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INTRODUCTION Visando o controle e prevencdo da mastite, varios produtos
quimicos sdo utilizados, dentre eles o0s compostos
halogenados, cloro, iodo, clorhexidina, aldeidos e compostos

A mastite causa sérios prejuizos aos produtores de leite e a de amonia quaternaria (GONCALVES, et al. 2013). J4 para o
industria, além de oferecer riscos a saude publica. Esta doenca tratamento, a antibioticoterapia ¢ largamente utilizada,

nsiste em um pr inflamatorio da glandula mamaria . . .
CONSISIC cm um processo ério da glandu ) © entretanto, o uso ostensivo e inadequado proporciona

ca enferm%dade de maior prevaléncia nos bovinos le1te1r?s, resisténcia bacteriana a diversos principios ativos (NADER,
sendo classificada de acordo com sua forma de apresentagéo, 2010). A busca por alimentos naturais ¢ de melhor qualidade
linica linica NCALVE ., 2013). : :
clmica - ou subct ¢ t'(cl}’o' ¢ 4 5 et t'ci L, 20 S). Os vem aumentando gradativamente, portanto, a presenca de
rincipais agentes etiologicos da mastite contagiosa o g o . ,
? P: fid & - tg ais. sdo Stapivl glosa, agrotoxicos, hormdnios e antibidticos nos alimentos esta se
ransmitida por contato entre os animais, sdo Staphylococcus s . A
p ; ’ Py . tornando proibitiva. O mercado de leite orgdnico tem se

aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis, expandido em ritmo acelerado nos ultimos anos. Porém, para
Mycoplasma sp. e Streptococcus dysgalactiae e da mastite . ~ o oA )

Y b'p tal s p bacté P Y Eg Escherichi certificacdo deste produto, uma série de exigéncias no que se
arr}.le[r;la bs?“;l as bac egla;s gzamt nega wa; CO?O scherichia refere a ndo utilizacdo de fertilizantes quimicos, agrotoxicos,
cott, Rlevsietia sp., Lnlerobdcler sp., rseudomonas sp. © antibioticos, e tantas outras exigéncias, se fazem necessarias

Proteus sp., pois 0o ambiente é o reservatorio desses agentes PEIXOTO. et al. 2009). Trat @ turai .
(PEDRINI: MARGATHO, 2003: NADER, 2010), ( , et al. ). Tratamentos naturais precisam ser
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avaliados para evitar efeitos adversos sobre o bem-estar animal
e produtividade desses rebanhos. A utilizacdo de extratos de
ervas medicinais, fitoterapias e terapia homeopatica tém sido
encorajadas nas diversas atividades da agropecuaria, porém, a
implantagdo em sistemas convencionais se torna desfavoravel,
devido a falta de informagdo sobre a eficacia destes
tratamentos (PEIXOTO, et al. 2009). Desta forma, torna-se
crescente a demanda por estudos com produtos naturais
eficientes, como por exemplo, o extrato de plantas, para o
controle de microrganismos patogénicos, sempre avaliando o
grau de efetividade da substincia testada e a busca pela
auséncia de efeitos adversos, tanto para os seres humanos e
animais, quanto para o meio ambiente (HOCAYEN &
PIMENTA, 2013). O uso de extratos vegetais vem se
ampliando dentro da saude animal. Na pecudria agroecoldgica,
o uso de plantas com fins antimicrobianos tem sido
amplamente estudado na prevengdo da mastite bovina
(GONCALVES, et al. 2013). Neste contexto, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia de extratos de
plantas no controle S. aureus multirresistentes causadoras de
mastite bovina na regido Noroeste Paulista.

MATERIAL E METODOS

Para a presente pesquisa foram utilizadas duas cepas (Cepa 1 e
Cepa 2) de Staphylococcus aureus multirresistentes isoladas de
vacas com mastite clinica de propriedades leiteiras localizadas
na Regido Noroeste Paulista. Para o preparo do indculo,
culturas de 24 horas em agar Tryptic Soy Agar (TSA) foram
transferidas para meio Triptecaseina Broth (TSB) e incubadas
a 37°C por 24 horas. Apos este periodo a suspensao bacteriana
foi diluida em solugdo salina estéril (NaCl 0,85%) até atingir a
turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mac-Farland,
equivalente & concentracio de 1,5x10° UFC/mL. Para
verificagdo da acdo antibacteriana in vitro, foram testados os
extratos etanolicos das seguintes plantas do herbario da
Universidade Brasil, Campus Fernandopolis: Pitanga (Eugenia
uniflora L.), Acerola (Malpighia punicifolia L.), Graviola
(Annona muricata L.), Roma (Punica granatum L.), Jenipapo
(Genipa americana L.), Lichia (Litchi chinensis), Tamarindo
(Tamarindus indica L.), Jambo (Syzygium jambos L.). Para o
preparo do extrato as folhas de cada planta foram lavadas com
agua destilada e, o material seco a temperatura ambiente
durante 24 horas. Em seguida, o material vegetal foi
adicionado em estufa com circula¢do de ar for¢ado a 33°C por
uma semana, ¢ posteriormente foi triturado. De cada planta
utilizou-se 100g para extragdo hidroalcdolica em etanol 70%
(v/v). Apods duas semanas de maceragdo foi obtido o extrato
bruto por filtragdo. O extrato filtrado foi levado a temperatura
de 45°C por um periodo de duas semanas para evaporagdo do
solvente (Duarte et al., 2004).

A concentragdo inibitoria minima (CIM) dos extratos foi
determinada seguindo os protocolos do CLSI (2012), por meio
do método de microdiluicdo em placas. A concentragdo dos
extratos testados foram: 0,4%, 0,8%, 1,6%, 3,2%, 6,25%,
12,5%, 25%, 50% e 100% e o controle negativo. Apods
incubagdo a 37°C por 24 horas do indculo com os extratos, a
CIM foi determinada pela adi¢ao de 50 pL do corante 2,3,5 -
Triphenyltetrazolium Chloride. A concentragdo inibitoria
minima foi considerada como a menor concentragdo de extrato
capaz de inibir o desenvolvimento bacteriano, sendo visivel,
pois o corante permitiu a distingdo de amostras vivas, coloridas
de vermelho, das mortas que mantiveram a coloragdo inicial.
Ja a determinag@o da concentragdo bactericida minima (CBM)

foi realizada por meio da transferéncia de 100uL de cada pogo
para placas de Petri contendo TSA, incubados a 37°C por 24h-
48h. A CBM, foi considerada a concentracdo que nao
apresentou crescimento bacteriano. A curva de sobrevivéncia
bacteriana foi apontada de acordo com a CBM pré-
determinada. Foram transferidos 100uL de cada pogo placas
de Petri contendo TSA, em triplicata, sendo as amostras
retiradas a cada 10 minutos por um periodo de 100 minutos.
Em seguida as placas foram incubadas a 37°C por 24h. Apds a
incubacao foi realizada a contagem de colonias. Os resultados
obtidos foram tabulados e avaliados estatisticamente, no
delineamento inteiramente ao acaso, como tipo parcelas
subdivididas no tempo (Split Plot). As analises estatisticas
foram realizadas no Software Minitab®, versao 18.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As cepas utilizadas nesta pesquisa eram multirresistentes e
provenientes de vacas com mastite clinica. A cepa 1
apresentava  resisténcia a  ampicilina,  azitromicina,
ciprofloxacina, eritromicina, gentamicina, penicilina G e
tetraciclina, ja a cepa 2 apresentava resisténcia a ampicilina,
azitromicina, clindamicina, cloranfenicol, eritromicina,
cefoxitina, gentamicina, penicilina G e tetraciclina. Alguns
autores ja relataram a multirresisténcia a antimicrobianos,
como a oxacilina, penicilina, ampicilina, polimixina B,
tetraciclina e lincomicina de Staphylococcus aureus isoladas
de mastite clinica e subclinica bovina, como as cepas
encontradas neste estudo (SANTOS, 2003; COSTA, 2008;
MEDEIROS et al, 2009; NADER et al.,2014). Acredita-se
que a elevada ocorréncia de multirresisténcia de bactérias
causadoras de mastite bovina estd relacionada a pressdo
seletiva exercida pelos antimicrobianos e pelo uso inadequado
destes farmacos, o que compromete a eficiéncia do tratamento
(FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004; MEDEIROS et al., 2009).
O teste de eficacia dos extratos frente as cepas de
Staphylococcus aureus multirresistentes foi realizado por meio
da determinagdo da CIM. Os resultados obtidos estdo
expressos na Tabela 1.

Tabela 1: Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos extratos
etanolicos frente a duas cepas de Staphylococcus aureus isoladas
de mastite clinica

CIM (%)

Extrato CEPA 1 CEPA 2
Acerola 25 25
Jenipapo 6,2 32
Pitanga 0,8 1,6
Jambo 6,2 32
Tamarindo 3,2 32
Lichia 6,2 3,2
Roma 0,8 1,6
Graviola - -

Fonte: Elaborada pelos autores

Avaliando os resultados da CIM, notou-se que apenas o extrato
etanolico de graviola ndo demonstrou efeito de inibigdo nas
duas cepas de Staphylococcus aureus multirresistentes
estudadas. Os extratos de acerola, jenipapo, pitanga, jambo,
tamarindo, lichia e roma, demonstraram eficacia frente as duas
cepas testadas, com destaque aos extratos de pitanga e roma,
pois inibiram o crescimento das cepas em concentragdes
baixas, 0,8% e 1,6%. Outros estudos ja revelaram a agdo
inibitéria de extratos de plantas e Oleos essenciais contra
Staphylococcus aureus, dentre eles podemos citar a agfo
positiva do extrato de Senna siamea (Lam.) H.S. Irwin &
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Barneby, Turnera subulata (Sm.), Pluchea sagittalis (Lam.),
Croton antisyphiliticus (Mart.), Alpinia zerumbet (Pers.),
Salvinia auriculata, e de 6leos essenciais, como Cinnamomum
zeylanicum, Citrus bergamia, Eucalyptus globulus, Origanum
majorana, Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis, Thymus
vulgaris, Cinnamon cassia (CORREA et al., 2010; FRATINI
et al, 2014; NADER et al., 2014; BERNARDO et al, 2015;
ZHU et al.,, 2016; LIMA, 2016; BORGES, 2018; OLANDA et
al., 2019). A agdo eficaz do extrato de roma no controle de
Staphylococcus aureus também foi relatada no estudo de Silva
et al. (2013), assim como Kauffmann et al. (2017) citou o
efeito positivo do extrato de pitanga, ndo s6 no controle da
bactéria, mas também na inibi¢do de formacgdo de biofilme.
Este fato refor¢a os dados encontrados nesta pesquisa, que
sugerem a utilizacdo do extrato de pitanga ou romd como
opgdo terapéutica para o controle da mastite bovina por
Staphylococcus aureus. Nesta pesquisa, também foi realizado
o teste para verificagdo da concentragdo bactericida minima
(CBM), apos a obtengdo da CIM. O teste da CBM demonstra a
menor dose dos extratos que inibiu o crescimento bacteriano.
Os dados obtidos estdo descritos na Tabela 2.

Esta avaliagdo permitiu determinar a CBM para cada um dos
extratos etanolicos estudados, destacando a eficacia novamente
do extrato de pitanga e romd, frente aos dois patdgenos
avaliados, pois anularam a carga microbiana em concentragdes
de 1,6%. E possivel observar também que a contagem
microbiana com utilizagdo de concentragdes maiores de outros
extratos também apresentou efeito positivo. Apenas o extrato
de graviola ndo apresentou efeito bactericida. Extratos de
Pilocarpus microphyllus, Pluchea sagittalis e Chenopodium
ambrosioides também nao demonstraram efeitos inibitorios
frente a Staphylococcus aureus em outros estudos (SANTOS,
2016; GRANDINI, 2017, LOURENCINI et al, 2017). O
comportamento das cepas de Staphylococcus aureus
multirresistentes avaliadas por meio da curva de sobrevivéncia
bacteriana com relagdo ao tempo de exposicdo aos extratos,
esta descrito nas Tabelas 3 e 4. Os resultados da Tabela 3 e 4
indicam que os extratos etanolicos demonstraram praticamente
a mesma eficacia para as duas cepas analisadas, destacando-se
os extratos de pitanga e romd, pois anularam a carga
microbiana de Staphylococcus aureus em até 50 minutos.

Tabela 2. Concentragdo Bactericida Minima (CBM) dos extratos etandlicos frente duas cepas de Staphylococcus aureus isoladas de

mastite clinica

Extrato CBM (%)

CEPA 1 CEPA 2
Acerola 50 50
Jenipapo 6,2 6,2
Pitanga 1,6 1,6
Jambo 6,2 32
Tamarindo 32 6,2
Lichia 12,5 6,2
Roma 1,6 1,6
Graviola - -

Fonte: Elaborada pelos autores

Tabela 3. Médias da contagem de Staphylococcus aureus da Cepa 1 para os tempos avaliados utilizando a CBM de cada extrato

etanodlico efetivo

Tempo Acerola Jenipapo Pitanga  Jambo  Tamarindo  Lichia Roma
(min) (50%) (6,2%) (1,6%)  (62%) (6,2%) (12,5%) (1,6%)
0 1,3.10° 1,7.10° 1,5.10° 1,5.10° 1,5.10° 1,8.10° 1,9.10°
10 1,7.10° 1,4.10° 1,0.10° 12.10° 1,1.10° 1,6.10* 1,2.10*
20 1,0.10° 1,3.10° 1,0.10*  1,0.10° 1,2.10° 1,7.10° 1,0.10°
30 2,5.10° 1,5.10° 1,1.10°  2,0.10> 2,5.10' 2,5.10% 3,0.10"
40 1,0.10° 1,0.10° 1,5.100  1,5.10" 1,5.10' 1,3.10" 15,0
50 1,1.10' 25,0 4,0 8,0 1,0.10" 1,0.10" 5,0

60 7,0 11,0 0,0 2,0 7,0 3,0 0,0

70 5,0 3,0 0,0 1,0 2,0 1,0 0,0

80 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

90 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fonte: Elaborada pelos autores

Tabela 4. Médias da contagem de Staphylococcus aureus da Cepa 2 para os tempos avaliados utilizando a CBM de cada extrato

etanoélico efetivo

Tempo (min) Acerola (50%)  Jenipapo  Pitanga  Jambo Tamarindo  Lichia Roma
(6,2%) (1,6%)  (6,2%) (6,2%) (12,5%)  (1,6%)

0 1,4.10° 1,9.10° 1,8.100  1,2.10° 1,8.10° 2,0.10° 2,1.10°

10 1,5.10° 1,6.10° 1,3.10*  1,0.10* 1,2.10° 1,3.10* 2,2.10°

20 1,0.10° 1,5.10% 1,5.10°  1,0.10° 1,5.10° 1,9.10° 1,7.10°

30 1,7.10° 1,2.10% 1,0.10°  1,5.10° 2,0.10" 2,0.10° 1,5.10"

40 1,0.10? 1,3.10 1,0.10'  1,7.10 1,3.10' 1,7.10' 12,0

50 1,1.10" 1,0.10" 5,0 1,0.10" 9,0 1,2.10" 4,0

60 15,0 9,0 0,0 8,0 2,0 16,0 0,0

70 2,0 5,0 0,0 5,0 0,0 8,0 0,0

80 0,0 0,0 0,0 2,0 0,0 2,0 0,0

90 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fonte: Elaborada pelos autores
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Os extratos de jambo e lichia apresentaram menor eficacia,
pois necessitaram de 80 minutos de exposi¢do para anular a
carga microbiana. Este resultado demonstra o efeito inibidor
dos extratos nas concentragdes determinadas nesta pesquisa na
regido de estudo. Sperandio et al. (2019) determinaram a CIM
de Img/mL do 6leo essencial de Tagetes minuta no controle de
S. aureus, porém, outras pesquisas demonstraram diferencas
entre as concentragdes efetivas de plantas provenientes de
outros paises (SENATORE et al, 2004; SHIZARI et al,
2014), Este fato pode estar relacionado as variacdes de
composicao da planta decorrente do local de cultivo, estagio de
crescimento, localizacdo geografica, nutrientes presentes no
solo e parte da planta utilizada para extragdo do extrato
(SINGH et al, 2006, MOGHADDAM et al, 2007,
CHAMORRO et al., 2008). Além disso, pequenas variagcdes
genéticas e fenotipicas estdo presentes entre os isolados
microbianos, por isso, podem induzir a ocorréncia de pequenas
alteracdes na susceptibilidade relacionada ao extrato testado
(SANTOS, 2016). Estudos ja constataram este evento, pois o
extrato de Eucalyptus globolus foi eficiente contra amostras de
S. aureus isoladas de mastite clinica, porém ndo demonstrou
resultado quando o isolado foi proveniente de vacas com
mastite subclinica. J& o extrato de Vernonia polyanthes,
Momordica charantia e Piptadenia gonoacantha teve acao
contraria ao Eucalyptus globolus, apresentando eficacia contra
isolados de mastite subclinica e nenhuma eficicia frente a
isolados de mastite clinica. Enquanto Schinus terebinthifolius
apresentou agdo positiva independente da origem do patégeno
(SOUZA et al., 2015; SANTOS et al., 2016).

Santos (2016) sugeriu as espécies Cymbopogon citratus,
Elionurus muticus, Tetradenia riparia, Vetiver zizanioides
como espécies promissoras no combate de S. aureus em
concentragdes de 0,125 a 0,250 mg. mL'. Cymbopogon
citratus, demonstrou eficacia também em outros estudos
(MARTINS et al, 2004; EKPENYONG, et al, 2015). Na
presente pesquisa sugere-se como extratos etandlicos com
potencial promissor para o combate a S. aureus
multirresistentes isoladas de mastite clinica, o de acerola na
concentragdo de 50%, lichia concentragdo 12,5%, jenipapo,
jambo e tamarindo concentragdo 6,2%, e pitanga ¢ roma
concentragdo 1,6%. Estes resultados evidenciam que os
compostos naturais tem potencial para inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos multirresistentes. A vantagem do
uso de extratos de plantas €, por ser compostos novos, a
incapacidade do patégeno em inativa-lo, além de serem menos
toxicos aos seres humanos, animais € ao ambiente, € também
ser provenientes de fontes renovaveis e sustentaveis. Desta
forma o uso destas substancias com potencial antimicrobiano,
¢ muito importante, principalmente para o desenvolvimento de
novos medicamentos de forma sustentavel.

Conclusao

Com a realizag¢do deste trabalho pode-se concluir que 87,5%
dos extratos estudados sugerem ter efeito positivo no controle
de S. aureus multirresistentes isoladas de mastite clinica nas
concentragdes pesquisadas, sendo que os extratos de pitanga e
roma demonstraram melhor eficacia. Para alcangar efetividade
com relagdo a inibicdo total de crescimento de S. aureus
multirresistentes, sugere-se a utilizacdo de extrato etandlico de
pitanga ou romd em concentragdo de 1,6% por 50 minutos.
Pelo fato dos extratos apresentarem capacidade para inibir o
crescimento de microrganismos patogénicos multirresistentes e
pela facilidade de aquisigdo e seu baixo custo, pode ser viavel

a utilizacdo destes como tratamento alternativo para mastite
clinica causada por S. aureus multirresistentes, porém, novas
pesquisas devem ser realizadas por meio do teste in vivo, e
avaliagdo dos aspectos toxicologicos das plantas.
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