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RESUMO

No Brasil, 0 género Staphylococcus spp € considerado como o principal agente causal da
mastite bovina. Diversos estudos apontam que tanto a bactéria S. aureus, como 0s
estafilococos de coagulase-negativa além de serem os mais frequentes e encontrados na
mastite, apresentam aumento crescente no padrdo de resisténcia a antimicrobianos, de
caracteristica oportunista, acarretam em infec¢fes intramamarias e diminuem a qualidade do
leite. Uma das alternativas encontradas para auxiliar na reducéo dos custos e, principalmente,
para minimizar os processos de resisténcia microbiologica é a utilizacdo de agentes
fitoterdpicos (ou derivados destes) como agentes adjuvantes terapéuticos. Dentre estas
potencias alternativas terapéuticas encontramos o Jambu (Spilanthes acmella), planta rica em
isobutilamidas bioativas. Devido a presenca desta substancia, a planta possui aplicacdo
tradicional em produtos farmacéuticos, alimentos e produtos para a saude e cuidados pessoais.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos antibacterianos do extrato vegetal
de Jambu em isolados de Staphylococcus spp. provenientes de amostras de leite bovino. Para
este propdsito foram coletadas 60 amostras de leite de vacas de municipios do interior do
Estado do Amazonas. Estas amostras foram feitas a deteccdo, contagem e confirmacdo de
Staphylococcus spp e, a partir destas, o teste de concentracdo inibitéria minima do extrato
vegetal de Jambu. Como resultados, Das 60 amostras de leite, foi possivel obter col6nias
caracteristicas de Staphylococcus spp. de 56 (93,3%) amostras. Destas, foram obtidas 56
cepas, sendo 19 (33,9%) caracterizadas como Staphylococcus aureus e 37 (66,1%) como
Staphylococcus spp. Todas as 56 cepas apresentaram algum nivel de sensibilidade ao extrato
vegetal de Jambu, desde a diluicdo inicial (concentracdo de 20%) até a diluicdo final
(0,039%). Em nosso estudo obtivemos uma alta percentagem de isolamento (93,3%) de
Staphylococcus spp das amostras, com 33,9% representando Staphylococcus aureus e 66,1%
de estafilococus coagulase-negativa. Neste cenario, verificamos que o extrato vegetal de
Jambu provocou inibicdo no crescimento de Staphylococcus spp. isolados de amostras de leite
bovina, em todas as concentracdes testadas, exceto a ultima (a 0,0195%). Para os isolados
com concentracdo inibitéria menor os efeitos, em sua maioria, se comportaram como
bacteriostatico, ao passo que para isolados com concentracdo inibitéria maiores o efeito foi
similar ao bactericida. Acreditamos que essas diferencas em efeitos possam estar ligadas a
diferentes niveis de sensibilidade dos isolados.

Palavras-chave: Microbiologia, bovinocultura de leite, inibicdo de crescimento, mastite
bovina.



Abstract

In Brazil, the genus Staphylococcus spp is considered as the main causal agent of bovine
mastitis. Several studies indicate that both S. aureus bacteria and coagulase-negative
staphylococci, in addition to being the most frequent and found in mastitis, have an increasing
pattern of resistance to antimicrobials, which are opportunistic, leading to intramammary
infections and decreasing milk quality. One of the alternatives found to help reduce costs and,
mainly, to minimize the processes of microbiological resistance is the use of phytotherapeutic
agents (or derivatives thereof) as therapeutic adjuvant agents. Among these potential
therapeutic alternatives, we find Jambu (Spilanthes acmella), a plant rich in bioactive isobutyl
amides. Due to the presence of this substance, the plant has traditional applications in
pharmaceutical products, food, and products for health and personal care. Thus, the objective
of this work was to evaluate the antibacterial effects of the Jambu plant extract in isolates of
Staphylococcus spp. from bovine milk samples. For this purpose, 60 milk samples were
collected from cows from municipalities in the interior of the State of Amazonas. These
samples were made for the detection, counting, and confirmation of Staphylococcus spp and,
from these, the minimum inhibitory concentration test of the Jambu plant extract. As a result,
Of the 60 milk samples, it was possible to obtain colonies characteristic of Staphylococcus
spp. of 56 (93.3%) samples. Of these, 56 strains were obtained, of which 19 (33.9%) were
characterized as Staphylococcus aureus and 37 (66.1%) as Staphylococcus spp. All 56 strains
showed some level of sensitivity to the Jambu plant extract, from the initial dilution (20%
concentration) to the final dilution (0.039%). In our study, we obtained a high percentage of
isolation (93.3%) of Staphylococcus spp from the samples, with 33.9% representing
Staphylococcus aureus and 66.1% of coagulase-negative staphylococcus. In this scenario, we
found that the Jambu plant extract inhibited the growth of Staphylococcus spp. isolated from
bovine milk samples, in all tested concentrations, except the last one (at 0.0195%). For
isolates with a lower inhibitory concentration, the effects, for the most part, behaved as
bacteriostatic, whereas for isolates with a higher inhibitory concentration the effect was
similar to the bactericide. We believe that these differences in effects may be linked to
different levels of sensitivity of the isolates.

Keywords: Microbiology, dairy cattle, growth inhibition, bovini mastitis.
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1 INTRODUCAO

O leite € um produto alimenticio, composto de proteinas, carboidratos, lipideos,
gordura, lactose, minerais, vitaminas e agua.

Com o passar dos anos, a producéo leiteira precisou se desenvolver, seja ela nos
ambitos do manejo sanitério, alimentacdo e genética. A atividade leiteira se concentrou
principalmente na melhoria produtiva das vacas, ou seja, desde 0 nascimento ao abate,
onde todo o processo ocorra a baixo custo. Hoje, o Brasil € o terceiro maior produtor
mundial de leite e possui 0 segundo maior rebanho leiteiro do mundo, ficando somente
atras da India, refletindo sua relevancia para o mercado internacional de lacteos.

Dentre os pilares da atividade leiteira estda 0 manejo sanitario, que se destaca,
pois € o que sofre constantemente com a mastite bovina, seja ela clinica ou subclinica,
acarretando em perdas econdmicas anuais. Isto se deve ao fato que, embora o leite
apresente nutrientes em sua composi¢cdo, essa mesma riqueza nutricional se torna
favoravel a uma variedade de microrganismos patogénicos.

Em tempos de crescimento nos custos de producdo, atividades e manejos que
levem a reducdo nas perdas sdo de extrema valia dentro de uma propriedade. Neste
sentido, a anélise econdmica de uma doenga tem como objetivo principal, estimar o
impacto ocasionado pela enfermidade sobre o desempenho econémico da fazenda
leiteira. No caso da mastite bovina, as perdas devido a casos clinicos sdo percebidas
com maior facilidade pelo produtor, ja que os sinais clinicos sdo evidentes e o leite
produzido é descartado. Por outro lado, estimar as perdas e despesas associadas aos
casos de mastite subclinica ndo € tdo evidente, quando comparado aos casos clinicos,
principalmente, porque a doenc¢a nao causa alteracGes visuais do leite ou Ubere da vaca,
mas apresenta alteracGes na producdo e nas caracteristicas nutricionais.

Bactérias do género Staphylococcus em isolados de leite mastitico bovino
também apresentam caracteristicas de viruléncia e resisténcia a diversos antibiéticos
utilizados rotineiramente no tratamento da doenca (DINIZ et al., 2010). Sendo
necessario assim a busca por alternativas com menor custo e que com potencial
antimicrobiano. Uma das alternativas encontradas para auxiliar na redugdo dos custos e,
principalmente, para minimizar os processos de resisténcia microbioldgica ¢ a utilizagdo
de agentes fitoterapicos (ou derivados destes) como agentes adjuvantes terapéuticos
(BERTINI et al., 2005). Inumeras publica¢Ges, nas mais diferentes areas, exploram esse

imenso, e ainda pouco explorado nicho de pesquisa de novos agentes farmacoldgicos.
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Dentre a biodiversidade da flora amazénica, e com potencial de agente
fitoterapico, estd o Jambu (Spilanthes acmella), erva da regido Norte do Brasil e que se
destaca na alimentacdo humana, presente em pratos tipicos como o tacaca e em bebidas
alcoolicas como a cachaca. Quando se estuda plantas medicinais, se extrai
categoricamente todas as partes da planta, das flores ao caule, e no caso do Jambu, o
extrato presente nas folhas se torna importante, sendo rica em uma substancia
denominada Espilantol, esta substancia por sua vez tem a caracteristica anestésica, ao
mesmo tempo em que pode ser anti-inflamatoria, antimicrobiana e antibacteriana.
Assim, pensando-se na vasta biodiversidade Amazonica, a utilizacdo de plantas e/ou
derivados é extremamente promissora e pode ser conduzida com amplas possibilidades
de novas descobertas, podendo causar impactos positivos em diversas areas das ciéncias
da satde (humana e animal).

Desta forma, baseado nas informacGes apresentadas sobre a importancia da
mastite na saude animal e produtividade de rebanhos, o objetivo global deste projeto é
avaliar a atividade antibacteriana do extrato vegetal de Jambu (Spilanthes acmella) em
isolados de Staphylococcus spp provenientes de amostras de leite de bovinos, obtidos na

microrregido de Manaus.

15



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar, in vitro, a atividade antibacteriana do extrato vegetal de Jambu

(Spilanthes acmella) em isolados de Staphylococcus spp. provenientes de amostras de

leite de bovinos, obtidas nas microrregides de Manaus.

2.2  Especifico

Determinar, in vitro, as concentracdes inibitérias minimas, para os isolados de

Staphylococcus spp. do extrato vegetal de Jambu;

16



3 REFERENCIAL TEORICO
3.1  Producéo Leiteira

Segundo as Ultimas estatisticas disponibilizadas pela FAO (Organizacdo das
Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo) sobre a producdo mundial de leite
referem-se a 2017. Neste periodo, enquanto a producéo total brasileira apresentou queda
de 0,5% em relacdo a 2016, no mundo subiu de 801,2 para 827,9 bilhdes de litros,
avanco de um ano para o outro (ANUARIO-LEITE, 2019). O Brasil mesmo perdendo
0,5% em volume, saiu do quarto para o terceiro lugar no ranking dos 20 maiores paises
produtores de leite em 2016 e 2017 (ANUARIO-LEITE, 2019).

A producéo de leite brasileira foi de 33,5 bilhdes de litros em 2017, sendo 35,7%
oriundos da regido Sul, 34,2% da Sudeste, 11,9% da Centro-Oeste, 11,6% da Nordeste e
6,5% da regido Norte. Entre 2012 e 2017, o aumento da producdo nacional foi de 1,2
bilhdo de litros, impulsionada principalmente pelos trés estados do Sul (ANUARIO-
LEITE, 2019). Em 2017, a producdo de leite na regido Norte foi de 2,19 bilhdes de
litros de leite e o estado de Ronddnia representou 47,1% do total. No Par, a quantidade
produzida atingiu 28%; em Tocantins, 19,8%; no Acre, 2,01%; no Amazonas, 2%; em
Roraima, 0,8% e no Amapé, 0,2% (ANUARIO-LEITE, 2019).

3.2 Mastite bovina

A mastite bovina € definida como a inflamacdo da glandula mamaria, frequente
e contagiosa em vacas de alto rendimento. Alteracdes na composicao do leite, reducéo
na qualidade e quantidade do leite e aumento dos custos com tratamentos, mao-de-obra
e abate sdo responsaveis ndo apenas por enormes perdas econémicas, mas também
criam preocupacBes com o bem-estar animal e a salde humana (SEEGERS et al., 2003;
DOS REIS et al., 2013; PUMIPUNTU et al., 2013; HYDE et al., 2020). A mastite é
classificada como clinica ou subclinica com base na aparéncia da inflamacéo do Ubere,
ou seja, a mastite subclinica (SCM) ¢ a inflamacao da glandula mamaria que néo cria
alteraces visiveis no leite. Embora o leite parega normal, as vacas com SCM produzem
menos leite com baixa qualidade, incluindo menor prazo de validade dos produtos
lacteos e maior risco para a higiene do leite, pois contém varios organismos
patogénicos. Além disso, se a SCM néo for diagnosticada durante o estagio inicial e ndo

forem adotadas acOes de gerenciamento adequadas, podera evoluir para mastite clinica
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(CM) e, assim, levar a perdas econémicas substanciais para o setor de laticinios.
(HORTET,; SEEGERS, 1998; LEITNER et al., 2006; PUMIPUNTU et al., 2013).

A gravidade da mastite depende em grande parte dos padrdes de interagcdes entre
patdgenos invasores e as células epiteliais mamarias bovinas (BME) (SCHUKKEN et
al., 2011). Pesquisas revelaram que as bactérias Gram-negativas provocam forte
resposta inflamatdria por meio da estimulagdo vigorosa da sintese de citocinas na
glandula maméria, resultando na ativacdo da resposta inflamatdria local e sistémica
(BURVENICH et al., 2003; MITTERHUEMER et al., 2010). Por outro lado, foi
relatado que as bactérias Gram-positivas provocam reacdo imune muito mais fraca do
Ubere e geralmente nenhuma forte resposta imune sistémica é detectada (GRESHAM et
al.,, 2000; BANNERMAN, 2009). Portanto, a compreensdo aprofundada dos
mecanismos moleculares especificos de patdgenos envolvidos na geracao de respostas
imunoldgicas das glandulas mamarias pode ser de grande importancia para explorar e
selecionar medidas de controle eficazes de mastite induzida por patégenos especificos

em vacas leiteiras.

3.3 Staphylococcus spp.

Staphylococcus spp. Compreende o principal género envolvido em casos de
mastite subclinica (PYORALA; TAPONENA, 2009). Amplamente distribuidos no
ambiente, os Staphylococcus fazem parte da microbiota normal da pele e mucosas
sadias. As caracteristicas celulares das bactérias sdo amplas, sendo mesofilos com
temperatura de crescimento entre 7 e 47,8 °C e podem produzir enterotoxinas termo
resistentes a temperaturas entre 10 e 46 °C. O pH ideal para o seu desenvolvimento
varia entre 7 a 7,5, mas possivel a multiplicacdo em alimentos com pH variando entre
4,2 e 9,3 (SANTANA et al., 2010).

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, catalase-positiva e
coagulase-positiva, representa um dos patdogenos mais importantes da mastite
(BARKEMA, 2006; QUE, 2015).

Como principal patégeno associado a vaca, 0 S. aureus se espalha entre os
animais, principalmente durante o processo de ordenha (SOL, 2000; BARKEMA, 2006;
GERMAP, 2016). Assim, de posse de informagdes microbioldgicas, podemos

classificar como mastite contagiosa aquela causada por microrganismos bem adaptados
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a sobrevivéncia no Ubere, sendo transferidos de um quarto infectado a outro sadio
através, principalmente, da mao do ordenador ou teteiras da ordenhadeira no momento
da ordenha (BRITO et al., 2007).

Portanto, o reservatorio primario é o proprio animal; deste modo, S. aureus,
Streptococcus agalactiae e Corynebacterium bovis sdo considerados os principais
agentes contagiosos (SILVA; ARAUJO, 2008). Essas bactérias ao invadirem a glandula
mamaria bovina provocam reacdo inflamatdria mediana com aparecimento de casos
com sintomatologia clinica (BRAMLEY et al., 1999). Porém, estima-se que para cada
caso de mastite clinica devem existir entre 15 e 40 casos de mastite subclinica, nos
rebanhos.

Em termos etioldgicos, S. aureus se destaca como um dos micro-organismos
mais frequentemente encontrados nas infeccdes intramamarias (1IM) de bovinos em
todos os continentes, e também é aquele que isoladamente determina as maiores perdas
na pecuaria leiteira (ZSCHOCK et al., 2000; SCHLEGELOVA et al., 2003;
VASUDEVAN et al.,, 2003). No Brasil, S. aureus € considerado como o principal
agente causal da mastite bovina, com taxas de isolamento entre rebanhos que variam
entre 8,3 e 49,23% (LANGONI et al., 1991; COSTA et al., 1995; MORETTI et al.,
1998; BRITO et al., 1999; LAFFRANCHI et al.,, 2001; DONATELE et al., 2002).
Assim, devido a sua grande importancia como agente causador da mastite e pela
dificuldade de seu controle, S. aureus tem sido bastante estudado quanto a seu papel na
infeccdo, bem como em relacéo a seu perfil de resisténcia aos antimicrobianos.

Se considerarmos que a prevaléncia da mastite esta relacionada, principalmente,
ao manejo antes, durante e apds a ordenha, o tratamento desta enfermidade deve ser
considerado como mais complexo, visto que requer a intervencdo por meio de
antimicrobianos de amplo espectro sistémicos e com acdo local. No entanto, o sucesso
dessas medidas depende de véarios aspectos, dentre eles, da escolha e da posologia
adequada das drogas, da distribuicdo das drogas dentro da glandula mamaéria, do estado
fisiolégico do animal, da precocidade com que o tratamento € instituido e do micro-
organismo envolvido (GRUET et al., 2001; ERSKINE et al., 2003). Diversos estudos
apontam que S. aureus, além de ser o mais frequentemente isolado da mastite bovina no
Brasil, apresenta aumento crescente no padrao de resisténcia a antimicrobianos (BRITO
et al., 2001; RUEGG, 2017). Segundo Barravieira (1994), tal fato pode estar
relacionado & capacidade diferenciada de aquisicdo de resisténcia que este micro-

organismo possui. Desta forma, 0 monitoramento da resisténcia em S. aureus € também
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importante, pois o uso incorreto e indiscriminado de antimicrobianos € um dos
principais fatores que influenciam no incremento das taxas de resisténcia (ZAFALON et
al., 2008). Ainda, ha de se considerar o fato de que os perfis de resisténcia de S. aureus
podem ser bastante variaveis entre rebanhos, e até mesmo dentro de um mesmo rebanho
(CARDOSO et al., 2000; RABELLO et al., 2005; SILVEIRA-FILHO et al., 2005).
Estes fatores determinam que taxas de cura obtidas a partir da antibioticoterapia sao,
geralmente, insatisfatérias e dependem muito dos patégenos envolvidos (EBERHART
et al., 1986), além de estes poderem constituir fontes de residuos no leite (ERSKINE et
al.,, 2003). Em estudos desenvolvidos em varios paises foi relatada a ocorréncia
frequente de resisténcia a penicilina, enquanto a resisténcia a outros agentes
antimicrobianos € menos comum (STEPHAN et al., 2001; ERSKINE et al., 2003;
VINTOV et al., 2003; NADER FILHO et al., 2007; SAEKI, 2011).

Staphylococcus coagulase negativa (ECN)

Conhecendo a importancia do S. aureus nas doencas da glandula mamaria de
bovinos, como mencionado acima, precisa-se completar a importancia de outras
espécies do género Staphylococcus. Neste sentido, contudo, consideravel progresso na
classificacdo sistematica dos Staphylococcus e no desenvolvimento de métodos para a
identificacdo do género, espécies e subespécies, tem permitido aos clinicos se inteirarem
da variedade de ECN presentes em amostras clinicas e, assim, os consideram como
agentes etioldgicos de uma série de processos infecciosos (KLOOS; BANNERMAN,
1994). Atualmente, sdo reconhecidos como microrganismos essencialmente
oportunistas, que se prevalecem de inumeras situacfes organicas para produzir graves
infecgdes (KLOOS; BANNERMAN, 1999).

Esses microrganismos, antes considerados contaminantes, agora Sd0 causa
frequente de mastite, principalmente subclinica (TAPONEN et al., 2007; CAPURRO et
al., 2009). Além disso, sdo comumente considerados oportunistas, pois normalmente
sdo encontrados na pele do teto e podem ter acesso ao interior da glandula mamaria
resultando na infec¢do intramamarias (TAPONEN et al., 2007). Segundo Santos e Reis
(2009) esses patdgenos sdo descritos como os mais frequentemente isolados em
amostras de leite, tanto de vacas em lactacdo, quanto de novilhas, formando um grupo
de bactérias conhecido como patdgenos secundarios, por terem baixa patogenicidade
(ou seja, causam poucos danos na glandula mamaria). Pyordla e Taponen (2009)
concluiram que os ECN podem causar uma infecdo persistente, quando capazes de
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permanecer na glandula mamaria, resultando em aumento da contagem de células

somaticas do leite, afetando sua qualidade e diminuindo sua produgdo.

3.4  Jambu (Spilanthes acmella)

Spilanthes (Compositae ou Asteraceae) é um género composto por mais de 60
espécies amplamente distribuidas em regiGes tropicais e subtropicais do mundo, como
Africa, América, Bornéu, india, Sri Lanka e Asia (SAHU et al., 2011; TIWARI et al.,
2011). S. acmella € nativa do Brasil e é cultivada o ano todo, como planta ornamental
ou medicinal. O jambu é uma espécie herbacea pertencente a familia Asteraceae,
variando entre 32 a 60 centimetros de altura, com numerosos caules e flores de
caléndula acumulado na cabeca, amplamente cultivada em varios municipios da regido
Nordeste do estado do Pard, nos quais o seu consumo € significativo em pratos tipicos,
tais como pato no tucupi, tacaca, arroz com jambu, pizza, e nas bebidas alcodlicas,
como a cachaga e o licor de jambu (BUNYAPRAPHATSARA;
CHOKECHAREUNPORN, 1999; COUTINHO et al., 2006; SILVA, 2015; COSTA,
2020).

Nas folhas é produzido um éleo essencial com indice elevado de uma substéancia
conhecida como espilantol (COUTINHO et al., 2006), uma amida responsavel pelas
propriedades bioatividades anti-inflamatdrias, anti-sépticas e anestésicas da planta
(DIAS et al., 2012). O Jambu (Spilanthes acmella), € uma planta rica em isobutilamidas
bioativas. A principal molécula, e a mais bioativa, é o alcaloide antisséptico N-
isobutilamidado acido (2E, 6Z, 8E) - deca-2,6,8-triendico, comumente chamado de
espilantol. Devido a presenca desta substancia, a planta possui aplicacdo tradicional em
produtos farmacéuticos, alimentos e produtos para a salde e cuidados pessoais.
Também é conhecido como antimicrobiano (FABRY et al., 1996; PADHAN et al.,
2017). Existem estudos reportando que plantas do género Spilanthes possuem atividades
antibacterianas (RINCON et al., 2012), antifitopatogénica (RANI; MURTY, 2006),
inseticida e antimicrobiana (PRACHAYASITTIKUL et al., 2009) e antifungica (RANI,
MURTY., 2006).

Estudos na area da saude, reforcam a presenca de agentes anti-inflamatdrios,
antimicrobianos e antibacterianos, presentes nas flores de S. acmella, e que o espilantol
além de exercer acdo anti-inflamatéria, também induz a atividade de eliminacdo de

radicais livres e inibe a transcricdo inflamatéria na dermatite e pancreatite (HAW;
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KENG, 2003; SHARMA, 2003; Wu et al., 2008; YADAV; SINGH, 2010; ARORA et
al., 2011, BAKONDIA, et al., 2019).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1  Local da Pesquisa

A pesquisa foi realizada no Instituto Federal do Amazonas — IFAM, Campus
Zona Leste (Figura 1) Departamento de Medicina Veterinaria, mais precisamente no
Laboratorio de Ciéncias Biologicas. Localizada na estrada do Aleixo, no bairro

Armando Mendes — Manaus, Amazonas.

Figura 1 - Instituto Federal do Amazonas-Zona Leste
Fonte: Google (2018)

4.2 Amostras de leite

As amostras foram obtidas de fazendas em trés Microrregides do Amazonas
(Nhamundé, Presidente Figueiredo e Careiro da Varzea), totalizando 60 (sessenta)
amostras, sendo 10 (dez) amostras de Nhamunda, 20 (vinte) de Careiro da Véarzea e 30
(trinta) de Presidente Figueiredo.

Foram coletadas 10 mL de amostra de animais que ndo apresentaram indicios
visuais de mastite clinica, sendo considerdveis visualmente como saudaveis. As
amostras foram acondicionadas em tubos de Falcon de 15 mL, com tampa rosqueada
previamente esterilizados, identificadas de acordo com cada animal e propriedade e
seguidamente colocadas em caixa de material isotérmico com baterias de gelo, onde
permaneceram por 24 horas devido ao deslocamento geografico, em seguida levadas ao
laboratdrio, onde permaneceram por 24 horas em congelamento, para posteriormente

serem feitas as devidas analises (Figura 2).
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Figura 2 - Acondicionamento de amostras de leite
Fonte: Chagas, M.M. (2019)

4.3  Analises microbiologicas: Isolamento, enumeracdo e identificacdo de
Staphylococcus ssp.

4.3.1 Detecgdo microbioldgica de Staphylococcus aureus

Para este processo, foi necessario inserir um codigo em cada amostra, para

facilitar o processo e método de anélises (Figura 3).

Figura 3 - Recepcdo e identificacdo das amostras de leite
bovino, coletadas em trés microrregides do Amazonas

(Nhamunda, Presidente Figueiredo e Careiro da VVarzea)
Fonte: Chagas, M.M. (2019)
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Em seguida, em tubos Eppendorf previamente esterilizados, se fez a dilui¢do das
amostras, na concentracdo 9:1, onde para cada 900 uL de agua destilada autoclavada,
foram utilizados 100 pL de amostra (Figura 4).

Figura 4 - Amostras diluidas para analises
Fonte: Chagas, M.M. (2019)

Posteriormente inseridos 1 mL em uma placa de Petri, claramente identificada,
contendo 20 mL do meio de cultura Agar Baird Parker (ABP) (Figura 5), espalhando o
indculo com auxilio de al¢a de Drigalski estéril. As placas entdo foram incubadas em
condi¢des de aerobiose a temperatura de 37 °C por até 72 horas, com observacdo do
desenvolvimento microbiano a cada 24 e 48 horas, bem como contagem das Unidades
Formadoras de Colonia (UFC).

Figura 5 - Placa de Petri, contendo o meio
Agar Baird Parker
Fonte: Chagas, M.M. (2019)
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4.3.2 Contagem de coldnias presuntivas:

Foram Selecionadas as placas com 20 a 200 colénias, foram contadas as colonias
tipicas de S. aureus: coldnias circulares, pretas, pequenas, lisas, convexas, rodeadas por
uma zona opaca e/ou um halo transparente se estendendo para além da zona opaca
(Figura 6).

Figura 6 - Placa de Petri contendo Colénias de

Staphylococcus spp.
Fonte: Chagas, M.M. (2019)

4.3.3 Contagem de coldnias tipicas:

Foi selecionada uma colbnia tipica. Quando a placa apresentou colénias
suspeitas de mais de um tipo, ou seja, tipicas e atipicas, foi selecionada uma colbnia
aleatdria correspondente a um niimero proporcional a distribui¢ao dos diferentes tipos
na placa. O numero de UFC/mL foi calculado em funcdo do nimero de col6nias tipicas

e/ou atipicas obtidas, fator de diluicdo e porcentagem de coldnias confirmadas.

4.3.4 Caracterizacdo das amostras de Staphylococcus aureus

Todas as col6nias selecionadas foram semeadas em caldo BHI (infusdo cérebro-
coracdo) e incubadas por 24 horas a 37 °C. Seguidamente, as colbnias sugestivas de

microrganismos do género Staphylococcus foram submetidas a coloragdo de Gram.
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4.3.5 Teste de coloracdo de Gram:

Uma pequena amostra da col6nia foi retirada e usada no teste de coloracdo de
Gram, que consiste na reacdo da bactéria com os reagentes (violeta de genciana, lugol
(lodo), alcool absoluto e fucsina), sobre uma lamina, respeitando a quantidade do
reagente e o tempo de reacdo, em seguida, sendo observados em um microscépio optico
(Figura 7). Quando as bactérias se apresentam positivas para S. aureus a coloragdo
observada € a violeta, assim como é possivel identificar as formas arredondadas e

agrupadas das mesmas (Figura 8).

Violeta de Genciana Lugol (lodo) Alcool Absoluto Fucsina
{1 minuto) (1 minuto) {15 segundos) (30 segundos)

Figura 7 - Teste de coloracdo de Gram
Fonte: http://biomedicinaparatodos.blogspot.com/

Figura 8 - Visualizacdo de Staphylococcus aureus em microscopio éptico
Fonte: Chagas, M.M. (2019)
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4.3.6 Teste de Catalase

Com alca de semeadura flambada, foi retirada uma colénia pura de
Staphylococcus (ap6s 24h de cultivo em caldo BHI). Esta entdo, passou por um
processo de esfregaco em uma placa de Petri, em seguida foi adicionada de uma a duas
gotas de hydrogen peroxide (H-0:) a 3%, popularmente conhecida como agua
oxigenada sobre o esfregaco. As estirpes que apresentaram a producao de efervescéncia,
liberacdo de gas, com producdo de pequenas bolhas, foram consideradas positivas
(Figura 9).

Figura 9 - Comparacéo entre placas com

catalase positiva e negativa
Fonte: Chagas, M.M. (2019)

4.3.7 Teste de Coagulase livre em tubo

Em tubos de ensaio de vidro estéreis, foi adicionado 3 mL de Coagulu (plasma
de coelho) e mais 3 mL de cultura pura de colénias sugestivas de Staphylococcus,
crescidas ap0s 24 horas de cultivo em caldo BHI. Os tubos foram inclinados
suavemente, sem agitar, e incubados a 37 °C em banho-maria. Foram analisados 0s
tubos quanto a capacidade de reacdo do microrganismo com o plasma, resultando na
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formacdo do coagulo, apds 24 e 48 horas, onde as estirpes que coagularam o plasma,
formando um coagulo, foram consideradas positivas (Figura 10).

Figura 10 - Comparacao entre tubos com coagulase positiva e
negativa
Fonte: Chagas, M.M. (2019)

4.3.8 Determinacdo das Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM)

Este processo consistiu em duas etapas, na primeira em tubos de ensaio estéreis
foram adicionados os meios Mueller Hilton Broth (M.H) mais Agar Power
Bacterological, posteriormente inclinados (bisel), em seguida, foram adicionadas as
bactérias através da alca de semeadura, dos tubos de BHI, onde ap6s 24 horas, foi feita a

leitura dos tubos (bisel) para observar se houve crescimento bacteriolégico (Figura 11).

Figura 11 - Tubo de bisel,
contendo crescimento

bacteriano
Fonte: Chagas, M.M. (2019)
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Nos tubos de ensaio com crescimento bacteriano, considerados positivos foi
entdo adicionado &gua destilada autoclavada, para que pudessem ser comparadas com 0
padrdo Macfarland, obtendo-se assim um padréo para o nivel de turbidez (Figura 12).

Figura 12 -
Comparacao para o
nivel de turbidez da

amostra
Fonte: Chagas, M.M.
(2019)

Na segunda etapa, foram utilizadas microplacas de fundo “U” esterilizadas e
previamente numeradas, onde foram adicionadas 100 puL de Mueller Hilton Broth

(M.H) esterilizado em cada poco presente na microplaca (Figura 13).

Figura 13 - Preparacéo das microplacas com meio Mueller Hilton
Fonte: Chagas, M.M. (2019)
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Com a numerag&o, na primeira coluna, na linha 1 foram adicionadas mais 100uL
de M.H, sendo esta chamada de Controle negativo, na linha 2 foram adicionadas mais
100uL. de M.H, mais a bactéria Staphylococcus ATCC, sendo considerada como
Controle positivo, a linha 3 foram adicionadas 100 pL de Alcool (controle de diluente) e
na linha 4 em diante foram adicionadas 100 uL de extrato de Jambu (Figura 14), sendo
diluida em linhas subsequentes, em seguida foram adicionadas 10 puL de amostra dos
tubos de bisel na respectiva triplicata, sendo entdo colocadas em estufa a 37 °C (Figura
15).

Figura 15 - Adicao de extrato de jambu (Spilanthes acmella)
Fonte: Oliveira, A.S. (2019)

Figura 14 - Microplaca de fundo U contendo todos os diluentes
Fonte: Chagas, M.M. (2019) 31



Em uma folha, foram anotadas o sequenciamento de todas as placas, para que se
pudesse fazer a leitura de 24 horas, observando em qual coluna e linha houve o
crescimento de um botdo branco no respectivo poco, considerado como crescimento
bacteriano, sendo anotado respectivamente. As leituras foram realizadas em lupa

microbiologica em presenca de fonte de luz oposta.

4.3.9 Determinacdo do crescimento em diluicdo anterior a

Concentracao Inibitéria Minima

Esta etapa foi realizada ap6s a leitura do CIM em placa. Para verificar a
existéncia de crescimento microbioldgico em placa (em meio ABP) na diluicdo anterior
a CIM observada, 10uL do poco anterior a CIM observada foram retirados e

reinoculados em placa contendo ABP (Figura 16).
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Figura 16 - Reinoculacdo em Agar Bairk
Parker de 10 pL da diluigdo anterior ao

crescimento inibitério minimo
Fonte: Chagas, M.M. (2019)

AT A

4.3.10 Analise dos dados

Para a verificacdo de possiveis diferengas nas concentracdes inibitorias minimas
do extrato vegetal de Jambu, e demais testes empregados nas amostras, foram

considerados observac6es qualitativas (positivo e negativo).
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5 RESULTADOS
5.1 Identificacdo dos isolados

Das 60 amostras de leite, foi possivel obter colnias caracteristicas de
Staphylococcus spp. de 56 (93,3%) amostras. Destas, foram obtidas 56 cepas, sendo 19
(33,9%) caracterizadas como S. aureus e 37 (66,1%) como Staphylococcus spp.

5.2 Crescimento Inibitério Minimo

Todas as 56 cepas apresentaram algum nivel de sensibilidade ao EVJ (Figuras
17/18), independentemente de ser ou ndo produtor de coagulase, ocorrendo a partir da
concentracdo de 20% até 0,039% do EVJ, conforme demonstrado na Tabela 1.
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Figura 17 - Leitura do nivel de sensibilidade ao extrato vegetal de
jambu (Spilanthes acmella)
Fonte: Chagas, M.M. (2019)

Figura 18 - Visualizag&o de botéo branco base para a leitura de nivel de
sensibilidade ao extrato vegetal de jambu
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Tabela 1. Dados do teste de concentragdes inibitorias minimas (CIM) em placa, para
isolados de Staphylococcus spp. em amostras de leite bovino submetidas a diferentes
concentragbes de extrato vegetal de Jambu (Spilanthes acmella) em meio Agar Baird
Park (ABP)

CIM CcVv CcVv CIM cv cVv
em IDA NA NA COAG em IDA NA NA COAG

Placa CIM DIA Placa CIM DIA

20% Cepal S ndt + 10% Cepa 29 N N -
20% Cepa 2 S ndt + 10% Cepa 30 N N -
20% Cepa 3 S ndt + 10% Cepa 31 N N -
20% Cepa 4 S ndt + 5% Cepa 32 S N +
20% Cepa s S ndt - 5% Cepa 33 S N +
20% Cepa 6 S ndt - 5% Cepa 34 S N +
20% Cepa 7 S ndt - 5% Cepa 35 N N -
20% Cepa 8 S ndt - 5% Cepa 36 N N -
20% Cepa 9 S ndt - 2,5% Cepa 37 N N +
20% Cepa 10 S ndt - 2,5% Cepa 38 N N +
20% Cepa 11 S ndt - 2,5% Cepa 39 N N -
20% Cepa 12 S ndt - 2,5% Cepa 40 N N -
20% Cepa 13 S ndt - 2,5% Cepa 41 N N -
20% Cepa 14 S ndt - 1,25% Cepa 42 N N +
20% Cepa 15 S ndt - 1,25% Cepa 43 N N +
20% Cepa 16 S ndt - 1,25% Cepa 44 N N +
20% Cepa 17 N ndt - 1,25% Cepa 45 N N +
20% Cepa 18 N ndt - 1,25% Cepa 46 N N -
20% Cepa 19 N ndt - 1,25% Cepa 47 N N -
20% Cepa 20 N ndt - 1,25% Cepa 48 N N -
10% Cepa 21 S N + 0,625%  Cepa 49 N N +
10% Cepa 22 S N + 0,625% Cepa 50 N N +
10% Cepa 23 S N + 0,625% Cepa 51 N N -
10% Cepa 24 S N - 0,625% Cepa 52 N N -
10% Cepa 25 S N 0,3125%  Cepa 53 N N +
10% Cepa 26 S N - 0,3125%  Cepa 54 N N -
10% Cepa 27 S N - 0,3125%  Cepa 55 N N -
10% Cepa 28 S N - 0,039%  Cepa 56 N N -

Obs: CIM: concentragdo inibitéria minima; IDA: identificacdo da amostra; CV: crescimento visual; ABP:
agar Baird Parker; DIA: diluicdo imediatamente anterior; COAG: coagulase; S: Sim; N: Nao; ndt: Ndo
determinado.
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5.3  Reinoculacdo em meio Agar Baird Parker

Na tabela 1 estdo expostos os resultados da inoculagdo em meio Agar Baird
Parker (ABP) da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de cada isolado e das
concentracdes diluicdes imediatamente anteriores. Observa-se que na CIM de 20%, 16
(80%) apresentaram crescimento nesta diluicdo (1:2) em Agar Baird Parker (ndo foi
possivel determinar o crescimento em diluicdo imediatamente anterior — CDIA — pois
essa foi a diluicdo inicial); em EVJ a 10%, 8 (72,7%) ocorreu CIM nesta diluicdo (1:4)
em meio ABP; em EVJ a 5%, 3 (60%) ocorreu CIM na diluicdo (1:8) em meio ABP. A
partir da diluicdo de EVJ a 2,5% (1:16), e subsequentes, ndo se observou crescimento
em ABP do respectivo CIM ou CDIA. Desta forma, do total dos 56 isolados, 27
(48,2%) apresentaram CIM em ABP, ao passo que 29 (51,2%) ndo apresentaram

crescimento algum. Em nenhuma das amostras houve CDIA.
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6 DISCUSSAO

O Brasil ocupa a terceira colocagdo entre os principais paises produtores de leite,
sendo que, segundo dados do Centro de Inteligéncia do Leite (ClLeite) da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), a producdo total de leite brasileira
(inspecionada e ndo inspecionada) aumentou de 19,767 para 33,840 bilhdes de litros de
leite entre os anos de 2000 e 2018, respectivamente (ClLeite, 2020). No entanto, neste
mesmo periodo o rebanho de vacas ordenhadas foi reduzido de 17,885 para 16,357
milhGes de cabecas (ClLeite, 2020). Porém, se considerarmos a produtividade, esta é
baixa, com média de 1.525 litros/vaca/ano, um dos menores indices entre os principais
paises produtores de leite (CNA, 2020). Deste modo, com a queda do tamanho do
rebanho e a necessidade de se manter a crescente na producdo, faz-se necessario a
otimizacdo desta producado, especialmente pela sinergia entre melhoramento genético
dos planteis, que possibilita aumento real na producdo (VAN ARENDONK et al.,
1989), bem como pela reducdo nas perdas (VISSIO et al., 2015), em especial por
doengas na lactagdo e suas consequéncias diretas (reducdo na produtividade) ou
indiretas (descarte de leite por tratamentos). Ademais, € importante ressaltar que a
Instrucdo Normativa n°® 62 (IN-62) estabeleceu padrées minimos para que o leite possa
ser comercializado (SIMOES; OLIVEIRA, 2012). Nestes padrdes, o leite deve ser
produzido por animais saudaveis e a glandula mamaria é o 6rgdo-chave para este status.

Em 93,3% (56/60) de nossas amostras, conseguimos isolar Staphylococcus spp.
Dentre as diferentes espécies incluidas nesse género, S. aureus se destaca como um dos
micro-organismos mais frequentemente encontrados nas infec¢cdes intramamarias (11M)
de bovinos em todos 0s continentes, e também é aquele que isoladamente determina as
maiores perdas na pecudria leiteira (ZSCHOCK et al., 2000; SCHLEGELOVA et al.,
2003; VASUDEVAN et al., 2003). No Brasil, S. aureus é considerado o principal
agente causal da mastite bovina, com taxas de isolamento entre rebanhos que variam
entre 8,3 e 49,23% (LANGONI et al., 1991; COSTA et al., 1995; MORETTI et al.,
1998; BRITO et al., 1999; LAFRANCHI et al., 2001; DONATELE et al., 2002). Nossa
taxa de isolamento foi de 33,9% (19/56), o que representa um indice dentro dos ja
reportados. Diversos estudos apontam que S. aureus, além de ser o mais frequentemente
isolado da mastite bovina no Brasil, apresenta aumento crescente no padrdo de
resisténcia a antimicrobianos (BRITO et al., 2001). Segundo Barravieira (1994), tal fato

pode estar relacionado a capacidade diferenciada de aquisicdo de resisténcia que este
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micro-organismo possui. Desta forma, 0 monitoramento da resisténcia em S. aureus €
também importante, pois o uso incorreto e indiscriminado de antimicrobianos é um dos
principais fatores que influenciam no incremento das taxas de resisténcia (ZAFALON et
al., 2008).

Os estafilococos coagulase-negativa (ECN), grupo de Staphylococcus que eram
considerados bactérias ndo patogénicas até a sua descoberta como agentes causadores
de infec¢des nosocomiais (KLOOS; BANNERMAN, 1994; VERMONT et al., 1998).
Porém, com a emergéncia da multirresisténcia aos antimicrobianos em ECN,
recomenda-se que uma grande atencdo seja direcionada também para estes
microrganismos (NUNES, 2000; SINGHAL et al., 2006). Em nosso estudo 66,1%
(37/56) dos isolados foi classificado como ECN, ou Staphylococcus spp., sendo que as
principais espécies envolvidas em infecgdes sdo: S. epidermidis, S.saprophyticus, S.
haemolyticus, S. warneri, S. hominis, S. simulans, S. lugdunensis e S. xylosus, embora
outras espécies possam também causar infec¢des, especialmente em humanos (KLOOS;
BANNERMAN, 1994; CUNHA et al., 2002; CHANG et al., 2003; ROSS et al., 2005;
SINGHAL et al., 2006). E importante lembrar que os ECN constituem um dos maiores
grupos componentes da microbiota de mucosas da pele humana (SILVA et al., 2000), o
que pode sugerir inadequados processos nas etapas de lactacdo. Portanto, pela
proximidade de relagdo entre humanos e animais de producdo, como bovinos, as
infeccBes cruzadas sdo passiveis de ocorrerem, podendo contribuir com a reducdo na
qualidade do leite, da sanidade animal e, em especial contribuir para infeccdes em
humanos.

Devido a crescente preocupacdao com a salde publica, sanidade animal e o
impacto que a resisténcia antimicrobiana pode acarretar a ambos, pesquisas envolvendo
terapias alternativas (ou acessorias), como plantas medicinais e seus compostos, vém
sendo realizadas, a fim se obter uma maior variedade de farmacos (ou adjuvantes
terapéuticos) com agdo antimicrobiana (BERTINI et al., 2005). Nesse sentido, estudos
cientificos mostram que S. acmella possui varios efeitos, dentre 0s quais encontramos
efeito anestésico, antipirético, antifingico, antioxidante, analgésico e antimicrobiana.
Spilanthes acmella também possui bom efeito inseticida (DOMINGO; LOPEZ-BREA,
2003; AHMED et al., 2013). No entanto, h& pouca literatura cientifica atual sobre o
efeito antibacteriano da planta de S. acmella e, mais ainda, sobre bactérias do leite,

como Staphylococcus spp.
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De maneira geral, nossos resultados demonstraram que o extrato vegetal de
jambu (EVJ) apresentou capacidade de inibir o crescimento dos isolados, mas sim uma
dispersdo entre o EVJ na maior concentracdo (20%) até a concentracdo 0,039%
(diluicdo 1:1024). Acreditamos que esse efeito possa estar relacionado aos diferentes
perfis de sensibilidade dos agentes, visto que, se considerarmos dados de S. aureus, 0s
perfis de resisténcia desta espécie podem ser bastante varidveis entre rebanhos, e até
mesmo dentro de um mesmo rebanho (CARDOSO et al., 2000; RABELLO et al., 2005;
SILVEIRA-FILHO et al., 2005).

Na concentragdo mais alta do EVJ, 20%, nenhuma das 56 amostras apresentaram
crescimento visual. Vinculamos esse resultado devido ao fato das plantas conterem
flavondides, taninos e outros fotoquimicos, que sdo antimicrobianos conhecidos
(PRACHAYASITTIKUL et al., 2009). Narayana et al. (2001) demonstraram que 0s
flavonoides tiveram efeito antimicrobiano contra muitas bactérias, principalmente
Gram-positivas. Ahmed et al., (2013), relataram que S. acmella tem forte atividade
inibitéria no crescimento bacteriano, principalmente em Gram-positivos, o que coincide
com o presente experimento ao encontrar esse efeito em Staphylococcus spp.

No entanto, trabalhando-se s6 com 20 (vinte) amostras com CIM inicial (20%),
16 (80%) apresentaram crescimento quando os respectivos CIM foram inoculadas em
meio ABP. Nessa concentracdo, portanto, acreditamos que o EVJ, para estas 16
(dezesseis) amostras, tenha provocado um efeito bacteriostatico nestes 16 isolados,
impedindo a replicacdo bacteriana. Villalobos et al. (2019), também observaram efeitos
bacteriostaticos em amostras de Porphyromonas gingivalis ao utilizar extrato de Jambu.
Pode-se tentar se estabelecer um paralelo de comparacdo versus efeito em relagcéo a
bactérias Gram-negativas e positivas, em relacdo ao efeito do EVJ, visto que P.
gingivalis é uma bactéria Gram-negativa. No entanto, Arora et al. (2011) observaram
que extratos de S. acmella tiveram atividade ainda maior do que a doxiciclina contra
Klebsiella pneumoniae, outra bactéria Gram-negativa. Nas demais quatro amostras do
EVJ a 20%, sem crescimento em ABP, acreditamos que o efeito tenha sido bactericida.
Portanto, essa ndo uniformidade entre provaveis efeitos bacteriostaticos ou bactericidas,
provavelmente se deva aos diferentes perfis de sensibilidade dos isolados, visto que séo
provenientes de diferentes animais, propriedades e manejo. Neste sentido, observamos
que a partir da concentracdo de EVJ a 5% e inferiores, ndo se constatou crescimento de

Staphylococcus spp. no respectivo CIM. Acreditamos que esses isolados possuam um
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perfil de sensibilidade mais alto e que, para estes, o EVJ provocou um efeito
bactericida.

Um ponto interessante a se ressaltar € o fato de que nas concentracbes onde
houve crescimento em ABP do CIM (10 e 5% de EVJ) as amostras eram de S. aureus.
Nossa hipdtese associa o fato que, de maneira geral, S. aureus € mais patogénico para 0s
bovinos (nas mastites) do que os ECN, e por isso, provavelmente, mais expostos a
terapias antimicrobianas do que os ECN. Variagdes nos indices de resisténcia sdo
observadas entre regides ou rebanhos devido a pressdo seletiva exercida pelo agente
antimicrobiano (RAJALA-SCHULTZ et al. 2004). Cabe ressaltar que para alguns
isolados de S. aureus ndo houve crescimento em ABP na CIM. Estes provavelmente
eram perfis de maior sensibilidade, pois a CIM ocorreu em dilui¢des superiores a 20, 10
e 5%.
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7 CONCLUSAO

Em nosso estudo obtivemos alta percentagem de isolamento (93,3%) de
Staphylococcus spp. das amostras, com 33,9% representando S. aureus e 66,1% de
estafilococos coagulase-negativa. Neste cenario, verificamos que o extrato vegetal de
Jambu provocou inibicdo no crescimento de Staphylococcus spp. isolados de amostras
de leite, em todas as concentracdes testadas, exceto a Ultima (a 0,0195%). Para os
isolados com CIM menor (maiores concentragdes de EVJ) os efeitos, em sua maioria, se
comportaram como bacteriostatico, ao passo que para isolados com CIM maiores
(menores concentracGes de EVJ) o efeito foi similar ao bactericida. Acreditamos que
essas diferencas em efeitos possam estar ligadas a diferentes niveis de sensibilidade dos
isolados.
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