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RESUMO

O leite ¢ um meio de cultura rico em microrganismos, alguns deles sdo benéficos como os Lactobacillus e outros maléficos
0s quais causam grandes prejuizos ao setor, como os Staphylococcus e outros microrganismaos, com isso o objetivo do
trabalho foi avaliar o comportamento da contagem de bactérias Gram-Negativas, Staphylococcus spp., Lactobacillus spp.
e fungos em amostras de leite e observar a sensibilidade de bacilos Gram-Negativos e Staphylococcus spp. a
antimicrobianos em animais que receberam probi6ticos e simbidticos na dieta. O leite analisado foi proveniente de vacas
da raca Holandesa divididas em 3 grupos de 8 animais cada, o grupo controle recebia 100 gramas de concentrado na
ordenha da tarde, o grupo PRO recebia 100 gramas de concentrado enriquecido com 5 gramas de probiéticos na ordenha
da tarde, enquanto o grupo SIM era tratado com 5 gramas de probi6ticos e 5 gramas de probioticos misturados a 100
gramas de concentrado. As coletas de leite para analise foram realizadas no inicio do experimento (DO0), no dia 30 (D30)
e no dia 60 (D60). N&o foi observada diferencas significativas nas contagens de Gram-negativas, Staphylococcus e fungos,
para a contagem de Lactobacillus foi observado uma diminui¢do da contagem do grupo SIM. A resisténcia de algumas
bactérias a acdo de antibidticos € uma preocupacdo na saude Unica, porém ndo ficou evidenciada a influéncia na
sensibilidade a antibidticos.
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PROBIOTICS AND SYMBIOTICS IN THE MICROBIOLOGICAL PROFILE AND ANTIBIOTICS
RESISTANCE IN MILK BACTERIA

ABSTRACT

Milk is a culture medium rich in microorganisms, some of them are beneficial such as Lactobacillus and other harmful
substances that cause great damage to the sector, such as Staphylococcus and other microorganisms. Gram-negative
bacteria, Staphylococcus spp., Lactobacillus spp. and fungi in milk samples and observe the sensitivity of Gram-negative
and Staphylococcus spp. to antimicrobials in animals that received probiotics and symbiotics in the diet. The milk
analyzed came from Holstein cows divided into 3 groups of 8 animals each, the control group received 100 grams of
concentrate in the afternoon milking, the PRO group received 100 grams of concentrate enriched with 5 grams of
probiotics in the afternoon milking. while the SIM group was treated with 5 grams of probiotics and 5 grams of probiotics
mixed with 100 grams of concentrate. Milk samples for analysis were performed at the beginning of the experiment (D0),
on day 30 (D30) and on day 60 (D60). No significant differences in Gram-negative, Staphylococcus and fungi counts
were observed, for Lactobacillus count a decrease in the SIM group count was observed. Resistance of some bacteria to
antibiotic action is a unique health concern, but the influence on antibiotic sensitivity has not been evidenced.
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1. INTRODUCAO

O leite € um importante alimento na dieta de humanos no mundo todo, porém pode ser um meio
de cultura para microrganismos, inclusive aqueles indesejados, principalmente quando nao é
corretamente processado (VALIM et al., 2009), porém quando devidamente manipulado, diminui o
risco de incidéncia de unidade formadoras de col6nias (UFC) de microrganismos, garantindo melhor
seguranca alimentar (SILVA et al., 2013).

Muitas bactérias oferecem riscos para atividade liteira, causando inflamagdes, mastites e outros
problemas, no entanto o Staphylococcus aureus € uma das mais nocivas na atividade e de dificil
tratamento (LANGONI et al., 2009). O tratamento com antibidticos ainda é o mais usual no controle
da mastite bovina, no entanto é possivel observar uma resisténcia dos microrganismos a varios
produtos comumente utilizados no mercado (SAIDI et al., 2019).

Segundo SARTORI, SANTOS e MARIN, (2012) ndo sé bactérias podem trazer prejuizos para
o setor, fungos também exercem um papel de agente contaminador em vacas em lactacéo.

O controle de microrganismos causadores da mastite € geralmente feito com produtos quimicos,
Schuch et al. (2008), destacam que alguns produtos naturais, como extratos de plantas podem ter
efeitos positivos no controle da mastite, quando aplicados no p6s dipping.

Langoni (2013) destaca a importancia de todos os envolvidos na cadeia produtiva do leite adotar
medidas que garantam maior qualidade do produto, podendo com isso agregar valor ao produto e
aumentar o desempenho econdmico da atividade.

Neste contexto outras formas de controle da mastite estdo sendo estudadas, como probioticos e
prebioticos.

Porém, apesar de resultados animadores, os trabalhos realizados in vivo ndo deixam claro a acéo
destes aditivos nos microrganismos especificos, indicando uma caréncia de pesquisas que detalhem
estes mecanismos de agédo. InformacGes sobre o comportamento da suplementacdo oral destes
produtos também sdo uteis para 0 melhor uso de probidticos, prebidticos e simbidticos em animais
de produgéo, pois se tratam de imunomoduladores.

Deste modo, o presente estudo teve como objetivo estudar diferentes acdo de diferentes
microrganismos e avaliar a influéncia no perfil de resisténcia aos antibioticos de Staphylococcus.spp.

e isolados Gram-Negativos de vacas da raca Holandesa tratadas com probioticos e simbidticos
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

A nocividade do Staphylococcus aureus é muito séria na atividade leiteira, podendo servir de
critério de selecdo em rebanhos comerciais, animais que apresentem reincidéncia de contaminacao
por este microrganismo (LANGONI et al., 2009).

Alguns fungos, como por exemplo, os do género Candida também preocupam o
desenvolvimento da atividade leiteira, fazendo com que alguns cuidados devem ser feitos para
diminuir o impacto destes agentes contaminantes (SARTORI, SANTOS e MARIN, 2012).

Demeu et al. (2011), destacaram que custos com prevenc¢do da mastite geralmente é mais baixo
que o tratamento. Os autores ainda ressaltaram que os descartes do leite e das matrizes significam o
maior dos custos na atividade.

Souza et al. (2018), observaram in vitro que o probiotico Lactobacillus casei tem efeito positivo
no combate ao Staphylococcus aureus e também funciona como imunomodulador indicando uma
acdo benéfica no combate a mastite. Os autores fazem a ressalva que os probio6ticos também devem
ser avaliados in vivo.

Rajamanickam, Yang e Sakharkar (2019), também encontraram fontes alternativas para o
tratamento da mastite bovina, 0s autores observaram que compostos fitoquimicos combateram os
agentes causadores da mastite e impediram a formacé&o de biofilmes.

Também é possivel observar os probidticos sendo utilizados em outras formas no auxilio ao
combate aos microrganismos que acometem os tetos das vacas de producao. Pelllegrino et al. (2017),
apontaram que o uso intramamario de probioticos tem funcéo positiva na prevencao na proliferacao
de microrganismos causadores de mastite, os autores destacam que este bioativo produz agdes
imunomoduladoras no hospedeiro.

Outro bioativo, os prebidticos também estdo sendo avaliados como alternativa no tratamento
de mastites bovinas. Silva et al. (2018), observaram que o Beta-glucano intramamario tem efeito

positivo no controle de mastite bovina.

3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Ciéncia Animal da Universidade Paranaense
sobre o protocolo 33276/2018.

O experimento foi realizado nos meses de julho, agosto e setembro de 2018, com vacas da raga
Holandesa pertencentes ao rebanho do hospital veterinario da Universidade Paranaense. O trabalho

foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa animal da Universidade Paranaense.
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Os animais foram randomizados e distribuidos aleatoriamente em 3 grupos de 8 vacas cada. O
grupo 1 ou grupo controle, recebia diariamente 100 gramas de ragéo convencional durante a ordenha;
0 grupo 2 ou grupo PRO recebia diariamente 100 gramas de racdo enriquecida com 5 gramas de
probidtico durante a ordenha; e o grupo 3 ou grupo SIM recebia diariamente 100 gramas de ragédo
enriquecida com 5 gramas de probidtico e 5 gramas de prebidtico durante a ordenha.

Os niveis de garantia dos bacilos utilizados foi, Bacillus subtilis (3,0x10°UFC/g),
Bifidobacterium bifidum (1,0x10°UFC/g), Enterococcus faecium (1,0x10°UFC/g), Lactobacillus
acidophilus (1,0x10°UFC/g), Lactobacillus buchneri (2,0x10°UFC/g), Lactobacillus casei
(1,0x10°UFC/g), Lactobacillus lactis (1,0x10°UFC/g) e como levedura utilizou Saccharomyces
cerevisiae (2x108UFC/g), este produto foi utilizado no grupo PRO e SIM. O prebidtico utilizado no
grupo SIM foi o Betaglucano (Beta 1,3/1,6 glucanos) que é um extrato purificado da Saccharomyces
cerevisiae.

Para a coleta do leite, os tetos eram higienizados com agua corrente, solucdo clorada e secos
com toalha de papel, em seguida desprezava-se 0s primeiros jatos de cada teto, depois era feito uma
desinfeccdo de cada teto com alcool 70°. O leite de cada animal era coletado com um pool de cada
teto, em quantidade semelhante, em tubo estéril, em seguida o tubo era identificado e acondicionado
em uma caixa térmica com gelo reutilizavel.

No periodo méximo de duas horas as amostras de leite foram levadas para o laboratdrio de
microbiologia do programa de pds-graduacdo em ciéncia animal da universidade paranaense, onde
era conservado na geladeira.

As anélises microbioldgicas, 25 mL da amostra foram homogeneizados em 225 mL de agua
tamponada. A partir desta diluicdo inicial a 10, em seguida 10 e finalizando em 10 foram
preparadas uma série de diluicBes decimais seriadas, utilizando-se o mesmo diluente (MORTON,
2001).

A contagem de bolores e leveduras foi realizada pela técnica de semeadura em superficie,
utilizando placas com o o meio de cultura Sabouraud, em que 0,1 mL de cada diluicdo foram
semeados com auxilio de um bastdo em L. As placas foram incubadas (27°C/ 7 dias) e a contagem
das unidades formadoras de col6nia (UFC) foi realizada nas placas contendo entre 25 e 250 coldnias
(MORTON, 2001). Para a enumeracao dos Staphylococcus spp. 0,1 mL das diversas dilui¢cbes da
amostra foram semeadas, com auxilio de um bastdo em L, em placas com agar Baird-Parker (BP)
adicionado de telurito de potéssio e solucéo de gema de ovo, sendo feita incubacéo a 35°C/48 horas,
seguida de contagem de UFC (LANCETTE; BENNETT, 2001). O mesmo procedimento foi realizado
para contagem de bactérias Gram negativas, alterando-se o agar BP por 4gar MacConkey. O calculo
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de numero de UFC/mL, foi obtido pela multiplicacdo por 10 do nimero de col6nias e pelo fator
inverso de diluigcdo da placa de contagem.

Ja para a contagem de Lactobacillus spp. foi utilizado o meio Man Rogosa Sharpe (MRS)
fundido (45°C), onde 1 mL de cada diluicdo da amostra foi adicionado a uma placa de Petri vazia e,
entdo, o meio de cultura foi adicionado e homogeneizado junto ao inéculo. Apo6s a solidificagdo do
meio, as placas foram cobertas com 8 mL de MRS fundido. As placas solidificadas foram incubadas
(36°C/24-72h) para posterior contagem das UFC. O calculo de nimero de UFC/mL, foi obtido
multiplicando-se o numero de col6nias pelo fator inverso de diluicdo da placa de contagem.

Os isolados de Staphylococcus spp. e bacilos Gram-negativos foram submetidos a analise de
caracteristicas macroscopicas, coloracdo de Gram e testes bioquimicos (KONEMAN e ALLEN,
2008). Os cocos gram-positivos catalase positiva foram submetidos a prova da coagulase para
classificacdo em Staphylococcus coagulase positiva ou Staphylococcus coagulase negativa. A
identificacdo bioquimica das bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae foi realizada por
meio de um conjunto de provas bioquimicas incluidos no “Kit para Enterobactérias” (NewProv®,
Parana, Brasil), segundo recomendacdes do fabricante.

As placas foram feitas em duplicata e as UFC/MI foram contadas, analisadas e representadas,
foi considerado como valor absoluto uma média das UFC entre as placas.

Os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos foram realizados de acordo com Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (2013). Cada isolado de Staphylococcus spp. e bactérias
Gram-negativas foram submetidos ao antibiograma para determinacdo do perfil de resisténcia,
identificando a amostra com potencial risco a satde publica.

Para avaliacdo de Coco positivos utilizou-se dos seguntes antibi6ticos: Cefepime (CPM 30ug),
Ciprofloxacin (CIP - 5ug), Cloranfenicol (CLO - 30ug), Clindamicina (CLI - 2ug), Eritromicina (ERI
15ug), Gentamicina (GEN - 10ug), Oxacilina (OXA - 1ug), Penicilina (PEN - 10ug), Rifampicina
(RIF - 5uQ), Sulfazotrin (SUT - 24ug), Tetraciclina (TET - 30ug) e (Vancomicina (VAN - 30ug).

Os antibioticos testados para bacilos Gram negativos foram: Ampicilina (AMP - 10 pg),
Amicacina (AMI - 30 pg), Amoxicilina + Clavulanato (AMC — 20/10 ug), Ceftazidina (CAZ 30ug),
Cefepime (CPM 30pg), Cefoxitina (CFO - 30ug), Cefuroxima (CRX - 30ug), Ciprofloxacin (CIP -
5ug), Gentamicina (GEN - 10ug), Meropenem (MER 10ug), Cefalotina (CFL - 30ug) e Sulfazotrim
(SUT - 24u0).

Para o calculo do indice da multirresisténcia foi utilizada a formula descrita por Krumperman
(1983), a/(b.c), onde aé o numero, somado, de antimicrobianos que as amostras apresentaram

resisténcia, b € o nimero de antimicrobianos testados, e c € 0 nimero de amostras. O indice para
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delimitar se as amostras sdo de alto ou baixo risco foi de 0,200, onde abaixo de 0,199 é considerado
de baixo risco e a partir de 0,200 considerado de alto risco.

Ja para avaliar o indice de multirresisténcia de cada amostra utilizou-se outra formula, também
descrita por Krumperman (1983), a/b, onde a € o nimero de antimicrobiano contra os quais o isolado
era resistente, e b o nimero de antimicrobianos testados.

As andlises estatisticas utilizadas foram representadas por porcentagens (%). Para o nivel de
significancia dos tratamentos, foi considerado como significante uma variagdo de 50% no perfil

microbiologico.

4. ANALISE E DISCUCAO DOS RESULTADOS

Nas amostras de leite do presente trabalho foram encontrados bacilos Gram-Negativos,
Lactobacillos, fungos e Staphylococcus.

Foi observado auséncia de contagem de Gram-Negativos em todos os grupos do presente estudo
no D30, os grupos PRO e controle também mostram 100% das amostras com 0 de contagem,
enquanto o grupo SIM teve 12,5% na mesma coleta. Esses resultados indicam que os tratamentos nao

influenciaram esse comportamento (Tabela 1).

Tabela 1: Percentual da contagem de bactérias Gram-Negativas compreendidas entre 0 UFC/
mL e 0,5-20 UFC/mL em amostras de leite de vacas tratados com simbioticos, probioticos e
controle no DO, D30 e D60.

Do D30 D60
0 0,5-20 0 0,5-20 0 0,5-20
SIM 87,5% 12,5% 100% 0,0% 87,5% 12,5%
PRO 75% 25% 100% 0,0% 100% 0,0%
Controle 75% 25% 100% 0,0% 100% 0,0%

Letras mindsculas significa diferenga de 50% entre colunas.

N&o foi observado diferencas significativas no comportamento da contagem de bactérias
Gram-Negativas, no D30 todos 0s grupos apresentaram auséncia de contagem e no D60 apenas 0
grupo SIM indicou de 0,5-20 UFC/mL.

Fuenzalida e Ruegg (2019) destacam que bactérias Gram-Negativas s@o potencialmente
causadoras de mastite, oferecendo risco para a sanidade do leite e da vaca. Porém o presente estudo
ndo mostra contagens elevadas destas bactérias, nem variacdes significativas mediante aos

tratamentos.
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O Staphylococcus spp. € um microrganismo corriqueiramente causador da mastite bovina e
normalmente esta associado a multirresisténcia (ARMAS, CAMPERIO e MARIANELLI, 2017).

Algumas cepas de interesse veterinario ndo apresentam sensibilidade a alguns antibioticos, este
problema estende a producdo animal, afetando os seres humanos, de forma que todos 0s meios
sanitérios sdo integrados (SAIDI et al., 2019).

A Tabela 2 mostra o percentual de amostras de leite contaminado com Staphylococcus spp.

Tabela 2: Percentual da contagem de Staphylococcus spp. compreendidos entre 0 UFC/ mL,
0,5-5 UFC/mL e 5,5-20 UFC/mL em amostras de leite de vacas tratados com simbidticos,

probidticos e controle no DO, D30 e D60.

DO D30 D60
0 0,5-5 5,5-20 0 0,5a5 5,5-20 0 0,5-5 5,5-20
SIM 87,5% 0,0% 12,5% 100% 0,0% 0,0% 75% 25% 0,0%
PRO 87,5% 12,5% 0,0% 87,5% 12,5% 0,0% 100% 0,0% 0,0%
Controle  100% 0,0% 0,0% 100% 0,0% 0,0% 75% 25% 0,0%

Letras mindsculas significa diferenga de 50% entre colunas.

Né&o fica claro a acdo dos SIM e PRO no combate do Staphylococcus spp., indicando que 0 uso
dos aditivos via oral ndo influencia no combate deste agente potencial causador de mastite.

Corroborando com estes resultados, Armas, Camperio e Marianelli (2017), também néao
encontraram diferencas significantes na diminui¢do de Staphylococcus spp.in vitro com o uso de um
probidtico, no entanto os autores apontam uma diminuicdo numérica desta bactéria. Os autores
destacam a necessidade de estudos em vivo.

Godoy-Santos et al. (2019), em um estudo com isolados de microrganismos retirados do leite
bovino observam que o uso de uma bacteriocina tem grande potencial no combate e controle do
Staphylococcus spp. Estes resultados sdo bem diferentes dos encontrados no presente estudo, que
utilizou os probioticos e simbidticos como aditivos alimentares.

Pribul et al. (2011) com um pool de 4 lactobacilos como bacteriocinas ndo encontraram a
mesma acdo benéfica, apenas 36,6% dos Staphylococcus aureus foram sensiveis a acdo destes
bioativos.

No entanto as alternativas propostas por Godoy-Santos et al. (2019) e Pribul et al. (2011) néo

foram estudadas para suplementacdo oral, que tem potencial para facilitar o manejo.
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Os Lactobacillus spp. sdo bactérias Gram-Positivas (Tabela 3) e normalmente produzem efeitos
positivos para o hospedeiro, no entanto o processamento térmico tem como funcdo diminuir a

incidéncia destes e outros microrganismos.

Tabela 3: Percentual da contagem de Lactobacillus spp. compreendidos entre 0 UFC/mL, 0,5-10
UFC/MI, 10,5-100 UFC/mL e mis de 100 UFC/ mL em amostras de leite de vacas tratados com
simbidticos, probidticos e controle no DO, D30 e D60.

DO D30 D60
10,5- 10,5- 10,5-
0 0,5-10 100 >100 0 0,5-10 100 >100 0 0,5-10 100 >100

SIM 75%*  0,0%° 25% 0,0% 50% 50%* 0,0% 0,0% 100%* 0,0%° 0.0% 0,0%
PRO 62,5%® 37,5%® 0,0% 0,0% 875% 0,0%° 125% 0,0% 37,5%° 62,5%* 0.0% 0.0%

Controle 25%°  62,%°* 125% 00% 75% 25%* 0,0% 0,0% 37,5%° 50%* 0.0% 12,50%
Letras mindsculas significa diferenga de 50% entre colunas.

O grupo SIM iniciou o0 experimento com quantidade significativamente superior na auséncia de
contagem de Lactobacillus spp comparado ao grupo controle, porém, ainda no grupo SIM, a
quantidade foi diminuindo gradativamente a contagem de Lactobacillus spp e no D60 o grupos SIM
mostrou uma diminuico significativa comparado aos grupos PRO e controle . E importante destacar
que o grupo controle teve 12,5% das amostras com contagem superior a 100 UFC/mL no D60, porém
isso pode nao ter relacdo com a ndo suplementacéo dos aditivos.

Koryszewska-Baginska et al. (2019) salientam que os Lactobacillus presentes no leite cru
podem conter propriedades probioticas, os autores também destacam a necessidade de mais pesquisas
sobre 0 assunto.

Os fungos também podem ser um importante agente causador de doengas, na Tabela 5 vemos

a percentual da contagem de fungos por amostras de leite.

Tabela 5: Percentual da contagem de fungos compreendidos entre OUFC/mL, 0,5-10 UFC/mL,
10,5-100 UFC/MI e mais de 100 UFC/mL em amostras de leite de vacas tratados com
simbidticos, probioticos e controle no DO, D30 e D60.

DO D30 D60
10,5- 0,5- 10,5- 10,5-
0 0,5-10 100 >100 0 10 100 >100 0 0,5-10 100 >100
SIM 00% 875% 125% 00% 00% 100% 0,0% 0,0% 625% 25% 125% 0,0%
PRO 0,0% 100% 0,0 0,0% 125% 75% 125% 0,0% 50% 50% 0,0% 0,0%

Controle  0,0% 875% 125% 0,0% 25% 75% 0,0% 00% 50% 37,5% 0,0% 125%
Letras mindsculas significa diferenga de 50% entre colunas.
N&o foram observadas diferencas significativas de contagens entre os grupos, poréem, foi

observado que o percentual da contagem de fungos do grupo SIM foi alta, no DO e D30, onde todas
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as amostras foram positivas para presenca de fungos, no entanto, no D60 foi observado 62,5% das
amostras com contagem de nenhuma col6nia de fungos. Observa-se também uma diminuicdo nas
demais contagem neste grupo, podendo ser um indicador de controle de fungos, embora nao
apresentou diferencas de 50% em relacdo aos outros grupos.

O grupo PRO apresenta resultados semelhantes ao SIM, onde no DO todas as amostras
continham presenca de fungos, 12,5% no D30 e 50% no D60, mostrando uma diminuic¢do gradativa.
Porém, no D30 é possivel observar um aumento da contagem de 10,5 a 100 UFC no grupo PRO.

O grupo controle também teve um aumento gradativo no percentual de auséncia de UFC, no
entanto foi o Unico grupo que teve mais de 100 UFC (12,5%) de fungos.

Coutinho et al. (2012), ressaltam que os fungos também trazem prejuizos econémicos para a
pecudria leiteira e devem procurar alternativas viaveis para diminuicdo destes patdgenos.

Alguns fungos, como por exemplo, os do género Candida também preocupam o
desenvolvimento da atividade leiteira (SARTORI, SANTOS e MARIN, 2012).

De acordo com Rossoni et al. (2017), os probidticos tém sido descritos como uma estratégia
potencial para controlar infecgdes oportunistas devido a sua capacidade de estimular o sistema
imunoldgico.

Aldarvis (2013) relatou a inibi¢do in vitro de Candida ssp. por microrganismos probidticos,
segunda a mesma autora a inibicdo de Candida ocorre através de multiplos fatores que podem variar
de acordo com as espécies de Lactobacillus e Candida presentes.

Santos (2018) observou que os probioticos foram capazes de inibir a formacédo de biofilme in
vitro e o desenvolvimento de candidose causados por Candida albicans, Candida krusei, Candida
tropicalis e Candida glabrata.

Barros et al. (2018) verificaram a influéncia das interagbes entre microorganismos para
identificar uma linhagem de Lactobacillus que poderia reduzir a filamentagcéo de Candida albicans
ATCC 18804 usando modelos in vitro e in vivo.

No presente experimento nos grupos de animais que receberam probioticos e simbioticos na
dieta, foi observado uma diminuicdo no percentual da contagem de fungos no final do experimento.

O prebidtico utilizado no experimento é composto de beta-glucano, produto extraido e
purificado da parede celular do fungo Saccharomyces cerevisiae, agindo como antigeno e
imunolodulador, podendo proteger da acéo de outros fungos patdgenos.

Segundo Mendes et al. (2010), os beta-glucanos, ao modularem a resposta imunologica,
preparam melhor os animais aos desafios sanitarios.

A multirresisténcia ¢ um dos maiores problemas em saude Unica, Queiroz et al. (2011) destacam

que novos antibioticos devem ser desenvolvidos para auxiliar a resolucéo deste problema. Probidticos
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e prebidticos por serem imunomoduladores podem ser alternativas para a multirresisténcia a
antibidticos.
Verificamos que as amostras contendo isolados de Staphylococcus spp. ndo mostraram

nenhuma resisténcia aos antimicrobianos testados (Tabela 6).

Tabela 6: Perfil de sensibilidade bacteriana de Staphylococcus spp. em amostras de leite de vacas

tratadas com simbidticos, probioticos e grupo controle no DO, D30 e D60.
N* COM OXA PEN CIP CLO CLI GEN VAN ERI TET RIF SUT

PRO 13 S S S S S S S S S S S S
20 SIM 23 S S S S S S S S S S S S
D30 PRO 17 S S S S S S S S S S S S
SIM 9 S S S S S S S S S S S S
D60 Controle 14 S S S S S S S S S S S S
Controle 15 S S S S S S S S S S S S
SIM 23 S S S S S S S S S S S S

Resisténcia bacteriana a diferentes antibioticos.
N°* NUmero do animal.

Né&o fica evidente a influéncia dos tratamentos com SIM e PRO para melhoria na sensibilidade
a antibioticos.

Os resultados encontrados no presente estudo corroboram com Armas, Camperio e Marianelli
(2017) e Kappeli et al. (2019), que observam alta susceptibilidade de bactérias gram-positivas a varios
antibioticos testados.

As bactérias gram-negativas sdo estruturas mais complexas e de mais dificil acdo de
antimicrobianos, na tabela 7 podemos observar que apenas uma das amostras de leite que encontrou

bacilos gram-negativos ndo apresentou nenhuma resisténcia (Tabela 7).

Tabela 7: Perfil de sensibilidade de bactérias Gram-Negativas de amostras de leite de vacas tratadas
com simbidticos, probioticos e grupo controle no DO,D 30 e D60.

Ne* CIP AMI GEN MER CAZ CRX CFO CPM AMP AMC SUT CFL

SIM 1 S S S S S R | S S S | R
DO PRO 5 R R R R R R R R R R R R
Controle 14 S S S S S S S S | S S S
Controle 15 S S S S S R R S R S R R
D60 SIM 1 S S S S S S S S R S S S
SIM 7 S S S S R | S S I S S R

Resisténcia bacteriana a diferentes antibioticos.
N°* NUmero do animal.

Observa-se que muitas bactérias Gram-Negativas apresentam multirresisténcia, Sobur et al.

(2019) mostram que em pelo menos 2 em 27 amostras de leite a Escherichia coli apresentou
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resisténcia aos antimicrobianos, com destaque para gentamicina que obteve apenas duas amostras
(7,41%) de resisténcia. Resultados semelhantes ao do presente trabalho, que aponta que a gentamicina
foi um dos antibioticos que apresentou menor indice de resisténcia, ao lado de ciprofloxacin,
amicacina, meropenem, cefepime, amoxicilina+clavulanato, com 1 resisténcia em 6 amostras.

N&o é possivel observar influéncia dos tratamentos para melhora nos indices de resisténcia a
antimicrobianos.

Pires e Ribeiro (2006) Destacam que a acdo de antibioticos em bactérias Gram-Positivas é
simplificada em relacdo a bactérias Gram-Negativas, isso acontece devido a existéncia de uma
camada que protege a bactéria Gram-Negativa da acéo dos antimicrobianos, esta camada ndo existe
em bactérias Gram-Positivas.

Segundo Krumperman (1983) amostras com indices de multirresisténcia (MAR) superiores a
0,2 (ou 20%) podem ser considerados de alto risco. O presente estudo aponta que duas das 6 amostras

de leite que apresenta bacilos gram-negativos podem ser considerados de alto risco (Tabela 8).

Tabela 8: indice de multirresisténcia a antibidticos de amostras de leite de vacas tratadas com
simbioticos, probidticos e grupo controle nos dias 0, 30 e 60.

MAR %MAR

SIM 0.167 16.67%

0,
DO PRO 1 100.00%

Controle 0 R
Controle 0.417 41.67%
0,

D60 SIM 0.083 8.33%

SIM 0.167 16.67%

MAR: indice de multirresisténcia; %MAR= MAR multiplicado por 100.

Os resultados apontam a seriedade do problema de multirresisténcia, no entanto ndo é possivel
encontrar influéncia dos tratamentos nos resultados obtidos.

Foram identificados bacilos gram-negativos, Proteus biogrupo 1, Klebsiela oxytoca e
Escherichia coli (Tabela 9).
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Tabela 9: Identificacdo de bactérias de amostras de leite de vacas tratadas com simbioticos,
probioticos e grupo controle nos dias 0, 30 e 60.

NUmero da vaca Identificacdo

SIM 1 BGN néo fermentados

PRO 5 Proteus biogrupo
Do Controle 14 Klebsella oxytoca

Controle 15 Proteushiogrupo

SIM 1 Escherichia coli
D60

SIM 7 BGN néo fermentados

BGN= Bacilo Gram-Negativo.

Os tratamentos com PRO e SIM ndo demonstram surtir efeito no perfil de bactérias
identificadas no leite. No entanto, apenas o grupo SIM mostrou identificacdo no D60.

Klibi et al. (2019), em um experimento na Tunisia, apontam que nas amostras de leite existem
grande quantidade de bactérias Gram-negativas, independente da regido ou época do ano.

No presente trabalho foi identificado uma bactéria de Escherichia coli (16,67%), Klibi et al.
(2019) observaram 29,67% em 300 amostras, nimero um pouco superior aos observados nesta
pesquisa. Os autores também encontraram em 10% das amostras Klebsella pneumoniae, porém é

importante destacar que mesmo se tratando do mesmo género esse isolado € de outra espécie.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Embora ndo foi possivel observar diferenca significativa no comportamento da contagem de
UFC/mL em Gram-Negativos, Staphylococcus spp. e fungos, no uso de suplementacdo oral de
simbidticos e probidticos, é possivel observar uma diminuicdo percentual na contagem de fungos,
fato esse que pode incentivar novas pesquisas sobre o assunto. Por outro lado os simbioticos
diminuiram a contagem de Lactobacillus spp. Conclui-se também que os tratamentos com probioticos

e a simbiose de probidticos com prebioticos ndo alteraram a sensibilidade a antibioticos.
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