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Perfil de sensibilidade de células sésseis e planctdnicas de Escherichia coli a
antimicrobianos usados no tratamento da mastite bovina

[Sensitivity profile of planktonic and sessile cells of Escherichia coli to antimicrobial used in the
treatment of bovine mastitis]
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RESUMO

Escherichia coli é um micro-organismo altamente adaptativo e sua habilidade em formar biofilmes pode
ser fundamental na resisténcia a tratamentos com antimicrobianos. A avaliagdo da concentracdo minima
inibitéria (CMI) vem sendo utilizada para verificar a sensibilidade dos micro-organismos aos
antimicrobianos. Entretanto, quando se avaliam células sésseis, a concentragdo do antimicrobiano
requerido para erradicagdo do biofilme é maior do que a determinada pela CMI. Objetivou-se comparar as
CMI com as concentragdes minimas de erradicagdo de biofilmes (CMEB) de antimicrobianos usados no
tratamento da mastite em 27 isolados de E. coli produtores de biofilmes provenientes de mastite. Os
isolados foram submetidos a testes de sensibilidade a antimicrobianos usados no tratamento da mastite,
tanto para células planctonicas, por meio da CMI, quanto para celulas sésseis, pela avaliacdo da CMEB.
Os resultados revelaram uma alta sensibilidade: apenas quatro (14,8%) isolados obtiveram valores da
CMI elevados, variando de 4 a 10ug/mL, sendo classificados como resistentes. Para os demais isolados
(85,2%), os valores foram menores, variando de 0,125 a 2ug/mL, classificados como sensiveis. A
avaliacdo de CMEB indicou que a concentracdo dos antimicrobianos necessaria para eliminar as células
sésseis variou de 100ug/mL a 500ug/mL. Os valores de CMEB foram significativamente maiores nos
isolados grandes e moderados produtores de biofilmes em relagdo aos isolados fracos produtores de
biofilmes (p<0,001). N&o houve correlacéo entre os valores de CMEB e CMI (p>0,05). A escolha da
terapéutica antimicrobiana correta para o tratamento de infec¢es intramamarias em bovinos relacionadas
com a produgdo de biofilmes parece exigir a aplicacdo de testes mais especificos. Testes de
susceptibilidade antimicrobiana baseados apenas em valores de CMI mostraram-se ineficazes em
determinar com precisdo a susceptibilidade das células bacterianas sésseis.
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ABSTRACT

Escherichia coli is a highly adaptive microorganism. Its ability to form biofilms may be critical for
resistance to antimicrobial treatments. Evaluation of minimum inhibitory concentration (MIC) has been
used to check the sensitivity of microorganisms to antibiotics, however, when evaluating sessile cells, the
required antibiotic concentration to eradicate biofilm is greater than determined by MIC. This study
aimed to compare MIC with minimum biofilm eradication concentration (MBEC) of antimicrobials used
in mastitis treatment in 27 E. coli biofilm producers isolates from mastitis. Isolates were tested for
sensitivity to antimicrobials used in mastitis treatment, for both planktonic cells (by CMI) and sessile
cells (oy MBEC). The results revealed high sensitivity: only four (14.8%) isolates showed high MIC
values, ranging from 4 to 10g/mL and they were classified as resistant. All other isolates (85.2%) showed
lower values, ranging from 0.125 to 2mg/mL, and they were classified as sensitive. Evaluation of MBEC
indicated that concentration of antimicrobial needed to remove sessile cells ranged from 100mg/mL to
500mg/mL. MBEC values were significantly higher in large and moderate biofilm producers isolates
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regarding weak biofilm producers isolates (p<0.001). There was no correlation between MBEC and CMI
values (p>0.05). The correct choice of antimicrobial therapy for treatment of mammary infections in
cattle related to biofilm production seems to require application of more specific tests. Antimicrobial
susceptibility testing based only on MIC values proved ineffectiveness to accurately determination the

susceptibility of sessile bacterial cells.

Keywords: cattle, milk, resistance, Gram negative bacterium

INTRODUCAO

Biofilme é uma comunidade estruturada de
micro-organismos organizados dentro de um
complexo de estruturas e aderidos a uma
superficie viva ou inerte (Costerton et al., 1999).
Representa provavelmente um dos mais
importantes mecanismos de colonizagdo e
fixagdo pelos micro-organismos na natureza
(Costerton et al., 1999; Flint et al., 2011).
Embora os estudos sobre os micro-organismos
produtores de biofilmes na 4rea médica-
veterinaria ainda sejam escassos, sabe-se que ha
uma possivel influéncia desses agentes no
estabelecimento, controle e tratamento das
diversas infecgbes que acometem o0s animais,
notadamente nas infeccBes da glandula maméria,
mastite, dos bovinos (Melchior et al., 2006).

As mastites causadas por Escherichia coli
ocorrem geralmente durante o periodo seco e
logo ap6s o parto; sdo geralmente transitorias e
associadas a quadros clinicos agudos ou
superagudos, que podem levar a morte do animal
(Burvenich et al., 2003; Hogan and Larry Smith,
2003; Bansal et al., 2005). Entretanto, alguns
isolados de E. coli possuem uma maior
habilidade em replicar no tecido mamério e em
aderir a este, podendo determinar infecgdes
persistentes no hospedeiro (Dogan et al., 2006;
Fontaine e Smith, 2006). Esse fato é um
problema de maior relevancia em rebanhos com
baixa prevaléncia de patégenos contagiosos e em
vacas com contagem de células somaticas (CCS)
menor que 150.000 células/mL (Bradley e Green,
2001; Oliver et al., 2011).

Antibioticoterapia é o tratamento de escolha para
esse tipo de mastite. Assim, os testes utilizados
para verificar a sensibilidade a antimicrobianos
dos  micro-organismos se  baseiam  no
antibiograma pela técnica de difusdo de discos e
na avaliagdo da concentracdo minima inibitoria
(CMI) (Steeneveld et al., 2011). Este altimo, por
gerar resultados mais confiaveis e precisos, vem
sendo o0 mais utilizado atualmente. Porém,
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quando se avalia células sésseis, organizadas
em biofilmes, esses métodos ndo fornecem
resultados precisos, pois ensaios de sensibilidade
efetuados nessas células mostram que a
concentragdo do antimicrobiano requerido para
erradicagdo do biofilme é muitas vezes maior do
que a determinada na CMI (Hoiby et al., 2010).

Estudos in vitro demonstram que células
bacterianas organizadas em biofilmes, sésseis,
tornaram-se 10 a 1.000 vezes mais resistentes aos
efeitos dos agentes antimicrobianos quando
comparadas com as células planctbnicas dos
mesmos isolados (Hoiby et al., 2010; Shafahi e
Vafai, 2010; Antunes et al., 2011). A terapia
padrdo com antimicrobianos é somente capaz de
eliminar células planctbnicas, deixando as
formas sésseis vivas para propagacdo quando
terminar o tratamento (Schwarz et al., 2011).
Esse fato pode explicar o reaparecimento da
sintomatologia da mastite mesmo apds o
tratamento com antimicrobianos, o que ¢
embasado por estudos epidemiolégicos que
sugerem que mais de 40% dos casos de mastite
foram recorrentes ap6s o fim do tratamento
(Hillerton e Berry, 2005). Lipman et al. (1995)
observaram a recidiva da mastite nos mesmos
quartos e causada pela mesma cepa de E. coli,
apo6s antibioticoterapia, 0 que ndo deveria ser
comum, pela grande diversidade de cepas de E.
coli distribuidas no ambiente; logo, a reinfec¢do
com a mesma cepa sugere a sobrevivéncia do
micro-organismo no hospedeiro, resultado de
uma infecgdo intramamadria persistente (Passey et
al., 2008).

Além disso, ha evidéncias de que determinados
antimicrobianos podem estimular a producgéo de
biofilmes pelos micro-organismos (Bradley e
Green, 2001; Melchior et al., 2006; Costa et al.,
2012), inclusive os usados na terapia da mastite,
como a seguir. Trés classes de antimicrobianos,
incluindo tetraciclinas, quinopristina-dalfopristina e
eritromicina, estimulam a expressao de genes ica
envolvidos na producdo de biofilmes por
Staphylococcus epidermidis (Melchior et al.,
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2006; Oliveira et al., 2007). Chen et al. (2010)
observaram inducdo dos genes acrA, agn43,
csgA, csgD, ompF e pgaA, envolvidos na
resisténcia a antimicrobianos e na producdo de
biofilmes, em isolados de E. coli sob diferentes
concentragdes de aminoglicosideos. Costa et al.
(2012), trabalhando com E. coli, verificaram que
a enrofloxacina, uma quinolona, foi capaz de
induzir a producdo de biofilmes em concentracéo
subinibitdria.

Desse modo, o conhecimento do perfil de
sensibilidade de células sésseis é¢ fundamental
para se estabelecerem estratégias de tratamentos
eficientes, diminuindo assim falhas na terapia e
recidivas da doenca. Este trabalho objetivou
comparar as concentragdes minimas inibitorias
(CMI) com as concentragbes minimas de
erradicacdo  de  biofilmes (CMEB) de
antimicrobianos usados no tratamento da mastite
em isolados produtores de biofilmes de E. coli
provenientes de mastite.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 27 isolados de E. coli
produtores de biofilmes provenientes de
amostras de leite de animais com mastite clinica,
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). Todos os isolados foram
armazenados em caldo Infusdo de Cérebro e
Coracdo (BHI, Oxoid, Cambridge, Inglaterra)
acrescidos de 20% de glicerol e estocados a
-80°C. Antes da utilizacdo, cada isolado foi
estriado em placas de Petri contendo &gar
MacConkey (Oxoid, Cambridge, Inglaterra) e
incubados a temperatura de 37°C por 24 horas.

Previamente  foram  preparadas  solucGes
estoques, na concentracdo de 1.000mg/mL,
dos seguintes antimicrobianos utilizados no
tratamento da mastite ambiental: ampicilina,
cefalexina, ceftiofur, cotrimoxazol, enrofloxacina
e gentamicina. Essas solugdes foram novamente
diluidas, seriadamente, em agua destilada para as
diferentes concentracfes utilizadas, filtradas em
membrana com poro de 0,22um de didmetro
(Schleicher e Schuel, Alemanha), aliquotadas e
armazenadas a temperatura de -20°C até o
momento das andlises, respeitados os periodos de
viabilidade do antimicrobiano.
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Os isolados foram submetidos ao teste de
sensibilidade aos antimicrobianos para a
obtencdo da CMI conforme Moreira et al.
(2005). Para isso, 230uL de cultura de
cada isolado, diluidos a 1,0x10° UFC/mL,
foram adicionados aos orificios de placas
de  microtitulagdo  (Nunc-limmuno  plates,
Dinamarca), juntamente com 70uL das
solugBes dos antimicrobianos, em diferentes
concentragdes. O caldo BHI (Oxoid, Cambridge,
Inglaterra), no volume de 230uL acrescido de
70uL das solugbes antimicrobianas nas
diferentes concentracbes, foi usado como
controle negativo. Para o controle positivo,
utilizaram-se 230uL das culturas diluidas
juntamente com 70uL de A&gua destilada. O
crescimento dos isolados foi acompanhado em
um aparelho leitor de absorbancia em
microplacas (Titertek multiskan®, Plus-MKII), e
as leituras das D.0.550 foram feitas em
intervalos de tempo preestabelecidos até a
estabilizacdo dos valores. A curva de
crescimento  foi construida com a média
estabelecida das triplicatas e plotada em
programa Excel 2007 (Microsoft Corporation,
Redmond, Estados Unidos). A CMI foi definida
como a menor concentragdo do antimicrobiano
que ird impedir o crescimento bacteriano até
duas horas apds o tempo correspondente ao
inicio da fase estacionaria do controle positivo.
Todos os procedimentos foram realizados em
triplicata.

Para obtengdo da CMEB, utilizou-se a
metodologia de Lucchesi et al. (2012) com
modifica¢des. Para isso, tubos de ensaio foram
preenchidos com cinco esferas de vidro com 2,00
mm de didmetro, juntamente com 5,0mL de
cultura de cada um dos 27 isolados em caldo
BHI a 1,0 x 108 UFC/mL e incubados por 24
horas a temperatura de 37°C. Ap6s a incubacao,
as esferas foram removidas com auxilio de uma
pinga, transferidas para novos tubos de ensaio e
lavadas trés vezes com solugdo salina. Apds as
lavagens, os tubos foram preenchidos com
50mL de caldo BHI juntamente com os
antimicrobianos a concentracGes de 100, 200,
300, 400 e 500ug/mL e incubados por 24 horas a
37°C. Posteriormente, as esferas foram lavadas
com solugdo salina e transferidas para novos
tubos contendo 5,0mL de caldo BHI. Os tubos
foram submetidos a agitagdo por 9 minutos a
2.000 rpm e incubados por 24 horas a
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temperatura de 37°C, momento em que foi
avaliado o crescimento celular por turbidez e
plagueamento de aliquota da cultura em éagar
MacConkey. A menor concentracdo na qual ndo
se verificou crescimento bacteriano  foi
denominada como concentragdo minima de
erradicacédo do biofilme (CMEB).

Visando obter a concentracdo de células sésseis
desagregadas da superficie das esferas e
confirmar a acdo das CMEB sobre os biofilmes,
seis isolados foram escolhidos aleatoriamente.
Para isso, as esferas de cada isolado foram
submetidas & 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, apds a
agitacdo a 2.000 x g, aliquotas de 1,0mL de cada
um dos tubos foram retiradas, diluidas
seriadamente e plaqueadas em placas com agar
MacConkey. As placas foram incubadas a 37°C
por 24 horas, e as unidades formadoras de
coldnias (UFC) foram quantificadas nas placas
contendo 25 a 250 coldnias.

Para avaliar se os dados obtidos no trabalho
seguem a distribuicdo normal, empregou-se o
teste de normalidade de Anderson-Darling. O
teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para

identificar possiveis diferencas 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 diferencas entre as categorias. O
teste de correlacdo de Spearman foi usado para
avaliar a possivel correlagéo entre os valores de
CMI e CMEB. Os testes foram realizados em
trés repeticdes, e o nivel de significancia adotado
foi de 5% (0=0,05). Para a realizagdo dos
referidos testes estatisticos, empregou-se o
software Minitab 15®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observados valores de CMI variando entre
0,125pg/mL a 10pg/mL para os 27 isolados
analisados. Os maiores valores foram obtidos
para quatro isolados, que obtiveram, para o
cotrimoxazol, CMI de 10ug/mL (4/4) e, para
ampicilina, CMI 4,0pug/mL (2/4), 6,0pg/mL (1/4)
e 8,0ug/mL (1/4) (Tab. 1). Entretanto, para o
restante dos isolados, 23/27 (85,2%) no total, 0s
valores de CMI obtidos foram baixos, variando
de 0,125 a 0,25pug/mL para ampicilina, 0,5 a
1,0pg/mL para ceftiofur, 1,0 a 2,0pg/mL para
cefalexina, 0,125 a  0,25pg/mL  para
enrofloxacina, 0,5 a 2,0pg/mL para cotrimoxazol
e 0,5 a 2,0pg/mL para gentamicina (Tab. 1).

Tabela 1. Distribuicdo em porcentagem das concentragdes minimas inibitdrias (CMI) e perfis de
resisténcia dos isolados de Escherichia coli (n=27) provenientes de mastite

Distribui¢do (%) das CMI (ug/mL)

Antimicrobiano R(%) 0,125 0,25 0,5 1 2 4 6 8 10
AMP 14,81 40,74 44,45 741 3,7 3,7

CTF 0 40,74 59,26

CEF 0 629 37,1

ENO 0 6 74

GEN 0 741 889 3,69

SUT 14,81 37,1 371 10,99 14,81

R: resisténcia; AMP: ampicilina; CTF: ceftiofur; CEF: cefalexina; ENO: enrofloxacina; GEN: gentamicina; SUT:
cotrimoxazol.

Resultados semelhantes foram obtidos na Suécia
por Bengtsson et al. (2009) que, avaliando a
resisténcia de 743 isolados bacterianos
causadores de mastite clinica, encontraram um
perfil de alta sensibilidade para E. coli, S. uberis,
S. dysgalactiae e S. agalactiae a maioria dos
antimicrobianos usados. No mesmo estudo,
destaca-se que as CMI encontradas para E. coli
se assemelharam aos encontrados no presente
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trabalho, com 100% desses valores entre
0,25ug/mL e 1,0pg/mL para ceftiofur, 74,8%
entre 0,5pug/mL e 2,0ug/mL para ampicilina,
92% entre 0,5pug/mL e 2,0ug/mL para
gentamicina e 100% entre 0,03pg/mL e
0,12pg/mL para enrofloxacina.

Em principio, a alta taxa de sensibilidade
encontrada por Bengtsson et al. (2009) e pelo
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presente trabalho se mostra favoravel ao
emprego de antimicrobianos no tratamento da
mastite causada por esses isolados de E. coli.
Todavia, estudos vém demonstrando que o
sucesso da terapia antimicrobiana da mastite tem
sido muitas vezes ineficaz, resultando em
infeccOes persistentes e/ou recidivantes ap6s o
tratamento (Dogan et al., 2006; Melchior et al.,
2006). Uma das hipoteses para explicar essa
resisténcia a terapia é a habilidade dos isolados
de E. coli, assim como outros micro-organismos,
de se aderirem a superficie do tecido da glandula
mamaria infectada e ai se multiplicarem e
formarem biofilmes, desenvolvendo desse modo
uma resisténcia inata & maioria dos agentes
antimicrobianos (Melchior et al., 2006). Esse
fato pode ser confirmado em razdo de os testes
de CMI avaliarem apenas o perfil de
sensibilidade das células planctdnicas, ndo
permitindo extrapolar seus resultados para as
células seésseis, mais resistentes a acdo dos
antimicrobianos.

O resultado obtido demonstrou alta resisténcia
das células sésseis de E. coli aos antimicrobianos
em relagdo as planctdnicas, sendo esse fato
confirmado pelos valores de CMEB terem sido
superiores aos valores de CMI correspondentes
(Tab. 2-7).

De acordo com a literatura, bactérias organizadas
em biofilmes tornam-se de 10 a 1.000 vezes mais
resistentes a acdo de antimicrobianos em relagao
as bactérias livres (Hoiby et al., 2010).
Entretanto, para o presente estudo, células sésseis
dos isolados GPB e MPB foram até 2.500 vezes
mais resistentes a ampicilina (dois isolados GPB
e dois MPB) e até 2.400 & enrofloxacina (dois
isolados GPB e dois MPB) (Tab. 2 e 6). Para as
células sésseis dos isolados FPB, esse aumento
de resisténcia foi menor, variando de 333,4 para
ampicilina  (trés isolados) a quatro para
cotrimoxazol (dois isolados) (Tab. 2 e 5). Da
mesma forma, foi possivel observar também que,
para os isolados classificados como resistentes, o
aumento da resisténcia foi menor comparado aos
isolados sensiveis, variando de quatro para
ampicilina (dois isolados FPB) a 25 (dois
isolados FPB). Esses resultados indicam uma
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maior eficicia dos antimicrobianos sob os
isolados FPB de E. coli, usados no experimento,
quando comparados aos resultados dos isolados
GPB e MPB.

Tabela 2. Comparacdo entre as concentracdes
minimas inibitérias (CMI) e as concentracoes
minimas de erradicacdo de biofilmes (CMEB) de
ampicilina para isolados produtores de biofilmes
de Escherichia coli provenientes de mastite

Isolados CMI CMEB X%
n=27 Categ. (ug/ml)  (ug/mL) Razéo
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 3334
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 de biofilmes; FPB: fraco
produtor de biofilmes. *Razdo = CMEB/CMI.

Tabela 3. Comparagdo entre as concentracdes
minimas inibitérias (CMI) e as concentragdes
minimas de erradicacdo de biofilmes (CMEB) de
ceftiofur para isolados produtores de biofilmes
de Escherichia coli provenientes de mastite

Isolados CcMI CMEB

=27 Categ. (ug/ml)  (ug/mL) Razéo*
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.
*Razéo = CMEB/CMI.
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Tabela 4. Comparacdo entre as concentragdes
minimas inibitérias (CMI) e as concentracGes
minimas de erradicacdo de biofilmes (CMEB) de
cefalexina para isolados produtores de biofilmes
de Escherichia coli provenientes de mastite

Isolados CMI CMEB

=07 Categ. (ug/mL)  (ug/mL) Razéo*
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 de biofilmes; FPB: fraco
produtor de biofilmes. *Razdo = CMEB/CMI.

Tabela 5. Comparacdo entre as concentragdes
minimas inibitérias (CMI) e as concentracbes
minimas de erradicacdo de biofilmes (CMEB) de
cotrimoxazol para isolados produtores de
biofilmes de Escherichia coli provenientes de
mastite

produzidos por isolados GPB e MPB, que
tendem a ter uma maior biomassa e s8o
consequentemente mais densas comparadas as
camadas dos biofilmes produzidos por isolados
FPB (Melchior et al., 2006). Isso poderia
promover uma maior resisténcia das células
sésseis devido a ndo exposicdo ou a exposicdo
gradual de concentraces muito baixas do
antimicrobiano (Clutterbuck et al., 2007; Hoiby
et al., 2010). Ndo houve correlacdo entre 0s
valores de CMEB e CMI com p>0,05.

Tabela 6. Comparacdo entre as concentracdes
minimas inibitérias (CMI) e as concentracfes
minimas de erradicacdo de biofilmes (CMEB) de
enrofloxacina para isolados produtores de
biofilmes de Escherichia coli provenientes de
mastite

Isolados Cate CMI CMEB Razio*
n=27 9 (ug/mL) (ng/mL)

Isolados Categ CMI CMEB Razio*
n=27 " (ug/mL)  (pg/mL)
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

GPB 0,5 400,0  800,0
GPB 2,0 400,0 200,0
MPB 0,5 400,0  800,0
MPB 1,0 400,0  400,0
MPB 2,0 500,0 250,0
MPB 10,0 50,0 5,0

FPB 0,5 40,0 80,0
FPB 1,0 40,0 40,0
FPB 10,0 40,0 4,0

NOTRERNPFPOOITWNW

Categ.: Categoria; GPB: grande produtor de biofilmes;
MPB: moderado produtor de biofilmes; FPB: fraco
produtor de biofilmes. *Razdo = CMEB/CMI.

Analisando  estatisticamente ~ as  razdes
CMEB/CMI obtidas entre as diferentes
categorias de isolados (GPB, MPB E FPB), foi
possivel demonstrar que a CMEB foi
significativamente maior nos isolados GPB e
MPB em relagéo aos isolados FPB (p<0,001). No
entanto, quando se comparou o CMEB de
isolados GPB com o de isolados MPB, as
diferencas ndo foram significantes (p>0,05)
(Tab. 3-8). Esses resultados podem ser
explicados  pela  menor  difusdo  dos
antimicrobianos pelas camadas dos biofilmes
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Categ.: Categoria; GPB: grande produtor de biofilmes;
MPB: moderado produtor de biofilmes; FPB: fraco
produtor de biofilmes. *Razdo = CMEB/CMI.

Tabela 7. Comparagdo entre as concentracdes
minimas inibitérias (CMI) e as concentracfes
minimas de erradicacédo de biofilmes (CMEB) de
gentamicina para isolados produtores de
biofilmes de Escherichia coli provenientes de
mastite

Isolados CcMI CMEB

=27 Categ. (ug/ml)  (ug/mL) Razdo*
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 de biofilmes; FPB: fraco
produtor de biofilmes. *Razdo = CMEB/CML.
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Perfil de sensibilidade de células...

Tabela 8. Taxa de recuperagdo celular média de
células sésseis de sete isolados produtores de
biofilmes de Escherichia coli provenientes
de mastite desagregadas das esferas de vidro
submetidas as  respectivas  concentragGes
minimas de erradicacdo de biofilmes (CMEB)
em cada antimicrobiano testado

Isolados  Antimi- CMEB Concentracao
n=7 crobiano  (ug/mL)  (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 SIATB 0 1,96 x 10°

AMP: ampicilina; CTF: ceftiofur; CEF: cefalexing;
ENO: enrofloxacina; GEN: gentamicina; SUT:
cotrimoxazol; S/ATB: sem antimicrobianos.

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. Esse
aumento, assim como no presente trabalho, nédo
foi verificado quando compararam as CMEB dos
isolados GPB com MPB, e ndo foi encontrada
correlacdo entre os valores de CMEB e CMI. Em
seus resultados, entretanto, os valores de CMEB
foram inferiores aos encontrados neste trabalho.

A escolha da terapéutica antimicrobiana correta
para o tratamento de infecgdes intramamarias em
bovinos relacionadas com a producdo de
biofilmes parece exigir a aplicacdo de testes mais
especificos. Apenas testes de susceptibilidade
antimicrobiana baseados em valores de CMI tém
se mostrado ineficazes em determinar com

precissio a susceptibilidade das células
bacterianas sésseis.

CONCLUSOES
As CMI dos antimicrobianos testados,

frequentemente usadas para o tratamento clinico
da mastite, ndo foram eficientes na eliminagdo
das células sésseis de E. coli, sendo requeridas
concentragdes  muito  superiores  aquelas
indicadas e praticadas nas terapias. Nenhuma
coldnia foi visualizada a partir das esferas
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submetidas as CMEB; contudo, concentracdes
médias de 1,96 x 10°UFC/mL foram obtidas
nas esferas ndo submetidas a acdo dos
antimicrobianos, demonstrando a efetividade das
CMEB sobre as células sésseis de E. coli.
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