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RESUMO 

A mastite é um dos principais problemas que acometem a bovinocultura leiteira, 
ocasionando prejuízos a produtores e laticínios em todo o mundo. O tratamento com 
antimicrobianos é o mais comum, mas pode ter um custo elevado e favorecer a 
resistência bacteriana. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano 
de substâncias bioativas extraídas de plantas e verificar suas associações com 
antimicrobianos convencionais sobre bactérias isoladas de mastite bovina em 
propriedades leiteiras do interior do estado de Mato Grosso. Foram examinados 154 
animais de três propriedades localizadas nos municípios de Cáceres, Araputanga e 
Campo Verde. Do total de bovinos examinados, 20,12% (31/154) apresentaram 
mastite, obtendo 30 isolados bacterianos. Estas foram identificadas por características 
morfotintoriais, bioquímicas, reação em cadeia da polimerase (PCR) e pelo Sistema 
de Identificação Microbiana - Sherlock®. Classificou-se os isolados como sendo 43,3% 
Staphylococcus spp. (13/30), 20% (06/30) confirmados como Staphylococcus aureus, 
seguidos por 3,3% Streptococcus spp. (01/30), 6,6% Streptococcus agalactiae 
(02/30), 6,6% Corynebacterium bovis (02/30), 3,3% Enterococcus spp. (01/30), 3,3 % 
Bacillus spp. (01/30), 6,6% Bacillus cereus (02/30), 3,3% Listeria spp. (01/30) e 3,3% 
Nocardia spp. (1/30). O perfil de resistência foi determinado pelo método de difusão 
em placas de ágar Mueller Hinton e observou-se que Staphylococcus spp. e Bacillus 
spp. apresentaram maior perfil de resistência frente aos antimicrobianos testados. 
Devido aos resultados encontrados com o isolamento, associado a escassez de 
estudos com B. cereus isolados em mastite, o estudo prosseguiu com estes isolados, 
para os quais foram determinados o perfil de virulência por PCR, através da 
amplificação dos genes para hemolisina (hblA, hblC, hblD), citotoxina K, cereulida,  
regulador pleiotrópico e enterotoxina não hemolítica. A  concentração inibitória 
mínima, concentração bactericida mínima e a produção de biofilmes foram avaliadas 
por densidade ótica, e  as associações entre as substâncias bioativas com os 
antimicrobianos pelo teste de Checkboard. Os dois isolados de B. cereus (1 e 2) 
apresentaram genes de virulência para hemolisina (hblA, hblC, hblD), além da 
citotoxina K, cereulida e regulador pleitrópico. A concentração inibitória mínima (CIM) 
e concentração bactericida mínima (CBM) da substância bioativa 7-epiclusianona 
sobre os dois isolados de B. cereus, foi  1,95μg/mL para B. cereus 1 e 3,9μg/mL para 
B. cereus 2. A CIM da gutiferona-A para B. cereus 1 e 2 correspondeu a 7,81μg/mL e 
15,62μg/mL, respectivamente, também apresentando ação bactericida. Os testes de 
interação entre antimicrobianos e susbstâncias bioativas revelaram um sinergismo 
significativo da 7-epiclusianona e gutiferona-A quando associados a  β-Lactâmicos 
como ampicilina e amoxicilina, apresentando ação antimicrobiana para os dois 
isolados de B. cereus. Demosntrou-se também o pontencial para reduzir a 
concentração efetiva destes antimicrobianos convencionais, além da  redução da 
produção de biofilme pela associação ampicilina e gutiferona-A. Os resultados 
apresentados neste trabalho enfatizam a importância de isolar, identificar e 
caracterizar agentes causadores da mastite, mesmos os menos frequentes como B. 
cereus, por sua relação com problemas na saúde humana, animal e ambiental; além 
de apontar alternativas promissoras de tratamento da mastite bovina, as quais irão 
contribuir para a redução da resistência bacteriana aos antimicrobianos, como 
também de recidivas da doença no rebanho. 
 
Palavras-chave: B. cereus. Fitoterápicos. Bovinocultura de leite. Resistência 
antimicrobiana. Sinergismo. 
  



 

ABSTRACT 
 
Mastitis is one of the main problems that beset dairy cattle breeding, occasioning 
losses to farmers and dairies all around the world. Although the antimicrobial treatment 
is the commonest, it may be costly, and it contributes to bacterial resistance. This study 
aimed to evaluate the antimicrobial potential of bioactive substances extracted from 
plants and assess its associations with conventional antimicrobials on isolated bacteria 
of cattle mastitis in dairy farms in the countryside of Mato Grosso. It was examined a 
total of 154 animals from three properties located in the counties of Cáceres, 
Araputanga and Campo Verde. From the total of cattle examined, 20,12% (31/154) 
presented mastitis, obtaining 30 bacterial isolates. Such were identified by 
morphotinctorial and biochemical characteristics, Polymerase Chain Reaction (PCR), 
and the Sherlock™ Microbial Identification System. The isolates were classified as 
being 43,3% Staphylococcus spp. (13/30), 20% (06/30) were confirmed as 
Staphylococcus aureus, followed by 3,3% Streptococcus spp. (01/30), 6,6% 
Streptococcus agalactiae (02/30), 6,6% Corynebacterium bovis (02/30), 3,3% 
Enterococcus spp. (01/30), 3,3% Bacillus spp. (01/30), 6,6% Bacillus cereus (02/30), 
3,3% Listeria spp. (01/30), and 3,3% Nocardia spp. (01/30). The resistance profile was 
determined by the disk diffusion method in enriched Mueller Hinton agar; and it was 
observed that Staphylococcus spp. and Bacillus spp. showed a higher resistance 
profile to the tested antimicrobials. Given the results of isolation, associated with the 
shortage of studies on B. cereus mastitis isolates, this study continued with these 
isolates, to which it was determined the virulence profile by PCR through the 
amplification of hemolysin genes (hblA, hblC, hblD), cytotoxin K, cereulide, pleiotropic 
regulator and non-hemolytic enterotoxin. The minimum inhibitory concentration, the 
minimum bactericidal concentration, and the biofilm production were evaluated by 
optical density, and the interactions between bioactive substances and antimicrobials 
by the Checkerboard test. Both isolates of B. cereus (1 e 2) harbored virulence genes 
for hemolysin (hblA, hblC, hblD) in addition to cytotoxin K, cereulide, and pleiotropic 
regulator. The minimum inhibitory concentration (MIC), and the minimum bactericidal 
concentration (MBC) of the bioactive compound 7-epiclusianone on the two B. cereus 
isolates was of 1,95 μg/mL for B. cereus 1, and 3,9 μg/mL for B. cereus 2. The MIC of 
the guttiferone-A for B. cereus 1 and 2 consisted of 7,81 μg/mL and 15,62 μg/mL 
respectively, also presenting bactericidal activity. In the interaction tests between 
antimicrobials and bioactive compounds, the 7-epiclusianone and the guttiferone-A 
exhibited significant synergism when associated with β-Lactams such as ampicillin and 
amoxicillin, presenting antimicrobial activity to both B. cereus isolates. It was also 
shown the potential to reduce the effective concentration of these conventional 
antimicrobials, also providing for the reduction of the biofilm production by the 
association of ampicillin and guttiferone-A. The results presented in this work 
emphasize the importance of isolating, indentifying, and carachterizing the mastitis 
causative agents, even the less frequent, such as B. cereus, for their association with 
human, animal, and environmental health problems. In addition, the aforementioned 
results point to promising alternatives for treatment of bovine mastitis, which will 
contribute to the reduction of the bacterial resistance to antimicrobials as well as 
disease relapses in the herd. 
 
Keywords: B. cereus. Phytotherapics. Dairy Cattle. Antimicrobial resistance. Synergy. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Segundo dados da Organização das Nações Unidas para a Alimentação e a 

Agricultura (FOOD..., 2019), o Brasil se encontra entre as primeiras posições no 

ranking mundial de produção de leite e de rebanho de vacas ordenhadas. Mesmo 

enfrentando um cenário de pandemia, em 2020 houve um avanço de 1,5% sobre os 

34,9 bilhões de litros produzidos em 2019, atingindo a marca histórica de 35,4 bilhões 

de litros de leite em um único ano (INSTITUTO..., 2021). 

Apesar do destaque na produção mundial de leite, quando se trata de 

produtividade animal (litros/vaca no ano), os números ficam aquém quando 

comparados a vários outros países (FOOD..., 2019).  

A principal causa para a baixa eficiência na produtividade de leite está 

relacionada à mastite. Demeu et al. (2016), calcularam os custos da mastite em 

rebanhos leiteiros com produtividade média diária de 10, 20 e 30 litros de leite/dia, 

considerando a diminuição na produção e descarte de leite, somado aos custos de 

prevenção e tratamento da mastite; a variação dos custos com a mastite vaca/ano foi 

de R$ 1.922,82 a R$ 4.424,68. 

A mastite bovina é caraterizada pela inflamação da glândula mamária, 

causada principalmente por infecção bacteriana; podendo resultar em destruição de 

células epiteliais e redução da capacidade produtiva do animal (TOZZETTI et al., 

2008). Os microrganismos causadores de mastite podem ser classificados em 

contagiosos e ambientais, sendo os contagiosos de maior incidência Staphylococcus 

spp., Streptococcus spp. e Corynebacterium spp. (LANGONI et al., 2011). Entre as 

bactérias causadoras da mastite ambiental destacam-se Escherichia coli, Klebsiella 

spp. e Enterobacter spp., (SILVA et al., 2010; LANGONI et al., 2017); bem como 

Streptococcus bovis, Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis 

(SOMMERHAUSER et al., 2003; SCHUKKEN et al., 2014).  

Embora Bacillus spp. não seja um agente etiológico da mastite bovina mais 

comumente encontrado, estas bactérias atuam como agentes oportunistas; sendo, até 

o momento, Bacillus cereus a principal espécie documentada como causadora de 

mastite (BETTANIN et al., 2019).  

Apesar da disponibilidade de vários antimicrobianos para tratamento da 

mastite, podemos observar falhas, relacionadas especialmente à resistência 

bacteriana, ocasionada, devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos, muitas 
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vezes por falta de informações relevantes, como formação de biofilmes e 

suscetibilidade dos microrganismos patogênicos frente aos antimicrobianos (CAZOTO 

et al., 2011; GIRARDINI et al., 2016). Analisar os resultados do monitoramento do 

perfil de resistência aos antimicrobianos utilizados na propriedade, é uma alternativa 

para a obtenção de êxito no tratamento (RIBEIRO et al., 2016). 

O uso indiscriminado de antimicrobianos para o tratamento da mastite pode 

resultar na seleção de patógenos multirresistentes, além de resíduos no leite e 

derivados, fomentando assim o risco à saúde pública (COSTA et al., 2016).  

A resposta insatisfatória à antibioticoterapia e o aumento de resistência 

bacteriana, sobretudo por S. aureus; tem sido foco de muitos estudos no esforço de 

determinar quais os fatores responsáveis por falhas na terapia, de modo que os 

tratamentos sejam mais efetivos (CORRÊA, 2018; FERNANDES, 2019; FANIN et al., 

2020). 

Segundo Ganda et al. (2016), cerca de 80% dos antimicrobianos usados na 

indústria de laticínios são prescritos para tratar a mastite; portanto as mudanças no 

microbioma do leite (disbiose), são resultantes da mastite e da terapia antimicrobiana, 

causando impacto direto na saúde humana, além da saúde animal. Deve-se descartar 

o leite no período do tratamento, evitando assim resíduo do antimicrobiano no leite, 

(FERNANDES, 2019). 

Nesse cenário, várias substâncias extraídas de plantas têm sido estudadas 

como alternativas terapêuticas (DAL POZZO et al., 2011; MILLEZI et al., 2014); 

tornando-se candidatas ao desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos 

(MIRANDA et al., 2015; BARROS et al., 2017). Nas últimas décadas, inúmeras 

pesquisas foram desenvolvidas usando várias partes de plantas (raiz, caule, folhas, 

flores e frutos) para avaliar suas atividades farmacológicas; gerando dados 

importantes e ótimos resultados; sobretudo para ações anti-inflamatórias, 

antineoplásica, anti-hipertensiva, antiarrítmica, analgésicas e antimicrobiana 

(CORRÊA, 2018; MAIA et al., 2018). 

Dentre as substâncias bioativas, que vêm sendo estudadas por apresentarem 

um potencial para tratamento de diversas doenças, podemos mencionar a mangiferina 

(Figura 1-A), principal constituinte da Mangifera indica L., extraída da casca, frutos e 

folhas, da planta, a qual, possui ação anti-inflamatórias e atividades antiproliferativa, 

antioxidativa e anti-carcinogênica (ZHANG; YUE, 2016; PAN et al., 2018); o beta-

cariofileno (Figura 1-B), encontrado em óleos essenciais de várias espécies de 



17 

plantas, tais como, cravo (Syzygium aromaticum) e canela (Cinnamomum spp.), 

apresentando efeitos antioxidantes, anti-inflamatório, neuroprotetor, analgésico, 

antilipidêmicas, além de atividade antibacteriana (ALBERTI et al., 2017; AGUILAR-

ÁVILA et al., 2019; SANTOS et al., 2021). Existem também a gutiferona A (gut-A), e a 

7-epicluclusianona (7-epi) (Figura 1-C e D), que são extraídas da Garcinia brasiliensis 

(Bacupari), apresentando atividade leishmanicida e antimicrobiana, especialmente 

sobre bactérias Gram-positivas (SANTOS et al., 1999; Maia et al., 2018). 

 

Figura 1 - Estrutura química das substâncias bioativas. 

 

Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov  

 

A biodiversidade brasileira favorece estas pesquisas, trazendo benefícios 

para a sociedade e a própria ciência. As espécies do Cerrado, incluindo o Mato-

grossense, apresentam uma grande diversidade, sendo assim, um bioma que deveria 

ser considerado área prioritária para pesquisas de plantas medicinais e conservação 

de recursos naturais.  

Neste contexto, o presente trabalho visa estudar substâncias bioativas 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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extraídas de plantas, presentes também no bioma cerrado, associando-as aos 

antimicrobianos usados no tratamento da mastite bovina, buscando alternativas 

sustentáveis às terapias alopáticas. Com este foco evita-se efeitos nocivos para a 

saúde animal, humana e ao meio ambiente, contemplado a tríade da Saúde Única 

(One Health).  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o potencial antimicrobiano de substâncias bioativas extraídas de 

plantas existentes no cerrado e verificar as suas associações com antimicrobianos 

convencionais sobre bactérias isoladas de mastite bovina em rebanhos de 

propriedades leiteiras localizadas no estado de Mato Grosso.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Realizar o isolamento e a identificação de bactérias a partir de amostras 

de leite de animais com mastite clínica e subclínica, em propriedades 

leiteiras do estado de Mato Grosso;  

• Identificar os perfis de resistência dos isolados aos antimicrobianos 

usados no tratamento da mastite; 

• Determinar as Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) e Concentração 

Bactericida Mínima (CBM) dos antimicrobianos e das substâncias 

bioativas; 

• Avaliar as associações/interações de antimicrobianos e sustâncias 

bioativas: mangiferina, β-cariofileno, 7-epiclusianona, gutiferona-A; 

• Investigar a indução ou inibição da formação de biofilmes frente às 

melhores associações (sinérgicas demonstradas pelo teste de 

checkerboard). 

 



Esta tese está dividida em três capítulos: 

 

CAPÍTULO 1 - Revisão de literatura 

Mastite Bovina: Tratamento Convencional e Ação de Compostos Extraídos de 

Plantas 

 

CAPÍTULO 2 - ARTIGO 1  

Ocorrência de mastite bovina em propriedades leiteiras no estado de Mato Grosso 

 

CAPÍTULO 3 - ARTIGO 2 

Potencial antimicrobiano de substâncias bioativas em Bacillus cereus isolados de 

mastite bovina 

 



3 CAPÍTULO I - REVISÃO DE LITERATURA - MASTITE BOVINA: TRATAMENTO 

CONVENCIONAL E AÇÃO DE COMPOSTOS EXTRAÍDOS DE PLANTAS 

 

ALVES, Thâmela; MOREIRA, Maria Aparecida. Mastite bovina: tratamento 

convencional e ação de compostos extraídos de plantas. Uniciências, v. 25, n. 1, p. 

20-25, 2021 
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4 CAPÍTULO 2 - ARTIGO 1 - OCORRÊNCIA DE MASTITE BOVINA EM 

PROPRIEDADES LEITEIRAS NO ESTADO DE MATO GROSSO 

  



32 

Ocorrência de mastite bovina em propriedades leiteiras no estado de Mato 

Grosso 

RESUMO 

 
ALVES, T. C. S. Ocorrência de mastite bovina em propriedades leiteiras no 
estado de Mato Grosso. Tese (Doutorado Biociência Animal) – Universidade de 
Cuiabá, Cuiabá, 2022. 
 
A presença de mastite nos rebanhos leiteiros em todo o mundo, é responsável por 
grandes impactos, com custos elevados para o produtor e indústria de laticínios. 
Isolados provenientes de rebanhos leiteiros, que apresentam ampla resistência a 
antimicrobianos chamam a atenção por se tratar também de um problema de saúde 
pública. Este estudo verificou a ocorrência de mastite, o agente etiológico e o perfil de 
resistência aos antimicrobianos em propriedades do interior do estado de Mato 
Grosso. Foram examinados 154 bovinos leiteiros de três propriedades, localizadas 
nos municípios de Cáceres, Araputanga e Campo Verde. Do total de bovinos 
analisados, 20,12% (31/154) apresentaram mastite, obtendo 30 isolados bacterianos. 
Estes foram identificados por características morfotintoriais, bioquímicas, polymerase 
chain reaction (PCR) e pelo Sistema de Identificação Microbiana – Sherlock®. 
Classificou-se os isolados como sendo 43,3% Staphylococcus spp. (13/30), 20% 
(06/30) confirmados como Staphylococcus aureus, seguidos por 3,3% Streptococcus 
spp.  (01/30), 6,6% Streptococcus agalactiae (02/30), 6,6% Corynebacterium bovis 
(02/30), 3,3% Enterococcus spp. (01/30), 3,3 % Bacillus spp. (01/30), 6,6% Bacillus 
cereus (02/30), 3,3% Listeria spp. (01/30) e 3,3% Nocardia spp. (1/30). O perfil de 
resistência foi determinado pelo método de difusão em placas de ágar Mueller Hinton,  
observando que a maioria dos isolados apresentavam um perfil de sensibilidade frente 
aos antimicrobianos testados (β- lactâmicos, aminoglicosídeo, fluoroquinolona, 
sulfonamida) . Staphylococcus spp. e Bacillus spp. foram os gêneros que 
apresentaram maior perfil de resistência frente aos antimicrobianos testados. S. 
aureus é um dos principais agentes etiológicos da mastite, entretanto, B. cereus foi 
MDR, apresentando  maior perfil de resistência, mesmo sendo uma bactéria pouco 
isolada em leite mastítico. Evidencia-se a importância do isolamento e a identificação 
da bactéria, como também a realização de antibiograma para estabelecimento de um 
tratamento adequado, evitando a resistência aos antimicrobianos, recidivas da 
doença, e consequentemente diminuindo os custos decorrentes da mastite e 
aumentando os benefícios à saúde pública. 
 
Palavras-chave: Leite. Microrganismos. Pressão Seletiva. Resistência. 
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ABSTRACT 

 
ALVES, T. C. S. Occurrence of bovine mastitis in dairy farms in the state of Mato 
Grosso. Thesis (Animal Bioscience Doctorate) – University of Cuiabá, Cuiabá, 2022 
 
The presence of mastitis in dairy herds in the whole world is responsible for major 
impacts, having high costs for the producer and the dairy industry. Dairy cattle isolates, 
which present high resistance to antimicrobials, are significant since they are also a 
public health problem. This study verified the occurrence of mastitis, the etiologic 
agent, and the antimicrobial resistance profile in country properties in Mato Grosso. It 
was examined a total of 154 animals in three properties located in the counties of 
Cáceres, Araputanga, and Campo Verde. From the total of cattle examined, 20,12% 
(31/154) presented mastitis, obtaining 30 bacterial isolates. Such were identified by 
morphotinctorial and biochemical characteristics, polymerase chain reaction (PCR), 
and the Sherlock™ Microbial Identification System. The isolates were classified as 
being 43,3% Staphylococcus spp. (13/30), 20% (06/30) were confirmed as 
Staphylococcus aureus, followed by 3,3% Streptococcus spp. (01/30), 6,6% 
Streptococcus agalactiae (02/30), 6,6% Corynebacterium bovis (02/30), 3,3% 
Enterococcus spp. (01/30), 3,3% Bacillus spp. (01/30), 6,6% Bacillus cereus (02/30), 
3,3% Listeria spp. (01/30), and 3,3% Nocardia spp. (01/30). The resistance profile was 
determined by the disk diffusion method in enriched Mueller Hinton agar, and it was 
observed that the majority of the isolates presented a sensitivity profile against the 
antimicrobials tested (β- lactams, aminoglycosides, fluoroquinolone, sulfonamide). 
Staphylococcus spp. and Bacillus spp. were the genus that presented higher 
resistance profile to the tested antimicrobials. S. aureus is one of the main etiological 
agents of mastitis; however, B. cereus was MDR, showing higher resistance profile, 
despite being a less isolated bateria in mastitic milk. 
It is made evident the importance of bacterial isolation and identification, as well as of 
an antibiogram in order to establish the appropriate treatment, avoiding the 
antimicrobial resistance, diseases relapses, and consequently reducing the mastitis 
costs and enhancing the benefits to public health. 
 
Keywords: Milk. Microorganisms. Selective Pressure. Resistance. 
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4.1 INTRODUÇÃO 

 

O estado de Mato Grosso é reconhecido nacionalmente pela pecuária de 

corte. Segundo o Instituto de Defesa Agropecuária de Mato Grosso – Indea/MT, o 

estado já atinge 32, 7 milhões de cabeças, liderando o número de cabeça de bovinos 

no Brasil (INSTITUTO..., 2022); em relação à pecuária leiteira, o estado do Mato 

Grosso ocupa o décimo primeiro lugar entre os maiores produtores de leite do país e 

almeja uma posição de maior destaque. Atualmente verifica-se que as propriedades 

de agricultura familiar exercem a atividade leiteira, sendo responsável pela maior parte 

da produção de leite no estado (BRASIL, 2019a).  

A presença da mastite nos rebanhos brasileiros causa grandes impactos na 

qualidade e quantidade do leite, resultando em produtos com qualidade insatisfatória 

(BRASIL, 2019b). 

Trabalhos realizados em outras regiões do Brasil, como mesorregiões leiteiras 

de Minas Gerais apresentam alta prevalência de mastite bovina e isolados com ampla 

resistência a antimicrobianos (TEIXEIRA et al., 2014). Porém poucos trabalhos, como 

o de Almeida et al. (2022), apresentam estas informações sobre propriedades leiteiras 

do estado de Mato Grosso.  

Segundo Mcdougall (2016) e Farrel (2021), decisões quanto ao uso de 

antimicrobianos nas propriedades, na maioria das vezes, não são embasadas na 

sensibilidade dos isolados, reduzindo assim, as chances de sucesso do tratamento. 

Além de exercer uma maior pressão seletiva e consequentemente o aparecimento de 

bactérias resistentes e multirresistentes, causando prejuízos à saúde animal e 

humana.  

Alterações genéticas em bactérias ocorrem rapidamente, não apenas em 

resposta à seleção por antibióticos, mas também a contaminação do meio ambiente 

pelo homem. As bactérias podem se tornar resistentes aos antimicrobianos através 

de mutação no DNA nativo e/ou pela transferência horizontal de genes (HGT), onde 

elementos móveis como plasmídeos realizam trocas de genes de resistência entre as 

bactérias (DAVIES, 2010). 

Nesse contexto, maior conhecimento sobre os perfis das propriedades e dos 

rebanhos na região Mato-grossense, facilitaria a seleção de estratégias que visem 

melhorar a produção e minimizaria as chances de transmissão dos agentes e recidivas 

da doença, possibilitando a maior representatividade das propriedades leiteiras no 
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mercado, auxiliando e fomentando a cadeia do leite no estado de Mato Grosso. 

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo verificar a ocorrência da 

mastite, sua etiologia e o perfil de resistência frente aos antimicrobianos usados no 

tratamento da mastite em propriedades leiteiras do estado de Mato Grosso. 

 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.2.1 Diagnóstico e coleta de amostras 

 

Foram selecionadas três propriedades de rebanhos bovino com aptidão 

leiteira, localizadas em três municípios do estado de Mato Grosso, sendo eles: 

Cáceres (mesorregião Centro-Sul do estado e na microrregião do Alto Pantanal – 

Latitude: 16° 4’ 1’’ Sul, Longitude: 57° 41’ 12’’ Oeste); Araputanga, (mesorregião do 

Sudoeste Mato-Grossense e na microrregião de Jauru – Latitude: 15° 28’ 3’’ Sul, 

Longitude: 58° 21’ 22’’ Oeste) e Campo Verde (mesorregião do Sudeste Mato-

Grossense e na microrregião de Primavera do Leste – Latitude: 15° 32’ 44’’ Sul, 

Longitude: 55° 9’ 59’’ Oeste) (CIDADE..., 2021).Os animais das propriedades 

localizadas em Cáceres e Araputanga eram da raça girolando 3/4  e 5/8, os de Campo 

Verde, da raça holandesa. 

Todos os animais foram examinados para a mastite. Para o diagnóstico da 

mastite clínica ou subclínica utilizou-se o exame físico e o California Mastitis Test 

(CMT), respectivamente. Um total de 31 animais foram diagnosticados com mastite, 

onde foi realizado a coleta de uma amostra de aproximadamente 10mL de leite de 

cada teto acometido, em frascos estéreis. Para coleta das amostras foi realizada a 

antissepsia dos tetos com álcool a 70% e descartados os três primeiros jatos de leite. 

Os frascos contendo amostras de cada teto acometido por mastite foram devidamente 

identificados e acondicionados em caixa isotérmica com gelo e encaminhados ao 

laboratório de microbiologia do Hospital Veterinário da Universidade de Cuiabá 

(UNIC), onde as amostras foram imediatamente armazenas sob refrigeração e 

processadas em até 24 horas após a coleta. 
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4.2.2 Isolamento e identificação  

 

Foi inoculado 50µL de leite em placas de Petri contendo ágar sangue de 

carneiro a 5% utilizando a técnica do espalhamento em superfície, em seguida essas 

placas foram incubadas em aerobiose a 37°C. A leitura das placas foi realizada após 

48h. 

Os isolados foram identificados fenotipicamente por meio de características 

morfológicas (tamanho, cor, odor e formato das colônias), tintoriais (coloração de 

Gram) e bioquímicas pertinentes a cada gênero (QUINN et al., 2005).  

Para auxiliar e confirmar a identificação de gêneros e espécies bacterianas, 

foi realizado o repique dos isolados em ágar cromogênico geral Accumat®,para 

identificação de Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae. 

A confirmação de S. aureus foi realizada por polymerase chain reaction 

(PCR), a partir da amplificação do gene nuc, codificador da nuclease termoestável e 

do gene femA, Factor Essential for Methicillin Resistance , conforme protocolo 

estabelecido por Yang et al. (2007) e Dias (2011) (Tabela 1).  

 

Tabela 1 - Primers e reações para a confirmação de Staphylococcus aureus isolados de leite com 
mastite bovina em propriedades no interior do estado de Mato Grosso. 

Genes Primers no sentido 5’-3’ 
 

Ciclos Produto (pb) Referências 

nuc GCGATTGATGGTGATACGGTT 

AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 

94°C/1min, 32 ciclos: 

94°C/30s, 52°C/30s e 

72°C/1,5min 

279 

Yang et al. 

(2007) 

femA 

 

AAAAAAGCACATAACAAGCG 

GATAAAGAAGAAACCAGCAG 

94°C/5 min, 40 

ciclos:94°C/30s, 

57°C/30s e 72°C/30s 

72°C/4 min 

132 

Dias (2011) 

 

Para a extração de DNA, utilizou-se o kit comercial Bio Gene Extração de 

gDNA (Quibasa®) de acordo com as instruções do fabricante. A reação de PCR foi 

preparada com um volume total de 25μL, utilizando S. aureus ATCC 25923 como 

controle positivo da reação e H2O free como controle negativo.  

Os produtos das reações de PCR foram analisados por eletrofose em gel de 

agarose 2%, corados com GelRed®. Como padrão foi utilizado marcador de DNA de 

100pb. 

A confirmação do gênero e a identificação quanto à espécie dos isolados de 
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Bacillus spp. foi realizada por cromatografia gasosa, através do Sistema de 

Identificação Microbiana MIDI Sherlock®, com base em suas composições de 

membrana celular, levando em consideração tanto os ácidos graxos identificados 

como a sua abundância relativa.  

 

4.2.3 Perfil de resistência 

 

O perfil de resistência dos isolados, foi determinado através do método de 

difusão em placas de ágar Mueller Hinton conforme descrito por Bauer et al. (1966). 

Os isolados foram reativados no caldo BHI, incubados a 37ºC até obtenção de 

turvação conforme a escala 0,5 de Mac Farland, em seguida foi adicionado 10µL desta 

cultura, semeados em placas de Petri contendo ágar Mueller Hinton, com auxílio de 

swab. Logo após, foram aplicados os discos (Sensidisc - DME® / Sensifar-Vet – 

Cefar®) impregnados com as drogas antimicrobianas, amoxicilina 10µg, ampicilina 

10µg, sulfametoxazol 23,75µg + trimetoprima 1,25µg (25µg), gentamicina 10µg, 

enrofloxacina 05µg, cefalexina 30µg, ceftiofur 30µg; sendo estes agentes 

antimicrobianos usados no tratamento da mastite bovina nas propriedades onde foram 

realizadas as coletas. Após incubados a 37ºC por 24 horas, foi realizada a leitura dos 

halos, onde os resultados foram interpretados com base nos critérios do Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015, 2018, 2020) e Brazilian Committe on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCast, 2021). A interpretação do tamanho do 

halo de inibição para Bacillus spp. foi segundo o trabalho de Behravan e Rangsaaz, 

(2004) e do antimicrobiano amoxicilina para os isolados Staphylococcus spp. e 

Streptococcus spp. foi usado o trabalho de Freitas et al. (2018), enquanto o trabalho 

de Silva (2015) foi utilizado como referência para Nocardia spp. Houve a necessidade 

de buscar diferentes documentos, os quais foram acima citados, para a interpretação 

dos halos de inibição dos antimicrobianos utilizados, por não haver dados suficientes 

em uma única referência para todas as bactéria isoladas.  
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.3.1 Ocorrência de Mastite  

 

Observou-se que a propriedade localizada no município de Campo Verde 

apresentou menor ocorrência da mastite proporcionalmente ao número de animais 

(Tabela 2), porém maior percentual de mastite clínica, e um maior número de tetos 

afetados por animal frente às demais propriedades. 

 

Tabela 2 - Ocorrência de mastite bovina em três propriedades do interior do estado de Mato Grosso. 

 Animais   Tipo de Mastite (%) 

Município/Propriedade examinados Mastite 

(%) 

  

Clínica  

 

Subclínica 

Cáceres - MT 42 10 

(23,80) 

 0 

(0) 

10 

(23,80) 

Araputanga - MT 52 10 

(19,23) 

 1 

(1,92) 

9 

(17,31) 

Campo Verde - MT 60 11 

(18,33) 

 5 

(8,33) 

6 

(10) 

Total 154 31  6 25 

 

Sabe-se que os animais da propriedade de Campo Verde são da raça 

Holandesa, raça de maior produção de leite e menor adaptabilidade a diferentes 

climas e sistemas de produção; e nas propriedades de Araputanga e Cáceres, os 

rebanhos são mestiços formados pela raça girolando 3/4 e 5/8, respectivamente. O 

bovino mestiço girolando apresenta maior adaptabilidade a diferentes climas e 

sistemas de produção, além de menor predisposição à mastite (SANTANA, 2018).  

Além disto, tal propriedade ainda realizava medida preventiva, fornecendo 

suplemento homeopático na ração dos animais, e o uso de antimicrobianos para 

tratamento era realizado de maneira reduzida. Infere-se que o maior percentual de 

mastite clínica e tetos acometidos por animal nesta propriedade poderia estar 

associada à conduta de tratamento tardio. 

Embora o aceitável seja que uma propriedade leiteira apresente uma 

porcentagem de animais com mastite menor que 2% para mastite clínica, e menor que 

15% para mastite subclínica (MULLER, 2002), foi observado valores maiores nas 

propriedades estudas. 

Um estudo realizado no município de Nova Santa Helena (MT), com 408 
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vacas amostradas, 62 (15,19%) foram diagnosticadas com mastite subclínica (LIMA 

et al., 2013). Em um outro estudo em propriedades leiteiras da microrregião de Cuiabá 

(MT), onde 108 animais foram amostrados, 92 (85,2%) apresentaram mastite em pelo 

menos um quarto mamário (MARTINS et al., 2010). Silva et al. (2017), trabalhando 

com um rebanho no município de Carlinda (MT), onde há uma maior produção leiteira 

em relação aos demais municípios do estado de MT, registrou uma prevalência de 

87,5% para mastite. 

Em rebanhos leiteiros de propriedades da região Noroeste Paulista, 30,5% 

apresentaram mastite de um total de 239 vacas em lactação (PINTO et al., 2021). No 

estado de Minas Gerais, maior produtor de leite no Brasil, com uma participação de 

27,1% da produção nacional (INSTITUTO..., 2021), foi relatada a maior prevalência 

de mastite nos rebanhos. Entre os estudos de MG, Cunha et al. (2016) avaliou 617 

animais de 44 rebanhos leiteiros em propriedades de médio e pequeno porte na região 

de Viçosa (MG), revelando uma prevalência média de mastite subclínica de 55,4%. 

 

4.3.2 Isolados obtidos 

 

Dentre os gêneros identificados, Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. 

apresentaram maior frequência (Tabela 3). Os isolados de S. aureus foram 

confirmados por PCR pela presença dos genes femA e nuc, sendo a espécie 

bacteriana de maior frequência. A detecção do gene femA é importante como 

estratégia de monitoramento do padrão de resistência à meticilina, uma vez que a 

transmissão de S. aureus resistente à meticilina pode causar sérios problemas entre 

humanos e animais (NEAMAH et al., 2019). 

  



40 

Tabela 3 - Frequência dos isolados bacterianos identificados de mastite em rebanhos de bovinos 
leiteiros dos municípios de Cáceres, Araputanga e Campo Verde, estado de Mato Grosso. 

Bactérias Frequência 

 n (%) 

Staphylococcus spp. 

Staphylococcus aureus 

13 

06 

43,33 

20 

Streptococcus spp. 

Streptococcus agalactiae 

01 

02 

3,33 

6,66 

Bacillus spp. 

Bacillus cereus 

01 

02 

3,33 

6,66 

Corynebacterium bovis 02 6,66 

Enterococcus spp. 01 3,33 

Listeria spp. 01 3,33 

Nocardia spp. 01 3,33 

Total 30 100 

n = número de isolados. 

 

Nas propriedades pertencentes os municípios de Araputanga e Cáceres, os 

isolados de Staphylococcus spp. corresponderam a 60% (03/05) e 44,45%(04/09), 

enquanto S. aureus foram 40% (02/05) e 44,4% (04/09) respectivamente, sendo 

isolado apenas um Streptococcus spp. na propriedade de Cáceres; nestas, houve um 

maior percentual de mastite subclínica quando comparadas à propriedade de Campo 

Verde.  

Observou uma maior diversidade bacteriana no leite obtido de animais com 

mastite da propriedade de Campo Verde, onde foi identificado: 6,25% de 

Enterococcus spp. (01/16), 12,5% de Corynebacterium bovis (02/16), 6,25% Bacillus 

spp. (01/16), 12,5% B. cereus (02/16), 6,25% Listeria spp. (01/16), 6,25% Nocardia 

spp. (01/16), 12,5% Streptococcus agalactiae (02/16) e 50% Staphylococcus 

spp.(06/16). Sabe-se que em todas as propriedades as amostras de leite foram 

coletadas da mesma forma, seguindo procedimentos de coleta de acordo com 

(DOHOO et al., 2011), acondicionadas e manipuladas igualmente. 

A identificação das bactérias isoladas de mastite dos rebanhos bovinos 

estudados por propriedade encontra-se no material suplementar 1. 

Nas três propriedades leiteiras avaliadas, S. aureus mantem-se como 

principal agente isolado de mastite bovina. Assim como os resultados encontrados, 

vários estudos apontam S. aureus como principal patógeno associado à mastite 

bovina (TEIXEIRA et al., 2014; COSTA et al., 2018; FREITAS et al., 2018; GIARDINI 
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et al., 2016).  

Trabalhos realizados em propriedades leiteiras localizadas na microrregião de 

Cuiabá (MT), verificaram uma maior prevalência de bactérias do gênero 

Staphylococcus (MARTINS et al., 2006, 2010). Em propriedades localizadas no 

município de Cáceres, Almeida et al. (2022) encontrou maior contaminação por S. 

aureus, 56,81% (50/88) entre os isolados de amostras de leite cru provenientes de 

tanques de resfriamento.  

No estudo realizado em Minas Gerais por Teixeira et al. (2014), das 251 

amostras de leite cru analisadas em cinco microrregiões produtoras de leite de Minas 

Gerais (Central Mineira, Noroeste de Minas, Vale do Mucuri, Região Metropolitana, 

Vale do Rio Doce) foi possível obter 278 colônias, sendo 100% destas identificadas 

como S. aureus utilizando métodos fenotípicos, microbiológicos e pela presença do 

gene femA (TEIXEIRA et al., 2014). No presente trabalho dois S. aureus identificados 

pelo gene nuc não apresentaram femA (meticilina resistente). 

A maior frequência de S. aureus também pôde ser observada em outras 

regiões do país, como no nordeste do Brasil, com 48% de S. aureus dentre os 

microrganismos identificados, e no Rio Grande do Sul com 90% da espécie S. aureus 

entre os isolados do gênero Staphylococcus (COSTA et al., 2018; FREITAS et al., 

2018). 

Estudos sobre a etiologia da mastite em outros países, como Estados Unidos 

da América (EUA), Índia, Turquia e Quênia também descrevem a maior frequência de 

Staphylococcus spp. (SAGLAM, 2017; MBINDYO, 2020; KRISHNAMOORTHY, 2021).  

Os gêneros Streptococcus spp., Bacillus spp., Corynebacterium spp., 

Enterococcus spp., Listeria spp. e Nocardia spp. foram menos frequentes entre os 

isolados obtidos no presente trabalho e já foram descritos na literatura como 

patógenos em infecções intramamárias bovinas (HEIKKILA et al., 2018; SUMON et 

al., 2020). Apesar da menor frequência destas bactérias como agentes causadores 

de mastite, estes patógenos não devem ser negligenciados, uma vez que também 

estão associados ao comprometimento da qualidade e alteração de componentes do 

leite, além de poder causar danos à saúde humana (CONDAS et al., 2013; 

VEYSSEYRE et al., 2015). 

Após a identificação de três isolados do gênero de Bacillus spp. por 

características morfológicas, tintoriais e bioquímicas, foi realizada a identificação da 

espécie utilizando o sistema MIDI. Dois isolados de Bacillus spp. (isolado 1 e 2) foram 
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identificados pelo índice de similaridade como B. cereus, e o isolado 3 apresentou hit 

de similaridade alto com B. cereus e B. thuringiensis, não sendo possível discernir 

entre estas duas espécies pelo método utilizado (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Confirmação de isolados de Bacillus spp. de acordo com banco de dados do sistema 
SHERLOCK® e a biblioteca RTSBA6 6,21. 

Bacillus sp. Índice de similaridade Nome de entrada – Biblioteca RTSBA6 6,21 

Isolado 1* 0.794 Bacillus-cereus-GC subgroup A  

0.605 Bacillus-thuringiensis-israelensis  

0.477 Bacillus-thuringiensis-kurstakii  

Isolado 2* 0.749 Bacillus-cereus-GC subgroup A  

0.657 Bacillus-cereus-GC subgroup B  

0.530 Bacillus-thuringiensis-kurstakii  

Isolado 3  0.791 Bacillus-thuringiensis-kurstakii  

0.777 Bacillus-cereus-GC subgroup A  

0.726 Bacillus-thuringiensis-israelensis  

* Isolados identificados como Bacillus cereus. 

Veysseyre et al. (2015) descreveu Bacillus spp. relacionados a problemas de 

saúde em humanos, como doenças gastrintestinais e até mesmo como causador de 

infecções em outros sistemas, podendo levar a óbito. Este gênero é pouco 

documentado como agente causador de mastite, sendo B. cereus a espécie mais 

prevalente e normalmente como agente oportunista. Apesar da baixa incidência, os 

danos ao tecido mamário e ao animal podem ser severos (SCHEIFER et al., 1976; 

RADOSTITS et al., 2002; BETTANIN et al., 2019). 

 

4.3.3 Perfil de resistência 

 

Nenhum dos isolados testados foi resistente à enrofloxacina, e a maior 

resistência pôde ser observada nos isolados de S. aureus e B. cereus às 

aminopenicilinas (ampicilina e amoxicilina) e sulfametoxazol + trimetoprima. Estes 

antimicrobianos estão presentes em duas classes, e são amplamente utilizados para 

o tratamento da mastite nas propriedades onde as amostras foram coletadas (Figura 

2).  
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Figura 2 - Perfil de resistência de bactérias isoladas de mastite bovina nos municípios de Cáceres, 
Araputanga e Campo Verde, no estado de Mato Grosso. 

 

 

Apesar de S. aureus apresentar a maior frequência (Tabela 3) frente as 

demais espécies de bactérias isoladas, a resistência individual destes isolados foi a 

um número reduzido de antimicrobianos, ainda que tenha sido detectado o gene femA 

na maioria destes isolados. A presença de cepas resistentes à meticilina (MRSA), pela 

presença do gene femA, é foco de vários estudos, sendo preocupante em termos de 

saúde pública, pois estão comumente relacionadas a infecções hospitalares, 

especialmente nas unidades de terapia intensiva -UTI (CAVALCANTI et al., 2006).  

 Dentre as quatro classes de antimicrobianos testadas, 83,33% de S. aureus 

apresentaram resistência somente às penicilinas (ampicilina e amoxicilina), dois foram 

resistentes a β-lactâmicos e sulfonamidas, enquanto um isolado apresentou 

resistência à três classes de antimicrobianos ( β-lactâmicos, sulfonamidas e 
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aminoglicosídeos), sendo condizente com um isolado multirresistente segundo 

Magiorakos et al. (2012). Os perfis de resistência para cada isolado encontram-se no 

material suplementar.  

Um maior percentual de S. aureus resistentes às penicilinas foi encontrado 

também em isolados de mastite em vacas de Alagoas, Bahia e Pernambuco, onde 

observou-se que dos 161 isolados de S. aureus identificados, 77,6% apresentaram 

resistência à amoxicilina, 67,7% à ampicilina, 1,2% à gentamicina, enquanto nenhum 

apresentou resistência à sulfametoxazol + trimetoprima (SANTOS, 2018).  

Resultados semelhantes relacionados à resistência por B. cereus 

apresentados nesta pesquisa foram descritos por Molina e Rivadeneira (2008). Em 

uma amostragem realizada em 20 propriedades de gado leiteiro do Equador, dos 294 

isolados estudados, apenas um foi identificado como B. cereus, apresentando 

resistência a quase todos os antibióticos testados (cefalexina, cloxacilina, penicilina, 

sulfametoxazol/trimetoprima, amoxicilina e ácido clavulânico), exceto para 

enrofloxacina e tetraciclina. 

Visto que, o estado de Mato Grosso objetiva uma melhor posição quanto a 

pecuária leiteira nacional; estudos como este, e que visem entender o perfil das 

propriedades produtoras de leite do estado devem ser incentivados, na tentativa de 

minimizar os problemas que possam estar relacionados a uma baixa qualidade e 

quantidade do produto, ou mesmo melhorar o processo operacional nestas 

propriedades. Dado que o estado possui uma grande área de pastagem e uma 

topografia favorável à pecuária de corte, Mato Grosso também tem potencial para 

ocupar uma posição de maior destaque no cenário da pecuária leiteira nacional, 

alavancando o setor e contribuindo para a geração de empregos. 

 

4.4 CONCLUSÃO 

 

A ocorrência de mastite entres os animais das propriedades amostradas ficou 

acima dos níveis ideais, sendo S. aureus principal causador da mastite nos rebanhos 

estudados. Apesar dos dados apontarem um perfil de resistência relativamente baixo, 

quando comparado a outras regiões leiteiras no Brasil, os isolados de Bacillus, gênero 

bacteriano não comumente isolados de leite mastítico, apresentaram maior resistência 

frente as demais bactérias frequentemente isoladas de mastite bovina. Informações 

como as descritas por este trabalho podem se tornar preditivos para implementação 
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de medidas de controle e tratamento dessa enfermidade em rebanhos, minimizando 

as perdas e auxiliando numa melhor posição no ranking da pecuária leiteira. 
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MATERIAL SUPLEMENTAR I 

Quadro 1 - Antibiograma realizado de isolados obtidos de propriedades leiteiras do estado de Mato Grosso. 

Discos antimicrobianos Sensidisc - DME® / Sensifar-Vet – Cefar®. Perfis de resistência determinados de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI, 2015, 2018, 2020) e Brazilian Committe on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCast 2021); para Bacillus sp. segundo Behravan e Rangsaaz, (2004), 

amoxicilina para os isolados Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. Freitas et al. (2018), e Silva (2015) para Nocardia sp. - não houve avaliação de perfil 

resistência para isolado/antimicrobiano por falta de padrões definidos. 

  

ISOLADO MUNICÍPIO 

ANTIMICROBIANOS 
µg 

Β- lactâmicos Aminoglicosídeo Fluoroquinolona Sulfonamida 

Ampicilina 
10 

Amoxicilina 
10 

Cefalexina 
30 

Ceftiofur 
30 

Gentamicina 
10 

Enrofloxacina 
5 

Sulfametoxazol/ 
Trimetoprima 25 

1- Listeria spp. Campo verde  - - Sensível - - - Resistente 

2- Corynebacterium bovis Campo verde  - - Sensível - Resistente - - 

3- Staphylococcus spp. Campo verde  Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível 

4- Streptococcus agalactie Campo verde  Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Intermediário 

5- Streptococcus agalactie Campo verde  Resistente Resistente Sensível Sensível Sensível Sensível Intermediário 

6- Staphylococcus spp. Campo verde  Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível 

7- Staphylococcus spp. Campo verde  Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível 

8- Staphylococcus spp. Campo verde  Resistente Resistente Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível 

9- Nocardia spp. Campo verde  - - - - - - Sensível 

10- Enterococcus spp. Campo verde  Sensível Sensível Sensível - - - - 

11- Staphylococcus spp. Campo verde  Sensível Sensível Sensível Sensível Resistente Sensível Sensível 

12- Bacillus cereus Campo verde  Resistente Resistente Resistente Resistente - - Resistente 

13- Bacillus cereus Campo verde  Resistente Resistente Resistente Resistente - - Resistente 

14- Bacillus spp. Campo verde  Resistente Resistente - - - - - 

15-Staphylococcus spp. Campo verde  Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível 

16- Corynebacterium 
bovis 

Campo verde  - - Sensível - Sensível - - 

17- Staphylococcus 
aureus 

Cáceres Resistente Resistente Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível 

18- Staphylococcus 
aureus 

Cáceres Resistente Resistente Sensível Sensível Resistente Sensível Resistente 

19- Staphylococcus 
aureus 

Cáceres Resistente Resistente Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível 

20- Staphylococcus spp. Cáceres Resistente Resistente Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível 



52 

Quadro 1 (Cont.) - Antibiograma realizado de isolados obtidos de propriedades leiteiras do estado de Mato Grosso.  

Discos antimicrobianos Sensidisc - DME® / Sensifar-Vet – Cefar®. 
Perfis de resistência determinados de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015, 2018, 2020) e Brazilian Committe on Antimicrobial 
Susceptibility Testing (BrCast 2021); amoxicilina para os isolados Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. Freitas et al. (2018). 

 

ISOLADO MUNICÍPIO 

ANTIMICROBIANOS 

µg 

Β- lactâmicos Aminoglicosídeo Fluoroquinolona Sulfonamida 

Ampicilina 

 10 

Amoxicilina 

10 

Cefalexina 

30 

Ceftiofur 

30 

Gentamicina 

10 

Enrofloxacina 

5 

Sulfametoxazol/ 

Trimetoprima 

25 

21- Staphylococcus spp. Cáceres Resistente Resistente Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível 

22- Staphylococcus spp. Cáceres Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível 

23- Streptococcus spp. Cáceres Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível 

24- Staphylococcus aureus Cáceres Resistente Resistente Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível 

25- Staphylococcus spp. Cáceres Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível 

26- Staphylococcus aureus Araputanga Resistente Resistente Sensível Sensível Sensível Sensível Resistente 

27- Staphylococcus aureus Araputanga Resistente Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Resistente 

28- Staphylococcus spp. Araputanga Resistente Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível 

29- Staphylococcus spp. Araputanga Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível 

30- Staphylococcus spp. Araputanga Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível Sensível 



5 CAPÍTULO 3 - ARTIGO 2 - POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE SUBSTÂNCIAS 

BIOATIVAS EM BACILLUS CEREUS ISOLADOS DE MASTITE BOVINA 
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Potencial antimicrobiano de substâncias bioativas em Bacillus cereus isolados 

de mastite bovina. 

 

RESUMO 

 
ALVES, T. C. S. Potencial antimicrobiano de substâncias bioativas em Bacillus 
cereus isolados de mastite bovina. 2022. Tese (Doutorado Biociência Animal) – 
Universidade de Cuiabá, Cuiabá, 2022. 
 
Bacillus cereus é uma bactéria gram-positiva, aeróbio facultativa e formadora de 
esporos. Pode ser isolada em grande variedade de alimentos, sendo responsável por 
surtos de intoxicação alimentar; e em ambiente hospitalar causando infecções 
nosocomiais. Apesar de pouco documentada como agente causador da mastite 
bovina, cepas multirresistentes podem se tornar um problema de saúde pública, visto 
estar relacionado a toxinfecções alimentares. Neste contexto, o objetivo deste trabalho 
foi caracterizar Bacillus cereus isolados de mastite bovina quanto a presença de genes 
de virulência, a formação de biofilmes, e avaliar o potencial antimicrobiano de 
substâncias bioativas extraídas de plantas frente a estes isolados. Para dois isolados 
(Bacillus cereus 1 e 2) resistentes à ampicilina, amoxicilina, sulfametoxazol + 
trimetoprima, cefalexina e ceftiofur, foi avaliado o  perfil de virulência por PCR através 
da amplificação dos genes para hemolisina (hblA, hblC, hblD), citotoxina K, cereulida,  
regulador pleiotrópico e enterotoxina não hemolítica. A  concentração inibitória 
mínima, concentração bactericida mínima e a produção de biofilmes foram avaliadas 
por densidade ótica, e  as associações entre as substâncias bioativas com os 
antimicrobianos pelo teste de Checkboard. Os dois isolados apresentaram genes para 
hemolisina (hblA, hblC, hblD), além da citotoxina K, cereulida e regulador pleiotrópico. 
A CIM e CBM da substância bioativa 7-epiclusianona sobre B. cereus 1 foi de 
1,95μg/mL e 3,9μg/mL para B. cereus 2. A CIM da gutiferona-A para B. cereus 1 e 2 
corresponderam a 7,81μg/mL e 15,62μg/mL, respectivamente, também apresentando 
ação bactericida. Os testes de interação entre antimicrobianos e substâncias bioativas 
revelaram um sinergismo significativo da 7-epiclusianona e gutiferona-A quando 
associadas aos antimicrobianos ampicilina e amoxicilina; resultando também na 
redução da produção de biofilme pela associação da gutiferona-A com ampicilina. Os 
resultados demonstram o potencial antimicrobiano dos bioativos 7-epiclusianona e 
gutiferona-A, frente a associação com ampicilina e amoxicilina, indicado uma ótima 
perspectiva para o tratamento da mastite bovina causada por B. cereus. 
 
Palavras-chave: Bactéria. Gutiferona-A. Leite. Ruminante. Sinergismo. 7-
epiclusianona. 
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ABSTRACT 

 
ALVES, T. C. S. Antimicrobial potential of bioactive compounds in Bacillus 
cereus isolates of bovine mastitis. 2022. Thesis (Animal Bioscience Doctorate) – 
University of Cuiabá, Cuiabá, 2022 
 
Bacillus cereus is a gram-positive, spore-forming, and facultatively aerobic bacteria. It 
can be isolated from a wide variety of foods, being responsible for outbreaks of food 
poisoning; and, in a hospital setting, it begets nosocomial infections. Although poorly 
documented as a causing agent of bovine mastitis, multi-resistant strains can become 
a public health issue, since they are associated with foof poisoning. In this context, this 
work aimed to characterize Bacillus cereus isolates from bovine mastitis regarding the 
presence of virulence genes, biofilm formation, and evaluate the antimicrobial potential 
of bioactive substances extracted from plants against these isolates on these bacteria. 
In two isolates (Bacillus cereus 1 e 2) resistant to ampicillin, amoxicillin, 
sulfamethoxazole + trimethoprim, cephalexin, and ceftiofur, it was evaluated the 
virulence profile by PCR through the amplification of hemolysin genes (hblA, hblC, 
hblD), cytotoxin K, cereulide, pleiotropic regulator and non-hemolytic enterotoxin. The 
minimum inhibitory concentration, the minimum bactericidal concentration, and the 
biofilm production were evaluated by optical density, and the interactions between 
bioactive substances and antimicrobials by the Checkerboard test. Both isolates 
presented genes for hemolysin (hblA, hblC, hblD) in addition to the cytotoxin K, 
cereulide, and pleiotropic regulator. The MIC and MBC of the bioactive substance 7-
epiclusianone on B. cereus 1 was of 1,95μg/mL and 3,9 μg/mL for B. cereus 2. The 
MIC of the guttiferone-A for B. cereus 1 and 2 corresponded to 7,81 μg/mL and 15,62 
μg/mL respectively, also presenting bactericidal action. In the interaction tests between 
antimicrobials and bioactive compounds, the 7-epiclusianone and the guttiferone-A 
exhibited significant synergism when associated with ampicillin and amoxicillin; also, 
resulting in the reduction of the biofilm production by the association of guttiferone-A 
with ampicillin. These results demonstrated the antimicrobial potential of the bioactives 
7-epiclusianone and guttiferone-A against the association with ampicillin amoxicillin, 
indicating a great perspective for the treatment of bovine mastitis caused by B. cereus.  
 
Keywords: Bacteria. Guttiferone-A. Milk. Ruminant. Synergy. 7-epiclusianone. 
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5.1 INTRODUÇÃO 

 

Bacillus cereus é um bacilo Gram-positivo, formador de esporos, aeróbio 

facultativo, amplamente distribuído no ambiente. Esta bactéria mesófila se desenvolve 

em condições de temperatura moderada, variando entre 10°C e 45°C, sendo que a 

temperatura ótima de crescimento está entre 28°C e 35°C (DROBNIEWSKI, 1993; 

JAY, 2005). 

A grande capacidade de resistência dos endósporos formados por Bacillus 

spp. favorece sua resistência a agentes químicos e físicos, altas temperaturas, 

variação de pH e sanitizantes; possibilitando seu crescimento e persistência em 

diferentes nichos (STENFORS et al., 2008). 

Devido à sua resistência a variações de temperatura, B. cereus pode ser 

isolado em uma grande variedade de alimentos processados, incluindo leite e 

derivados lácteos, inclusive leite UHT e leite pasteurizado, tornando-se uma grande 

preocupação na indústria de laticínios, mesmo que comumente encontrados em níveis 

aceitáveis em termos de saúde pública (menos de 102 UFC/g). Produtos lácteos 

contaminados com B. cereus podem ser potencialmente perigosos para o consumo 

humano, uma vez que a exposição a temperaturas inadequadas pode comprometer a 

conservação do alimento, favorecendo a multiplicação destes microrganismos a níveis 

significativos (acima de 105 UFC/g), predispondo à intoxicação alimentar, ocasionando 

síndrome emética e síndrome diarreica (PAIVA, 2009; CHAVES et al., 2017). A 

instrução normativa N° 60 (23/12/2019) estabelece normas para a presença de 

bactérias aeróbicas mesófilas em produtos lácteos em pó, incluindo leite, compostos 

lácteos, soro de leite e concentrados proteicos de leite ou de soro não deve ter mais 

que 3x104 UFC/mL (BRASIL, 2019). 

Além das doenças gastrintestinais B. cereus tem sido descrito frequentemente 

como agente causador de infecções nosocomiais em pacientes imunocomprometidos, 

por se tratar de cepas altamente patogênicas possuindo semelhanças ao B. anthracis, 

ocasionando quadros de infecções pulmonares progressiva semelhante ao antraz, 

uma vez que estas cepas de B. cereus possuíam plasmídeo de virulência pXO1 que 

codifica a toxina letal do B. anthracis (HOFFMASTER et al., 2004; AVASHIA et al., 

2007; YAMADA et al., 2019; ODA et al., 2020). 

Muitas vezes, ao ser isolado em uma amostra clínica, B. cereus é considerado 

um contaminante pouco significante; porém esta bactéria tem sido descrita como 
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causadora de várias condições clínicas, como surtos de bacteremia, endoftalmite, 

sepse fulminante, infecções devastadoras do sistema nervoso central, endocardite, 

acometendo preferencialmente indivíduos imunossuprimidos, usuários de drogas 

intravenosas e recém-nascidos (MANICKAM et al., 2008; BOTTONE, 2010; 

SASAHARA et al., 2011; YAMADA et al., 2019). 

Pesquisas vem sendo realizadas para identificar a presença de genes 

responsáveis pela produção de toxinas por B. cereus, como cereulida (clo), hemolisina 

BL (hbL), enterotoxina não hemolítica (Nhe), citotoxina K (cytk); considerando que a 

produção de muitas destas toxinas está diretamente relacionada ao fator de 

transcrição PlcR que controla a transcrição de pelo menos 15 genes que codificam a 

expressão de fatores de virulência. Estudos revelam que a ação pleiotróprica de PlcR 

requer PapR, formando o sistema PlcR-PapR; de extrema relevância para 

patogenicidade bacteriana, pois dificulta a resposta imediata relacionada à imunidade 

inata do hospedeiro (SALAMITOU et al., 2000; POMERANTSEV et al., 2003; GOHAR 

et al., 2008; ODA et al., 2020). 

Embora B. cereus seja pouco documentado como agente causador da mastite 

bovina e considerado um patógeno incomum, atuando como oportunista, muitas vezes 

associado a contaminações cirúrgicas e a lesões nos tetos, este pode causar uma 

mastite gangrenosa e hiperaguda, acarretando secreções anormais pelas glândulas 

mamárias, um grau muito acentuado de dano tecidual, levando à necrose do tecido 

mamário e até mesmo o óbito do animal (SCHEIFER et al., 1976; PARKINSON et al., 

1999; RADOSTITS et al., 2002; BETTANIN et al., 2019). 

Em alternativa a resistência de patógenos humanos e animais à diferentes 

classes de antimicrobianos, várias pesquisas têm sido desenvolvidas com substâncias 

extraídas de plantas originárias da biodiversidade da flora brasileira, avaliando suas 

atividades farmacológicas, sobretudo ações anti-inflamatórias, antineoplásica, anti-

hipertensiva, antiarrítmica, analgésica e antimicrobiana. Vários compostos bioativos 

tornaram-se candidatos ao desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos 

(BARROS et al., 2017; MAIA et al., 2018; CORREA, 2018); contribuindo na diminuição 

do uso de antimicrobianos tradicionais e consequentemente na resistência bacteriana, 

fato este que vem alarmando o mundo. 

A mangiferina é um composto polifenólico comumente encontrado na casca, 

frutos e folhas, da manga Mangifera indica L. (PAN et al., 2018). O uso da mangiferina 

interrompe consideravelmente a resposta inflamatória, além de possuir atividades 
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antiproliferativa, antioxidativa e anti-carcinogênica (ZHANG; YUE, 2016). 

Pesquisas anteriores avaliaram a atividade antibacteriana do β-cariofileno 

contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de potencializar a ação de 

antimicrobianos reduzindo as chances de resistência (GOREN et al., 2011; DAHHAM 

et al. 2015; SELESTINO et al., 2017; SANTOS et al., 2021). 

Trabalhos de triagem para a busca de moléculas bioativas provenientes de 

plantas brasileiras, isolou a partir do extrato dos frutos da Garcinia brasiliensis 

(Bacupari) uma benzofenona poliprenilada a gutiferona A A (gut-A) e outra distinta das 

gutiferonas a 7-epicluclusianona (7-epi), demonstrando atividade leishmanicida 

significativa para estas duas biomoléculas (SANTOS et al., 1999; PEREIRA et al., 

2010). Em outro estudo, a gutiferona A foi isolada do extrato etanólico das sementes 

dessa planta e os resultados apontaram que esta molécula bioativa possui ação 

antimicrobiana mais relevante sobre bactérias Gram-positivas como Staphylococcus 

aureus e B. cereus (NALDONI et al., 2009). 

Barros et al. (2017) e Maia et al. (2018) verificaram uma atividade 

antimicrobiana significativa sobre Streptococcus uberis e Streptococcus agalactiae 

isolados de mastite bovina para as substâncias gutiferona -A, 7-epiclusianona e seu 

complexo metálico 7-epiclusianona-cobre (7-epi-Cu). Os mesmos autores avaliaram 

a segurança destes bioativos e verificaram que estes não apresentaram efeitos 

citotóxicos sobre células epiteliais da glândula mamária bovina (MAC-T), mostrando-

se uma alternativa promissora para tratamento da mastite. 

O estudo da caraterização dos perfis de resistência aos antimicrobianos de B. 

cereus isolados de leite de animais com mastite é importante pois há poucos trabalhos 

na literatura tais como Schiefer et al. (1976), Parkinson et al. (1999), Molina e 

Rivadeneira (2008). 

Além disso, o número de bactérias de origem animal e/ou humana resistentes 

a antimicrobianos vem aumentando em proporções acima que a capacidade de 

desenvolvimento de novos antimicrobianos. Assim, observa-se a importância da 

avaliação do potencial antimicrobiano de substâncias extraídas de plantas que 

possam funcionar no tratamento ou mesmo como adjuvantes, aumentando as 

chances de sucesso do tratamento, além de contribuir com a diminuição da pressão 

seletiva causada pelo uso de antimicrobianos nas três esferas da saúde Única. 

Com base no exposto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar os 

fatores de virulência, verificar a formação de biofilmes, avaliar o potencial 
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antimicrobiano de substâncias bioativas extraídas de plantas, verificando as 

associações com antimicrobianos convencionais frente a isolados de B. cereus 

resistentes a antimicrobianos, obtidos a partir de amostras de leite de bovinos com 

mastite. 

 

5.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os dois Bacillus cereus (1 e 2) utilizados neste estudo, foram isolados de 

mastite bovina em uma propriedade leiteira de Campo Verde – Mato Grosso, 

identificados e tiveram o perfil de resistência determinado em estudo anterior, 

apresentando resistência à ampicilina, amoxicilina, sulfametoxazol + trimetoprima, 

cefalexina e ceftiofur (ALVES, 2022). 

 

5.2.1 Detecção de fatores de virulência 

 

A extração de DNA genômico dos isolados foi realizada com a utilização do kit 

Bio Gene Extração de gDNA - Quibasa® de acordo com as instruções do fabricante. A 

amplificação foi preparada através da reação com volume total de 25 μL. Como 

controle positivo foi utilizada a linhagem de B. cereus ATCC 14579 e controle negativo 

H2O free. As reações foram realizadas conforme descrito por Yang et al. (2005), 

Guinebretiere et al. (2006, 2010), Martinez-Blanch et al. (2009) e Lima (2019) 

apresentadas na Tabela 5. 
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Tabela 5 - Primers e reações para detecção de genes de virulência de Bacillus cereus isolados de 
mastite bovina. 

Genes 
(atividade) 

Primers no sentido 5’-3’ Ciclos Produto 
(pb) 

Referências 

hblA 
(Hemolisina) 

ATTAATACAGGGGATGGAGAAACTT 
TGATCCTAATACTTCTTCTAGACGCTT 
 

94°C/2 min, 
30 ciclos: 
95°C/30s, 

60°C/30s e 
72°C/45s, 
72°C/7 min 

237 
Yang et al. 

(2005) 

hblC 
(Hemolisina) 

CCTATCAATACTCTCGCAACACCAAT 
TTTTCTTGATTCGTCATAGCCATTTCT 
 

386 
Yang et al. 

(2005) 

hblD 
(Hemolisina) 

AGATGCTACAAGACTTCAAAGGGAAACTAT 
TGATTAGCACGATCTGCTTTCATACTT 

436 
Yang et al. 

(2005) 

Nhe 
(Enterotoxina 

não 
hemolítica) 

GTAAATGCTGCVGATAGYCAAAC 
GGCATVATRTTYCCTGCTGC 
 

94°C/2 min, 
30 ciclos: 
95°C/30s, 

60°C/30s e 
72°C/45s, 
72°C/7 min 

372 
Guinebretiere 
et al. (2010) 

Cytk 2 
(Citotoxina 

K) 

CAATCCCTGGCGCTAGTGCA 
GTGIAGCCTGGACGAAGTTGG 
 

94°C/5 min, 
30 ciclos: 
94°C/15s, 

57°C/30s e 
72°C/30s, 
72°C/7 min 

585 
Guinebretiere 
et al. (2006). 

clo 
(Cereulida O) 

CTGTAGCGAATCGTACGTATC 
TACTGCTCCAGCCACATTAC 
 

94°C/5 min, 
30 ciclos: 
94°C/30s, 

56°C/45s e 
72°C/45s, 
72°C/5 min 

185 
Martinez- 

Blanch et al. 
(2009) 

plcr 
(regulador 

pleiotrópico) 

CCCGATTCAATTCTGCTCAC 
TGCACGCAGAGAAATTAGGA 

94°C/2 min, 
40 ciclos: 
95°C/3s, 

60°C/30s e 
72°C/45s, 
72°C/7 min 

118 Lima (2019) 

 

Os produtos das reações de PCR foram analisados por eletrofose em gel de 

agarose 2%, corados com GelRed®. Como padrão foi utilizado marcador de DNA de 

100pb. 

 

5.2.2 Preparo dos antimicrobianos 

 

A solução de trabalho foi preparada no mesmo dia da utilização, sendo a 

concentração final de cada antimicrobiano foi 1mg/mL. Os antimicrobianos 

amoxicilinas, ampicilina, cefalexina e sulfametoxazol/trimetoprima foram diluídos em 

água estéril enquanto para a diluição do ceftiofur foi em água estéril + 20% de 

dimetilsulfóxido (DMSO) – Synth®. 
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5.2.3 Preparo das substâncias bioativas 

 

Foram utilizadas quatro substâncias bioativas: Mangiferina, β-cariofileno, 7-

epiclusianona, gutiferona-A. 

As soluções de trabalho foram preparadas a partir da adição de 500 µL de 

solvente DMSO e 1mg de amostra liofilizada de cada substância bioativa, e posterior 

adição de 500µL de tampão fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline - PBS), 

obtendo-se a padronização da concentração final de 1mg/mL a 50% de DMSO. Já a 

concentração testada para o β-cariofileno foi de 400mg/mL, uma vez que estudos 

anteriores utilizaram concentrações maiores que 1mg/mL, como nos testes realizados 

por Almeida et al. (2020) em diferentes microrganismos. 

 

5.2.4 Concentração Inibitória Mínima – CIM 

 

Este teste foi realizado pelo método da microdiluição, em placa de polietileno 

de 96 poços. Os isolados foram submetidos ao teste de sensibilidade aos 

antimicrobianos para a obtenção da CIM conforme CLSI M45 (2016). Para isso, a 

coluna 1 foi utilizada como controle positivo, recebendo 100μL de cultura de cada 

isolado (diluído a 1,0 x 105 UFC/mL), juntamente com 100μL de caldo BHI (Brain Heart 

Infusion Broth). O controle negativo foi depositado na coluna 12, com a adição apenas 

de 200μL de caldo BHI. Cada poço entre as colunas 3 e 11 recebeu 100μL de PBS, 

enquanto na coluna 2 foi adicionado 200μL de antibiótico na concentração de 1mg/mL, 

seguindo das diluições seriadas com volume de 100μL em cada poço (2 ao 11) com 

posterior homogeneização, sendo os últimos 100μL pipetados dos poços da coluna 

11 descartados.  

As placas de microtitulação foram incubadas em estufa de crescimento 

bacteriano, a 37°C por 24h, e o crescimento dos isolados foi avaliado em um aparelho 

leitor de ELISA calibrado a 550nm de comprimento de onda, e posteriormente com a 

utilização do corante resazurina para estimar a atividade antimicrobiana. Todos os 

procedimentos foram realizados em triplicata. 
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5.2.5 Concentração Bactericida Mínima – CBM 

 

Dos poços da placa de microtitulação utilizada para a determinação da CIM 

foram tomados 50µL e transferidos para uma nova placa, com auxílio de micropipeta. 

Cada poço da nova placa também recebeu 150µL de BHI. A placa foi incubada à 37°C 

por 24 horas. Após incubação, foi realizada leitura em aparelho leitor de ELISA a 550nm 

de comprimento de onda, e posteriormente acrescentando em cada poço 50µL de 

resazurina. Foi considerada a CBM a menor concentração onde não houve 

crescimento bacteriano.  

 

5.2.6 Interações entre antimicrobianos e substâncias bioativas 

 

Para a determinação da interação sinérgica, aditiva ou antagônica existente 

pela combinação de antimicrobianos tradicionais com as substâncias bioativas, foi 

utilizado o teste de sinergismo aplicando-se o método Checkerboard com adaptações 

(REUK-NGAM et al., 2014). As concentrações das soluções foram ajustadas para 4x, 

2x, 1x, 0,5x e 0,25x CIM. Cada teste foi montado em uma microplaca de polietileno 

estéril de 96 poços. Após a incubação a 37°C por 24 horas, as microplacas foram lidas 

em espectrofotômetro (D.O.550nm). Os testes de sinergismo foram realizados em 

triplicata. 

Para classificar as interações foi usado o índice fracional de concentração 

inibitória (FIC), o qual foi calculado através da seguinte equação: A/CIMA + B/CIMB = 

FICA + FICB = Índice FIC. Onde A e B são as CIM de cada antibiótico em combinação 

(em um único poço), e CIMA e CIMB são as CIM de cada substância individualmente. 

O valor do índice FIC é então usado para categorizar a interação dos dois antibióticos 

testados. Quando FIC <0,5 – sinergismo, FIC > 4 – antagonismo, FIC entre 0,5 e 4 - 

aditivo ou indiferente.  

 

5.2.7 Produção de biofilmes 

 

Os melhores resultados das associações, ou seja, associações sinérgicas, 

entre antimicrobianos e substâncias bioativas, foram usados para verificar a formação 

de biofilmes. 

Foi utilizada a metodologia proposta por Stepanović et al. (2007) e Moreira et 
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al. (2012) com modificações. Um volume de 230µL de cultura diluída a 1,0 x 108 

UFC/mL de Tryptone Soya Broth (TSB) + glicose 1% de cada isolado, juntamente com 

70µL de solução da associação substância bioativa com antimicrobianos, de acordo 

com as  concentrações sinérgicas do checkerboard, sendo ajustas para 4x, 2x, 1x, 

0,5x, 0,25x e 0,12x a concentração sinérgica para a combinação (antimicrobiano + 

substância bioativa) e para as substâncias bioativas isoladas as  soluções foram 

ajustadas para 1x, 0,5x, 0,25x, 0,12x, 0,06x e 0,03x a CIM para cada substância. Para 

o controle positivo foi empregado 230µL de cultura, adicionada de 70µL de água 

destilada, e como controle negativo utilizou-se 230µL de caldo TSB + glicose 1%, 

adicionado de 70µL de solução antimicrobiana/ substância bioativa. As placas foram 

incubadas a 37ºC por 24 horas e cada isolado foi testado em triplicata. Após a 

incubação, o conteúdo dos poços foi aspirado, e cada poço lavado três vezes com 

250μl de água destilada. Posteriormente foram adicionados 250μL de metanol, 

aguardando 15 minutos e após o descarte e a secagem da placa a camada de biofilme 

aderente formada em cada poço foi corada com 250μL de cristal violeta a 2% por 10 

minutos à temperatura ambiente. Logo após a placa foi enxaguada em água corrente 

até as lavagens eliminarem todo o excesso de corante. A placa foi seca à temperatura 

ambiente e adicionado 150μL de ácido acético a 33% por poço, em seguida tampada, 

aguardando 15 minutos. A leitura foi realizada utilizando um leitor de Elisa com 

absorbância à 550nm onde foram mensurados os valores de densidade óptica (DO) e 

a média aritmética das triplicatas foi calculada e comparadas às médias do controle 

esterilidade (DOc), desta forma, os B. cereus foram classificados quanto a produção 

de biofilme em não produtor (DO ≤ DOc), fraco produtor (DOc < DO ≤ 2 x DOc), 

moderado produtor (2 x DOc < DO≤ 4 x DOc) e forte produtor de biofilmes (4 x DOc < 

DO).  

A formação de biofilmes nas diferentes concentrações de 

antimicrobianos/bioativos foi avaliada comparando-se a densidade óptica do 

tratamento ao controle positivo. Os resultados foram apresentados como a média das 

repetições. Para comparação estatística das medidas de absorbância segundo os 

grupos avaliados utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis e, na presença de significância 

estatística, foi realizado também o teste post-hoc de Nemenyi para comparações 

pareadas com distribuição de Tukey para determinação do p-valor ajustado pelo 

método de Bonferroni visando identificar a localização da diferença estatística. Todas 

as análises estatísticas foram realizadas pelo software R 4.1.2 considerando nível de 
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significância de 5% no teste bicaudal.  

 

5.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.3.1 Fatores de virulência  

 

Foi possível observar o mesmo perfil de virulência para os dois isolados de B. 

cereus, ao amplificarem os fragmentos de DNA na reação de PCR correspondente a 

hemolisina BL (hbL), gene hblA, gene hblC, gene hblD; além da citotoxina K (Cytk), 

cereulida (clo) e regulador pleiotrópico (plcr). Mas esses isolados apresentaram 

resultados diferentes quanto aos testes de CIM, CBM, associações com 

antimicrobianos e formação de biofilme, sugerindo que possivelmente não se trata do 

mesmo isolado. Nenhum dos dois isolados amplificaram o gene que codifica a 

enterotoxina não hemolítica (Nhe). 

A produção destas enterotoxinas por B. cereus possui grande relevância, pois 

são responsáveis por desencadear intoxicação alimentar, sendo descritos surtos em 

várias partes do mundo. A síndrome diarreica ocorre pela ação de três enterotoxinas 

termolábeis, tais como: Hemolisina BL, Enterotoxina não hemolítica e Citotoxina K. 

Enquanto a Cereulida está associada a sintomas de náuseas e vômitos (BEECHER; 

MACMILLAN, 1991; AGATA et al., 1995; LUND; GRANUM, 1996; LUND et al., 2000). 

O ativador transcricional plcr permite a adaptação do B. cereus ao ambiente 

em que se encontra, possuindo grande importância na produção de biofilmes, além 

de controlar a produção de várias toxinas (enterotoxinas, hemolisinas) e enzimas 

(fosfolipases e proteases) (GOHAR et al., 2008). 

Owusu-Kwarteng et al. (2017) isolaram um total de 96 cepas de B. cereus de 

solos de pastagem de bovino e produtos lácteos, destes, 13% possuíam os três genes 

que codificam o complexo HBL de enterotoxina hemolítica (hblA, hblC e hblD), 25% 

demonstraram ausência dos genes HBL e 63% (60/96) dos isolados apresentavam 

pelo menos um dos três genes HBL, enquanto a presença do gene cytk foi 

correspondente a 75% dos isolados. No presente estudo, os dois isolados testados 

apresentaram quase todos os genes de fatores de virulência avaliados, exceto o gene 

de enterotoxina não hemolítica (Nhe). Comparando com o estudo de Owusu-Kwarteng 

et al. (2017), a porcentagem de genes de virulência nos dois isolados de B. cereus foi 

maior, este é um dado relevante não apenas para a saúde animal, mas também para 
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saúde pública, uma vez que o leite é um veículo de disseminação dessas toxinas como 

também do agente para humanos. 

Lima (2019), demonstrou que a expressão dos genes plcr, hblA, hblC, hblD, 

Cytk 2 por B. cereus persistiu ao longo de toda a shelf-life, após processo de 

pasteurização, sendo capaz de causar danos à saúde do consumidor além da 

formação de biofilmes. A presença de cepas de B. cereus codificadoras de 

enterotoxinas e resistentes aos antibióticos comumente utilizados, ressalta a grande 

importância do controle de qualidade durante o processamento do leite e seus 

derivados.  

 

5.3.2 Determinação de Concentração Inibitória Mínima e Concentração 

Bactericida Mínima 

 

O isolado 2 apresentou as CIM e CBM maiores que aos valores encontrados 

para o isolado 1, exceto para amoxicilina e sulfametoxazol/trimetoprima. As 

concentrações inibitórias encontradas pelo teste (Tabela 6), foram elevadas; visto que 

as concentrações de 0.5µg/mL para ampicilina e 76/4µg/mL para Sulfametoxazol + 

Trimetoprima, correspondem à primeira faixa de resistência determinada pelo CLSI 

M45 (2016), enfatizando a resistência já apresentada pelo antibiograma. 

 

Tabela 6 - Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) de 
antimicrobianos utilizados no tratamento da mastite frente a isolados de Bacillus cereus. 

 

Antimicrobianos 

CIM e CBM 

Bacillus cereus 1 Bacillus cereus 2 

CIM (µg/mL) CBM(µg/mL) CIM(µg/mL) CBM(µg/mL) 

Amoxicilina 500  500 500 500 

Ampicilina 31,25 31,25 250 250 

Cefalexina 62,5 83,33 125 125 

Sulfametoxazol/Trimetoprima 250/13,2 500/26,4 250/13,2 500/26,4 

Ceftiofur 62,5 67,7 125 250 

 

Verificou-se que para atividade bactericida diante de B. cereus 1, necessitou 

de uma concentração maior que a CIM para a cefalexina, assim como apresentado 

também pelo sulfametoxazol/trimetoprima e ceftiofur, para ambos B. cereus. 

ERICKSON et al. (2014), demonstrou a degradação do ceftiofur pela bactéria 

B. cereus P41 após hidrólise por β-lactamase, sendo capaz de crescer na presença 
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de ceftiofur em uma concentração maior que 100μg/mL, corroborando com o 

encontrado para o isolado 2 deste estudo. Behravan e Rangsaaz (2004) avaliaram a 

atividade de β-lactamases (penicilinase e cefalosporinase) presente em B. cereus e 

observaram uma relação entre sua atividade máxima com temperatura e pH ideais.  

No caso das substâncias bioativas verifica-se o mesmo comportamento 

anterior, o isolado 2 apresentando a CIM e a CBM maior que o isolado 1 (Tabela 7). 

A concentração máxima que possibilitava uma diluição adequada dos bioativos foi de 

1mg/mL para os bioativos 7- epiclusianona (7-epi), gutiferona-A (gut-A) e mangiferina, 

e dentro da faixa testada (diluição seriada), não foi possível determinar o CIM e CBM 

exatos para mangiferina. 

 

Tabela 7 - Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) de 
substâncias extraídas de plantas frente Bacillus cereus isolados de mastite bovina. 

 

Dentre as substâncias bioativas utilizadas nesta pesquisa, gut-A e 7-epi 

apresentaram os melhores resultados como antimicrobianos contra B. cereus. 

Segundo Cos et al. (2006), valores de CIM abaixo de 25μg/mL para compostos 

isolados de plantas podem ser considerados relevantes. Também foi observada ação 

bactericida sobre B. cereus na presença de 7-epi e gut-A, conforme Hafidh et al. 

(2011), quando a CBM for igual a CIM a substância pode ser considerada bactericida. 

Pesquisas com extratos da mangueira, possuindo a mangiferina como 

composto majoritário, demonstraram a inibição do crescimento de bactérias gram 

positivas e negativas como Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli 

(RAJU et al., 2019; CARRILLOTÓMALA et al., 2020). Atividade antimicrobiana 

também foi demonstrada para óleo-resina de copaíba, especialmente o β-cariofileno; 

para S. aureus, S. epidermidis; e Staphylococcus coagulase-positiva multirresistentes 

(ZIECH et al., 2013; Almeida et al., 2020). Diferente destes estudos, a mangiferina e 

o β-cariofileno não apresentaram bons resultados como antimicrobianos para os 

isolados de B. cereus testados, visto que os resultados da CIM para as duas 

Bioativo 

CIM e CBM 

Bacillus cereus 1 Bacillus cereus 2 

CIM CBM CIM CBM 

7-Epiclusianona 1,95µg/mL 1,95µg/mL 3,9µg/mL 3,9µg/mL 

Gutiferona-A 7,81µg/mL 7,8µg/mL 15,62µg/mL 15,62µg/mL 

β- cariofileno 50mg/mL 50mg/mL 50mg/mL 50mg/mL 

Mangiferina ≥500µg/mL ≥500µg/mL ≥500µg/mL ≥500µg/mL 
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substâncias foram maiores que 25μg/mL. 

A atividade antimicrobiana das substâncias bioativas 7-epi e gut-A contra e B. 

cereus ATCC 11778, foram avaliadas anteriormente por Naldoni et al. (2009) com 

valores de CIM para 7-epi, 0,6μg/mL e gut-A 2,4μg/mL. Assim como no presente 

estudo a CIM para gut-A foi maior que para 7-epi. Tal fato estaria ocorrendo devido a 

relação entre lipofilicidade da molécula e atividade antimicrobiana mais acentuada 

para bactérias gram-positivas (NALDONI et al., 2009). 

A inibição da multiplicação de B. cereus isolados de mastite bovina é um dado 

importante sobre a ação antimicrobiana da gut-A e da 7-epi, apresentando a 

relevância da utilização destas substâncias na terapia da mastite causada por estes 

patógenos. Valores de CIM relativamente baixos também foram descritos 

anteriormente para Streptococcus spp., S. uberis e S. agalactiae isolados de mastite 

bovina (BARROS et al., 2017; MAIA et al., 2018). 

Este é o primeiro trabalho para verificar a atividade antimicrobiana destas 

substâncias bioativas sobre B. cereus isolados de mastite bovina. São isolados de 

campo sujeitos a quaisquer variações e pressões do ambiente (medicamento, calor, 

frio entre outras). 

Na tabela 8, encontram-se as médias das leituras das absorbâncias 

realizadas em triplicata para a determinação da CIM da gutiferona-A e 7-epiclusianona 

para cada isolado. As figuras referentes as densidades ópticas encontram-se no 

Material Suplementar 2. 

 

Tabela 8 - Médias das absorbâncias (D.O), obtidas por testes realizados em triplicatas, para a 
determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) da gutiferona-A (gut-A) e 7-epiclusianona (7-
epi) de Bacillus cereus 1 e 2 isolados de mastite bovina. 

   Concentrações (µg/mL)  

 
ISOLADO C+ 500 

 
250 125 62,5 31,25 15,62 7,81 3,90 1,95 0,97 C- 

 

MÉDIA 

gut-A 

Bacillus cereus 1 0,703 0,168 0,122 0,090 0,072 0,068 0,067 *0,063 0,467 0,479 0,468 0,078 

Bacillus cereus 2 0,676 0,129 0,115 0,089 0,073 0,070 *0,068 0,474 0,442 0,469 0,539 0,078 

  
C+ 500 250 125 62,5 31,25 15,62 7,81 3,90 1,95 0,97 C- 

 

MÉDIA 

7-epi 

Bacillus cereus 1 0,722 0,309 0,229 0,125 0,069 0,058 0,057 0,055 0,075 *0,157 0,304 0,078 

Bacillus cereus 2 0,658 0,319 0,223 0,128 0,073 0,059 0,058 0,069 *0,109 0,438 0,538 0,074 

C+: poço sem antimicrobiano - apenas bactéria; C-: poço sem bactéria apenas BHI. *Valores de 
absorbância referentes a CIM média de cada substância bioativa. 
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5.3.3 Interações entre antimicrobianos e substâncias bioativas 

 

Os valores do índice de concentração inibitória fracionária (FIC), demonstram 

que os bioativos 7-epi e gut-A exibem um sinergismo quando associado aos 

antimicrobianos ampicilina e amoxicilina (Tabela 9). As CIMs comparadas às 

concentrações do checkerboard para os antimicrobianos convencionais e substâncias 

bioativas encontram-se no Material Suplementar 3. 

 

Tabela 9 - Interações de antimicrobianos com substâncias bioativas sob Bacillus cereus isolados de 
mastite bovina. 

7- epiclusianona (7-epi), gutiferona-A (gut-A). 

Classificação da associação pelo índice de concentração inibitória fracionária (FIC):  FIC <0,5 – 

sinergismo, FIC > 4 – antagonismo, FIC entre 0,5 e 4 - aditivo ou indiferente.  

 

Este ensaio permite analisar o efeito de combinações de agentes 

antimicrobianos com mecanismos de ação distintos no crescimento bacteriano. A 

partir do FIC é possível a avaliação da interação entre as substâncias estudadas, 

valores ≤ 0,5 indicam uma interação sinérgica, sendo que o grau de sinergismo 

aumenta quando o valor tende para zero (JACKSON et al., 2009).  

Segundo Rani et al. (2009), pode ser considerado sinergismo quando a 

associação de dois compostos diferentes resulta no aumento da atividade individual, 

Antimicrobianos + Bioativo Bacillus cereus   

 Isolado 1 Isolado 2 

Ampicilina   

Ampicilina + 7-epi   0,31 (sinergismo) 0,25 (sinergismo) 

Ampicilina + gut-A 0,49 (sinergismo) 0,28 (sinergismo) 

Amoxicilina   

Amoxicilina + 7-epi   0,26 (sinergismo) 0,18 (sinergismo) 

Amoxicilina + gut-A 0,18 (sinergismo) 0,25 (sinergismo) 

Ceftiofur   

Ceftiofur + 7-epi   0,49 (sinergismo) 2,25 (indiferente/aditivo) 

Ceftiofur + gut-A 0,62 (indiferente/aditivo) 0,56 (indiferente/aditivo) 

Cefalexina   

Cefalexina + 7-epi   2,00 (indiferente/aditivo) 4,00 (antagônico) 

Cefalexina + gut-A 0,748 (indiferente/aditivo) 3,00 (indiferente/aditivo) 

Sulfametoxazol/Trimetoprima    

Sulfametoxazol/Trimetoprima + 7-epi   3,00 (indiferente/aditivo) 2,5 (indiferente/aditivo) 

Sulfametoxazol/Trimetoprima + gut-A 1,49 (indiferente/aditivo) 1,5 (indiferente/aditivo) 
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possibilitando diminuição da dose. Já a diminuição do seu efeito antimicrobiano é 

classificada como antagonismo, enquanto um efeito não antagônico, menor que o 

sinergismo é designado indiferente ou aditivo. 

A terapia de combinação pode ser utilizada para expandir o espectro 

antimicrobiano, com o objetivo de evitar o surgimento de organismos resistentes, 

minimizar a toxicidade, e para se obter a atividade antimicrobiana sinergística 

(KUMAR et al., 2012). Em estudo anterior, Maia et al. (2018), encontrou resultados de 

sinergismo significativos entre os β-lactâmicos, a 7-epi e gut-A; sendo que a simulação 

de docking molecular apresentou interações entre β-lactamase e estas duas 

substâncias bioativas. Os autores acima concluíram que a ligação inibitória dessas 

substâncias com a β-lactamase poderia justificar a reversão da resistência de S. 

agalactiae e S. uberis aos β-lactâmicos.  

Já as associações entre as substâncias bioativas e os antimicrobianos 

cefalexina, ceftiofur e sulfametoxazol/trimetoprima não foram sinérgicas, uma vez que 

não possibilitaram redução da dose do antimicrobiano ou substância bioativa.  

 

5.3.4 Produção de Biofilme por Bacillus cereus 

 

Testes de sensibilidade a antimicrobianos, como a CIM não são suficientes 

para definir o sucesso terapêutico, por serem realizados com bactérias em 

crescimento planctônico, sendo que o estado séssil de microrganismos em biofilmes 

é significativamente mais resistente. Bactérias em biofilmes muitas vezes não são 

eliminadas por concentrações terapêuticas de antimicrobianos, mas a associação de 

antimicrobianos sinérgicos poderá ser mais eficiente para evitar a formação de 

biofilmes (CIOFU et al., 2017). Desta forma, neste estudo, foi avaliada a atividade 

sinérgica de antimicrobianos em combinação com substâncias bioativas e a influência 

desta associação na formação de biofilme por B. cereus.  

Na ausência de antimicrobianos e substâncias bioativas, observou-se que o 

isolado 1 não é um produtor de biofilmes, enquanto o isolado 2 é um moderado 

produtor (Tabela 10). 
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Tabela 10 - Médias de densidade óptica e classificação do potencial de formação de biofilme por 
isolados de Bacillus cereus obtidos de mastite bovina. 

Bactérias DO DO C Classificação 

isolado 1 0,03682 0,03882 Não produtor 

isolado 2 0,06244 0,02433 Moderado produtor 

DOc = controle esterilidade. 

Classificação quanto a indução de biofilmes: não produtor (DO ≤ DOc), fraco produtor (DOc < DO ≤ 2 

x DOc), moderado produtor (2 x DOc < DO≤ 4 x DOc) e forte produtor de biofilmes (4 x DOc < DO). 

 

A formação de biofilme favorece a permanência do patógeno no úbere, além 

de aumentar a resistência aos antibióticos convencionais, contribuindo para infecções 

por mastites recorrentes, acarretando alterações nos componentes do leite (GOMES 

et al., 2016). 

Estudo realizado por Pasvolsky et al. (2014) verificaram que todas as espécies 

de Bacillus testados, B. subtilis, B. cereus e B. licheniformis, foram produtores de 

biofilme, constituindo um problema por formarem biofilmes dentro de ductos de 

ordenha e em superfícies de equipamentos na indústria de laticínio.  Estudos apontam 

a necessidade da adoção de estratégias de higienização eficientes pelas indústrias 

de laticínios para remoção de biofilmes, e que alguns desinfetantes comumente 

utilizados podem apresentar resultados insatisfatórios para execução de tal processo 

(SILVA et al., 2018).  

B. cereus 1 além de não formar biofilme, apresentou CIMs menores para os 

antimicrobianos Ampicilina, Cefalexina e Ceftiofur; e para as substâncias bioativas 7-

Epiclusianona e Gutiferona-A, quando comparado com o isolado 2 (Tabelas 6 e 7); 

necessitando de concentrações maiores dos compostos terapêuticos para eliminá-los, 

embora, os dois isolados apresentem os mesmos fatores de virulência. 

Um estudo realizado por Hsueh et al. (2007), revelou que a formação de 

biofilme por B. cereus está relacionada à produção de um biossurfactante, também 

responsável por inibir o crescimento de várias bactérias gram-positivas, facilitando a 

colonização por B. cereus. No presente trabalho verificou-se a não produção de 

biofilmes por um dos isolados assim, infere-se que este isolado também tenha 

produção insuficiente de biossurfactante, embora não tenha sido realizado este tipo 

de teste. 

O isolado 1 de B. cereus, frente a associação entre ampicilina e gutiferona-A 

(Figura 3), demonstrou uma menor produção de biofilme na concentração de 0,5x, 

ajustada à concentração sinérgica apontada pelo teste de checkerboard, quando 
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comparado às concentrações de 0,12x (p=0,001) e 0,25x (p=0,007). Já a associação 

da amoxicilina com gutiferona-A (Figura 2), resultou em diferença entre 0,5x a 

concentração sinérgica em relação à 0,12x (p=0,001) e 0,25x (p=0,0002). Estas 

poderiam representar as concentrações mais adequadas com base nos resultados de 

biofilmes e associações entre antimicrobianos e substâncias bioativas para o B. 

cereus 1. 

 

Figura 3 - Avaliação da formação de biofilme por B. cereus 1 com associação de ampicilina e gutiferona-
A. 

 

x = multiplicação pela concentração da associação sinérgica determinada pelo teste de checkboard 
(ampicilina 7,81 µg/mL + gutiferona-A 1,95 µg/mL). 

 

Figura 4 - Avaliação da formação de biofilme por B. cereus 1 com associação de amoxicilina e 
gutiferona-A. 

 

x = multiplicação pela concentração da associação sinérgica determinada pelo teste de checkboard 
(amoxicilina 31,25µg/mL + gutiferona-A 0,97µg/mL). 
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Para a 7-epiclusianona separadamente (Figura 5) as diferenças significativas 

foram entre 0,25x a concentração sinérgica e o controle (p=0,027), indicando a 

indução da produção de biofilme quando comparada ao controle.  

 

Figura 5 - Avaliação da formação de biofilme por B. cereus 1 na presença de 7-epiclusianona. 

 

x = multiplicação pela concentração inibitória mínima de 7-epiclusianona (1,95µg/mL). 

 

As demais associações (Figura 6, 7 e 8) e a gutiferona-A separadamente 

(Figura 9) não estabeleceram diferenças significativas quanto a produção de biofilme. 

 

Figura 6 - Avaliação da formação de biofilme por B. cereus 1 com associação de ampicilina e 7-
epiclusianona. 

 
x = multiplicação pela concentração da associação sinérgica determinada pelo teste de checkboard 
(ampicilina 31,25µg/mL + 7-epiclusianona 0,48µg/mL). 
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Figura 7 - Avaliação da formação de biofilme por B. cereus 1 com associação de amoxicilina e 7-
epiclusianona. 

 
x = multiplicação pela concentração da associação sinérgica determinada pelo teste de checkboard 
(amoxicilina 7,81µg/mL + 7-epiclusianona 0,48µg/mL). 

 

Figura 8 - Avaliação da formação de biofilme por B. cereus 1 com associação de ceftiofur e 7-
epiclusianona. 

 
x = multiplicação pela concentração da associação sinérgica determinada pelo teste de checkboard 
(ceftiofur 15,62µg/mL + 7-epiclusianona 0,48µg/mL). 
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Figura 9 - Avaliação da formação de biofilme por B. cereus 1 na presença de gutiferona-A. 

 
x = multiplicação pela concentração inibitória mínima de gutiferona-A (7,81µg/mL). 

 

Quanto ao isolado 2 de B. cereus, foi possível observar que a ampicilina com 

gutiferona-A (Figura 10), resultou em diferença estatística na produção de biofilme 

entre 0,25x e 0,12x (p=0,009) e limítrofe entre 0,5x e 0,12x (p=0,051), ou seja, a 

mediana de 0,12x foi estatisticamente inferior em relação as medianas de 0,25x e 0,5x 

a concentração sinérgica, indicando que algumas concentrações podem aumentar a 

produção de biofilme por este isolado. 

 

Figura 10 - Avaliação da formação de biofilme por B. cereus 2 com associação de ampicilina e 
gutiferona-A. 

 
x = multiplicação pela concentração da associação sinérgica determinada pelo teste de checkboard 
(ampicilina 7,81µg/mL + gutiferona-A 3,90µg/mL). 
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Trabalhos anteriores evidenciaram que baixas concentrações de 

antimicrobianos como enrofloxacina, β-lactâmicos (ampicilina e amoxicilina) e 

polimixina, aumenta a formação de biofilmes por bactérias como Escherichia coli, 

Haemophilus influenzae, Acinetobacter baumannii (MOREIRA et al., 2012; WU et al., 

2014; SATO et al., 2018). Enquanto outros verificaram que concentrações 

subnibitórias de alguns antimicrobianos inibi a formação de biofilmes (WOJNICKS, 

2013; OTANI et al., 2018). Os resultados aqui apresentados mostram efeitos distintos 

na formação de biofilme para os dois isolados de B. cereus. 

A amoxicilina quando associada a gutiferona-A (Figura 11), apresentou 

diferença entre 2x a concentração sinérgica e controle (p=0,0003), e, também entre 

2x e 4x (p=0,047) ou seja, a amoxicilina com gutiferona-A aumentou a formação de 

biofilme por este isolado, e em maior proporção em algumas concentrações do teste 

como 2x a concentração sinérgica no checkerboard.  

 

Figura 11 - Avaliação da formação de biofilme por B. cereus 2 com associação de amoxicilina e 
gutiferona-A. 

 

x = multiplicação pela concentração da associação sinérgica determinada pelo teste de checkboard 
(amoxicilina 1,95µg/mL + gutiferona-A 3,90µg/mL). 

 

A gutiferona-A (Figura 12), quando sozinha apresentou aumento na produção 

de biofilme na concentração 0,25x a concentração do CIM em relação ao controle 

(p=0,016), na concentração 1x versus controle (p<0,001), entre 1x versus 0,03x 

(p=0,0005), entre 1x versus 0,06x (p=0,022) e entre 1x versus 0,12x (p=0,001), 

nenhum grupo apresentou mediana estatisticamente inferior ao grupo controle, ou 
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seja, a gutiferona-A aumentou a produção de biofilme pelo B. cereus 2 em todas as 

concentrações testadas.  

 

Figura 12 -Avaliação da formação de biofilme por B. cereus 2 na presença de gutiferona-A. 

 
x = multiplicação pela concentração inibitória mínima de gutiferona-A (15,62µg/mL). 

 

Não houve diferença significativa na produção de biofilme pelo B. cereus 2 

quando na presença de ampicilina com 7-epiclusianona (Figura 13), amoxicilina com 

7-epiclusianona (Figura 14) e 7-epiclusianona separadamente (Figura 15). 

 

Figura 13 - Avaliação da formação de biofilme por B. cereus 2 com associação de ampicilina e 7-
epiclusianona. 

 
x = multiplicação pela concentração da associação sinérgica determinada pelo teste de checkboard 
(ampicilina 7,81µg/mL + 7-epiclusianona 0,12µg/mL). 
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Figura 14 - Avaliação da formação de biofilme por B. cereus 2 com associação de amoxicilina e 7-
epiclusianona. 

 
x = multiplicação pela concentração da associação sinérgica determinada pelo teste de checkboard 
(amoxicilina 31,25 µg/mL + 7-epiclusianona 0,48 µg/mL). 

 

Figura 15 - Avaliação da formação de biofilme por B. cereus 2 na presença de 7-epiclusianona. 

 
x = multiplicação pela concentração inibitória mínima de 7-epiclusianona (3,9µg/mL). 

 

Concentrações de antimicrobianos necessárias para a inibição dos biofilmes 

bacterianos podem ser muito maiores que as concentrações suficientes para matar 

uma célula planctônica, bactérias em biofilmes são capazes de reduzir sua 

susceptibilidade aos antimicrobianos (DONLAN, 2001). Este fato pôde ser observado 

no presente estudo, aonde as concentrações efetivas no CIM e sinergismo para 
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alguns antimicrobianos e substâncias bioativas não foram capazes de reduzir a 

formação de biofilme.  

Associada à ampicilina, a substância bioativa gutiferona-A, apresentou os 

melhores resultados quanto à redução na formação de biofilme pelos B. cereus 1 e 2, 

indicando que esta poderia ser a melhor opção de associação entre estas substâncias 

bioativas e antimicrobianos convencionais para os isolados de B. cereus testados 

neste estudo.  

Ao avaliar a atividade antimicrobiana da curcumina, Viera (2019) aponta que 

a presença do grupo hidroxila ligado ao anel aromático estaria promovendo o aumento 

desta atividade. Apesar da presença de hidroxila fenólica na molécula da gutiferona-

A, não seria possível definir precisamente a sua ação sobre a formação de biofilme 

por B. cereus.  

Embora o presente trabalho não tenha avaliado a citotoxidade das 

substâncias bioativas testadas, em um trabalho anterior, realizado por Maia et al. 

(2018) no mesmo laboratório que o presente estudo, foi observado que a 7-

epiclusianona não causa efeito citotóxico em células de glândula mamária (MAC-T) 

em concentrações menores que 3,90 µg/mL, enquanto a gutiferona-A é capaz de 

causar toxicidade em concentrações maiores que 15,62 µg/mL. Uma vez que as 

concentrações ideais para os bioativos 7-epi e gut-A, apontadas pelo presente estudo, 

foram menores que as concentrações citotóxicas descritas por Maia et al. (2018), 

estes poderão ser alternativas viáveis como proposta terapêutica associados a 

antimicrobianos convencionais. 

Antimicrobianos que possam estar obsoletos ou com baixa eficácia 

terapêutica, pouco indicados (como alguns β-lactâmicos testados nesta pesquisa), 

poderiam ser recuperados e reinseridos como opção terapêutica em combinações 

com substâncias bioativas, superando infecções bacterianas multirresistentes, além 

de reduzir as chances de pressão seletiva. Maia et al. (2018), observou a reversão de 

resistência aos antimicrobianos, ampicilina e gentamicina, quando associados à 

gutiferona-A ou à 7-epiclusianona sobre S. agalactiae e S. uberis isolados de mastite 

bovina. 
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5.4 CONCLUSÃO 

 

Os isolados de B. cereus resistentes a antimicrobianos e obtidos de mastite 

bovina apresentaram em seus perfis de virulência, genes de toxinas responsáveis por 

diferentes síndromes, enfatizando a importância desta bactéria como problema 

relacionado à saúde humana, animal e ambiental.  

As substâncias bioativas 7-Epiclusianona e a Gutiferona-A apresentaram 

efeito antimicrobiano sobre os isolados de B. cereus, observando redução da 

formação de biofilme pela associação da Gutiferona-A com ampicilina. A associação 

sinérgica com os antimicrobianos Beta-lactâmicos demostra que estas substâncias 

bioativas são potenciais candidatas como recurso terapêutico para mastite bovina, 

significando uma alternativa promissora e viável para reduzir as chances de 

resistência a antimicrobianos, além de ampliar as possibilidades de êxito da terapia. 
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MATERIAL SUPLEMENTAR II 

 

Figura 16 - Multiplicação de B. cereus 1 e B. cereus 2 isolados de mastite bovina submetidas a 
diferentes concentrações de Gutiferona-A por 24 horas. C+ = Controle de crescimento (100μL de cultura 
bacteriana + 100μL de BHI); C– = Controle de esterilidade (200μL de BHI) 

Figura 17 - Multiplicação de B. cereus 1 e B. cereus 2 isolados de mastite bovina submetidas a 
diferentes concentrações de 7-epiclusianona por 24 horas. C+ = Controle de crescimento (100μL de 
cultura bacteriana + 100μL de BHI); C – = Controle de esterilidade (200 μL de BHI). 
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MATERIAL SUPLEMENTAR III 

 

Quadro 2 - Concentração Inibitória Mínima X Concentração do checkerboard – Antimicrobianos convencionais. 

*Concentrações sinérgicas no checkerboard 
  

Antimicrobianos 

Concentrações do CIM (µg/mL) 

Concentrações de antimicrobianos quando associados 

7-Epiclusianona (µg/mL) Gutiferona-A (µg/mL) 

Bacillus cereus 1 Bacillus cereus 2 Bacillus cereus 1 Bacillus cereus 2 Bacillus cereus 1 Bacillus cereus 2 

Ampicilina 31,25  250 *31,25  *7,81 *7,81  *7,81  

Amoxicilina 500 500 *7,81  *31,25  *31,25  *1,95  

Ceftiofur 62,5 125 *15,62  31,25  7,81  7,81  

Cefalexina 62,5 125 62,5  250  15,62  31,25  

Sulfametoxazol/Trimetoprima 250/13,2 250/13,2 250  125  250  250  
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Quadro 3 - Concentração Inibitória Mínima X Concentração do checkerboard – Substâncias Bioativas. 

Associação ao bioativo 
Concentrações do bioativo (µg/mL) 

7 Epiclusianona Gutiferona-A 

Ampicilina + Bacillus cereus 1 *0,48 *1,95 

Ampicilina + Bacillus cereus 2 *0,12  *3,90  

Amoxicilina + Bacillus cereus 1 *0,48  *0,97  

Amoxicilina + Bacillus cereus 2 *0,48  *3,90  

Ceftiofur + Bacillus cereus 1 *0,48  3,9  

Ceftiofur + Bacillus cereus 2 7,81  7,81  

Cefalexina + Bacillus cereus 1 1,95  3,9  

Cefalexina + Bacillus cereus 2 7,81  31,25  

Sulfametoxazol/Trimetoprima + Bacillus cereus 1 3,9  3,9  

Sulfametoxazol/Trimetoprima. + Bacillus cereus 2 7,81  7,81  

Bacillus cereus 1 CIM  1,95 7,81 

Bacillus cereus 2 CIM  3,9 15,62 

*Concentrações sinérgicas no checkerboard 

 



6 CONCLUSÕES GERAIS 

 

A ocorrência de mastite nos rebanhos amostrados foi acima dos valores 

ideais. Staphylococcus e Streptococcus foram os gêneros mais frequentes neste 

trabalho, e a maioria dos isolados obtidos eram resistentes a poucos antimicrobianos 

testados. 

Isolados de Bacillus cereus, bactérias menos frequentes e pouco descritos 

como causadores de mastite, foram as mais resistentes aos antimicrobianos testados 

e apresentaram a maioria dos fatores de virulência relevantes para desenvolvimento 

de doenças:  hemolisina (hblA, hblC, hblD), além da citotoxina K, cereulida e regulador 

pleitrópico, os quais são relevantes para desenvolvimento de doenças. 

As substâncias bioativas gutiferona-A e 7-epiclusianona apresentaram 

potencial antimicrobiano para os dois isolados de B. cereus além de reduzirem a 

concentração efetiva de antimicrobianos convencionais quando associadas a estes, 

efeito sinérgico, produzindo bons resultados quando associados a β-Lactâmicos. A 

associação da substância bioativa gutiferona-A com ampicilina não promoveu a 

indução da produção de biofilme pelo B. cereus não produtor de biofilme ou aumento 

da formação de biofilme pelo isolado moderado produtor; apontando uma ótima 

perspectiva para utilização no tratamento da mastite bovina causada por B. cereus. 

 



7 PERSPECTIVAS 

 

Os resultados encontrados neste trabalho servem como base para demais 

pesquisas quanto a aplicabilidade das substâncias bioativas mais promissoras 

(gutiferona-A e 7-epiclusianona), tendo em vista sua utilização como proposta 

antimicrobiana, incluindo o uso destas sustâncias bioativas em tratamentos para 

animais provenientes de rebanhos bovinos acometidos pela mastite, com infecções 

instaladas por bactérias, ou até mesmo com ação antisséptica dos tetos nos 

procedimentos pré e pós-dipping. Estudos posteriores são necessários para avaliação 

dos efeitos in vivo. 
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MATERIAL SUPLEMENTAR IV
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rebanhos leiteiros de todo o mundo, porém observarmos que os estudos na área de 
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a pecuária leiteira não é o principal destaque, devem ser incentivados até mesmo para 

maior entendimento sobre o perfil da mastite em diferentes regiões e tipos de 
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