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RESUMO

A mastite é a infec¢do das glandulas mamarias em bovinos, sendo um dos maiores motivos de perdas na
produgdo leiteira tanto para o produtor quanto para a indUstria. Um dos principais agentes etioldgicos da
mastite é a bactéria Staphylococcus aureus. Entretanto, a fim de evitar o uso de antibidticos no tratamento,
uma das alternativas que se destaca sdo os Microrganismos Eficientes (EMs), que sdo comunidades
microbianas benéficas. Assim, 0 objetivo desta pesquisa é avaliar a atividade antag6nica entre a bactéria
causadora da mastite bovina, S. aureus, e os EMs. O ensaio de antagonismo quantitativo envolveu as células
bacterianas em contato com os EMs, e a andlise do crescimento foi feita pela contagem de col6nias. Ja o
ensaio qualitativo, por difusdo em discos embebidos nos metabolitos dos EMs colocados em contato com
a bactéria, para formacéao de halos no crescimento. A partir do ensaio qualitativo, ndo houve formacéo de
halos no crescimento bacteriano, indicando que apenas 0s metabélitos ndo sdo suficientes para o efeito
antag6nico. O ensaio de antagonismo por meio do contato direto demonstrou que ndo houve reducéo no
crescimento bacteriano, sendo necessarias mais pesquisas para avaliar esta atividade antagdnica entre a S.
aureus e os Microrganismos Eficientes.
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ABSTRACT

Bovine mastitis is an infection of the mammary glands, it’s one of the biggest causes of losses for the milk
production and industry. The most common etiologic agent causing mastitis is the bacteria Sthapylococcus
aureus. However, in order to avoid the use of antibiotics while treating bovine mastitis, one interesting
alternative are the Effective Microorganisms (EMSs), which are beneficial microbial communities. Hence,
the objective of this study is evaluate the antagonist activity between the bovine mastitis etiologic agent, S.
aureus, and the EMs. The quantitative experiment was done with bacterial cells in contact with the EMs.
In another hand, the qualitative experiment was the disc diffusion test, with the EMs metabolites in contact
with bacterial cells. From the disc diffusion experiment, there was not a zone of inhibition formation, what
implies that only the secondary metabolites are not sufficient for the antimicrobial effect. Moreover, the
quantitative experiment, through the direct contact between bacterial cells and EMs, demonstrated no
reduction in the bacterial growth, indicating that more researches are necessary to evaluate the antagonist
effect between the bacteria S. aureus and Effective Microorganisms.
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1 INTRODUCAO

A mastite é caracterizada pela inflamacéo das glandulas mamarias em bovinos, sendo um dos maiores
problemas na pecuéria mundial. Essa doenca se espalha facilmente dentre os animais em um mesmo rebanho,
e pode se apresentar de duas maneiras distintas: mastite clinica, quando o animal possui sintomas como
edemas, aumento da temperatura, dor e sensibilidade no Ubere; enquanto a mastite subclinica é extremamente
sutil, uma vez gue os sintomas nao sdo identificados (DA FONSECA, 2020). Assim, um dos principais motivos
da importancia desta doenca é a dificuldade de realizar o diagnostico precoce, especialmente nos casos da
doenca na forma subclinica, e, consequentemente, aplicar um tratamento eficaz para a infecgdo; os métodos
mais comuns para diagnosticar a mastite bovina sdo California Mastitis Test (CMT), a Contagem de Células
Somaticas (CCS) no leite, Teste da caneca de fundo escuro, Wisconsin Mastitis Test (WMT), e a analise
microbiolégica do leite (MAIOCHI, 2019).

Atualmente o Brasil é o quarto maior produtor de leite do mundo, sendo que os estados com maior
producédo sdo Minas Gerais, Parana e Rio Grande do Sul (MALISZEWSKI, 2020), com produgdo anual total
estimada em 34,3 bilhdes de litros, de acordo com os dados de 2019. Entretanto, a ocorréncia da mastite no
gado gera perdas expressivas na producdo, tanto pelo gasto com medicamentos e servicos especializados,
guanto pela perda de animais no rebanho e necessidade de descarte do leite, uma vez que o leite produzido
pelas vacas infectadas ndo pode ser comercializado pela baixa qualidade que possui. Alias, é relevante ressaltar
que as perdas ndo se restringem ao produtor, mas também prejudicam economicamente todo o setor do
laticinio; visto que a baixa na quantidade de litros comercializados pelo produtor resulta em uma reducgao na
quantidade de leite produzido pela industria, ndo conseguindo suprir a demanda e supervalorizando o produto;
além do risco de que o leite vindo do produtor tenha uma concentracdo elevada de toxinas produzidas pelas
bactérias infecciosas, as quais nem sempre conseguem ser eliminadas com processos convencionais de
pasteurizacdo, acarretando em riscos a saude humana pelo produto final (MAIOCHI, 2019).

Existem diversos agentes causadores da mastite bovina; os dois principais sdo as bactérias Escherichia coli
e a Staphylococcus aureus, ambas ja amplamente conhecidas por causar doengas em humanos. Tais bactérias
patogénicas geralmente estdo relacionada com a mastite subclinica, quando ndo ha alteragdo na aparéncia do
leite (CREMONESI, 2006). Historicamente, o tratamento da mastite é realizado pelo uso de antibi6ticos nos
animais infectados, porém, algumas questdes tém chamado atencdo para a tentativa de buscar alternativas no
manejo da mastite bovina, entre elas: 0 ganho de resisténcia aos antibidticos pelos microrganismos, o alto custo
desses medicamentos para o produtor, a queda na qualidade e a presenga dos antibidticos no leite
comercializado para consumo humano, além da reducdo da qualidade de vida dos animais (PIEPERS, 2018).
Entre as alternativas j& descritas para o tratamento ou prevengdo da mastite, encontram-se a aplicacdo de
vacinas (PIEPERS, 2018), uso de metabdlitos (substancias com efeitos antimicrobianos produzidas por outros
microrganismos) (KIM, 2010), bacteriofagos (KWIATEK, 2012) e também o uso de Microrganismos
Eficientes (EMs) (HAMAD, 2019).

Os Microrganismos Eficientes (EMs) s&o um conjunto de diferentes microrganismos, descobertos na
década de 90 pelo professor Teruo Higa, da Universidade de Ryukyus no Japdo (HIGA; PARR, 1994). Essas
comunidades microbianas sdo comumente constituidas por bactérias acido-laticas, leveduras e bactérias
fotossintetizantes, todos microrganismos ndo patogénicos, ndo modificados geneticamente nem processos, ou
seja, benéficos e de ocorréncia natural em solos férteis e plantas (HAMAD, 2019). Os estudos com os EMs
sdo abrangentes, de melhoramento dos solos e da produtividade agricola, até o tratamento de efluentes e
biorremediacdo, além da atividade antimicrobiana contra alguns patégenos. Sabendo que a mastite afeta
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drasticamente a 0s animais e a producdo leiteira, e que os EMs apresentam diversas funcdes benéficas, sera
gue existe o efeito de antagonismo entre 0os EMs e a bactéria Staphylococcus aureus?

Desse modo, esta pesquisa tem como objetivo avaliar a atividade antagonica entre o agente causador da
mastite bovina, a bactéria Staphylococcus aureus, e os Microrganismos Eficientes in natura e pelos seus
metabdlitos.

2 METODOS

Esta pesquisa foi desenvolvida no laboratdrio de Ensino de Microbiologia da Universidade Tecnoldgica
Federal do Parand, na cidade de Dois Vizinhos, Parana (UTFPR-DV).

2.1 Isolamento da bactéria

Inicialmente, a bactéria Staphylococcus aureus foi isolada a partir do leite de vacas infectadas,
diagnosticadas com a mastite da Fazenda Experimental Modelo da UTFPR-DV. A partir de um isolamento
inicial, foi feito um esgotamento a fim de isolar uma Unica colonia, e a coloragdo de gram para identificar
aquela cepa. Esta tnica coldnia foi cultivada em 50mL de Caldo Nutriente a 37°C a 150rpm por 24 horas.

2.2 Ensaio quantitativo de antagonismo

O ensaio quantitativo de antagonismo do EM 5, previamente produzido pelo grupo de Ecologia e
Biotecnologia Microbiana (E-BioM), e S. aureus foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Hamad (2020), com as alteragcfes descritas a seguir. Primeiro foram preparados 15 tubos de ensaio com 9 mL
de caldo nutriente cada, e os EMs nas seguintes concentra¢fes: 0% (controle), 0,5%, 1%, 2% e 5%, todos em
triplicata. Em seguida, foi adicionado 1 mL da suspensao bacteriana em cada tubo preparado, completando 10
mL em cada tubo.

e Tubo 01 (controle): 9 mL de CN + 1 mL de células;

e Tubo 02 (0,5%): 9 mL de CN + 5 uL de EM + 1 mL de células;

e Tubo 03 (1%): 9 mL de CN + 10 pL de EM + 1 mL de células;

e Tubo 04 (2%): 9 mL de CN + 20 puL de EM + 1 mL de células;

e Tubo 05 (5%): 9 mL de CN + 50 puL de EM + 1 mL de células.

Para as dilui¢Ges seriadas, foram utilizados microtubos de 2 mL contendo 1 mL de solug&o salina (NaCl
0,85%) e 1 mL das solucdes de cada tubo, para diluicdes entre 10~ e 107°. Entretanto, apenas as diluicdes
de 1075 e 10~ foram escolhidas para analisar os resultados obtidos, pois apresentaram entre 30 e 300 coldnias
por placa.

Por fim, 50uL das diluigdes 10~5 e 10~° foram adicionados as placas de Petri contendo meio de cultura
Sal-Manitol, sendo feito o espalhamento com alca de Drigalski. Cada diluicdo também foi feita em triplicata.
Os microrganismos foram incubados por 24 horas a temperatura de 37°C, e posteriormente foi realizada a
contagem de unidades formadoras de colénia (UFC).

2.3 Teste de difusdo em discos

No ensaio qualitativo de antagonismo, ou seja, o teste de difusdo em discos, entre as células de S. aureus
e 0s metabdlitos dos EMs, iniciou com o preparo dos filtrados: todos os 7 EMs foram transferidos para
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microtubos de 2 mL e, estes, centrifugados a 3000 rpm por 2,5min. Entdo, utilizando uma seringa (0,22uM)
estéril acoplada com um filtro, o sobrenadante foi retirado e transferido para outro microtubo, e armazenado
entre 2 — 8°C.

Este ensaio foi realizado de duas maneiras: espalhamento das células bacterianas e posterior adicdo dos
discos, e pela técnica do pourplate, seguido da adi¢do dos discos embebidos na solucdo de metabdlitos dos
EMs. Para o espalhamento, foram preparadas 7 placas de Petri contendo meio de cultivo Sal-Manitol, nas quais
foram adicionados 50 pL da suspensdo de células de S. aureus, espalhadas com a al¢a de Drigalski. Para o
pourplate, foram adicionados 100 pL das células bacterianas em cada uma das 7 placas de Petri, e em seguida,
foi despejado o meio de cultura PCA. Os discos foram feitos de papel filtro e autoclavados por 15 minutos a
121°C e 1,5 atm; depois cada disco foi embebido com 20 pL das solugdes filtradas de cada EM. Ent&o, trés
discos respectivos ao mesmo EM foram colocados nas placas sobre o meio de cultura, tanto para o
espalhamento quanto para o pourplate. Todas as placas de Petri foram armazenadas em estufa a 37°C por 24
horas, para posterior observagéo da formacdo de halos no crescimento bacteriano ao redor dos discos.

Os dados numéricos obtidos a partir da contagem de col6nias nas diluicdes 10~° e 10~¢ foram anotados
em planilha do Microsoft Excel, e os valores foram convertidos para a unidade de UFC/mL, utilizando a
Equacéo (1), considerando que o volume de solucéo adicionado nas placas como 50 pL.

Numero de colonias X Fator de dilui¢ao

Volume (1)
O programa GraphPad Prism 8 foi utilizado para plotar um grafico de comparacdo entre as médias do
crescimento bacteriano, conforme o aumento da concentragéo dos EMs.

3 RESULTADOS

Apbs a contagem de unidades formadoras de col6nias no ensaio quantitativo, os valores encontrados para
0 crescimento bacteriano em contato com os Microrganismos Eficientes, em diferentes concentracdes, estdo
descritos conforme a Tabela 1. Os resultados encontrados néo revelam um padrédo de redugdo no crescimento
bacteriano conforme 0 aumento da concentragdo dos EMs, como era esperado e de acordo com o descrito por
Hamad (2020).

Tabela 1 — Valores para o crescimento de S. aureus.

Bactéria Concentragdo de EM (v/v) Contagem (UFC/mL) Log 10 UFC/mL
0,5% 1,27 x 10° (* 1,01x10°%) 8,61 (£ 0,99)
1% 2,37 x 102 (+ 2,51x108) 9,37 (£ 0,05)
S. aureus 2% 3,30 x 107 ( 1,95x10°%) 8,47 (£ 0,19)
5% 3,06 x 10% (+5,17x108) 9,48 (£ 0,07)
0 % (controle) 1,38 x 10° (* 5,92x108) 9,08 (+ 0,26)

Fonte: autoria propria (2021).

A partir do programa GraphPad Prism 8, todos os dados obtidos para valores em Log10 UFC/mL do
crescimento microbiano para cada um dos tratamentos realizados, foram plotados em um gréafico de médias
com desvio padréo, apresentado na Figura 1.

Figura 1 — Média e desvio padréo do crescimento bacteriano em cada tratamento.
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Fonte: autoria prépria (2021).

Para o ensaio qualitativo, ndo foi observada formagéo de halos no crescimento de S. aureus na presenga
do extrato filtrado dos 7 EMs coletados. A Figura 2 mostra os resultados obtidos neste ensaio. Nesse caso,
como o contato foi feito entre as bactérias e os EMs filtrados, os resultados mostraram que 0s metabolitos dos
EMs ndo sdo suficientes para causar um efeito antimicrobiano significativo, isso significa que seria necessaria
uma quantidade muito maior desse filtrado para ser notada a atividade de antagonismo.

Figura 2 — Resultados do ensaio qualitativo.
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Fonte: autoria prépria (2021).
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstraram que o EM5 utilizado nédo apresentou efeito antagonista
direto contra a bactéria S. aureus; tampouco foram observados efeitos antagonistas dos metabdlitos
secundarios dos 7 EMs contra a S. aureus. Desse modo, ainda é necessario que sejam desenvolvidas mais
pesquisas, tendo como objetivo a avaliacdo da atividade antagbnica entre os EMs e as bactérias causadoras da
mastite bovina. Apesar do resultado observado ter sido diferente da hipotese proposta, concluiu-se que este
estudo contribui para as pesquisas na area de alternativas para o tratamento da mastite bovina, abrindo
oportunidades para 0s demais pesquisadores.
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