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RESUMO

CASTELANI, L. Uso de bacteriocina e nanofragmentos de lipides @aticos contra
Staphylococcus spp. resistentes isolados de mastite bovir2016. 71 f. Tese (Doutorado em
Microbiologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicasniversidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
Brasil, 2016.

Staphylococcuspp. sdo reportados com um dos principais agestiel®gicos da mastite
bovina, onde a diversidade de fatores de viruléecielevada resisténcia antimicrobiana
contribuem para o prognostico desfavoravel da gifecCom relacéo aos tratamentos, muitos
dos antimicrobianos comercialmente disponiveis paraastite bovina geram residuos que
alteram a qualidade e seguranca alimentar do deteus derivados. Neste cenario, a busca
por novas alternativas de controle e tratamentoatarse imprescindiveis. Bacteriocinas e
nanoparticulas tém emergido como alternativas msonas para futuros desenvolvimentos de
agentes antimicrobianos. O objetivo deste estudaviiarin vitro a atividade antibacteriana
da bacteriocina nisina (NS), de nanofragmentos @undd catidbnico brometo de
dioctadecildimetilamonio (DDA) e do complexo NS/DDodntra cepas d8taphylococcus
spp. resistentes isoladas de mastite de novilhadparas e vacas em lactacdo, de rebanhos
leiteiros de diferentes propriedades experimergaomerciais. Para todos os isolados, o
perfil de sensibilidade antibacteriana foi detemdim por difusdo de disco e a atividade
vitro da nisina e DDA foi avaliada pela determinagcaocdacentracdo bactericida minima
(CBM). O efeito sinérgico do complexo NS/DDA foitdeminado através do método de
checkerboarde estudo ddime-kill. A viabilidade celular foi adicionalmente avaliagar
microscopia de fluorescéncia. O tamanho (nm), mgetsibilidade e potencial zetd @os
complexos NS/DDA e a sua interacdo com uma cepaeseptativa desS. aureusforam
determinados por espalhamento de luz dindmico (DAS)BMso da nisina foi de 50 pg/mL

e a CBM, do DDA foi de 4 pg/mL, enquanto que a CgMo complexo NS/DDA foi 3/2
ug/mL (efeito parcialmente sinérgicBFBC entre > 0,5 -< 1,0). O estudo déime-kill
revelou uma redugéo de 3 logo UFC/mL apos uma hora de interagdo entre o complexo
NS/DDA e a bactéria. De fato, a microscopia de rgsoéncia confirmou uma perda da
viabilidade apos 6 horas de interacdo. A intera&DDA resultou em um complexo
catidnico (+8,84 mV) na escala nanométrica (148yf, o que contribui para a adesédo a
superficie bacteriana negativa (-27,32 mV), favenelo a acdo bactericida do complexo. O
complexo NS/DDA se mostrou como uma alternativanygeora para o0 controle de
Staphylococcuspp. resistentes isolados de mastite bovina.

Palavras-chave: Brometo de dioctadecildimetilambnio. Mastite bovina\isina.
Staphylococcus aureus. Staphylococmsgulase negativa.



ABSTRACT

CASTELANI, L. Use of bacteriocin and cationic lipid nano-fragmerg against resistant
Staphylococcus spp. isolated from bovine mastitis2016. 71 p. Ph.D. Thesis (Microbiology)
- Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidadé&ée Paulo, S&o Paulo, Brasil, 2016.

Staphylococcuspp. are reported as a major etiological ageriioeine mastitis, where the
diversity of virulence factors and high antimicrabiesistance profiles contribute to the poor
prognosis of the infection. With regard to treattsemany of the commercially available
antimicrobials for bovine mastitis generate wasiat talters the food quality and safety of
milk and dairy products. In this scenario, the eedior new alternatives for control and
treatment become essential. Bacteriocins and naindpa have emerged as promising
alternatives for future development of antimicrékagents. The aim of this study was to
evaluate the “in vitro” antibacterial activity di¢ bacteriocin nisin (NS), cationic lipid nano-
fragments of dioctadecyldimethylammonium bromid® &) and NS/DDA complex against
drug-resistanStaphylococcuspp. strains isolated from mastitis in primipardwesfers and
lactating dairy cows in herds from both experimemtad commercial properties. For all
isolates, the antibacterial susceptibility profdas determined by disk-diffusion method and
the “in vitro” activity of nisin and DDA was evalted by determining the minimum
bactericidal concentration (MBC). Synergistic etffeENS/DDA complex was determined by
time-kill and checkerboard methods. Cell viabilias further evaluated by fluorescence
microscopy. The size (nm), polydispersity and petgential {) of NS/DDA complex, as well
as, their interaction with a representative stcdiS. aureusvere determined by dynamic light
scattering (DLS). For nisin and DDA the MBfvas 50 and 4 pg/mL, respectively, whereas
MBCso of NS/DDA was 3/2 pg/mL (partially synergistic eft,XFBC from > 0.5 to< 1.0).
Time-kill studies with NS/DDA revealed 3 logio CFU/mL at an hour interaction. In fact,
fluorescence microscopy confirmed loss viabilityteafsix hours interaction. NS/DDA
assemblies resulted in cationic complexes (+ 8.84 @t nanoscale (148.5 nm), which
contributes for the interaction with the negativelyarged bacterial surface (-27.32 mV),
favoring the bactericidal action of the NS/DDA cdeyp The NS/DDA complex has shown
to be a promising alternative for the control otighresistantStaphylococcuspp. strains
isolated from bovine mastitis.

Keywords: Dioctadecyldimethylammonium bromide. Bovine mastiNisin. Staphylococcus
aureus.Coagulase-negativ@taphylococcus
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1 INTRODUCAO

A pecuaria leiteira possui importancia significatima economia brasileira, devido ao
relevante papel no fornecimento de alimentos, assimo na geracao de empregos diretos e
indiretos em toda a cadeia produtiva. Ao mesmo tenopBrasil € um pais com grande
potencial de exportacdo de leite no mercado munB@iém, o leite produzido aqui possui
baixa qualidade, limitando a transformacao indakti produtos de baixo valor agregado e
sem padrdo de mercado (VIANA; RINALDI, 2010). Umsdarincipais fatores relacionados
com a reducéo da qualidade do leite € a mastite,quasiona alteracdes na composicao do
leite e diminuicdo na producdo, além de represemtaps a saude do consumidor pela
possivel presenca de microrganismos patogénicosas ®xinas, além de residuos de
antimicrobianos (SANTOS; FONSECA, 2007).

Diferentes agentes patogénicos estdo envolvidogtiotogia da mastite bovina, e
Staphylococcuspp. sdo os mais frequentemente isolados. Dengénero,Staphylococcus
aureusé o principal microrganismo causador de mastitdagiosa em rebanhos leiteiros de
todo o mundo. Uma vaca com mastite @r aureusapresenta queda consideravel na
producao, assim como na qualidade do leite (FAGUSIDBELIVEIRA, 2004). No entanto, &
frequente o isolamento de espéciesStEphylococcusoagulase negativa (CONS) em casos
de mastite bovina (PYORALA; TAPONEN, 2009). Essdsrarganismos sdo oportunistas,
pois normalmente fazem parte da microbiota da @eléeto e dessa forma, tem acesso ao
interior da glandula mamaéria (TRINIDAD; NICKERSOALLEY, 1990).

Staphylococcusspp. sdo capazes de produzir diferentes fatoresirdé€Encia que
auxiliam na sua colonizacdo e persisténcia na glanchamaria, além de produzir toxinas
capazes de provocar intoxicacoes alimentares (SANTERDNSECA, 2007). Ainda, esses
microrganismos exibem elevada resisténcia aos egeantimicrobianos usualmente
empregados no controle e tratamento das mastitéBHIE; SCHWARZ, 2006), dificultando
o tratamento das infeccbes, e consequentement@nsamdo as despesas aos produtores de
leite (MATHEW; CISSELL; LIAMTHONH, 2007).

Sendo assim, hd uma grande necessidade de se alesemovas terapias alternativas
eficazes de controle e tratamento da mastite bpgua visem um produto mais seguro e de
melhor qualidade. Uma alternativa com grande paéngara o controle de bactérias
multirresistentes é a utilizagdo de bacteriocin@s.uso de diferentes bacteriocinas na
prevencao e tratamento da mastite j& foi descatalwersos autores (BARBOSA-CORONA
et al., 2009; CAO et al., 2007; SEARS et al., 19&2)retanto, a necessidade de minimizar o
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uso de antibiéticos em animais de producéo, faz @eenhaja novo interesse na avaliagdo da
atividade das bacteriocinas como alternativa nad&gede mastite (BASTOS et al., 2009).
Bacteriocinas sdo peptideos naturais sintetizadesretados pelas bactérias, as quais inibem
0 crescimento de ambas as espécies estreitamést@madas e ndo relacionadas (JACK;
TAGG; RAY, 1995).

Outra estratégia relevante € a utilizagdo de |§padeionicos. A atividade antibacteriana
de lipides catidnicos de brometo/cloreto de dicmtddimetilamonio (DDA) tem sido
revisada (CARMONA-RIBEIRO; VIEIRA; LINCOPAN, 200§)odendo chegar a constituir
um produto promissor para uso topico de infecc@msamas e veterinérias, incluindo mastite
bovina. Além da atividade biocida, DDA possui a aagade de adsorcdo a diferentes
biomoléculas, e seu uso tem sido descrito com@=zfpara o transporte de antigenos e/ou
antibioticos (LINCOPAN et al., 2009).

A combinacédo de farmacos no tratamento de infeqodes contribuir para a prevencgéo
ou reducdo da resisténcia bacteriana, ampliandpeceo de acdo, além de diminuir a dose e
a duracdo do tratamento, minimizando a toxicidagessiveis efeitos colaterais (SILVA et
al., 2011).

Neste cenério, 0 presente estudo teve como objatiaiiar a atividade antibacteriaima
vitro da bacteriocina nisina, de nanofragmentos ded#pgintéticos catibnicos de DDA e do
complexo NS/DDA contra cepas &aphylococcuspp. resistentes provenientes de mastite

bovina e, cepas d& aureusle umanternational Culture CollectioATCC®).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mastite bovina

Definida como inflamacdo das glandulas mamariasmastite € considerada a
enfermidade de maior impacto econémico que acoraefecuaria leiteira mundial. Os
principais prejuizos observados sdo queda na péogassim como diminui¢do da qualidade,
devido a alteracdes microbioldgicas, fisico-quimicensoriais € na composi¢ao centesimal
do leite (SANTOS; FONSECA, 2007). Outras perdassioreadas pela mastite estédo
relacionadas com o descarte do leite de animaigaamento, descarte prematuro de vacas
por perda de um ou mais quartos mamarios, redugaweabhbr comercial desses animais,
custos com diagnostico microbiolégico, medicamertoem médico veterinario. Além disso,
constitui ameaca a saude dos consumidores dewd@@lacao de patdbgenos e suas toxinas,
ou pela presenca de residuos de antibiéticos teo(KEFEE, 2012).

A mastite € uma doencga multifatorial complexa, @ istensidade depende da interacao
entre fatores relacionados ao animal, ao homenanamente e o microrganismo. Pode ser
ocasionada por traumas fisicos, agentes quimidtenies, mas, sobretudo pela colonizacao
do canal do teto principalmente por bactérias,massomo fungos, leveduras e algas
(RADOSTITS et al.,, 2002). A contaminacdo microbiala leite pode ocorrer através da
incorporacdo dos microrganismos que estdo preseotashere ou durante o processo de
ordenha, através do contato com utensilios e eqapts de ordenha contaminados
(FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004).

A mastite pode ser classificada quanto sua formandeifestacdo. A formalinica
apresenta os sinais evidentes da inflamacao, ¢am® @dema, hipertemia, endurecimento e
dor na glandula mamaria e/ou aparecimento de grupussou alteracdes das caracteristicas
do leite. Pode ocorrer também, febre, anorexia, goeda na producdo de leite, podendo
levar a morte do animal (TOZZETTI; BATAIER; ALMEIDA2008). Ja a mastigbclinica
ndo apresenta os sinais inflamatorios evidentestudo, ha alteracbes na composi¢do do
leite, tais como o0 aumento da contagem de célaamticas (CCS), aumento dos teores de
sodio e cloro, proteinas séricas e diminuicdo dogoeual de caseina, gordura, solidos totais
e lactose, além de ser responsavel por aproximadari®% das perdas de leite ocasionadas
pela doenca (SANTOS; FONSECA, 2007).

Para o diagnoéstico da mastite clinica, realizaxaene criterioso da glandula mamaria e
o teste da caneca de fundo negro ou provalamis onde sdo observadas alteracdes

macroscopicas nos primeiros jatos de leite. Poversao diagnostico da mastite subclinica é
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baseado na elevacao das células somaticas, ptineip@ os leucdcitos polimorfonucleares.
Pode ser realizado indiretamente pdalifornia Mastitis Test(CMT), que estima a
viscosidade do leite apds a adicdo de um reagedpei@ e diretamente através da CCS, que
quantifica a elevacdo dessas células (ZAFALON.e280D8).

Outra forma de classificagdo é referente a formatrdasmissdo, que pode ser
contagiosa causada por microrganismos adaptados a sobreiavém Ubere e que séo
disseminados do quarto infectado para outro sadide um animal para 0 outro no momento
da ordenha. Geralmente séo infeccbes subclinicagnplo tornar-se cronica e com elevada
CCS. Os principais agentes etiol6gicos Saaureus, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma
bovis e Corynebacterium bovi§SANTOS; FONSECA, 2007)J4 a mastiteambiental é
ocasionada por microrganismos comumente present@seio ambiente do animal e que a
partir dessa fonte alcancam o canal do teto. Gerdgbné na forma clinica aguda, de curta
duragédo (PHILPOT; NICKERSON, 1991). Os principaédgenos causadores das mastites
ambientais sa&treptococcus uberis e Streptococcus dysgalgais&m como os coliformes
e os enterococos (HOGAN; SMITH, 2012).

2.2 Mastite por_Staphylococcispp.

Um dos principais agentes etioldgicos isolados efac¢des intramamarias bovina €
Staphylococcuspp. Esses microrganismos apresentam implicagbpertantes em saude
publica, uma vez que sédo capazes de produzir dwéasores de viruléncia, como a producao
de toxinas que causam intoxicacdes alimentares d elevada resisténcia a diferentes
antimicrobianos, o que contribui na sua persisgéma glandula mamaria (MATHEW;
CISSELL; LIAMTHONH, 2007).

Staphylococcusspp. sé@o caracterizados como cocos Gram-positivedyeis, com
didmetro variando entre 0,5 a 1,5 um, anaerébiosltédivos, meséfilos e crescem em
temperaturas entre 7 a 48,5 °C. Sdo capazes dessavlver em pH entre 4,2 a 9,3, com
crescimento otimo entre 7,0 a 7,5. Apresentam robsahbo fermentativo com producéo de
acido e ndo gas, ndo formadores de esporos, aafadagivos e capazes de se multiplicarem
em meio contendo 10% de cloreto de sédio (KLOOSNRERMAN, 1999).

O géneroStaphylococcu® classificado em coagulase positiva e negativaiddea
habilidade de algumas espécies em coagular o pl&naureuse o principal estafilococo

coagulase positiva (CoPS) e é comumente isoladmastite bovina em rebanhos de todo o
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mundo, representando importancia econémica sigiNie devido sobretudo, a diminuicédo na
quantidade e qualidade do leite (MARTINS et al1@0

S. aureus um microrganismo altamente contagioso, que nongrae habita a pele e
mucosas do homem e de outros animais. Pode tantoéonjzar a pele e o canal do teto e,
uma vez infectado, o quarto passa a ser um reéervdb agente, ao qual se torna uma fonte
de infeccdo e disseminacdo do patégeno no momentrdkenha (SANTOS; FONSECA,
2007). Geralmente causam mastite subclinica, comeato variavel de CCS. Porém, podem
progredir para manifestacdes clinicas agudas, @airinsinais sistémicos que variam de
moderados a severos, como a gangrena dos quartoarins, podendo levar a morte do
animal (KEEFE, 2012).

Ja Staphylococcusoagulase negativa, por muito tempo foram consibesracomo
patdogenos secundarios, com menor importancia eptgdés intramamarias. Entretanto,
atualmente sdo considerados patégenos emergerdgs frequentemente encontrados em
amostras de leite de animais com mastite, printipate em vacas primiparas no periodo
pos-parto, com declinio apos a segunda semanacticda. Podem também ocasionar
infeccbes persistentes, com aumento da CCS e dgamuda qualidade do leite,
representando perdas econdmicas significativas BM@; TAPONEN, 2009). Sio
considerados oportunistas, pois normalmente fazarte gla microbiota da pele do teto e
causam infeccdo via ascendente através do candktdo(TRINIDAD; NICKERSON;
ALLEY, 1990). Diversas espécies de CoNS ja foraoladas de amostras de leite bovino
mastitico e as mais comuns s&taphylococcus chromogenes, Staphylococcus simelans
Staphylococcus epidermidiBY ORALA; TAPONEN, 2009).

Uma vez que o principal reservatorio S8&aphylococcuspp. € a pele do Ubere dos
animais infectados e as méaos dos ordenhadoresgasedie controle do patégeno devem estar
relacionadas com as boas praticas de ordenha. Aiteragdio periddica e a higiene dos
equipamentos e do ambiente de ordenha, assim cohmgieme pessoal do ordenhador, a
desinfeccao dos tetos com solucdo desinfetanténteysalos de pré e pds-ordenha, a terapia
da vaca seca, a segregacao de animais infectadescarte de vacas com mastite cronica,
auxiliam na diminuicdo da prevaléncia de mastiteEKE, 2012; ZAFALON et al., 2008).

2.3 Fatores de viruléncia de Staphylococep.

A patogenicidade d&taphylococcuspp. esta relacionada com a capacidade destes

microrganismos em produzir uma gama de fatores iddémcia associados a parede
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bacteriana ou que sado secretados. Estas protairéiara a bactéria evadir-se do sistema
imune do hospedeiro, assim como aderir, invadidestruir as células e se propagar dentro
dos tecidos. Dentre esses fatores, incluem-se dugdio de enterotoxinas, superantigenos,
enzimas, citotoxinas e toxinas esfoliativas, asgimo a producado de biofilmes (TRABULSI;
TEIXEIRA; BUERIS, 2005).

As enterotoxinas estafilococicas (SEs) sdo proseimeracelulares de baixo peso
molecular (22 a 29 kDa) produzidas durante o mdtabo bacteriano, e liberadas pela
bactéria durante sua multiplicacdo. Existem diferemnterotoxinas descritas na literatura, e
as classicas e de maior ocorréncia séo SEA, SEB, SED e SEE. As enterotoxinas séo
hidrossollveis, resistentes as enzimas proteditidmestivas, termoestaveis, podendo
permanecer no alimento mesmo ap0s 0 cozimentostays&zacao e a ultrapasteurizacéo, e
estdo relacionadas com surtos de intoxicacdo alanefiRAHIMI; ALIAN, 2013). Os
sintomas de intoxica¢éo alimentar estafilococicabem nausea, émese, dores abdominais e
diarreia, assim como dores de cabeca, hipotenkgmtrmia, e € atribuida a ingestao dessas
enterotoxinas (MARTIN; MYERS; LANDOLO, 2001).

As enterotoxinas sdo moléculas imunoestimuladol@snante potentes, conhecidas
como superantigenos (KONEMAN et al., 2001). Essainas se ligam as moléculas do
Complexo de Histocompatibilidade Maior (MHC) dessla Il e aos receptores de células T,
induzindo a proliferacdo de linfocitos T e a pra@luge interleucina 2 (IL-2). A formacédo
deste complexo trimolecular resulta em uma produgacica de citocinas que causardo um
dano epitelial, que resultard em perdas capilahgégatensdo (BAKER; ACHARYA, 2004).

S. aureu® um dos principais contaminantes de leite e detigados e podem produzir
um ou mais tipos de enterotoxinas nesses alimergpsesentando um problema de saude
publica (LINA et al., 2004). Entretanto, a produgi® enterotoxinas nao esta restrita 80s
aureus.Outras espécies de CoPS, coBtaphylococcus hyicuesStaphylococcus intermedius
possuem importancia a industria alimenticia, asgimo algumas espécies de CoNS, como
Staphylococcus capitis, S. chromogereS. epidermidigambém tém sido relatadas como
produtoras de enterotoxinas (FRANCO; LANDGRAF, 2004

A ocorréncia de enterotoxinas estafilocécicas eradytios lacteos e derivados,
especialmente em queijos, tem sido relatada poersivé autores. Borges et al. (2008)
avaliaram o perfil de contaminacgé&o [8iaphylococcuspp. e suas enterotoxinas em amostras
de leite e derivados, de uma industria de latisim@ regido metropolitana de Fortaleza - CE.
Os autores observaram que houve uma alta frequéadsmlamento de CoPS, principalmente

S. aureusnhas amostras de leite cru, enquanto que CoNS fisi iremuentemente isolado nas
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amostras de leite pasteurizado, coalhada e queipesenca de enterotoxina foi constatada
em 20% (4/25) das amostras de leite cru e, cons&guente, nas amostras de leite
pasteurizado, coalhada e queijo, e foi atribuidee@ada presenca de CoPS no leite cru.

Arcuri et al. (2010) pesquisaram a presenca desgdeell diferentes enterotoxinas
estafilococicas em 291 cepasSleaureussoladas de mastite bovina, leite do tanque e gueij
Minas frescal. Os autores observaram que 37,5%0@)=dos isolados eram positivos para
pelo menos um dos genes, e observaram também a8pgendiferentes de genes de toxinas
distintas.

As citotoxinas estafilocOcicas possuem atividades maembranas celulares e
compreendem as toxinas alfa, beta, delta e gamlaweacidina de Panton-Valentine (PVL).
Sao responsaveis por induzir mudancas pro-inflamaatthas células, inativar o sistema
imune por efeito citotoxico direto e degradar tesitKONEMAN et al., 2001). A toxina PVL
provoca a destruicdo de leucocitos e necrose t@calesta associada as cepasdaureus
resistentes a meticilina isoladas da comunidadeNJICINAR, 2012).

S. aureusambém produz outras toxinas extracelulares cotoaina-1 da sindrome do
choque toxico (TSST-1) e toxinas esfoliativas (ETA) TSST-1 € um superantigeno
responsavel pela sindrome do choque toxico em hosnaoaracterizada por febre,
hipotensaorash cutaneo e envolvimento multiorganico. As toxina®legtivas promovem a
clivagem do extrato granuloso da epiderme, ocasmaindromes cutaneas severas, como a
sindrome da pele escaldada e impetigo bolhoso (EARINAN; PEACOCK, 2007).

Outro importante fator de viruléncia &aphylococcuspp. é a capacidade de produzir
biofilmes, pois esta habilidade muitas vezes estacionada com infec¢cbes recorrentes
(MELCHIOR; VAARKAMP; GREMMELS, 2006). Os biofiimesé&o caracterizados como
uma comunidade microbiana seéssil envolta por umaianpolimérica extracelular auto-
produzida aderente a uma superficie inerte ou Waem ser formados por uma unica
espécie de microrganismo, ou por diferentes espéci@até mesmo géneros, e S40 compostos
principalmente por agua e macromoléculas como saularideos, proteinas, DNA, lipideos,
sais minerais e diversos produtos derivados dadgelar (COSTERTON; STEWART,
GREENBERG, 1999; MONROE, 2007).

A formacéo de biofilmes no interior do tecido deete confere & bactéria capacidade
de adesao e protecdo contra os mecanismos de akfelsaspedeiro e acdo dos agentes
antimicrobianos, tornando a mastite uma doencaispemse (ATULYA et al.,, 2014). As
células bacterianas que crescem em um biofilme g&iwticamente e fisiologicamente

distintas das células livres, e podem ser maigaotes aos antibiéticos em até 1.000 vezes
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(MONROE, 2007). Segundo Melchior, Vaarkamp e Gretarf006) as bactérias capazes de
produzir biofilmes s&o mais frequentemente relaias as infec¢des cronicas e persistentes
do que as cepas nao produtoras. Além disso, osniesf auxiliam as bactérias aderirem e
colonizarem as superficies dos equipamentos deloagd® que favorece a disseminacdo do
patégeno aos animais sadios (SANTOS; FONSECA, 2007)

Diversos trabalhos relatam a presenca de genesapagidade fenotipica de formacéo
de biofilmes por cepas de estafilococos isoladamadstite bovina. Tremblay et al. (2013)
avaliaram a capacidade fenotipica de 255 cepasotiS Gsoladas de casos de mastite, no
Canada. A maioria (85,1%) dos isolados foi capatod®ar biofilmein vitro. Além disso,
através da técnica de PCR, os autores observara@7 &% dos isolados a presenca de pelo
menos um dos seis genes avaliados responsavei®peécao de biofilme.

Castelani et al. (2013) avaliaram 130aureussolados de mastite de vacas e novilhas,
e observaram que 55,5% das cepas foram capazesodigzip biofilme fenotipicamente.
Porém, a presenca dos gelesA e icaD, relacionados com a formagdo de biofilmes, foi
detectada em 98,9% e 100% das amostras, respeetit@nmsso indica que existe uma
elevada prevaléncia dos geniesem S. aureussolados de mastite, e que a expressao
fenotipica depende de condi¢Bes especificas dévaukomo quantidade de glicose e
condi¢des hipoéxicas (MELCHIOR; VAARKAMP; GREMMELS006).

2.4 Uso de antimicrobianos e mastite

O desenvolvimento da antibicoticoterapia no sédoi um marco para a historia da
humanidade, uma vez que se tornou possivel o teatande diversas infec¢cdes. Porém, a
utilizacdo generalizada e excessiva fez com qugissem patdégenos multirresistentes as
drogas de uso corrente, tanto em isolados de hwsnarmuanto veterinario
(ASADUZZAMAN; SONOMOTO, 2009). Com isso, é cada weais frequente o relato de
resisténcia antimicrobiana em todo o mundo, reptagseo prejuizos tanto econémicos, como
para a saude. Segundo a Organizacdo Mundial daeS@EIS) (2012), além do uso
excessivo e a administracdo empirica, a utilizagéoantimicrobianos na promocdo de
crescimento de animais de producdo aumenta a pressi@tiva sobre as bactérias,
ocasionando a resisténcia.

Medidas de controle da mastite bovina empregadaspr@priedades leiteiras, como
praticas de higiene de ordenha, muitas vezes sgiicdmes e exigem intervengdo de
medicamentos (OLIVER; MURINDA, 2012). Agentes antirobianos sdo comumente
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empregados para o tratamento e prevencdo da mastitea, em terapia de vaca seca, bem
como em outras doencas que acometem o gado |€EMYANT; SORDILLO; JAYARAO,
2005). Entretanto, o uso constante e sem prévidgifidacdo do agente etioldégico e ensaios
de susceptibilidade, favorecem a propagacao descepdtirresistentes (SZWEDA et al.,
2014), podendo contribuir para o aumento da modeida mortalidade dos animais,
aumentando os custos de producdo (MATHEW; CISSHUBMTHONH, 2007). Além
disso, essas cepas podem transferir os genes @d&mem a outras bactérias sensiveis
(NISHIE; NAGAO; SONOMOTO, 2012).

Diferentes drogas sao utilizadas para o tratamen@® prevencdo da mastite. As
cefalosporinas sao as mais utilizadas, bem coninaGsamidas e beta-lactamicos (OLIVER,;
MURINDA, 2012). Porém, muitos trabalhos conduzidas diferentes paises evidenciam que
Staphylococcuspp. isolados de casos de mastite bovina apresamisisiéncia a esses e
também a outros agentes antimicrobianos. Em relsadbs Estados Unidos, Erskine et al.
(2002) encontraram resisténcia a ampicilina e jlerdacem 49,6% das cepas & aureus
0,2% ao ceftiofur, 2,1% a pirlimicina e 0,6% a dkaa. Na Estonia, Kalmus et al. (2011)
avaliaram o perfil de resisténcia de cepasSdewureuse CoNS e observaram que 61,4 e
34,5% eram resistentes a penicilina, 59,5 e 38,%¥gicilina, 18,1 e 17,1% a clindamicina,
4,1 e 11,6% resistentes a tetraciclina, respectwéen No Brasil, da Costa et al. (2013)
tracaram o perfil de resisténcia de 3m2aureussolados de 35 rebanhos do estado de Minas
Gerais, e encontraram indice de resisténcia dé®ptia ceftiofur, 1,69% para gentamicina,
3,35% para neomicina e 34,1% para penicilina.

A utilizagédo de antimicrobianos em vacas leitepade também gerar residuos no leite.
A presenca desses residuos constitui prejuizoetoos, uma vez que o leite dos animais
em tratamento deve ser descartado, e os produémepenalizados pelo leite adulterado.
Além disso, a ocorréncia destes residuos acametdemas de ordem tecnoldgica a industria
de laticinios, pois inibem as culturas lacteaszatilas na fabricacéo dos derivados e produtos
fermentados, dificultando a produgé&o ou alterandoadidade (ADETUNJI, 2011).

Os residuos de antibioticos em derivados lactenbéen podem ocasionar desequilibrio
da microbiota intestinal do consumidor, reacOeshigersensibilidade e toxicas, além de
efeitos teratogénicos (JACOBSON; CONSUMER, 2003)ngestdo continua de pequenas
doses de antibidticos através do leite contaminadogcipalmente por criancas, reduz a
microbiota normal, permitindo a proliferacdo do<miganismos patogénicos e interferindo

diretamente na eficacia de outros medicamentos (BIDA et al., 2003).
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Estima-se que cerca de 20% do leite bovino brasitsja produzido de forma informal
e comercializado sem nenhuma inspecéo sanitarlapratica representa risco a saude da
populacao, devido ao consumo de um produto de lpiakdade e que possa conter residuos
de antimicrobianos, assim como microrganismos @aicgs e suas toxinas (MOTTA et al.,
2013). A presenca de residuos de antimicrobianokiteo € devida, principalmente ao uso
abusivo e inadequado de antibidticos e da ndo ébeidi ao periodo de caréncia. Ainda,
fatores como o prolongamento da retencdo do meditmma glandula mamaria em alguns
animais e a antecipacéao do parto, também podemtman{COSTA et al., 2000).

Residuos de antibidticos em leite bovino ja foratedtados em diferentes regides do
Brasil. Em Minas Gerais, Cerqueira et al. (2014atedam uma baixa concentracdo de
residuos de quinolonas, estreptomicinas e tetnaagclem amostras de leite de tanque de
expansao de diferentes propriedades. No Paraniéa ¥ieal. (2012) demonstraram a presenca
de residuos de tetraciclina, gentamicina, estreptome beta-lactamicos em amostras de
leite pasteurizado tipo B de estabelecimentos coaisr Ainda, foi encontrado residuo de
cloranfenicol em 40% das amostras analisadas. @ntknicol possui efeito toxico e seu uso
em animais de producéo é proibido no Brasil.

Além de residuos no leite, o emprego de antibiétina criacdo animal pode gerar
residuos no meio ambiente, de forma direta, atrdagdezes e urina, ou indireta, através da
utilizacdo de esterco animal na adubacgéo de cal{@BRISTIAN et al., 2003; KEMPER,
2008). Essas moléculas podem ser detectadas emtrasnole solo, agua superficial e
subterranea e impactar negativamente 0s organiaquagicos e terrestres (toxicidade cronica
ou aguda). Esses residuos podem também, favoreetegio de microrganismos resistentes
aos antimicrobianos (KEMPER, 2008).

Agentes antimicrobianos podem ainda estimular md&géo de biofilmes bacterianos.
Estudos mostraram que alguns antibidticos, quanciseptes em concentracdes sub-
inibitorias (sub-MICs) podem induzir de forma sigativa a formacgéo de biofilmia vitro
em diferentes espécies bacterianas, includdaureus(FRANK et al., 2007; LAZARO-
DIEZ et al., 2016) Rachid et al. (2000) demonstraram que concentragibsMICs de
tetraciclina e estreptogramina semi-sintética quiistina-dalfopristina foram capazes de
estimular a expressdo dos genes, responsaveis pela adesdo intercelular na matriz do
biofilme, de nove a 11 vezes, @repidermidis.Concentra¢cdes sub-MICs, podem ainda,
influenciar a expressédo de fatores de virulén@e, tomo outras moléculas de adesédo ou
toxinas (MELCHIOR; VAARKAMP; GREMMELS, 2006).
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2.5 Resisténcia antimicrobiana em Staphylocosus.

A resisténcia antimicrobiana pode ser intrinsec, € naturalmente exibida por todos
0s microrganismos de determinada espécie, e adgumesultante da aquisicdo de genes de
resisténcia veiculados por elementos genéticos isioeemo plasmideos e transposons, e
através de mutacdo de genes reguladores ou esisutbisses genes codificam diferentes
mecanismos bioquimicos que impedem a acao dasdfagaERTHUM, 2005).

Staphylococcusspp. demonstraram, ao longo do tempo, notavel caguie de
desenvolver resisténcia a maioria dos antimicralsaA resisténcia aos beta-lactamicos pode
ocorrer por dois mecanismos principais. Um delagavés da hidrolise enzimatica pela acao
da enzima beta-lactamase. Essas enzimas extraes|utadificada pelo ger®az, clivam o
anel beta-lactamico no espaco periplasmatico eadagr o antibiético (NIKAIDO, 2009). O
outro mecanismo de resisténcia é pela aquisicdgete mecA que confere resisténcia a
meticilina, e consequentemente, tornam 0S micr@sgass intrinsecamente resistentes
também a outras drogas beta-lactamicas, podendeseapar resisténcia adicional para
aminoglicosideos, macrolideos, tetraciclinas eajaimas (LEE, 2003; SAHM, 1994). O gene
cromoss6micamecA confere modificagcbes nas proteinas de ligacdoeméciina Protein
Binding Penicilin- PBP) presentes na membrana plasmatica, dandenoragvariantes PBPs
(PBP 2" ou PBP 2a), as quais tem baixa afinidada pa beta-lactamicos (CHAMBERS,
1997). Esses dois mecanismos de resisténcia postampeesentes numa mesma cepa, e até
estarem interagindo entre si (de LENCASTRE etl@91).

A resisténcia aos beta-lactamicos é amplamentdribdidla em cepas de
Staphylococcuspp. isoladas de mastite bovina. No Brasil, a migsedo geneblaZ foi
observada por Krewer et al. (2015) em 93,1% (2@)/2as cepas isoladas de rebanhos
bovinos do Nordeste. Também foi encontrado no Ridaheiro 5,2% (13/250) de cefmeZ
positivas (MENDONCA et al., 2012). Na Polonia, Sdaet al. (2014) analisaram 123 cepas
de S. aureuse observaram que 25 de 29 cepasSdeaureusresistentes a penicilina
transportavam o genglaZ Além disso, duas cepas foram positivas para @ geatA.A
prevaléncia deStaphylococcuspp. resistentes a meticilina geralmente é baixandp
comparadas com isolados clinicos humanos (VANDERBHKEN et al., 2010). Coelho et al.
(2009) detectaram a presenca do gemeAem 25% (5/21) das cepas MRSA isoladas de
vacas com mastite subclinica no Rio de Janeiroindi, Kutar et al. (2015) encontraram
9,61% (5/52) de cepas & aureusisoladas de mastite de vacas e bufalas, carregagdne
mecA Em rebanhos chineses, Pu et al. (2014) observauanapesar de 47,6% (49/103) dos
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isolados seremmecA positivos, 37 destas cepas apresentaram sengilalifenotipica a
oxacilina, ressaltando a importancia do empregmék®dos genotipicos.

Os macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B.S@Y apesar de serem
antimicrobianos quimicamente distintos, apresentananismos de acao similar, atuando na
ligacdo do ribossomo e inibicdo da sintese protbmeteriana (JUYAL et al., 2013). A
resisténcia a essas drogas esté relacionada cendiflsentes mecanismos: (1) modificacdes
no alvo de ligacdo do antimicrobiano no ribossomecanismo codificado pelos geregsmA
ou ermC (erythromycin ribosomal methylgseque codificam enzimas denominadas de
metilases RNAr 23s, responsaveis pela metilacaRNlar 23s, as quais conferem resisténcia
cruzada aos MLS (2) efluxo ativo: codificado pelo gemarsA (specific methionine sulfoxide
reductasg o qual confere resisténcia aos macrolideos esmegramina B (LEWIS;
JORGENSEN, 2005).

As tetraciclinas sdo antibidticos de amplo especttiizados numa variedade de
infeccdes ocasionadas por microrganismos Gramipasieé Gram-negativos. Os mecanismos
de resisténcia as tetraciclinas incluem: (1) asefmas de efluxo, que protegem o ribossomo
da acdo da droga, e sao codificadas pelo ggne@ma superfamilia de protein§®) proteinas
de protecdo ribossomal, que ocorre por ligacdo reeimas ao ribossomo, tornando-o
inacessivel ao farmaco e, (3) a inativacdo enzim&la tetraciclina, codificada pelo geatX
(SPEER; SHOEMAKER; SALYERS, 1992; ULLAH et al., Z01

Em um trabalho conduzido na Turquia por Turkyilnedal. (2010), isolou-se 93 cepas
deS. aureusle mastite bovina, onde 17% eram MRSA e resistentesltiplas drogas. Além
disso, 15 cepas foram resistentes a tetraciclimdrginham o gengetM, mas nenhuma
continha o genéetK. Entre as cepas resistentes a eritromicina, nossuysam o genermA
sete tinham tanto o geeemAquantoermB porém nenhuma albergava o gen&aC.

Em estafilococos, a resisténcia aos fenicois, $anudas pleuromutilinas,
estreptogramina A e macrolideos, assim como limded mediada pelo gewé. Este gene
encontra-se frequentemente em plasmideos, e popdéesseminado entre bactérias da mesma
espécie, e também entre espécies diferentes. Oadfjejee foi identificado em isolados de
estafilococos linezolida-resistentes de origem man&m animais, cepas carregando o gene
cfr tém sido identificas em suinos, equinos e avesb&mnos, o genefr ja foi identificado
em quatro espécieStaphylococcukentus, Ssimulans S.sciuri e MRSA) (SHEN; WANG;
SCHMARZ, 2013)
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2.6 Alternativas de tratamento e profilaxia para inféegs produzidas por Staphylococcus
spp.

2.6.1Bacteriocinas

A reduzida quantidade de antibacterianos clinicaeneietivos, disponiveis para o
tratamento de infec¢cdes causadas por microrganismdsrresistentes, tem aumentado a
necessidade de procura por alternativas de tratam#rutilizacdo de bacteriocinas tem sido
considerada uma opg¢ao vantajosa, uma vez que tenmdsmonstrada a sua atividade contra
patdgenos de importancia clinica humana e vet@i(itGAM; GUPTA; SHARMA, 2014).

Bacteriocinas sdo peptideos ou proteinas ribossdm@bgicamente ativas, produzidas
pela propria bactéria, que destroem ou inibem oscoreento de outras bactérias
taxonomicamente relacionadas com a cepa prodiéamcompostos que surgiram durante a
evolucdo dos sistemas de defesa microbiana, etd@ados pelas bactérias para competir
com sucesso para a sua sobrevivéncia (SCHULZ ,e2@03). Os genes responsaveis pela
producdo das bacteriocinas estdo localizados eamfd@os, transposons ou Cromossomos
bacterianos, e consistem geralmente de um oper@daraes genes permitindo a biossintese,
modificacdo pos-traducgéo, transporte, bem comme de imunidade e, em alguns casos, um
gene que causa a lise do produtor para liberacdactariocina ativa (CLEVELAND et al.,
2001; McAULIFFE; ROSS; HILL, 2001).

As bacteriocinas de bactérias acido-lacticas (BA&9 divididas em quatro classes,
baseadas na massa molar e a estrutura quimiaa, @ssio 0 espectro e o0 mecanismo de acdo
(CLEVELAND et al., 2001):

— Classe | (lantibioticos)constituida por peptideos termoestaveis de baassa molar
(<5 kDa), com aminoacidos que apresentam em sugagdo lantionina €-
metillantionina. Pode ser dividida em subclassesseddas em sua estrutura e
mecanismo de acatpo A-moléculas lineares, como a nisina, subtilina eexpiiha;
tipo B-moléculas globulares, como a mersacidina e mutacina

— Classe I constituida de pequenos peptideos (<10 kDa)ivataente estaveis ao
calor. Sao peptideos de membrana ativa que naéradantionina, subdivididos em:
classe lla-ativos contrd.isteria monocytogengesom sequéncia N-terminal definida,
dentre elas a leucocina A, mesentericina Y105 aotarcteriocina B2rlasse Ilb-
complexos, que requerem dois diferentes peptideva pgue tenham atividade

(lactacina F e lactococina Gdlasse llc-peptideos com tiol ativado, que requerem



30

residuos de cisteina reduzidos para que sejansdtwmberocina AS48, circularina A e
reutericina 6).

— Classe lll constituida por proteinas termolabeis de altasemasolar (>30 kDA), de
natureza complexa quanto a atividade e estrutucemd¥em a lise da parede celular
das células sensiveis. As bacteriocinas pertercarggsa classe sdo: lactacinas A e B,
helveticinas J e V-1829 e acidophilucina A.

— Classe IV bacteriocinas complexas que, além da porcéoipaptéontém porcdes de
aminoacidos, carboidratos ou lipideos em sua coigggmscomo a plantaricina S,
leuconocina S e lactocina 27 (KLAENHAMMER, 1993; R¥RAM et al., 2010).

2.6.1.1 Nisina

O efeito inibitério da nisina sobre o crescimento alitras BAL foi observado pela
primeira vez em 1928, pelos pesquisadores RogeWhdtier (HARRIS; FLEMING;
KLAENHAMMER, 1992). Esse lantibidtico, produzido paepas delLactococcus lactis
subsplactis é ativo em concentra¢cdes nanomolares e possuladi@icontra muitas espécies
de bactérias Gram-positivas, incluindo cepas m#iss a farmacos e patdogenos de origem
alimentar, assim como em células vegetativas e respde Clostridium e Bacillus
(McAULIFFE; ROSS; HILL, 2001). Além disso, bact&i@ram-negativas podem apresentar
sensibilidade a nisina quando associada com agepielsntes, como EDTA, acidos e
detergentes, ou expostas a tratamentos fisicosp admque osmético, que alteram a
estabilidade e causam danos a membrana externactixia (CASTELLANO; BELFIORE;
VIGNOLO, 2011; PARADA et al., 2007).

Dentre todas as bacteriocinas conhecidas, a résméanica aceita pelo FD@ood and
Drug Administration e tem sido utilizada como conservante alimentardéversos paises
para diversas finalidades, sem o0 aparecimento destéracia bacteriana significativa
(CHATTERJEE et al., 2005). No Brasil, a nisina éo&pda para uso em produtos lacteos no
limite maximo de 12,5 mg/kg e é muito utilizada prdutos carneos, sendo permitida sua
utilizacdo na superficie externa de embutidos feratites tipos (SCHULZ et al., 2003). E
considerada pelo comité d&odex Alimentariusda FAO EFood and Agriculture
Organizatio) como uma substancia GRASGdnerally Recognized As SaféMELO;
SOARES; GONCALVES, 2005), e sua ingestdo ndo cafetos toxicos ao organismo. Sua
DLso (Dose Letal 50%) é 6950 mg/kg e € comparavel asaiecomuns, como o cloreto de
sédio. Com bases em estudos toxicoldgicos realizado animais, a OMS recomenda que a
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Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) de nisina é de 3®.QJI/kg (0,825 mg) de peso corpdreo
(HOOVER; STEENSON, 1993).

A maioria dos estudos sobre a utilizacao biotemgioa da nisina € focada na industria
de alimentos, seja pela adicdo direta da molécutdiqada, seja pela adicdo de culturas
lacticas (NASCIMENTO; MORENO; KUAYE, 2008). Contudseu potencial terapéutico na
medicina humana e veterinaria tem sido estudadantf, Gupta e Reddy (2004)
comprovaram o efeito contraceptivo da nisina, tamteitro comoin vivo. Seu emprego no
tratamento e prevencado da carie bacteriana foi dstramlo por Tong et al. (2010). Le Lay et
al. (2008) demonstraram que a nisina foi capaaibér io crescimento de hifas dgandida
albicans. Além disso, a nisina representa uma alternativeiegiie para o tratamento e
prevencdo das mastites bovinas. Em 1989, Broadeht observaram que a nisina foi capaz
de inibir o crescimento de diferentes patogenosndrasitivos causadores de mastite bovina,
dentre eles enterococos, estafilococos e estremiscdEm ensaios de campo, infeccoes
intramamarias foram produzidas por inoculagdo mé&maria ou exposicdo do teto ao
patogeno. ApOs o tratamento intramamario com nisiltas taxas de cura foram observadas
(66% paraS. aureus 95% pareStrep. agalactia@ 100% par&trep. uberis Além disso, foi
observada uma reduc¢éo significativa de células 8casanas glandulas curadas (DELVES-
BROUGHTON et al., 1996).

A molécula da nisina é formada por anéis de laitaoe 34 aminoacidos com carater
cationico e hidrofébico, com peso molecular de KD (CARR; CHILL; MAIDA, 2002).
Também contém alguns aminoacidos néo catidniceamente encontrados na natureza,
como a didehidroalanina (Dha) e a didehidrobutifiDhb). Esse peptideo é considerado uma
molécula anfipatica, pois possui residuos hidrafddina regido N-terminal e hidrofilicos na
regido C-terminal Kigura 1). Quimicamente, sua solubilidade, estabilidadetieidade
bioldgica estdo relacionados com pH, sendo maé&elsem pH acido (2-5) (ARAUZ et al.,
2009). Além disso, a nisina é estavel a tratametdéiwsicos, podendo ser autoclavada a 121
°C por 15 minutos, em pH 2-3, sem ocorrer desngdiora perda de atividade menor que 10%
(DELVES-BROUGHTON, 2005).
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Figura 1 - Representagdo esquemética da estrutura pringnaiha. Os residuos de lantionina (Ala-S-Alg) e
metillantionina (Abu-S-Ala) que formam os anéidalgionina estdo em vermelho; os aminoacidos detsidos
Dhb (didehidrobutirina) e Dha (didehidroalaninalfesem laranja.
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Fonte: Kruijff, van Dam e Breukink (2008).

O mecanismo de acdo das bacteriocinas € depertkecracteristicas inerentes a sua
molécula e de fatores relacionados a espécie m@er de suas condi¢cdes de crescimento. A
acdo pode ser bactericida ou bacteriostatica. @erde, as bacteriocinas se ligam a
receptores de membrana celular da bactéria alvdVEIRA; SIQUEIRA JR.; SILVA,
2012).

De um modo geral, a nisina possui dois principaesanismos de acabigura 2). Um
deles é através da formacgéo de poros na membrhndar decteriana. Primeiramente, ocorre
a adsorcao ndo especifica e reversivel da nisinee so parede celular da bactéria. Esse
fendbmeno é dependente do pH (3,0-6,5), da compmosigafolipidica da membrana
citoplasmatica, da presenca de cations divalentigadentes e da concentracao utilizada. Em
seguida, a nisina torna-se insensivel as proteases liga ao lipide Il da membrana
fosfolipidica da bactéria por ligacao eletrostatiEasa ligacdo ocasiona dissipacédo da forca
préton-motriz, alterando o potencial de membrawmageadiente de concentracédo de protons,
formando poros na membrana citoplasmatica. Essess poduzem a um réapido efluxo de
moléculas intracelulares essenciais, levando ackédar (MORENO et al., 1999; NISHIE;
NAGAO; SONOMOTO, 2012).

O segundo mecanismo de acdo da nisina é sobréeaesita parece celular bacteriana
(JOSALA et al., 2009). A parede das bactérias Gpasitivas compreende de multiplas
camadas de peptidoglicano intercaladas com aciddide e acido lipoteicdico. O lipide Il é
um precursor da parede celular ancorado a memleamassencial para a biossintese da
parede bacteriana, e compreende de um transpodadmeptidoglicano do citoplasma para a
parede. A ligacdo da nisina com o lipide Il impedse transporte. Além disso, a nisina
também se liga ao lipide Il e lipide IV, interfedio na biossintese de acido teicdico e 4cidos
lipoteicbicos. Sendo assim, além de interferir cmrbiossintese da parede celular, a nisina
também pode inibir a formacédo de outros componeegésiturais essenciais do envelope
celular (YOUNT; YEAMAN, 2013).
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Figura 2 - Representacéo esquematica dos mecanismos de ag#&inda A nisina se liga ao lipide Il presente
na membrana citoplasmética da bactéria, formandaspassim como impedindo a sintese do peptidoglica
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Adaptado de: Cotter; Ross e Hill (2013).

Outra atividade bioldgica da nisina é a inibicAagdaminacdo dos esporos de espécies
de Bacillus e ClostridiumPropde-se que haja uma interacdo entre o residdoddealanina
na posicdo 5 da nisina com grupos sulfidrila vitdes membrana dos esporos recém-
geminados, exercendo um profundo efeito bactetiostée consequentemente inibicdo do
esporo (ASADUZZAMAN; SONOMOTO, 2009).

2.6.2 Brometo de dioctadecildimetilamoénio (DDA)

As bactérias, assim como os fungos, sao carregatdmtivamente e interagem com um
grande numero de compostos carregados positivamente atuam como agentes
antimicrobianos (CARRASCO; SAMPAIO; CARMONA-RIBEIR015). Compostos de
amonio quaternarios positivamente carregados sado miieis como antissépticos e
desinfetantes, e sdo empregados em diversos fimsod, como desinfeccdo pré-operatéria de
pele intacta, aplicacdo em membranas mucosas enfeEsio de superficies néo
criticas. Além disso, sdo também excelentes parimpeza de superficies inertes e
desodorizacdo (CARMONA-RIBEIRO; CARRASCO, 2013).
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O brometo de dioctadecildimetilamoénio (DDA) é caesizado como um lipide
catidnico sintético, positivamente carregado (PM)&®m um brometo ou um cloreto como
contra-ion, e duas longas cadeias alifaticas hadbonmadas (g altamente hidrofébicas,
ligadas a uma amina quaternaf@g(ra 3). Sua molécula é pouco solivel em agua devido a
cadeias lipofilicas. Entretanto, através de sodizaipm sonda de titdnio podem ser obtidas
vesiculas fechadas ou fragmentos de bicamadas lad)ic CARMONA-RIBEIRO;
CHAIMOVICH, 1983; VIEIRA; CARMONA-RIBEIRO, 2001). Oprocesso de sonicacao
aumenta a curvatura das vesiculas, assim comosa®ideompendo-as e formando esses
fragmentos de bicamada (com raio infinito, ou ctukeazero), aumentando desse modga T
Quando submetidas a extrusdo ou sonicacdo, asueatrgrandes e gigantes sdo rompidas,
formando vesiculas pequenas e achatadas (FEITOSRRELEIRO; OLOFSSON, 2000).

A disperséao lipidica usando sonda que emite utirssm solucdo aquosa produz bicelas
catidbnicas ao invés de vesiculas esféricas fech&ddes fragmentos sdo estabilizados em
baixa forca idbnica{ 5 mM de sal) pela repulsdo eletrostatica (CARMORIBEIRO et al.,
1991; PANSU et al., 1990).

Figura 3 - Estrutura quimica do DDA.

Fonte: Lincopan e Carmona-Ribeiro (2006).

O DDA é um potente agente biocida e tem sido atiliizem solu¢des antissépticas e
desinfetantes, como agentes antimicrobianos cofungos e bactérias (CARMONA-
RIBEIRO; VIEIRA; LINCOPAN, 2006). Sua acdo bactéedw em concentracdes
micromolares foi comprovada contra diferentes espéte bactérias de importancia clinica
(E. colli, Salmonella typhymurium, P. aeruginas&. aureus ApOs 5 horas de interacao
entre concentracdes 1X10FC/mL e 5 pM DDA, n&o foi possivel a contagemcééulas
viaveis (0% de sobrevivéncia) (MARTINS; MAMIZUKA; ARMONA-RIBEIRO, 1997).
Formulacbes a base de fragmentos de bicamadas d DBtidos por sonicacdo, e
anfotericina B foram eficazes contra candidiastmiga em camundongos, e exibiu feito
sinérgicoin vitro com miconazol contr@andida albicanscom substancial reducédo de doses
para a acao fungicida (LINCOPAN; CARMONA-RIBEIRO, 0@6; PACHECO;
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CARMONA-RIBEIRO, 2003). Além disso, Carrasco, Saimpa Carmona-Ribeiro (2015)
demonstraram que, moléculas de DDA sozinhas e/saciaslas com carboximetilcelulose,
exibem atividade de largo espectro contra micrasgaos multirresistentes, incluindo
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, aléfaragos.

Adicionalmente, através de atracdo eletrostatisag< lipides catibnicos permitem a
adsorcado de uma ampla variedade de biomoléculesimgmte negativamente carregadas, e
tem sido utilizados para carregar antigenos e/dibiaicos (LINCOPAN et al., 2009)
(Figura 4). Em um trabalho conduzido por Barbassa, Mamiaikzarmona-Ribeiro (2011),
foi evidenciado que fragmentos de bicamada de DEA sficazes tanto como agente
micobactericida, como molécula de transporte pafampicina contra patégenos da

tuberculose.

Figura 4 - Modelo de bicela carregando uma droga na bordagd3room carga negativas podem interagir com
a cabeca polar catidnica do DDA por atracéo elgttica dos compostos. Assim como, bordas hidro&sbaas
bicelas de DDA podem auxiliar essa incorporacda pélrofobicidade de algumas drogas diretamente &om
borda hidrofébica.

Fonte: Oliveira; Benati e Lamy (2011).

Esses fragmentos de bicamada sdo também eficiemt@®adjuvantes para a indugéo
de resposta imune, tanto humoral quanto celulaneatando a resposta imunologica contra
microrganismos, proteinas e peptideos, entre oubesde a década de 70, Veronesi, Correa
e Alterio (1970) demonstraram a capacidade do DBAstimular a producéo de anticorpos
contra toxoéide tetanico absorvido ao hidroxido tlendnio. Vesiculas de DDA também ja
foram empregadas para inducdo da resposta imunaldégontra antigenos tumorais
(PRAGER et al., 1985) e contra o virus da doengdayecastli§KATZ et al., 1993).

O mecanismo de acao bactericida do DDA aconteewésdrda reversao da carga da
superficie celular, de negativa para positiva, fideecom que haja uma desorganizacdo da
membrana, seguida de extravasamento do matematéhilar de baixo peso molecular e,
consequentemente morte do microrganismo (CARMONBERRO; CARRASCO, 2013;
HUGO, 1999). Primeiramente, ocorre a adsorcdo etpgéo dos agentes catibnicos dentro

da parede celular bacteriana. Em seguida, ocoreeraatdo com a membrana citoplasmética
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(lipideos ou proteinas), seguida de desorganizagdonembrana, e vazamento de material de
baixo peso molecular intracelular, degradacdo deepras e acidos nucléicos (CARMONA-
RIBEIRO; CARRASCO, 2013). Entretanto, diferenteneedée outros lipides catibnicos que
lisam a célula, o DDA atua possivelmente ocasiooal@hos na funcdo das proteinas ao nivel
da parede externa bacteriana, em que as vesi@ladesem sem romper-se e nem lisar as
células (CAMPANHA; MAMIZUKA; CARMONA-RIBEIRO, 1999)

Quanto ao efeito citotoxico do DDA, Carmona-Ribestaal. (1997) demonstraram que
células de mamiferos sdo mais resistentes ao D@Aagucelulas bacterianas ou fungicas.
Cinquenta por cento de fibroblastos continuarameisaquando tratados com 1 mM de DDA
em baixa forga iGnica, enquanto que para os miaresgios, 50% de viabilidade ocorreu em
concentracdes micromolares de DDA. Em concentragéetgricidas para bactérias e fungos,
cerca de 100% de células de mamiferos se mantiveraneis. Esses resultados estédo

ilustrados nd abela 1.

Tabela 1 -Efeito citotoxico do DDA contra células de mamifgrbactérias e levedura.

Tipo de célula Concentracdo de células Concentracdo de DDA para

viaveis (células/mL) 50% de sobreviventes (mM)
oo de om0 BB ST g
tlzr:)r:gg?rig)dgi)camundongo SVT2 (SV40 1x1d 1,000
Candida albicans 2x10 0,010
Escherichia coli 2x 10 0,028
Salmonella typhimurium 2x10 0,010
Pseudomonas aeruginosa 3x10 0,005
Staphylococcus aureus 3x10 0,006

Adaptado de: Carmona-Ribeiro (2003).

Com a emergéncia e disseminacdo de bactériasergsist 0 tratamento da mastite
bovina tem se transformado em um desafio para acmad/eterinaria e o agronegécio. Por
um lado, muitos dos agentes antibacterianos wdibigaomo primeira escolha terapéutica tem
perdido a sua efetividade, perante a expressaoifdeerdes mecanismos de resisténcia
adotados pelos agentes etioldgicos da mastite 8BdRWEGG et al., 2015). Por outro lado, o
uso de antibacterianos de amplo espectro tem congpido as caracteristicas organolépticas
do leite, além de gerar residuos que, direta oweitatinente, afetam os derivados lacteos e a
microbiota de ecossistemas que estdo em contagto diom estes residuos (ADETUNJI,
2011). Assim, estudos que contemplem esta probiesméitvisem a procura de alternativas de
tratamento, sdo dignos de investigacdo. Nestedsentio presente estudo, foi avaliada a
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atividade da bacteriocina nisina e do lipide catdrsintético DDA, e a sua combinacao,
contra os principais agentes de mastites idendifis@m estudos prévios.
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3 OBJETIVOS

Avaliar a atividade antibacteriama vitro da bacteriocina nisina, de nanofragmentos de
lipides sintéticos catibnicos de DDA e do complék®/DDA contraStaphylococcuspp.
resistentes provenientes de mastite bovina e dascdpS. aureusde umalnternational
Culture Collection(ATCC®).

3.1 Obijetivos especificos

e Caracterizar o perfil de sensibilidade antimicrahian vitro dos isolados frente aos
antibioticos mais frequentemente utilizados na@imeédica humana e veterinaria;

* Avaliar a atividade antibacteriairavitro da bacteriocina nisina;

e Avaliar a atividade antibacteriana vitro de nanofragmentos de lipides sintéticos
catidbnicos de DDA,

* Avaliar a interagan vitro do complexo NS/DDA (Nisina/DDA);

» Caracterizar as particulas de nisina, DDA e do d¢exapNS/DDA através do tamanho e

polidispersao e carga de superficie.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cepas bacterianas

Inicialmente, para a selecdo de cepas a seremidasluno estudo, foram triadas 269
cepas deStaphylococcuspp. (102S. aureuse 167 CoNS) isoladas a partir de amostras de
secrecdo lactea de novilhas no periodo pré e pés-pade vacas com mastite clinica ou
subclinica de propriedades comerciais e experingmtgalizadas na regido metropolitana de
Campinas, Pindamonhangaba, Descalvado e Ribeigio, Pro estado de S&o Paulo, Brasil.
Também foram utilizadas sete cepas control&.daureussubsp.aureus(ATCC® 25923™,
ATCC® 29213™, ATCE BAA-976™, ATCC® BAA-977™, ATCC® BAA-1026™, MRSA
N315 e hetero-VISA Mu-50).

As amostras de secrecao lactea foram colhidas evareo de 2009 a agosto de 2011,
individualmente em tubos de ensaio esterilizadas;ipmente identificados com o numero do
animal e o quarto mamario, conforme procedimenta®mendados pddational Mastitis
Council (HARMON et al., 1990). Antes da colheita, os angriaram submetidos ao teste de
Tamis para identificacdo da mastite clinica e ao tdst€MT, para o diagnostico da mastite
subclinica.

Staphylococcuspp. foram isolados e identificados no Laborat@#o Qualidade do
Leite do Instituto de Zootecnia - CAPTA Bovinos Heite, Nova Odessa - SP, sob a
supervisdo da Pesquisadora Dra. Juliana Rodrigues Rrcaro. A identificacdo das espécies
foi feita por provas bioquimicas (BANNERMAN; PEAC®C 2007; KLOOS;
BANNERMAN, 1999; KLOSS; SCHLEIFER, 1975).

4.2 Caracterizacdo dos isolados resistentes

A caracterizagdo d8taphylococcuspp. resistentes foi realizada por método de difuséa
em disco em agar Mueller-Hinton (BBecton Dicknson Microbiology Sistems and Company
Sparks MD21152 USA), de acordo com os padrbes Glmical Laboratory Standards
Institute, CLSI [2008 (veterinario) e 2013]. Os seguintes antinbi@oos foram avaliados:
ampicilina (10ug), cefalotina (3Qug), ceftiofur (30ug), ciprofloxacina (5.49), clindamicina
(2 ng), enrofloxacina (ug), eritromicina (15.49) estreptomicina (1Qg), florfenicol (30ug),
gentamicina (1Qug), kanamicina (3Qug), linezolida (30ug), neomicina (3Qug), oxacilina (1
Kg), penicilina G (10 Ul), sulfametoxazol/trimetapri(23.75/1.25 mg), tetraciclina (34),
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vancomicina (3Qug) (Oxoid, Basingstok Hants, UK). Para fins de ooletde qualidade, foi
utilizada a cep&. aureuATCC® 25923™.,

4.3 Confirmacéo das espécies de Staphylocospps

A confirmacédo das espécies bacterianas foi feita tgenica de MALDI-TOF Natrix-
assisted laser desorption ionization time-of-fljghttilizando o aparelho MALDI Biotyper
(Bruker Daltonik) e o software MALDI Biotyper OC rg&o 3.1.66, no Laboratorio Fleury,
Séo Paulo - SP.

4.4 Preparacao da solucado estoque de nisina

Nisina (deLactococcus lactls 2,5% palance sodium chloride and denatured milk
solidg foi obtida da Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St lig, MO, USA). A solugéo estoque
de nisina foi preparada em HCI 0,02 N (pH 2,0),comcentracdo de 1 mg/mL, sendo
descontaminada por filtracdo (0,45 um, Milliporearithg Wohill, Co. Cork, Ireland) e
estocada em freezer -10 °C por um més (STEVENE, 41981).

4.5 Preparacgéo de bicelas de lipideos sintéticos catis

Brometo de dioctadecildimetilamonio 99,9% puro faibtido da Sigma-Aldrich.
Nanofragmentos de bicamada (bicelas) de DDA foraepgrados por sonicacdo com
macrotip de titanio (25% de amplitude, por 20 miswa temperatura ambiente) (Sonics Vibra
Cell — Sonics & Materials, VC x 500, Newtown, CTSA) em Tampé&o IGPIgotonic
Glucose Phosphatel mM de fosfato de potassio, 287 mM de glicose, pd) na
concentracao final de 2.0 mM de DDA. A dispersdaaémtrifugada a 10621 x g por 1 hora a
4 °C (Eppendorf5804R) para remocao de residuos de titdnio, seedoodtaminada por
filtracdo (0,45 pum, Millipore) e conservado a 4 ¥n geladeira por uma semana
(LINCOPAN; CARMONA-RIBEIRO, 2006; SCHALES; SCHALES3941).

4.6 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima g Bla nisina e DDA

A determinacdo da Concentracdo Bactericida Minipiafdita seguindo as normas
padronizadas pela CLSI (2013), com algumas modgifies. As colbnias bacterianas foram

inoculadas em tampao IGP e incubadas a 37 °C iagfiraurbidez padrdo de escala 0,5 de
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McFarland. As diluicGes foram feitas em tampé&o I6&#5 concentracdes iniciais para nisina
200 pg/mL e para DDA 64 pg/mL, e em seguida foraitas dupla diluicbes. Em seguida,
adicionou-se uma aliquota de 100 pL das diluic@sspocos de placas de microtitulacéo de
poliestireno estéril com 96 pocos em fundo chatmad apoés, adicionou-se 5 puL do indculo e
incubou-se em estufa bacterioldgica a 37 °C poh@#s. Para fins de controle positivo,
adicinou-se em um poco tampéo IGP e o in6culo a pantrole negativo, apenas tampéao
IGP.

Apoés a incubacao, efetuou-se o método de plaqudardes concentracdes avaliadas.
Uma aliquota de 5 pL de cada pogo foi adicionadplasas de Agar Miieller-Hinton (BD) e
incubadas por mais 24 horas. A leitura da CBM éttaf observando o crescimento de UFC

nas diferentes diluicdes de nisina e DDA.

4.7 Avaliacao “in vitro” da interac&o entre nisina e DD

A avaliacdo da combinacao vitro da nisina e do DDA (complexo NS/DDA) foi feita
pelo método deheckerboardconforme Anonymous (1992), com algumas modifieacd

Coldnias bacterianas foram inoculadas em tampaoel@Rubadas a 37 °C até atingir
turbidez padrdo de escala 0,5 de McFarland. Coraagigs de nisina e DDA preparadas em
tampéao IGP, foram distribuidas numa placa de nmiatatdo de poliestireno estéril com 96
pocos em fundo chato como um tabuleiro de xadfegifa 5). Na vertical, adicionaram-se
50 uL em cada poco diferentes concentracfes diddanisina de forma decrescente (pogos
A — G). Na horizontal, adicionou-se 50 pL em cadeopuma diferente concentracao diluida
do DDA, da esquerda para a direita de forma crésdpocos 2 - 9), totalizando 100 pL em
cada poco. Depois de uma hora, foi adicionado ®iqinoculo. As placas foram incubadas
em estufa bacteriologica a 37 °C por 24 horas. fiasade controle positivo, foi adicionado
em um poco tampao IGP e o in6culo e para contreativo, apenas tampéo IGP. Apés a
incubac&o, uma aliquota de 5 uL de cada poco foicada em placas de Agar Miieller-
Hinton (BD) e incubou-se por mais 24 horas. A Igitioi feita observando o crescimento das

coldnias nas diferentes combinacdes de nisina e. DDA
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Figura 5 - Representacdo esquematica da metodologiehdekerboardpara avaliagdo da interacdo entre as
moléculas de nisina e DDA.
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A avaliacdo da interacé@o entre a nisina e o DDAd&serminada atraves do calculo da
Fractionary Bactericidal ConcentratiofFBC), onde € feito o calculo da somatdria dos
indices de concentragcdo bactericida fracional A@MBC) (FERNANDEZ-CUENCA et al.,
2003; HALL; MIDDLETON; WESTMACOTT, 1983), onde:

FBC (A ou B) = CBM do A (ou B) em combinacao

CBM do A (ou B) sozmh

Sendo quexFBC < 0,5 = efeito sinérgico.
>FBC entre > 0,5 < 1,0 = efeito parcialmente sinérgico
>FBC> 4,0 = antagonismo
>FBC entre 1,0 - 4,0 = indiferente.
O sinergismo corresponde a uma interacao posande o efeito combinado das drogas
é significativamente maior que seus efeitos inddeetes. Um efeito parcialmente sinérgico é
guando o efeito combinado produzido é igual a soos seus efeitos independentes. O
antagonismo corresponde a uma interacdo negatvaqual a combinacdo dos agentes
antimicrobianos é significativamente menor que assfeitos independentes. Quando nao
h& interacdo significativa entre os farmacos, altado € considerado indiferente (LORIAN,
2005).
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4.8 “Time-kill” (curva de morte em funcdo do tempo)

A curva de morte em funcdo do tempo foi realizadafarme técnica proposta por
Giamarellos-Bourboulis, Grecka e Giamare([t097) com a nisina e o DDA com as
concentracdes da CBM e do teste de sinergismeckerboaryl

Colbnias bacterianas da cepaaureusMRSA N315 foram inoculadas em tampéao IGP
e incubadas a 37 °C até atingir turbidez padrédesdala 0,5 de McFarland. Mil microlitros
das concentragfes da nisina e DDA foram prepaedasicrotubos e logo apds, adicionados
50 pL do inéculo inicial de 1,5 x Y@WFC/mL e incubados em estufa bacteriolégica a@7 °
nos tempos 0, 1, 2, 4, 8, 12 e 24 horas. Tambémpréparado um tubo apenas com inéculo
para fins de controle positivo. Em cada tempo, diiguotado 10 pL de cada uma das
concentracdes e do controle e feita uma diluic@iade de 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 e
1:100000, em tampéo IGP. Em seguida, foi aliquo&@iQiL de cada diluicdo e as colbnias
foram semeadas com auxilio da alca de DrigalskAgar Mueller-Hinton (BD) e incubadas
a 37 °C. A leitura foi feita através da contagemetdi das colénias presentes nas placas de
cada diluicdo, no seu respectivo tempo e depaiélanlo foi feito para a obtengdo do numero
de UFC viaveis/ml.

Os critérios de classificacdo foram estabelecidodocme proposto por Lorian (2005)
com algumas modificacOes. Efeito bactericida fdinigo como uma reducédo de 3 logyo
UFC/mL, apds 24 horas de incubacdo em comparagaooctamanho do indculo inicial. A
sinergia e o antagonismo foram definidos como umeanto ou diminui¢do, respectivamente,
de> 2 logo UFC/mL em atividade antibacteriana produzido pgelabinagcdo em comparacao
com um agente sozinho, enquanto que a mudanca ldg;2 UFC/mL foi considerada

indiferente.

4.9 Avaliacao da viabilidade celular por microscopia fli@orescéncia

Para determinacdo da viabilidade celular utilizeueskit LIVE/DEAD® BacLight"
Bacterial Viability Kits (Molecular Probes, Inc.nJitrogen) seguido de observacdo em
microscopio de fluorescéncia.

As colbnias bacterianas da cépaaureusMIRSA N315 foram inoculadas em tampéao
IGP e centrifugadas duas vezes por 5 minutos a ¥844para lavagem e remocao de
possiveis residuos de meio de cultura. Logo ap8suspendeu-se em tampao IGP e incubou-

se a 37 °C até atingir turbidez padréo de escéla®McFarland. Concentracdes de nisina e
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DDA, preparadas em tampdao IGP, foram aliquotadasn@rotubos e adicionado o indculo
bacteriano. Volumes iguais de ambos os marcadoresnf misturados e a cada 1 mL de
amostra adicionou-se 3 pL da mistura, e incubado2® minutos no escuro. Um volume de
2 mL foi analisado em microscopio de fluorescémial6000B/AF6000 (Leica) acoplado a
um sistema de camera digital (DFC 365 FX). A vidhile das bactérias foi observada no

sistema de microscopia com a ajuda do programa lAf&000 e do programa Image J.

4.10 Caracterizagdo fisico-quimica das particulas den@s DDA por “Light Scattering” e
Potencial Zeta

As distribuicbes de tamanho e carga superficiadrfordeterminadas por meio do
equipamento ZetaPals-Zeta Potential Analyzer (Bmawkn Instruments Corporation,
Holtsville, NY), equipado com um laser de 570 nespalhamento de luz dinamica a 90 °. Os
compostos e a cepa foram preparados em tampdo mGRliferentes concentracbes e
diferentes combinac¢des de nisina, DDA e a ¢@paureusMRSA N315 (turbidez padréo de
escala 0,5 de McFarland), todas com volume fina? aeL. As combinagdes utilizadas nas
condicbes de sinergismo foram obtidas previameele métodocheckerboardAs leituras

foram realizadas ap6s uma hora de interacéo eagéob
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil de resisténcia antimicrobiana e a atividdie vitro” da nisina e DDA

Através do método de difusdo em disco, foi observaule do total de isolados de
Staphylococcuspp. (n=269), 156 (58%) foram resistentes a peloosi@ma droga avaliada,
sendo que 95 e 61 isolados foram classificadoayésrde provas bioquimicas, cor8o
aureus e CONS, respectivamente. Destes 156 isolados eet#st 30 cepas foram
selecionadas para as posteriores analises, derdésrpropriedades e animais, de acordo com
o perfil de resisténcia e a espécie.

Em seguida, essas cepas foram submetidas a télenMALDI-TOF para confirmacéo
das espécies, onde 14 foram confirmadas c8maureusduas comaS. capitis,nove S.
chromogenesyma S. epidermidisduas Staphylococcus haemolyticusna S. sciurie uma
comoStaphylococcus warneriNa Tabela 2 estdo expostos os resultados do antibiograma das
cepas escolhidas, separadas por espécie, confesméados do MALDI-TOF. Nota-se que a
maior parte apresentou resisténcia principalmentgrapo dos beta-lactamicos (ampicilina e
penicilina). Ainda, houve resisténcia aos aminagideos, a tetraciclina, ao florfenicol,
macrolideos e quinolonas. Todos os isolados aparsem sensibilidade a cefalotina, ceftiofur
e vancomicina.

Em seguida, as 30 cepas escolhidas, assim cometeagepas controle d& aureus
subsp.aureus(ATCC®), foram submetidas ao teste para a determinac@B#&da nisina e
do DDA, e também a avaliacdo da interaigéwitro do complexo NS/DDA, em tampéo IGP.
Os resultados estéo apresentadoJaizela 2 A CBMsp da nisina foi 50 pg/mL, enquanto
gue do DDA foi 4 pg/mL. Os resultados da técnic&hieckerboardconfirmaram o efeitdn
vitro da associacdo entre nisina e DDA (complexo NS/DB49 resultou numa reducéo da
CBMso para 3/2 pg/mL, e apresentou efeito sinérgico pai@o (1/37) das cepas,
parcialmente sinérgico para 51,4% (19/37) e indifeg para 45,9% dos isolados, conforme o
calculo da FBC.

Observou-se também que para apenas duas cepaS, 3tiuf) e ATCC® BAA-977™
(S. aureuy houve valores de CBM mais elevados de DDA (32nly/ Além disso, quando

associado a nisina, a CBM do DDA diminuiu para L.
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Tabela 2 -Resultados dgerfil de resisténcia antimicrobiana por difuséo @isto, valores da CBM da nisina e DDA e dos rasdioé docheckerboarddo complexo

NS/DDA de cepas dtaphylococcuspp. isoladas de mastite bovina e de c&pasireusATCC®.

CBM (pg/mL) FBC
Numero da cepa Propriedade Espécie Perfil de Resisténcia NS DDA NS/DDA NS DDA 3sFBC Int
45T A S. aureus Ery, Ffc, Kan, Lzd, Neo 50 4 3/2 0,06 0,50 0,56 PS
558T B S. aureus Ffc, Lzd 50 8 3/2 0,06 0,25 0,31 S
731T B S. aureus Amp, Pen 50 4 3/4 0,06 1,00 1,06 I
906T C S. aureus Amp, Pen 50 4 3/4 0,06 1,00 1,06 I
969T C S. aureus Amp, Cli, Ery, Pen, Tet 50 4 3/4 0,06 1,00 1,06 I
1025T D S. aureus Amp, Pen, Tet 50 4 3/4 0,06 1,00 1,06 I
1027T D S. aureus Amp, Pen, Tet, Str 100 4 3/2 0,03 0,50 0,53 PS
1037T D S. aureus Amp, Pen, Tet, Str 50 2 3/2 0,06 1,00 1,06 I
1079T D S. aureus Amp, Pen, Tet, Str 50 4 3/4 0,06 0,50 0,56 PS
1705T H S. aureus Cip, Cli, Kan, Lzd, Neo, Sxt, 50 8 3/4 0,06 0,50 58, PS
1808T E S. aureus Amp, Pen, Str 50 2 3/2 0,06 1,00 1,06 I
1849T E S. aureus Amp, Cip, Cli, Ery, Eno, Pen 50 2 3/2 0,06 1,00 61,0 |
1960T E S. aureus Amp, Eno, Pen 50 2 12/1 0,24 050 0,74 PS
111N F S. aureus Amp, Pen 50 4 6/2 0,22 0,50 0,62 PS
180N G S. capitis Amp, Pen 50 4 3/2 0,06 0,50 0,56 PS
565T B S. capitis Amp, Pen, Tet 50 4 3/2 0,06 0,50 0,56 PS
89N F S. chromogenes Amp, Pen, Str 50 2 3/2 0,06 1,00 1,06 I
90N F S. chromogenes Amp, Gen, Pen, Str 50 4 3/4 0,06 1,00 1,06 I
118N G S. chromogenes Amp, Ffc, Pen, Tet 50 4 3/2 0,06 0,50 0,56 PS
120T A S. chromogenesCli, Ffc, Lzd, Neo, Str, Tet 50 2 3/2 0,06 1,00 6,0 I
121N G S. chromogenes Amp, Ffc, Pen, Str, Tet 50 4 3/4 0,06 1,00 1,06 I
148N G S. chromogenes Amp, Ffc, Pen, Tet 50 2 3/2 0,06 1,00 1,06 I
158N G S. chromogenes Amp, Ffc, Pen, Tet 50 4 3/4 0,06 0,50 0,56 PS
498T G S. chromogenes Amp, Ffc, Pen 50 4 3/4 0,06 1,00 1,06 I
1501T G S. chromogenes Oxa, Sxt 50 4 3/2 0,06 0,50 0,56 PS
1043TE A S. epidermidis Amp, Kan, Neo, Pen, Tet 50 4 3/2 0,06 0,50 0,56 PS
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Tabela 3 (Continuagéo) -Resultados dperfil de resisténcia antimicrobiana por difusdo disto, valores da CBM da nisina e DDA e dos rasiolé docheckerboardio
complexo NS/DDA de cepas &aphylococcuspp. isoladas de mastite bovina e de c&paireusATCC®.

CBM (ng/mL) FBC

Numero da cepa Propriedade Espécie Perfil de Resisténcia NS DDA NS/DDA NS DDA 3sFBC Int
75N A S. haemolyticus Amp, Pen 25 4 3/2 0,12 0,50 0,62 PS
133N G S. haemolyticus Amp, FIf, Pen 50 8 3/4 0,06 0,50 0,56 PS
7N A S. sciuri Oxa 50 32 6/16 0,12 0,50 0,62 PS
107N F S. warneri Amp, Pen 50 4 3/2 0,06 0,50 0.56 PS
ATCC® 25923™ - S. aureus - 100 4 3/2 0,03 0,5 0,53 PS
ATCC® 29213™ - S. aureus Amp, Pen 50 4 3/4 0,06 1,0 1,06 I
ATCC® BAA-976™ - S. aureus Amp, Fur, Ery, Neo, Oxa, Pen 100 4 3/2 0,03 10 31,01
ATCC® BAA-977™ - S. aureus Amp, Ery, Pen 100 32 3/16 0,03 0,5 0,53 PS
ATCC® BAA-1026™ S. aureus Amp, Cf, Fur, Cli, Eno, Ery, Gen, Neo, Oxa, Pen, Sx 100 4 3/4 0,03 1,0 1,03 I
MRSA N315 - S. aureus Amp, Oxa, Pen, Tet 50 4 3/2 0,06 0,5 0,56 PS
Hetero-VISA MU-50 - S. aureus Amp, Cf, Cli, Eno, Ery, Fur, Gen, Neo, Oxa, Pent, Man 50 4 3/4 0,06 1,0 1,06 I

Legenda: Int.: Interpretacdo; Amp: ampicilina; Cf: cefalwdi Fur: ceftiofur; Cip: ciprofloxacina; Cli: climgnicina; Eno: enrofloxacina; Ery: eritromicina; Fflorfenicol;
Gen: gentamicina; Kan: kanamicina; Lzd: linezolidéeo: neomicina; Oxa: oxacilina; Pen: penicilina &y: estreptomicina; Sxt: sulfametoxazol/trimetopr Tet:
tetraciclina; CBM: Concentracao Bactericida Minil/®C: Concentracdo Bactericida Fracional (FBC = CBdhbinacdo / CBM sozinhofxFBC- Somatdria das FBCs;
>FBC< 0,5 = efeito sinérgico (SELFBC entre > 0,5 < 1,0 = efeito parcialmente sinérgico (PEFBC> 4,0 = antagonismo (ALFBC entre 1,0 — 4,0 = indiferente (I).
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5.2 Estudo do “Time-kill

Através dosensaios decurva de morte em funcéo do temnfwi possivel determinar
poténciain vitro da nisina, DDA e do complexo NS/DDfrente acepaS. aureusMRSA
N315, por neio da contagem de bactérias vidvao longo do tempaOs resultados sao
apresentados riagura 6, onde é possivelbservar cefeito bactericida ja na primeira hora
interacdo entre o complexo NS/DDA 3/2ug/mL e a cepan uma reducdo ¢ 3 logo
UFC/mL, enquanto que a concentracdo de NS 50 pgfingiu a atividade bactericida af
duas horas de interacéo e do DC pg/mL apds trés horas. As concentracdes sozinhBS:
3 pg/mL e DDA 2 pg/mL ndo apresentaram red de > 3 logo UFC/mL na taxa de
crescimento bacteriano apos 24 horas de incub

Além disso, o estudo dtime-kill demonstrou que o complexo NS/DLC3/2ug/mL
possui efeito umsinérgico dentro de 24 horas de incubagdo (aumeetoatividade
antibacteriana de 2 logc UFC/mL produzido pelo complexo em comparagédo coNfta3

png/mL sozinha).

Figura 6 - Curva de morte em funcdo tempo para a cep8. aureusMRSA N315. As bactérias fora
incubadas em tampéo IGP (controle); tampdo IGPneardracdes da CBM da nisina, DDA e do comp
NS/DDA. Os resultados estédo expressos en;gUFC/mL.
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5.3 Avaliacdo da viabilidade celular por micrcopia de fluorescénc

Através da microscopia de fluorescéncia e dos rmarea SYTO 9, que penetra
membrana intacta ou danificada de células vivasnige fluorescéncia verde, e 0 marce
iodeto de propideo, que cora apenas as célulasggasenta algum dano em sua membra
emitindo fluorescéncia vermelha (BOULCet al, 1999), foi possivel observar o efeito
complexo NS/DDA na viabilidade celular da c¢S. aureusMRSA N315 Figura 7). Nota-se
que apos seis horas de interacdo com o compleXo¥§/quase que a totalidade das céll
bacterianas encontse coradas de vermelho, o csugere alteracdo da parede, ocasion:

efeito bactericida.

Figura 7 - Imagemde microscopia de fluorescéncia (x63) da cep:iS. aureusMRSA N315 tratados col
complexos de NS/DDA, marcadas com SYTO 9 (verdeyleto de propideo (vermelho). (A, - Tempo zero,
com e sem filtro verde, respectivamente; (B, — Apds seis horas deteracdo, com e sem filtro verc
respectivamente. Barras de es«- 5.00um.
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5.4 *“Light Scattering” e Potencial Zeta das formulacdesa sua interagcdo com S. aureus
MRSA N315

Os resultados das analised.dfght Scatteringe do potencial Zeta da molécula de nisina,
DDA, cepaS. aureudMRSA N315 e de diferentes associagcfes entre eles, @stésentados
na Tabela 3 Para a leitura do complexo NS/DDA, foi necessdmepara-lo em uma
concentracdo dez vezes maior (30/20 pg/mL) quenaetdracdo da CBM (3/2 pg/mL)
devido a sensibilidade do equipamento. Observaiseagcepa bacteriana possui uma carga
negativa (-27,32 mV) e as moléculas de nisina e [pPssuem carga positiva (0,62 e 19,46

mV, respectivamente).

Tabela 4 -Distribuicdo de tamanhos (didmetro médio) e potdizta({) da nisina, DDA, da cepa & aureus
MRSA N315 e diferentes associacfes entre elesaemdo IGP.

Particulas D,(nm) DP Polidisperséc DP {(mVv) DP
S. aureusMRSA N315 1073,7 29,5 0,219 0,038 -27,32 1,37
DDA 2mM 069,4 0,7 0,216 0,007 19,46 1,20
NS 300 pg/mL 187,9 14,5 0,630 0,055 0,62 0,62
NS/DDA 30/20 pg/mL 148,5 22,5 0,461 0,021 8,84 4,83

NS/DDA 3/2 pg/mL +S. aureusMRSA N315 556,9 14,3 0,380 0,013 -8,12 1,22

NS/DDA 30/20 pg/mL +S. aureusMRSA N315 462,8 18,8 0,434 0,017 15,28 0,40

H;IEDABOOIZOO pg/mL 6. aureusMRSA 2707 195 0.416 0,007 33,56 097

Legenda: > diametro médio em nandmetros (nigy)potencial Zeta em milivolts (mV); DP- desvio padr

Na condicdo estudada, em baixa forca idnica (tani@&), a interacdo das moléculas
resultou em um complexo catibnico, o que contriparia a adesdo a superficie bacteriana
negativa e favorece a agao bactericida do complsso.fica evidente quando se analisa a
interacdo do complexo e a bactéria, ap6s uma teiaadibacdo, nas concentracbes de 3/2
pg/mL, 30/20 pg/mL e 300/200 pug/mL, onde foi poskibservar uma mudanca na carga
superficial, de negativa para positiva e uma dimgiim do tamanho das particulas, que
possivelmente corresponde a destruicdo da ba¢kégiara 8).
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Figura 8 - Distribuicao de tamanhos (didmetro mé- D,) em nanémetro (nm) e potencial Z(¢) em milivolts
(mV). A- CepaS. aureusMRSA N315; E- DDA 2 mM; C- nisina 300 pg/mL; DEomplexo NS/DDA 30/2!
pa/mL. As setas indicam que as escalas estdo dm 6800 nm e (B,C) 500 nir
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Figura 8 (Continuacéo) -Distribuicdo de tamanhos (diametro mé- D,) em nanémetro (nm) e potencial Z
(©) em milivolts (mV). E-Interacdo entre o complexo NS/DDA 3/2 ug/mL e aaceeS. aureusMRSA N315;
F- Interacdo entre o complexo NS/DDA 30/20 pg/mL espacdeS. aureusMRSA N315; C- Interagdo entre o

complexo NS/DDA 300/200 pg/mL e a cepaS. aureudMRSA N315. As setas indicam que as escalas |
em 5000 nm.
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6 DISCUSSAO

Na pecuaria leiteira, os antibidticos sdo usualmartilizados na prevencédo e no
tratamento das mastites bovinas. No entanto, seufraguente e inadequado aumenta a
pressdo de selecdo, além de favorecer a disseminiecgenes de resisténcia as bactérias
sensiveis, comprometendo a eficiéncia do tratam@&@aAWEDA et al., 2014)Staphylococcus
spp., um dos principais géneros isolados de vagas mastite, € frequentemente descrito
como microrganismo resistente a diversas classeantbioticos, em especial aos beta-
lactdmicos, bastante utilizados em propriedade®iras, dificultando o tratamento das
infeccdes e controle desse patogeno (MATHEW; CISSEIAMTHONH, 2007).

Neste estudo, as cepas selecionadas apresentarammaror taxa de resisténcia a
penicilina e ampicilina, tant®. aureuscomo as espécies de CoNBalfela 2. indices
elevados de resisténcia aos beta-lactamicos temrsidtados em rebanhos de diferentes
localidades, e esta associado ao uso rotineiramheufacdes intramamarias contendo esses
principios ativos para o tratamento da mastite escay secas ou lactantes, além de outras
infeccdes do gado leiteiro (da COSTA et al., 20I8achado, Correa e Marin (2008),
isolaram 109 CoNS de leite de vacas com mastitécalie subclinica de 35 propriedades
leiteiras no Brasil e encontraram resisténcia aicpem em 93,5% dos isolados, a
sulfonamida (88,9%), a novobiocina (88,6%) e a aitpa (85,3%). Dez por cento dos
isolados apresentaram resisténcia a todas as davghadas, e 0s autores concluiram que,
provavelmente, essa alta resisténcia é consequélacipressdo seletiva devida ao uso
intensivo de drogas antimicrobianas.

Krewer et al. (2015) também encontraram alta fregaéde resisténcia a ampicilina e
amoxicilina (67%) e a penicilina (66%) eataphylococcuspp. (n=218) isolados de mastite
bovina no Nordeste brasileiro. Essa resisténciacdoielacionada com a presenca do gene
blaz, responsavel pela producdo da enzima beta-lactamerectada em 93,1% das cepas.

Em um estudo feito em um rebanho leiteiro na CpmraXu et al. (2015), também foi
encontrado em mais de 80% das cepas$.daureus(n=28) e CoNS (n=76), isolados de
mastite bovina, fenotipo de resisténcia a penmili@egundo os autores, esse fato pode ser
atribuido ao seu uso frequente em terapia de vaca sa propriedade. Além disso, foi
observada resisténcia a estreptomicina, kanamitotaamicina, cefoxitina, gentamicina,
eritromicina, tetraciclina e clindamicina. A reéistia a dois ou mais antibioticos estava
presente em 95,7% d& aureue 79,4% de CoNS. Outro fator preocupante enfatizad
presenca do genenecA em 35,7% dosS. aureue 17,1% de CoNS, tornando os
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microrganismos resistentes a todos os beta-lact8mis taxas de cura da mastite por
estafilococos resistentes a penicilina sdo infesoas ocasionadas por cepas sensiveis,
possivelmente devido a fatores de viruléncia refamos a producdo de beta-lactamase, ou
fatores de farmacocinética ou farmacodinamica (TNER et al., 2003).

A elevada resisténcia antimicrobiana as drogasiéneigmente utilizadas nos rebanhos
leiteiros, aliada a fatores de viruléncia preseatas$taphylococcuspp., torna a mastite uma
doenca onerosa. Sendo assim, ha uma necessidadenteede se encontrar novas moléculas
com acao antimicrobiana frente a esses microrgasismesistentes. Uma alternativa
promissora para o tratamento e profilaxia das measfirovocadas por patégenos Gram-
positivos é o emprego da bacteriocina nisina. Aldm seu efeito bactericida em
concentracdes nanomolares, a nisina possui a \eantdg ndo apresentar toxicidade e nao
afetar muito a microbiota do hospedeiro. Ainda,residuos que possam permanecer no
alimento ndo alteram o sabor ou odor, sdo digenawsenzimas proteoliticas presentes no
trato gastrointestinal e ndo entram na correntggusara (CLEVELAND et al., 2001;
NIGAM; GUPTA; SHARMA, 2014).

Os resultados da avaliacdo da CBM obtidos nested@stnostraram que a nisina
apresentou atividade bactericida vitro com CBMso de 50 pug/mL frente as cepas de
Staphylococcuspp. isoladas de mastite bovina, assim como as &pac” (Tabela 2. A
acao antimicrobiana da nisina também foi observaola Szweda et al. (2014), quando
avaliaram drogas alternativas contra 37 cepa$.daureusresistentes isoladas de mastite
bovina. Os autores analisaram a atividade da nideé#sostafina e polimixina B, uma droga
utilizada em infec¢cbes causadas por patdogenos Gegativos. Todas as cepas foram
sensiveis a lisostafina, 54% a nisibee@kpointMIC = 32 ug/mL, em caldo Mueller-Hinton,
estabelecido pelos autores), e a polimixina B, easeguiu inibir o crescimento em
concentracdes elevadas (32-128 pg/mL), desqualdea como agente quimioterapico
alternativo em infecc¢des estafilocdcicas.

O efeito bactericida de formulag6es comerciais se ke nisina ja foi comprovado em
solucbegpré-dippingpor Sears et al. (1992), ocasionando pouca ouunealirritacdo a pele
do teto. Tratamentos intramamarios para a masiitend também ja foram avaliados por Cao
et al. (2007), que compararam a eficacia de datartrentos, um a base de nisina e outro com
gentamicina. Os dois tratamentos mostraram-sessiamente equivalentes em cura clinica
e bacteriologica. Além disso, eles observaram quaisina, por ser uma molécula
relativamente grande, ndo pode mover-se da glamdaiaaria tratada para a glandula sadia,

ao passo que a gentamicina foi detectada tantgumrsos tratados, quanto nos nao tratados.
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Esse fato pode representar uma vantagem aos presiutona vez que poderdo descartar
apenas o leite dos quartos tratados, diminuindmass prejuizos econémicos. Além do mais,
a utilizacdo da gentamicina em gado leiteiro ndap¥vada em muitos paises, como 0s
Estados Unidos e a China, pois pode causar efeitiéxicos, nefrotoxicos e deficiéncias
imunoldgicas. No entanto, o uso deste antibidtionuéo comum (TAN et al., 2009).

Wu, Hu e Cao (2007) também avaliaram a eficaciaisiaa Z no tratamento da mastite
subclinica e observaram taxas de cura estatistidanmsgnificativa no grupo tratado em
relacédo aos controles negativos.

Apesar do grande potencial antimicrobiano da njsBuwa associagdo com outras
substancias pode reduzir as doses terapéuticamsedelversos e a duragdo do tratamento,
além de aumentar seu espectro de acao (SILVA, &x(dll).

O DDA, além de possuir potente acdo bactericidatraomuitas espécies de
microrganismos, incluindo bactérias multirresistsnpossui regides hidrofébicas capazes de
transportar antibioticos, drogas, antigenos, ad ppssam exibir efeitos sinérgicos ou exibir
propriedades bactericidas por si s06 (CARMONA-RIBEIRVIEIRA; LINCOPAN, 2006;
PACHECO; CARMONA-RIBEIRO, 2003). Baseado nisso, dwaliado também a atividade
bactericida do lipideo catibnico DDA e sua sinempan a nisina, denominado de complexo
NS/DDA, frente as cepas & aureue CoNS, isoladas de mastite bovina e também as cepa
ATCC®.

As técnicas deheckerboarde time-kill s&o muito utilizadas em estuds vitro de
sinergia de combinacdes antimicrobianas. A técrdeacheckerboardé baseada em
microdiluicbes, ao qual sdo determinadas as CIMdde farmacos isoladamente e em
associagdo. Este método avalia a evolugédo da GlMidual de cada farmaco na presenca de
um segundo farmaco. @me-kill avalia a interacdo entre duas drogas em diferentes
concentracdes ao longo de um intervalo de tempmloses resultados obtidos com base na
determinacao de UFCs (LORIAN, 2005).

O DDA apresentou atividade bactericida com GBMe 4 pug/mL e o complexo
NS/DDA apresentou CBM de 3/2 ug/mL. Entretanto, é importante salients, @pesar do
complexo NS/DDA apresentar efeito parcialmentergioé e indiferente frente a 51,4 e
45,9% das cepas, respectivamente, a associacaanbes aocasionou um aumento de
sensibilidade a nisina, diminuindo a CBMle 50 pg/mL para 3 pg/mL, atividade também
observada contra as cepas MRSAl{ela 2. Outro fator a ser ressaltado é que, através do
time-kill foi possivel observar uma redugéo>d@ log, o UFC/mL ap0s uma hora de interagéo

entre o complexo NS/DDA 3/2 pg/mL e a cepaaureusN315, enquanto que a nisina 50
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ng/mL sozinha atingiu essa reducdo apos duas lom®DDA 4 pg/mL, apos trés horas
(Figura 6). De acordo com Mitsugui et al. (2011), mesmo cumbinagbes de farmacos nao
resultem em sinergia, as reducbes nas CIMs sdoriampes, pois sugerem que pode ser
possivel administrar estas drogas desde que hagtesjnas dosagens, permitindo assim um
tratamento eficaz com reducgéo nos possiveis efaitesrsos.

Outros resultados interessantes foram observadasapacepas 7NS( sciur) e ATCC®
BAA-977™ (S. aureul Apesar de estas cepas possivelmente terem apmedentma CBM
mais elevada para o lipide catibnico em comparasd®BMs das outras cepas, tanto sozinho
quanto combinado com a nisina, a associacdo apoesam efeito parcialmente sinérgico,
com reducao das CBMs de ambas as drogas. Seguhdb(R306), a combinagédo de agentes
antimicrobianos pode prevenir o desenvolvimentoedesténcia ao antibiotico ativo por meio
da adicdo de um agente inativo.

Com o objetivo de encontrar novas estratégias @gatdogenos resistentes, Tong et al.
(2014) avaliaram o uso combinado de nisina com ii&eshtes antimicrobianos contra
diversas cepas dénterococcus faecalisOs autores observaram que a atividade
antibacteriana dos antibioticos foi significativartee melhorada quando associada com 200
Ul/mL de nisina (1 Ul = 0,025 pg/mL [FAO JECFA, &)}, e constataram que a formacéo
de poros na superficie bacteriana pela nisinattaeilpenetracdo de outros antibiéticos.

A eficiéncia antimicrobiana e de transporte de ks pelo DDA também foi
confirmada por Barbassa, Mamizuka e Carmona-Rib@@il). As autoras avaliaram a
atividade antimicrobiana do DDA, da rifampicina associacdo de ambos (DDA/RIF) contra
patdgenos causadores da tuberculddgcobacterium smegmatise Mycobacterium
tuberculosis As formulacbes de DDA e rifampicina sozinhas s@néaram atividade
micobactericida, porém DDA/RIF resultou nhuma combao mais eficaz, pois atuou em
doses reduzidas. Lincopan, Mamizuka e Carmona-Rib&003) demonstraram que a
associagdo de DDA com a anfotericina B resultou wma formulagcdo monomérica
quimicamente estavel, com excelente atividade @uthgicontra a candidiase sistémica em
ensaiosn vitro ein vivo, apresentando baixa nefrotoxicidade.

Outra vantagem de se associar duas drogas ¢é aidsgmde ampliar o espectro de
acdo. Singh, Prabha e Rishi (2013) demonstraramapesar de a nisina atuar geralmente
contra microrganismos Gram-positivos, quando aadack antibidticos convencionais, foi
capaz de aumentar a eficacia destes agentes &erdepas d€almonella entericaerovar
Typhimurium, com valores de CIM muito mais baixage s frequentemente utilizados e

reducao no tempo de morte, tanto em ensai®@gro comoin vivo. Essa reducéo pode evitar
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ou reduzir o desenvolvimento de resisténcia aowiéfitos emergentes, assim como 0s
efeitos colaterais.

O efeito bactericida do complexo NS/DDA tambémdbservado na microscopia de
fluorescéncia, onde apds seis horas de interac&oaiar parte das cepas corou-se de
vermelho, o que corresponde possivelmente ao damengbrana celular ou morte bacteriana
(Figura 7). Provavelmente, a adsorcdo das moléculas sobrglaks bacterianas ocorre
atraves da atracao eletrostatica entre o complti@naco NS/DDA e a superficie negativa da
bactéria. Os dominios negativamente carregadoeriess na estrutura da parede celular
bacteriana favorecem essa interagdo. Campanha, 2dieanie Carmona-Ribeiro (1999)
demonstraram que existe uma clara correlacdo enadsorcao de vesiculas catibnicas, que
geram uma carga positiva nas superficies celulzaeterianas, e morte celular. Além disso,
as células carregadas negativamente sdo 100% sjiéa@juanto que as células de carga
positiva ndo sobrevivem. Provavelmente, o compN$dDDA reverte a carga da superficie
celular bacteriana, e entdo penetra na paredeacélatteriana. Em seguida, a nisina, através
da ligacdo com o lipide Il, forma poros na membranplasmatica, seguida de
desorganizacdo da membrana, e vazamento de maleiiixo peso molecular intracelular,
assim como inibicdo da sintese da parede. Estaiagdo resultou entdo, em um complexo
cujo efeito bactericida teve seu potencial aumentach concentragdes muito menores.

As técnicas dd.ight Scatteringe potencial Zeta foram utilizadas com o intuito de
elucidar a interacdo fisico-quimica do complexo INBA. A Light Scattering, ou
espalhamento de luz dinamica, determina a dis@@auidos tamanhos das particulas em
disperséo (diametro médio) e também, analisa 0 deaassociacdo e dissociagdo entre as
particulas (polidispersdo) (BERNE; PECORA, 200@).0Jpotencial Zeta € uma medida da
magnitude da repulsdo ou da atracao eletrostaticka® cargas entre particulas, sendo um dos
parametros fundamentais que afetam a estabilid&demedicéo oferece uma visdo detalhada
sobre as causas da dispersao, agregacao ou fidcufagdendo ser aplicada para melhorar a
formulacéo de dispersdes, emulsdes e suspensodslaD; SCHEINER, 1989).

Inicialmente, pode-se observar que a nisina passai estrutura flexivel, cujo arranjo
supramolecular é governado por diferentes condif}die®-quimicas inerentes a molécula, a
qual possui aminoacidos carregados positiva e vegatnte, assim como, residuos
hidrofébicos e hidrofilicos. Assim, tanto a suaubdizacdo como incorporagédo é dependente
do pH que pode afetar o pKa de alguns residdasondicdo estudada, em baixa forca ibnica
(tampéo IGP, pH=7,0), tanto pela distribuicdo dmamhos, como carga superficial do

complexo NS/DDA Figura 8), fica evidente que a nisina forma um complex@oato com
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o DDA. Possivelmente, a solubilizacdo da nisina, uma cotdéanfipatica, ocorre através da
atracdo eletrostatica entre os aminoacidos nadnbedis presentes em sua molécula, com a
cabeca polar catidnica do DDA, e também atravémaaporacdo pela hidrofobicidade da
nisina diretamente com a por¢ao hidrofébica danbaca do DDA.

Nossos resultados sugerem que o complexo NS/DDA pepresentar um potencial
agente antibacteriano frenteSéaphylococcuspp. resistentes isolados de mastite bovina. A
associacdo de novas alternativas antimicrobianammente com medidas de higiene de
ordenha favorece o controle de agentes patogéraspensaveis pela mastite bovina.

Apesar de nossos resultados serem promissoregreagunais estudos no intuito de se
obter uma melhor compreensdo do mecanismo de ¢ateentre as moléculas do complexo
NS/DDA, assim como a estabilidade da formulacaaciddalmente, novos ensaigs vitro
com outros géneros bacterianos, tanto com outi@srims Gram-positivas, como com Gram-
negativas significativas para a etiologia da madbivbvina, com a finalidade de avaliar o
espectro de acdo do complexo NS/DDA. Além disseaies de toxicidade e a pesquisa de

possiveis residuos que possam contaminar o |@teex@ssarios.
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7 CONCLUSOES

O complexo NS/DDA se mostrou como uma alternatianissora para o controle de
Staphylococcuspp. resistentes isolados de mastite bovina. A owgéo da nisina com o
DDA resultou em um complexo antibacteriano eficamn atividade bactericida obtida em
baixa concentracdo na primeira hora de interag@madp comparada com as duas moléculas
sozinhas. A terapia combinada permite a admin&trale doses mais baixas de cada um dos
antimicrobianos, a fim de reduzir a sua toxicidads, efeitos adversos e impedir o

desenvolvimento de mutantes resistentes, além gkagira espectro de acao.
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