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Resumo

Terapias naturais sao descritas na literatura, como potenciais na terapéutica
de infec¢des bacterianas aplicadas a mastite bovina. Staphylococcus aureus
€ um dos patdégenos mais importantes para ocorréncia dessa doenca. Evi-
dencia-se o uso indiscriminado de antibidticos para o controle da enfermi-
dade associada a esse agente, além de custos elevados para combaté-lo.
A utilizagdo do controle biolégico de microrganismos pode ser alternativa,
pois pode representar reducao ou eliminacao do uso de farmacos. Objetivou-
-se estudar sobre o controle biolégico de S. aureus provenientes da mastite
bovina, com énfase na utilizagdo de bacteriocinas e bacteriéfagos. As bac-
teriocinas de lactobacilos apresentam importancia apresentar possivel apli-
cacao na inibicdo de bactérias patogénicas em seres humanos e animais.
Alternativa no controle biolégico de cepas resistentes por ndao compartilham
mecanismos de agcdo com o0s antimicrobianos comercialmente disponiveis.
Varias caracteristicas tornam o estudo de bacteriéfagos e bacteriocinas im-
portantes, por que, permitem ser aplicados como agentes terapéuticos e de
controle biolégico. Embora promissor o controle biolégico implica em maiores
estudos, uma vez que, ndo se conhece bem sobre as relagdes evolutivas e
papel ecoldgico no controle de S. aureus.
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Introducgao

A mastite € considerada uma das enfermidades mais preocupantes
nos sistemas de exploracgéo leiteira, por causa dos prejuizos econémicos vin-
culados a sua ocorréncia (CONTRERAS; RODRIGUEZ, 2011). As perdas na
producéao estéo relacionadas as alteracgdes fisico-quimicas do leite e a redu-
¢ao da vida produtiva dos animais. Acrescenta-se ainda aumento nos custos
com farmacos e servigos veterinarios, além da desvalorizagdo no valor final
do produto (FREITAS et al., 2005; SANTOS; FONSECA, 2007).

Embora outras espécies de microrganismos colaborem para causar
a mastite bovina, Staphylococcus aureus € um dos patégenos de maior im-
portancia (FONTANA et al., 2010), em virtude da patogenicidade da forma da
doenca, classificada como contagiosa (MARTINS et al., 2010; MICHEL et al.,
2011).

A dificuldade adicional no controle da infecgédo por esse agente é re-
presentada por frequente resisténcia aos antimicrobianos e dos custos para
combaté-lo (AARESTRUP et al., 2001; PINTO, 2000; POL et al., 2007). Nas
duas ultimas décadas, estudos foram intensificados, principalmente em fun-
cao do crescente aumento de cepas bacterianas resistentes a antibidticos
(DE RESINSKI, 2009, WITTEBOLE et al., 2014).

Pesquisas sobre a utilizagdo de bacteriocinas e fagos sdo mostradas
como alternativa para a redugao ou eliminacdo do uso de farmacos. A diver-
sidade de agentes, assim como, as relacdes antagbnicas desses, podem ser
Uteis para o controle biolégico aplicado (HALFELD-VIEIRA et al., 2006; RYAN
et al., 2008).

Trabalhos s&o necessarios para elucidar as interagdes antagonistas
patdégeno- hospedeiros. Nesse contexto, objetivou-se estudar o controle bio-
l6gico de Staphylococcus aureus provenientes de mastite bovina, com énfase
na utilizagdo de bacteriocinas e bacteriéfagos.

Desenvolvimento do texto

A Mastite € uma inflamagao da glandula mamaria diferenciada pela
forma de apresentacédo da enfermidade, classificada como clinica e subclini-
ca (SANTOS et al., 2011). Alteragdes na composicao do leite secretado, além
de sinais sistémicos de infecgédo e clinicos locais, podem ser visualizadas
na primeira. Na subclinica, ndo sdo observadas alteragcbes macroscopicas,
mas ocorrem mudancas na qualidade e volume de leite produzido (BARLOW,
2011; KOSKINEN et al., 2010).

Estudos de mastite mostram que microrganismos de origem con-
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tagiosa sdo mais prevalentes, dentre esses, o género Staphylococcus sp.
destaca-se por possuir maior frequéncia em casos clinicos e subclinicos da
doenca (ZSCHOCK et al., 2000). Nessa, S. aureus & um importante agente
causador da enfermidade em rebanhos leiteiros, assumindo grande capaci-
dade de resisténcia a antibiéticos, com diminuicdo da taxa de cura (MELO et
al., 2012).

Pertencente a familia Microcaccaceae, S. aureus é bactéria Gram-
-positiva capaz de causar infec¢des de longa duragéo. Possui caracteristicas
de viruléncia favoraveis a persisténcia no tecido mamario, com a producéao
de toxinas extracelulares e enzimas (LEE, 2003; SANTOS et al., 2003). Pode
torna-las crénicas, com baixa taxa de cura e diminuigdo na producgao de leite
(BENEDETTE et al., 2008).

No tratamento dessa precisam ser considerados os fatores que inter-
ferem na cura bacteriol6gica com o uso de antibiéticos (SANTOS et al., 2011).
Nesse, inclui-se as variagdes das respostas individuais do animal, estagio na
qual é observada a infecgao e a relacéo dos agentes infecciosos diante as ce-
pas envolvidas (FONSECA; SANTOS, 2011). Contudo, em diversos estudos
sobre a susceptibilidade aos antimicrobianos s&o descritos aumento crescen-
te no padrao de resisténcia dos microrganismos (PRIBUL et al., 2011).

O conhecimento da prevaléncia e distribuicdo dos patégenos, bem
como, os fatores de risco associados a doenga sédo pontos criticos na preven-
cao da mastite (PICCININI et al., 2012). Muitas vezes, a utilizagao inadequa-
da e indiscriminada de antibi6ticos tende a induzir o aparecimento de cepas
multi-resistentes por comprometerem a eficiéncia da terapéutica, especial-
mente, quando causada por S. aureus (FREITAS et al., 2005).

Explica-se que S. aureus apresenta adeséo as células endoteliais por
meio de receptores de adenosinas e as fagocitam. No ambiente intracelular
as protegem dos mecanismos de defesa do hospedeiro e efeito dos antibid-
ticos (HAMILL et. al., 1986). De modo que pode contribuir para o aumento
da sobrevivéncia bacteriana e desenvolvimento de infecgé&o persistente ou
recorrente (LOWY, 1998).

Técnicas utilizam marcadores genéticos para detectar isolados com
resisténcia a agentes microbianos, sobretudo em infecgdes de carater créni-
co, vindo a ser auxiliares no combate as doengas bacterianas, dentre as quais
a mastite bovina (FREITAS et al., 2005). Atualmente a técnica de biologia
molecular como Polymerase Chain Reaction (PCR) é aplicada para caracte-
rizar os principais patégenos de rebanhos bovinos, embora, pouco acessivel
aos produtores. Entretanto, apresenta potencial para melhorar a eficacia na
aplicagao de antibidticos e uso de produtos naturais com propriedades anti-
bacterianas (CUSHINE; LAMB, 2005).
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Estudos de terapias naturais para o controle biolégico de diversos
patdégenos sdo mostrados na literatura como potenciais na terapéutica de
infec¢des bacterianas (CRISPIE et al., 2008; KLOSTERMANN et al., 2009;
KUMARI et al., 2010.

Para a reducgéo ou eliminagdo do uso de farmacos, a diversidade de
microrganismos e relagdes antagdnicas dentre esses possibilitam ser dire-
cionados para o controle biolégico aplicado (HALFELD-VIEIRA et al., 2006;
RYAN et al., 2008).

Produtos antagonistas microbianos s&o considerados importantes na
aplicagao dessa terapéutica. Estes constituem grande variedade de inibido-
res, dentre os quais, bacteriofagos e bacteriocinas.

As bacteriocinas s&o proteinas de baixo peso molecular, ativas bio-
logicamente e produzidas por bactérias que inibem ou destroem espécies
relacionadas, apresentam efeito bacteriostatico e/ou efeito bactericida, res-
pectivamente.

Conforme estrutura primaria, peso molecular, estabilidade ao calor e
organizagao molecular, podem ser subdivididas em quatro grupos:

| - lantibidticas, caracterizadas pela presencga de lantionina e b-metil
lantionina;

Il - pequenas proteinas, com peso molecular inferior a 10 kDa e re-
lativamente estaveis ao calor, sédo peptideos de membrana ativa que nao
contém lantionina.

[Il - grandes, com peso molecular superior a 30 kDA e proteinas ter-
mo-labeis;

IV - bacteriocinas complexas e providas de por¢des lipidicas ou de
carboidratos, além da parte protéica.

Na maioria das vezes, as bacteriocinas sdo encontradas em bacté-
rias Gram-positivas e Gram-negativas e normalmente codificadas por plas-
mideos. Apresentam variadas formas, diversos tamanhos e mecanismos de
acao (RILEY ;WERTZ, 2002).

Diferentes substancias antimicrobianas podem ser produzidas por
bactérias Gram-positivas, incluindo bactérias acido-laticas (BAL). Essas
estdo amplamente distribuidas na natureza, particularmente no leite, sdo
habitantes dos tratos digestivo, respiratério superior e urogenital inferior dos
animais (HOVE et al., 1999). O grupo inclui bastonetes e cocos ndo esporula-
dos, aerébios, microaerdéfilos ou anaerdbios facultativos, com maior parte ina-
tivada a temperaturas superiores a 70°C (SALMINEN; VON WRIGHT, 1993).
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A ocorréncia na literatura de pesquisas que explicam o mecanismo
de agdo das bacteriocinas, embora pouco comuns, apontam para um futuro
promissor, principalmente em possiveis aplicagdes na medicina veterinaria
(BASTOS et al., 2009 ; COELHO et al., 2007).

Nesses estudos, as bacteriocinas de lactobacilos apresentam rele-
vancia por implicar em potencial aplicagdo para a inibicdo de bactérias pato-
génicas em seres humanos e animais (REID, 2002). Relata-se que as espé-
cies colaboram na manutencéo da qualidade do produto lacteo processado,
suprimindo o crescimento tanto de microrganismos deteriorantes, quanto de
bactérias potencialmente patogénicas (PRASAD; GHODEKER, 1991). Em
tais condi¢des, alguns acidos, principalmente o latico e acético, tém sido
utilizados como conservantes de alimentos, juntamente com a queda do
pH, inibindo o crescimento de microrganismos contaminantes e patogénicos
(SILVA, 1999).

Outras pesquisas sao também realizadas para investigar o perfil de
resisténcia antimicrobiana de isolados de Staphylococcus aureus, a partir da
mastite bovina. Entre as varias bactérias do acido latico, bacteriocinas séo
isoladas especialmente de cepas de Lactobacillus spp. (CASTILLO et al.,
2001).

Em trabalho realizado por Pribul et al. (2011) foram isoladas e carac-
terizadas cepas de Lactobacillus casei subspécie rhamnosus, L. paracasei,
L. fermentum e L. rhamnosus como produtoras de bacteriocinas, além de
espectro de inibicao, efeito bacteriostatico ou bactericida.

Na analise do perfil de suscetibilidade as bacteriocinas, os mesmos
autores avaliaram a susceptibilidade de 30 isolados de Staphylococcus au-
reus frente as cepas de Lactobacillus spp. Foi demonstrada sensibilidade
a pelo menos uma das cepas envolvidas. Considerou-se assim, represen-
tar alternativa de controle biologico, frente a bactérias resistentes, por néo
compartilhar mecanismos de agdo com os antimicrobianos comercialmente
disponiveis.

Em dois ensaios de campo inicial desenvolvidos por Crispie et al.
(2008) constataram-se efeito da administracdo da cultura viva de Lactococ-
cus lactis sobre a resposta imunitaria local. Demonstraram que a infusao da
cultura estimula o recrutamento substancial de células polimorfonucleares
(PMN) e linfécitos para o ubere.

Experiéncias realizadas a partir da imersdo da teta foram conduzi-
das usando fermentado que continham bactérias vivas de Lactococcus lactis
DPC 3251. Essas produziram lacticin 3147, classificada como lantibiético,
que demonstrou ser previamente eficaz ao eliminar bactérias gram-positivas
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(KLOSTERMANN et al., 2009).

Estudos anteriores indicaram, além disso, que a incorporacgao de lac-
ticin 3147 na vedacéo das tetas melhorou a protecdo dos animais contra
Staphylococcus aureus e Streptococcus dysgalactiae (CRISPIE et al., 2005;
TWOMEY et al., 2000). Nos ensaios, foi verificado que as preparagbes da
cultura viva produzidas foram tao eficazes quanto os antibiéticos usados para
o tratamento de infecgbes intramamarias. Estas poderiam entdo ser capazes
de reduzir os patdégenos causadores de mastite nas tetas de vacas em lac-
tacao.

Sierna et al. (2011) ao avaliar a atividade antimicrobiana de quatro
cepas identificadas bioquicamente como Lactobacillus acidophilus, Lactoba-
cillus brevis, Lactobacillus fermentum e Weissela confusa isoladas de bovi-
nos em estado de acidose, verificou atividade antimicrobiana superior para
Weissela confusa. Sugerindo ser usada contra os principais patégenos cau-
sadores da mastite bovina

Do mesmo modo, Aerocinas tém sido avaliadas contra agentes da
mastite. Esta bacteriocina é produzida pela estirpe S. aureus A53, isolada
de leite comercial ecodificada pelo plasmidio PRJ9 de 10,4 kb (SASS; BIER-
BAUM, 2007). Possui amplo espectro de agcao contra bactérias dos géneros
Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, estirpes de L. monocytogenes e
outras estirpes de S. aureus, além de resisténcia a acdo de proteases, como
a tripsina. Quando testada revelou potencial de aplicagéo no tratamento, visto
que, inibiu 82% das estirpes de Staphylococcus aureus e 68% Streptococcus
(COELHO et al., 2007).

Estirpes de S. aureus MB50 avaliadas, exibiram maior porcentagem
de inibicdo (91%) contra estirpes de S. agalactiae e de S. aureus de mastite
bovina. PGde ser observado que bacteriocinas sozinhas nédo sao capazes de
inibir essas estirpes. Entretanto, o sinergismo entre as mesmas foi confirma-
do pela verificagdo da acao inibitéria das bacteriocinas combinadas (MAR-
TINS et al., 2010).

Na medicina veterinaria, igualmente, a Nisina vem sendo pesquisada
para o controle da mastite causada por S. aureus (BARKEMA et al., 2006).
Essa é comercializada como agente ativo que promove a limpeza das tetas,
prevenindo a doenca (COTTER et al., 2005). No entanto, estudos revelam
que para essa aplicagéo o Lacticin apresenta vantagens sobre a Nisina, uma
vez que é mais ativa em pH fisiolégico. De forma que provaram ser incapazes
de inibir o crescimento de Streptococcus dysgalactiae a pH neutro quando
incorporado a formulacédo de tampao da teta, enquanto Lacticin foi capaz de
mostrar uma zona clara de inibigdo (SOBRINO-LOPEZ; MARTIN-BELLOSO,
2006).
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Os Bacteriéfagos ou fagos sao virus que infectam hospedeiros e re-
querem uma bactéria com um receptor especifico para se multiplicar. Perten-
centes aos dominios Archea e bactéria, possuem natureza similar a de outros
virus (ACKERMANN, 2003; GREGORACCI et al., 2006).

A principal vantagem do uso dos bacteri6fagos como ferramenta
complementar no controle de bactérias patogénicas reside na propriedade
dos mesmos se replicarem somente na presenca da célula hospedeira es-
pecifica. Assim, bacteriéfagos atacam apenas um tipo especifico de bactéria
interagindo com um receptor na superficie celular para iniciar a replicagédo
(VONASEK et al., 2014). Referido processo termina com a lise celular e li-
beracédo de novos fagos, que mantém o ciclo de lise enquanto existir células
bacterianas disponiveis. Esses n&do afetam o hospedeiro infectado, porque
sua atividade cessa quando as células bacterianas morrem (HANLON, 2007).

A especificidade viral é, pois, caracteristica que permite atuarem so-
bre os microrganismos. Além disso, fagos ndao séo susceptiveis ao apareci-
mento de resisténcia bacteriana, porque tém a capacidade de evoluir com o
hospedeiro (WITTEBOLE et al., 2014).

Bacteridfagos séo classificados como liticos e lisogénicos, conforme
ciclo de replicagéo. O primeiro € de maior interesse para o controle biol6gico,
pois lisam a célula hospedeira e, a progénie resultante continua esse ciclo
litico (ACKERMANN; PRANGISHVILI, 2012). No ciclo lisogénico, acidos nu-
cleicos do fago se recombina com o da bactéria formando um profago, que
se reproduz com a célula hospedeira e confere imunidade contra a infec¢ao
pelo mesmo tipo de fago (CHOI et al., 2011).

Pesquisa por fagos como agentes terapéuticos ou de controle biol6-
gico ainda € incipiente, uma vez que o principal foco dos estudos concentra-
-se na deteccéo de particulas virais como indicadores biolégicos de contami-
nacdo ambiental (LIN; GANESH, 2013) e na liberagc&o de virus patogénicos
no ambiente (LUCENA et al., 2004, SHAPIRO; KUSHMARO, 2011).

Estudos descrevem o emprego de bacteriéfagos para combater S.
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli
resistentes a antibiéticos. Embora para Deresinski (2009) e Wittebole et al.
(2014) esse ainda seja assunto controverso.

Pereira (2010) para averiguar a prevaléncia da mastite bovina na re-
gido da Zona da mata mineira realizou isolamento e identificagéo de bactérias
a partir de animais com mastite e prevaléncia de S. aureus. Nesse estudo
foram verificados dez bacteriofagos capazes de infectar S. aureus, avaliados
quanto ao potencial litico, especificidade e termoestabilidade. Quando testa-
dos apresentaram resultados variaveis na eficiéncia da lise para as diferentes
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cepas bacterianas. Mesmo aqueles que apresentaram resultados inferiores,
mostraram-se capazes de lisar a grande maioria das cepas avaliadas.

Yacoby et al. (2006; 2007) estudaram uma nova aplicagéo de bac-
teriéfagos filamentosos (M13) como plataforma para carreamento de drogas
em bactéria alvo, afim de inibir parcialmente a multiplicacédo de bactérias
como S. aureus. Nesse trabalho testou a capacidade da droga alvo (Clorafe-
nicol) ao ser transportada por nanoparticulas de fago, inibir o crescimento de
bactérias patogénicas mais comuns, como o S. aureus resistente a meticilina.

Os autores em 2006 concluiram que a conjugacao de cloranfenicol
e fago néo foram eficazes, por causa da caracteristica hidrofébica. A droga
provocou precipitacdo dos bacteriéfagos e retardou o crescimento da bacté-
ria. Em 2007, novo modelo de conjugacgéo quimica foi proposto, adicionan-
do Neomicina. Essa causou a solvatacédo de materiais hidrofébicos obtendo
dessa forma resultados mais satisfatorios ao inibir o crescimento bacteriano.

Sass e Bierbaum (2006) mostraram nova aplicagéo do uso de fagos
como agentes de controle biologico por meio da utilizagdo de endolisinas
(endopeptidase e amidase) para destruicdo de biofilmes de S. aureus. Os
pesquisadores clonaram o gene que codifica as endolisinas 11 e 12 (enzimas
hidrolases da parede celular bacteriana). A endolisina 12 ndo apresentou ne-
nhuma atividade hidrolitica em biofilmes, entretanto, a endolisina 11 demons-
trou-se eficaz na reducgao do biofilme. Na qual caracteriza possivel aplicacédo
no combate a S.aureus e infec¢gdes mediadas por biofilmes.

Consideragodes finais

O controle bioldégico, embora promissor, implica ainda em maiores
estudos, por se desconhecer relagdes evolutivas e papel ecoldégico no con-
trole de patogenos.

As bacteriocinas e bacteriofagos ainda representam um dos meca-
nismos menos explorados na terapia antimicrobiana. S&o necessarias mais
pesquisas para direcionar aplicagdes no controle biolégico de Staphylococ-
cus aureus frente a mastite bovina.

A biodiversidade de fagos e bacteriocinas podem indicar serem pos-
siveis auxiliares no controle microbiano ou como coadjuvantes na antibioco-
terapia.
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