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RESUMO
Staphylococcus aureus produz um amplo espectro de doengas desde lesdes superficiais até severas infecgdes sistémicas, no homem e outros animais.
Devido a sua grande versatilidade no desenvolvimento de resisténcia a virios antibidticos, que contribui para a sobrevivéncia em ambientes hospitala-
res, a medicina alternativa vem buscando meios naturais no tratamento de infecgdes a longo prazo causado por essas bactérias. A utilizagio de plantas
pela medicina popular e a divulgagio dos éxitos conduziram a exploragio cientifica, proporcionando um conhecimento quimico-farmacolégico de milhares
de plantas. Tendo em vista o auto indice de resisténcia dos Staphylococcus spp, e a necessidade do desenvolvimento de novas terapias eficazes para
rebanhos acometidos por mastite, este trabalho teve como objetivo demonstrar o efeito dos extratos hidroalcoélicos de Arruda e Alecrim como uma
alternativa eficaz no controle a este importante agente. Foi realizada a determinagio da Concentracio Inibitéria Minima (CIM) dos extratos sobre 20
linhagens bacterianas pelo método de difusio em meio sélido. Os resultados demonstram que todas as amostras sio sensiveis aos extratos até a dilui-
¢io 1:4 apresentando halos de inibicio de 11 a 25 ¢ 11 a 26 mm respectivamente e que a inibicio do crescimento apresentou-se homogénea, de acordo
com o grau de concentragio do extrato da planta. Os resultados deste estudo sio promissores e mostram a importancia de se avaliar meios alternativos
no combate a infecges e ao desenvolvimento de resisténcia a drogas em S. aureus.

Palavras-chave: Fitoterapia, Ruta graveolens, Rosmarinus officinalis, Staphylococcus anreus.

RESISTANCE MICROBIANA TO THE FARMACOS IN THE TREATMENT
OF MASTITES: NATURAL ALTERNATIVES TO BREACH THIS BARRIER

ABSTRACT

Staphylococcus anreus produces an ample specter of illnesses since superficial injuries until severe systemic infections, in the man and other animals.
Had its great versatility in the development of resistance to some antibiotics, that contributes for the survival in hospital environments, the alternative
medicine comes searching half natural in the treatment of infections in the long run caused by these bacteria. The use of plants for the popular medicine
and the spreading of the successes had lead the scientific exploration, providing to a knowledge chemistry-pharmacological of thousand of plants. In
view of the auto index of resistance of the Staphylococcus spp, and the necessity of the development of new efficient therapies for flocks affected for
mastiti, this work had as objective to demonstrate the effect of hidroalcodlicos extracts of Arruda and Alecrim as an efficient alternative in the control
to this important agent. The determination of Minimum the Inibitéria Concentration (CIM) of extracts on 20 bacterial ancestries for the method of
diffusion in half solid was carried through. The results in accordance with demonstrate that all the samples are sensible to extracts until the dilution
1:4 presenting halos of inhibition of 11 to 25 and 11 to 26 mm respectively and that the inhibition of the growth was presented homogeneous, the
degree of concentration of the extract of the plant. The results of this study are promising and show the importance of if evaluating alternative ways
in the combat the infections and to the development of resistance the in . aurens drugs.

Keywords: Phytotherapy, Ruta graveolens, Rosmarinus officinalis, Staphylococcus aureus.
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INTRODUCAO

O periodo em que se iniciou a prética da antibiote-
rapia foi bem sucedido levando a que numerosas do-
engas infecciosas provocadas por bactérias pudessem
ser controladas Kimmerer (2004). A resisténcia aos
antibiéticos demonstra que nio é um problema novo
Serapicos (2008). Perante este cendrio, as bactérias,
conhecidas pela sua plasticidade, foram capazes de
desenvolver uma série de mecanismos que permitiram
torni-las resistentes aos antibiéticos. Desta forma, a
disseminagio da resisténcia a antibiéticos tornou-se
inevitavel, sendo considerado atualmente um proble-
ma de satde puablica (LEVY, 2002; 2004). Segundo
Serapicos (2008) quando se analisa o problema da re-
sisténcia a antibiéticos devem considerar-se alguns
pontos fundamentais, como a selegio de microrganis-
mos resistentes por acio de agentes antimicrobianos
e a aquisi¢do de genes de resisténcia por transferéncia
horizontal de genes. O primeiro ponto decorre da
ocorréncia de antibiéticos e/ou dos seus produtos de
degradacio no ambiente, permitindo a selegio de bac-
térias detentoras de genes de resisténcia em detrimen-
to das que nio sio portadoras de tais elementos gené-
ticos (Alonso et al., 2001; Kimmerer, 2003).

O principal problema que afeta os rebanhos leitei-
ros, mundialmente, é a inflamacdo da glandula mam3-
ria ou mastite, a qual, freqlientemente, tem origem
bacteriana (FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004). As bac-
térias do género Staphylococcus spp. ocupam um papel
destacado na etiologia das infecgdes intramamadrias do
gado leiteiro, sendo a espécie S.aurens considerada um
patégeno primdrio e tem sido o agente mais freqiien-
temente isolado tanto de infecgdes clinicas como sub-
clinicas (BRITO et al 2002).

A mastite é causada principalmente por Staphylo-
coccus aureus. Por ser uma doenga altamente prejudi-
cial aos rebanhos leiteiros, muitos estudos sobre essa
doenga sio feitos, e programas de manejo tentam
melhorar a sadde da glandula mamaéria. Esse micror-
ganismo tem sido isolado com freqiiéncia em quartos
mamarios investigados (GODDEN et al 2002; FA-
GUNDES; OLIVEIRA, 2004).

O Staphylococcus aureus é capaz de causar infeccoes
de longa durag¢io, com tendéncia a se tornarem croni-
cas, com baixa taxa de cura e grande perda na produ-
cio de leite (SABOUR et al 2004). Segundo Marques
(2008) o surgimento de cepas de Staphylococcus au-
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reus resistentes a antibidticos estd diretamente relaci-
onado ao uso inadequado do medicamento, tornando
assim cada vez mais dificil de tratar os casos de infec-
¢oes causadas por Staphylococcus aureus.

No contexto da sociedade moderna, é crescente o
interesse em terapias alternativas e no uso terapéutico
de produtos naturais, especificamente aqueles deriva-
dos de plantas (Oliveira et al 2007). Sendo a fitoterapia
considerada pela OMS em seu programa de saide
(OMS, 1991) o uso oficial dessas fontes terapéuticas
nos servigos de satde requer o conhecimento cientifico
para a transformacio dessas plantas em fonte terapéu-
tica de uso seguro, racional e benéfico (Rates, 2001;
Michilis, 2004; Torres et al., 2005; Vendruscolo et al.,
2005; Silva et al., 2006). A Ruta graveolens é uma planta
encontrada regiio do semi-drido nordestino, da familia
Rutacea, pode ser assim caracterizada em subarbusto
perene, rizomatoso, de caule erecto, lenhoso na parte
inferior e pouco ramificado, Lorenzi (2002). Segundo
os resultados de ensaios farmacolégicos, esta planta tem
atividade anti-helmintica, febrifuga, emenagoga e abor-
tiva, que foi comprovada experimentalmente pela ad-
ministragio do extrato alcodlico das folhas a ratas pre-
nhes (SOUSA, 1991 apud BRUNO, 2007). Na regiio
Nordeste do Brasil, as folhas de Rosmarinus officinalis
Linn. da familia Labiatae é um arbusto aromitico de
pequeno porte da, cujas folhas abrigam pequenas glan-
dulas contendo éleo aromatico, Al-Sereiti (et al
1999).Tem sido utilizada popularmente com proprie-
dades anti-hipertensiva e digestiva (Agra et al 2007).
Tendo em vista o auto indice de resisténcia dos Staphylo-
coccus spp, e a necessidade do desenvolvimento de no-
vas terapias eficazes para rebanhos acometidos por
mastite, o presente trabalho vem demonstrar o efeito
dos extratos hidroalcodlicos de Ruta graveolens (Arru-
da) e Rosmarinus officinalis Linn (Alecrim) como uma
alternativa eficaz no controle a este importante agente.

MATERIAL E METODOS

Aquisi¢io do Material Botinico

A matéria prima da Ruta graveolens (casca) assim
como o Rosmarinus officinalis Linn foram coletadas
no Horto de plantas medicinais do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica (LTF) da Universidade Fe-
deral da Paraiba, onde se encontra sua exsicata, e fo-
ram secas em estufas de ventilagio forgada a 40°C.
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Confeccio dos Extratos

A obtengio dos extratos foi realizada no Labora-
tério de Tecnologia Farmacéutica (LTF) no Departa-
mento de Farmicia da Universidade Federal de Per-
nambuco. Para a extracio foi empregado o método de
lixiviagio em fluxo continuo a temperatura ambiente.
A extracio ocorreu através da solugio extratora de
etanol (a 80%v/v) renovado constantemente por um
periodo de 24 horas.

Determinagio da Atividade Antimicrobiana dos
Extratos da Ruta graveolens (casca) e da Rosma-
rinus officinalis Linn

A determinagio da atividade antimicrobiana em
placas do extrato foi determinada pelo método de di-
fusio em meio sélido, segundo CATAO et al. (2006)
e as recomendacoes do National Commite for Clini-
cal Laboratory Standardas (NCCLS, 2003) para a de-
terminacio da Concentragio Inibitéria Minima
(CIM) sobre as linhagens bacterianas. As linhagens
foram cultivadas em caldo nutritivo (BHI — Brain
Heart Infusion- DIFCO); incubadas a 37°C por um
periodo de 18-24 horas. Placas de Agar Mueller Hin-
ton (DIFCO) foram preparadas e aps 24 horas para
controle de esterilidade, foram inundadas com solu-
¢io salina inoculada com microrganismo do overni-
ght em uma concentracio de 107 e a seguir, foram
confeccionadas no meio de cultura, cinco orificios que
receberam numeracoes de 1 a 10, os quais correspon-
diam ao ntimero da dilui¢do da substancia teste (Ex-
trato puro até 1:1024), de aproximadamente 6 mm
de didmetro. Nos orificios foram colocados um vo-
lume de 50 ul da solugio do extrato nas diluigdes. As
placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a
37°C por um periodo de 24 horas. Cada ensaio foi
realizado em duplicata frente a cada linhagem seleci-
onada. Foi considerado como CIM (Concentracio
Inibitéria Minima) a menor concentragio do extrato
capaz de inibir completamente o crescimento bacte-
riano, ou seja, presenca do halo acima de 12 mm.

Linbagens Bacterianas

Neste trabalho foram utilizadas vinte amostras de
Staphylococcus anreus de origem animal. As amostras
animais foram isoladas de bovinos em fase de lacta-
¢do na regido de Patos no sertdo paraibano. As linha-
gens bacterianas de origem bovinas foram: 250U;
324U; 314U; 303U; 311FN; 146L; 313FN; 429FN;

319U;319L; 322FN; 316U; 249FN; 212U;122U;
129FN; 313U; 311L; 302U.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A determinagio da atividade antimicrobiana do ex-
trato da Ruta graveolens e da Rosmarinus officinalis Linn,
sobre as amostras de Staphylococcus anrens de origem
bovina ensaiadas (Tabelas 1 e 2) possibilitou a determi-
na¢io da Concentragao Inibitéria Minima (CIM), com
base no tamanho dos halos de inibicio, do extrato que
inibiu o crescimento dessas bactérias. Os resultados aqui
apresentados demonstram que todas as amostras ensai-
adas sio sensiveis ao extrato hidroalcodlico de Ruta
graveolens. Observou-se halos de inibico que variaram
de 11 225 mm. A inibi¢io do crescimento apresentou-
se homogénea, de acordo com o grau de concentragio
do extrato da planta em estudo. Esses resultados con-
firmam o estudo de Nogueira (2008) que ao analisar a
agio antimicrobiana com o 6leo essencial e extrato de
R. graveolens, a 4%, inibiu quatro cepas de Staphylo-
coccus, com halos de inibigio entre 10 a 13 mm didme-
tro. Diferentemente dos resultados descritos por Ara-
Gjo (2003) onde o bleo essencial de R. graveolens, foi
ativo contra espécies de leveduras, mas nio contra §.
aurens, assim como aos achados de Ross et al. (1980).
Ivanova (2005), realizou estudos com o extrato de fo-
lhas de arruda (R. graveolens), onde este apresentou halo
superior 2 8 mm, frente a cepa de E. coli (LM9). Perei-
ra, et.al., (2006) avaliaram a atividade antimicrobiana dos
extratos de casca e frutos da Ruta graveolens, sobre as
cepas de S. aureus, Escherichia coli e Enterobacter gergo-
viae, onde a anilise dos dados indicou que os houve mo-
derada inibi¢io contra as diferentes linhagens bacteria-
nas. No entanto, S4 et al. (1995 apud NOGUEIRA,
2008) observaram a sua atividade contra P, aeruginosa e
S. anreus. Estas diferencas podem ser creditadas ao 6leo
essencial de concentragio e as estirpes microbianas tes-
tadas (NOGUEIRA, 2008). Silva et.al., (2008) investi-
garam a acdo antimicrobiana e a inibigio de aderéncia
in vitro do extrato hidroalcodlico de R. officinalis sobre
cepas padrio de Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus mutans, Streptococcus sobri-
nus e Lactobacillus casel, nio havendo inibicio de cres-
cimento de S. mitis, e as CIMAs frente a S. mutans e S.
sobrinus variaram nas dilui¢oes de 1:8, 1:16 e 1:8, nessa
ordem. Os resultados foram de concordata com os
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Tabela 1. Concentragao inibitoria minima do extrato da Ruta graveolens sobre 20 amostras de S.aureus de origem bovina

Diametro do halos de inibicao (mm)
Diluigao do Extrato

B"a'g:‘:rf':;‘:s Ext. Puro 12 1:4 18 B"a'::‘,':frf;:‘:s Ext. Puro 12 1:4 18
250 U 2 00 00 00 322 FN 20 16 13 00
324 U 16 15 00 00 3120 19 14 00 00
314 FN 16 15 12 00 316U 15 12 00 00
303U 2 19 14 12 249FN 19 13 00 00
31FN 23 20 00 00 2120 25 18 14 13

1461 2 17 13 00 122U 23 14 13 12
313 FN 25 20 15 00 129FN 19 15 13 00
429 FN 25 23 14 11 3130 16 13 12 00

319U 17 14 00 00 1L 22 16 14 11
319 L 25 19 15 00 3020 16 14 12 11

Onde: (FN) — Fossa Nasal; (U) — Ubere; (L) — Leite; E.P — Extrato Puro

Tabela 2. Concentragao Inibitdria Minima do extrato hidroalcodlico do Alecrim (R. officinalis Linn.) sobre 20 amostras representativas

de S. aureus bovinas

Diametro do halos de inibigao (mm)
Diluicao do Extrato

Linhagens

Linhagens

Bacterianas Ext. Puro 1:2 1:4 18 1:16 Bacterianas Ext. Puro 1:2 1:4 18 1:16
250 U 22 12 00 00 00 322 FN 20 18 12 11 00
324 U 22 16 00 00 00 312U 31 22 19 15 12
314 FN 20 17 00 00 00 316U 25 18 17 12 11
303U 17 15 13 11 00 249FN 25 20 16 14 00
311FN 18 15 13 00 00 212U 21 15 11 10 00
146L 26 20 15 12 00 122U 22 14 16 15 12
313 FN 25 20 17 13 12 129FN 23 12 10 00 00
429 FN 22 19 17 00 00 313U 24 14 12 11 00
319U 23 20 18 14 11 311L 17 12 11 00 00
319 L 25 14 12 00 00 302U 18 15 11 10 00

Onde: (FN) — Fossa Nasal; (U) — Ubere; (L) — Leite; E.P — Extrato Puro

estudos de Genena et al (2008) que indicaram que os
extratos de R. officinalis mostraram atividade antibac-
teriana, também de acordo com Weckesser et al. (2007),
principalmente contra as bactérias Gram-positivas (S.
aureus e B. cereus). Para as bactérias Gram-positivas, os
extratos se tornaram mais eficientes com o aumento da
extragio tempo para o S. aurens. Uma boa a moderada
atividade antimicrobiana de 6leo essencial de alecrim
tem sido relatada por virios autores (GACHKAR et al
2007; CELIKTAS et al 2007).

Ainda segundo Genena et al (2008) a atividade anti-
bacteriana do extrato foi confirmada. No que diz res-
peito 2 atividade antibacteriana, os 6leos sio ativos con-
tra S. aureus. Extratos de R. officinalis obtidos por
extragio supercritica CO2 mostrou-se promissor no que
diz respeito a sua atividade antimicrobiana desejada.

Também foi encontrado atividade antimicrobiana
do extrato de R. officinalis sobre fungos e bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, como S. aureus,
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S.albus, Vibrio colere, E. coli, Corinebacterium, Lacto-
bacillus brevis, Pseudomonas fluorenses, Rhodotorula
glutinis e Kluyveromyces bulgaricus (Newall et al.,
2002), Micrococcus luteus, Salmonela spp. e Listeria
monocitogens (Alonso, 1998).

CONCLUSAO

Staphylococcus anreus, sio os microrganismos mais
observados em cultura de vacas leiteiras afetadas por
mastite. Tanto o extrato hidroalcoélico da Ruta grave-
olens quanto da Rosmarinus officinalis Linn obtiveram
efeito satisfatério em sua atividade antimicrobiana
contra esse agente, mas fazem-se necessarios estudos
mais detalhados e abrangentes em relacio ao uso des-
tas plantas medicinais, pois podem ser uma alternati-
va terapéutica promissora em um futuro préximo,
principalmente devido a grande resisténcia que vem
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sido observada em cepas desse agente devido ao uso
inadequado e indiscriminado de antibiticos.
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