 1982), no entanto, foi verificado a presença do gene fimA  em todos 

isolados pesquisados neste estudo. Pratt e Kolter (1998) verificaram que a fímbria 

do tipo I e flagelos são importantes para o processo inicial de formação de biofilme, 

uma vez que a ausência de uma dessas estruturas leva a uma grande perda na ca-

pacidade de formação de biofilme. Neste estudo, apenas 16 isolados apresentaram 

o gene fliC, sendo observado 3/5 GPB, 5/11 MPB e 8/11 FPB. Essa distribuição su-

gere que a presença do flagelo não seria um fator essencial à formação de biofilme, 

mas uma combinação de fatores. Os resultados da fimbria curli estão de acordo com 

pesquisa realizada por Maurer et al. (1998) e Delicato et al. (2003) que observaram 

a presença do gene csgA em todos os isolados analisados, sugerindo sua ubiquida-

de entre linhagens de E. coli, sendo sua presença fator importante para a coloniza-

ção da superfície primária e, possivelmente, subsequente desenvolvimento de bio-

filme. 
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Foram observados valores da MIC variando entre 0,125 a 8 µg/mL para os 

quatro isolados analisados (Tabela 1). Os maiores valores foram obtidos para gen-

tamicina, variando entre 1,0 e 8 µg/mL, e ampicilina, entre 4,0 e 6 µg/mL. Para os 

demais, os valores da MIC obtidos foram baixos, variando de 0,05 a 0,125 µg/mL 

para enrofloxacina e 0,5 a 1 µg/mL para cotrimoxazol. E. coli 30 (FPB) foi o isolado 

que apresentou maiores valores da MIC ao conjunto de antimicrobianos testados. A 

partir destes dados foram estabelecidos os valores da ½ MIC para cada antimicrobi-

ano testado. 

 O ensaio para avaliar a produção de biofilme na presença de antimicrobianos 

revelou efeito indutor sobre alguns isolados (P˂0,05), como observado na figura 2. A 

indução foi diferente entre os isolados, até mesmo dentro dos grupos formados pe-

los fracos e fortes produtores. Observou-se indução na produção de biofilme na pre-

sença da ampicilina e gentamicina em E. coli 51 (GPB) (P<0,05) (Figura 2C) e enro-

floxacina em dois isolados FPB, E. coli 5 e 30 (P<0,05) (Figura 2A e 2B). No entanto, 

a enrofloxacina também causou redução significativa na capacidade de produção de 

biofilme em E. coli 53 (GPB) (P<0,05) (Figura 2D). Na presença de cotrimoxazol, 

tanto aumento, verificado no E. coli 30 (Figura 2A), quanto efeito redutor, E. coli 51 e 

E. coli 53 (Figura 2C e 2D), foram observados na formação de biofilme (P<0,05). 

Boehm et al. (2009) verificaram indução na formação de biofilme em linha-

gens derivadas de E.coli K-12 MG1655 por β-lactâmicos (ampicilina, amoxicilina e 

penicilina G), por fluorquinolonas (enoxacina e ciprofloxacina) e por sulfametoxazol, 

uma sulfonamida presente no antimicrobiano cotrimoxazol. Boehm et al. (2009) tam-

bém não observaram indução na formação de biofilme pela gentamicina, contudo, 

outros aminoglicosídeos, como apramicina e amicacina, apresentaram efeito indutor. 

Neste trabalho, foi observado efeito indutor da gentamicina na E. coli 51. O trimetro-

pim, componente do antimicrobiano cotrimoxazol, também não apresentou efeito 

indutor. Essa diferença entre os resultados encontrados pode ser atribuída a dife-

renças das linhagens utilizadas. Em estudos anteriores, Costa (2011) e Costa et al. 

(2012) verificaram que concentrações subnibitórias de gentamicina (aminoglicosí-

deo) e enrofloxacina (quinolona), os quais são usados no tratamento da mastite clí-

nica, induzem a formação de biofilmes em E. coli isolados de mastite. 
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Tabela 1. Concentração inibitória mínima (MIC) dos antimicrobianos em quatro 
isolados de E. coli produtores de biofilme isolados de leite bovino mastítico 

Isolado 
Produção 

de biofilmes 
Antimicrobiano (µg/mL) 

 Ampicilina Enrofloxacina Gentamicina Cotrimoxazol 

E. coli 5 FPB  4,0 0,2 8,0 0,5 

E. coli 30 FPB  6,0 0,125 8,0 1,0 

E. coli 51 GPB  6,0 0,05 1,0 1,0 

E. coli 53 GPB  6,0 0,03 1,0 0,5 

FPB: Fraco produtor de biofilme; GPB: Forte produtor de biofilme. 
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Figura 2. Formação de biofilmes em quatro isolados de E. coli produtores de 

biofilme submetidos à concentração de ½ MIC de ampicilina, enrofloxacina, 

gentamicina e cotrimoxazol. Controle: Crescimento na ausência de antimi-

crobiano. * Significativo a P<0,05. 
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Hoffman et al. (2005) também demonstraram que concentrações subinibitórias de 

aminoglicosídeos, como gentamicina, tobramicina e amicacina, induzem a produção 

de biofilmes em E. coli K-12. 

Os dados do presente estudo confirmam os resultados obtidos por Costa 

(2011), nos quais antimicrobianos presentes em concentração sub-MIC, podem in-

duzir significativamente a formação de biofilme em E. coli obtidas de leite mastítico in 

vitro. Esse fato pode ter relevância clínica porque as bactérias são expostas a con-

centrações sub-MIC dos antimicrobianos durante o início e o final de um regime de 

dosagem (entre as doses) ou de forma contínua durante a terapia de baixa dose 

(Odenholt, 2001). 

A análise da MEV confirmou os resultados observados na indução da forma-

ção de biofilme em E. coli FPB e GPB quando submetidos a dose subinibitória dos 

antimicrobianos. Além disso, foram observadas diferenças entre os estágios de de-

senvolvimento do biofilme, sendo verificadas diferenças entre a quantidade de célu-

las aderidas como, também, na produção de matriz extracelular (Figuras 3 e 4). As 

micrografias dos biofilmes formados pela E. coli 5 (FPB) revelaram a presença de 

células aderidas à superfície, porém, em nenhuma delas demonstrou-se formação 

visível de matriz extracelular, tanto no controle (Figura 3A) quanto na presença de 

antimicrobianos (Figuras 3B e 3C). Em relação à E. coli 51 (GPB), no tratamento 

com gentamicina observa-se oo biofilme com uma maior biomassa, sendo possível 

observar um número visualmente maior de células bacterianas aderidas e quantida-

des expressivas de estruturas de aspecto fibroso e disforme, possivelmente fibras de 

exopolissacarídeos (EPS), envolvendo as células (Figura 4B). No entanto, não foi 

observado o mesmo efeito do antimicrobiano ampicilina sobre o desenvolvimento do 

biofilme da E. coli 51, mostrando que a maturação do biofilme pode depender do 

mecanismo de ação do antimicrobiano, pois observou-se a formação de uma estru-

tura com maior complexidade  (biofilme maduro) na presença de gentamicina, um 

inibidor da síntese protéica, em relação a ampicilina, que atua sobre a síntese da 

parede celular. Analisando a figura 4B é possível observar protuberâncias e cama-

das que são característicos da arquitetura tridimensional dos biofilmes bacterianos 

(Flint et al., 2011).  
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Figura 3. Células de E. coli 5 aderidas (fraco produtor de biofilme) após 24 horas de 
incubação em caldo BHI com antimicrobianos. Magnitude: 3000x. (A) Controle (sem 
antimicrobianos); (B) Enrofloxacina ½ MIC; (C) Cotrimoxazol ½ MIC. 
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Figura 4. Células de E. coli 51 aderidas (forte produtor de biofilme) após 24 ho-
ras de incubação em caldo BHI com antimicrobianos. Magnitude: 5000x. (A) 
Controle (sem antimicrobianos); (B) Gentamicina ½ MIC; (C) Ampicilina ½ MIC. 
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Estes resultados confirmam os dados obtidos por Costa (2011) e Costa et al. (2012) 

que observaram apenas a presença de células aderidas à superfície para isolados 

FPB após 24 h de crescimento na presença de antimicrobianos, sem a formação 

visível de matriz extracelular, e a formação de estruturas complexas pelos isolados 

GPB. Segundo Steinberger e Holden (2004), a produção de matriz extracelular varia 

em função da espécie bacteriana, do isolado e das condições de crescimento, fato 

que pode ser observado em E. coli 51 (GPB) quando tratado com gentamicina, onde 

formou-se biofilmes com maiores biomassas e em E. coli 5 (FPB) uma quantidade 

mínima a qual foi visualizada pela MEV. 

Chen et al. (2010) também verificaram uma grande produção de matriz ex-

tracelular em E. coli (GPB) obtidos de suínos sob a superfície de sílica gel de uso 

médico, fato que não foi verificado quando se utilizou isolados FPB. Santos (2009) 

também encontrou resultados semelhantes aos obtidos pelo presente trabalho, sen-

do visualizadas apenas células aderidas para os isolados FPB e células envoltas por 

intensa formação de EPS para os isolados de S. aureus GPB obtidos de leite arma-

zenado em tanques de refrigeração. 

Não foi observado aumento significativo na capacidade de adesão/invasão 

dos isolados de E. coli às células MAC-T na presença de antimicrobianos (Tabela 2). 

Não houve efeito citotóxico dos antimicrobianos testados à concentração de 10 

µg/mL sobre as células MAC-T. 

Isolados GPB apresentaram maior adesão/invasão em relação aos FPB 

quando tratados sem a adição de antimicrobianos, diferentemente dos resultados 

obtidos por Dogan et al. (2006) em que não foi observado diferença (P<0,05) entre a 

adesão/invasão de isolados de E. coli obtidos de mastite persistente e não-

persistente. Assim, pode-se inferir que a maior capacidade de adesão do isolado E. 

coli 51 (GPB) pode favorecer o desenvolvimento de biofilme na glândula mamária, 

propiciando o surgimento de um reservatório dessa bactéria no úbere do animal, o 

que justificaria os casos de mastite recorrente causados pela mesma linhagem bac-

teriana, como observado por Bradley e Green (2001) e Dopfer et al. (1999). 

As imagens obtidas por microscopia confocal (Figura 5 e 6) confirmaram os 

resultados obtidos pelo ensaio de adesão/invasão em que  E. coli 51 (GPB) apresen-

tou maior número de células aderidas em relação a E. coli 5 (FPB). 
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Tabela 2. Número de unidades formadoras de colônias/mL de E. coli produtores de biofilme obtidos de leite bovino com 

mastite no ensaio de adesão/invasão às células alveolares da glândula mamária bovina na presença de diferentes anti-

microbianos 

Isolado 
Produção 

de biofilme 

Antimicrobiano 

Controle Ampicilina Enrofloxacina Cotrimoxazol Gentamicina 

E. coli 5 FPB 4,50×105±3,5×104 2,20×105±5,3×104 1,90×105±1,4×104 4,10×105±4,2×104 5,00×105±5,7×104 

E. coli 30 FPB 3,13×105±3,0×104 2,15×105±6,4×104 6,00×104±2,8×103 4,37×105±8,5×104 1,20×105±2,8×104 

E. coli 51 GPB 3,06×106±4,5×105 5,95×105±4,4×104 7,34×105±3,3×104 8,18×105±2,9×104 7,41×105±2,9×104 

E. coli 53 GPB 1,83×106±4,6×105 6,78×105±3,7×104 6,92×105±4,5×104 5,78×105±3,5×104 6,55×105±3,8×104 

FPB: Fraco produtor de biofilme; GPB: Forte produtor de biofilme. * Significativo a P<0,05. 
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Analisando as imagens pode-se inferir que um dos fatores para essa maior ca-

pacidade de adesão/invasão esteja envolvido com a presença de flagelos, pois 

observou-se a formação dessas estruturas na E. coli 51 (GPB) o que não é ob-

servado na E. coli 5 (FPB). As figuras 5B e 5C revelaram aumento visível na 

internalização da E. coli 5 (FPB) quando tratada com os quatro antimicrobia-

nos, o que sugere uma indução no processo de internalização causada pelo 

antimicrobiano presente no meio. Em nenhum momento foi observado interna-

lização da E. coli 51 (GPB), tanto no controle (Figura 6A) quanto nas culturas 

tratadas com os quatro antimicrobianos (Figura 6B e 6C), o que indica que es-

sa capacidade de internalização não está relacionada apenas à capacidade de 

adesão bacteriana, como observado por Dogan et al. (2006). Contudo, o tempo 

de incubação de 1 h poderia não ter sido suficiente para que a E. coli 51 (GPB) 

ativasse seu processo de internalização. Observou-se que um maior tempo de 

incubação com MOI igual a 100 inviabilizou a recuperação das células MAC-T, 

pois causou morte celular, ocorrendo desprendimento das mesmas dos fundos 

da placa de cultivo. 

Estes resultados mostram que algumas linhagens de E. coli são capa-

zes de se internalizarem, o que pode possibilitar o escape da ação dos antimi-

crobianos presentes no meio, além de fornecer uma vantagem de sobrevivên-

cia, permitindo resistir melhor à detecção e eliminação pelos mecanismos de 

defesa do sistema imune inato e adaptativo, e tem sido descrita para agentes 

patogênicos mamários tais como Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis 

e Streptococcus dysgalactiae (Matthews et al., 1994; Calvinho e Oliver, 1998; 

Lammers et al., 1999). Dopfer et al. (2000) foi um dos primeiros a observar a 

invasão de culturas de células MAC-T por linhagens de E. coli associadas a 

mastite, sugerindo que este fenômeno seja responsável pelo desenvolvimento 

de um reservatório de E. coli durante a patogêneses de IMI crônicas. 

As expressões dos genes luxS, fliC, csgA e fimA de E. coli durante o 

crescimento do biofilme foram diferentes do observado no controle. Ocorrem 

alterações da ordem 1,5-22 vezes na expressão dos genes, sendo variável de 

acordo com a capacidade de produção de biofilme, o gene alvo e os diferentes 

tempos de coleta dos dados. 
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Figura 5. Células de E. coli 5 aderidas (fraco produtor de biofilme) após 1 h de incu-
bação em cultivo celular com antimicrobianos e visualizadas em microscopia confo-
cal. (A) Controle (sem antimicrobianos); (B) Ampicilina à concentração de ½ MIC; (C) 
Enrofloxacina à concentração de ½ MIC. As setas brancas indicam células de E.coli 
internalizadas. 
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Figura 6. Células de E. coli 51 aderidas (forte produtor de biofilme) após 1 h de incu-
bação em cultivo celular com antimicrobianos e visualizadas em microscopia confo-
cal. (A) Controle (sem antimicrobianos); (B) Cotrimoxazol à concentração de ½ MIC; 
(C) Gentamicina à concentração de ½ MIC. 
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Uma regulação positiva foi verificada na maioria dos perfis de expres-

sões dos genes tratados com concentrações de ½ MIC dos antimicrobianos 

testados. Observou-se aumento na expressão do gene luxS  nas células plan-

ctônicas na presença dos antimicrobianos testados, tanto em isolados FPB 

como em GPB em diferentes tempos (Figura 7A, 7B, 7C e 7D), sendo o maior 

aumento entre os tempos 12 e 24 h. As células sésseis também apresentaram 

grande aumento na expressão do gene luxS, sendo observada a maior expres-

são no tratamento da E. coli 51 com enrofloxacina, atingindo um valor igual a 

22 vezes (P<0,05) maior  em relação ao controle não tratado (Figura 7C). Dife-

rente dos resultados encontrados para a expressão do gene luxS em superfície 

abiótica, as células bacterianas aderidas ao cultivo celular na presença dos 

antimicrobianos testados apresentaram aumento na expressão durante todos 

os tempos (0,5, 1 e 2 h) de forma regular (Figura 8A, 8B, 8C e 8D), podendo ter 

sido causado tanto pela interação com as células MAC-T quanto por sinais am-

bientais, como pH, disponibilidade de nutrientes, concentração de O2 e  con-

centração de CO2, presentes no meio (Mekalanos, 1992). 

A indução observada na expressão do gene luxS, no entanto, não 

apresentou uma relação entre o aumento na expressão desse gene e a indu-

ção na formação de biofilme ou adesão/invasão ao cultivo de células MAC-T, 

pois o gene é expresso tanto em condições que induziram a formação biofilme 

quanto nas que reduziram. Este fato foi observado para E. coli 30 e 51 quando 

tratados com enrofloxacina e gentamicina (P<0,05), respectivamente, onde ob-

serva-se aumento na expressão do gene luxS (Figuras 7B e 7C) com concomi-

tante aumento na formação de biofilme (Figuras 2B e 2C). Observou-se tam-

bém em E. coli 51 e 53 quando tratados com cotrimozaxol (P<0,05), um au-

mento na expressão do gene luxS (Figuras 7C e 7D) mesmo com a diminuição 

na formação de biofilme (Figuras 2C e 2D).   

Os resultados desse estudo estão em concordância com os dados ob-

servados por Domka et al. (2007) que verificaram em linhagens de E. coli K-12 

BW25113 em um sistema de fluxo contínuo em meio Luria–Bertani (LB)  que as 

concentrações intracelulares AI-2 em biofilmes e em células em suspensão 

podem variar em diferentes tomadas de tempo. Observa-se que esse gene é 

diferencialmente expresso quando submetido a dose subinibitória de antimicro-

bianos, em superfície abiótica ou em cultivo celular. No entanto, não foi possí-
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vel associar o aumento da expressão da sintase do AI-2 com a indução na for-

mação de biofilme mesmo com estudo comprovando que o aumento na con-

centração de AI-2 causa um aumento na formação do biofilme (Gonzalez 

Barrios et al., 2006). Uma possível explicação para este fato seria que apesar 

do aumento da sintase do AI-2 intracelular, o produto final poderia não estar 

sendo sintetizado, pois os intermediários necessários para a síntese do AI-2, 

proteína transportadora de acil acilado (acil-ACP) ou acil-CoA que fornecem a 

cadeia acil enquanto S-adenosilmetionina (SAM) fornece a unidade de lactona 

homosserina (More et al., 1996; Jiang et al., 1998), podem não estar disponí-

veis para a catálise enzimática. 
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Figura 7. Perfis de expressões do gene luxS em isolados de E. coli produtores de biofilme submetidos à concentração de ½ 

MIC de antimicrobianos cultivados em superfície abiótica em diferentes tempos. (AD) Células sésseis após 24 h. * Significa-

tivo a P<0,05. 
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Figura 8. Perfis de expressões do gene luxS em isolados de E. coli produtores de biofilme submetidos à concentração de ½ 

MIC de antimicrobianos cultivados em superfície celular em diferentes tempos.* Significativo a P<0,05. 
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Assim como para o gene luxS, observou-se aumento na expressão do 

gene fliC  na presença dos antimicrobianos testados nas células planctônicas 

em FPB e GPB produtores de biofilme em diferentes tempos (Figura 9A, 9B, 

9C e 9D), sendo observado maior aumento entre os tempos 12 e 24 h, com o 

maior valor de expressão relativa observado igual a 13 vezes (P<0,05) para a 

E. coli 5 quando tratado com cotrimoxazol (Figura 9A). Ao contrário do obser-

vado para as células planctônicas, as células sésseis apresentaram baixa ex-

pressão da flagelina, o que era esperado, pois as células se encontram fixas 

sobre a superfície, não necessitando se locomover. A expressão do gene fliC 

em células bacterianas aderidas ao cultivo celular apresentou resultados seme-

lhantes aos encontrados em superfície abiótica, com aumento na expressão 

durante todos os tempos (0,5, 1 e 2 h) (Figura 10A,10B, 10C e 10D). 

Resultados semelhantes foram encontrados por Domka et al. (2007) 

que observaram grande indução de genes flagelares, sendo verificado aumento 

de até 10 vezes no perfil de expressão do operon de biossíntese flagelar flgB-

CEF. A ausência ou paralisação dos flagelos podem levar a uma grande dimi-

nuição na formação de biofilme, pois dificulta o alcance das células a superfície 

a ser colonizada. Além disso, supõe-se que os flagelos possam facilitar o pro-

cesso de dispersão, permitindo que as células se espalhem ao longo da super-

fície (Pratt e Kolter, 1998). Ao contrário do observado Domka et al. (2007), no 

presente estudo a expressão do gene flagelar manteve-se praticamente inalte-

rada em relação às células presentes no biofilme, estando de acordo com os 

resultados obtidos por Sauer et al. (2002) que não observou motilidade durante 

a maturação do biofilme em Pseudomonas aeruginosa. 
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Figura 9. Perfis de expressões do gene fliC em isolados de E. coli produtores de biofilme submetidos à concentração de ½ 

MIC de antimicrobianos cultivados em superfície abiótica em diferentes tempos. (AD) Células sésseis após 24 h. * Significa-

tivo a P<0,05. 
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Figura 10. Perfis de expressões do gene fliC em isolados de E. coli produtores de biofilme submetidos à concentração de ½ 

MIC de antimicrobianos cultivados em superfície celular em diferentes tempos. * Significativo a P<0,05. 
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A expressão do gene csgA apresentou aumento na presença dos anti-

microbianos testados nas células planctônicas em FPB e GPB em relação ao 

controle em diferentes tempos, sendo observado maior aumento no tempo 24 h 

(Figura 11A, 11B, 11C e 11D), com expressão igual a 13 vezes (P<0,05) para a 

E. coli 5 quando tratado com gentamicina a ½ MIC (Figura 11A). Verificou-se 

também grande atividade desse gene nas células sésseis, chegando a alcan-

çar 5 vezes (P<0,05) para a E. coli 30 quando tratado com enrofloxacina (Figu-

ra 11B). A expressão do gene csgA em células bacterianas aderidas ao cultivo 

celular apresentou resultados semelhantes aos encontrados em superfície abi-

ótica (Figura 12A, 12B, 12C e 12D), com aumento na expressão durante todos 

os tempos (0,5, 1 e 2 h). 

Os resultados mostram que ocorreu indução na expressão da subuni-

dade maior da fimbria curli antes mesmo do início da fixação à superfície inerte, 

indicando possuir um papel importante para o aumento da fixação bacteriana. 

Pesquisas mostraram que a fímbria curli é necessária para a formação de bio-

filme e para a autoagregação bacteriana (Vidal et al., 1998; Prigent-Combaret 

et al., 2000). A presença de antimicrobianos no meio de crescimento forneceu 

condições que favoreceram a expressão desse gene, fato que pode auxiliar no 

surgimento do biofilme, pois esta estrutura é essencial para a adesão inicial à 

superfície a ser colonizada, além de mediar a interação célula-célula em linha-

gens E. coli K-12 quando submetidas a estresse nutricional (Prigent-Combaret 

et al., 2000). Ao contrário do observado por Schembri et al. (2003) que avalia-

ram a expressão gênica de Escherichia coli K-12 MG1655 através de microar-

ray utilizando um sistema de fluxo em meio mínimo com 0,2% de glicose, neste 

estudo os flagelos e a fimbria curli apresentaram aumento na expressão, vari-

ando de 1,5-13 vezes, o que poderia ter sido ocasionado pela diferença na 

composição do meio de crescimento, pelo modelo de formação de biofilme e 

pelos isolados utilizados. 
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Figura 11. Perfis de expressões do gene csgA em isolados de E. coli produtores de biofilme submetidos à concentração de 

½ MIC de antimicrobianos cultivados em superfície abiótica em diferentes tempos. (AD) Células sésseis após 24 h * Signifi-

cativo a P<0,05. 
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Figura 12. Perfis de expressões do gene csgA em isolados de E. coli produtores de biofilme submetidos à concentração de 

½ MIC de antimicrobianos cultivados em superfície celular em diferentes tempos. * Significativo a P<0,05. 
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Como observado para os genes luxS  e fliC, a expressão do gene fimA  

apresentou aumento nas células planctônicas em FPB e GPB em diferentes 

tempos, sendo observado maior aumento nos tempos 12 e 24 h (Figura 13A, 

13B, 13C e 13D). Os antimicrobianos que mais induziram a expressa foram a 

ampicilina e gentamicina, com o maior valor de expressão relativa observada 

igual a 22 vezes (P<0,05) para ao E. coli 5 quando tratado com gentamicina 

(Figura 13A) e 8 vezes para a E. coli 51 com ampicilina (Figura 13C). Nas célu-

las sésseis foi verificada baixa atividade desse gene. A expressão do gene fi-

mA em células bacterianas aderidas ao cultivo celular apresentou maior ex-

pressão quando comparado aos encontrados em superfície abiótica (Figura 

14A, 14B, 14C e 14D), com aumento na expressão durante todos os tempos 

(0,5, 1 e 2 h). Essa diferença pode ter ocorrido devido a presença de glicopro-

teínas na superfície das células MAC-T que podem ter estimulado a expressão 

desse gene, uma vez que as fímbrias do tipo I medeiam  a adesão a glicoprote-

ínas contendo manose encontradas nas superfícies de muitas células eucarió-

ticas (Connell et al., 1996). 

Os resultados mostram que o gene da subunidade maior da fímbria do 

tipo I apresentou aumento na sua expressão quando submetidas à dose subi-

nibitória de antimicrobianos tanto nos casos de indução da formação de biofil-

me, como observado na E. coli 51 quando tratado com gentamicina (Figura 2C) 

quanto nos casos de inibição, como observado para a E. coli 53 quando tratado 

com cotrimoxazol (Figura 2D). Contudo, o aumento na expressão do gene fimA 

nos casos que ocorreram indução na formação de biofilme foi muito superior ao 

encontrado quando o antimicrobiano causou inibição na formação de biofilme, 

alcançando um aumento de até 16 vezes, indicando possível envolvimento 

dessa estrutura na fixação inicial e autoagregação bacteriana. Estudos obser-

varam a indução do gene fimbrial fimA em células planctônicas durante o pro-

cesso de formação de biofilme por E. coli (Schembri et al., 2003; Domka et al., 

2007). Domka et al. (2007) através dos dados de microarray observaram au-

mento de até 9 vezes no gene fimA, como também foi observada repressão de 

até 16 vezes em alguns isolados submetidos ao mesmo tratamento. Os resul-

tados são compatíveis com os observados nesse experimento, sendo necessá-

rios mais estudos para esclarecer o papel da fímbria do tipo I na formação de 

biofilmes por E. coli. 
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Superfície Abiótica 

Figura 13. Perfis de expressões do gene fimA em isolados de E. coli produtores de biofilme submetidos à concentração de ½ 

MIC de antimicrobianos cultivados em superfície abiótica em diferentes tempos. (AD) Células sésseis após 24 h. * Significa-

tivo a P<0,05. 
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Superfície Biótica 

Figura 14. Perfis de expressões do gene fimA em isolados de E. coli produtores de biofilme submetidos à concentração de ½ 

MIC de antimicrobianos cultivados em superfície celular em diferentes tempos. * Significativo a P<0,05. 
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A avaliação do perfil genético realizado através do PFGE revelou que as 

bactérias não compartilham da mesma origem. Não foi possível associar a ca-

pacidade de produção de biofilmes com a presença/ausência de genes relacio-

nados e com os pulsetypes gerados, mostrando que as linhagens de E. coli 

causadoras de mastite ambiental apresentam diferentes patotipos. 

Os resultados deste estudo mostraram que genes envolvidos na adesão 

(csgA  e fimA), motilidade (fliC) e quorum sensing (luxS) foram significativa-

mente mais expressos na presença de agentes antimicrobianos à concentração 

de ½ MIC durante o desenvolvimento de biofilme em E. coli obtidos de leite 

mastítico bovino. Não foi possível associar a expressão dos genes estudados 

com a indução ou redução da formação de biofilme ou com a adesão/invasão 

das células MAC-T, mostrando que outros fatores podem estar associados. Um 

deles poderia ter sido ausência do produto gênico final funcional, seja um men-

sageiro químico ou uma proteína, que necessite da expressão de diversos ge-

nes para a formação da estrutura funcional. Esse fato pode ser observado no 

gene fliC que apresentou aumento em sua expressão em um isolado FPB, no 

entanto não foi observada visualmente o flagelo (Figura 5A, 5B e 5C). O flagelo 

necessita de aproximadamente 49 genes e cerca de 2% do total de energia da 

célula para sintetizar e movimentar essas estruturas de forma funcional em E. 

coli  (Macnab, 1996). 

Além disso, observou-se que os gene luxS e fimA apresentaram compor-

tamento diferente em relação as superfícies de cultivo utilizadas podendo ter 

sido causado tanto pela interação com as células MAC-T quanto por sinais am-

bientais como pH, disponibilidade de nutrientes, concentração de O2 e concen-

tração de CO2, presentes no meio (Mekalanos, 1992). 

Os dados obtidos do ensaio de indução de biofilme juntamente com o 

ensaio de adesão/invasão de células de E. coli ao cultivo celular mostrou que 

deve-se reforçar os cuidados na escolha do tratamento antimicrobiano correto 

para infecções intramamárias em bovinos, pois verificou-se que a concentração 

subinibitória de antimicrobianos é capaz de induzir a formação de biofilmes por 

alguns isolados, além de induzir a invasão às células hospedeiras. Esses fatos 

poderiam estar ocorrendo em animais in vivo, fornecendo mecanismos para 

evadir do sistema imune e da ação do antimicrobiano. Isso é preocupante, ten-

do em vista estes mecanismos de proteção podem propiciar o surgimento de 
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um reservatório dessa bactéria no úbere do animal, o que explicaria o crescen-

te aumento de casos de mastites persistentes nos rebanhos. 

 

6. CONCLUSÃO 

 

 PFGE revelou que os isolados bacterianos apresentam diferentes perfis 

genéticos, não compartilhando a mesma origem; 

 Os genes luxS, csgA e fimA estão presentes em todos isolados bacterianos 

estudados, enquanto o gene fliC está presente em apenas alguns isolados; 

 Não foi possível associar o perfil genético com a capacidade de produção 

de biofilmes e com a presença/ausência de genes; 

 Os antimicrobianos, ampicilina, enrofloxacina, gentamicina e cotrimoxazol, 

são capazes de induzir a formação de biofilme em isolados de E. coli 

obtidos de leite mastítico; 

 Genes envolvidos na adesão (csgA  e fimA), motilidade (fliC) e quorum 

sensing (luxS) foram significativamente mais expressos na presença 

agentes antimicrobianos utilizados no tratamento da mastite à 

concentração de ½ MIC; 

 Não foi possível associar a expressão destes genes  com a indução ou 

redução da formação de biofilme ou com a adesão/invasão das células 

MAC-T; 

 Os gene luxS e fimA apresentaram comportamento diferente em relação as 

superfícies de cultivo; 

 Os antimicrobianos testados não aumentam a capacidade de isolados E. 

coli obtidos de leite mastítico em aderir/invadir células MAC-T, no entanto 

são capazes de induzir a internalização em alguns isolados; 

 Os gene luxS, fliC, csgA e fimA são diferencialmente expressos quando 

submetidos a concentração subinibitória de antimicrobianos; 
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 Fortes e fracos  produtores de biofilme apresentam relevância clínica, pois  

aumentam a formação de biofilmes e internalização, respectivamente, na 

presença de antimicrobianos usados no tratamento da mastite por E. coli. 
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