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RESUMO

A mastite é uma inflamacdo da glandula mamadria causada, principalmente, por micro-organismos, que pode
se manifestar na forma clinica ou subclinica. A doenca também traz prejuizos para a industria de laticinios,
além de ser um problema para a satide publica. Os principais agentes infecciosos causadores de mastite sdo
as bactérias, sendo Staphylococcus aureus um dos patdgenos de maior incidéncia. Esta bactéria é encontrada
em alguns animais de sangue quente além da pele e mucosas do homem. Apesar do impacto econdmico da
mastite na cadeia produtiva do leite no Brasil, ainda conhece-se pouco a respeito da epidemiologia da doenca
nos rebanhos nacionais e faltam estudos de tecnologias alternativas aos métodos tradicionais de uso de
antibidticos para o controle da doenca. O objetivo desta pesquisa foi enumerar, isolar e caracterizar S. aureus
a partir de amostras de leite cru refrigerado granelizado da regido de Rio Pomba - MG e avaliar o uso de
extratos vegetais e prépolis para inibir o crescimento deste patégeno. As amostras de leite coletadas nos
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tanques de expansdo foram submetidas as andlises de enumeragdo, isolamento e caracterizagdo de S. aureus
conforme preconizado pela Instru¢io Normativa n° 62. Constatou-se que 81,1% das amostras coletadas
apresentaram coldnias tipicas de S. aureus. Além disso, a contagem de estafilococos variou de < 1,0 x 10’
UFC.mL"! estimada a 1,6 x 10* UFC.mL" de leite. Foi avaliado também o efeito inibitério de extratos
vegetais e propolis contra esta bactéria sendo que o extrato de alho apresentou maior efeito inibitério contra
S. aureus, seguido pelos extratos de prépolis, salsa e orégano.

Palavras-chave: Leite cru; Staphylococcus aureus; atividade antimicrobiana.

ABSTRACT

Mastitis is an inflammation of the mammary gland mainly caused by microorganisms, which can manifest
itself in the form of clinical or subclinical. The disease also brings harm to the dairy industry, as well as
being a problem for public health. The major infectious agents that cause mastitis are Staphylococcus aureus
bacteria, being one of the pathogens of highest incidence. This bacterium is found in some warm-blooded
animals in addition to the skin and mucous membranes of humans. Despite the economic impact of mastitis
in dairy production chain in Brazil, still know little about the epidemiology of the disease in national herds
and there are studies of alternative technologies to traditional methods of use of antibiotics to control disease.
The aim of this research was to enumerate, isolate and characterize S. aureus from samples of raw milk
refrigerated granulated in the region of Rio Pomba- MG and evaluate alternative methods to antibiotics to
inhibit the growth of this pathogen. The milk samples collected in the expansion tanks were subjected to
analyses of enumeration, isolation and characterization of S. aureus as advocated by normative instruction n°
62. It was noted that 81.1% of the collected samples showed typical colonies of S. aureus. In addition, the
count of Staphylococcus from < 1,0 x 10" UFC.mL" estimated the 1,6 x 10* UFC.mL" of milk. Was also
assessed the inhibitory effect of plant extracts and of propolis against this bacterium and the garlic extract
showed greater inhibitory effect against S. aureus, followed by propolis extracts, parsley and oregano.

Keywords: Raw milk; Staphylococcus aureus; antimicrobial activity.

1. INTRODUCAO

A mastite bovina € uma inflamacdo do parénquima da glandula mamdria que acontece
principalmente em resposta a invasdo da teta por micro-organismos, embora possa também ser de origem
traumdtica, alérgica ou metabdlica (FREITAS et al., 2005).

Estima-se que no Brasil a queda na produgdo leiteira devido a mastite varia de 12 a 15%, o que
representa uma perda de 2,4 bilhdes de litros de leite por ano (FONSECA e SANTOS, 2000). Em animais
infectados, com mastite, o0 menor teor de aguicares, gordura, proteinas e minerais € o maior nimero de
proteinas séricas e células somdticas reduzem significativamente a qualidade do leite e derivados,
comprometendo o valor nutricional do alimento e sua aceitabilidade pelo consumidor (BRUCKMAIER et
al., 2004; MA et al., 2000).

Os principais agentes infecciosos causadores de mastite sdo as bactérias, embora a doenca também
possa ser causada por leveduras e, raramente, por virus (NATIONAL MASTITIS COUNCIL, 1998).
Staphylococcus aureus em casos de mastite bovina é um dos patégenos de maior incidéncia. Essa bactéria é
encontrada no dbere de vacas infectadas, sendo disseminada para quartos mamadrios ndo infectados e para
animais sadios no momento da ordenha.

No Brasil, S. aureus vem sendo isolado de animais apresentando mastite subclinica desde o inicio da
década de 50 e sua predominancia sobre os demais agentes da doenga ja foi comprovada em estudo realizado
em diferentes regides do pais (BRITO e BRITO, 1996). Porém, fatores sécio-ambientais como praticas de
manejo, localizagdo da propriedade, composicio do rebanho e até mesmo as estacdes do ano afetam a
distribuicdo e incidéncia dos isolados.
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A presenca de S. aureus em quantidade de, aproximadamente, 100.000 UFC.mL"' de leite é
suficiente para afetar o consumidor, desde que a estirpe em questdo seja capaz de produzir enterotoxina
(ZSCHOCK et al., 2005; CARDOSO et al., 2000).

Antibiéticos sdo eficientes no controle de patégenos contaminantes do leite, porém estas substancias
podem ser encontradas no leite de animais em tratamento, que ao ser consumido pode provocar reagdes
alérgicas em consumidores sensiveis (COSTA, 1999), além de causar outros riscos a saide humana como
desequilibrio da microbiota intestinal e selecdo de bactérias resistentes aos antibidticos no trato digestivo
(MANSUR et al., 2003). Na inddustria, estes residuos interferem com a multiplicacdo de micro-organismos
que promovem a coagulacdo do leite, alterando os produtos derivados (ZSCHOCK et al., 2005).

Segundo Russell e Mantovani (2002), na busca por métodos mais seguros € saudaveis para o
controle do crescimento microbiano, t€m aumentado o interesse pelo uso de substincias alternativas com
atividade antimicrobiana. Varios produtos naturais sao utilizados hd décadas como agentes medicinais e
muitos compostos serviram como modelo para a inddstria farmacéutica produzir anidlogos biologicamente
ativos, algumas vezes mais eficientes e com menor toxicidade. Dentre estes, 6leos essenciais extraidos de
vegetais e propolis destacam-se por serem exemplos de compostos sugeridos como alternativa para o uso de
antibidticos (ERNANDES E CRUZ, 2008).

O desenvolvimento de metodologias que utilizem extratos vegetais antimicrobianos aquosos ¢é
relevante devido a eliminagdo do uso de substincias extratoras alcodlicas que podem comprometer o
crescimento e atividade microbiana, o que compromete a interpretagcdo dos resultados obtidos.

Os regulamentos para a produgdo, identidade e qualidade do leite propostos na Instrucdo Normativa
n° 62 (BRASIL, 2011), preveem a monitorizacdo dos residuos de antibidticos no leite de todas as
propriedades rurais, a ser realizada mensalmente pelos laboratérios credenciados a Rede Brasileira de
Laboratérios de Controle de Qualidade do Leite, mas na maioria das vezes este acompanhamento ndo é
realizado e o tempo de caréncia dos antibidticos ndo € respeitado pelos produtores de leite.

Partindo dessa realidade, idealizou-se o presente estudo, com o objetivo de enumerar, isolar,
caracterizar e estabelecer uma colecdo de cultura de S. aureus a partir de amostras de leite cru refrigerado
granelizado dos tanques de expansdo do municipio de Rio Pomba, MG, e avaliar o uso de extratos vegetais e
propolis, alternativos aos antibidticos, para inibir o crescimento desta bactéria e, assim, prevenir ou
minimizar os problemas decorrentes da multiplicacio de um dos principais agentes causador de mastite
bovina no rebanho leiteiro.

2. METODOLOGIA

Amostras de leite cru (200 mL) foram coletadas de 37 tanques de expansdo comunitdrios e
individuais do municipio de Rio Pomba — MG. Essas amostras foram coletadas de forma asséptica, em
frascos de 100 mL estéreis e, imediatamente acondicionadas em caixas isotérmicas e encaminhadas para o
Laboratdrio de Microbiologia do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do Instituto Federal
de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de Minas Gerais, Campus Rio Pomba, onde foram
submetidas a enumeracgdo, isolamento e caracterizacdo bioquimica de S. aureus de acordo com BRASIL
(2003).

A partir da colecdo de cultura dos isolados de S. aureus, obtidos dos 37 tanques de expansdo, foi
determinada a atividade antibacteriana, por meio da utilizacio de extratos aquosos de alho, prépolis, orégano
e salsa contra 24 isolados escolhidos aleatoriamente.

2.1. Preparo do extrato de alho

As amostras de alho foram submetidas ao processo de retirada das cascas e de trituracio em
liquidificador. Posteriormente, pesou-se 25 g do alho triturado e adicionou-se 50 mL de dgua destilada.
Realizou-se a homogeneizagdo e o frasco foi envolvido com papel pardo para proteger da luz e armazenado
30
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em temperatura ambiente por 24 horas. Estes procedimentos foram realizados em condicdes assépticas.

2.2. Preparo do extrato de propolis

A amostra de prépolis in natura foi armazenada sob refrigeracio e protegida da luz. Para obtencdo
do extrato, foram pesadas 2 g do prépolis em um frasco apropriado e adicionado 25 mL de dgua destilada.
Essa mistura foi incubada por 2 horas a 95 °C, sendo posteriormente resfriada a temperatura ambiente e o
frasco envolvido com papel pardo para proteger da luz e armazenado em temperatura ambiente por 24 horas.

2.3. Preparo do extrato de orégano

Foi pesado 25 g da amostra de orégano seco e adicionado 50 mL de dgua destilada. O frasco
utilizado foi levado para banho-maria a 95°C por 2 horas. Em seguida, o frasco foi envolvido com papel
pardo para proteger da luz e armazenado em temperatura ambiente por 24 horas.

2.4. Preparo do extrato de salsa

As amostras de salsa in natura foram lavadas com 4dgua corrente e picadas com auxilio de uma faca
devidamente higienizada. Posteriormente, foram pesadas 25 g de salsa, sendo adicionados 50 mL de dgua
destilada. As amostras foram submetidas ao processo de extracdo em banho-maria a 95 °C por 2 horas.
Posteriormente, realizou-se a homogeneizagao e o frasco foi envolvido com papel pardo para proteger da luz
e armazenado em temperatura ambiente por 24 horas.

2.5. Esterilizacao dos extratos para utilizacao nos testes de inibicao de S. aureus

Apds armazenamento por 24 horas protegidos da luz, os extratos obtidos conforme descrito nos itens
2.1. a 2.4. foram filtrados com auxilio de funil e papel de filtro, sendo posteriormente submetidos ao
processo de esterilizacido pelo método de filtragdo utilizando filtro de 0,22 pm e frascos estéreis para coleta
dos filtrados.

2.6. Obtencao dos discos embebidos com os extratos

Discos de papel esterilizados de 6 mm de didmetro foram adicionados assepticamente aos extratos
obtidos apés esterilizagdo dos mesmos e armazenados por 24 horas protegidos da luz para impregnacdo dos
agentes antimicrobianos nos discos.

2.7. Avaliacido da atividade antimicrobiana dos extratos aquosos de alho, prépolis, orégano e salsa
contra isolados de S. aureus da colecao de cultura

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos aquosos em isolados de S. aureus da cole¢do
de cultura, 24 isolados escolhidos aleatoriamente foram ativados em caldo BHI (infusdo de cérebro e
coracdo) até atingir densidade dptica 0,5 medida em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 600
nm. Posteriormente, as culturas foram transferidas com auxilio de swab estéril para placas de Petri contendo
Agar Mueller-Hinton, sendo estas divididas em quadrantes. Os discos obtidos a partir da imersio nos
respectivos extratos foram colocados nos quadrantes das placas contendo as culturas, sendo estas incubadas a
37 °C por 24 horas. Em seguida, foi determinado o efeito antimicrobiano de cada extrato medindo-se o
diametro em milimetros do halo de inibi¢do do crescimento formado ao redor dos discos em cada placa
utilizando-se régua milimetrada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Constatou-se que 81,1% das amostras de leite cru refrigerado granelizado coletadas apresentaram
colonias tipicas de S. aureus, o que indica a alta incidéncia de leite procedente de animais doentes com
mastite (Tabela 1, Tabela 2).
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A contagem de estafilococos variou de < 1,0 x 10" UFC.mL" estimado a 1,6 x 10° UFC.mL™" de leite
(Tabela 1). A presenca de S. aureus em quantidade de, aproximadamente, 10° UFC.mL™" de leite é suficiente
para afetar a saide do consumidor, desde que a estirpe em questdo seja capaz de produzir enterotoxina.
Como demonstra a Tabela 1 e Tabela 2, dos 67 isolados obtidos neste trabalho, todos foram Gram-positivos,
sendo 48%, 63% e 66%, respectivamente, coagulase, catalase e termonuclease positivo, evidenciando a alta
probabilidade de ocorréncia de S. aureus entre os isolados. Estes dados sdo de grande interesse do ponto de
vista de saide publica, tendo em vista que este micro-organismo apresenta perigo potencial para a saide
humana e dos animais.

Tabela 1: Enumeracio e caracterizagdo bioquimica dos isolados de S. aureus

Niimero do ~
tanque Enumeracao Coloracao de Gram
. de S. aureus Coagulase Catalase . Termonuclease
/mamero do (UFC.mL™) (forma e arranjo)

isolado )
111 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
172 34x10° 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
1/3 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
2/1 - + + (Cocos, estafilococos) -
2/2 <1,0x 10 (est.) - + + (Cocos, estafilococos) -
2/3 - + + (Cocos, estafilococos) -
3/1 1+ + + (Cocos, estafilococos) +
3/2 4.2 x 10* (est.) 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
3/3 1+ + + (Cocos, estafilococos) +
5/1 1,0 x 10° (est.) 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
6/1 1+ + + (Cocos, estafilococos) +
6/1 5,0 X 10" (est.) 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
6/1 1+ + + (Cocos, estafilococos) +
771 - + + (Cocos, estafilococos) -
72 1,5x10° - + + (Cocos, estafilococos) -
7/3 4+ + + (Bacilos isolados) +
8/1 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
8/2 1,3x 10° 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
8/3 1+ + + (Cocos, estafilococos) -
10/1 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
10/2 2,5x 10° (est.) 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
10/3 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
11/1 - + + (Cocos, estafilococos) +
11/2 <1,0x 10" (est.) 2+ + + (Cocos, estafilococos) -
11/3 - + + (Cocos, estafilococos) +
12/1 1,0x 107 (est.) 2+ + + (Cocos, estafilococos) -
14/1 2,0 x 10° (est.) 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
15/1 - + + (Cocos, estafilococos) +
15/2 1,0x 10? (est.) - + + (Cocos, estafilococos) +
15/3 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
16/1 <1,0x 10" (est.) 2+ + + (Cocos, estafilococos) +
17/1 4+ + + (Cocos, estafilococos) -
17/2 6,5 x 107 (est.) 4+ + + (cocos, estafilococos) +
17/3 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
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18/1 - - + (Cocos, estreptococos) -
18/2 < 1,0 x 10* (est.) - + + (Cocos, estafilococos) -
18/3 - + + (Cocos, estafilococos) -
19/1 - + + (Cocos, estafilococos) -
19/2 < 1,0 x 10 (est.) - + + (Cocos, estafilococos) -
19/3 - + + (Cocos, estafilococos) -
23/1 4+ + + (Cocos, estafilococos) -
23/2 2,8x 10° 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
23/3 3+ + + (Cocos, estafilococos) +
24/1 1,5 x 10* (est.) - - + (Cocos, estafilococos) -
25/1 - - + (Cocos, estafilococos) -
25/2 3,5x 10° 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
25/3 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
29/1 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
29/2 3,0 x 107 (est.) 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
29/3 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
31/1 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
31/2 1,6 x 10* 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
31/3 2+ + + (Cocos, estafilococos) +
32/1 3+ + + (Cocos, estafilococos) +
32/2 2,2 x 10° (est.) 2+ + + (Cocos, estafilococos) +
32/3 - - + (Cocos, estafilococos) +
33/1 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
33/2 2,2 x 10° (est.) 2+ + + (Cocos, estafilococos) +
34/1 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
34/2 1,0x 10° 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
34/3 1+ + + (Cocos, estafilococos) +
35/1 1+ + + (Cocos, estafilococos) +
35/2 1,0 x 10%( est.) 4+ + + (Cocos, estafilococos) +
35/3 - - + (Cocos, estafilococos) +
36/1 2 1+ + + (Cocos, estafilococos) +
36/2 < 1LOx 107 (est) 1+ + + (Cocos, estafilococos) +
37/1 > 1+ + + (Cocos, estafilococos) +
37/2 < LOX 107 (est) 1+ + + (Cocos, estafilococos) +

Legenda: (est.): estimado; (+): positivo; (-): negativo; (1+): codgulo pequeno e desorganizado; (2+): codgulo pequeno e organizado;
(3+): coagulo grande e organizado; (4+): coagulacdo de todo o contetido do tubo, que nio se desprendeu quando o tubo foi invertido;
Quando a reagéo de coagulagio foi do tipo 3+ e 4+, considerou-se a prova positiva para S. aureus.

Tabela 2: Percentual das caracteristicas tipicas das colonias isoladas das amostras de leite cru refrigerado
granelizado

Caracteristicas das colonias % obtido
Colonias tipicas de S. aureus 81,1
Gram + 100,0
Coagulase + 48,0
Catalase + 63,0
Termonuclease + 66,0

A Tabela 3 demonstra a atividade antimicrobiana dos extratos aquosos de salsa, orégano, prépolis e
alho contra os isolados de S. aureus apds 24 horas de incubacdo das placas contendo discos embebidos com
os extratos. O extrato de alho apresentou maior efeito inibitdrio contra os isolados de S. aureus, seguido, pelo
extrato de prépolis, e os extratos de salsa e orégano apresentaram valores médios iguais.
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De acordo com Fazio, Gongalves e Hoffmann (2009), estirpes de S. aureus foram sensiveis a acdo do
extrato de casca de romd. Entretanto, na pesquisa realizada por Pinto et al. (2003), prépolis exerceu efeito
antibacteriano quando se utilizou extrato etandlico e, em menor propor¢do, metandlico, contra S. aureus,
Staphylococcus sp. coagulase negativa e Streptococcus agalactiae, entretanto, este extrato ndo mostrou
capacidade de inibir o crescimento das estirpes Gram-negativas nas concentracdes utilizadas. Além disso, foi

verificado que estirpes diferentes de uma mesma espécie bacteriana diferiam quanto a sensibilidade a
propolis.

Tabela 3: Efeito inibitdrio dos extratos de salsa, orégano, prépolis e alho contra os isolados de S. aureus
obtidos do leite cru granelizado da regido de Rio Pomba- MG

Isolado Halo de inibicio (cm)
Salsa Orégano Propolis Alho

1/1 --- 0,8 0,7 -
12 1,2 1,0 1,9 1,3
1/3 0,7 1,8 1,7 1,2
3/2 1,2 1,2 1,2 1,9
51 1,2 1,2 1,6 2,2
6/1 1,2 1,2 1,0 0,9
8/1 1,3 1,8 1,5 1,1
8/2 2,5 1,1 2,5 1,7
10/1 1,2 2,1 1,5 2,0
10/2 1,1 1,6 1,6 2,7
14/1 2,2 2,1 1,5 1,5
15/3 1,3 1,1 2,1 1.4
17/1 1,7 1,3 1,5 2,0
17/2 1,3 0,9 1,2 1,7
23/3 1,5 1,2 --- 1,8
25/3 1,3 1,3 0,9 2,0
29/1 1,1 --- 2,2 2,3
29/3 1,3 0,9 1,0 1,7
32/1 1,5 2,2 2,0 1,2
33/1 1,3 0,8 0,9 1,3
34/1 1,3 3,0 2,1 1.4
3372 1,3 1,2 1,7 2,3
3472 1,2 2,0 -- 1,2
35/2 --- 1,5 1,3 2.9
Média 1,4 1,4 1,5 2,2

(---): Ndo determinado.

5. CONCLUSOES

A frequéncia de isolamento de S. aureus das amostras de leite cru proveniente dos tanques de
expansdo do municipio de Rio Pomba- MG foi elevada. Este resultado é de grande interesse do ponto de
vista de saide publica, devido ao fato deste micro-organismo apresentar perigo potencial para a saide
humana e dos animais. Assim, hd necessidade de treinamento dos manipuladores, implementacio e
monitoramento de boas praticas agricolas e de manejo para melhorar a qualidade do leite da regido de Rio
Pomba e, consequentemente, minimizar os problemas tecnoldgicos e diminuir o indice de mastite causada
por S. aureus.

Os resultados obtidos neste estudo permitem demonstrar que os extratos utilizados apresentam
potencial de serem utilizados na formulag¢do de antimicrobianos. Entretanto, sdo necessdrios maiores estudos
sobre a aplicagdo, purifica¢do, concentracdo, modo de acdo e estabilizacdo dos mesmos.
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