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RESUMO

A mastite € uma das principais causas de prejuizo relacionada a diminui¢ado producgéo de leite em
bovinos. Essa doenca é caracterizada por uma inflamagdo na glandula mamaria, causada
principalmente por microrganismos patogénicos. Resultando em muitas vezes quadros cronicos,
levado ao descarte prematuro de animais. O tratamento usual para esta patologia é baseado em
antibioticoterapia, que acaba por levar ao descarte de leite em animais em tratamento, gerando
ainda mais prejuizos aos produtores. O uso desenfreado de antibidticos por vezes apresenta
diversas complicacbes, como a selecao artificial de bactérias que venham por apresentar
resisténcia, realizando transferéncia vertical de fatores de resisténcia. Por isso, representando um
problema de saude publica. Diante de tal problematica, sdo considerados diversos metodos
alternativos a antibioticoterapia, um destes é a utilizagdo de bactérias do acido latico (BAL)
potencialmente probidticas e autéctones de bovinos. Nesta perspectiva, este trabalho teve como
objetivo avaliar o potencial probidtico de 110 BALs isoladas a partir de amostras de leite coletadas
em cinco fazendas produtoras do Queijo Minas Artesanal, mensurando a resisténcias a antibioticos
pelo antibiograma em disco difusdo em agar e o perfil antagdnico contra patégenos causadores de
mastite por sobrecamada em meio sdlido. De forma geral os resultados foram positivos, muitos dos
isolados demonstrando acao antagbnica e susceptibilidade a antibidticos, ao final do estudo foi
possivel constatar dois isolados com alta frequéncia de antagonismo além sensibilidade a
antibidticos, sendo até entdo potenciais probidticos para serem administrado na bacterioterapia.
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1 INTRODUGCAO
A mastite clinica e subclinica causam perdas econémicas em escala global e

seus prejuizos gerados podem ser divididos em diversas categorias, como a diminuicéo
na producéo de leite, a cuidados veterinarios, qualidade do leite dentre outras categorias
(HALASA et al., 2007).

Diante dessas problematicas, sdo buscadas formas para o tratamento desta. A
mais comumente utilizada é o tratamento por meio de antibidticos, contudo tem-se
observado um uso indevido antibiéticos em larga escala, levando a preocupacéo,

principalmente quando relacionada a possibilidade de selegédo artificial de linhagens
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multirresistentes, ou devido a presenca de residuos de antibidticos em produtos destinados
ao consumo humano (AARESTRUP, 2012).

Para a identificagcdo de uma nova linhagem benéfica que possa ser usada como
probidtico existem diferentes critérios e ensaios laboratoriais recomendados por
organizagdes internacionais (FAO/WHO, 2002; International Scientific Association for
Probiotics and Prebiotics — ISAPP, 2009). Sao esperadas uma série de caracteristicas para
a selecdo de um novo probidtico seguro, dentre estas, uma é apresentar atividade
antagonica e suscetibilidade a antibidticos.

As bactérias do acido latico (BALs) tém a capacidade de converter carboidratos
em acido latico por fermentacdao (WEISDORF, 2005). Essa caracteristica acaba por ser
usada em produtos lacteos como o Queijo Minas Artesanal (QMA), por exemplo. Por isso,
a maior parte dos seus representantes possui o status GRAS “Generally Recognized As
Safe” de acordo com a Food and Drug Administration.

Em 2020 e 2021, um projeto intitulado “Prospeccéo de bactérias com potencial
biotecnolégico e probidtico para bacterioterapia da mastite bovina isoladas a partir de
amostras de leite de rebanhos da regido da Serra da Canastra - MG “comecgou a ser
desenvolvido no IFMG — campus Bambui sob coordenacgao do prof. Dr. Raphael Steinberg
da Silva. Naquele ano foram isoladas 110 diferentes linhagens de BALs a partir de amostras
de leite individual ou de tanque de expansao refrigerado em 5 fazendas da Serra da
Canastra-MG produtoras de Queijo Canastra. Portanto, este trabalho teve como objetivo
principal avaliar o perfil de antagdnico e susceptibilidade a antibidticos, reconhecendo seu
potencial na aplicagéo biotecnoldgica e potenciais probiéticos para a confecg¢ao de produtos

preventivos ou terapéuticos para mastite em bovinos.

2 METODOLOGIA

Para o isolamento de BALs do leite, foram coletadas previamente amostras de
leite cru de 106 vacas e amostra do tanque de expanséao refrigerado em 5 fazendas
produtoras do QMAC. Animais com sinais de visiveis mastites ndo foram coletados.

O leite foi coletado individualmente por ordenha manual e armazenado em dois
tubos estéreis de 50mL. As amostras de leite recém-colhidas foram armazenadas em caixa
térmica a 4°C e em seguida transportadas para o Laboratério de Pesquisa Multiusuario
(LaPeM) do Instituto Federal de Minas Gerais — Campus Bambui (IFMG — Campus Bambui)
para serem isoladas e enumeradas.

Os experimentos realizados neste trabalho, bem como as técnicas de coleta,
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foram executados de acordo com diretrizes internacionais (2010/63/EU) e tiveram o
acompanhamento de um médico veterinario. Todas as coletas foram realizadas respeitando
o bem-estar animal, de modo que nenhum deles sofreu qualquer agressado ou foi
eutanasiado para o alcance dos objetivos deste trabalho.

O teste de antagonismo baseado em crescimento de sobrecamada, é dividido
em quatro dias. Os patdgenos sdao usados como agentes reveladores de atividade
antagobnica, sendo neste experimento utilizados sete patdgenos comumente associados a
mastite, sendo estes: S. xylosus — EMB; S. aureus — ATCC; S. sciuri — EMB; S. aureus —
VET, S. uberis — EMB; E. coli 25723 e L. innocua - EMB. Apds os procedimentos de
manipulagdo, ocorreu uma medicao utilizando-se de um paquimetro digital (Mitutoyo,
Japao). Através da atividade antagbnica de uma BAL em relagdo a todos os patdégenos,
torna-se possivel medir o seu nivel de atividade antagbnica

O antibiograma permite avaliar o grau de inibicdo que um antibiético tem sobre
o crescimento de uma bactéria, sendo utilizado neste trabalho a metodologia de disco-
difusdo em meio sélido. A sensibilidade aos antimicrobianos foi determinada utilizando-se
discos impregnados com antimicrobianos conforme descrito por Charteris e col. (1998) e
ANVISA (2005). Os antimicrobianos usados no teste, sdo os mais utilizados no tratamento
para a mastite: vancomicina 30 pg (VAN); ampicilina 10 yg (AMP); gentamicina 10 ug
(GEN); amicacina 30 pg (AMI); eritromicina 15 ug (ERI); ceftriaxona 30 pg (CRO);
estreptomicina 10 pg (EST); oxacilina 1 ug (OXA); penicilina G 10 U (PEN) e amoxicilina 10
Mg (AMO). Apdés a disposigcdo dos discos, as placas foram incubadas em estufa
microbiolégica a 37°C por 48 h em aerobiose. Um paquimetro digital (Mitutoyo, Japao), foi
utilizado posterirormente para a leitura dos diametros dos halos de inibicdo. Os isolados
foram classificados em sensiveis, moderadamente sensiveis ou resistentes para cada

antimicrobiano testado.

3 RESULTADOS

No experimento, menos de 30% dos isolados nao apresentaram atividade de
antagonismo contra nenhum dos patdgenos avaliados. Dentre os que apresentaram a
atividade de antagonismo, sete isolados chamaram a atenc&o: Lactobacillus plantarum
IFMGV87101; Lactobacillus rhamnosus |IFMGV105114; Lactobacillus paracasei
IFMGT33101; Lactobacillus rhamnosus IFMGT58114; Lactobacillus sanfranciscensis
IFMGT109I37; Lactobacillus sanfranciscensis IFMGT133111 e Lactobacillus paracasei

IFMGT133I01. Todos esses foram eficientes em produzir antagonismo contra todos os
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patégenos testados. Dentre os patdégenos, S. aureus ATCC foi inibido por apenas 24

isolados de BALs, sendo o patégeno com menor efeito de antagonismo pelas BALs
testadas. Os resultados expressados na FIGURA 1, baseiam-se nas frequéncias de

atividade antagbnica de todas as BALs isoladas durante o experimento.

FIGURA 1 — Distribuicao da frequéncia de atividade antagénica de BALs
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Foi possivel no teste de Antibiograma, constatar uma maior frequéncia a
susceptibilidade a antibidticos por parte das BALs, representando 66% de ocorréncia no
experimento. A amoxicilina 10 ug e ampicilina 10 ug demonstraram maior efetividade,
principalmente a ampicilina, na qual todos os isolados demonstraram efetividade em
serem inibidos. Na FIGURA 2 esta resumido os resultados do antibiograma

FIGURA 2 — Esquematizacdo da frequéncia susceptibilidade de isolados de BALs para os
respectivos antibioticos.
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4 DISCUSSAO

De forma geral, foi observada uma variagéo entre as 110 BALs isoladas com
relagdo a sua capacidade de produzir antagonismo contra os sete patdgenos causadores
de mastite testados. A explicacdo para essa tendéncia pode ser dada em razdo dos
diferentes tipos de metabdlicos produzido pela BAL durante o seu crescimento (FROLA,
2012). Outros experimentos adicionais sdo necessarios para confirmar essas observagoes

aqui relatadas.

Sete BALs tiveram um perfil de antagonismo contra todos os patégenos testados,
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além de algumas terem sensibilidade a maioria dos antibidticos testados, como a L.
plantarum IFMGV87101 e L. rhamnosus IFMGV105114, o que faz destes isolados além de
potenciais probioticos por razdo de sua agao antagdnica também seguros para o consumo,

uma vez que possuem uma alta susceptibilidade a antibidticos.

5 CONCLUSAO

Nossos resultados apontam que um numero expressivo de isolados de BALs
obtidas nas coletas em fazendas produtoras do QMAC apresentam antagonismo contra
patdgenos causadores de mastite e um perfil intrinseco de resisténcia a antibidticos,
representando um grupo promissor para prospecc¢ao de novos produtos probidticos a serem

usados como praticas zootécnicas corriqueiras em fazendas de leite.
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