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1 INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

A mastite bovina ¢ uma enfermidade caracterizada pela inflamacdo das glandulas
mamarias causada principalmente por bactérias e fungos que possui alta prevaléncia nos
rebanhos leiteiros (PERES NETO; ZAPPA, 2011). A ampla acessibilidade do produtor aos
antimicrobianos convencionais associada a escolha erronea desses antibidticos, esquemas de
tratamento contribuem para o desenvolvimento da resisténcia a principios ativos comumente
utilizados (LOPES; LACERDA; RONDA, 2013; PETERS; SILVEIRA; FISCHER, 2015).

Alternativamente aos antibidticos convencionais, substincias presentes
naturalmente no leite podem apresentar atividade antimicrobiana promissora. O uso destes
compostos naturais, como € o caso da nisina, torna-se relevante no tratamento de doencas
infecciosas, além da reducado do custo com medicamentos, constituindo-se como método

natural de redugdo de carga bacteriana, diminuindo os gastos na produgdo leiteira

(CEOTTO-VIGODER et al, 2016).

2 OBJETIVOS
O objetivo do presente estudo ¢ desenvolver uma formulagdo terapéutica contendo
nisina e realizar testes in vitro sobre agentes infecciosos isolados de bovinos acometidos

por mastite.
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3 MATERIAIS E METODOLOGIA

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) -
Campus Realeza. As andlises microbiologicas e o preparo das formulagdes terapéuticas
ocorreram no laboratdrio de microbiologia e nos laboratérios de Quimica da Universidade
Federal da Fronteira Sul - UFFS, Campus Realeza-PR, respectivamente.

Para a formulagao foi produzido um gel usando como agente espessante a Goma
Xantana, e como agente antimicrobiano a Nisina. O processo iniciou com a producdo de
um gel base contendo 0,3% de goma xantana dissolvida em 50 mL de agua ultrapura
estéril, pH 3.0, que foi levado para agitagdo magnética até tornar-se homogéneo. Apds
repouso, dois tipos de formulagdes foram obtidas. As formulacdes com as siglas V,
continham o gel base e solugdo estoque de nisina previamente preparada. Ja as
formulagdes com as siglas G, continham a nisina que havia sido preparada na hora e o gel
base. A mistura do gel com a solu¢do estoque de nisina foi levada para agitacdo no vortex
até que se atingisse a consisténcia desejada, com subsequente refrigeracdo (2-8 °C),
permanecendo até o momento do teste de suas caracteristicas e propriedades
antimicrobianas. O gel base produzido contendo 0,3% de goma xantana apresentou-se
com aparéncia translicida esbranquicada e leve odor caracteristico do agente gelificante.

Para a preparacao da solugdo estoque, o p6 de nisina foi dissolvido em um balao
volumétrico de 50 mL contendo 10 mL de HCI 0,00794 mol/L. Posteriormente, foi
avaliado o pH da solug@o. O gel base usado, foi preparado na concentragdo de 0,3% de
Goma Xantana e 50 mL de 4gua ultrapura, pH 3.0. Assim, a formulagdo V1 e G1 continha
5000 pL de goma xantana na concentracao de 0,3% e 82 uL de nisina, tendo 656 Ul como
concentracdo final. J& a formulagdo V2 e G2, foram produzidos com 4877 pL do gel base
de goma xantana e solucdo estoque de nisina na concentracao de 123 pL. Para obtengao
destes valores, foram realizados calculos a partir da concentragao de nisina, que equivale a
40000 UI e por meio dos valores obtidos pela CIM e CBM. Para o célculo final, utilizou-

se 984 uL, j4 que esta concentragdo representa 50% a mais que a maior concentracao
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inibitéria minima (CIM), que foi de 656 UI, obtendo-se 123 uL de nisina para perfazer os
5000 pL de gel a 984 UI.

Para o teste antimicrobiano por difusdo em pogo de Agar, foi usado um produto
comercial indicado para o tratamento de mastite bovina de aplicagdo intramamaria com a
concentracdo de 2,5 % de Gentamicina como principio ativo, sendo este, considerado
como controle positivo. Foram testados entdo, o gel base (GB) isoladamente, sem a
presenga de nisina; a formulacdo que continha a xantana a 0,3% e a nisina que j4 havia
sido previamente preparada, em concentracdes a 656 Ul (V1) e a 984 UI (V2); a
formulacdo que continha xantana a 0,3% e nisina a 656 Ul (G2) e 984 UI (G1), no
entanto, esta nisina teve seu preparo 24 horas antes do teste de atividade antimicrobiana e
agua destilada, sendo essa ultima o controle negativo. Cada pogo recebeu cerca de 50 uL

de cada substancia a ser testada. Os resultados estdo apresentados na tabela 1.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A nisina apresentou atividade bacteriostatica e bactericida relevantes, de forma
efetiva contra 27 cepas de S. aureus testadas. A CIM média da nisina foi de 238 pg/mL. O
valor méaximo foi de 250 pg/ mL e o minimo de 156,25 pg/mL. Enquanto isso, a CBM do
presente trabalho teve um valor médio de 455 pg/mL, sendo o valor maximo de 625
pug/mL e o minimo de 250 pg/mL. Assim, de acordo com nossos dados, varios estudos ja
confirmaram a atividade bactericida de formulagdes contendo nisina (ALVES, 2018;
SZWEDA et al., 2014).

Como esta demonstrado na Tabela 1, a grande maioria dos géis produzidos nao
apresentaram atividade antimicrobiana, exce¢ao se faz ao hidrogel que continha a xantana
a 0,3% e a nisina a 984Ul que havia sido preparada 24 antes do teste, pois este apresentou
um consideravel halo de inibi¢do. Além de que, pelo fato de uma formulagdo que havia
sido preparada 24 horas antes do teste ter apresentado um significativo halo de inibigao,
confirma que o tempo percorrido entre o preparo e a utilizagdo nao interferiu no resultado,

ou até mesmo foi capaz de gerar um resultado. A técnica de difusdo em pogo se mostrou
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eficiente levando em consideracdo os resultados obtidos pela Gentamicina. Porém, a
auséncia de efeito microbiano pode ser devido a falta de difusdo dos géis no meio. Em
testes realizados onde se objetivava analisar a atividade da nisina contra biofilmes de
Staphylococcus aureus isolados de casos de mastite bovina, verficou-se um significativo
efeito bactericida. Além disso, estudos que avaliaram o sinergismo da nisina associada a
uma classe de antibidticos, resultaram em uma redugdo sinérgica do crescimento
bacteriano de Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, sugerindo que a nisina
associada a outras classes de antibidticos ou bacteriocinas pode ser utilizada para o
tratamento da mastite bovina (CEOTTO-VIGODER et al, 2016 ; KITAZAKI, 2017).
Tabela 1: Atividade antimicrobiana de formulagdes de gel contendo diferente
concetragdes de nisina e goma xantana contra cepas de Staphylococcus aureus isoladas de

casos de mastite bovina. Halo de inibi¢cdo (mm)

Pogo Produto teste Cepa 1 Cepa 2 Cepa 3 Cepa 4

1  Gentamicina 2,5% 26,88 23,87 23,60 23,00
Gel V1 - - - -
Gel V2 - - - -
Gel GB - - - -

Gel G1 - - - -
Gel G2 - 11,54

N O L B W

Agua destilada - -

N° 1: Gentamicina a 2,5% N° 2: xantana 0,3% e nisina a 656 UI N° 3: xantana 0,3% e nisina a 984 UI N°4
xantana a 0,3% e 50 mL de 4gua ultrapura N°5 xantana a 0,3% e nisina a 656 Ul N°6 xantana a 0,3% e
nisina a 984 Ul N°7 agua destilada estéril.

5 CONCLUSAO

A nisina apresenta potencial atividade antimicrobiana, podendo ser utilizada como
uma opg¢ao alternativa para tratamento de mastite bovina. No entanto, apesar do hidrogel
apresentar-se versatil e estavel, nos testes realizados e com os resultados obtidos,

visualizou-se que ele ndo foi capaz de manter a capacidade antimicrobiana como
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demonstrado nos testes de CIM e CBM ou ainda, ha a possibilidade de que, nos meios em

que ele foi produzido, ndo tenha ocorrido a liberacdo do principio ativo nisina. Desta
forma, recomenda-se a realizagdo de novos testes, empregando diferentes agentes para

formulacao.
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