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RESUMO

Embora ja tenham sido realizados inUmeros estudos com o intuito de minimizar perdas, e
existam medidas de prevengdo ja bem estabelecidas, a mastite bovina é considerada a
doenga que mais acomete o rebanho leiteiro. Em consequéncia da grande incidéncia e
prevaléncia desta enfermidade, medicamentos antimicrobianos s3do extensamente
utilizados na terapia das infeccbes, favorecendo os processos de resisténcia
antimicrobiana. Desta maneira, sustenta-se a necessidade de buscar alternativas de
tratamentos para utilizacdo em criacGes animais. Para isto, avaliou-se a acdo de extratos
aquosos de nove plantas da flora brasileira contra bactérias das espécies Staphylococcus
aureus e Corynebacterium bovis, isoladas de casos de mastite bovina. O extrato obtido a
partir das espécies Psidium cattleianum, Tagetes minuta e Psidium guajava apresentou
atividade antimicrobiana sobre ambas espécies bacterianas avaliadas. As espécies
Polygonum hydropiperoides, Casearia sylvestris, Achyrocline satureioides e Bidens Pilosa
apresentaram atividade antimicrobiana somente sobre cepas bacterianas de
Staphylococcus aureus. Os extratos das plantas Allium sativum e Matricaria chamomilla
nao apresentaram agao antimicrobiana nas andlises realizadas. A concentragdao do extrato
necessdria para a inibicdo de crescimento de Corynebacterium bovis foi superior em todos
indculos avaliados, indicando que esta espécie bacteriana possui maior resisténcia a acao
dos fitoterdpicos. Os resultados obtidos neste estudo fornecem evidéncias do potencial de
uso de fitoterapicos no tratamento de mastites bovinas, sustentando a necessidade de
maiores estudos na area.

Palavras-chave: Antimicrobiano. Fitoterapico. Resisténcia antimicrobiana. Saude publica.
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF NATURAL EXTRACTS OVER DAIRY
CATTLE MASTITIS AGENTS

ABSTRACT

Although numerous studies have already been conducted in order to minimize losses, and
there are well-established prevention measures, bovine mastitis is considered the disease
that most affects the dairy herd. As a consequence of the high incidence and prevalence of
this disease, antimicrobial drugs are widely used in the therapy of infections, favoring
antimicrobial resistance processes. In this way, it supports the need to seek alternative
treatments for use in animal breeding. For this, we evaluated the action of aqueous
extracts of nine plants of the Brazilian flora against bacteria of the species Staphylococcus
aureus and Corynebacterium bovis, isolated from cases of bovine mastitis. The extract
obtained from Psidium cattleianum, Tagetes minuta and Psidium guajava species showed
antimicrobial activity on both evaluated bacterial species. The species Polygonum
hydropiperoides, Casearia sylvestris, Achyrocline satureioides and Bidens Pilosa showed
antimicrobial activity only on bacterial strains of Staphylococcus aureus. The extracts of
Allium sativum and Matricaria chamomilla plants showed no antimicrobial action in the
analyzes. The extract concentration required for Corynebacterium bovis growth inhibition
was higher in all evaluated inocula, indicating that this bacterial species has greater
resistance to the action of phytotherapics. The results obtained in this study provide
evidence of the potential use of herbal medicines in the treatment of bovine mastitis,
supporting the need for further studies in the area.

Keywords: Antimicrobial. Antimicrobial resistance. Herbal medicine. Public health.

INTRODUCAO

As doencas infectocontagiosas em criacdes animais devem ser efetivamente
controladas e tratadas, especialmente quando estes rebanhos tém como enfoque a
producdo de alimentos para consumo humano. Embora jad tenham sido realizados

inUmeros estudos com o intuito de minimizar perdas relacionadas a mastite bovina, e
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existam medidas de prevencdo ja estabelecidas, esta enfermidade é considerada a doenca

que mais acomete o rebanho leiteiro (KEEFE, 2012). Através da interacdo dos fatores

individuo-patégeno-ambiente, ocorre um processo inflamatério da glandula mamaria, de

apresentacdo clinica ou subclinica, e origem ambiental ou contagiosa (BRITO et al., 1999;
DE VLIEGHER et al., 2012).

Acosta et al. (2016) compilaram através de uma revisdao bibliografica os dados de
ocorréncia de mastites no Brasil no periodo de 2006 a 2016. A prevaléncia de mastite
subclinica observada em vacas foi de até 48,64%. O grupo de bactérias Staphylococcus
coagulase positiva, representado principalmente pela espécie Staphylococcus aureus,
apresenta uma prevaléncia de até 25,7% nos rebanhos, e as bactérias do género
Corynebacterium sp, de até 43,48%. Sendo assim, se caracterizam como dois agentes de
grande relevancia na etiologia da doenca.

Em consequéncia a grande incidéncia desta enfermidade, medicamentos
antimicrobianos sdo extensamente utilizados na terapia das infeccbes. Estes farmacos,
além de gerar residuos excretados no leite; se utilizados de maneira incorreta ou em
excesso, propiciam o estabelecimento de resisténcia antimicrobiana. Desta forma, os
produtos que se encontram disponiveis comercialmente vém diminuindo
progressivamente sua eficdcia na eliminacdo dos patdgenos, e o desafio de doencas
infecciosas a saude publica é iminente (GOPAL RAO, 1998).

A resisténcia antimicrobiana integra a lista das 10 principais ameacas a saude global
(2019), divulgada pela Organizacdo Mundial da Saude; somando-se a isto, muitas das
bactérias resistentes possuem potencial zoonético, constituindo um importante agravo a
saude publica. Por isso, é necessario estabelecer alternativas para tratamento de mastites
de origem infecciosa em vacas leiteiras, respaldadas em testes de susceptibilidade
antimicrobiana in vitro (LANGONI et al., 2006).

Com este propdsito, extratos de plantas medicinais tém sido utilizados a fim de
selecionar novos principios ativos eficazes e com toxicidade seletiva contra bactérias.

Estima-se que cerca de 80% da populacdo mundial faz uso da medicina fitoterapica,
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reconhecendo o conhecimento empirico ancestral para o desenvolvimento cientifico (EL
RHAFFARI; ZAID, 2002).

Neste estudo foram utilizados os extratos vegetais de plantas presentes na flora
brasileira: alho (Allium sativum), aracd (Psidium cattleianum), camomila (Matricaria
chamomilla), chinchilho (Tagetes minuta), erva de bicho (Polygonum hydropiperoides),
goiaba (Psidium guajava) guacatonga (Casearia sylvestris), macela (Achyrocline
satureioides) e picdo preto (Bidens Pilosa); com o objetivo de avaliar sua atividade
antimicrobiana frente a bactérias das espécies Staphylococcus aureus e Corynebacterium

bovis, isoladas de leites obtidos de quartos mamarios afetados por mastite.

METODOLOGIA

Obtencao e preparagao dos extratos vegetais

As plantas foram coletadas na regido sul do Rio Grande do Sul, lavadas e secas em
local protegido de sol, chuva, insetos e roedores, por aproximadamente trés semanas.
Apds isto, as plantas foram enviadas ao herbario do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade federal de Pelotas, para identificacdo taxon6mica e arquivamento.

Os extratos das plantas medicinais foram preparados conforme metodologia
constante na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2011): as folhas das plantas foram moidas em
particulas finas e colocadas em frascos estéreis na proporcao de 10g de planta e 90g de
agua destilada estéril. Estes frascos foram submetidos a fervura e resfriados a temperatura
ambiente. Posteriormente, este produto do cozimento, o decocto, foi filtrado em gaze
estéril, sendo reestabelecido o volume original com dgua destilada estéril e armazenado
resfriado a 4°C.

A concentracdo das plantas foi estabelecida considerando-se o peso da planta seca
e o volume de 4gua destilada utilizado. Os testes de atividade antimicrobiana foram

realizados no periodo de 24 horas ap6s o preparo de cada extrato.
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Isolamento e identificacdo dos agentes bacterianos

Os microrganismos utilizados no experimento foram isolados de amostras de leite
de quartos mamarios de vacas com mastite, provenientes de propriedades leiteiras em
municipios da regido sul do Rio Grande do Sul. As amostras de leite foram coletadas de
forma asséptica em tubos de vidro estéreis, identificadas, acondicionadas em caixas
isotérmicas com gelo e remetidas ao laboratério.

As andlises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Bacteriologia e
Saude Populacional, Faculdade de Veterindria da Universidade Federal de Pelotas. O
isolamento bacteriano consistiu na semeadura de cada amostra de leite sobre agar com
sangue ovino na concentracdo de 5%, incubacdo por 48 horas em estufa a 37°C e
caracterizacdo das col6nias de bactérias, utilizando as técnicas de coloracdo de Gram e
bioquimismo conforme metodologia de Cowan e Steel's (1999). Para o estudo da atividade
antimicrobiana dos extratos, foram utilizadas 19 cepas de Staphylococcus aureus (S.
aureus) e 19 cepas de Corynebacterium bovis (C. bovis), além da cepa padrdao ATCC 12026

de Staphylococcus aureus e a ATCC 7715 de Corynebacterium bovis.

Avaliagdo da atividade antimicrobiana

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana das plantas, foi utilizado o método da
diluicdo em dagar segundo Muray et al. (1999). Os decoctos foram misturados ao Agar
Mueller Hinton e distribuidos em placas de petri, nas concentracées de 1mg/mL, 2 mg/mL,
4 mg/mL, 8 mg/mL, 16 mg/mL, 20 mg/mL, 32 mg/mL e 40 mg/mL.

As placas de Petri foram divididas em quadrantes, e em cada quadrante foi
adicionada 10puL da suspensdo bacteriana a ser testada, na escala de turvacdo de
MacFarland de 0,5. As placas permaneceram em temperatura ambiente durante 20
minutos para absor¢do da suspensao bacteriana pelo dgar, para entdao serem incubadas na

temperatura de 37°C por 48 horas.
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Como resultado, realizou-se a avaliacdo do crescimento de col6nias onde foram
adicionadas as suspensdes bacterianas. O crescimento foi considerado como inibido
quando nenhuma col6nia foi visualizada no local da inoculac¢ao.

Foram utilizadas placas para controles de crescimento bacteriano, com Agar Muller
Hinton, sem o decocto, onde foram acrescentadas as mesmas suspensdes bacterianas, e
todas obtiveram crescimento. Todos os testes foram realizados em duplicata, e os
resultados foram expressos através da porcentagem de cepas que ndo cresceram nas

concentragdes testadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As porcentagens de inibicdo de crescimento bacteriano relacionam-se com a
concentracdao administrada e o extrato vegetal utilizado. Na Tabela 1 sd3o apresentados os
resultados de atividade antimicrobiana sobre os indculos de S. aureus e na tabela 2, sobre
os indculos bacterianos de C. bovis.

O uso do extrato de alho (Allium sativum) ndo logrou efeito inibitério satisfatdrio
sobre o crescimento bacteriano. Na maior concentragdo testada, de 40mg/ml, obteve 30%
e 25% de inibicdo de crescimento. Nas demais concentracbes ndo foi obtido efeito sobre as
bactérias testadas.

Discordando de nosso resultado, Karuppiah e Rajaram (2012) descrevem inibicdo de
diversos patdégenos multirresistentes a drogas antimicrobianas, incluindo bactérias da
espécie S. aureus, com o extrato na forma etandlica. Daka (2011) descreve, em bactérias da
espécie S. aureus, a¢do bacteriostatica em concentragdes acima de 7,50 mg/mL, e
bactericida acima de 30 mg/mL, utilizando extrato aquoso. No entanto, no estudo de
Dantas et al. (2018), o Allium sativum, nas suas formas fresca e seca, ndao apresentou
atividade contra a cepa de S. aureus testada, ao encontro do obtido no presente estudo.

Em face disso, ha uma variabilidade de resultados relacionados a eficacia do A.
sativum, podendo ser atribuida a variacbes de constituintes das plantas; de origem

genética, fatores ambientais, momento de colheita, condi¢cdes de crescimento, tipo de solo
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e parte da planta analisada, assim como a escolha do solvente para a extracdo dos

componentes ativos da planta (ALVES et. al, 2008).

Tabela 1. Porcentagem de inibicdo de crescimento in vitro dos vinte indculos bacterianos de Staphylococcus

aureus em meio suplementado com extratos vegetais, em diferentes concentragdes:

Concentragao
Extrato testado 4omg/  32mg/  20mg/ 16me/ 8mg/ml  4mg/ml 2mg/ml 1mg/ml
ml ml ml ml & & & B
Alho (Allium sativum) 30,00% 0 0 0 0 0 0 0
Araga (Psidium 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 o o
cattleianum) % % % % % 97,50%  25,00% 0
Camomila (Mf:tncana 0 0 0 0 0 0 0 0
chamomilla)
Chmchll!m (Tagetes 100,00 100,00 100,00 92.50%  70,00% 5,00% 2.50% 2.50%
minuta) % % %
Erva-de-bicho
(Polygonum 103'00 102’00 0 0 0 0 0 0
hydropiperoides) ? ?
Goiaba (Psidium 100,00 100,00 100,00 100,00 o
guajava) % % % % 12,50% 0 0 0
Guagatonga (Casearia 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 25 00% 0
sylvestris) % % % % % % R
Macela (Achyrocline 100,00 100,00 100,00 o o
satureioides) % % % 20,00% 0,00% 0 0 0
Picdo preto (Bidens 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 45.00% 0
Pilosa) % % % % % % it

s

E necessario ainda considerar que, como neste estudo foram utilizadas cepas
bacterianas isoladas de rebanhos que fazem uso extenso de tratamento antimicrobiano,
estas bactérias foram submetidas a intensa pressdo de selecdo e podem assim possuir
mecanismos de resisténcia ao modo de a¢do do A. sativum. Em ambas espécies bacterianas
testadas, a maior concentracdo do decocto de A. sativum (40 mg/ml) teve acdo inibitéria
sobre 30% e 25% dos indculos, demonstrando a tendéncia de que o extrato possa vir a ser

eficaz em uma concentragdo superior, ao encontro do descrito por outros autores.
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Tabela 2. Porcentagem de inibicdo de crescimento in vitro dos vinte indculos bacterianos de

Corynebacterium bovis em meio suplementado com extratos vegetais, em diferentes concentragdes:

Concentragao

Extrato testado

4omg/  32mg/  20mg/  16me/ 8mg/ml  4mg/ml 2mg/ml 1mg/ml

ml ml ml ml
Alho (Allium sativum)
25,0% 0 0 0 0 0 0 0
Araca (Psidium
cattleianum) 0 0 0 0 0 0 0 0
Camomila (Matricaria
chamomiilla) 0 0 0 0 0 0 0 0
Chinchilho (Tagetes
minuta) 65,0% 0 0 0 0 0 0 0
Erva-de-bicho
(Polygonum
hydropiperoides) 97,5% 92,5% 87,5% 77,5% 30,0% 0 0 0
Goiaba (Psidium
guajava) 7,1% 0 0 0 0 0 0 0
Guacgatonga (Casearia
sylvestris) 100,0%  100,0%  100,0% 90,0% 30,0% 0 0 0
Macela (Achyrocline
satureioides) 100,0%  100,0%  100,0%  100,0% 80,0% 0 0 0
Picdo preto (Bidens
Pilosa) 25,0% 0 0 0 0 0 0 0

Utilizando o extrato de araca (Psidium cattleianum) na concentragdo de 2 mg/mL, o
composto inibiu crescimento de algumas cepas de S. aureus, e a partir da concentragdo de
8 mg/mL, as coibiu completamente. Para que ocorresse o impedimento do crescimento de
C. bovis, foi necessaria uma concentragdo maior. Com a concentra¢do de 8 mg/mL, 80%
dos indculos testados destas bactérias ndo tiveram crescimento, passando a completa
inibicdo nas concentracdes superiores a esta.

O extrato das folhas do araca possui atividade frente a microrganismos da mucosa
oral (SANGALLI et al., 2018; ALVARENGA et al., 2016), e contra bactérias de interesse em
saude publica, em especial as Gram positivas (SCUR et al., 2016). Concordando com os

resultados aqui descritos, Ponzilacqua et al. (2018) confirmam a acdo do extrato do aracd
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sobre cepas de S. aureus. Em seu estudo, foi utilizado extrato liofilizado, na concentracdo

inibitéria minima (CIM) de 0,39 mg/ml e concentragdo bactericida minima (CBM) de 0,78

mg/mL. Sabe-se que o extrato liofilizado apresenta uma maior fragdo de constituintes,
justificando a menor concentracdo de extrato necessdria para a inibicdo bacteriana.

O extrato de camomila (Matricaria chamomilla) ndo apresentou inibicdo bacteriana
em nenhuma das concentra¢Oes e cepas testadas. Da mesma forma, Mekonnen et al.
(2015) n3o obteve acdo antimicrobiana utilizando o dleo essencial desta planta com 7
diferentes espécies bacterianas e 4 fungicas. No entanto, alguns estudos diferem destes
resultados. Diversos autores apontam que o dleo essencial da camomila apresenta
propriedades antimicrobianas na concentracao de 2% a 4%, e ainda, que bactérias Gram
positivas sdo mais suscetiveis aos seus efeitos (MUNIR et al., 2014; SAKKAS et al., 2018;
ROBY et al., 2013).

O extrato de chinchilho (Tagetes minuta) promoveu inibicdio de crescimento
bacteriano, principalmente em S. aureus. A CIM para S. aureus, a qual inibiu mais de 90%
das cepas, foi de 16 mg/mL, atingindo a eficicia de 100% a partir da concentracdo 20
mg/mL. Para as cepas de C. bovis a inibicdo de crescimento ocorreu utilizando a
concentracdo de 8 mg/mL de extrato, sendo eficaz na concentragdo 32mg/mL.

Alguns autores descrevem que os extratos de folhas, frutos e flores de T. minuta
possuem efeito antimicrobiano contra diferentes agentes bacterianos, tanto gram positivos
quanto gram negativos (IGWARAN et al.,2017; TAHIR, KHAN, 2012). Também é descrito, ao
encontro dos resultados deste trabalho, seu efeito sobre algumas das bactérias
comumente associadas a mastite bovina (OLANDA et al., 2019; SPERANDIO, 2016).

O extrato de erva-de-bicho (Polygonum hydropiperoides) inibiu completamente o
crescimento das cepas de S. aureus, na concentracdo minima de 32 mg/mL. Ja para as
cepas de C. bovis, o uso do extrato ndo foi eficaz, pois apenas 7,1% das amostras tiveram
seu crescimento impedido com o uso da maior concentracdo testada da planta, 40 mg/mL.
Giordani et al. (2017) relatam eficacia do extrato hidro alcodlico sobre isolados bacterianos
multirresistentes, obtendo, na concentra¢do de 7,5 mg/mL, ac¢do inibitéria sobre 57,74%

das cepas testadas, principalmente Gram positivas.
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O extrato de goiaba (Psidium guajava) inibiu parcialmente o crescimento de
bacteriano a partir da concentragdo 8mg/ml. A inibicdo da totalidade dos indculos
bacterianos confrontados ocorreu a partir da concentragdo 20 mg/mL. Anas et al. (2008) e
Gnan e Demello (1999) relatam resultados muito semelhantes, com atividade
bacteriostatica para cepas de S. aureus nas concentracdes de 12,5 mg/mL e 8 mg/mL,
respectivamente.

O extrato de guacatonga (Casearia sylvestris) se mostrou eficaz na inibicdo do
crescimento das cepas de S. aureus. Na concentracdo de 4 mg/mL, obteve uma eficacia de
100%. Para C. bovis, o extrato logrou a eficacia de 65% na inibicdo bacteriana na maior
concentragdo testada, de 40 mg/mL. O resultado obtido corrobora com os do estudo de
Ribeiro et al. (2018), cujas cepas bacterianas utilizadas foram, da mesma forma, isoladas de
casos de mastite bovina, e demonstraram a eficdcia do extrato de C. sylvestris contra
diversos agentes, dentre eles o S. aureus. Ja Falcdo et al. (2017), utilizando o éleo essencial
extraido desta planta perante diferentes géneros bacterianos, relatam uma eficacia de
70%, e ainda, que a atividade antibacteriana foi maior sobre bactérias Gram-positivas em
relacdo a Gram-negativas.

O extrato de macela (Achyrocline satureioides) ndo apresentou qualquer efeito
inibitério sobre as coldnias de C. bovis, no entanto, na concentra¢do de 20 mg/mL, ou
acima desta, inibiu completamente o crescimento dos indculos de S. aureus. Da mesma
forma, Sperotto et al. (2012) descrevem a a¢do do decocto sobre bactérias isoladas em
mastite bovina, com 100% de inativacdo ou inibicdo. Mota et al. (2011) também descrevem
a capacidade de inibicdo ou de inativacdo in vitro sobre quatro inéculos bacterianos de
interesse em saude publica, por se tratarem de contaminantes comuns em alimentos.

O decocto de picdo preto (Bidens Pilosa) na concentragdo de 2 mg/mL inibiu 45%
dos inéculos de S. aureus. Nas concentracdes de 4mg/ml ou acima, inibiu completamente o
crescimento bacteriano. Para C. bovis, somente houve inibicdo de 25% das amostras na
concentragdo de 40 mg/mL, sem efeito nas demais concentragdes; portanto, nao foi eficaz.
Estes resultados vdo ao encontro dos obtidos por Cruz et al. (2010), que obtiveram CIM de

12 mg/mL utilizando extrato etandlico, e aos de Lawal et al. (2015) que, com extrato
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aquoso, relatam CIM e CBM de 2,5 mg/mL para S. aureus. Gerardo (2019) também obteve
uma inibicdo de crescimento significativa de inéculos de S. aureus, utilizando extrato

aquoso nas concentragdes de 10% e 20% em método de difusdao em disco sobre agar.

CONCLUSOES

Os decoctos obtidos a partir das espécies P. cattleianum, T. minuta e P. guajava
apresentaram atividade antimicrobiana sobre ambas espécies bacterianas avaliadas, S.
aureus e C. bovis. Os decoctos de P. hydropiperoides, C. sylvestris, A. satureioides e B. Pilosa
apresentaram atividade antimicrobiana somente sobre cepas bacterianas de S. aureus. As
espécies A. sativum e M. chamomilla ndao apresentaram a¢do antimicrobiana frente as
cepas analisadas.

A concentracdo do extrato aquoso necessaria para a inibicdo de crescimento de C.
bovis foi superior em todos indculos avaliados, indicando que esta classe bacteriana possui
maior resisténcia a a¢do dos fitoterapicos testados. Os resultados obtidos neste estudo
fornecem evidéncias do potencial de uso de plantas medicinais no tratamento de mastites

bovinas, sustentando a necessidade de maiores estudos na area.
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