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RESUMO

A mastite bovina, é a doenca com maior frequéncia no rebanho leiteiro, e a que acarreta mais
prejuizos. O uso generalizado de antibioticos de amplo espectro para tratamento desta
enfermidade, resultou no desenvolvimento de resisténcia por numerosos patégenos bacterianos.
Desta forma, busca-se o desenvolvimento de métodos alternativos, tais como as nanoparticulas
de prata (AgNPs), que vém se destacando pela sua a¢do bactericida e por ndo causar efeito
toxico no tecido mamario. Dentre os principais microrganismos causadores de mastite, esta
Staphylococcus aureus. O objetivo deste trabalho foi testar a eficiéncia da nanoparticula de
prata contra S. aureus. A partir da solugdo matriz de nanoparticula preparada de 4mg/ml, foram
feitas diluicOes em 7 diferentes concentracdes: 0,1; 0,5; 1,2; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 mg/L, a fim de
obter a Concentracdo Inibitéria Minima (CMI), assim como inibicao das células plancténicas.
Como resultados obtidos, pela analise de disco difuséo, os tratamentos ndo foram significativos.
Entretanto, pela analise de CMI/CMB, nédo houve células bacterianas viaveis nas contagens de
unidade formadora de colénias (UFC), demonstrando a acdo antitbacteriana frente a células
plancténicas. Portanto, conclui-se que as nanoparticulas de prata apresentaram acdo
antibacteriana para o controle da bactéria Staphyloccocus aureus.
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1 INTRODUCAO

A mastite bovina é a doenca com maior prevaléncia, e a que mais acarreta prejuizos na
cadeia leiteira. As consequéncias dessa patologia sdo alteracdes nas propriedades fisico-
quimicas do leite e no parénquima glandular (SILVA; RUEGG, 2017). Existem duas formas de
apresentacdo, quando as alteracBes sdo visiveis macroscopicamente, denomina-se mastite
clinica, e quando as alteracdes ndo sao visiveis a olho nu, temos a mastite subclinica (PRESTES,
2003).

Dentre 0s microrganismos patogénicos que podem ser transmitidos atravées do leite e
derivados, destaca-se o Staphylococcus aureus, cuja importancia na epidemiologia das doengas
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veiculadas por alimentos decorre de sua alta prevaléncia e elevada contagiosidade (ZECCONI
E HAHN, 2000). Para o tratamento dos casos clinicos e subclinicos, usa-se uma vasta gama de
antimicrobianos com amplo espectro, que por sua vez, na maioria dos casos sdo usados de forma
inadequada, ocasionando em agentes resistentes devido a pressao de selecdo. Essa resisténcia a
multiplas drogas antimicrobianas é um problema crescente, selecionando microrganismos
resistentes e causando perdas econémicas na producéo leiteira (YUAH et al, 2017).

Nesta premissa, h4 necessidade de utilizar meios alternativos, econémicos e eficientes
que diminuam o uso dos medicamentos tradicionais. Uma alternativa recente e promissora é o
uso de compostos nano estruturados, estes medicamentos podem ser administrados por varias
vias, com aumento da seletividade pelo local de acdo. A nanotecnologia esta cada vez mais
ganhando seu espacgo, devido a sua capacidade de modular os metais em seu tamanho
nanomeétrico, mudando as propriedades quimicas, fisicas e Opticas, além de possuir grande
potencial bactericida e inibitorio, e de retardar o crescimento de fungos (NECULAI-
VALEANU, 2021).

Diante do exposto, este trabalho buscou avaliar o efeito in vitro da prata nanoparticulada
sob S. aureus, principal agente causador da mastite.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 LOCAL DE TRABALHO E CEPA BACTERIANA

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biologia do Instituto Federal
Catarinense — Campus Concordia. Foi utilizada a seguinte cepa bacteriana referéncia:
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

2.2 PREPARO DA SOLUCAO MATRIZ DE NANOPARTICULA DE PRATA

Esta etapa foi realizada no Laboratério de Biologia do IFC — Campus Santa Rosa do
Sul. Foi preparado um concentrado de prata (solucdo matriz), o que consiste em dissolver 10 g
de gelatina incolor, usada como estabilizante em 300 ml de 4gua destilada, aquecendo até 40°C.
Sob agitacdo constante, foi acrescentado 6,3 g de nitrato de prata, dissolvido em 200 ml de agua
destilada. Para a reducdo dessa suspensdo, foi utilizada 50 g de dextrose em 500 ml de agua
destilada, sob agitacdo, foi acrescentada a suspensdo de nitrato de prata com gelatina, e em
frasco de &mbar e levado ao forno por 2 dias a 70°C. Com concentragdo de 4 mg/ml.

Ap0ds decorrido o tempo, o pH foi corrigido para 7,0, utilizando bicarbonato de sédio a
10%, a solucdo retorna para o forno por mais 6 h. Esse processo foi repetido até estabilizar o
pH. Foram testadas 7 diferentes concentracfes de nanoparticulas de prata, 0,1; 0,5; 1,2; 2,5;
5,0; 7,5 e 10 mg/l. Onde cada uma foi denominada respectivamente como: T, U, V, W, X, Y e
Z. As concentracdes foram preparadas por diluicdo da solucdo matriz em agua destilada
utilizando a seguinte férmula: Volume de concentracdo: (concentracdo desejada X volume
desejado) /solucéo matriz)).

2.4 TESTE DE DISCO-DIFUSAO

Para determinacdo do perfil de sensibilidade das bactérias, foram realizados os testes
por disco-difusio em Agar Mueller Hinton (Merck, Alemanha). Foram utilizadas as 7
concentracOes e para o controle positivo foi utilizado Cloranfenicol. As cepas foram ativadas
em Agar Triptona de Soja (TSA) e incubadas a a 37°C/18-24 h. Apos, foram selecionadas de 3
a 5 coldnias de cada placa para a padronizagdo em solugdo salina (NaCl) estéril 0,9% (m/v) pela
escala de 0,5 de Mc-Farland. Posteriormente, as cepas foram semeadas com suabe estéril em
Agar Mueller Hinton, em placas de Petri de 150mmx25mm, em todos os sentidos e direcdes a
fim de assegurar a distribuicdo uniforme dos indculos. Apds a adi¢do dos discos, as placas



foram invertidas e incubadas a 37°C/18-24h. Os resultados foram mensurados por meio da
medicdo dos diametros (mm) das zonas de completa inibicdo do crescimento por meio de
paquimetro digital. Os valores de halos inibitérios obtidos foram comparados com aqueles de
referéncia do Clinical and Laboratoty Standarts Metods Instituite (CLSI, 2018), os quais
determinam o perfil de susceptibilidade do microrganismo em resistente, intermediario e
sensivel. Havendo inibi¢do bacteriana, proceder-se-a aos testes de quantificacdo de células
planctdnicas. As analises foram feitas em triplicata com 3 repeticdes.

2.4 TESTE DE CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA E BACTERICIDA (CMI / CMB)

Para determinar a CMI e CMB, foi seguida a metodologia de microdiluicdo em caldo
de acordo com CLSI (2003). Foram utilizadas microplacas estéreis, com 96 pocos e fundo
chato. Na primeira coluna de pocos, foram adicionados 100 pL das concentragdes. Nas demais
colunas, foram adicionados 100 pL de meio de cultura BHI em todos 0s pocos, exceto nas
colunas 9 e 11. Foram realizadas as dilui¢cdes da linha, até a coluna 7, transferindo 100uL do
primeiro poco para o0 segundo poc¢o, desprezando-se os Ultimos 100 pL. Foram obtidas as
concentragdes: 500 uL/mL = 50%; 250 pL/mL = 25%; 125 uL/mL = 12,5%; 62,5 uL/mL =
6,25%; 31,25 pL/mL = 3,125%; 15,625 uL/mL = 1,56%; 7,8125 uL/mL = 0,78%; 3,90625
uL/mL = 0,39%. Seguindo a mesma denominacdo alfabética. A coluna 10 foi o controle
positivo, em que foi adicionado apenas o indculo bacteriano e a coluna 12 foi o controle
negativo, adicionando-se somente meio de cultura BHI estéril. Assim, foram adicionados 10
uL de indculo (108 UFC/mL) exceto nas colunas 9, 11 e 12. A placa foi vedada com filme 3M
(proprio para laboratdrio), para evitar a desidratagdo do meio. As microplacas foram incubadas
a 37° por 24-48 h. Apos, foram adicionados, em cada poco, 20 pL da solucdo de resazurina,
procedendo-se a incubacdo por 1-2 h ou até o periodo suficiente de completa viragem da
coloracdo, servindo como uma analise colorimétrica, onde a coloracdo rosa indica a atividade
metabolica da bactéria, e a coloracdo azul a ndo atividade. Para a leitura dos resultados, a menor
concentracdo onde houve alteracdo de coloracdo (de pdrpura a rosa) representou a CIM. Para a
CMB, foi realizado o plagueamento dos pog¢os em que ndo houve crescimento (coloragéo azul),
inoculando-se em uma placa de TSA 10 uL. As placas foram identificadas e incubadas por 24
h/36°C, ap06s foi feita a leitura dos resultados e foi considerada a CMB a concentracdo em que
ndo houve crescimento bacteriano. Os testes foram feitos em triplicata e com trés repeticdes.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com trés
repeticbes em triplicatas. Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA seguido do teste de
Dunnet a 95% de significancia com o emprego do software Prism (GraphPad Software).

2.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela analise de disco difusdo a bactéria Staphylococcus aures foi sensivel ao antibiotico
Cloranfenicol, porém quanto as concentracfes de nanoparticulas de prata, embora tenham
apresentado certa inibicdo, os valores ndo foram considerados significativos quando
comparados ao controle positivo. Como mostra a Figura 1.

Figura 1. Tratamentos com antibiotico Cloranfenicol (controle positivo) e concentracGes
obtidas a partir das nanoparticulas de prata frente & bactéria Staphylococcus aureus. * indica



diferenca estatistica significativa entre o tratamento usado e o controle pelo teste de Dunnet a
5% de significancia.
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Fonte: GraphPad Prism 7.

O antibidtico comercial cloranfenicol foi eficiente no controle do patégeno, atingindo
média de 27 mm com halos de inibicdo. Diferente das demais concentracdes, onde embora
tenham expressado certa inibicdo, ndo foram significativas. Ainda, de acordo com Sangaleti
(2017), sdo considerados halos inibitérios apenas quando se apresenta inibi¢do igual ou superior
a 10 mm de diametro. Fato esse ndo obtido pelas concentragcBes, com maxima inibigcdo obtida
na concentracdo Z, com média de 9 mm.

Pela técnica de CMB, foi realizado o plaqueamento e contagem de UFC para confirmar
se as células bacterianas estariam vidveis ou ndo. De acordo com a Figura 2, ndo houve
crescimento microbiano nas concentragoes, onde obteve-se resultado significativo de reducao
bacteriana.

Figura 2. Contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC) dos tratamentos com as
concentracOes obtidas a partir das nanoparticulas de prata frente a bactéria Staphylococcus
aureus, bem como o controle. * indica diferenca estatistica significativa entre o tratamento
usado pelo teste de Dunnet a 5% de significancia.
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Dessa forma, conforme indicado pela Figura 2 ndo houve células bacterianas viaveis
nas contagens de unidade formadora de coldnias (UFC) para as concentragdes testadas, havendo
crescimento apenas no controle positivo. Comprovando a agdo bactericida para todas as
concentrag0es testadas.

3. CONCLUSAO



Portanto, conclui-se que a nanoparticula de prata apresentou acao antibacteriana frente
a S. aureus. Ainda, busca-se prosseguir com estudos mais aprofundados entorno das
nanoparticulas de prata como um antibacteriano alternativo.
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