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CAPITULO 3
Extrato etandlico de Mangifera indica L. reduz adesao de Staphylococcus spp. isolados de leite
mastitico

Roberta Torres Careli*!; Diogo Franca Arruda?; Camila Ribeiro Rocha?; Emanuelly Gomes Alves
Mariano*; Adriana Gongalves Freitas>; Eduardo Robson Duarte®

Resumo

Objetivou-se avaliar a atividade antibacteriana do extrato etandlico de Mangifera indica L. sobre células
de Staphylococcus aureus e Staphylococcus haemolyticus aderidas por 48 h em superficie de ago
inoxidavel na presenga de leite desnatado. Efeitos antibacterianos do extrato foram avaliados para a
amostra S. aureus ATCC 25923 e dois isolados (S178 e S182) provenientes de leite de vacas com
mastite, para determinagdao da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), Concentragdao Bactericida
Minima (CBM), potencial de biotransferéncia, adesdo bacteriana e sua a¢do sanitizante. A CIM foi de
0,625 mg-mL"! para as trés bactérias analisadas, e uma CBM de 2,5 mg-mL"! para S178 e S182 ¢ 1,25
mg-mL"! para S. aureus padrio. A média de células bacterianas biotransferidas dos cupons de ago
inoxidavel para o leite foi de 8,61 log UFC-mL"!, enquanto a adesdo média foi de 7,06 log UFC-cm™.
Estes resultados indicam alto potencial de biotransferéncia e formagdo de biofilme das células de S.
aureus em aco inoxidavel na presenca de leite bovino. A solugdo do extrato de manga promoveu uma
redugio de 1,36 log UFC-cm™ a contagem de S. aureus ATCC 25923; em 4,08 log UFC-cm™ a
contagem de S178 e em 4,04 log UFC-cm™ a de S18, por um tempo de 10 min, na superficie de ago. O
extrato etandlico de manga verde apresentou efeito bacteriostatico e bactericida em S. aureus e S.
haemolyticus isolados do leite mastitico, com uma eficidcia média do extrato de 55,31% para S178 ¢

S182 e 12,98% para a cepa padrao quando ha formacao de biofilme.
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Introducio

O leite ¢ um produto com alto valor nutritivo e de importancia para a alimentagdo humana, porém
bastante perecivel, com alto teor de umidade e todos os nutrientes que favorecem a proliferacdo de
micro-organismos (SHABBIR et al., 2020). Dessa forma, a presenga de patdogenos provenientes das
glandulas mamarias infectadas dos animais resulta na contaminacdo subsequente do leite, nos
equipamentos e utensilios de ordenha, dos tanques de expansdo, influenciando assim seu padrao
microbiologico (PACHA et al., 2020).

Dentre as doengas que podem acometer o rebanho trazendo grandes prejuizos para a produgao
leiteira estd a mastite, que ¢ a inflamac¢do da glandula mamaria em que um dos principais agentes
causadores sao as bactérias do género Staphylococcus (ABRIL et al., 2020; PACHA et al., 2020). A
contaminagdo por esses micro-organismos pode representar um risco de seguranca alimentar, pois
quando encontram condigdes favordveis para sua multiplicagdo, produzem enterotoxinas
termorresistentes, muitas vezes ndo sendo eliminadas quando submetidas aos tratamentos térmicos
empregados no processamento do leite (GONET et al., 2023).

Virias espécies bacterianas possuem a capacidade de mudar um estado individual (planctonico)
para uma condi¢do de comunidade, aonde melhoram sua capacidade de sobreviver em ambientes
adversos (GUZMAN-SOTO et al., 2021). Esse arranjo auto-organizado, conhecido como biofilme,
consiste em uma estrutura microbiana tridimensional (3D) com células fixadas e envolvidas por uma
matriz extracelular autoproduzida, composta por agua, nutrientes, polissacarideos, DNA e proteinas,
que pode ser anexada a um substrato. Este processo dinamico de biofilmes estabelece uma importante
estratégia de protecao para as bactérias envolvidas nessa matriz, aumentando a sua resisténcia a agentes
antimicrobianos (GEBREYOHANNES et al., 2019).

Na cadeia produtiva de leite, um dos materiais comumente utilizado € o ago inoxidavel. O uso
desse tipo de superficie deve-se as caracteristicas de resisténcia a corrosao, a altas temperaturas, por ser
inerte, liso, impermeavel, de facil higieniza¢do e por apresentar custo relativamente baixo. Em razao
dessas propriedades, esse material ¢ utilizado nos tanques de expansao, nas tubulagdes de pasteurizagdo
e troca de calor e em diversos outros equipamentos envolvidos na produgdo de leite e derivados
(ANDRADE, 2008). Porém, patégenos como S. aureus possuem a capacidade de aderir e formar
biofilmes em superficies desse material (LATORRE et al., 2020; PACHA et al., 2020).

O uso indiscriminado de antibidticos na producdo de leite e de sanitizantes quimicos tem
contribuido para o desenvolvimento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos normalmente

utilizados no processo de higienizacdo. Como alternativa para a higienizagdo de equipamentos e
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utensilios de ago inoxidavel, tem-se testado compostos extraidos de plantas com agao bacteriostatica e
bactericida (DE PAULA et al., 2021; MANILAL et al., 2020).

Virios estudos ja foram conduzidos em extratos obtidos de folhas, cascas de frutas, raizes, cascas
do caule e carocos de Mangifera indica L. para verificar suas atividades antimicrobianas (ALAIYA;
ODENIYT, 2023; JAHURUL et al., 2015; RAJU et al., 2019). Jahurul et al. (2015) revisaram o uso de
sementes e cascas de manga na industria alimenticia, assim como a atividade dos compostos bioativos
nas partes da planta. O estudo relatou que a semente e a casca da manga contém principalmente
compostos fendlicos, como mangiferina, flavonoides e taninos, os quais podem estar relacionados com
as caracteristicas antimicrobianas. Raju et al. (2019) verificaram que carogos de manga, que geralmente
sdo descartados, tém propriedades antitumorais e antibacterianas.

A manga ¢ uma fruta de grande importancia econdmica e segundo a FAO (2003) ¢ a variedade
de fruta tropical dominante produzida no mundo. O plantio ¢ realizado para a exploracdo comercial
assim como a fruta também ¢é cultivada em pomares domésticos para autoconsumo. E consumida in
natura ou utilizada como matéria-prima para produtos industrializados (MANICA et al., 2001).

Quantidade consideravel de frutos verdes da manga se desprendem da planta na época da safra
pela queda fisiologica ou por agao do vento ou de outros fatores ambientais. Além disso, utiliza-se a
técnica do raleio para mangas, onde ¢ reduzido o niimero de frutas da planta para aquelas que
permanecem nela se desenvolvam melhor (EMBRAPA, 2000). Esse residuo que tem seu destino para
o descarte pode ser utilizado para a producao de sanitizantes na industria de alimentos, caso verificado
seu poder antimicrobiano.

Entretanto, pouco se conhece sobre a eficdcia antimicrobiana do extrato do fruto verde da manga
para bactérias patogénicas que afetam a producao de leite. Sendo assim, esta pesquisa avaliou-se a acdo
antibacteriana do extrato etanodlico de frutos verdes de Mangifera indica L. frente células de

Staphylococcus spp. isoladas de leite mastitico, aderidas em superficie de ago inoxidavel.

Material e Métodos

Coleta dos frutos e preparo do extrato

Frutos de Mangifera indica L., cultivar Ub4, foram coletados nos meses de setembro e outubro
de 2021, na area de reserva do Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), campus Montes Claros, MG (coordenadas 16°40°51,5”S e 43°50°32,1”W, altitude de
640 m). Foram selecionados os frutos em estagio de maturagdo verde, apresentando diametro de

aproximadamente quatro centimetros.
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Realizou-se a selecdo dos frutos sem lesdes, lavados com 4gua clorada (200 ppm por 15 min) e
posterior enxague em agua destilada. Os frutos inteiros foram triturados e o extrato etandlico foi obtido
pela adi¢dao de 100 g do material vegetal em 1000 mL de etanol PA. Essa mistura foi armazenada em
frasco ambar por dez dias e acondicionada em local seco e isento de iluminagao a temperatura de 23 °C.
Foi realizada a filtracdo em funil com gaze e algoddo e incubado em estufa com ventila¢ao forcada a 40

°C por dois dias (NERY et al., 2010 com modificagdes).

Obtengao e identificagdo dos isolados

O efeito antibacteriano dos extratos foi avaliado para a cepa padrao de S. aureus ATCC 25923
e para os isolados S178 e S182, provenientes de leite de vacas com mastite, da raga Girolando, com 5 +
1 anos de idade, criadas na fazenda experimental do Instituto de Ciéncias Agrarias da UFMG.

Para identificagdo molecular desses isolados, promoveu-se a extracdo e amplificagdo do DNA
ribossomal, como descrito por Chapaval et al. (2008). Utilizou-se um par de iniciadores que se anelam
em regioes conservadas dos genes 16S e 23S, 16-1A (5 GAATCGCTAGTAATCG 3°) e 23-1B (5’
GGGTTCCCCCAT TCGGA 3’). Sequenciou-se o gene 16S rRNA pelo método de Sanger, utilizando-
se o sequenciador automatico MegaBACETM 1000 e os primers utilizados foram o 27F (5’
GAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) e 1492R (5> GGTTACCTTGTTACGACTT 3’) no Laboratério
Myleus Biotechnology (REYSENBACH et al., 2000). O resultado do sequenciamento foi verificado
com o software SeqScanner, e os resultados comparados online no BLAST (banco de dados do NCBI).

As bactérias foram identificadas com nivel minimo de 99% de similaridade.

Avaliagdo do efeito bacteriostatico e bactericida

Para a avaliagdo dos efeitos bacteriostatico ¢ bactericida do extrato, foram realizados os testes
de determinagdo de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e de Concentragdo Bactericida Minima
(CBM). A determinacdo da CIM do extrato de manga foi realizada utilizando-se o método de
macrodilui¢do em caldo (NCCLS, 2005). A concentracio do extrato obtido foi 5,255 mg-mL™!. A partir
dessa concentragao, realizou-se o preparo de 2,5 mL de solu¢des contendo caldo Brain Heart Infusion
(BHI), nas concentra¢des de 0,15625; 0,3125; 0,625; 1,25; 2,5; ¢ 5,0 mg-mL™"! do extrato. Em seguida,
12,5 pL da suspensdo de cada micro-organismo em cultura pura foram inoculadas, separadamente, em
cada tubo contendo as solugdes dos extratos previamente determinadas. Para o preparo das suspensoes
bacterianas, a cultura foi ativada por duas vezes consecutivas em caldo BHI e incubada a 37 °C por 24

h, obtendo-se uma concentrago final de 108 UFC-mL"!, utilizando como referéncia o padrio de turbidez
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da escala de McFarland 0,5. Os controles das concentragdes dos extratos ndo continham a suspensio
microbiana. Todos os tubos foram homogeneizados em voértex por 1 min e incubados a 35 °C por 24 h.

Para a determinacdo da CBM, uma algada das suspensdes dos tubos que ndo apresentaram
turvagio foi transferida para placas contendo Agar Triptona Soja (TSA), as quais foram incubadas a 37

°C £ 2 °C por 24 h para observagao de crescimento microbiano (NCCLS, 2005).

Avaliacdo da adesdo bacteriana

Para o estudo de adesdo bacteriana, culturas ativas de cada estirpe foram centrifugadas a
9000 x g por 10 min e os pellets foram lavados com solugdo de cloreto de s6dio a 0,85%. As suspensdes
bacterianas foram preparadas por ressuspensao dos pellets em dgua peptonada a 0,1% e inoculada em
Erlenmeyers com 99 mL de leite desnatado esterilizado de modo a obter uma concentragdo celular de
10° UFC-mL"!, para cada sistema experimental. Em cada Erlenmeyer foram adicionados sete cupons de
aco inoxidavel AISI 304 # 4 com dimensdes de 2,0 cm x 2,0 cm x 0,1 cm, previamente higienizados e
esterilizados de acordo com Rossoni e Gaylarde (2000). A superficie de aco inoxidavel AISI 304 # 4
foi escolhida por ser a mais empregada em tanques de expansao de leite. O uso do leite desnatado se
deve ao fato de que os lipidios, presentes no leite integral, poderiam favorecer a adesdo e a formagao de
biofilmes, superestimando-se, assim, a real capacidade do microrganismo (BOARI et al., 2009).

Esse sistema experimental foi mantido sob agitacdo constante em mesa agitadora orbital a
60 rpm de modo a simular a agitagdao do leite no tanque de expansao. Os cupons foram lavados com
agua destilada e transferidos para uma nova amostra de leite desnatado esterilizado, sem inoculagao,
apods 24 h de condugdo do sistema experimental. Esse novo sistema foi mantido sob agitacdo de 60 rpm
por mais 24 h, totalizando 48 h de adesao bacteriana (BOARI ef al., 2009 com adaptagdes). Esse periodo
foi dimensionado com base na legislacao vigente para qualidade do leite cru, que estabelece como tempo
maximo entre a ordenha e o recebimento do leite no estabelecimento onde sera processado (MAPA,
2018). Para avaliagdo do potencial de biotransferéncia das células aderidas aos cupons para o leite
desnatado sem inoculagdo, aliquotas de 1000 pL foram retiradas e submetidas a dilui¢des decimais
seriadas sucessivas seguidas de plaqueamento em Agar Sal Manitol a 35 °C + 2 °C por 24 h (BOARI et
al., 2009 com adaptagdes).

Para quantifica¢do das células bacterianas aderidas, os cupons foram retirados, lavados em 10
mL de solugdo de cloreto de sodio a 0,85% para retirada de células planctonicas, transferidos para 10
mL de solucdo de cloreto de sddio a 0,85% e submetidos a banho ultrassonico por 2 min para

desprendimento das células sésseis. Realizaram-se diluicdes decimais de cada amostra, com
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plaqueamento em Agar Sal Manitol a 35 °C + 2 °C por 24 h e os resultados foram expressos em UFC-cm’

2 (BOARI et al., 2009 com adaptagdes).

Sensibilidade das células ao extrato

Para testar a sensibilidade das células aderidas frente a solu¢do do extrato, os cupons foram
lavados com solucdo de cloreto de sodio a 0,85%. Em seguida, foram transferidos para a solucdo
sanitizante, composto pelo extrato e agua destilada esterilizada, nas concentragdes bactericidas minimas
encontradas em testes anteriores para cada estirpe de Staphylococcus spp. A solu¢do controle foi
formulada com os mesmos componentes da solu¢do de extrato, no entanto, sem a presenca deste. Os
tempos de contato dos tratamentos com o extrato e controle foram 5; 7,5 e 10 min. Esses periodos foram
baseados no tempo de higienizacao de superficies e utensilios utilizados nas industrias de alimentos.
Para a quantificacdo das células bacterianas ap6s o contato com as solucdes do extrato, foram realizados
os procedimentos para a retirada de células aderidas descritos por Careli et al. (2009) e os resultados

expressos em UFC-cm™.

Analise estatistica

Esse experimento foi conduzido segundo delineamento inteiramente casualizado com trés
repeticoes por tratamento. Foi utilizado esquema fatorial 2 x 3 constituido por dois tratamentos (solugdo
com extrato e controle) e trés tempos de contato com o extrato (5; 7,5 e 10 min). Para verificar o efeito
antibacteriano do extrato sobre as células aderidas, os valores de UFC-cm™ foram transformados para
log (x+1) a fim de atender a pressuposicao de normalidade (CAIXETA et al., 2012). Todas as analises
estatisticas foram realizadas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey utilizando o Sistema de Analises

Estatisticas — SAEG versdo 9.0 (RIBEIRO JUNIOR, 2001).

Resultados e Discussao

A andlise molecular identificou o isolado S178 como S. aureus e o isolado S182 como S.
haemolyticus com similaridade minima de 99%.

No teste para a detec¢do da CIM foram obtidos valores de 0,625 mg-mL! para a estirpe padrio
e os isolados. No entanto, S178 e S182 mostraram-se mais resistentes ao efeito bactericida do extrato

de manga, ja que foi necessario o dobro de extrato em relagdo a cepa padrdo (Tabela 1).
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Tabela 1 - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM),
expressas em mg-mL™!, do extrato do fruto verde de Mangifera indica L. frente a cepas de
Staphylococcus spp

Micro-organismo CIM (mg-mL™) CBM (mg-mL™)
ATCC 25923 0,625 1,25
S178 0,625 2,5
S182 0,625 2,5

Fonte: Dos autores, 2022.

Outros estudos tém reportado valores de CIM e CBM superiores aos verificados nesta pesquisa.
Bona et al. (2014) avaliaram o efeito antibacteriano de extratos etandlicos de outras frutas frente S.
aureus. Verificaram uma CIM de 12,5 mg-mL™! referente aos extratos etandlicos de jabuticaba
(Myciaria cauliflora), goiaba (Psidium guajava) e jamelao (Syzygium cumini). O extrato de jamelao foi
capaz de eliminar as células de S. aureus em CBM de 100 mg-mL.

Osei-Djarbeng et al. (2020) conduziram um estudo para investigar e comparar a propriedade
antimicrobiana de extratos etandlicos da casca de manga, folhas e carogo contra diferentes micro-
organismos selecionados, através da diluicao em caldo e método de difusdo em pogo de agar. O estudo
relatou que o extrato do carogo exibiu a maior atividade antimicrobiana entre os extratos. A
concentragio inibitoria minima (CIM) do extrato do carogo contra S. aureus foi de 125 ng-mL™.

Bshabshe et al. (2020) investigaram a atividade antibacteriana do extrato etanolico do carogo de
manga em isolados clinicos de S. aureus e S. aureus resistente a meticilina (MRSA) usando o método
de difusao em disco in vitro. A atividade antibacteriana do extrato foi comparada aos resultados obtidos
pelos antibioticos padrdes (vancomicina, ampicilina e penicilina). O estudo relatou que o extrato de
caroco de manga demonstrou atividade antibacteriana contra ambas as categorias de bactérias.
Verificou-se que as cepas de MRSA s3o mais sensiveis ao extrato de carogo de manga quando
comparadas ao medicamento de referéncia vancomicina. Além disso, o estudo relatou que MRSA
mostrou 100% de sensibilidade a vancomicina, 100% de resisténcia a ampicilina e 98% de resisténcia
a penicilina.

O alto teor de taninos hidrolisados € de compostos fenolicos presentes na casca e na améndoa
da manga foram associados ao seu efeito antimicrobiano (JAHURUL et al., 2015).

Pode-se atribuir a a¢do antimicrobiana dos extratos de plantas pelo efeito toxico que causa na
membrana citoplasmatica dos micro-organismos. Os compostos ativos desses extratos com
propriedades hidrofobicas possibilitam o particionamento dessas membranas alterando fungdes a
permeabilidade (GARCIA; ORLANDA, 2014). Esses efeitos podem promover ruptura do fluxo de
elétrons, alteragdo no transporte de moléculas na membrana, inibicdo de atividade de enzimas e

coagulagdo do conteudo citoplasmatico (COX et al., 2000).
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Nao foi observada diferenca (p > 0,05) entre os micro-organismos avaliados neste estudo quanto
aos valores de potencial de biotransferéncia e adesdo na superficie de ago inoxidavel. De forma geral, a
média de células das cepas bacterianas biotransferidas da superficie para o leite foi de 8,61 log UFC-mL"
. Os valores do potencial de biotransferéncia encontrados sio preocupantes pois indicam alta
capacidade de contaminacdo e de multiplicacdo dessas bactérias em leite, que pode causar sérios
prejuizos econdmicos e de saude publica. Latorre ef al. (2020) refor¢am que os biofilmes formados por
S. aureus em equipamentos de ordenha podem atuar como fonte de contaminagdo, comprometendo
assim a qualidade microbioldgica do leite utilizado para a fabricagdo de produtos lacteos.

Verificou-se uma concentracio média de 7,06 log UFC-cm™ de células aderidas em cupons de
aco inoxidavel pelas cepas avaliadas. A alta contagem de micro-organismos para a adesdo nesse estudo
aponta que houve formagdo de biofilme. Vargova et al. (2023) também observaram que S. aureus,
isolados de leite e superficies de ambiente de ordenha, foram capazes de formar biofilme em acgo
inoxid4vel, com contagens superiores a 5 log UFC-cm™.

A formagdo do biofilme ¢ considerada uma adesdo irreversivel, sendo necessario aplicar forca
mecanica, agentes surfactantes, agentes sanitizantes e calor para a remogao dessa complexa comunidade
microbiana aderida. Entretanto, apos a higienizacao ainda podem ser encontradas células que possam
contaminar os alimentos. Outro problema na industria de alimentos ¢ a capacidade de bactérias do
biofilme se desprenderem e dispersarem por erosdo ou abrasdo, tornando-se uma fonte constante de
contaminagdo (OLIVEIRA; BRUGNERA; PICCOLI, 2010).

Nao houve diferenga (p > 0,05) para os tratamentos controle de cada micro-organismo a medida
que se aumentou o periodo de exposi¢do (Tabela 2). Para a estirpe padrdo, no tempo de 10 min obteve-
se a maior redu¢do do nimero de células aderidas. Desta forma, o extrato foi capaz de reduzir em 1,36
log UFC-cm™ a contagem de S. aureus ATCC 25923. Apesar de o nimero de células aderidas ter
diminuido (p < 0,05), essa reducdo ndo foi satisfatoria, pois em contagens de S. aureus acima de
10° UFC-mL! ou por grama de alimento é compativel com a formagdo da enterotoxina (SANTANA et
al.,2010).

As enterotoxinas produzidas por Staphylococcus spp. podem resultar em gastroenterite aguda de
evolugdo rapida e os sintomas variam de acordo com a susceptibilidade de cada individuo. Uma mesma
cepa de S. aureus pode produzir mais de um tipo de enterotoxina e doses baixas da enterotoxina ¢ capaz
de causar surtos, além disso ¢ termorresistente e o periodo da intoxicagao ¢ de curto prazo de incubac¢do
(SANTANA et al., 2010).

A eficéacia do extrato frente a S. aureus ATCC 25923 mesmo no tempo de 10 min foi baixa
comparada as outras cepas. Entretanto, a concentragao do extrato utilizado para a cepa padrao foi metade

da concentragdo para S178 e S182, conforme determinado em testes anteriores.
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Para o isolado S178, houve diferenca (p < 0,05) entre os tempos utilizados para o extrato de
manga, porém o periodo de contato de 10 min reduziu em 4,08 log UFC-cm™ o niimero de células
quando comparado a adesdo (Tabela 2). Em todos os tempos de contato houve diferenca entre o controle
e o extrato de manga para a estirpe S182. A contagem de micro-organismos aderidos sobreviventes apos
5,0 e 7,5 min de aplicagdo do extrato foi similar (p > 0,05). Apds 10 min foi verificada reducao de 4,04

log UFC-cm de células aderidas em relaco ao valor verificado para o teste de ades3o.

Tabela 2 — Contagem de células de Staphylococcus spp. aderidas em superficie de aco inoxidavel,
expressas em log UFC-cm™, ap6s o tratamento com extratos do fruto verde de Mangifera indica L. nas
concentracoes bactericidas minimas e solu¢ao controle expostas a diferentes tempos de contato

Micro-organismo Log UFC-cm™
Tempo**(min) % eficacia*
(CBM) Controle Extrato
ATCC 25923 5,0 6,774 6,72/ 0,005°
(1,25 mg-mL") 7,5 6,6142 6,565 1,71B®
10,0 6,55%8 5,70 12,084°
S178 5,0 7,1348 6,7348 5,45¢P
(2,5 mg-mL") 7,5 6,744 5,06B° 24,9282
10,0 6,841 2,98¢P 55,4042
S182 5,0 7,424 5,3040 28,3088
(2,5 mg-mL") 7,5 7,108 5,384P 24,2982
10,0 6,761 3,028b 55,2042

Fonte: Dos autores, 2022.

Legenda: CBM: Concentragdo Bactericida Minima.

Nota: Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna (comparagdo entre os tempos) e minuscula na linha
(comparagdo entre tratamentos) nao diferem significativamente a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

*Eficacia = 1 - (Controle) x 100, letras maitisculas diferentes indicam diferenga entre os tempos avaliados para o mesmo
isolado e letras mintsculas iguais indicam similaridade entre os isolados avaliados nos mesmos tempos.

** Teste de adesdo (tempo 0) - concentragdo média de 7,06 log UFC-cm™ para as trés cepas.

Foi observada maior eficcia para isolado S. aureus 178 no tempo de 10 min e apesar de ser da
mesma espécie, a cepa padrao € isolada de humanos, enquanto a S178 foi isolada de leites de bovinos
com mastite. A eficacia para o isolado S182 foi maior no tempo de 10 min e bem préximo a eficacia
encontrada para S178. O tratamento, o tempo de contato e a espécie de micro-organismo avaliado
influenciaram a eficacia do extrato (Tabela 2).

Diversos autores relatam micro-organismos coagulase negativa como causadores de mastite

bovina. Um exemplo de uma espécie com essa caracteristica ¢ S. haemolyticus, cepa

420



V Simposio de Engenharia de Alimentos
Parte 5 - Seguranga dos alimentos: Microbiologia de alimentos, Higiene em industria de alimentos e Toxicologia de alimentos

predominantemente isolada de leite bovino (HOSSEINZADEH; SAEI, 2014; PATE et al., 2011).
Porém, poucos estudos relatam o uso de extratos vegetais na inibicao desse patdgeno.

Manzur et al. (2019) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos de folha de manga em
oito cepas de S. aureus isoladas de uma vaca com mastite e a cepa padrao S. aureus ATCC 25923.
Todos os micro-organismos foram capazes de formar biofilmes em superficies de aco inoxidavel e
borracha, com contagens de células superiores a 7 log UFC-cm™. O extrato etanolico a 45,3 mg-mL!
foi capaz de reduzir os biofilmes na borracha (média de redu¢io 3,91 log UFC-cm™) e ago inoxidavel
(média de redugio 3,87 log UFC-cm™) apés 5 min de contato.

O extrato etanolico de manga apresentou pouca eficicia na reducdo da contagem de células da
estirpe padrao e consideravel reducgdo para as estirpes S178 e S182 isoladas do leite de animais com
mastite. Esses resultados podem ser justificados pelos mecanismos de resisténcia de células dentro de
um biofilme e pela interagao que pode ocorrer entre a matéria organica no leite € os compostos ativos
do extrato. Para contornar tal situagdo, uma possivel opcao seria a utilizagdo de maior tempo de contato

e/ou o aumento da concentracdo do extrato de manga verde.

Conclusao

O extrato etandlico de manga verde apresentou efeito bacteriostatico e bactericida em S. aureus
e S. haemolyticus 1solados do leite de vacas com mastite. A redu¢do do numero de células para a cepa
padrao foi insatisfatério mesmo no tempo de contato de 10 min com eficacia de redugao do extrato de
12,98%. Os isolados se mostraram menos resistentes a agdo do extrato com eficacia do mesmo em torno
de 55%. Os biofilmes possuem mecanismos de prote¢do que diminuem ou impedem a a¢ao de agentes
antimicrobianos. Para futuras investigagoes, sugere-se o aumento da concentracao do extrato e/ou maior
tempo de contato com as cepas aderidas. Assim como, avaliar a possibilidade do uso do extrato como

possivel agente sanitizante para equipamentos de ordenha bovina na cadeia de producao de leite.
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