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Resumo:

O Compost Barn (CB) é um sistema alternativo
de confinamento de gado sobre camas
formadas, principalmente, de serragem. Este
sistema apresenta grande quantidade e
complexidade de micro-organismos. Alguns
destes tém a capacidade de produzir
substancias antibiéticas que podem interferir
no crescimento e colonizagdo de outros. O
objetivo do trabalho foi isolar bactérias que
possam inibir o crescimento de bactérias
potencialmente patogénicas. Através de dois
métodos in vitro de antagonismo, foram
testados 146 isolados bacterianos de dois CB.
Destas, 51 mostraram capacidade de controlar
0 crescimento de pelo menos um dos trés
potenciais patégenos de mamiferos testados.
Com estes resultados, podemos concluir que
h& a possibilidade de isolarmos bactérias com
caracteristicas probidticas e/ou
biorremediadoras do CB.
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Introducéo:

O Composto Barn (CB) é um sistema
moderno e bem sucedido de confinamento
para gado leiteiro, que tem como objetivo
proporcionar conforto para o rebanho. Neste
sistema, o0 gado fica confinado em um local
coberto e forrado por enormes camas,
formadas, principalmente, por camadas
espessas de serragens (JANNI et al., 2007).

E imprescindivel que o local seja
mantido seco, pois a umidade pode compactar
a serragem, prejudicar o casco do gado e
propiciar a mastite e outras doencas devido a
sua aderéncia aos animais confinados
(SANTOS et al., 2015).

A serragem do CB pode ser
considerada uma “cama viva’, pois muitos
micro-organismos vivem nesse ambiente
devido a condicdes propicias (CESAR et al.,
2015). Esses micro-organismos podem ter
caracteristicas biorremediadoras ou
probiédticas, influenciando na proliferacdo de

outros  por  inibigo ou  competicdo
(GATESOUPE, 1999).
A identificacao das bactérias

biorremediadoras e probiéticas seria um passo
importante para o controle dos agentes
patogénicos, que podem prejudicam o objetivo
principal deste tipo de sistema. As doengas
recorrentes  poderiam trazer problemas
corriqueiros de saude do gado e proporcionar-
Ihes desconforto.

A finalidade do trabalho foi isolar
bactérias da serragem de CB e testa-las
quanto ao seu potencial em inibir agentes
patogénicos para mamiferos.

Metodologia:
LOCAL DA COLETA

As amostras de CB foram obtidas de
duas fazendas que confinam o gado leiteiro
neste tipo de sistema. Estas fazendas se
localizam na regido Sul de Minas Gerais.
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ISOLAMENTO DAS BACTERIAS

As amostras de serragem do CB foram
coletadas em frascos estéreis e mantidas
refrigeradas até o procedimento de isolamento
das bactérias em laboratorio. Aliquotas de 2g
de serragem foram homogenizadas,
sonificadas e diluidas em série (diluicbes
seriadas até 107") em 0,9 % de solucéo salina
estéril (121°C por 15 minutos) e plaqueadas
em agar triptona de soja (TSA — Difco®) antes
de serem incubadas em estufa bacteriolégica a
36 °C por 24 horas. Depois de verificar o
crescimento, as colonias de bactérias foram
caracterizadas macroscopicamente, isoladas,
diferenciadas pela coloracdo de Gram e
reisoladas para verificar a pureza do isolado.
Em seguida, os isolados puros foram
armazenados a -20 °C em meio Skim Milk 20
% até a realizacdo dos testes in vitro de
antagonismo.

TESTES IN VITRO DE ANTAGONISMO

As bactérias isoladas foram submetidas
a dois métodos in vitro de antagonismo: (a) por
cruzamento de estrias (DECAMP et al., 2008)
e (b) por dupla-camada (BOOTH et al., 1977).
Os dois testes foram realizados para verificar
acdo antagonista contra Escherichia coli,
Salmonella sp. e Staphylococcus aureus,
ambos potenciais patégenos de mamiferos.

O método de cruzamento de estrias foi
realizado com as bactérias testes isoladas e 0s
potenciais patégenos (um por placa). As
inoculagBes foram feitas em placas de Petri
com Agar Nutriente (AN - Difco®) e incubadas
a 36 °C por 24 horas. Verificou-se, entdo, a
inibicdo ou n&o do crescimento dos patdogenos
no local do cruzamento das estrias.

O método de dupla-camada foi
realizado para verificar se o0s isolados
bacterianos testes sdo capazes de produzir
substancias antagonistas e estas inibirem os
potenciais patogénicos. Para isso, as bactérias
testes foram cultivadas e inoculadas com
auxilio do replicador de Steer em AN e
incubadas a 36 °C por 18 horas. Apds o
crescimento, as colbnias foram mortas por
exposicdo a cloroférmio por 30 minutos,
seguido de exaustdo por evaporagao por mais
30 minutos do cloroférmio residual. As
bactérias patogénicas, ja crescidas em meio
semissdlido, foram entdo adicionadas (uma
por placa) as placas com as bactérias testes
mortas em uma dupla camada, com nova
incubacdo a 36 °C por 24 horas. Apos este
periodo, as placas foram avaliadas quanto ao

crescimento das bactérias patogénicas ou
formacé&o de halos de inibi¢éo.

Resultados e Discusséao:

Foram obtidos 146 isolados
bacterianos do CB para serem realizados os
testes de antagonismo.

ApOs a realizacdo dos testes de
cruzamento de  estrias, 51 isolados
apresentaram indicios para controlar o0
crescimento de pelo menos um potencial
patdégeno utilizado no teste.

Os testes de antagonismo através do
método de dupla-camada mostraram que trés
bactérias conseguiram inibir o crescimento de
Salmonella sp., devido a presencga do halo de
inibicdo (Figura 1). Estas trés bactérias séo
coincidentes com aquelas que ja haviam dado
indicios de controle dos patdégenos pelo teste
de cruzamento de estrias.

O maior potencial de controladores de
crescimento foi encontrado em bactérias que
foram caracterizadas como Gram positivas,
sendo aproximadamente 40 % destas
bactérias isoladas classificadas como CGP
(Cocos Gram Positivos) e 37 % como BGP
(Bacilos Gram Positivos).

Os resultados obtidos representam a
selecdo de bactérias capazes de controlar os
patégenos sem o uso de antibibticos. Esse é o
primeiro passo na busca da diminuicdo da
resisténcia bacteriana adquirida com o0s
métodos convencionais de combate aos
patégenos, visto que este fator pode estar
relacionado a um maior potencial de viruléncia
e menor eficiéncia da acdo do antibidtico
utilizado (ASM, 2000; DINIZ et al., 2003).

Estes resultados impulsionam a
continuidade das pesquisas nesta linha para
gue se consiga obter bactérias benéficas e
endémicas ao sistema. H4& um consenso de
gue essas bactérias podem ser mais
propensas a serem incorporadas nos animais,
provavelmente devido a sua maior capacidade
em se adaptar ao ambiente de onde foram
isoladas. Este fato as torna organismos
preferenciais para serem pesquisados e
isolados para aplicacbes como probidticos
e/ou biorremediadores (Carnevali et al., 2004).
Ademais, contribui para a melhora do sistema
CB, que prospera no mercado de producdo
leiteira, beneficiando o produtor e o animal.
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Figura 1. Teste in vitro ntagonisrﬁo por Dupla-Camada. Em
destaque, os halos de inibicdo formados por dois isolados
bacterianos contra o crescimento de Samonella sp.

Conclusdes:

Foram encontrados possiveis potencias
biorremediadores e/ou probiéticos nestes
ambientes de producado de gado leiteiro. Essa
possibilidade de encontrar bactérias
controladoras do crescimento de potenciais
patogénicos é fundamental para a diminui¢éo
do uso indiscriminado de antibidticos nos
ambientes.
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