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Os avancos na genética animal, no manejo, na
alimentacdo e no desenvolvimento de novos
desinfetantes e antimicrobianos permitiram um
crescimento constante da industria leiteira, ndo
somente com o incremento da producdo do leite,
mas também com uma melhora significativa da
qualidade higiénico-sanitaria desse alimento.
Porém, as infec¢bes intramamarias (IMI) em
ruminantes sdo as principais causas de perdas na
indistria leiteira no mundo (Halasa et al., 2007).
S. aureus apresenta varios fatores de viruléncia;
um deles é a capacidade de formar biofilmes,
importante mecanismo de sobrevivéncia das
bactérias no nicho extracelular, que confere
protecdo diante do sistema imune do hospedeiro e
acao de agentes antimicrobianos (Melchior et al.,
2006).

O polipirrol (PPy) é um dos polimeros mais
estudados como agente bactericida. A
polimerizacdo do pirrol produz cargas positivas
ao longo da cadeia de PPy, sendo uma carga
positiva formada a partir da unido de trés a cinco
mondmeros. As cargas positivas sao responsaveis
pela atividade bactericida, e esse efeito se deve a
ruptura da membrana lipidica que recobre a
bactéria, com a consequente lise celular por essas
cadeias de polimeros (Varesano et al., 2013).

Observa-se um continuo aumento no ndmero de
isolados de S. aureus resistentes a meticilina
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causadores de infeccdes em animais domésticos.
Nesse sentido, novas estratégias sdo necessarias
para identificar e desenvolver a préxima geracao
de medicamentos ou agentes antimicrobianos.
Objetivou-se neste estudo avaliar a atividade
antibacteriana de nanoparticulas de polipirrol
(PPy-NPs) em &gua diante de S. aureus produtores
ou ndo de biofilmes, isolados de leite de vacas e
cabras com mastites.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), com licenga nimero
079/2014. Foram coletadas 1000 amostras de leite
de vacas e 1253 de cabras, seguindo-se as
recomendagdes do Conselho Nacional de Mastites
(Laboratory, 1999). As amostras foram
transportadas ao laboratério em caixas
isotérmicas (4°C-10°C), onde a lactocultura
primaria foi realizada em placas de agar sangue a
5%, e incubadas a 37°C, realizando leituras as
24h, 48h e 72h.

Na identificaclo presuntiva do S. aureus, usou-se
a metodologia descrita por Zecconi et al. (2006),
e o0 diagnédstico confirmatério foi realizado
mediante a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), com a amplificacdo de um fragmento de
296 nucleotideos do gene nuc. A extragdo do
DNA foi realizada a partir das culturas bacterianas
utilizando-se o kit comercial Wizard® Genomic
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DNA Purification (Promega), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Os componentes da
reacdo de PCR e as condicBes de amplificacdo
foram descritos por Acosta et al. (2018).

A caracterizacdo fenotipica para formacdo de
biofilme foi realizada por meio do teste de
aderéncia em microplacas de 96 pocos, mediante
a utilizacdo da metodologia descrita por Merino et
al. (2009), sendo usados como controles positivos
e negativos S. aureus ATCC 29213 e S.
epidermidis ATCC 12228, respectivamente.
Realizaram-se leituras de densidade 6pticas (DO)
a 620nm no leitor de microplacas de ELISA
(Multiskan Go Thermo Scientific). As amostras
foram classificadas em quatro categorias
(Stepanovi¢ et al., 2000), relacionando as médias
de DO com a DO do controle negativo (S.
epidermidis ATCC 12228), sendo utilizados os
seguintes critérios: sem producdo de biofilme
(DO amostra < DO controle negativo), fraca
producdo de biofilme (DO controle negativo <
DO amostra < 2xDO controle negativo),
moderada producdo de biofilme (2xDO controle
negativo < DO amostra < 4xDO controle
negativo) e forte producdo de biofilme (DO
amostra > 4xDO controle negativo).

Para a preparacdo de PPy-NPs, foi pesado 1,089
de dodecil sulfato de sddio (SDS) e solubilizado
em &gua mili-Q (100mL), sendo, em seguida,
adicionado a 500uL de pirrol (0,483g). A
suspensdo resultante foi mantida sob agitacdo
intensa durante 45min, e, logo apds, uma
suspensdo aquosa (50mL) de persulfato de
amonio (0,256¢) lentamente foi adicionada, gota
a gota, a suspensdo anterior e mantida sob
agitacdo durante 35min. Ao final, a suspenséo de
PPy-NPs com uma concentracdo de 2mg/mL de
soluto foi mantida a 4°C, durante 24h. As medidas
de tamanho de particulas foram realizadas no
ZetaSizer Nano ZS90 (Malvern).

A concentracdo inibitéria minima (CIM) e a
concentracdo bactericida minima (CBM) de PPy-
NPs em agua foram determinadas por meio da
metodologia de microdiluicdo em caldo, seguindo
as recomendacdes do Clinical Laboratory
Standards Institute (Methods..., 2015). Foram
usados como controles as cepas S. aureus ATCC
25938 e S. epidermidis ATCC 12228. As PPy-
NPs em &gua, com uma concentracéo inicial de
2mg/mL, foram diluidas 1:2, com MGB j&
inoculado com o isolado a ser testado. As
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concentracdes de PPy-NPs testadas foram 500pg,
250ug, 125ug, 62,5ug, 31,25ug e 15,63ug. As
microdiluicdes em placas foram incubadas a
35°C, por 20h, sendo realizadas leituras de DO a
600nm no leitor de microplacas de ELISA
(Multiskan Go Thermo Scientific), em dois
momentos (Oh e 20h). A CIM foi definida como a
menor concentragcdo de PPy-NPs em agua que
inibiu mais do que 75% do crescimento
bacteriano, e a CBM como a minima concentragao
que resultou na inativacdo de 99% das células
bacterianas, determinada pelo método de repique
em placa de agar Mueller Hinton, ndo se
observando crescimento bacteriano visivel.

Um total de 138 isolados de S. aureus foi
identificado mediante a classificacdo fenotipica e
a amplificacdo do fragmento de 296bp do gene
nuc. Do total de isolados recuperados, 112
(81,16%) foram de amostras de leite de vacas, e
26 (18,84%) de leite de cabras. Cinquenta e quatro
isolados (48,21%) obtidos de leite de vaca nédo
produziram biofilme, 36 (32,14%) apresentaram
fraca producdo de biofilme, 17 (15,18%)
moderada producgdo, e cinco (4,46%) forte
producéo de biofilme. Por outro lado, a producéo
de biofilme nos S. aureus obtidos de cabras foi
negativa em 18 (69,23%) isolados e fraca em oito
isolados (30,77%).

Tendo em vista que a formacg&o de biofilme é um
dos mais importantes mecanismos de
sobrevivéncia da bactéria que vive no nicho
extracelular (Melchior et al., 2006), a alta
frequéncia de isolados ndo produtores de biofilme
observada no presente estudo sugere que a pressao
de selecdo  microbiana  exercida  por
antimicrobianos € inferior nos isolados incluidos
neste estudo, quando comparados com os isolados
de S. aureus causadores de mastites dos paises
incluidos na colecdo internacional (Bélgica,
Canad4, Italia e Suica) (Bardiau et al., 2016).
Outro estudo realizado no Brasil obteve
resultados similares aos descritos no presente
trabalho em relacdo ao nimero de isolados nédo
produtores de biofilme. Lee et al. (2014)
identificaram o maior nimero de isolados de S.
aureus agrupados na categoria de ndo produtores
de biofilme.

O resultado do tamanho de particulas indica uma
distribuicdlo para valores na ordem de
16,79+4,95nm, com indice de polidispersdo de
0,5832 e potencial zeta de -60,3mV. Esse valor é
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justificado pela camada de surfactante ani6nico
(SDS) que recobre o polipirrol, fornecendo a
estabilidade para a dispersdao em meio aquoso. A
CIM das PPy-NPs foi de 125ug/mL para 100%
dos isolados avaliados (138). O efeito inibitorio
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no crescimento bacteriano foi resultado da
atividade bactericida das PPy-NPs nessa
concentracdo (125ug/mL), sendo isso constatado
nos testes para determinar a CBM (Fig. 1).
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Figura 1. Concentracdo minima bactericida de PPy-NPs. B: caldo Mueller Hinton, C*:; controle positivo de
crescimento, concentragcfes de PPy-NPs testadas 500 - 15,63g.

A contribuicdo do presente estudo estd na
determinacdo da menor concentracdo na qual
essas PPy-NPs tém atividade bactericida diante de
isolados de S. aureus obtidos de vacas e cabras
com mastite, com diferentes perfis de viruléncia
guanto a produgdo de biofilme. Esse achado
vislumbra um novo caminho na prevengéo e
terapéutica das mastites causadas por S. aureus,
uma vez que esse microrganismo é capaz de
expressar uma ampla gama de fatores de
viruléncia que permitem a evasdo do sistema
imune do hospedeiro e a diminui¢do na eficécia
dos tratamentos com diferentes antimicrobianos.

Com relagdo a biocompatibilidade do PPy, ja
foram realizados estudos em sistemas in vitro e in
vivo, e 0s resultados obtidos sugerem que
compostos a base de PPy ndo oferecem risco para
os tecidos vivos (Wang et al., 2004). As
interagbes eletrostaticas estabelecidas entre as
PPy-NPs e a bactéria desencadeiam a
desestabilizacdo da parede celular, com posterior
lise bacteriana (Varesano et al., 2013), e, até o
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presente  momento, ndo foram  descritos
mecanismos de resisténcia pela bactéria, o que
constitui um importante fator para incentivar
futuras pesquisas com essas PPy-NPs.

As PPy-NPs em agua apresentaram efeito
bactericida a partir da concentracdo de 125pg/mL
em 100% dos isolados de Staphylococcus aureus
avaliados, independentemente da capacidade de
producdo de biofilme. Esses resultados d&o
suporte para estudos futuros da atividade de PPy-
NPs in vitro e in vivo.

Os autores gostariam de mostrar agradecimentos
a Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia de
Pernambuco (FACEPE), com o nUmero de
processo IBP-0439-5.05/12, e ao Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPqg), com o nimero de processo
442746/2014-8.
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infecclo intramamaria, S. aureus
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the antibacterial behavior of polypyrrole nanoparticles (PPy-
NPs) in water against biofilm producer or not S. aureus isolated from cows and goats with mastitis. One
hundred and thirty-eight isolates of S. aureus were initially evaluated for biofilm formation by
spectrophotometry in microplates. In addition, the minimum inhibition concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) of PPy-NPs in water for planktonic S. aureus were determined. From
the bovine samples analyzed, 5 (4.46%) S. aureus isolates showed a strong biofilm production, 17 (15.18%)
moderate production, 36 (32.14%) with weak production and 54 (48.21%) did not produce biofilms. Strains
from goats (26) showed no biofilm production in 18 (69.23%) strains and weak biofilm production in 8
(30.76%) strains. The MIC and MBC of S. aureus to PPy-NPs were found in the same concentration
(125ug/mL) in all strains tested, regardless of biofilm production or not. This finding provides a new insight
into the interaction between PPy-NPs and S. aureus, and will offer potential benefits for the control of
mastitis.

Keywords: biofilm, polymer composite, intramammary infection, S. aureus
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