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RESUMO

Staphylococcus aureus € o agente bacteriano mais frequentemente isolado de casos de mastite
bovina. Sua resisténcia aos antimicrobianos convencionais tem sido relatada e vem crescendo
nas Ultimas décadas, realidade que se estende a maioria dos patégenos em medicina veterinaria
e humana. A nisina faz parte de um grupo de antibidticos naturais alternativos, chamado
bacteriocinas, amplamente utilizada na conservacdo de alimentos e que vem apresentando
potencial no uso clinico contra infeccdes. Desse modo, o0 objetivo desta pesquisa foi avaliar a
atividade in vitro de nisina livre sobre 25 cepas de Staphylococcus aureus isoladas de mastite
bovina. A sensibilidade foi avaliada através da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM), pelo
uso da técnica de microdiluicdo em placas de 96 pocos com confirmagdo pelo revelador
resazurina, e da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), através do crescimento bacteriano
em Agar Mueller- Hinton. Os valores encontrados de CIM para S. aureus foram de 250 Ul/ml
(mé&ximo) e 156, 25 Ul/ml (minimo) e para CBM de 625 Ul/ml (méaximo) e 250 Ul/mi
(minimo). Os resultados permitem concluir que a nisina pura apresentou atividade consideravel
sobre cepas de S. aureus in vitro e que formulacBes contendo nisina representam uma
alternativa para o tratamento de mastite ocasionada por esse agente. Com base na literatura mais
estudos sdo necessarios a fim de desenvolver formulagcBes que garantam solubilidade,

estabilidade e atividade em condigdes fisiologicas.

Palavras-chave: Antimicrobianos; Lantibiéticos; Microbiologia.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is the most isolated bacterial agent from cases of bovine mastitis. Its
resistance to antimicrobials previously reported and has been growing in recent decades, the
reality that extends to most pathogens in veterinary and human medicine. Nisin is part of a
group of alternative natural antibiotics, called bacteriocins, widely exploited in food
preservation and which has potential in clinical use against variations. Thus, the objective was
to evaluate the in vitro activity of free nisin on 25 strains of Staphylococcus aureus isolated
from bovine mastitis. The sensitivity was evaluated through the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) using microdilution in 96-well plates with confirmed by resazurin
developer, and by Minimum Bactericidal Concentration (MBC) through bacterial growth on
Mueller-Hinton Agar. The MIC values found for S. aureus were 250 1U / ml the maximum and
156, 25 IU / ml the minimum and for CBM values of 625 1U / ml the maximum and 250 1U /
ml the minimum. The results allow us to conclude that pure nisin showed considerable activity
on strains of S. aureus and that formulations containing nisin represent an alternative for the
treatment of mastitis caused by this agent. Based on the literature, further studies are in order
to develop formulations that ensure solubility, stability and activity under physiological

conditions.

Keywords: Anti-bacterial; Lantibiotics; Microbiology.
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1 INTRODUCAO

A mastite bovina é uma enfermidade caracterizada pela inflamacdo das glandulas
mamarias causada principalmente por bactérias e fungos que possui alta prevaléncia nos
rebanhos leiteiros (PERES NETO e ZAPPA, 2011). O Staphylococcus aureus € um dos
patdgenos mais frequentes e problematicos isolado de casos de mastite, devido a sua natureza
cronica, altamente contagiosa e a sua incurabilidade relativa em rebanhos leiteiros (BANDOCH
e MELO, 2011; ZIMERMANN e ARAUJO, 2017).

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae. Sdo cocos gram positivos
imdveis, ndo esporulados e geralmente ndo encapsulados. Sua organizacdo pode variar,
apresentando-se desde isolados, pares, em cadeias, ou agrupados irregularmente. O S. aureus
caracteriza-se por ser uma bactéria anaerdbia facultativa, coagulase e catalase positiva, sua
temperatura étima de crescimento encontra-se entre 35 a 37° C pertencendo ao grupo dos
microrganismos mesofilos. Outra caracteristica importante é a tolerancia a concentracées de 10
a 20% de cloreto de sddio, seu crescimento pode ser observado em ambientes com valores de
pH entre 4,5 e 9,3, atingindo crescimento Otimo em valores de pH entre 6,0 e 7,0
(RODRIGUES; DOS SANTOS; GELATTI, 2012; TAYLOR e UNAKAL, 2021).

Os fatores de viruléncia do S. aureus envolvem a liberacdo de enzimas e toxinas como
as hialuronidases, catalases, coagulases, beta-lactamases, lipases, proteases e esterases que
facilitam a destruicéo celular a sua multiplicacdo e disseminagéo no tecido invadido (TAYLOR
e UNAKAL, 2021). Na fase de crescimento exponencial, proteinas de superficie (como proteina
A), proteinas de ligacdo (de elastina, de colageno, de fibronectina) e fator de aglutinacédo
desempenham papéis importantes (GAJDACS, 2019). Muitas outras estratégias de
sobrevivéncia podem ser descritas, como a inativacdo da fixacdo do complemento,
neutralizacdo da fagocitose e inibicdo da resposta imune do hospedeiro, celular e humoral.
Além disso a viruléncia deste microrganismo também esté ligada a capacidade de formacdo do
biofilme (TEIXEIRA e FIGUEIREDO, 2019).

A resisténcia do S. aureus, isolados de casos de mastite, tem sido relatada
principalmente para formulagGes contendo antimicrobianos do grupo dos betalactdmicos, com
destaque para penicilina. Sendo a producgdo de betalactamases o principal mecanismo de
resisténcia (RODRIGUES; DOS SANTOS; GELATTI, 2012). Outros principios ativos como
a tetraciclina e a cefalotina tém apresentado maior eficacia em testes in vitro (CARVALHO et

al., 2018). Todavia, no contexto da salde Unica 0 combate ao surgimento de novas cepas
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bacterianas multirresistentes é necessario e deve preconizar a reducdo do uso de
antimicrobianos convencionais e priorizar o uso de principios ativos naturais (RANI et al.,
2021).

Considerando a crescente importancia dada as infeccbes e o desenvolvimento
progressivo da resisténcia microbiana a antibidticos, muitas pesquisas vém buscando uma
alternativa em produtos naturais como uma nova perspectiva para tratamentos de doengas,
incluindo a mastite bovina (SOLTANI et al., 2021). Podem ser considerados antibidticos
naturais alternativos as bacteriocinas, bacteriéfagos, probidticos e peptideos antimicrobianos
(RANI et al., 2021).

Dentre as alternativas naturais citadas, destaca-se o grupo dos lantibiéticos ou
bacteriocinas (SOLTANI et al., 2021). Os lantibidticos sdo peptideos ribossomicamente
sintetizados que sdo definidos pela presenca de aminoacidos incomuns, incluindo lantionina
e/ou metillantionina (OGAKI; FURLANETO; MAIA, 2015).

Dentro do grupo das bacteriocinas uma das substancias mais estudadas é a nisina. A
mesma € produzida por Lactococcus latis, e exibe atividade antimicrobiana contra uma vasta
gama de bactérias gram positivas. A nisina pertence a um grupo de antimicrobianos peptidicos
catidnicos chamados coletivamente de lantibi6ticos do tipo | (SHIN et al., 2016; FIELD et al.,
2016).

Devido ao alto teor de lipidios aniénicos na membrana plasmaética de bactérias gram
positivas, as bacteriocinas interagem mais com as membranas dessas bactérias, causando a
abertura de poros e extravasamento de componentes celulares (OGAKI; FURLANETO; MAIA,
2015).

A nisina foi o primeiro lantibiético identificado, sendo descoberta em 1928, utilizada
principalmente como conservante alimentar, por mais de 50 paises, incluindo o Brasil (KIM et
al., 2010). Majoritariamente os estudos sobre a utilizacao biotecnoldgica da nisina sdo com foco
na indudstria de alimentos, porém seu potencial terapéutico na medicina humana e veterinaria
tambem tem sido estudado (FIELD et al., 2015).

A nisina é um peptideo antimicrobiano composto por 34 aminoacidos e possui cerca de
cinco variantes naturais. Essa variacdo ocorre em funcdo do posicionamento dos seus
elementos. Nisina A e Z diferem apenas pelo posicionamento de um elemento na posi¢éo 27,
sendo encontrada histidina para A e asparagina para Z. Também sdo produzidas por espécies
de Lactococcus lactis, assim como a nisina Q e F. Outras variantes podem ser sintetizadas por
outras bactérias acido lacticas. Essas pequenas variagfes conferem caracteristicas biolégicas

diferentes apesar da atividade semelhante, a nisina Z provou maior taxa de difusdo e
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solubilidade em pH neutro (BAHRAMI et al., 2019; HAYES et al., 2019; BARBOSA et al.,
2021).

Estudos apontam que além da baixa resisténcia microbiana, a nisina apresenta como
vantagem em relacdo aos antibioticos a seguranca alimentar e baixa toxicidade celular
(TEODORO, 2012; SOLTANI et al., 2021). Desse modo, o0 tratamento com nisina se constitui
como um potencial método natural de reducdo de carga bacteriana e tratamento da mastite
(CEOTTO-VIGODER et al., 2016).

Diante da caracteristica promissora desta bacteriocina no tratamento de processos
infecciosos o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade in vitro de nisina livre
sobre Staphylococcus aureus isolados de mastite bovina, por meio da determinacdo da a

Concentracao Inibitoéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM).
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2 MATERIAL E METODOS

No estudo foram avaliadas 25 cepas de S. aureus provenientes de casos de mastite
bovina doadas pela Universidade de S&o Paulo (USP — SP). As analises microbiolégicas foram
desenvolvidas no laboratorio de microbiologia da Universidade Federal da Fronteira Sul
(UFES) - Campus Realeza.

2.1 ESTOCAGEM E MANUTENCAO DAS CEPAS MICROBIANAS

Afim de conservar e estocar as cepas de S. aureus, 10 puL de cada cepa foram inoculados
individualmente em eppendorfs contendo 800 pL de caldo Mueller-Hinton (CMH) acrescido
de 20% de glicerina estéril, com auxilio de uma alca de platina, e mantidos em ultrafreezer, a

uma temperatura de -80 °C (indculo mée).

2.2 PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE DE NISINA

Para a preparacdo da solucdo estoque utilizou-se nisina (Sigma-Aldrich, cédigo N5764-1G)
na concentracdo correspondente a 2,5%, sendo que 1 pg de nisina pura equivale a 40 Ul/mL
(HURST, 1981). Dilui-se o p6 de nisina em HCL (pH 2) para perfazer a concentracéo de 40.000

Ul/ml. A solucdo estoque foi mantida em refrigeracéo até a sua utilizacdo (TONG et al., 2010).

2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

2.3.1 Padronizacao da suspensdo

A partir do indculo mée, retirou-se uma algada de 10 uL da cepa bacteriana que foi
transferida para um tubo com 10 mL de caldo BHI incubados a 37°C por 24 horas. Apos esse
periodo, padronizou-se a concentracdo bacteriana em solugdo salina até atingir 0,5 na escala

McFarland. A padronizagéo foi confirmada no espectrofotdmetro, considerando absorbancias
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de 0,08 a 0,13 A em comprimento de onda de 625 nm, o que representa 1- 2 x 10 UFC/mL
(CLSI, 2015).

2.3.2 Determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Para a determinacdo da CIM empregou-se a técnica de microdiluicdo em microplacas
(CLSI, 2015). Inicialmente, realizou-se a diluicdo da solucao estoque de nisina em eppendorfs
contendo agua destilada estéril para perfazer as concentragdes iniciais de 10.000 Ul/ml e 4.000
Ul/ml. Com o auxilio de uma pipeta multicanal foi realizada a distribuicdo de 60 uL de Caldo
Muller-Hinton (MH) nos pogos de uma placa de microtitulagdo, em seguida 60 uL de nisina
foram depositados nos pog¢os da primeira linha, na concentragéo de 10.000 U1/ ml ou 4.000 Ul/
ml de acordo com a microdiluicdo desejada. Posteriormente, foram repassados 60 pL dos pogos
da primeira linha para a segunda e assim, sucessivamente, fazendo uma microdilui¢éo, obtendo-
se concentragdes finais de: 2500, 1250, 1000, 625, 500, 312, 5, 250, 156,25 Ul/ml. Por fim,
foram adicionados 60 uL de cultura padronizada a cada pogo da microplaca exceto nos
controles de nisina.

Para o controle negativo, foram adicionados 60 pL de caldo MH e 60 pL de nisina
diluida nas concentracdes de 10.000 Ul/ml e 4.000 Ul/ml. Para o controle positivo foram
adicionados 60 pL de caldo MH, 60 pL de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) e 60
pL de cultura padronizada. Esses ensaios foram realizados em triplicata.

As microplacas foram identificadas e incubadas a 37 °C por 24 horas. Apés o periodo de
incubacdo, realizou-se a leitura de absorbancia em 605 nm no equipamento Elisa Multiskan FC
(Thermo Scientific). A CIM foi interpretada como 0 po¢o de menor concentragdo de nisina

capaz de inibir o crescimento bacteriano.

2.3.3 Confirmacgéo da CIM com revelador

O revelador resazurina (co6d. R7017, Sigma-Aldrich®) foi utilizado como indicador de
metabolismo bacteriano. Com as placas ja incubada por 24 horas contendo a microdiluicéo de
nisina e indculo, 15 pl de reagente na concentracdo de 0,01% foi adicionado aos pocos da
microplaca, posteriormente as placas foram incubadas a 37°C durante 1 hora. A coloragéo azul

indica auséncia de crescimento bacteriano e a coloragdo rosa/vermelha indica metabolismo
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bacteriano. Por motivos de reagdo quimica a coloracdo azul ndo foi observada, portanto
considerou-se a CIM na menor concentracdo que antecedeu a coloracdo rosa/vermelha
(ARAUJO e LONGO, 2016).

2.3.4 Determinacao da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

A partir da determinacao da CIM com revelador resazurina, realizou a cultura em agar
a partir do pogo indicador, semeando ainda dois pogos para cima e dois pogos para baixo. Ou
seja, a concentracdo referente a CIM, duas concentracdes inferiores e duas concentracfes
superiores. A cultura foi efetuada, com auxilio de uma alca de platina, 10 pL de cada poco
selecionado da microplaca foram replicadas em placas de Agar Mueller Hinton e incubadas a
37 °C/24 horas (ROZATTO, 2012; BONA et al., 2014). A CBM foi interpretada como a menor
concentracdo de nisina capaz de promover auséncia total de crescimento bacteriano apos
incubacdo (BONA et al., 2014).

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos resultados foi utilizado o programa Microsoft Excel® 2019 para tabulacao,
calculo e confeccdo dos graficos. Os dados foram analisados através de estatistica descritiva

(valores minimos; maximos; médios e desvio padrao).



16

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as cepas de S. aureus testadas apresentaram susceptibilidade a nisina livre, 0s
valores encontrados de CIM foram de 250 Ul/ml o maximo e 156, 25 Ul/ml o minimo e para
CBM valores de 625 Ul/ml o maximo e 250 Ul/ml o minimo. Das cepas estudadas, 68%
apresentaram CBM igual a 500 Ul/ ml e 88% para valores de CIM igual a 250 Ul/ml. A
representacdo dos dados pode ser visualizada nas Figura 1 e Figura 2.

Figura 1 — Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentracdo bactericida minima (CBM)
com desvios padréo da atividade de nisina em Ul/ml sobre cepas de Staphylococcus aureus
isoladas de mastite bovina (n=25)

Cepa CIM CBM

1138 250 £5,625 500 22,5
828 250 £5,625 312,5 +71,25
487 250 £5,625 250 +102,5
109 250 £5,625 500 £22,5
486 250 £5,625 500 £22,5
331 250 £5,625 500 £22,5
695 250 £5,625 500 +22)5
3512 250 +5,625 312,5 +71,25
994 250 £5,625 250 +102,5
700 250 £5,625 625 +£85
608 250 £5,625 500 +£22,5
690 EE3 250 £5,625 500 +£22,5
690 EE2 250 £5,625 500 +£22,5
690 EE1 250 £5,625 500 +£22)5
833 sp 250 £5,625 250 +102,5
282 EE11 250 £5,625 500 +22,5
282 EE12 250 £5,625 625 +£85
861 250 £5,625 500 +22)5
305 250 £5,625 500 +22,5
861 sp2 250 £5,625 500 +£22)5
649 sp 250 £5,625 500 +£225
519 156,2 +41,25 500 +£225
410 156,2 +41,25 250 +102,5
608 sp2 156,3 +41,25 500 =225
649 sp2 250 £5,625 500 +22)5

Fonte: Elaborado pela autora (2021)
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Figura 2 — Atividade antimicrobiana de nisina livre sobre cepas de Staphylococcus aureus
isolados de casos de mastite bovina (n=25)
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Fonte: Elaborado pela autora (2021)

As bacteriocinas atuam especialmente contra bactérias gram-positivas provocando a
formag&o de poros na membrana plasmaética de bactérias (VAN DE VEN et al., 1991; PINTO,
1996; FIELD et al., 2016). Essas substancias diferem dos antibi6ticos com relacdo a sintese,
modo de acdo, espectro antimicrobiano, mecanismo de toxicidade e resisténcia (CLEVELAND,
2001; OGAKI; FURLANETO; MAIA, 2015).

O mecanismo de ac¢do da nisina consiste na adsorcdo na superficie da célula-alvo e
desestabilizacdo da estrutura da membrana citoplasmatica dos microrganismos, conforme pode
ser observado na Figura 3. Esta adsorcdo envolve interacdes eletrostaticas entre nisina com uma
carga positiva liquida e os fosfolipidios de membrana carregados negativamente. Essa interacao
ocorre por meio de ligacdo especifica ao lipideo I, um precursor essencial da parede celular
bacteriana, molécula que desempenha um papel central na construcdo da parede por meio do
transporte de monémeros de peptidoglicano de dentro para fora. Esta acdo combinada é
mediada por 2 dominios estruturais localizados nos terminais N e C. A hidrofobicidade da
extremidade N-terminal da nisina atua subsequentemente para permitir a inser¢éo da nisina na
membrana da célula lipidica levando a sua permeabilizacéo. A ligacdo ao lipideo Il induz uma
orientacdo transmembrana da nisina e o poro formado é composto por oito moléculas de nisina
e quatro moleculas do lipideo Il (CLEVELAND et al., 2001; ASADUZZAMAN e
SONOMOTO, 2009; FIELD etal., 2015; GHARSALLAOQU et al., 2016; BAHRAMI, A. et al.,
2019).
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Figura 3 - Mecanismo de interacdo da nisina com a célula alvo
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Fonte: BAHRAMI, A. et al., (2019, p. 22)

A formacéo dos poros resulta na perda de potencial de membrana e vazamento do
contetdo intracelular, rapido efluxo de ions e solutos citoplasmaticos, e o deslocamento do
lipideo Il inibe a sintese da parede celular. Este duplo mecanismo de acéo resulta em morte
celular. A eficécia dessa integracdo depende da natureza e do conteido dos fosfolipidios da
membrana celular, o que pode explicar as diferencas de sensibilidade entre as cepas bacterianas
alvo (GHARSALLAOU et al., 2016; RANI et al.,2021).

O mecanismo duplo de agdo da nisina dificulta o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana em condig¢des naturais. No entanto, estudos in vitro buscam elucidar os mecanismos
pelos quais a resisténcia pode vir ocorrer, para que estratégias sejam adotadas a fim de prevenir
mutacdes e proporcionar seu uso clinico. Conforme varios autores, a resisténcia a nisina pode
ser inata ou adquirida por diferentes mecanismos, mesmo entre cepas da mesma espécie
bacteriana (DE FREIRE BASTOS; COELHO; DA SILVA, 2015).

Os principais mecanismos de resisténcia relatados para bactérias gram-positivas
consistem em alteragfes de membrana. A mudanga na composicao lipidica pode resultar em
aumento da rigidez da membrana e/ ou alteracdo de carga, e também podem ocorrer alteracdo
na permeabilidade ou espessura da parede celular. A producédo de proteinas de resisténcia que

inativam a nisina também é relatada em algumas cepas. A modificagdo dos acidos lipoteicdicos
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pode interferir na interacdo eletrostatica entre nisina e a célula-alvo (BLAKE et al., 2011;
RANDALL et al., 2018; BARBOSA et al., 2021).

Mudangas na expressdo génica de S. aureus foram reladas a partir de estudos in vitro
envolvendo genes para transportadores ABC, que consistem em sistemas de dois componentes
localizados transmembrana que realizam transporte ativo da molécula para fora da célula como
um modulo de desintoxicacgdo, representando um mecanismo de resisténcia (DRAPER et al.,
2015; RANDALL et al., 2018).

Estratégias de bioengenharia tém produzido derivados precursores de nisina com maior
atividade para determinados patdgenos e melhores propriedades farmacoldgicas e fisico-
quimicas (FIELD et al., 2015).

Os valores encontrados para CIM nesta pesquisa corroboram com os da literatura.
Felicio et al. (2013) realizaram estudo in vitro com S. aureus isolados de queijos minas artesanal
e encontraram resultados inibitérios satisfatérios na concentracao de 400 a 500 Ul ml-1. Ceotto-
Vigoder et al. (2016) realizaram ensaios de atividade antimicrobiana de nisina sobre isolados
de S. aureus envolvidos em mastite clinica ou subclinica e encontraram valores de concentragdo
inibitoria minima entre 15.6 a 500 pg ml-1 para nisina.

De acordo com Delves - Broughton et al. (1996), apds o tratamento intramamario da
mastite com nisina, foram observadas altas taxas de cura sendo de 66% para S.aureus, 95%
Streptococcus agalactiae e 100% para Streptococcus uberis. Além disso, foram demonstradas
reducdes significativas na contagem de células somaticas nas glandulas curadas.

Angelopoulou et al. (2020) relataram a eficacia de vancomicina e de nisina contra
isolados de S. aureus multirresistentes isolados do leite humano, em relagéo a nisina os isolados
exibiram uma faixa de CIM de 1,875 ug mL -1 a 15 pg mL. Todavia os resultados da associacdo
foram superiores ao uso isolado de vancomicina e nisina, em especial no combate a formacéo
de biofilme.

Cao et al. (2007) avaliaram a eficacia da nisina no tratamento de mastite clinica em
vacas leiteiras e dos casos ocasionados por S. aureus 82,5% foram resistentes a penicilina e
35,3% a gentamicina, mas nenhum a nisina. Neste estudo um tratamento in vivo de infusédo
intramamaria de nisina em uma dose de 2.500.000 Ul duas vezes ao dia por 3 dias para terapia
de mastite foi descrito com sucesso para infec¢des ocasionadas por Streptococcus agalactiae e
S. aureus. Todavia, a formulacédo consistiu na dissolucao de nisina em 20mL de solucédo salina
fisioldgica estéril, ocasionando provavelmente em contato com o ambiente mamario doente
uma desestabilizacdo do pH ideal e reducdo da atividade implicando nas doses elevadas

utilizadas. Evidenciando a necessidade do desenvolvimento de formulag6es apropriadas.
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Finhler e colaboradores (2020) realizaram teste de sensibilidade a antimicrobianos pelo
método de disco-difusdo para as mesmas cepas de S. aureus utilizadas neste estudo e
identificaram que 89% das cepas apresentaram resisténcia a Penicilina G, antibidtico
comumente utilizado na terapéutica veterinaria.

Os resultados encontrados para CIM e CBM de S. aureus isolados de mastite reafirmam
0 potencial da nisina no tratamento de infec¢fes intramamarias, outras caracteristicas como
sucesso na atividade contra biofilme de S. aureus dessa bacteriocinas tem sido relatada,
instigando a realizacdo de mais trabalhos na area uma vez que a formacao de biofilme resulta
em resisténcia a interferéncia mecéanica, mecanismos de defesa do hospedeiro e agentes
antimicrobianos (CEOTTO-VIGODER et al, 2016; ANGELOPOULOU et al., 2020).

Apesar do potencial terapéutico da nisina, a sua utilizacdo em ampla escala é
comprometida devido a sua baixa solubilidade e estabilidade em meios alcalinos (pH>7,0)
(HURST, 1981). O pH do leite fresco apresenta reacdo ligeiramente acida, variando entre 6,6 e
6,8 no entanto o leite de glandulas mamarias com mastite fica alcalino e pode chegar de 7,3 a
7,5 prejudicando a acdo de bacteriocinas naturais como a nisina (PALII et al, 2020). Devido a
degradacdo da nisina, é recomendavel utiliza-la em conjunto com outros métodos de
conservacao, como por exemplo, atmosfera modificada, temperaturas reduzidas ou veiculos
que aumentem o seu tempo de acdo (CLEVELAND et al, 2001). Novas tecnologias como o0s
sistemas de nano-entrega tém sido descritas com sucesso nos experimentos para industria
alimenticia (BAHRAM I et al., 2019).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os problemas relacionados a resisténcia dos microrganismos aos antibioticos
convencionais tendem a serem agravados ao longo dos anos e as bacteriocinas apresentam-se
como uma alternativa eficaz. A bacteriocina nisina apresentou atividade consideravel frente as
cepas isoladas de casos de mastite bovina avaliadas neste estudo. As variagdes encontradas
podem resultar das interagdes especificas entre cada célula alvo.

O uso clinico de nisina na medicina veterinaria para o tratamento de infecces mamaria
ocasionadas por S. aureus exige o desenvolvimento de modelos de entrega compativeis com as
condigdes fisioldgicas da glandula maméria a fim de garantir solubilidade, difusdo e atividade
consideravel em baixas concentragoes.

Combinacdes de nisina com antibidticos convencionais devem ser estudas com a
finalidade de reduzir as concentracdes necessarias e prevenir o desenvolvimento de resisténcia.
Além disso a bioengenharia tem apresentado precursores de nisina com maior atividade,

aumentando as perspectivas para suas aplicacdes clinicas futuras.
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