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RESUMO

Os Staphylococcus aurens apresenta uma grande versatilidade no desenvolvimento de resisténcia a virios antibiticos, que contribui para a sobrevivén-
cia nos mais variados ambientes, a medicina alternativa vem buscando meios naturais no tratamento de infecgdes em longo prazo causado por essas
bactérias. No entanto este trabalho teve com objetivo de determinar a atividade antimicrobiana e a determinagio dos padrdes de resisténcia aos extra-
tos de Anacardium occidentale, Myrciaria cauliflora, Lippia sidoides, Psidium guajava, Rosmarinus officinalis e Punica granatum, sobre amostras de S.
anrens de origem bovina. Os niveis de resisténcia foram determinados pelo método de diluigio em placas e os testes de sensibilidade i vitro foram
realizados utilizando o método de difusio em meio sélido. Em seguida foram inoculados 50 L do extrato nas seguintes diluicdes 1:1; 1:2; 1:4; 1:8;
1:16; 1:32; 1:64; 1:128; 1:256 € 1:556. As placas foram incubadas a 37°C, por um perfodo de 24 a 48 horas. Observou-se halos de inibigio de até 31 mm
de didmetro. Pode-se concluir que todos os extratos apresentam atividade antibacteriana in vitro sobre linhagens de §. aureus de origem bovina, resis-
tentes a penicilina, o que sugere investigagdes fitoqufmicas e farmacocinéticas para a possivel utilizagio dessas substincias nas indicagdes terapéuticas
em Medicina Veteriniria.

Palavras-chaves: Atividade antimicrobina, extratos vegetais, fitoterdpicos.

DETERMINATION OF THE STAPHYLOCOCCUS AUREUS STANDARDS OF
RESISTANCE OF TO EXTRACTS OF MEDICINAL PLANTS NORTHEAST BRAZILIAN

ABSTRACT

The Staphylococcus aureus presents a great versatility in the development of resistance to some antibiotics, which contributes for the survival in the
most varied surrounding, the alternative medicine comes searching half natural in the treatment of infections in the long run caused by these bacteria.
However this work had with objective to determine the antimicrobiana activity and the determination of the standards of resistance to extracts of
Anacardium occidentale, cauliflora Myrciaria, Lippia sidoides, Psidium guajava, Rosmarinus officinalis and Punica granatum, on S. aureus samples of of
bovine origin. The resistance levels had been determined by the method of dilution in plates and the sensitivity tests in vitro had been carried through
using the method of diffusion in half solid. After that they had been inoculated 50 L of the extract in the following dilutions 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16;
1:32; 1:64; 1:128; 1:256 and 1:556. The plates had been incubates 37°C, for a period of 24 the 48 hours. One observed halos of inhibition of until
31 mm of diameter. Penicillin can be concluded that all the extracts present antibacterial activity in vitro on S. aurens ancestries of bovine origin,
resistant, what it suggests phytochemicals and pharmacokinetics inquiries for the possible use of these substances in the therapeutically indications in
Medicine Veterinary medicine.

Keywords: antimicrobial activity, vegetal extracts, phytoterapics
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INTRODUCAO

Os Staphylococcus aureus sio os principais micror-
ganismos encontrados no tbere e conseqlientemente
no leite de animais mastiticos. Medidas preventivas
para o controle da transmissio deste agente em fazen-
das sio largamente praticadas, a infec¢io com S. au-
reus é ainda muito comum, com pequena resposta a
terapia com agentes antimicrobianos. Entre outros
agentes os Staphylococcus destacam-se por serem fon-
tes inesgotdveis de estudos em diversos paises do
mundo, possuem caracteristicas particulares de disper-
sio entre os rebanhos, resisténcia aos firmacos utili-
zados no tratamento da doenga e grau de toxigenici-
dade que pode ocasionar riscos a satde publica
(FREITAS et al., 2005).

A utilizagio das plantas pela medicina popular, par-
ticularmente seu uso em medicina veterinaria e a divul-
gacio dos éxitos conduziram a exploragio cientifica,
proporcionando um conhecimento quimico-farmaco-
l6gico de milhares de espécies vegetais. Plantas com
propriedades terapéuticas sio de grande relevincia na
medicina em todo o mundo, principalmente nos paises
em desenvolvimento onde as drogas sio importadas, de
alto custo e na maioria das vezes inacessiveis a grande
parte da populagio (SILVA, et al., 2007).

A planta Anacardium occidentale Linn. pertencente
a familia Anacardiaceae, é conhecida popularmente
como cajueiro. E origindria do Brasil, e utilizada na
medicina tradicional, principalmente no Nordeste bra-
sileiro com efeitos terapéuticos como: aliviar dor de
dente, antiinflamatério para gengiva e garganta, bron-
quites, artrites, colicas intestinais, ictericia, contra dia-
betes, asma e até mesmo usado como afrodisfaco (Mota,
2004; Morais et al., 2005; Agra et al., 2007). A Myrcia-
ria cauliflora Berg. é conhecida popularmente como ja-
buticabeira é uma planta de clima tropical e subtropical
tmido, pertencente a familia Myrtaceae, sendo consi-
derada uma das fruteiras mais tipicas da Mata Atlantica
do Brasil (GOMES, 1980). A Lippia sidoides Cham é
popularmente conhecida por Alecrim-pimenta, alecrim-
do nordeste, alecrim-bravo (INNECCO, 2000) e es-
trepa-cavalo (MATOS, 2002). Suas folhas sio geralmen-
te utilizadas para tratamento de acne, ferimentos, in-
fecgoes da pele e do couro cabeludo. Sua infusio tem
sido usada popularmente em inalagdes, rinite alérgica e
no tratamento das infec¢des vaginais, da boca e da gar-
ganta (MATOS e OLIVEIRA, 1998).

A Psidium gnajava Linn (goiabeira) se apresenta na
natureza como uma planta em forma de arbusto pere-
ne da familia das Mirtaceas, o p6 da folha da goiabeira
apresenta, sob infusio, efeito inibidor sobre o cresci-
mento de Escherichia coli, Shigella desenteriae, Salmo-
nella typhi, Stahylococcus anreus e Proteus mirebellis
(CONSERVA, 1985). A Rosmarinus officinalis Linn.
conhecida como alecrim, é uma planta aromitica e a
infusdo é empregada em febres tiféides adinimicas. O
decocto das folhas é usado em logdes contra as placas
gangrenosas, em banhos aromiticos nos reumiticos
articulares, em banhos fortificantes nas criangas e so-
bre tumores frios. O hidrolato de alecrim serve como
fortificante capilar (CONCEICAO, 1980). A plan-
ta Punica granatum Linn é conhecida popularmente
como Romai sendo largamente utilizada em medicina
popular como antimicrobiano natural ( NAWWAR
et al., 1994).

No entanto a busca por recursos alternativos ji é
uma realidade, justifica-se, portanto a necessidade de
se estudar a ag¢io de fitoterdpicos sobre os microrga-
nismos patogénicos, uma vez que as plantas estuda-
das, dentre elas o cajueiro, jabuticabeira, alecrim-pi-
menta, goiabeira, alecrim e romi, sio largamente
encontradas na regiio Nordeste, e comumente utili-
zadas pela populagio.

MATERIAL E METODOS

Confeccio dos Extratos

O experimento foi conduzido nos laboratérios de
Ciéncias Quimicas e Biol6gicas da Universidade Fe-
deral de Campina Grande —- UFCG do Centro de Sat-
de e Tecnologia Rural-CSTR, e laboratério de Biolo-
gia Molecular, Cidade Universitiria — Jodo Pessoa —
PB — UFPB. As amostras vegetais foram coletadas na
fazenda NUPEARIDO (Nicleo de Pesquisa para o
Desenvolvimento do Semi-4rido), pertencente a
UFCG, no municipio de Patos — PB, em seguida co-
locadas em estufa a 40 °C para secagem. As amostras
foram moidas em moinhos de navalha até uma granu-
lometria de 20 mm. Em seguida, as amostras foram
pesadas e submetidas A extragdo etandlica. O etanol
foi eliminado por evaporagio num rotaevaporador
rotativo MA 120, com o banho a uma temperatura de
60°C e em seguida estocado em recipientes adequados
a temperatura de 0 a 20°C até seu uso.
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Linhagens bacterianas

Neste trabalho foram utilizadas 30 amostras de
Staphylococcus anrens de origem animal que foram iso-
ladas de bovinos em fase de lactagio na regido de Pa-
tos no sertdo paraibano. Como controle da atividade
do extrato foi empregado as linhagens ATCC 29213,
ATCC 235, ATCC 6538 e ATCC 33591 de acordo
com (NCCLS, 1997). As linhagens bacterianas de
origem bovinas foram: 250U, 324U, 314FN, 303U,
311FN, 146L, 313FN, 429FN, 319U, 319L, 322 FN,
312U, 316U, 249FN, 212U, 122U, 129FN, 313U,
311L, 302U, 228FN, 204U, 310U, 324U, 250U,
249FN, 235U, 308U, 203U, 129U.

Determinagdo dos niveis de resisténcia

Os niveis de resisténcia foram determinados pelo
método de diluigio em placas usando-se as concen-
tragoes crescentes e dobradas, que variaram de 0,019 a
10% dos extratos hidroalcéolicos das plantas em es-
tudo. Uma série de placas foi preparada no dia do uso,
nelas vertendo-se 18 ml do meio de cultura Blood Agar
Base (BAB) mantido a 50°C, acrescido de 2 ml do
extrato em varias diluigdes, para se obterem as con-
centragdes finais desejadas. Solidificado o meio, as
placas foram colocadas entreabertas na estufa a 37°C
por aproximadamente 2 horas para se tornarem per-
feitamente secas. As amostras de S. aureus foram cul-
tivadas em caldo nutritivo (Brain Heart Infusion —
DIFCO); incubadas a 37°C por 18 a 20 horas, dilui-
das a 102 em solucao salina e inoculada com uma
multialga (17 amostras por placa). As placas foram
incubadas a 37°C por 18 — 24 horas e foi considerada
como CIM a menor concentragio do extrato que ini-
biu completamente o crescimento bacteriano.

Determinagdo da Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana em placas foi determi-
nada pelo método de difusio em meio sélido para
determinagio da Concentragio Inibitéria Minima
(CIM). A CIM foi considerada a menor concentragio
das substancias que inibiu visivelmente o crescimento
bacteriano. Utilizou-se orificios de 6 mm de didmetro
os quais foram preenchidos com 50 uL da solugio dos
extratos diluidos em dgua destilada, com a solugio
estoque diluida a 5% para as concentragdes 1:2, 1:4,
1:8, 1:16 e 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, e 1:556 pré-estabe-
lecidas a partir do extrato padrio de cada amostra de
concentracio de 2-0.03 mg mL! (Eloff, 1998) (Figu-
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ra 1). Os ensaios foram realizados em triplicata, acom-
panhados de controle positivo com os antibiéticos,
Penicilina (10 pug) e azitromicina (15 ug) e controle
negativo com etanol P A.

Atividade antimicrobiana

€
£ 35
o
@ 30 \‘ ==¢==Ex. Puro
a
2 =A. occidentale
£ 25
o Y
3 M. cauliflora
8 20 -
E = L. sidoides
< 15 - ;
g =P. guajava
o
5 10 \\ = R. officinalis
1% 5 P. granatum
e \::—u—
0

CE 1:02-1:04-1:08-1:16-1:32-1:64 - 1:128 - 1:256 - 1:556

Figura 1. Representacao grafica da atividade antimicrobiana dos extratos
hidroalcodlicos de A. occidentale, M. cauliflora, L. sidoides, P guajava, R.
officinalis sobre as linhagens de Staphylococcus aureus de origem bovina
e cepas padroes ATGC 29213, ATCC 235, ATCC 6538 e ATCC 33591.

Leitura das Placas

A leitura das placas levou em consideragio a pre-
senga ou auséncia de halos em volta dos discos. Os
halos foram medidos em milimetros (mm) em rela-
¢do ao seu didmetro e a concentragio inibitéria mi-
nima (CIM) (Tabela 1, Figura 2), de acordo com a
metodologia de Catio et al, (2006). Apresentou
maior atividade antimicrobiana, quem apresentou
halo superior a 11 mm.

Figuras 2. Concentragdo Inibitéria Minima do extrato do Alecrim (de R.
officinalis Linn.) sobre Staphylococcus aureus de origem bovina 311U.
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Tabela 1. Concentragdo Inibitéria Minima do extrato hidroalcoolico A. occidentale, M. cauliflora, L. sidoides, P guajava, R. officinalis
sobre as linhagens de Staphylococcus aureus de origem bovina e cepas padroes ATCC 29213, ATCC 235, ATCC 6538 e ATCC 33591
sobre 30 amostras de S. aureus bovinas, pelo método de diluigdo em placas.

Diametro do halos de inibigao (mm) D
iluicao do Extrato

paagers Ext. Puro 12 14 18 panagers Ext. Puro 12 14 18
ATCC 29213 - - + + ATCC 6538 - + + +
ATCC 235 - - + + ATCC 3359 - - + +
203 U - - + + 129 U - - + +
314 FN - - + + 316U - + + +
249 FN - - - + 235U - - + +
303U - - + + 249FN - - + +
308 U - - + + 310U - + + +
311FN - - + + 212U - - + +
146 L - - + + 122U - - - +
313 FN - - + + 129FN - - + +
429 FN - - + + 313U - - - +
319U - - + + 311L - - + +
250 U - - - + 228 FN - - + +
319 L - - - + 302U - - + +

FN = Fossa Nasal; U = Ubere; L = Leite. + Crescimento; — Sem Crescimento

RESULTADOS E DISCUSSAO

A determinacio da atividade antimicrobiana dos
extratos das espécies A. occidentale, M. cauliflora, L.
sidoides, P. guajava, R. officinalis e, sobre as amostras
de Staphylococcus aureus de origem bovinas ensaiadas
possibilitou a determinagio da Concentragio Inibit6-
ria Minima (CIM), com base no tamanho dos halos
de inibicio, do extrato que inibiu o crescimento des-
sas bactérias. Os resultados obtidos nas amostras se-
lecionadas estdo apresentados na Tabela 1 em percen-
tual de atividade antimicrobiana. A Figura 1 mostra a
fotografia representativa da agio antimicrobiana in
vitro do extrato hidroalcodlico da R. officinalis Linn,
sobre a linhagem bovina 311U. Os resultados aqui
apresentados demonstram que todas as amostras en-
saiadas sdo sensiveis aos extratos hidroalcoélicos.
Observou-se halos de inibicio que variaram de 11 a
31 mm, variando entre as amostras. A inibi¢io do cres-
cimento apresentou-se homogénea, de acordo com o
grau de concentracio dos extratos das plantas em es-
tudo. Quanto aos padrdes de resisténcia que foram
determinados pelo método de dilui¢io em placas, foi
possivel observar uma reducio com efeito bacterios-
tatico e bactericida. Os resultados obtidos nas amos-
tras em estudo estio apresentados na Tabela 2. Com
relacio as infec¢bes ou doengas causadas por S. au-
reus, a medicina tradicional tem se mostrado inefici-
ente em alguns aspectos. Principalmente no tocante

aos métodos de tratamento, muitas vezes ineficazes
ou realizados de maneira que propiciem o desenvolvi-
mento, cada vez maior, de resisténcia microbiana. Pe-
reira, et. al., (P granatum 2006) realizaram estudos com
o extrato da casca de A. occidentale sobre Staphyloco-
cus anreus, Escherichia coli e E. gergoviae onde a ani-
lise dos dados indicou que houve moderada inibicio
contra as diferentes linhagens bacterianas. A agio anti-
microbiana de espécies de Anacardium occidentale tém
sido investiga. Gongalves , et al., (2005) estudou a agio
do extrato desta espécie contra a diarréia em criangas
causadas por rotavirus. Schmourlo, et al., (2005) estu-
dou a atividade do extrato desta espécie contra os
fungos Candida albicans, Trichophyton rubrum and
Cryptococcus neoformans. Os estudos sobre a ativida-
de antibacteriana da Myrciaria cauliflora Berg. encon-
trados na literatura sio raros ou inexistentes. Macédo
(2008) avaliou a atividade antibacteriana iz vitro dos
extratos do caule e folhas da Myrciaria cauliflora Berg
sobre microrganismos do biofilme dental. O extrato
da folha de Myrciaria cauliflora Berg. formou halos de
inibi¢do que variaram de 10 a 18 mm. Todas as amos-
tras apresentaram sensibilidade ao extrato da folha da
jabuticabeira, mas as linhagens de Streptococcus mitis,
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Strepto-
coccus salivarius e Lactobacillus casei, apresentaram
halos de inibigdo até a diluigio 1:4, enquanto Strepto-
coccus oralis até 1:2. Em estudo realizados por OLI-
VEIRA et al., 2006 que avaliaram a efetividade do 6leo
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essencial da Lippia sidoides Cham. na inibigdo do cres-
cimento de cepas de Staphylococcus anreus com dife-
rentes perfis de resisténcia antibidtica isoladas de
material clinico onde os resultados mostraram desta-
cavel atividade antimicrobiana do éleo essencial da
Lippia sidoides notada por grandes halos de inibigao
do crescimento bacteriano (15-21 mm) suportando a
possibilidade de seu uso racional como agente antimi-
crobiano alternativo. Segundo Alves, et.al., (2009) o
extrato de P guajava mostra- se eficazes, inibindo o
crescimento das bactérias do biofilme dental e fungos
da candidose oral tais como Streptococcus mutans,
Streptococcus matis, Streptococcus sanguis, Streptococcus
sobrinus, Lactobacillus casei, Candida albicans, Candi-
da tropicalis, Candida stelatoidea e Candida krusei.
Silva,et. al., (2009) avaliou as CIMAs do extrato de R.
officinalis frente a S. mitis ATCC 98811, S. mutans
ATCC 25175 e S. sobrinus ATCC foram 1:8, 1:16 ¢
1:8, onde este apresentou uma excelente atividade
antimicrobiana, caracterizando o extrato de alecrim
como um efetivo antimicrobiano oral. PEREIRA, et.
al., (2006) avaliaram o extrato de Punica granatum,
usado para inibir o crescimento bacteriano sobre as
cepas de Staphylococus anreus, Escherichia coli e Ente-
robacter gergoviae, observando halos de até 22 mm,
entre outros, demonstrou eficiente atividade antimi-
crobiana sobre S. aureus, corroborando com os resul-
tados obtidos em nosso trabalho.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicam a importante signi-
ficancia clinica de se avaliar meios alternativos e eco-
nomicamente vidveis para o controle de infecgdes em
Medicina Veterindria. Neste contexto, podemos con-
cluir que os extratos avaliados apresentam atividade
antibacteriana in vitro sobre linhagens de S. aureus
resistentes a penicilina, o que sugere investigagdes fi-
toquimicas e farmacocinéticas para a possivel utiliza-
¢io dessas substancias nas indicacdes terapéuticas em
Medicina Veterinaria.
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