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Introducéo

Sabe-se que o principal problema que afeta os rebanhos leiteiros, mundialmente, é a inflamagao da glandula mamaria
ou mastite, a qual, frequentemente, tem origem bacteriana. A mastite é considerada como a doenga que proporciona as
maiores perdas econdmicas na producéo de leite [1].

O Staphylococcus aureus além de ser responsavel por grandes prejuizos a pecuaria leiteira, apresenta resisténcia a
diversos antibioticos utilizados no tratamento desta doenga [2]. Objetivou avaliar a atividade antimicrobiana de extratos
vegetais do cerrado sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 e trés isolados (S178, S135 e S182) provenientes do
Ubere de vacas com mastite.

Material e Métodos

A. Preparo dos Extratos vegetais

As folhas das espécies vegetais foram coletadas no periodo seco no Instituto de Ciéncias Agrarias da UFMG em
Montes Claros. Coletou-se folhas de Caryocar brasiliense, Annona crassiflora e Schinopsis brasiliensis. As folhas
foram desidratadas em estufa com circulacdo forcada de ar a 38°C por aproximadamente 72 horas e moidas em
liquidificador industrial. Os extratos aquosos foram produzidos, adicionando-se 100 mL de &gua destilada a 10 g de
cada espécie vegetal e aquecidos em banho-maria a 40°C durante 60 minutos. Os extratos etanélicos foram obtidos
submergindo 100 g do material vegetal em 1000 mL de etanol PA. Em recipientes de vidro ambar, conservados em
local escuro em temperatura ambiente durante dez dias.

B. Extratos vegetais com inibi¢do sobre as cepas

Os extratos foram filtrados em membrana milipore de celulose com 0,2 um e posteriormente subamostras das
solucBes obtidas foram submetidas a determinacdo de matéria seca, a 105°C, para célculo das concentraces a serem
testadas. Apos a determinagdo da matéria seca os extratos foram ajustados para a menor concentracdo obtida para os
extratos que foi de 84 mg de matéria seca/mL.

A atividade in vitro dos extratos vegetais foi determinada de acordo com o NCCLS [3]. Em placas de Agar Mueller-
Hinton foram inoculados 200 pL com a solugdo do in6culo padronizados e espalhados com o auxilio de swabs estéreis.
Sobre a superficie desse meio foram adicionados discos de papel filtro. Os discos foram impregnados com a solucéo dos
extratos vegetais. As placas foram incubadas a 35°C e ap6s 24 horas o0s halos de inibi¢do foram mensurados em mm. Os
procedimentos foram realizados em triplicata para cada isolado avaliado.

C. Determinacéo da Concentragdo Inibitdria Minima (CMI) e da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Foram avaliados os extratos utilizados na etapa anterior. A determinagdo da CMI de substancia necesséria para inibir
o0 crescimento do micro-organismo foi realizada com o método de macrodilui¢do em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
como descrito em NCCLS [3].

Para a CMI, ap6s padronizar as solucdes a concentragdo de 150 mg/mL, foram produzidas diluicdes subsequentes,
contendo 2,5 mL da concentra¢do anterior e 2,5 mL do caldo BHI, obtendo-se as concentrag@es finais de 75; 37,5;
18,75 e 9,375 mg/ml. Em seguida foi inoculado 12 pL da suspensdo de cada micro-organismos. Os controles dessas
concentragdes foram incubados sem o acréscimo da suspensdo das bactérias. O controle positivo foi realizado com
acréscimo de 12 pL da suspensdo direta do micro-organismo e o controle negativo foi avaliado em tubos sem o
acréscimo de micro-organismo. Todos os tubos foram incubados a 35°C por 24 horas em incubadora termoshaker para
melhor homogeneizacdo. Apds esse periodo foi avaliado o crescimento microbiano, com auxilio de 125 pL do Cloreto
de Tetrafeniltetrazélico (TTC).

A determinacdo da concentracdo minima de substancia necessaria para causar a eliminacdo de 99,9% do micro-
organismo (CBM) foi determinada pela imersdo de um swab em cada tubo da CMI que ndo apresentou coloracéo
avermelhada ou seja, que no tiveram crescimento microbiano, foi inoculado em placas contendo Agar para contagem
de micro-organismos em placas (PCA). Incubou-se a 35°C por 24 horas para observagdo do crescimento microbiano [4].

Resultados e Discussao
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Verificou-se que as médias dos halos ndo diferiram estatisticamente entre os extratos para a cepa ATCC 25923 e para
o isolado de vacas com mastite S178. Entretanto, para os isolados S182 e S135 de vacas com mastite essas médias
diferiram para os diferentes extratos avaliados. Para o isolado S135, o tratamento mais eficiente foi o extrato etanélico
de A. crassiflora, sendo que os demais extratos ndo diferiram estatisticamente entre si. Para o isolado S182, o extrato
com maior média de halo de inibi¢éo foi o extrato aquoso de S. brasiliensis. (TABELA 1).

Os extratos avaliados sob as cepas S. aureus ATCC 25923 e os trés isolados (S178, S135 e S182) apresentaram CMI
de 150 pg/mL. Constatou-se CBM do extrato Pandetanolico na concentracdo 150 pg/mL, os extratos Pau preto etanolico
e Pequi etandlico a CBM foi maior que 150 pg/mL, o que indica que a pesquisa ndo encontrou a concentracao que causa
a morte destes micro-organismos. (TABELA 2).

Os resultados obtidos neste estudo corroboram o estudo Lima et al. [4], que avaliaram a atividade antibacteriana in
vitro dos extratos etandlicos (1:1) da folha, fruto e sementes do A. crassiflora contra Staphylococcus spp. Os autores
verificaram que esses extratos inibiram de forma significativa o crescimento dessa bactéria. Com média de halo de
inibi¢do de 10 a 12 mm.

Ao avaliar o efeito antibacteriano de C. brasiliense contra Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus, Paula-Junior et al. [5] concluiram que substincias antioxidantes presentes no
extrato hidro-etandlico das folhas foram responsaveis pela atividade antimicrobiana.

Estudos relatam que S. brasiliensis (Pau preto) contem quatro moléculas ativas relacionadas a atividade
antimicrobiana. Sendo que apenas o galato de metila e acido galico foram isoladas das folhas [6].

Silva et al. [7] trabalhando com extrato da folha de Annona crassiflora sobre S. aureus multirresistente de humanos e
ATCC 6538 encontrou CMI de 25 mg/ml e apresentava alcaldides e flavondides como composto ativos. Os maiores
Minimum Inhibitory Concentration (MICS) foram em extratos da casca do fruto e semente sobre S. aureus
multirresistente com valor de 50 mg/ml.

Saraiva et al. [8] utilizando extrato de Schinopsis brasiliensis para S. aureus multirresistentes a CMI foi de 100, 50,
25 e >100 pg/ml também dependente da fracdo utilizada.

Concluséao

As médias dos halos ndo diferiram estatisticamente entre as plantas para a cepa ATCC 25923 e para o isolado de
vacas com mastite S178. Entretanto, para os isolados S182 e S135 de vacas com mastite, essas médias diferiram para os
diferentes extratos avaliados. Para o isolado S135, verificou-se que o tratamento mais eficiente foi o extrato etandlico de
A. crassiflora (Pand). Para o isolado S182, o extrato com maior média de halo de inibi¢do foi o extrato aquoso de S.
brasiliensis (Pau preto).

Verificou-se que a CMI, de todos os extratos avaliados sob as cepas Staphylococcus aureus ATCC 25923 e os trés
isolados (S178, S135 e S182) apresentaram resultados significativos.

Pana etandlico apresentou atividade antibacteriana ou bactericida contra todas as cepas de Staphylococcus spp. Para
0s extratos de Pau preto etandlico e Pequi etan6lico a CBM ndo encontrou a concentragcdo que cause a morte deste
micro-organismo.
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Tabela 1 - Média de halo de inibicdo em teste de difusio em Agar para Staphylococcus spp. apés adicdo de extratos das folhas na
concentracdo de 84 mg/mL de Annona crassiflora (Pand), Caryocar brasiliense (Pequi) e Schinopsis brasiliensis (Pau preto)

Espécie/Cepa Etandlico Etanolico Aquoso Pequi Aquoso Pau Etandlico Pau
Pand Pequi preto preto

Staphylococcus spp.

S135 21,5 Aa 10,16 Bb 14,43 Ab 15,53 Ab 9,93 Ab

S182 12,13 Bab 9,76 Bb 12,06 Aab 14,56 Aa 9,90 Ab

S178 11,2 Ba 8,63 Ba 8,66 Aa 9,53 Aa 8,86 Aa

ATCC 25923 14,13 Ba 11,73 Ba 17,06 Aa 16,76 Aa 13,63 Aa

Notas: Médias seguidas por letras diferentes, mintsculas nas linhas e mailsculas nas colunas, diferem estatisticamente entre si
pelo teste de SNK (Student-Newman-Keuls) (P<0,01).

Tabela 2: Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) em pg/mLdo extrato das folhas de
Annona crassiflora (Pand), Caryocar brasiliense (Pequi) e Schinopsis brasiliensis (Pau preto)

Etandlico Etandlico Aquoso Etandlico Aquoso
Cepa Pand Pau preto Pau preto Pequi Pequi

CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM
Staphylococcus spp.
S135 150 150 150 > 150 150 150 150 > 150 150 150
5182 150 150 150 > 150 150 > 150 150 > 150 150 150
S178 150 150 150 > 150 150 150 150 > 150 150 > 150
ATCC 25923 150 150 150 > 150 150 > 150 150 > 150 150 150
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