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RESUMO 
 

COSTA, João Carlos Miguel, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, junho de 
2011. Influência de antimicrobianos, concentrações de glicose e variações 
de pH na produção de biofilmes por isolados de Escherichia coli obtidos 
de mastite bovina. Orientadora: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Co-
Orientador: Luis Augusto Nero 

 
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 da mastite com 

antimicrobianos. Estudou-se 27 isolados de E. coli  produtores de biofilmes 

obtidos de leite mastítico. Os isolados foram submetidos a testes de 

sensibilidade a antimicrobianos usados no tratamento da mastite, tanto para as 

células planctônicas, por meio da avaliação da concentração mínima inibitória – 

CMI quanto para as sésseis, pela avaliação da concentração mínima de 

erradicação de biofilmes - CMEB. Todos os isolados foram cultivados em meios 

mínimos contendo diferentes valores de pH e concentrações de glicose visando 

investigar a influência desses fatores na produção de biofilmes. De mesmo 

modo submeteu-se os isolados às CMI para verificar a possível indução dessas 

concentrações na produção dos biofilmes. Foram escolhidos quatro isolados, 

grandes e fracos produtores de biofilmes, para serem analisados por 

microscopia eletrônica de varredura – MEV. Os resultados obtidos revelaram 

uma alta taxa de sensibilidade, confirmada pela avaliação da CMI, na qual 

apenas quatro (14,8%) isolados obtiveram valores da CMI elevados, variando 

de 4 a 10 µg/mL, sendo classificados como resistentes. Entretanto, para os 

demais isolados (85,2%) os valores foram menores, variando de 0,125 a 2 

µg/mL, classificados como sensíveis. A avaliação de CMEB indicou que a 

concentração dos antimicrobianos necessária para eliminar as células sésseis 

variou de 100 µg/mL a 500 µg/mL. Gentamicina e enrofloxacina foram 

indutores da produção de biofilmes, respectivamente nas concentrações de 

0,0312 e 0,0125 µg/mL. Os valores de CMEB foram significativamente maiores 

nos isolados grandes e moderados produtores de biofilmes em relação aos 

isolados fraco produtores biofilmes (p < 0,001). Não houve correlação entre os 

valores de CMEB e CMI (p > 0,05). A produção de biofilmes foi maior (p < 
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0,001) nos meios mínimos com pouca disponibilidade de glicose (0,5%) e 

valores de pH mais distantes da neutralidade (pH 5,5 e 8,5) em relação aos 

meios mínimos ricos em glicose (2,5% e 3,5%) e com valores de pH próximos 

da neutralidade (pH 6,5 e 7,5). A presença dos biofilmes foi confirmada nos 

isolados submetidos à MEV por meio da visualização de células aderidas e da 

presença de matriz extracelular, caracterizando a arquitetura dos biofilmes. O 

conhecimento das condições da produção de biofilmes em isolados de E. coli 

causadores de mastite é uma importante ferramenta para se estabelecer 

estratégias de controle e tratamentos mais eficientes. 
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ABSTRACT 
 

COSTA, João Carlos Miguel, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, June, 
2011. Influence of antimicrobials, glucose concentrations and pH 
variations in biofilm production by isolates of Escherichia Coli isolated 
from bovine mastitis. Adviser: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Co-
Adviser: Luis Augusto Nero.  

 
Escherichia coli is a microorganism of environmental origin highly 

adaptive and its ability to form biofilms under certain conditions may be critical 

for their resistance to antimicrobial treatments, which makes E. coli an important 

causative agent of mastitis. We studied 27 isolates of E. coli producing biofilms 

obtained from clinical mastitis belong to the collection of the Federal University 

of Viçosa. The isolates were tested for sensitivity to antibiotics used to treat 

mastitis, both for planktonic cells, by assessing the minimal inhibitory 

concentration - MIC as for the sessile, assessing the minimal biofilm eradication 

concentration - MBEC. In addition, all isolates were grown in minimal media 

containing different pH values and glucose concentrations and to assess the 

influence of these factors in producing biofilms. Similarly underwent the isolates 

at concentrations of antimicrobial sub-inhibitory to verify the possible induction 

of these doses on the formation of biofilms. Four isolates were chosen, large 

and weak biofilm producers, to be analyzed by scanning electron microscopy - 

SEM. The results revealed a high rate of sensitivity, confirmed by the evaluation 

of MIC, in which only four (14.8%) isolates had high MIC values ranging from 4 

to 10 µg / mL and were classified as resistant. However, for the remaining 

isolates (85.2%) were lower, ranging from 0.125 to 2 µg/mL classified as 

sensitive. The evaluation of MBEC indicated that the concentration of antibiotic 

required to eliminate the sessile cells ranged from the 100 μg/mL 500 μg/mL. 

Gentamicin and enrofloxacin were possible inducers of biofilm formation, 

respectively, at 0.0312 and 0.0125 µg / mL. MBEC values were significantly 

higher in isolated large and moderate-producing biofilms in relation to isolated 

weak biofilm producers (p < 0.001). There was no correlation between the 

values of MCEC and MIC (p > 0.05). The biofilm production was higher (p < 

0.001) in minimal media with limited glucose (0.5%) and pH values further away 

from neutrality (pH 5.5 and pH 8, 5) in relation to the minimum means-rich 
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glucose (2,5% and 3.5%) and pH close to neutrality (pH 6.5 and 7,5). The 

presence of biofilms was confirmed in isolates submitted to the SEM, through 

visualization of adhered cells and the presence of exopolysaccharides, 

characterizing the typical architecture of biofilms. The knowledge of the 

characteristics of biofilm production in isolates of E. coli causing mastitis is an 

important tool for establishing more efficient treatment strategies. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Escherichia coli é um importante agente etiológico causador de 

infecções intramamárias em ruminantes e estão associados, principalmente, à 

mastite clínica no rebanho leiteiro. Estimam-se perdas da ordem de bilhões de 

litros de leite por ano decorrentes da mastite na bovinocultura (HUIJPS et al., 

2009). Além das implicações econômicas, 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 patógenos e toxinas, além do 

risco de sua contaminação com resíduos de antimicrobianos utilizados para o 

seu tratamento.  

Estudos demonstram que, desde as últimas décadas, a terapia com 

antimicrobianos não vem obtendo resultados satisfatórios no controle da 

mastite. Esse fato é evidenciado pelo aumento de isolados resistentes aos 

antimicrobianos e pelo crescente número de casos de mastites recorrentes e 

persistentes, muitas vezes causados pelo mesmo isolado bacteriano (LIPMAN 

et al., 2004; MELCHIOR et al., 2006;. HØIBY et al.; 2010). Uma das hipóteses 

para explicar o aparecimento de infecções recidivantes é a habilidade dos 

micro-organismos formarem biofilmes na superfície do tecido da glândula 

mamária infectada, desenvolvendo assim uma resistência inata à maioria dos 

agentes antimicrobianos.  

Biofilmes são comunidades estruturadas de micro-organismos altamente 

organizados 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 antimicrobianos (COSTERTON et al., 1999; 

MELCHIOR et al., 2006). Sendo a administração de antimicrobianos a 

metodologia mais empregada no tratamento da mastite, a presença dos 

biofilmes pode constituir um grande obstáculo ao tratamento e controle da 

enfermidade nos rebanhos.  

Estudos recentes demonstraram que, além de não terem ação efetiva, 

os antimicrobianos podem inclusive, em doses subnibitórias, estimular a 
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produção de biofilmes (HOFFMAN et al., 2005; CHEN et al., 2010). No Brasil, 

apesar do crescente número de trabalhos relacionados com micro-organismos 

produtores de biofilmes na área médica humana e industrial, ainda são poucos 

os estudos na medicina veterinária. Devido a escassez de estudos, a 

importância do estado de Minas Gerais como maior produtor de leite do país e 

a relevância que E. coli possui nos aspectos econômicos, sociais e de saúde 

pública, foi realizado este trabalho. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1  Escherichia coli 

E. coli é uma bactéria pertencente à família Enterobacteriaceae Gram-

negativa, anaeróbia facultativa e com capacidade de fermentar lactose. 

Baseada na diferença antigênica das estruturas do antígeno-O, antígeno-K 

(capsular) e antígeno-H (flagelar), os isolados podem ser divididos em 

sorotipos ou sorovares O:H:K (LEHTOLAINEN et al 2004). Mais de 700 tipos 

antigênicos ou cepas são conhecidos baseados nos antígenos das cadeias O, 

H e K (BURVENICH et al., 2003). Apesar de seu papel como comensal, 

algumas cepas de E. coli são capazes de causar grande variedade de 

doenças, devido à sua habilidade em adquirir genes de virulência por 

transferência horizontal (KAPER et al., 2008). Dentre estas doenças, a mastite 

é uma das mais importantes para a bovinocultura leiteira em todo o mundo.  

Os isolados obtidos dos animais com mastite são bastante similares 

àquelas encontradas nas fezes (BURVENICH et al., 2003; BETTELHEIM et al, 

2005). Há uma grande variedade de sorotipos, no entanto, as regiões centrais 

da parede celular e o lipídeo A do LPS são comuns a todos os sorotipos e da 

família Enterobacteriaceae em geral (BURVENICH et al., 2003). E. coli produz 

vários fatores de virulência envolvidos na fisiopatologia da mastite bovina, os 

quais são necessários para colonizar e infectar a glândula mamária, além de 

proteger o micro-organismo contra os mecanismos de defesa do animal 

(BURVENICH et al., 2008; NAVES et al.; 2008). Estes fatores incluem toxinas, 

adesinas, proteínas secretadas nas células do animal, cápsula de 

polissacarídeo e antígeno-O (DYER et al., 2007). Além disso, cita-se a 

capacidade de produção de biofilmes, um importante mecanismo de proteção e 

resistência a antimicrobianos. (MELCHIOR et al, 2006; HØIBY et al.; 2010). 

Sob determinadas condições, E. coli, assim como outros micro-organismos 

aderem e interagem com superfícies vivas ou inertes, iniciando a reprodução 

celular (BURVENICH et al., 2008). Essa multiplicação celular dá origem a 

colônias e, quando a massa celular é suficiente para agregar nutrientes, 

resíduos e outros micro-organismos, estabelece-se o biofilme (FLINT et al, 

2011).  
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2.2 Biofilmes 

Os biofilmes representam provavelmente os mais importantes 

mecanismos de colonização e fixação pelos micro-organismos na natureza 

(CONSTERTON et al., 1999; FLINT et al., 2011). Desde o início da última 

década, vários estudos vêm sendo conduzidos no sentido de avaliar e 

caracterizar os biofilmes produzidos por diversas espécies bacterianas 

(MELCHIOR et al., 2006; DYER et al., 2007; FLINT et al., 2011). O 

metabolismo, os fatores envolvidos na modulação, os genes responsáveis pelo 

estabelecimento, bem como o mecanismo responsável pela comunicação 

(quorum sensing) entre indivíduos organizados nos biofilmes têm sido, 

frequentemente o alvo destes estudos (DYER et al., 2007; FLINT et al.,2011).  

A produção de biofilmes está relacionada a inúmeros genes que, em resposta a 

estímulos externos, codificam proteínas envolvidas no desenvolvimento e 

estabelecimento dos biofilmes (BROMBACHER et al., 2003; DYER et al., 2007; 

LANDINI et al., 2009). 

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). Acredita-se que Antonie Van 

Leeuwenhoek, no século 17, foi o primeiro pesquisador a identificar os 

biofilmes, usando um microscópico simples observou seres vivos 

microscópicos, intimamente associados, encontrados na cavidade oral, os 

quais Leeuwenhoek denominou de “animalculi” (COSTERTON et al., 1999).  

O biofilme forma-se quando é iniciada a produção de uma matriz de 

polímeros orgânicos, denominados exopolissacarídeos (EPS), que aderem às 

células bacterianas (FLINT et al, 2011). Os EPS possuem variada composição 

química, e não somente provê a estrutura orgânica do biofilme, como também 

facilita o arranjo espacial das diferentes espécies que o compõem. Os 

principais componentes da EPS são os polissacarídeos, proteínas, ácidos 

nucléicos, glicoproteínas e fosfolipídios (LENNOX et al., 2009). Além destes 

compostos, ainda podem estar associados aos EPS, componentes do 

ambiente, como por exemplo, detritos, compostos inorgânicos e até mesmo 
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outros seres vivos, podendo ser visualizados por microscopia eletrônica de 

varredura – MEV . (PRIESTER et al, 2007). 

A produção de EPS pelos micro-organismos nos biofilmes possui 

inúmeras funções, como facilitar a adesão inicial da bactéria na superfície; a 

formação e manutenção de microcolônias e da estrutura do biofilme; o aumento 

da resistência do biofilme a ambientes hostis e a agentes antimicrobianos. 

Além da retenção de enzimas e outros compostos extracelulares (MARCHI et 

al., 2008). As fibras poliméricas formam uma ponte entre a célula bacteriana e 

o substrato, o que habilita a associação irreversível com a superfície, sendo os 

polissacarídeos extracelulares do biofilme críticos para a persistência e 

sobrevivência em ambientes hostis, onde agem retendo nutrientes para o 

crescimento da comunidade microbiana. (RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ e 

PASCUAL, 2008). A água é o principal componente dos biofilmes, as inúmeras 

fibras dos EPS contém cerca de 98% a 99% de água, protegendo as células 

bacterianas da desidratação, uma vez que podem reter água em quantidades 

muito maiores que sua massa e possuem a capacidade de se desidratarem 

lentamente (NEU et al, 2010).  

Outra importante estrutura dos biofilmes são os canais abertos de água, 

compostos de canais verticais e horizontais que entremeiam a matriz 

exopolissacarídica permitindo o fluxo de líquidos que irão garantir o suprimento 

de nutrientes para as células bacterianas e eliminação de resíduos gerados 

como parte dessa atividade celular. Além disso, estes canais permitem a 

aquisição e troca de genes por transferência horizontal. (RIJAVEC et al., 2008).  

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 (NASCIMENTO e TAVEIRA, 2011). Estima-se que biofilmes 

estejam envolvidos em 65% das infecções humanas de origem bacteriana 

(NASCIMENTO e TAVEIRA, 2011). Os dispositivos médicos que apresentam 

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

fracasso de muitos dos tratamentos tradicionais (SOTO et al., 2007; SEPANDJ 

et al.,2008), em razão dos micro-organismos aderidos apresentarem maior 



 
 

6 
 

resistência aos agentes antimicrobianos comumente usados na clínica médica 

(SMITH e HUNTER, 2008).  

O tratamento com antimicrobianos é somente capaz de eliminar células 

planctônicas, deixando as formas sésseis vivas para propagação quando o 

tratamento cessar (SCHWARTZ et al, 2007). Além disso, há evidências que 

determinados antimicrobianos podem estimular a produção de biofilmes pelos 

micro-organismos (MELCHIOR et al., 2006; BRADLEY e GREEN, 2009). Três 

classes de antimicrobianos, incluindo tetraciclinas, quinopristina-dalfopristina e 

eritromicina, estimulam a expressão de genes ica envolvidos na produção de 

biofilmes por Staphylococcus 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 sob diferentes concentrações de 

aminoglicosídeos. Em estudo anterior, HOFFMAN et al (2005) demonstraram 

que concentrações subinibitórias de aminoglicosídeos induzem a produção de 

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

fibrose cística. Bagge et al (2004) demonstraram a mesma indução com β-

lactâmicos em P. aeruginosa. 

Os estudos sobre os micro-organismos produtores de biofilmes na área 

médica-veterinária ainda são escassos, entretanto os resultados obtidos já 

apontam, como na área humana, uma possível influência desses agentes no 

estabelecimento, controle e tratamento das diversas infecções que acometem 

os animais, notadamente nas infecções da glândula mamária dos bovinos 

(MELCHIOR et al., 2006) 

A primeira teoria para a produção de biofilmes foi descrita por Marshall 

et al. (1971), a qual relata que a produção do biofilme ocorre em duas fases, 

sendo que na primeira ocorre a adesão do micro-organismo na superfície por 

interações fracas, onde o processo é ainda reversível e os micro-organismos 

são facilmente removidos; na segunda etapa, ocorre a interação física da célula 

microbiana com a superfície por meio de um conjunto de fibras finas 

constituídas por material extracelular de natureza polissacarídea ou protéica, 

produzida pela bactéria, o qual é denominado glicocálice, que suporta a adesão 

dos biofilmes. Essas fibras se tornam mais espessas com o tempo, levando à 
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formação da matriz do biofilme, dentro da qual, substâncias orgânicas e 

inorgânicas coexistem com os micro-organismos.  

O biofilme se desenvolve como resultado posterior da adsorção e 

aderência de células planctônicas novas, em conjunto com o crescimento 

continuado das que já se encontram aderidas sobre uma superfície. A segunda 

fase da aderência bacteriana é baseada em forças de atração mais fortes entre 

as células e o substrato, momento em que os micro-organismos se tornam 

firmemente fixados à superfície com o auxílio da matriz extracelular, a 

aderência está concluída e é estabelecido o biofilme maduro. Neste momento, 

os biofilmes são de difícil remoção e requerem aplicação de força mecânica 

forte para serem desagregados das superfícies.  

Um modelo mais complexo e atual para explicar a formação, 

diferenciação e constituição do biofilme maduro é dividido em cinco estágios e 

está descrito na figura 1 (STOODLEY et al., 2002)..  

Figura 1 - Etapas de desenvolvimento de biofilmes. 
Fonte: Stoodley et al. (2002) 

 

As cinco etapas compreendem: 1a - as células livres, ou também 

conhecidas como planctônicas, dispersas no meio, começam a se aproximar 

de superfícies sólidas por meio da sua motilidade ou por meio do fluxo de 

fluidos, estas têm que superar as forças de repulsão existentes entre a célula e 

a superfície. Durante esta etapa a célula bacteriana pode facilmente se mover 
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na superfície e as forças de interação que influenciam a reversibilidade do 

processo de adesão são a força de atração de Van der Walls, forças 

eletrostáticas e interações hidrofóbicas; 2a – ocorre a transição da fase 

reversível para a fase irreversível da aderência a partir da produção de 

polímeros extracelulares e/ou pela produção de adesinas específicas na 

superfície das bactérias como flagelos e fímbrias, que interagem com a 

superfície, dessa forma esses organismos tornam-se imobilizados ao substrato 

iniciando sua multiplicação na superfície de contato e a formação de uma 

monocamada; 3a – Início do desenvolvimento da arquitetura do biofilme; 4a - 

Nesta etapa as bactérias começam a formar agrupamentos conhecidos como 

microcolônias no biofilme maduro. Durante este estágio as substâncias 

poliméricas extracelulares servem como uma matriz adesiva e possibilitam o 

acesso aos nutrientes. Forma-se também nesta etapa uma complexa 

arquitetura com estrutura composta por pilares compostos de células 

bacterianas rodeadas por canais de água que permitem os nutrientes e 

oxigênio alcançarem o interior do biofilme e permite aos metabólitos excretados 

difundirem-se para fora do mesmo. As células sésseis desenvolvem padrões 

específicos de crescimento e diferenciação fisiológica e metabólica em relação 

às células planctônicas; 5a – Nesta fase ocorre dispersão das células 

bacterianas do biofilme para o ambiente ao seu redor e o ciclo se reinicia.  

Células em crescimento nos biofilmes mostram diferenças em seu 

metabolismo, fisiologia e morfologia quando comparadas com células 

planctônicas. Essas células podem expressar diferentes fenótipos dependendo 

da sua localização dentro biofilme (McLANDSBOROUGH et al., 2006; 

COENYE e NELIS, 2010). 

 

2.3 Mastite 

Mastite designa os fenômenos inflamatórios, mais comumente de 

natureza infecciosa, que acometem a glândula mamária dos mamíferos 

(BRADLEY, 2002). Trata-se de uma enfermidade de cunho multifatorial que 

tem nas interrelações entre o hospedeiro, o ambiente e os agentes infecciosos 

os fatores determinantes para sua ocorrência (Le BLANK et al. 2006).  
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No aspecto epidemiológico, a mastite bovina divide-se em mastite 

contagiosa e ambiental (ANDREWS et al, 2008). A mastite contagiosa é 

definida pela forma de transmissão direta, o reservatório dos agentes 

causadores é representado pelo próprio animal, mais especificamente a 

glândula mamária (RADOSTITIS et al., 2002; ANDREWS et al., 2008). Os 

patógenos predominantes nessas infecções são Staphylococcus aureus, 

Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis, Streptococcus dysgalactiae 

e Mycoplasma sp. A mastite ambiental caracteriza-se pelo fato do reservatório 

dos patógenos estarem localizados no próprio ambiente de criação dos 

animais, como a cama, os equipamentos de ordenha, a água, o solo do curral, 

entre outros (BURTON et al., 2002; ANDREWS et al., 2008). Os micro-

organismos mais frequentemente isolados desse tipo de mastite são 

representados por bactérias gram negativas, como E. coli, Klebsiella sp., 

Enterobacter sp., Pseudomonas sp. e Proteus sp. (OLIVER et al., 2011) Sendo 

E. coli o mais representativo patógeno isolado de casos de mastite ambiental 

(WENZ et al., 2006; OLIVER et al., 2011). 

A mastite pode ainda ser classificada, de acordo com a forma de 

apresentação, em clínica e subclínica. O diagnóstico da mastite clínica é 

realizado a partir da observação das alterações no leite e da presença de sinais 

da inflamação na glândula mamária como a presença de dor, edema no úbere 

e tetos e modificação das características da secreção do leite. Por outro lado, a 

mastite subclínica é melhor caracterizada pelo aumento da contagem de 

células somáticas – CCS no leite devido ao influxo de leucócitos, uma vez que 

tanto o úbere quanto o leite se apresentam, aparentemente, normais (GULER e 

GUNDUZ, 2007).  

Quanto a fisiologia, o ambiente da glândula mamária de animais isentos 

de sinais clínicos, excluindo as diferenças de raça, ambiente e manejo, 

apresentam valores de pH entre 6,4 a 6,8, temperatura entre 38oC a 39oC e 

concentrações de glicose entre 2,2 a 2,8%. (RADOSTITIS et al., 2002; 

ANDREWS et al., 2008). Entretanto, durante o estabelecimento da mastite, a 

glândula passa por várias mudanças fisiopatológicas, uma delas se refere ao 

pH, que pode variar de alcalino para ácido à medida que a doença evolui 

(ANDREWS et al., 2008). No início dos sinais clínicos, o pH tende a ser 
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alcalino, devido à produção de substâncias alcalinizantes pelo organismo, 

visando compensar a acidez produzida pela fermentação bacteriana inicial. 

Somado a isso, nesta fase, grandes células de defesa juntamente com plasma 

chegam aos alvéolos lactíferos por meio da corrente sanguínea que, em razão 

da natureza alcalina do plasma, elevam o pH, podendo variar, em 

determinadas ocasiões, de 8,3 a 8,7 (ANDREWS est al., 2008). Entretanto, 

para E. coli, assim como para outros micro-organismos fermentadores de 

açúcares, com a evolução do processo infeccioso e do agravamento dos sinais 

clínicos, ocorre uma produção cada vez maior de compostos de natureza ácida 

oriundos da inflamação instaurada e de quantidades maiores de ácidos 

provenientes da fermentação de açúcares, o que faz com que os valores de pH 

cheguem próximos a 5 (VANGROENWEGHE, et al., 2006; ANDREWS et al., 

2008). Essa fermentação por parte dos micro-organismos também faz com que 

as concentrações de glicose e lactose no lúmen da glândula mamária 

acometida pela enfermidade, atinjam níveis mais baixos que o normal. 

(ANDREWS et al., 2008). 

A preocupação com a mastite, tanto na forma clínica como na forma 

subclínica, 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 de 20 a 38% desta enfermidade representa 

uma perda de produção entre 12 a 15%, sendo a causa de perda econômica 

mais significativa no setor lácteo nacional (SANTOS e FONSECA, 2007). 

Devem ser contabilizados ainda os gastos com medicamentos, leite 

descartado, serviços veterinários, descarte prematuro e a diminuição do valor 

comercial dos animais (SANTOS e FONSECA, 2007). Costa (1999) estimou 

que os prejuízos decorrentes da mastite nos rebanhos nacionais eram da 

ordem de US$332/vaca/ano o que representa cerca de dois a três bilhões de 

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

et al., (2011) relatam que as perdas mundiais causadas por essa forma de 

mastite variam de €61 a €97 por bovino acometido por ano, entretanto, esses 

valores podem variar conforme o tipo de exploração, ambiente e o tipo de 

manejo do rebanho. Steeneveld et al., (2011) encontraram custos variando de 



 
 

11 
 

US$224 a US$275 por animal/ano acometido pela mastite clínica em rebanhos 

holandeses.  

Além destas perdas, há ainda um risco potencial à saúde pública, visto 

que, a disseminação dos patógenos, via leite e derivados, embora rara na era 

da pasteurização, continua a ser um risco, principalmente em nichos de 

mercado de produtos lácteos não pasteurizados, comércio de leite informal ou 

durante falhas no processo de pasteurização (O’FERRALL-BERNDT et al., 

2003; ALTALHI et al., 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 cepas bacterianas resistentes e a 

transferência de resíduos antimicrobianos para a cadeia alimentar (ANDREW 

et al., 2008). Sendo a bovinocultura leiteira um setor fixador do homem no 

campo e um importante fornecedor de alimentos altamente nutritivos para a 

sociedade, a mastite também é preocupante por agravar problemas sociais 

como o êxodo rural, desnutrição, mortalidade infantil e fome (SANTOS et al., 

2000).  

Os programas de controle de mastite atuais baseiam-se na higiene de 

ordenha, no tratamento à base de antimicrobianos e no abate de animais 

cronicamente infectados. A aplicação destas medidas tem levado a um 

progresso considerável no controle patógenos contagiosos. No entanto, estes 

procedimentos são menos eficazes contra patógenos ambientais, (MAKOVEC 

e RUEGG, 2003; OLIVER et al.; 2011). Este fato é demonstrado por estudos 

que indicam que a incidência de mastite ambiental, ou se manteve constante 

ou aumentou nos últimos anos (BRADLEY et al., 2001; MAKIVEC e RUEGG, 

2003). 

E. coli é o micro-organismo mais comumente isolado nos casos de 

mastite ambiental (WENZ et al., 2006; OLIVER et al., 2011). As mastites 

causadas por este micro-organismo ocorrem geralmente durante o período 

seco e logo após o parto, são geralmente transitórias e associadas com 

quadros clínicos agudos ou superagudos, que podem levar a morte do animal 

(HOGAN e SMITH, 2003; BURVENICH et al., 2003; BANSAL et al., 2006). 

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

maior habilidade em aderir e replicar no tecido mamário podendo determinar 
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infecções persistentes no hospedeiro (DOGAN et al., 2006; FONTAINE et al., 

2006).  

A mastite por E. coli, em geral, é decorrente da invasão da glândula 

mamária pelo agente bacteriano por meio do canal do teto, por meio do contato 

dos tetos com o ambiente contaminado. Após a invasão, o agente pode se 

multiplicar ou permanecer em latência, sem causar sinais clínicos, por dias 

(BLUM et al.; 2008; BRADLEY e GREEN, 2009). Apesar da glândula mamária 

não ser considerada um habitat natural para estes agentes, muitas cepas são 

capazes de sobreviver e se multiplicar no interior desta. Este fato se deve à sua 

habilidade de E. coli em adquirir DNA exógeno, incluindo genes de virulência o 

que contribui para o desenvolvimento de cepas patogênicas adaptadas à 

glândula mamária e potencialmente causadoras de mastites (KAPER et al., 

2008). 

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

geralmente, de curta duração 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). É um problema de maior relevância em rebanhos com baixa prevalência 

de patógenos contagiosos e em bovinos com CCS menor que 150.000 

células/mL, sendo a Escherichia coli o agente mais importante e mais 

encontrado nos casos clínicos dessa forma de mastite (GREEN et al., 2007; 

BRADLEY e GREEN, 2009; OLIVER et al., 2011). 

Em geral, os testes utilizados para verificar a sensibilidade a 

antimicrobianos dos micro-organismos causadores de mastite se baseiam no 

antibiograma, pela técnica de difusão de discos e na avaliação da 

concentração mínima inibitória (CMI) (STEENEVELD et al., 2011). Este último, 

por gerar resultados mais confiáveis e precisos que o antibiograma, vem sendo 

o mais utilizado pelos laboratórios atualmente. Porém, quando se avalia as 

células sésseis, esses métodos não fornecem resultados precisos, pois ensaios 

de sensibilidade efetuados em bactérias organizadas em biofilmes mostram 

que a concentração do antimicrobiano requerido para erradicação do biofilme é 

muitas vezes maior do que a determinada na CMI (KAMARK et al, 2008; 

HØIBY et al., 2010). Este fato é preocupante considerando que o controle e o 



 
 

13 
 

tratamento de diversas enfermidades infecciosas dos humanos e animais, são 

realizados com doses de antimicrobianos baseadas nos resultados do 

antibiograma e da CMI  

Inúmeros estudos de sensibilidade in vitro confirmam que os micro-

organismos envolvidos com a mastite bovina têm permanecido sensíveis aos 

agentes antimicrobianos (ERSKINE et al., 2002; ROSSITO et al., 2002; 

MELCHIOR et al, 2007), entretanto, o sucesso da terapia, tem sido frustrante 

em muitos casos, não melhorando a saúde do úbere e muitas vezes levando 

ao descarte precoce do animal. Considerando a baixa eficiência da terapia, 

relacionada à resistência intrínseca e não a resistência adquirida por 

transferência horizontal, outros fatores têm sido identificados por proteger os 

micro-organismos do ataque dos agentes antimicrobianos. Uma das hipóteses 

mais convincentes para explicar essa resistência à terapia é a habilidade dos 

micro-organismos de se multiplicarem e formarem biofilmes na superfície do 

tecido da glândula mamária infectada, desenvolvendo assim uma resistência 

inata à maioria dos agentes antimicrobianos (MELCHIOR et al., 2006). 

Estudos “in vitro” demonstram que células bacterianas organizadas em 

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

dos agentes antimicrobianos quando comparadas com as células planctônicas 

dos mesmos isolados (HØIBY et al.; 2010; ANTUNES et al., 2011; SHAFAHI e 

VAFAI, 2011). Este fato pode explicar o reaparecimento da sintomatologia da 

mastite mesmo após o tratamento com antimicrobianos, o que é embasado por 

estudos epidemiológicos que sugerem que mais de 40% dos casos de mastite 

foram recorrentes após o fim do tratamento. (HILLERTON et al., 2007). 

LIPMAN et al (2004) observaram a recidiva da mastite nos mesmos 

quartos e causada pela mesma cepa de E.coli, após antibioticoterapia, isso não 

deveria ser comum, pois há uma grande diversidade de cepas de E. coli 

distribuídas no ambiente, a reinfecção com a mesma cepa sugere a 

sobrevivência do micro-organismo no hospedeiro resultado de uma infecção 

intramamária persistente (PASSEY et al., 2008).  

Os mecanismos pelos quais as células sésseis tornam-se resistentes 

podem ser atribuídos a diversos fatores, entre eles estão as mudanças 

fenotípicas das células bacterianas nos biofilmes, a inativação dos 
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antimicrobianos por EPS, à barreira física exercida pela matriz de EPS e a 

limitação de nutrientes diminuindo a taxa de crescimento bacteriano 

(CLUTTERBUCK et al., 2007; HØIBY et al., 2010). Além disso, a distribuição 

do agente antimicrobiano no tecido mamário pode ser impedida por mudanças 

fisiopatológicas da glândula mamária como, por exemplo, necrose e isquemia, 

não permitindo que o antimicrobiano chegue ao local de atuação ou chegue em 

concentrações subinibitórias (BENGTSSON et al, 2009).  

Tendo em vista as 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 recidivante, o 

conhecimento do perfil de sensibilidade de células sésseis e de fatores (pH e 

concentrações de glicose) que possam influenciar a produção de biofilmes por 

E. coli, é fundamental para se estabelecer estratégias de controle e de 

tratamentos mais eficientes diminuindo assim falhas na terapia. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

Avaliar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos das células sésseis e 

planctônicas de E. coli isoladas de mastite bovina e verificar a influência de 

determinadas condições nutricionais-ambientais e de subdosagens de 

antimicrobianos na produção de biofilmes. 

 

3.2. Objetivos específicos 

• Identificar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos em células 

sésseis e planctônicas de E. coli isoladas de leite mastítico. 

• Determinar a influência das condições nutricionais e ambientais 

semelhantes às encontradas no ambiente da glândula mamária durante 

a enfermidade.  

• Verificar dentre os antimicrobianos usados no tratamento da mastite os 

que possam induzir a produção de biofilmes. 

• Confirmar a presença dos biofilmes por análise de microscopia 

eletrônica de varredura. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram desenvolvidos no laboratório de Doenças 

Bacterianas (LDBAC) pertencente ao Departamento de Veterinária (DVT) e no 

Núcleo de Microscopia e Microanálises (NMM), ambos localizados no campus 

da Universidade Federal de Viçosa (UFV), Viçosa, MG.  

Para a execução das diversas etapas do experimento, foram 

preparadas, previamente, soluções estoques, na concentração de 1000 mg/mL, 

dos seguintes antimicrobianos: ampicilina, cefalexina, ceftiofur, cotrimoxazol, 

enrofloxacina e gentamicina, usados como componentes de muitas 

formulações de medicamentos empregados no tratamento da mastite clínica. 

Estas soluções foram novamente diluídas, seriadamente, em água destilada 

para as diferentes concentrações utilizadas, filtrados em membrana com poro 

de 0,22 µm de diâmetro (Schleicher e Schuel, Alemanha), aliquotados e 

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

os períodos de viabilidade do antimicrobiano. Todo o experimento foi 

executado de acordo com as normas adequadas de assepsia.  

 

4.1 Isolados, meios de cultura e condições de estocagem 

Foram utilizados 27 isolados de Escherichia coli produtores de biofilmes 

provenientes de amostras de leite de bovinos apresentando mastite clínica, 

sendo cinco classificados como grandes produtores de biofilmes (GPB), 11 

como moderados produtores de biofilmes (MPB) e 11 como fracos produtores 

de biofilmes (FPB) (FERNANDES et al., 2011) apresentados no quadro 1. 

Todos os isolados foram armazenados em microtubos contendo caldo Infusão 

de Cérebro e Coração (BHI, Oxoid, Cambridge, Inglaterra) acrescidos de 20% 

de glicerol e estocados a – 800C. Antes da utilização, cada isolado foi estriado 

em placas de Petri contendo ágar MacConkey e incubados à temperatura de 

37oC por 24 horas. 

Como ponto de partida para a execução das diversas etapas do 

experimento, tomou-se como base a concentração de 1,0 x 108 UFC/mL das 

culturas. Para isso, colônias de cada isolado foram transferidas para tubos de 
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ensaio contendo caldo BHI pré-aquecido a 37oC e agitados a 2000rpm até 

atingir o valor de 0,3 de absorvância1, determinada por meio de espectrometria 

(Bio-tech ELx800, Winooski, EUA) em comprimento de onda de 550nm. A partir 

dessas culturas, quando necessário, diluições subseqüentes foram realizadas a 

fim de se atingir a concentração adequada para a realização de cada uma das 

etapas do experimento descritas abaixo. 

 

Quadro 1 – Classificação quanto à produção de biofilmes dos 27 isolados de 
Escherichia coli utilizados no experimento.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GPB=Grande produtor de biofilmes; MPB=Moderado produtor: FPB=Fraco produtor. 

 

4.2  Concentração mínima inibitória - CMI 

Os isolados foram submetidos ao teste de sensibilidade a 

antimicrobianos para a obtenção da CMI conforme Moreira et al (2005). Para 

isso, 230 μL de cultura de cada isolado, diluída a 1,0 x 105 UFC/mL, foram 

adicionadas aos orifícios de placas de microtitulação (Nunc-Iimmuno plates, 

Dinamarca), juntamente com 70 μl das soluções dos antimicrobianos, em 

diferentes concentrações. O caldo BHI no volume de 230 μL acrescido de 70 

μL das soluções antimicrobianas nas diferentes concentrações foi usado como 

                                                            
1 0.3 de absorvância corresponde a uma concentração de 1,0 x 108 UFC/mL de Escherichia coli 
neste experimento. 

Isolados  
Produção de 

biofilmes 
1 GPB 
2 MPB 
3 MPB 
4 FPB 
5 MPB 
6 FPB 
7 FPB 
8 MPB 
9 FPB 
10 MPB 
11 FPB 
12 FPB 
13 FPB 
14 FPB 

Isolados  
Produção de 

biofilmes 
15 GPB 
16 GPB 
17 GPB 
18 MPB 
19 FPB 
20 FPB 
21 MPB 
22 MPB 
23 MPB 
24 MPB 
25 GPB 
26 MPB 
27 FPB 
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controle negativo. Para o controle positivo, foram utilizadas 230 μl das culturas 

diluídas juntamente com 70 μL de água destilada. 

O crescimento dos isolados foi acompanhado em um aparelho leitor de 

ELISA (Titertek multiskan®, Plus-MKII) e as leituras das D.O550 foram feitas em 

intervalos de tempo preestabelecidos até a estabilização dos valores. A curva 

de crescimento foi construída com a média estabelecida das triplicatas e 

plotada em programa Excel 2007. A CMI foi definida como a menor 

concentração do antimicrobiano que ira impedir 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. 

 

4.3 Condições nutricionais e ambientais envolvidas na produção de 
biofilmes. 

Conforme metodologia descrita por Kaur et al., (2009) com modificações, 

foi elaborado um meio mínimo sem uma fonte de carbono, composto por 5% de 

peptona e 10% de cloreto de sódio diluídos em água destilada. A partir deste 

meio, foram preparados 16 diferentes meios mínimos (MM) associando uma 

concentração de glicose (0,5%, 1,5%, 2,5% e 3,5%) com um valor de pH (5,5; 

6,5; 7,5 e 8,5) conforme descrito na quadro 2. Essas associações utilizadas são 

semelhantes às encontradas no lúmen da glândula mamária bovina em 

diferentes etapas da fisiopatologia da mastite clínica, desde o início da infecção 

até o aparecimento dos sinais clínicos e, por conseguinte o estabelecimento da 

enfermidade. 

Os isolados foram reativados em 2,0 mL de cada um dos diferentes MM 

em tubos de ensaio, incubados a 37ºC durante 24 horas e diluídos a 1,0 x 105 

UFC/mL. Posteriormente, 300 μL da cultura diluída foram adicionados aos 

orifícios de placas de microtitulação (Nunc-Iimmuno plates, Dinamarca) e 

submetidos à incubação a 37ºC por 24 horas . Após a incubação a produção 

de biofilmes foi quantificada. Para isso, as placas foram lavadas por três vezes 

em água destilada, preenchidas por 250 μL de Metanol (Labsynth, Diadema, 

São Paulo, Brasil) por orifício, incubadas por 15 minutos a temperatura 

ambiente e secas por aeração em cabine de fluxo laminar. Posteriormente, os 
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orifícios foram preenchidos por 250 μL de corante cristal violeta 1% (Reagen, 

Rio de Janeiro, Brasil), submetidos à incubação em temperatura ambiente por 

10 minutos e lavados em água corrente. Os orifícios foram novamente 

preenchidos com 250 μL de ácido acético glacial a 33% (Chemco, Campinas, 

Brasil) e após 2 minutos, os valores de densidade óptica (D.O.) foram 

mensurados no leitor de placas (Bio-tech ELx800, Winooski, EUA) em 

comprimento de onda de 550ηm e a média aritmética das triplicatas calculadas. 

Todos os procedimentos foram realizados em triplicata e para o controle 

negativo utilizou-se um MM não inoculado. 

 

Quadro – 2. Concentrações de glicose e valores de pH dos 16 meios mínimos 
utilizados no experimento. 

Meios mínimos Glicose (%) pH 

A1 2,5 5,5 
A2 2,5 6,5 
A3 2,5 7,5 
A4 2,5 8,5 
B1 0,5 5,5 
B2 0,5 6,5 
B3 0,5 7,5 
B4 0,5 8,5 
C1 1,5 5,5 
C2 1,5 6,5 
C3 1,5 7,5 
C4 1,5 8,5 
D1 3,5 5,5 
D2 3,5 6,5 
D3 3,5 7,5 
D4 3,5 8,5 

 
 
4.4 Perfil de resistência das células sésseis aos antimicrobianos. 

Foi utilizada a metodologia de Lucchesi, (2006) com modificações. Para 

isso, tubos de ensaio foram preenchidos com cinco esferas de vidro com 2,00 

mm de diâmetro juntamente com 5,0 mL de cultura de cada um dos 27 isolados 

em caldo BHI a 1,0 x 108 UFC/mL e incubados por 24 horas à temperatura de 

37ºC. Após a incubação, as esferas foram removidas com auxílio de uma 
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pinça, transferidas para novos tubos de ensaio e lavadas três vezes com 

solução salina. Após as lavagens, os tubos foram preenchidos com 5,0 mL de 

caldo BHI juntamente com os antimicrobianos a concentrações de 100, 200, 

300, 400 e 500 µg/mL e incubados por 24 horas a 37oC. Posteriormente, as 

esferas foram lavadas com solução salina e transferidas para novos tubos 

contendo 5,0 mL de caldo BHI. Os tubos foram submetidos à agitação por 9 

minutos a 2000 rpm e incubados por 24 horas à temperatura de 37ºC, 

momento em que foi avaliado o crescimento celular por turbidez e 

plaqueamento em meio MacConkey. A menor concentração na qual não se 

verificou crescimento bacteriano foi denominada como concentração mínima de 

erradicação do biofilme (CMEB). 

A partir dos resultados obtidos, ensaios foram realizados para seis 

isolados escolhidos aleatoriamente, visando obter a concentração de células 

sésseis desagregadas da superfície das esferas e confirmar a ação das CMEB 

sobre os biofilmes. Para isso, as esferas de cada isolado, foram submetidas à 

respectiva CMEB de um antimicrobiano. Como controle positivo, as esferas 

foram submetidas a caldo BHI sem antimicrobianos. A metodologia seguiu-se 

conforme descrito anteriormente e, após a agitação a 2000g, alíquotas de 1,0 

mL de cada um dos tubos foram retiradas, diluídas de forma seriada e 

plaqueadas em placas com ágar MacConkey. As placas foram incubadas a 

37ºC por 24 horas e as unidades formadoras de colônias (UFC) foram 

quantificadas nas placas contendo 25 a 250 colônias. 

 

4.5 Antimicrobianos indutores de biofilmes 

Para a execução deste experimento foram utilizadas cinco 

concentrações subinibitórias de cada antimicrobiano utilizado no trabalho. 

Baseado nisso, tomou-se como referência a menor CMI obtida para cada 

antimicrobiano, a partir da qual foram feitas diluições subseqüentes 1:2 até a 

última concentração utilizada. 

O procedimento seguiu-se as metodologia de Hoffman et al. (2005) e 

Moreira et al. (2005), ambas com modificações. Um volume de 230 μl de 

cultura diluída a 1,0 x 107 UFC/ml de cada isolado juntamente com 70 μl de 
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solução de cada antimicrobiano, nas diferentes concentrações pré-

estabelecidas, foi adicionado aos orifícios de placas de microtitulação. Para o 

controle positivo, empregou-se 230 μl de cultura adicionada de 70 μl de água 

destilada e para o controle negativo, foi utilizado 230 μl de caldo BHI 

adicionado de 70 μl de solução antimicrobiana. As placas foram incubadas a 

37ºC por 24 horas e a quantificação da produção dos biofilmes foi analisada 

como descrita no item 4.3. Todos os procedimentos foram executados em 

triplicata e os antimicrobianos foram previamente diluídos em água destilada, 

filtrados, aliquotados e armazenados à – 20ºC até o momento das análises.   

 

4.6 Microscopia eletrônica de varredura – MEV 

A metodologia utilizada para visualização dos biofilmes foi adaptada a 

partir de Abdi-alil et al (2006). Foram preparados cupons de poliestireno 

medindo 1,0 x 0,5 cm, simulando a superfície das placas de microtitulação 

utilizadas. Os cupons, anteriormente às análises, foram higienizados da 

seguinte maneira: imersão em solução de hipoclorito de sódio a 1% durante 30 

minutos; lavagem em água destilada; imersão em álcool 70%; lavagem em 

água destilada. Após higienização, foram secos por 2 minutos e expostos à 

radiação ultravioleta (UV) por 20 minutos em cabine de fluxo laminar.  

A MEV foi executada para quatro isolados escolhidos aleatoriamente 

(dois fracos produtores de biofilmes, FPB e dois grandes produtores de 

biofilmes, GPB) cultivados sob condições que favoreceram ou não a produção 

de biofilmes. Os cupons foram colocados em tubos de vidro contendo 5 mL de 

cultura de cada isolado em caldo BHI a 1,0 x 108 UFC/mL. Os tubos foram 

incubados a 37oC por 24 horas e, após a incubação, os cupons foram fixados 

em glutaraldeído 2,5% em tampão fosfato 0,1 M, pH 7.2 por um período de 24 

horas em temperatura de 4,0oC. 

Após a fixação, foi conduzida a pós-fixação em tetróxido de ósmio a 1% 

por 2 horas a 4,0ºC, desidratação e secagem em ponto crítico Balzers CPD 

020, montagem em suporte de alumínio e cobertura com ouro em “sputter 

coater” (Balzers SCA 010). Na seqüência, o material foi analisado em 
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microscópio eletrônico de varredura Leo 1430VP em diferentes magnitudes de 

aumento.  

 

4.7 Análise estatística. 

Para avaliar se os dados obtidos no trabalho seguem a distribuição 

normal, empregou-se o teste de normalidade de Anderson-Darling. 

O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para identificar possíveis 

diferenças entre aos valores de CMEB das distintas categorias de isolados 

(grande, moderado e fraco produtor de biofilme), posteriormente empregou-se 

o teste de Dunn’s para localizar as diferenças entre as categorias.  

O teste de Kruskal-Wallis também foi usado para identificar possíveis 

diferenças entre a produção de biofilmes pelos isolados, nos diferentes meios 

mínimos e igualmente, para os isolados submetidos às diferentes 

concentrações de antimicrobianos. Posteriormente, os dados foram submetidos 

ao teste de Dunn’s, necessário para localizar as diferenças entre os grupos. 

O teste de correlação de Spearman foi usado para avaliar a possível 

correlação entre os valores de CMI e CMEB.  

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

adotado foi de 5% (α=0,05). Para a realização dos referidos testes estatísticos 

foi empregado o software Minitab 15®. 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 Determinação da concentração mínima inibitória (CMI) 

Foram observados valores de CMI variando entre 0,125 µg/mL a 10 

µg/mL para os 27 isolados analisados. Os maiores valores foram obtidos para 

quatro isolados, que obtiveram, para o cotrimoxazol, CMI de 10 µg/mL (quatro 

isolados) (Figura 2) e para ampicilina, CMI 4,0 µg/mL (dois isolados), 6,0 µg/mL 

(um isolado) e 8,0 µg/mL (um isolado), o que os coloca dentro da categoria de 

resistentes para estes antimicrobianos (CLSI, 2008) (tabela – 1). Entretanto, 

para os demais isolados, 23 (85,2%) no total, os valores de CMI obtidos foram 
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baixos, variando de 0,125 a 0,25 µg/mL para ampicilina (Figura 3), 0,5 a 1,0  

µg/mL para ceftiofur, 1,0 a 2,0 µg/mL para cefalexina, 0,125 a 0,25 µg/mL para 

enrofloxacina, 0,5 a 2,0 µg/mL para cotrimoxazol e 0,5 a 2,0 µg/mL para 

gentamicina sendo classificados na categoria de sensíveis (CLSI, 2008) 

(Tabela 1).  

Resultados semelhantes foram obtidos por Bengtsson et al., (2009) na 

Suécia que, avaliando a resistência de 743 isolados bacterianos causadores de 

mastite clínica, encontraram um perfil de alta sensibilidade para E. coli, S. 

uberis, S. dysgalactiae e S. agalactiae à maioria dos antimicrobianos usados. 

No mesmo estudo, destaca-se que as CMI encontradas para E. coli se 

assemelharam aos encontrados no presente trabalho, com 100% desses 

valores entre 0,25 µg/mL e 1,0 µg/mL para ceftiofur, 74,8% entre 0,5 µg/mL e 

2,0 µg/mL para ampicilina, 92% entre 0,5 µg/mL e 2,0 µg/mL para gentamicina 

e 100% entre 0,03 µg/mL e 0,12 µg/mL para enrofloxacina.  

Em princípio, a alta taxa de sensibilidade encontrada por Bengtsson et 

al, (2009) e pelo presente trabalho, se mostra favorável ao emprego destes 

antimicrobianos no tratamento da mastite causada por estes isolados de E. coli. 

Todavia, estudos vêm demonstrando que o sucesso da terapia antimicrobiana 

da mastite tem sido muitas vezes ineficaz, resultado em infecções persistentes 

e/ou recidivantes após o tratamento (MELCHIOR et al., 2006; DOGAN et al., 

2006). Uma das hipóteses para explicar essa resistência à terapia é a 

habilidade dos isolados de E. coli assim como outros micro-organismos de se 

aderirem, multiplicarem e formarem biofilmes na superfície do tecido da 

glândula mamária infectada, desenvolvendo assim uma resistência inata à 

maioria dos agentes antimicrobianos (MELCHIOR et al., 2006). Este fato pode 

ser confirmado em razão dos testes de CMI avaliarem apenas o perfil de 

sensibilidade das células planctônicas, não permitindo extrapolar seus 

resultados para as células sésseis, pois são mais resistentes à ação dos 

antimicrobianos.  
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Figura 2 - Efeito das diferentes concentrações (µg/mL) de cotrimoxazol 
(Sut) sobre o crescimento de Escherichia coli, em caldo BHI. A CMI foi de 
10 µg/mL. 

 

 

 
Figura 3 - Efeito das diferentes concentrações (µg/mL) de ampicilina 
(Amp) sobre o crescimento de Escherichia coli, em caldo BHI. A CMI foi 
de 0,5 µg/mL. 
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Tabela1 - Distribuição (porcentagem) das CMI e perfil de resistência dos isolados de 
Escherichia coli (n=27) provenientes de mastite clínica. 

                                        Distribuição (%) das CMI (µg/mL) 

Antimicrobiano. 
R 

(%) 0,125 0,25 0,5 1 2 4 6 8 10 

AMP 14,81 40,74 44,45       7,41 3,7 3,7   

CTF 0   40,74 59,26      

CEF 0    62,9 37,1     

ENO 0 6 74        

GEN  0   7,41 88,9 3,69     

SUT 14,81   37,1 37,1 10,99    14,81
Os isolados são classificados como resistentes quando as CMI se localizam na área sombreada. R=resistência; 
AMP=ampicilina; CTF=ceftiofur; CEF=cefalexina; ENO=enrofloxacina; GEN=gentamicina; SUT=cotrimoxazol. 

 

5.2 Concentrações de glicose e variações de pH envolvidos com a 
produção de biofilmes. 

Em todos os MM testados os isolados foram capazes de aderir e formar 

biofilmes em diferentes quantidades ou biomassas nas placas de microtitulação 

(Figura 4). Para facilitar o entendimento, os resultados foram agrupados em 

três grupos: grupo 1, grupo 2 e grupo 3. 

A produção de biofilmes foi significantemente maior para os meios B1 e 

B4 (grupo 1). Para esses meios, a associação entre as menores 

disponibilidades de glicose (0,5% e 1,5%) com os valores de pH mais distantes 

da neutralidade (pH 5,5 e pH 8,5), proporcionaram condições estressantes para 

as células bacterianas e favoreceram a maior produção de biofilmes (Figura 4). 

Os meios A1, A4, B2, B3, C1 e C4, (grupo 2), também possibilitaram uma 

considerável produção de biofilmes, porem menor que a obtida para o grupo 1. 

Neste caso, não houve associação de dois fatores estressantes em um mesmo 

meio como demonstrado no grupo 1. Esses dados confirmam que pH (5,5 e 

8,5) ou glicose (0,5% e 1,5%) exercem influência na produção de biofilmes por 

E. coli, porém quando estão associados esta influência parece ser sinérgica, 

proporcionando uma maior produção (Figura 4). Por outro lado, para os meios 

A2, A3, D1, D2, D3 e D4 (grupo 3), a associação de pH próximo da 
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neutralidade (pH 6,5 e pH 7,5) e concentração de glicose alta (2,5¨% e 3,5%), 

parece ter exercido influência antagônica, fazendo com que os isolados 

produzissem as mais baixas quantidades de biofilmes no teste. (Figura 4). Um 

caso atípico foi encontrado para C2 e C3 que embora apresentem baixa 

disponibilidade de glicose (1,5%) obtiveram produção de biofilmes iguais 

estatisticamente a do grupo 3 (p > 0.05). 

Houve diferença na capacidade de formação de biofilmes entre os 

grupos 1, 2 e 3 (p < 0,001). O mesmo ocorreu ao se comparar o grupo 2 com o 

grupo 3 (p < 0.001). Entretanto não foi verificada diferença ao se comparar os 

meios entre si, dentro dos grupos, (p > 0,05). 

 

 

A1 (pH=5,5 e 2,5% de glicose); A2 (pH=6,5 e 2,5% de glicose); A3 (pH=7,5 e 2,5% de glicose); A4 (pH=8,5 
e 2,5% de glicose); B1 (pH=5,5 e 0,5% de glicose); B2 (pH=6,5 e 0,5% de glicose); B3 (pH=7,5 e 0,5% de 
glicose); B4 (pH=8,5 e 0,5% de glicose); C1 (pH=5,5 e 1,5% de glicose); C2 (pH=6,5 e 1,5% de glicose); C3 
(pH=7,5 e 1,5% de glicose); C4 (pH=8,5 e 1,5% de glicose); D1 (pH=5,5 e 3,5% de glicose); D2 (pH=6,5 e 
3,5% de glicose); D3 (pH=7,5 e 3,5% de glicose); D4 (pH=8,5 e 3,5% de glicose). 

Figura 4 - Produção de biofilmes (densidade ótica, D.O550nm) de isolados de 
Escherichia coli obtidos de leite mastítico nos 16 meios mínimos avaliados. 
 

 

Embora meios com maior disponibilidades de açúcares sejam mais 

propícios ao crescimento bacteriano, no presente trabalho, estes não foram 

capazes de estimular uma maior produção de biofilmes. Em estudo 

semelhante, Kaur et al (2009) verificaram que estreptococos do grupo B 
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isolados de casos clínicos de vaginite em humanos, produziram quantidades 

maiores de biofilmes em meios alcalinos e com limitação de glicose em 

comparação aos meios ácidos, neutros e ricos em glicose. Em outro estudo, 

Michu et al (2011) observaram maior produção de biofilmes por isolados de S. 

epidermidis cultivados em meios com baixas concentrações de glicose em 

relação aos isolados cultivados com altas concentrações. As diferenças na 

produção de biofilmes sob diferentes condições ambientais e nutricionais são 

explicadas, possivelmente, pela capacidade de alguns micro-organismos que, 

em resposta a estímulos externos como densidade populacional, tensão ou 

limitação de nutrientes, osmolaridade, pH e composição do meio; ativarem 

genes responsáveis pela expressão de proteínas de superfície que favorecem 

a adesão e a produção de EPS, as quais estão diretamente envolvidas na 

produção dos biofilmes (FRANK et al., 2008). 

Os resultados também permitiram verificar que os meios que mais 

favoreceram a produção de biofilmes (grupo1) apresentam condições que se 

assemelham ao ambiente da glândula mamária em etapas mais avançadas da 

inflamação, a partir do aparecimento dos sinais clínicos. O pH do lúmen da 

glândula, a partir desta fase, pode variar de alcalino para ácido à medida que a 

doença evolui (VANGROENWEGHE et al., 2006; ANDREWS et al., 2008). 

Segundo Andrews et al., (2008), no início dos sinais clínicos, o pH tende a ser 

elevado, devido à grande quantidade de substâncias alcalinizantes sintetizadas 

pelo organismo, visando compensar  a acidez produzida pela fermentação 

bacteriana. Além disso, nesta fase, grandes quantidades células de defesa 

juntamente com plasma chegam aos alvéolos lactíferos por meio da corrente 

sanguínea que, em razão da natureza alcalina do plasma, elevam o pH, 

podendo chegar a 8,3 - 8,7. Entretanto, à medida que o processo infeccioso 

evolui, este recurso utilizado pelo organismo torna-se descompensado pela 

produção em maiores quantidades de ácidos provenientes da inflamação e da 

fermentação de açúcares pelas bactérias, que faz com que os valores de pH 

diminuam e cheguem próximos a 5.(VANGROENWEGHE, et al. 2006; 

ANDREWS et al., 2008). Os meios que menos favoreceram a produção de 

biofilmes (Grupo 2) possuem condições que se assemelham ao ambiente da 
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glândula sadia, ricos em açúcar e com valores de pH mais próximos da 

neutralidade (RADOSTITIS et al, 2002; ANDREWS et al., 2008).  

Os resultados, embora obtidos de ensaios in vitro, permitem fazer 

inferências sobre o possível favorecimento da produção de biofilmes em etapas 

mais avançadas do processo infeccioso da mastite causada por E. coli, quando 

o ambiente glandular encontra-se menos favorável ao crescimento bacteriano 

devido às condições de estresse mencionadas anteriormente. O contrário 

parece ocorrer quando se trata do ambiente da glândula mamária sadia, 

situação em que não há limitação de nutrientes nem condições de alcalinidade 

e/ou acidez. 

  

5.3  Resistência dos biofilmes a antimicrobianos 

O trabalho demonstrou alta resistência das células sésseis de E. coli aos 

antimicrobianos em relação às células planctônicas. Este fato foi confirmado 

pelos valores de CMEB tem sido superiores aos valores de CMI 

correspondentes (Tabelas 2-7). De acordo com a literatura, bactérias 

organizadas em biofilmes tornam-se de 10 a 1000 vezes mais resistentes a 

ação de antimicrobianos em relação às bactérias livres (HØIBY et al., 2011). 

Entretanto, no presente estudo, as células sésseis dos isolados GPB e MPB 

foram até 2500 vezes mais resistentes a ampicilina (dois isolados GPB e dois 

MPB) e até 2400 a enrofloxacina (dois isolados GPB e dois MPB) (Tabela 2 e 

6). Para as células sésseis dos isolados FPB, esse aumento de resistência foi 

menor, variando de 333,4 para ampicilina (três isolados) a 4 para cotrimoxazol 

(dois isolados) (Tabelas 2 e 5). Da mesma forma, foi possível observar também 

que para os isolados classificados como resistentes (item 5.1), o aumento da 

resistência foi menor comparado aos isolados sensíveis, variando de 4 para 

ampicilina (dois isolados FPB) a 25 (dois isolados FPB). Estes resultados 

indicam uma maior eficácia dos antimicrobianos sob os isolados FPB de E. coli, 

usados no experimento, comparada aos isolados GPB e MPB. 

Analisando estatisticamente as razões CMEB/CMI obtidas entre as 

diferentes categorias de isolados (GPB, MPB E FPB), foi possível demonstrar 

que a CMEB foi significativamente maior nos isolados GPB em relação aos 
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isolados FPB (p < 0,001), como também em relação aos isolados FPB (p < 

0,001). No entanto, quando comparou-se o CMEB de isolados GMP com os de 

isolados MPB, as diferenças não foram significantes (p > 0,05) (Tabelas 3-8). 

Estes resultados podem ser explicados pela menor difusão dos antimicrobianos 

pelas camadas dos biofilmes produzidos por isolados GPB e MPB que tendem 

a ter uma maior biomassa e consequentemente mais densas comparadas as 

camadas dos biofilmes produzidos por isolados FPB (MELCHIOR et al., 2006). 

Isso poderia promover uma maior resistência das células sésseis devido a não 

exposição ou a exposição gradual de concentrações muito baixas do 

antimicrobiano (CLUTTERBUCK et al., 2007; HØIBY et al., 2010). Não houve 

correlação entre os valores de CMEB e CMI (p > 0,05).  

 

 

Tabela 2 - Comparação entre as concentrações mínimas inibitórias (CMI) e 
as concentrações mínimas de erradicação de biofilmes (CMEB) de 
ampicilina para isolados produtores de biofilmes de Escherichia coli 
provenientes de mastite clínica. 

Isolados n=27 Categ. CMI(µg/mL)  CMEB(µg/mL)  Razão*  
1 GPB 0,12 200,0 1667,0 
2 GPB 0,12 300,0 2500,0 
1 GPB 0,25 200,0 800,0 
1 GPB 0,25 300,0 1200,0 
4 MPB 0,12 200,0 1667,0 
2 MPB 0,12 300,0 2500,0 
2 MPB 0,25 200,0 800,0 
1 MPB 0,25 300,0 1200,0 
1 MPB 0,25 400,0 1600,0 
1 MPB 0,25 500,0 2000,0 
3 FPB 0,12 40,0 333,4 
3 FPB 0,25 40,0 160,0 
1 FPB 0,25 40,0 160,0 
2 FPB 4,0 100,0 25,0 
1 FPB 6,0 60,0 10,0 
1 FPB 8,0 100,0 12,5 

Categ. = Categoria; GPB= grande produtor de biofilmes; MPB= moderado produtor; FPB=fraco 
produtor. *Razão=CMEB/CMI 
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Tabela 3 - Comparação entre as concentrações mínimas inibitórias (CMI) e as 
concentrações mínimas de erradicação de biofilmes (CMEB) de ceftiofur. para 
isolados produtores de biofilmes de Escherichia coli provenientes de mastite 
clínica. 

Isolados n=27 Categ. CMI (µg/mL) CMEB (µg/mL) Razão* 

2 GPB 1,0 300,0 300,0 
3 GPB 1,0 400,0 400,0 
5 MPB 1,0 300,0 300,0 
2 MPB 1,0 400,0 400,0 
4 MPB 2,0 400,0 200,0 
5 FPB 1,0 40,0 40,0 
6 FPB 2,0 40,0 20,0 

categ. = Categoria; GPB= grande produtor de biofilmes; MPB= moderado produtor; FPB=fraco produtor. 
*Razão=CMEB/CMI 
 

Tabela 4 - Comparação entre as concentrações mínimas inibitórias (CMI) e as 
concentrações mínimas de erradicação de biofilmes (CMEB) de cefalexina. 
para isolados produtores de biofilmes de Escherichia coli provenientes de 
mastite clínica. 

Isolados n=27 Categ. CMI (µg/mL) CMEB (µg/mL) Razão* 
2 GPB 1,0 300,0 300,0 
3 GPB 1,0 400,0 400,0 
5 MPB 1,0 300,0 300,0 
2 MPB 1,0 400,0 400,0 
4 MPB 2,0 400,0 200,0 
5 FPB 1,0 40,0 40,0 
6 FPB 2,0 40,0 20,0 

categ. = Categoria; GPB= grande produtor de biofilmes; MPB= moderado produtor; FPB=fraco produtor. 
*Razão=CMEB/CMI 
 

Tabela 5 - Comparação entre as concentrações mínimas inibitórias (CMI) e as 
concentrações mínimas de erradicação de biofilmes (CMEB) de cotrimoxazol 
para isolados produtores de biofilmes de Escherichia coli provenientes de 
mastite clínica. 

categ. = Categoria; GPB= grande produtor de biofilmes; MPB= moderado produtor; 
FPB=fraco produtor. *Razão=CMEB/CMI 

Isolados n=27 Categ. CMI (µg/mL) CMEB (µg/mL) Razão* 
3 GPB 0,5 400,0 800,0 
2 GPB 2,0 400,0 200,0 
3 MPB 0,5 400,0 800,0 
5 MPB 1,0 400,0 400,0 
1 MPB 2,0 500,0 250,0 
2 MPB 10,0 50,0 5,0 
4 FPB 0,5 40,0 80,0 
5 FPB 1,0 40,0 40,0 
2 FPB 10,0 40,0 4,0 
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Tabela 6 - Comparação entre as concentrações mínimas inibitórias (CMI) e as 
concentrações mínimas de erradicação de biofilmes (CMEB) de enrofloxacina. 
para isolados produtores de biofilmes de Escherichia coli provenientes de 
mastite clínica. 

Isolados n=27 Categ. CMI (µg/mL) CMEB (µg/mL) Razão* 
3 GPB 0,20 300,0 1500,0 
2 GPB 0,125 300,0 2400,0 
4 MPB 0,20 200,0 1000,0 
5 MPB 0,20 300,0 1500,0 
2 MPB 0,125 300,0 2400,0 
8 FPB 0,20 20,0 100,0 
3 FPB 0,125 40,0 320,0 

categ. = Categoria; GPB= grande produtor de biofilmes; MPB= moderado produtor; FPB=fraco produtor. 
*Razão=CMEB/CMI 
 

Tabela 7 - Comparação entre as concentrações mínimas inibitórias (CMI) e as 
concentrações mínimas de erradicação de biofilmes (CMEB) de gentamicina. 
para isolados produtores de biofilmes de Escherichia coli provenientes de 
mastite clínica. 

Isolados n=27 Categ. CMI (µg/mL) CMEB (µg/mL) Razão* 
3 GPB 1,0 300,0 300,0 
1 GPB 1,0 400,0 400,0 
1 GPB 1,0 500,0 500,0 
5 MPB 1,0 300,0 300,0 
4 MPB 1,0 400,0 400,0 
1 MPB 1,0 500,0 500,0 
1 MPB 2,0 500,0 250,0 
2 FPB 0,5 60,0 120,0 
3 FPB 1,0 80,0 80,0 
2 FPB 1,0 60,0 60,0 
4 FPB 1,0 40,0 40,0 

categ. = Categoria; GPB= grande produtor de biofilmes; MPB= moderado produtor; FPB=fraco produtor. 

*Razão=CMEB/CMI 

 

Resultados semelhantes foram encontrados por Antunes et al., (2011) 

que, demonstraram maiores valores de CMEB de vancomicina para isolados de 

Staphylococcus spp, GPB e MPB, obtidos de cateteres, quando comparados 

aos FPB. Este aumento, assim como no presente trabalho, não foi verificado 

quando compararam as CMEB dos isolados GPB com MPB e não foi 

encontrada correlação entre os valores de CMEB e CMI. Em seus resultados, 

entretanto, os valores de CMEB foram inferiores aos encontrados neste 

trabalho.  
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O presente estudo permitiu demonstrar que as CMI dos antimicrobianos 

testados, frequentemente usadas como referência para o tratamento clínico, 

tanto na área humana como na veterinária, não foram eficientes na eliminação 

das células sésseis, sendo requeridas concentrações muito superiores àquelas 

indicadas e praticadas nos tratamentos. Estes dados são confirmados pela 

literatura, onde estudos de erradicação de biofilmes bacterianos na área 

clínica, demonstram que as concentrações de antimicrobianos requeridas para 

erradicação das células sésseis podem ser maiores que 1.000 vezes a CMI. 

(HØIBY et al., 2010). 

Foram também determinadas as concentrações médias das células 

desprendidas das esferas de sete isolados escolhidos aleatoriamente (Tabela 

9). Nenhuma colônia foi visualizada a partir das esferas submetidas às CMEB, 

contudo, concentrações médias de 1,96 x 106UFC/mL, foram obtidas nas 

esferas não submetidas à ação dos antimicrobianos, demonstrando a 

efetividade das CMEB sobre as células sésseis de E. coli . 

A escolha da terapêutica e da concentração antimicrobiana correta para 

o tratamento de infecções intramamárias em bovinos relacionadas com a 

produção de biofilmes, parece exigir a aplicação de testes mais específicos. 

Basear-se apenas em valores de CMI tem se mostrado ineficaz para 

determinar com precisão a susceptibilidade das células bacterianas sésseis.  

 

Tabela 8 - Taxa de recuperação celular média de células sésseis de sete 
isolados produtores de biofilmes de Escherichia coli provenientes de mastite 
clínica.desagregadas das esferas de vidro submetidas às respectivas 
concentrações mínimas de erradicação de biofilmes – CMEB em cada 
antimicrobiano testado. 

Isolados n=7 Antimicrobiano CMEB (µg/mL) Concentração (UFC/mL) 

1 AMP 200 0 

1 CTF 400 0 

1 CEF 300 0 

1 ENO 400 0 

1 GEN 300 0 

1 SUT 400 0 

7 S/ATB 0 1,96 x 106 

AMP=ampicilina; CTF=ceftiofur; CEF=cefalexina; ENO=enrofloxacina; GEN=gentamicina; 
SUT=cotrimoxazol; S/ATB= sem antimicrobianos. 
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5.4 Antimicrobianos indutores de biofilmes 

Dentre os antimicrobianos testados, gentamicina (aminoglicosídeo), e 

enrofloxacina (quinolona), foram considerados indutores da produção de 

biofilmes, no presente trabalho, respectivamente nas concentrações de 0,0312 

e 0,0125 µg/mL (Figuras 5 e 6). Sob estas concentrações, os isolados 

obtiveram D.O550 maiores quando comparadas às D.O550 do controle (C) (p < 

0,001), o que indica uma maior produção de biofilmes pelos isolados nas 

concentrações citadas. As D.O550 nas demais concentrações destes 

antimicrobianos não diferiram da D.O550 do controle (p > 0,05) (Figuras 5 e 6). 

Resultados semelhantes foram encontrados por Hoffman et al (2005) 

que demonstraram que concentrações subinibitórias dos aminoglicosídeos: 

gentamicina, estreptomicina e trombamicina induziram a produção de biofilmes 

por isolados de Pseudomonnas aeruginosa e E. coli. Segundo os autores, esta 

indução pode ser atribuída a diversos fatores, mas, principalmente, a uma 

reação defensiva específica para a presença de antimicrobianos e indicam que 

a base desta resposta inclui alterações nos níveis moleculares, com estímulo 

da expressão de determinados genes e inibição da expressão de outros. Em 

outro estudo, Chen et al (2010) confirmaram essa afirmação ao verificar a 

indução de genes envolvidos com a produção de biofilmes, acrA, agn43, csgA, 

csgD, ompF and pgaA, por isolados de E. coli, obtidos de amostras clínicas de 

suínos e aves sob diferentes concentrações de aminoglicosídeos.  

Os antimicrobianos gentamicina e enrofloxacina fazem parte da 

formulação de diversos medicamentos tradicionais disponíveis para o 

tratamento da mastite, sendo amplamente utilizados. (LANGONI et al., 2000; 

RANGEL et al. 2009). No entanto esta utilização muitas vezes é efetuada sem 

um estudo prévio do real perfil de sensibilidade dos micro-organismos, levando 

administrações de doses subinibitórias, favorecendo, além da seleção de 

isolados resistentes, a possível indução da produção de biofilmes. Esse fato é 

preocupante, tendo em vista que uma das hipóteses para explicar o crescente 

aumento de casos de mastites persistentes e/ou recidivantes nos rebanhos, 

que representam grandes prejuízos ao setor lácteo, é a presença de patógenos 

organizados em biofilmes no tecido da glândula mamária (MELCHIOR et al., 

2006). Outra situação em que os antimicrobianos podem atingir concentrações 
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subinibitórias na glândula mamária é o seu estado patológico. A presença de 

edema e do processo inflamatório pode impedir parcialmente o avanço dos 

antimicrobianos aos locais da infecção, fazendo com que esses alcancem as 

células bacterianas em concentrações muito abaixo das doses efetivas 

(ANDREWS et al., 2008). 

Mesmo com estudos demonstrando que aminoglicosídeos têm 

participação importante na indução de biofilmes de P. aeruginosa e E. coli, 

ainda não foi relatado o mesmo para quinolonas, sendo o resultado encontrado 

neste estudo, o primeiro relato do aumento da produção de biofilmes de E. coli 

de mastite clínica causado por concentração subnibitória de enrofloxacina. Este 

antimicrobiano é muito utilizado para o tratamento tanto da forma clínica como 

da subclínica da mastite e, devido ao seu amplo espectro de ação abrangendo 

um grande número de micro-organismos, possui forte apelo comercial 

(LANGONI et al. 2000).  

Sob as concentrações de 0,25; 0,125 e 0,0625 µg/mL de cotrimoxazol; 

0,25 µg/mL de cefiofur; 0,5 e 0,25 µg/mL de cefalexina os isolados obtiveram 

uma produção de biofilmes estatisticamente menores quando comparada a 

com o controle (p < 0,001). Este fato pode ser atribuído à ação bactericida 

ainda presente nestas concentrações, próximas às CMI, que ao inativar as 

células bacterianas planctônicas, não permitiram uma produção consistente de 

biofilmes. Nas demais concentrações desses antimicrobianos, os isolados não 

diferiram na produção de biofilmes, em relação ao controle (p > 0,05) (Figuras 

7-9). Em todas as cinco concentrações de ampicilina, as D.O550 obtidas pelos 

isolados não diferiram estatisticamente quanto à produção de biofilmes em 

relação ao controle (p > 0,05), demonstrando que este antimicrobiano, em 

concentrações subnibitórias, não exerceu influência na produção e 

consequentemente na indução da produção de biofilmes pelos isolados de E. 

coli avaliados (Figura 10). 
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Dados seguidos pela mesma letra não diferem em relação ao controle (C), pelo teste de Dunn, a 5% de 
significância (p > 0.05). Letras diferentes indicam significância de p < 0,001. 

Figura 5 - Produção de biofilmes (medianas da densidade ótica, D.O), nas 
cinco concentrações *(µg/mL) testadas de gentamicina, comparadas com o 
controle (C). 

 

 

Dados seguidos pela mesma letra não diferem em relação ao controle (C), pelo teste de Dunn, a 
5% de significância (p > 0.05). Letras diferentes indicam significância de p < 0,001.  

Figura 6 - Produção de biofilmes (medianas da densidade ótica, D.O), 
nas diferentes concentrações *(µg/mL)  testadas de enrofloxacina, 
comparadas com o controle (C).  
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Dados seguidos pela mesma letra não diferem em relação ao controle (C), pelo teste de Dunn, a 
5% de significância (p > 0.05). Letras diferentes indicam significância de p < 0,001. 

Figura 7 - Produção de biofilmes (medianas da densidade ótica, D.O), 
nas cinco concentrações *(µg/mL) testadas de cotrimoxazol, comparadas 
com o controle (C). 

 

 

Dados seguidos pela mesma letra não diferem em relação ao controle (C), pelo teste de Dunn, a 5% 
de significância (p > 0.05). Letras diferentes indicam significância de p < 0,001. 

Figura 8 - Produção de biofilmes (medianas da densidade ótica, D.O), 
nas cinco concentrações *(µg/mL) testadas de ceftiofur, comparadas com 
o controle (C). 

a
a
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bb
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Dados seguidos pela mesma letra não diferem em relação ao controle (C), pelo teste de Dunn, a 5% 
de significância (p > 0.05). Letras diferentes indicam significância de p < 0,001.  

Figura 9 - Produção de biofilmes (medianas da densidade ótica, D.O), 
nas cinco concentrações *(µg/mL) testadas de cefalexina comparadas 
com o controle (C). 

 

 

Dados seguidos pela mesma letra não diferem em relação ao controle (C), pelo teste de Dunn, a 5% 
de significância (p > 0.05). Letras diferentes indicam significância de p < 0,001. *concentração em 
µg/mL 

Figura 10 - Produção de biofilmes (medianas da densidade ótica, D.O), 
nas cinco concentrações *(µg/mL) usadas de ampicilina, comparadas com 
o controle(C).  
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5.5 Microscopia Eletrônica de Varredura 

A análise de MEV identificou diferenças significativas entre as interações 

dos isolados de E. coli GPB e FPB com a superfície dos cupons, não se 

resumindo apenas na quantidade de células aderidas, mas também na 

produção de matriz extracelular. Para a análise, os isolados FPB foram 

cultivados em meio mínimo B1 (pH 5,5 e glicose 0,5%) e em caldo BHI com 0,5 

µg/mL de cefalexina que representam condições que menos favoreceram a 

produção de biofilmes. Os isolados GPB foram cultivados em meio mínimo D2 

(pH 6,5 e glicose 3%) e em caldo BHI com 0,0125 µg /mL de enrofloxacina que 

representam condições que mais favoreceram a produção de biofilmes. Todos 

os isolados testados para MEV foram também cultivado em caldo BHI puro 

para comparação. 

As micrografias dos biofilmes formados pelos isolados FPB revelaram a 

presença de células aderidas à superfície, porém, em nenhuma delas 

demonstrou-se formação visível de matriz extracelular (Figuras 11, 13 e 14). 

Em relação aos isolados GPB, ao contrário, os biofilmes tiveram uma maior 

biomassa, sendo possível observar um número visualmente maior de células 

bacterianas aderidas e quantidades expressivas de estruturas complexas de 

aspecto fibroso e disforme, possivelmente fibras de EPS, envolvendo as 

células (Figuras 12, 15 e 16). A análise destas estruturas permite visualizar 

protuberâncias, camadas e canais que são característicos da arquitetura 

tridimensional dos biofilmes bacterianos (FLINT et al., 2011). Segundo 

Steinberger e Holden, (2004) a produção de matriz extracelular, varia em 

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

incluindo a composição do meio, o teor de oxigênio, de carbono, a 

osmolaridade, o pH e a idade do biofilme. Em ambientes onde há condições 

estressantes para a célula bacteriana como baixa disponibilidade de carbono, 

oxigênio e pH ácido ou alcalino, a formação de matriz é estimulada 

(STEINBERGER e HOLDEN, 2004). Este fato pode explicar a visualização de 

matriz somente nos isolados GPB, visto que, além de terem a capacidade de 

produzir biofilmes com maiores biomassas, eles foram cultivados em condições 

de estresse, o que não ocorreu para os isolados FPB. Possivelmente a 

produção de matriz extracelular por isolados FPB, em quantidade mínima para 
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ser visualizada pela MEV, necessite de um maior tempo de incubação, 

proporcionando um ambiente propício para a sua formação, à medida que a 

concentração bacteriana e a produção de metabólitos aumentem causando 

mudanças no pH, na osmolaridade e na disponibilidade de nutrientes do meio.  

 

 

Figura - 11. Células aderidas (isolado 
7, fraco produtor de biofilmes) após 24 
horas de incubação em caldo BHI. 
Magnitude: 1300X 

 

Figura - 12. Células aderidas (isolado 
25, grande produtor de biofilmes) após 
24 horas de incubação em caldo BHI. 
Magnitude: 1200X 

 

Figura - 13. Células aderidas 
(isolado 4, fraco produtor de 
biofilmes) após 24 horas de 
incubação em meio mínimo D2 (pH 
6,5 e 3,5% de glicose).Magnitude: 
1200X 

 

Figura - 14. Células aderidas (isolado 
12, fraco produtor de biofilmes) após 24 
horas de incubação em caldo BHI com 
0,5 µg/mL de cefalexina .Magnitude: 
2300X 

 



 

40 

 

 

Figura 15 - Produção de biofilmes 
por isolado 1, grande produtor de 
biofilmes após 24 horas de 
incubação em meio mínimo B1 (pH 
5,5 e 0,5% de glicose). Magnitude: 
1800X. 
 

 

Figura 16 - Produção de biofilmes 
por isolado 16, grande produtor de 
biofilmes após 24 horas de 
incubação em caldo BHI com 
0,0125 µg /mL de enrofloxacina. 
Magnitude: 2300X. 

 

Estes resultados estão de acordo com Chen et al. (2010) que verificaram 

uma grande produção de matriz extracelular em isolados de E. coli, grandes 

produtores de biofilmes sob a superfície de sílica gel de uso médico, fato que 

não foi verificado quando se utilizou isolados fracos produtores. Santos, (2009) 

trabalhando com isolados de S. aureus oriundos de leite armazenado em 

tanques de refrigeração, também encontrou resultados semelhantes aos 

obtidos pelo presente trabalho, sendo visualizadas apenas células aderidas 

para os isolados fracos produtores e células envoltas por intensa formação de 

EPS para os isolados grandes produtores após 24 horas de incubação. 

Assim como constatado por Marques (2005) que avaliou a produção de 

biofilmes em superfícies de cupons de aço inoxidável, neste estudo também 

pôde ser observado pela MEV, que os cupons de poliestireno possuem 

algumas fendas ou ranhuras que, embora em menor número que nos cupons 

de aço, permitem às bactérias se alojarem e iniciarem sua multiplicação. Neste 

sentido, pode-se deduzir que a existência dessas irregularidades na superfície 
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dos cupons proporcionou a obtenção de um número considerável de células 

bacterianas aderidas, fato este que pode ter possibilitado a produção do 

biofilme por E. coli. Irregularidades também são encontradas na superfície do 

tecido da glândula mamária, muitas fazem parte da anatomia normal, 

entretanto com o desenvolvimento do processo infeccioso são produzidas 

fissuras e projeções de tecido inflamatório que possivelmente favorecem uma 

maior adesão bacteriana e consequentemente a produção de biofilmes 

(ANDREWS et al., 2008) 

Marques (2005) cita que, para haver formação de biofilme sob qualquer 

superfície, a adesão bacteriana deve estar entre 1,0 x 106 e 1,0 x 107 UFC/cm2 

de superfície, pois valores inferiores a estes poderiam ser indícios apenas de 

adesão fraca. Porém devido à forte ação mecânica proporcionada pelo 

procedimento de execução da MEV, dificilmente células aderidas por forças 

fracas, como as de van der Walls, hidrofóbicas e eletrostática seriam 

visualizadas (MARQUES. 2005)  

Os resultados permitiram confirmar, por visualização, a capacidade de 

produção de biofilmes nas condições preestabelecidas, com diferenças 

esperadas quanto à biomassa, entre os isolados GPB e FPB. Além disso, 

devido à escassez de trabalhos avaliando a presença de biofilmes de E. coli 

por MEV na medicina veterinária, esses dados tem uma importante 

contribuição para a área, despertando o interesse para novos estudos. 
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6. CONCLUSÃO. 
 

• A maioria das células planctônicas foi sensível aos antimicrobianos usados.  

• Apenas quatro isolados foram classificados como resistentes aos 

antimicrobianos usados.. 

• As CMI dos antimicrobianos não foram eficientes na eliminação das células 

sésseis.  

• Os valores de CMEB foram até 2500 vezes maiores que os valores obtidos 

de CMI. 

• Os valores de CMEB foram maiores para os isolados grandes e moderados 

produtores de biofilmes em relação aos isolados fracos. 

• A correlação entre os valores de CMI e CMEB foi fraca.  

• A produção de biofilmes foi maior em isolados cultivados nos meios pobres 

em glicose e com pH mais distante da neutralidade em relação aos meios 

com pH mais próximo da neutralidade e com maior disponibilidade de 

glicose. 

• Gentamicina (aminoglicosídeo), e enrofloxacina (quinolona) induziram a 

produção de biofilmes  

• Primeiro relato do aumento da produção de biofilmes de E. coli de mastite 

clínica causado por concentração subnibitória de enrofloxacina.  

• A arquitetura característica dos biofilmes foi visualizada por MEV, 

confirmando a presença de biofilmes  
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