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ABSTRACT.- Peixoto M.M.R,, Gressler L.T,, Sutili FJ., Costa M.M. & Vargas A.C. 2015. [Action
of products based on chlorhexidine and iodine for the adhesion and consolidated
biofilm of Staphylococcus spp. isolated from milk.] Acao dos desinfetantes sobre a ade-
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109. Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima 1000, Bairro Camobi, Santa Maria,
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Staphylococcus spp. are recognized as important causes of mastitis in dairy herds. These
microorganisms have the ability to produce a structure called biofilm, which is responsi-
ble for the survival and often for resistance to the action of disinfectants and other harsh
conditions. In this paper we evaluate the action of two teat dip products based on iodi-
ne (0,7%) and chlorhexidine (2,0%) on the adhesion of coagulase-positive staphylococci
(CPS) and coagulase negative staphylococci (CNS) from subclinical mastitis cases, and also
on its consolidate biofilm. The products tested showed a high reduction on the adhesion
of all isolates. However, action on the consolidate biofilm was significant for CNS only, and
unsatisfactory for CPS. Thus, it emphasizes the importance of health programs to prevent
biofilm formation and reduce the sources of contamination of the mammary gland in dairy

production systems.

INDEX TERMS: Staphylococcus spp., teat dipping, disinfectant, mastitis, prevention.

RESUMO.- Staphylococcus spp. sdo reconhecidos como im-
portantes causadores de mastites em rebanhos leiteiros.
Esses micro-organismos tém a capacidade de produzir uma
estrutura denominada biofilme, que é responsavel pela so-
brevivéncia e muitas vezes pela resisténcia a a¢do de pro-
dutos desinfetantes e as demais condi¢des adversas. Neste
trabalho avaliou-se a acdo de dois produtos pos-dipping
a base de iodo (0,7%) e clorexidine (2,0%) sobre a ade-
sdo de Staphylococcus coagulase positiva (SCP) e Staphy-
lococcus coagulase negativa (SCN) isolados de casos de
mastite subclinica, e também sobre biofilmes pré formados
a partir destes isolados. Os produtos testados apresenta-
ram uma alta reducdo na taxa de adesdo de todos os iso-
lados. No entanto, a agdo sobre os biofilmes consolidados
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s6 foi estatisticamente significativa sobre os SCN. Assim,
ressalta-se a importancia dos programas sanitarios a fim
de prevenir a formacdo de biofilmes e diminuir as fontes de
contaminagao da glandula mamaria em sistemas de produ-
¢do leiteira.

TERMOS DE INDEXACAO: Staphylococcus spp., p6s-dipping, desin-
fetantes, mastite, prevencao.

INTRODUCAO

A mastite infecciosa bovina é uma enfermidade associa-
da a reducdo da producdo e alteragdes na composicdo do
leite, bem como ao descarte de animais (Barlow 2011). Os
micro-organismos de origem contagiosa sao os mais pre-
valentes em casos de mastite bovina e, entre esses, o ge-
nero Staphylococcus destaca-se por estar frequentemente
associado a casos clinicos e subclinicos da enfermidade (Sa
et al. 2004). Sdo muitos os fatores de risco envolvidos na
ocorréncia de mastite em rebanhos leiteiros. Destacamos
neste estudo a exposicao da superficie dos tetos aos micro-
-organismos patogénicos contagiosos, os quais sdo trans-
mitidos de animais infectados para nao infectados durante
o processo de ordenha (Amaral et al. 2004).
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0 uso de produtos desinfetantes no p6s-dipping é uma es-
tratégia de controle de mastites contagiosas, principalmente
aquelas causadas por Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae (Santos & Fonseca 2007) e garante, além da de-
sinfec¢do, a formagdo de uma barreira fisica contra infecgdes,
mesmo varias horas ap6s sua aplicacdo (Edinger et al. 2000).
Estudos ja demonstraram a importancia do uso do pés-dip-
ping na reducdo da incidéncia de novas infec¢cdes intrama-
marias causadas por Staphylococcus spp. e outros patégenos
relacionados a casos de mastites, bem como a diminuicdo da
contagem de células somaticas (Galton 2004, Boddie & Ni-
ckerson 2002). Staphylococcus spp. sdo reconhecidamente
a causa mais frequente de infec¢des associadas a biofilmes,
especialmente devido ao fato de serem agentes comensais,
presentes na pele e superficies mucosas (Otto 2008).

Os biofilmes sdo comunidades bacterianas, envoltas
por uma matriz polimérica extracelular (Stepanovic et al.
2007). A formacio do biofilme inicia com a adesdo da célula
bacteriana na superficie, seguida da sua maturacdo, ruptu-
ra e dispersao (Vermelho et al. 2007). Sabe-se que S. aureus
e S. epidermidis, oriundos de casos de mastite, possuem alta
capacidade de adesdo em superficies abiéticas, formando,
posteriormente, biofilmes altamente organizados (Oliveira
et al. 2006). Tendo em vista a importancia da adesao no
processo de colonizagdo e invasdo de micro-organismos
patogénicos, o uso in vitro de antimicrobianos na sua pre-
vencdo estd muito bem documentado (Pagano et al. 2004).

Estudos tém demonstrado a eficacia de desinfetantes
frente aos Staphylococcus spp. isolados de leite, sendo bem
determinado que concentragdes de iodo acima de 0,5% e clo-
rexidine a 2% exercem atividade bactericida frente a esses
micro-organismos (Pedrini & Margatho 2003, Medeiros et
al. 2009, Ramalho et al. 2012). Porém, devido as variacoes no
perfil de suscetibilidade de células bacterianas frente a de-
sinfetantes, é necessaria uma avaliacdo periddica destes pro-
dutos para que ndo haja comprometimento dos programas
de controle de mastite bovina causadas por Staphylococcus
spp- (Medeiros et al. 2009). Além disso, estudos avaliando
a acgdo destes produtos sobre a adesio e biofilme consolida-
do de Staphylococcus spp. isolados de leite ainda ndo foram
logrados. Com base no exposto acima, o presente estudo
buscou avaliar a agio de clorexidine (2%) e iodo (0,7%) na
adesao de células livres de Staphylococcus coagulase positiva
(SCP) e Staphylococcus coagulase negativa (SCN), bem como
sobre seus respectivos biofilmes consolidados.

MATERIAL E METODOS

Isolados bacterianos. Amostras individuais, colhidas assep-
ticamente, de leite de vacas pertencentes a duas propriedades
leiteiras de Santa Maria - RS foram semeadas em agar sangue
ovino 5% e incubadas em aerobiose a 37°C durante 48 horas.
Colonias sugestivas de Staphylococcus spp. foram caracterizadas
fenotipicamente conforme descrito por Quinn et al. (1994). Pos-
teriormente, realizou-se o teste de coagulase conforme MacFa-
ddin (2000). Para este estudo, foram selecionados 16 isolados de
Staphylococcus spp., oito coagulase positiva, provenientes de uma
propriedade com histérico de mastite bovina por SCP; e oito coa-
gulase negativa, provenientes de outra propriedade.

Caracterizagio dos isolados quanto a producio de biofil-
mes. A caracterizagdo dos isolados foi realizada de acordo com
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Rodrigues et al. (2010). Colonias isoladas de Staphylococcus spp.
foram inoculadas em 3 ml de Tryptone Soya Broth (TSB) até turva-
¢do de 0.5 MacFarland e incubadas a 37°C por 24 horas. Apés esta
etapa, 5 pl foram inoculados em placas de microdilui¢do contendo
195 pl de TSB e as placas foram incubadas por 24 horas a 37°C sob
agitacdo (50 rpm). Apds este periodo, o contetido de cada pogo foi
aspirado cuidadosamente e este foi lavado duas vezes com PBS 1x
estéril, para remocdo de células livres (planctonicas). As placas
foram deixadas em temperatura ambiente até a secagem, onde as
células aderidas eram entdo coradas com violeta de genciana a
0,25%. Ap6s 5 minutos da aplicagdo do corante, os pogos foram
novamente lavados, como descrito anteriormente, e submetidos
a secagem em temperatura ambiente. O que restou na placa foi
ressuspendido em alcool:acetona na propor¢do 80:20. Em cada
placa utilizou-se um pog¢o contendo somente TSB como controle
negativo. A leitura foi realizada por espectofotometria no apare-
lho SpectraMax M5 a 495 nm. Para classificar os isolados quanto
a producdo de biofilme, mediu-se a DO495 do controle negativo
(DOcn) e comparou-se com a DO495 dos isolados (DOis). Os iso-
lados foram classificados como fracos (DOcn<DOis<2.DOcn), mo-
derados (2.D0cn<D0is<4.DOcn) ou fortes (4.D0cn<DOis).

Preparo dos isolados de Staphylococcus spp. para avalia-
¢ao dos desinfetantes. Os isolados de Staphylococcus spp. foram
semeados em TSB com 1% de glicose e incubados a 37°C por 24
horas. Apds a incubagdo, a concentracdo bacteriana foi ajustada
para 5x107 UFC/ml através de diluicdes em TSB e medi¢des da
densidade éptica. A concentragdo bacteriana utilizada constitui o
desafio recomendado pelo National Mastitis Council para proto-
colos de avaliagdo de eficacia de produtos pds-dipping (National
Mastitis Council 2004).

Produtos testados. Foram testados dois produtos disponi-
veis comercialmente: a base de clorexidine a 2% (Globovac, Porto
Alegre, Brasil) e iodo a 0,7% (Tadabras, Braganca Paulista, Bra-
sil), indicados para aplicagdo nos tetos apos a ordenha. Segundo
as normas dos fabricantes, ambos os produtos sdo prontos para o
uso, sem a necessidade de diluig¢des.

Acdo dos desinfetantes sobre a adesao de Staphylococcus
spp- A avaliagdo dos desinfetantes sobre a adesdo dos isolados
de Staphylococcus spp. analisados seguiu a metodologia descri-
ta por Pagano et al. (2004), com pequenas adaptagdes, como a
substituicdo de placas de 96 pocgos por placas de 24 pogos. Foram
destinados dois pogos para cada isolado. No primeiro pogo, de-
nominado controle positivo, a suspensao foi constituida de meio
TSB com 1% de glicose (1,2ml) e do inoculo (0,1ml). No segundo
poco realizou-se o mesmo procedimento acrescentando-se ainda
o desinfetante a ser testado (0,8ml). O procedimento foi realiza-
do em triplicata. Cada placa continha ainda um controle negativo
com apenas o meio TSB. As placas foram incubadas por 24 ho-
ras a 37°C sob agitacdo (50 rpm). Apos este periodo, o conteudo
de cada pogo foi aspirado cuidadosamente e este foi lavado duas
vezes com PBS 1x estéril, para remocdo de células livres (plancto-
nicas). As placas foram deixadas em temperatura ambiente até a
secagem, onde as células aderidas foram entdo coradas com vio-
leta de genciana a 0,25% (0,3ml). Apds 5 minutos da aplica¢do do
corante, os pog¢os foram novamente lavados, por duas vezes com
PBS, e submetidos a secagem em temperatura ambiente. O que
restou na placa foi ressuspendido em alcool:acetona na propor-
¢do 80:20 (0,3 ml). O efeito dos desinfetantes sobre a adesdo das
células foi medido por espectrofotometria no aparelho Spectra-
Max M5 a 495 nm. Testes piloto foram conduzidos a fim de deter-
minarmos o comprimento de onda ideal (dados ndo mostrados).
Para compensar a absorbancia medida a partir dos desinfetantes
e do meio TSB, leituras de densidade 6ptica (DO) foram realizadas
em pogos contendo apenas iodo com TSB e clorexidine com TSB,
nas mesmas proporg¢des acima citadas. Os valores de DO obtidos
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foram entdo descontados das leituras realizadas nos pogos com
desinfetante, meio e in6culo bacteriano. Antes da adi¢do do co-
rante, aliquotas de 10 pl de cada pogo tratado foram semeadas em
TSA a fim de verificarmos se as concentragoes dos desinfetantes
testadas apresentavam capacidade bactericida sobre os isolados
Staphylococcus spp. analisados, na forma planctonica.

Acdo dos desinfetantes sobre biofilme consolidado. Essa
segunda etapa da pesquisa procedeu-se de forma semelhante a
primeira. Também foram destinados dois pogos para cada amos-
tra, com a suspensdo constituida de meio TSB com 1% de glicose
(1,2ml) e do inoculo (0,1ml), em placas de 24 pogos incubadas por
24 horas a 37°C sob agitacdo (50 rpm), porém, sem a aplicacdo
do desinfetante em um primeiro momento. Ap6s a incubacéo e
obtencdo de peliculas caracteristicas de formacdo de biofilme, o
meio foi aspirado cuidadosamente e realizaram-se duas lavagens
com PBS 1x estéril em todos os pocos. Ap6s a secagem a tempera-
tura ambiente, pode-se visualizar a formacgdo de biofilme no fun-
do de cada pogo, estando estes apropriados para a etapa seguinte.
A seguir, aplicou-se TSB com 1% de glicose em ambos os pogos
(1,2ml) e o desinfetante somente no segundo pogo. As placas fo-
ram novamente incubadas por mais 24 horas nas mesmas con-
di¢des anteriores. Apés esse periodo, realizou-se duas lavagens,
com PBS 1x estéril, seguido de secagem a temperatura ambiente,
e entdo os pogos foram corados com violeta de genciana a 0,25%
(0,3 ml). Apés 5 minutos da aplicagdo da violeta de genciana, os
pocos foram novamente lavados, por duas vezes com PBS, e sub-
metidos a secagem novamente. O que restou na placa foi ressus-
pendido em alcool:acetona na proporg¢io 80:20 (0,3ml). O efeito
dos desinfetantes sobre os biofilmes formados foi medido por es-
pectofotometria no aparelho SpectraMax M5 a 495nm. Antes da
adi¢do do corante, aliquotas de 10 pl de cada pogo tratado foram
semeadas em TSA a fim de verificarmos se as concentragdes dos
desinfetantes testadas apresentavam capacidade bactericida so-
bre os isolados de Staphylococcus spp. analisados, na forma séssil.

Critérios interpretativos. A interpretacio dos valores de
adesdo foi realizada conforme Pagano et al. (2004). Valores de
D0495 acima da DO observada nos controles com desinfetante
mais TSB foram considerados como valores indicativos de ade-
réncia bacteriana. O calculo de porcentagem de inibicdo de ade-
sdo foi realizado para todos os isolados que apresentaram ade-
réncia, sendo a seguinte formula utilizada: % de adesdo = (DO do
poco controle - DO do pogo tratado/DO do pogo controle) x 100.
Sendo a DO representada pela média das triplicatas e o controle
definido por cultivo livre de desinfetante.

Analise estatistica. Ahomogeneidade das varidncias entre os
grupos foi verificada através do teste de Levene. As comparagdes
entre os grupos foram realizadas utilizando ANOVA de uma via se-
guida do teste de Tukey (Statistica 7.0 Software). O nivel minimo
de significancia foi estabelecido em P<0,05.

RESULTADOS

Caracterizacio dos isolados quanto a producio de bio-
filmes

Todos os isolados foram caracterizados como produto-
res de biofilme. Em relacdo a intensidade de formacio, tan-
to 0os SCP, como os SCN foram classificados como fortes for-
madores de biofilme, uma vez que, apresentaram DO acima
de no minimo quatro vezes a DO do seu respectivo controle.

Acido dos desinfetantes sobre a adesiao de Staphylococ-
cus spp.

Do total de isolados de Staphylococcus spp. analisados
(n=16), 14 (87,5%, sete SCP e sete SCN) e 12 isolados (75%,
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Fig.1. Atividade de produtos a base de iodo (A e B) e clorexidine
(Ce D) sobre aadesdo de SCN (A e C) e SCP (Be D). CTL = con-
trole; PBI = produto a base de iodo; PBC = produto a base de
clorexidine. * Indica diferenca significativa em relagdo ao res-
pectivo controle, conforme determinado por ANOVA de uma
via seguida do teste de Tukey (P<0,05).

oito SCP e quatro SCN) apresentaram capacidade de adesado
mesmo quanto expostos aos produtos a base de clorexidine
(2%) e iodo (0,7%), respectivamente. No entanto, quando
comparado ao controle, observou-se redugdo significativa
da adesdo em todos os isolados submetidos aos desinfetan-
tes (Fig.1). A taxa percentual de reducdo da adesdo foi de
92,8 a 97%. O produto a base de iodo inibiu em 92,8 e 97%
a adesao de células de SCP e SCN, respectivamente. Ja o pro-
duto a base de clorexidine apresentou a mesma atividade
em ambos os grupos de Staphylococcus spp., com 94,3% de
reducdo. Como era esperado, ndo foram recuperadas bacté-
rias vidveis apos as 24 horas de exposicdo aos desinfetantes.

Aciao dos desinfetantes sobre biofilme consolidado

Tanto o clorexidine (2%) quanto o iodo (0,7%) apresen-
taram reducgdo significativa sobre o biofilme formado por
SCN (Fig.2), sendo esta de 36,7% apds exposi¢do ao clo-
rexidine e 32,5% ao iodo. Frente aos isolados de SCP, ndo
observou-se reducdo significativa em comparagdo com o
grupo controle (Fig.2). Apds a semeadura em TSA, todos os
isolados testados apresentaram crescimento apds 24 horas
de exposi¢do aos desinfetantes.

DISCUSSAO

Muitos estudos tém avaliado a concentracio inibitéria mini-
ma (CIM) de agentes antimicrobianos, relacionando-a com
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Fig.2. Atividade de produtos a base de iodo (A e B) e clorexidine (C
e D) sobre biofilme consolidado de SCP (A e C) e SCN (B e D).
CTL = controle; PBI = produto a base de iodo; PBC = produto a
base de clorexidine. * Indica diferenca significativa em relacdo
ao respectivo controle, conforme determinado por ANOVA de
uma via seguida do teste de Tukey (P<0,05).

a CIM necessaria para impedir a adesdo bacteriana e forma-
¢do de biofilme ou até mesmo, a agdo sob micro-organismos
em biofilme consolidado (Pagano et al. 2004). Para o nosso
conhecimento, este é o primeiro estudo avaliando a acdo de
produtos a base de clorexidine (2%) e iodo (0,7%) sobre a
adesdo e biofilme consolidado de SCP e SCN. Como as concen-
tragdes de clorexidine 2% e iodo 0,7% sdo conhecidamente
eficazes contra células livres de Staphylococcus spp. (Pedrini
& Margatho 2003), ndo era esperada a recuperagdo de célu-
las viaveis apds 24 horas de exposi¢io aos desinfetantes, po-
rém, até a realizagdo deste estudo, ndo se sabia se estas con-
centragdes seriam capazes de prevenir a adesdo das células.

No presente estudo, observou-se que 87,5% e 75% dos
isolados analisados foram capazes de se aderir a superfi-
cie de polipropileno sob a agdo do clorexidine e do iodo,
respectivamente. No entanto, houve uma reducio de 92,8
a 97% na adesdao quanto comparada ao grupo controle
(Fig.1). Acreditamos que este resultado seja importante
para prevencgdo de casos de mastite. Galton (2004) obser-
vou uma reducdo de 64,5% de novos casos de mastite por
S. aureus em quartos mamarios submetidos ao pos-dipping
com produto a base de iodo, o que pode ser explicado pela
forte agdo dos produtos utilizados, ja que a maior parte das
infecgcdes pode ser evitada se a adesdo de micro-organis-
mos patogénicos ndo ocorrer (Pagano et al. 2004).
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Apesar dos produtos a base de iodo e clorexidine serem
amplamente utilizados no tratamento de infec¢oes super-
ficiais de tetos em vacas, e este ultimo apresentar efeito
antibacteriano cumulativo de no minimo seis horas (Spino-
sa et al. 2002), o processo de adesdo de Staphylococcus sp.
¢ muito rdpido, menos de trés horas (Millezi et al. 2012),
especialmente em condi¢des favoraveis. As condi¢oes em-
pregadas in vitro, neste estudo, como a adicdo de glicose ao
meio de cultura, podem ter favorecido a adesdo dos isola-
dos analisados. A glicose, pela alteracdo de pH, é um impor-
tante fator ambiental associado a formacio de biofilme em
S. epidermidis através da regulacdo de proteinas via expres-
sdo de genes como o saeRS (Lou et al. 2014). Sabe-se que
a presenca de dextrano, que consiste de unidades de a-D-
glicose, é fundamental para a adesdo de isolados de Strep-
tococcus spp. (Thompson et al. 1982). Estes dados podem
explicar, em parte, a aderéncia dos isolados de Staphylococ-
cus spp., mesmo que nao tenham sido recuperadas células
vidveis apos 24 horas de exposi¢cdo aos desinfetantes.

A presenca de proteinas é um fator muito importante
para formacdo de biofilme por S. epidermidis (Lou et al.
2014). Segundo Varhimo et al. (2011), alfa e beta-caseina
sdo indutores primarios para a formacao de biofilme, a qual
inicia-se com a adesdo a uma superficie, seja ela bidtica ou
abiodtica (Hall-Stoodley & Stoodley 2002). Considerando
que apds a ordenha o teto encontra-se sujeito a deposicido
destas proteinas, e estas favorecem a formacao de biofil-
me, salientamos a importancia de avaliar produtos utiliza-
dos no pés-dipping quanto a sua capacidade de impedir a
adesdo de células bacterianas, bem como, sua agado sobre
biofilme consolidado.

Sabe-se que células em biofilmes sdo muito mais resis-
tentes a desinfeccdo quando comparadas as células planc-
tonicas, desta forma, muitos métodos convencionais de
desinfeccdo sdo ineficientes contra biofilmes, sendo neces-
sario, por vezes, doses elevadas (Clonts 2008). Neste estu-
do, os isolados de Staphylococcus spp. presentes no biofil-
me consolidado apresentaram uma forte resisténcia, sendo
que células viaveis foram recuperadas apds 24 horas de
exposicdo aos desinfetantes analisados. Segundo Marques
et al. (2007), S. aureus na forma de biofilme se torna mais
resistente aos agentes sanificantes. Esta resisténcia esta as-
sociada tanto a baixa penetra¢do dos compostos antimicro-
bianos no biofilme, como pelo estado fenotipicamente pro-
tegido, induzido nas bactérias que o compde (Costerton et
al. 1995, Altieri et al. 2013). Por fim, sua estabilidade deve-
-se a proteinas e carboidratos (Wang et al. 2013), que, uma
vez depositados, dificultam em muito a agdo de compostos
sanificantes e antimicrobianos.

Muitos desinfetantes apresentam a¢do em suspensoes
microbianas, porém, sobre biomassas a atividade diminui
muito, o que pode ser explicado pelo desenvolvimento de
formas de resisténcia por parte do biofilme (Pereira 2001).
Esta maior resisténcia foi verificada nos SCP, uma vez que,
frente aos desinfetantes analisados, praticamente ndo se
observou reducdo da biomassa (Fig.2). No entanto, tanto o
clorexidine quanto o iodo, apresentaram um efeito signifi-
cativo na reducao do biofilme formado por SCN (Fig.2). Isso
pode ser explicado pela menor viruléncia apresentada por
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estes isolados, que geralmente causam mastites mais bran-
das, nas quais os animais respondem bem ao tratamento
(Pyorala & Taponen 2009). Salientamos a importancia da
utilizacdo de desinfetantes no pos-dipping na prevencao da
adesdo bacteriana, com intuito de retardar a formacgdo do
biofilme, uma vez que, eliminar ou reduzir a biomassa bac-
teriana e extremamente dificil. Por fim, este estudo reforca
aimportancia da inclusao de estratégias de controle sanita-
rio para prevencdo da mastite bovina, tendo em vista que o
contato dos animais com patégenos contagiosos durante o
processo de ordenha é praticamente inevitavel.

CONCLUSOES

Os produtos a bases de clorexidine (2%) e iodo (0,7%)
ndo foram capazes de inibir a adesdo da maioria dos iso-
lados analisados, no entanto apresentaram-se altamente
eficazes na sua redugéo.

Ambos os desinfetantes apresentam a¢do insatisfatdria
sobre biofilme consolidado de Staphylococcus spp., espe-
cialmente frente aos SCP.

Ressalta-se a importancia do estabelecimento de pro-
gramas sanitarios a fim de prevenir a formagio de biofil-
mes e a diminui¢do das fontes de contaminagio da glandula
mamaria nos diferentes sistemas de producdo leiteira.

REFERENCIAS

Altieri K.T,, Sanita P.V,, Machado A.L., Giampaolo E.T, Pavarina A.C,, Jorge
J.H. & Vergani C.V. 2013. Eradication of a mature methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) biofilm from acrylic surfaces. Braz. Dent.
J. 24(5):487-449.

Amaral L.A,, Isa H., Dias L.T,, Rossi 0.D. & Filho N.F. 2004. Avaliacdo da efi-
ciéncia da desinfecgdo de teteiras e dos tetos no processo de ordenha
mecanica de vacas. Pesq. Vet. Bras. 24:173-177.

Barlow J. 2011. Mastitis Therapy and Antimicrobial Susceptibility: a mul-
tispecies review with a focus on antibiotic treatment of mastitis in dairy
cattle. ]. Mammary Gland Biol. Neoplasia 16:383-407.

Boddie R.L. & Nickerson S.C. 2002. Reduction of mastitis caused by exper-
imental challenge with Staphylococcus aureus and Streptococcus agalac-
tiae by use of a quaternary ammonium and halogen- mixture teat dip. J.
Dairy Sci. 85:258-262.

Clonts L. 2008. Como evitar a formagao de biofilmes. Revta Controle de
Contaminagdo 109:50-56.

Costerton J.W.,, Lewandowski Z., Caldwell D.E., Korber D.R. & Lappin-Scott
H.M. 1995. Microbial biofilms. Annu. Rev. Microbial. 49:711-45.

Edinger D., Tenhagen B.A,, Kalbe P, Klunder G., Baumgartner B. & Heuwieser
W. 2000. Effect of Teat Dipping with a Germicide Barrier Teat Dip in Late
Gestation on Intramammary Infection and Clinical Mastitis during the
First 5 Days Post-partum in Primiparous Cows. J. Vet. Med. 47:463-468.

Galton D.M. 2004. Effects of an automatic postmilking teat dipping sys-
tem on new intramammary infections and iodine in milk. ]. Dairy Sci.
87:225-231.

Hall-Stoodley L. & Stoodley P. 2002. Developmental regulation of microbi-
al biofilms. Curr. Opinion Biotechnol. 13:228-233.

LouQ, Qi Y, Ma Y. & QuD. 2014. Two-component signal transduction sys-
tem SaeRS positively regulates Staphylococcus epidermidis glucose me-
tabolism. Scient. World J. 2014:1-12.

MacFaddin J.F. 2000. Biochemical Testes for Identification of Medical Bac-
teria. 3™ ed. Lippincott Williams and Wilkins, Philadelphia, p.105-117.
Marques S.C., Rezende J.G.0.S., Alves L.AE, Silva B.C.,, Alves E., Abreu L.R.

& Piccoli R.H. 2007. Formation of biofilms by Staphylococcus aureus on

stainless steel and glass surfaces and its resistance to some selected
chemical sanitizers. Braz. J. Microbiol. 38:538-543.

Medeiros E.S., Santos M.V,, Pinheiro ].WJ]., Faria E.B., Wanderley G.G., Teles
J.A.A. & Mota R.A. 2009. Avaliacdo in vitro da eficacia de desinfetantes
comerciais utilizados no pré e pés-dipping frente amostras de Staphylo-
coccus spp. isoladas de mastite bovina. Pesq. Vet. Bras. 29(1):71-75.

Millezi FM., Pereira M.O., Batista N.N., Camargos N., Auad I., Cardoso M.D.G.
& Piccoli R.H. 2012. Susceptibility of monospecies and dual species bio-
films of Staphylococcus aureus and Escherichia coli to essential oils. .
Food Safety 32:351-359.

National Mastitis Council 2004. Recomended protocols for evaluating effi-
cacy of postmilking teat germicides. Proc. NMC Annual Meeting, p.280.

Oliveira M., Bexiga R., Nunes S.F, Carneiro C., Cavaco L.M., Bernardo F. &
Vilela C.L. 2006. Biofilm-forming ability profiling of Staphylococcus au-
reus and Staphylococcus epidermidis mastitis isolates. Vet. Microbiol.
118:133-140.

Otto M. 2008. Staphylococcal Biofilms. Curr. Topics Microbiol. Immunol.
322:207-228.

Pagano PJ., Buchanan L.V, Dailey C.F, Haas ].V,, Van Enkb R.A. & Gibson J.K.
2004. Effects of linezolid on staphylococcal adherence versus time of
treatment. Int. . Antimicrob. Agents 23:226-234.

Pedrini S.C.B. & Margatho L.EF. 2003. Sensibilidade de micro-organismos
patogénicos isolados de casos de mastite clinica em bovinos frente a di-
ferentes tipos de desinfetantes. Arq. Inst. Biolégico, Sdo Paulo, 70:391-
395.

Pereira M.0.B.0.2001. Comparacdo da eficacia de dois biocidas (Carbama-
to e Glutaraldeido) em sistemas de biofilmes. Tese de Doutorado, Uni-
versidade do Minho, Braga. 234p.

Pyorala S. & Taponen S. 2009. Coagulase-negative staphylococci: emerging
mastitis pathogens. Vet. Microbiol. 134:3-8.

Quinn PJ. 1994. Corynebacterium species and Rhodococcus equi, p.137-
143. In: Quinn PJ., Carter M.E., Markey B.K. & Carter G.R. (Eds), Clinical
Veterinary Microbiology. Wolfe Publ., London.

Ramalho A.C., Soares K.D.A,, Silva D.F, Barros M.R.C., Pinheiro ].W.]., Olivei-
ra].M.B., Mota R.A. & Medeiros E.S. 2012. Eficacia in vitro de desinfetan-
tes comerciais utilizados no pre e pés-dipping frente a Staphylococcus
spp. isolados em rebanhos leiteiros. Pesq. Vet. Bras. 32(12):1285-1288.

Rodrigues L.B., Santos L.R.,, Tagliari V.Z,, Rizzo N.N., Trenhago G., Oliveira
AP, Goetz F. & Nascimento V.P. 2010. Quantification of biofilm produc-
tion on polysturene by Listeria, Escherichia coli and Staphylococcus au-
reus isolated from a poultry slaughterhouse. Braz. ]. Microbiol. 41:1082-
1085.

S4 M.E.P, Cunha M.L.R.S,, Elias A.O. & Langoni C.V.H. 2004. Importancia de
Staphylococcus aureus nas mastites subclinicas: pesquisa de enteroto-
xinas e toxina do choque téxico, e a relacdo com a contagem de células
somaticas. Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci. 41:320-326.

Santos M.V. & Fonseca L.E.L. 2007. Estratégias para o controle de mastites
e melhoria da qualidade do leite. Manole, Barueri/SP, p.47-64.

Spinosa H.S., Gorniak S.L. & Bernardi M.M. 2002. Farmacologia Aplicada
a Medicina Veterinaria. Guanabara-Koogan, Rio de Janeiro, p.389-394.

Stepanovic S., Vukovic D., Hola V., Bonaventura G., Djukic S., Cirkovic I. &
Ruzicka F. 2007. Quantification of biofilm in microtiter plates: overview
of testing conditions and pratical recommendations for assessment of
biofilm production by staphylococci. APMIS 115:891-899.

Thompson J., Meddens M.J.M., Thorig L. & Van Furth R. 1982. The Role of
Bacterial Adherence in the Pathogenesis of Infective Endocarditis. Infec-
tion 10(3):196-198.

Varhimo E., Varmanen P, Fallarero A., Skogman M., Pyorala S., livanainen
A., Sukura A, Vuorela P. & Savijoki K. 2011. Alpha- and p-casein compo-
nents of host milk induce biofilm formation in the mastitis bacterium
Streptococcus uberis. Vet. Microbiol. 149:381-389.

Vermelho A.B., Bastos M.C.F.B. & Sa M.H.B. 2007. Bacteriologia Geral. Gua-
nabara Koogan, Rio de Janeiro, p.50.

Wang H., Ding S., Wang G., Xu X. & Zhou G. 2013. In situ characterization
and analysis of Salmonella biofilm formation under meat processing en-
vironments using a combined microscopic and spectroscopic approach.
Int. J. Food Microbiol. 167:293-302

Pesq. Vet. Bras. 35(2):105-109, fevereiro 2015



