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RESUMO

A mastite é considerada a principal doenca que afeta os rebanhos leiteiros no mundo. O uso de
antibiéticos no tratamento de animais é um dos maiores desafios para a inddstria de alimentos, uma
vez que resfduos do mesmo podem ser eliminados no leite e na carns. A presenca de antibiéticos no
leite interfere na fabricag&@o de produtos lacteos fermentados como queijo e iogurte, além de propiciar
selecdo de bactérias resistentes. Como alternativa ao uso de antibiéticos no tratamento de animais, a
utilizagdo de bacteri6éfagos para o controle biolégico de bactérias patogénicas no homem, animais,
alimentos e plantas (BARROW et al., 1997; CHANISHVILI et al., 2001; LEVERENTZ et al., 2003).
Bacteriéfagos foramisolados a partir de amostras de dgua de lavagem de piso de estédbulos do campo
experimental da Embrapa Gado de Leite, situado em Coronel Pacheco - Minas Gerais. Esses bacteri6fagos
foram testados frente a 100 estirpes de Staphylococcus aureus. Estas estirpes foram isoladas de
vacas com mastite de regides de Minas Gerais e do Rio Grande do Sul e pertencem ao banco de
culturas do Laboratério de Microbiologia do Leite, da Embrapa Gado de Leite de Juiz de Fora - MG.
Esses bacteriéfagos, denominados Fagos 003, 004, 005 e 006, possuem amplo espectro de hospe-
deiro, possuindo um potencial para utilizagdo no controle biolégico de S. aureus, sendo assim uma
alternativa ao uso de antibiéticos.
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1 INTRODUCAO

A mastite é considerada a principal doenca que afeta os rebanhos leiteiros no mundo, e aquela que
causa as maiores perdas econdmicas & cadeia produtiva do leite. Devido a sua alta prevaléncia no Brasil, séo
estimadas perdas de producéo de 12 a 15% ou seja, cerca de 3 bilhdes de litros de leite/ano (FONSECA &
SANTOS, 2000). A ocorréncia de mastite afeta a indUstria de laticinios, devido as alteragdes na composigéo
do leite, uma vez que vacas com mastite produzem leite com menor teor de caseina, gordura, lactose, célcio
e pot4ssio, e maior concentracdo de cloreto de sédio e proteinas séricas, além de apresentar pH alcalino e
maior nimero de células somaticas (NATIONAL MASTITIS COUNCIL, 1996). Estas alteracdes interferem
na qualidade do leite e no rendimento e vida de prateleira dos produtos lacteos.
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Um grande niimero de bactérias pode causar mastite, que se caracteriza por uma inflamacgéo da
glandula maméria. No Brasil, Staphylococcus aureus é considerado o agente predominante da mastite (BRITO
& BRITO, 1996). Em um estudo realizado por BRITO e colaboradores (1999) no Sudeste do Brasil, S. aureus
foi isolado em 47 de 48 rebanhos estudados.

S. aureus é uma bactéria gram-positiva na forma de cocos, causadora de mastite sub-clinica, crénica
e, em alguns casos, mastite hiperaguda gangrenosa, que geralmente resulta em morte do animal. Essa
bactéria é considerada de dificil eliminacédo dos rebanhos, sendo moderadamente susceptivel a antibidticos
quando a infeccdo é detectada em seu inicio e de dificil cura nas infeccdes crénicas (OWENS et a/., 1997;
BRITO et a/., 2002).

0 uso de antibiéticos no tratamento de animais é um dos maiores desafios para a indlstria de alimentos,
pois residuos podem ser eliminados no leite e na carne por periodos varidveis de acordo com a preparacgéo e
a via de aplicac@o do medicamento. Em relacdo ao consumidor, o leite contendo antibiéticos pode provocar
reagdes alérgicas, assim como choque anafildtico em individuos sensiveis. Outro risco a ser considerado é o
consumo de leite com altos niveis de residuos de antibidticos por gestantes, tendo em vista que alguns
antibi6ticos, como nitrofuranos e tetraciclinas, possuem efeitos carcinogénicos que podem levar a alteraces
no desenvolvimento dsseo fetal. Além de reagdes alérgicas e de inducdo de quadros patolégicos, como por
exemplo, anemia crénica causada pelo cloranfenicol, os residuos de antibiéticos possibilitam o risco de
selecdo de bactérias resistentes (PEZZA et al., 2006). Essa resisténcia posteriormente pode ser transferida
entre 0s microrganismos através de plasmidios (PEZZA et al., 2006). Adicionalmente, a presenca de residuos
de antibidticos no leite interfere na fabricagdo de produtos lacteos fermentados como queijos e iogurtes,
sendo responséveis pela reducéo da producéo de 4cidos e sabores na producéo de manteiga e maturagéo de
gueijos. Ainda, concentracdes de 1 ppb podem atrasar a atividade de culturas starter na producéo de queijos,
iogurtes e manteiga (NERO, L. A. et al., 2007).

O crescente problema da resisténcia bacteriana aos antibiéticos renovou o interesse no uso de
bacteriéfagos para o controle biolégico de bactérias patogénicas no homem, animais, alimentos e plantas
(BARROW etal.,, 1997; CHANISHVILI et al.,, 2001; LEVERENTZ et al., 2003). Estudos visando alternativas
ao uso de antibidticos nos tratamentos de animais tém sido conduzidos. A fagoterapia tem sido proposta
como uma possivel alternativa, uma vez que, os fagos liticos sdo virus de procariotos, cuja multiplicagéo
viral termina com a lise programada da célula bacteriana hospedeira e liberacdo de centenas de novos fagos.
Resultados de tratamentos eficientes tém estimulado o interesse na fagoterapia, fagos especificos para
Escherichia coli enteropatogénica foram eficazes no controle de diarréia neonatal em bezerros, suinos e
ovelhas e de septicemia em ratos, pintos e bezerros (SMITH & HUGGINS, 1983; BARROW et al., 1998).
Qutra vantagem da fagoterapia se deve ao fato de que os fagos sédo autorreplicantes e autolimitantes, ou
seja, somente irdo se replicar enquanto a bactéria hospedeira estiver presente e, entado, desapareceréo
gradativamente.

2 MATERIAL E METODOS

Para isolamento de bacteriéfagos, foram coletadas amostras de dgua de lavagem de pisos de estdbulos
do Campo Experimental da Embrapa gado de Leite em Coronel Pacheco, Minas Gerais. Cada amostra de
dgua colhida foi clarificada por centrifugacéo e filtrada. A seguir, 1 mL do filtrado foi adicionado a 100 mL
de caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI, Difco) recém-inoculado com uma mistura de b estirpes de S.
aureus, conforme a técnica de enriquecimento descrita por O'Flaherty (2005). Apés 48h, essa cultura de
enriquecimento foi centrifugada e filtrada. Esse filtrado foi testado frente a 100 estirpes de S. aureus pelo
método da gota.

Para os testes de atividade litica foram utilizadas 100 estirpes de S. aureus pertencentes ao banco de
culturas do Laboratdrio de Microbiologia do Leite, da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG. Essas
amostras foram isoladas de vacas com mastite, provenientes de diferentes regides do estado de Minas
Gerais e do Rio Grande do Sul. Os testes de atividade |itica foram realizados por meio do método da gota.
Cada estirpe testada foi cultivada em uma placa de dgar BHI contendo CaCl, e uma gota do filtrado de
bacteriéfago foi inoculado na placa, segundo metodologia descrita por Sambrook & Russell (2001). Essa
técnica foi realizada em duplicata. Esses testes de atividade litica foram utilizados para a avaliagéo in vitro
do espectro de hospedeiro dos bacteri6fagos selecionados.
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3 RESULTADO E DISCUSSAO

Foram isolados 4 bacteriéfagos, denominados Fagos 003, 004, 005, 006. Todos os bacteriéfagos
isolados apresentaram atividade litica para S. aureus. O Fago 004 apresentou um maior espectro de lise
bacteriana, lisando 87 % das estirpes testadas (Figura 1). Os demais fagos também foram capazes de lisar
algumas amostras de S. aureus, apresentando uma atividade litica de 20% a 40% (Figura 1). Leite e
colaboradores (2007) isolaram um bacteriéfago no mesmo campo experimental da Embrapa Gado de Leite
que apresentou uma lise de 99% frente &s mesmas estirpes de S. aureus. Essas diferengas na atividade
litica destes fagos indicam um diferente espectro de hospedeiro entre estes fagos. Novos testes de atividade
liticas utilizando outras estirpes de S. aureus serdo conduzidos, assim como estudos mais aprofundados de
virologia cléssica e molecular para a caracterizacio dos fagos.
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Figura 1 - Teste da atividade litica dos bacteriéfagos 003, 004, 005, 006, isolados frente a S. aureus.

4 CONCLUSOES

O Fago 04 apresentou maior espectro de hospedeiro, indicando uma maior viruléncia. Esse fago,
juntamente com o Fago 02 (Leite et a/., 2007) serdo utilizados em estudos de avaliagdo como agente
desinfetante ou fagoterapia de mastite bovina.

SUMMARY

Mastitis is considered the main disease that affects dairy herds in the world. The use of antibiotics in
the treatment of animals is one of the biggest challenges for the food industry, since antibiotics residues can
be eliminated in milk and meat. lts presence in the milk interferes fermented dairy products manufacture,
such as cheese and yoghurt and leads to selection of resistant bacteria. As an alternative to the use of
antibiotics in animals treatment , the usage of bacteriophages for biological control of pathogenic bacterias
have been proposed. Bacteriophages were isolate dfrom samples of flush water collected from the Embrapa
Dairy Cattle experimental field located in Coronel Pacheco — Minas Gerais. These bacteriophages were
tested agianst 100 Staphylococcus aureus strains. These strains were isolated from cows with mastitis
from the regions of Minas Gerais and Rio Grande do Sul States and belongs to the culture bank of the
Laboratory of Milk Microbiology of Embrapa Dairy Cattle - Juiz de Fora, Brazil. These bacteriofages, named
Fagos 003, 004, 005 and 006, presented a wide host range, having a potencial use in biological control of
S. aureus, being an alternative for the use of antibiotics.
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