[REVISTA BRASILEIRA DE AGROTECNOLOGIA] BEMIBAINEXIRK:

ACAO DE DIFERENTES ANTIMICROBIANOS SOBRE
ESTIRPES DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLADOS

DE MASTITE BOVINA
Action of different antimicrobials on strains of staphylococcus
aureus isolated from bovine mastitis

Resumo:

A matite estaficocica é uma das principais doengas que causam
prejuizo na producdo de leite. O objetivo dessa pesquisa foi investigar
a acdo de antimicrobianos em diferentes estirpes de Staphylococcus
aureus, isolados de mastite bovina. Essas estirpes, foram submetidas a
antibidticos  (oxacilina,  tetraciclina,  penicilina,  cefepime,
ciprofloxacina, cefalotina, gentamicina e ampicilina). As cepas que
apresentaram maior sensibilidade aos antibioticos foram submetidas a
um outro antibiograma com extrato hidroalcodlico de orégano, cravo
da india, canela e pimenta calabresa. Os resultados desse experimento
mostraram que apenas 0s antibidticos cefalotina, ciprofloxacina e
ampicilina inibiram todas as esrtipes de S. aureus testadas. Verificou-se
que 63% das estirpes, apresentaram multiplas resisténcia aos
antibioticos. A pimenta calabresa ndo demonstrou efeito inibitério
contra os S. aureus. O extrato de cravo e o0 de orégano mostraram
potencial inibitério com producdo de halo de 11 mm e 9 mm
respectivamente.

Abstract:

Staphylococcal matitis is one of the major diseases causing loss in
milk production. The objective of this research was to investigate the
action of antimicrobials against different strains of Staphylococcus
aureus isolated from bovine mastitis. These strains submetted to
antibiotics (oxacillin, tetracycline, penicillin, cefepime, ciprofloxacin,
cephalothin, gentamicin and ampicillin). The strains that showed the
highest sensitivity to the antibiotics were submitted to another
antibiogram with hydroalcoholic extract of oregano, clove, cinnamon
and Clabrian pepper. The results of this experiment showed that only
the cephalothin, ciprofloxacin and ampicillin antibiotics inhibited all S.
aureus strains tested. It was found that 63% of the strains showed
multiple resistance to antibiotics. Calabrian pepper showed no
inhibitory effect against S. aureus. The clove and oregano extract
showed inhibitory potential with halo production of 11 mm and 9 mm,
respectively.
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INTRODUCAO

A mastite bovina é uma afeccdo de cunho multifatorial
que tem nas inter-relagdes entre o hospedeiro, 0 ambiente
e 0s agentes infecciosos como fatores determinantes para
sua ocorréncia (LE BLANK et al,, 2006). A presenca
dessa doencga, nos animais, significa para o produtor um
menor retorno econdémico, devido a redugdo na producéo,
aos gastos com medicamentos e também com as
penalidades aplicadas pelos laticinios. Além desses
prejuizos, esta enfermidade representa um risco a saide do
consumidor (CASSOL et al., 2010). A doenga
acarreta prejuizos a inddstria de laticinios devido a
alteragBes na composicao fisico-quimica do leite, e ainda
constitui ameaca a saide dos consumidores devido a
veiculagdo de patdgenos e suas toxinas, ou pela presenca
de residuos de antibiéticos no leite (SANTQOS, 2007
OLIVEIRA 1999). A doenca pode ser classificada sob
duas formas, clinica e subclinica, caracterizadas,
respectivamente, pela presenca e pela auséncia de
alteracbes visiveis das composi¢des fisico-quimica e
bacterioldgica do leite, bem como dos tecidos do quarto
mamério afetado (MACDONALD, 1979).

A sensibilidade de S. aureus aos diferentes antibi6ticos
empregados no tratamento das doencas animais é de
grande importancia, pois visa fornecer subsidios para a
terapia do animal acometido, bem como para todos os
animais do rebanho submetidos as mesmas condicdes de
manejo e, portanto, sob 0s mesmos riscos de infec¢do. Por
todo o mundo, o aumento de prevaléncia de S. aureus
multi-resistentes causadores de mastite bovina é grave,
com a reducdo da efetividade de antimicrobianos e o
aumento da morbidade e dos custos para combater a
doenga. Existe heterogeneidade genética consideravel em
populagbes naturais de S. aureus. Além disso, este é um
importante patdgeno responsavel por casos de doencas de
origem alimentar, por meio da ingestdo de toxinas,
constituindo um problema de satde publica (SABOUR et
al., 2004; FAGUNDES et al., 2004).

Nos ultimos anos, o uso indiscriminado de antibidticos,
favoreceram o aumento da resisténcia de bactérias aos
farmacos. Isso impulsionou pesquisas no descobrimento
de substancias que pudessem ser utilizadas em terapias
com ac¢do antimicrobiana. (GONCALVES et al., 2005). O
emprego dos medicamentos fitoterapicos é uma excelente
alternativa no tratamento contra diferentes patogenos.
Desde a extracdo e obtencdo de Oleos essenciais das
plantas, sdo adquiridos compostos que, apesar de conter
uma estrutura quimica diferenciadas dos antimicrobianos
produzidos a partir de bactérias e fungos, tém
demonstrado grande poténcia quando se trata do controle
no crescimento de micro-organismos  pat6genos.
(CARVALHO et al., 2014).

A indastria de alimentos sempre utilizou os aditivos
quimicos com o objetivo de inibir o crescimento de micro-
organismos patogénicos, bem como o0s deteriorantes.
Algumas alternativas comprovadas para a substituicdo
destes produtos sdo as especiarias e condimentos, tais

como: cravo  (Syzygium  aromaticum), canela
(Cinnamomum verum), coentro (Coriandrum sativum),
alho (Allium sativum), gengibre (Zingiber officinale),
tomilho  (Thymus vulgaris), alecrim (Rosmarinus
officinalis) e salvia (Salvia officinalis). Estes podem ser
utilizados tanto in natura como também nas formas de
extratos, farinha e déleos essenciais além da possibilidade
de producédo de Gleos essenciais para a aplicacdo direta e
indireta, na forma de ingrediente na constituicdo de
determinados alimentos (PINHO, 2012; CRUZ, 2010;
FOGLIO et al., 2006)

Segundo Trajano et al. (2009), a bioconservacdo, dos
alimentos, utilizando  especiarias com  potencial
antimicrobiano, é uma tendéncia da area de Ciéncia e
Tecnologia de alimentos

Assim e diante da relevancia do tema, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a acdo de diferentes antimicrobianos
naturais, frente a diferentes estirpes de Staphylococcus
aureus, isoladas de mastite bovina.

MATERIAIS E METODOS

Local da realizacdo

Essa pesquisa foi realizada nos meses de junho e julho de
2017 no Laboratério de ensino de biologia animal (LEBA)
da UFRPE, Unidade Académica de Garanhuns, PE.

Micro-organismos

Foram utilizadas treze estirpes de Staphylococcus aureus,
cedidas pelo laboratorio de microbiologia do CENLAG,
UFRPE. Como controle, foi utilizado o S. aureus ATCC
25923. Os micro-organismos foram mantidos sob
congelamento a -18°C em caldo BHI. A reativacdo dos
mesmos ocorreu 48 horas, antes do experimento,
utilizando caldo BHI.

Farmacos antimicrobianos

Para os testes da atividade anitmicorbiana foram
adquiridos oito diferentes tipos antibidticos em discos:
Ampicilina (AMP-10pg), Gentamicina (GEN-10ug),
tetraciclina (TET-30pg), Oxacilina (OXA- 1pg), Cefepime
(CPM-30ug), Penicilina G (PEN-10 Ul), Cefalotina (CFL-
30pg), Ciprofloxacina (CIP- 5 pg).

Producdo do extrato hidroalcdolico

Foram adquiridas quatro tipos de especiarias para a
producgdo do extrato hidroalcéolico: Canela (CAN), Cravo
(CRA), Pimenta calabresa (CAL) e Orégano (ORE),
adquiridas em comércio local. O material vegetal foi
levado ao laboratério onde foram pesados 25 gramas, de
cada especiaria, posteriormente triturados e adicionados
de 100 mL de uma solucdo de alcool a 50% em
Erlenmayer. Os Erlenmeyers foram levados ao banho
maria a 60°C por 60 minutos. Posteriormente foi realizada
filtracdo em papel de filtro estéril. A solucdo foi entdo
levada para evaporar em estufa a 40°C até peso constante.
O material foi ressuspendido com agua(10mL) destilada
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estéril (PINHO, 2012). O extrato foi armazenado sob
congelamento a -18°C até o momento das analises.

In6culo Bacteriano

Para preparo do indculo, todas as estirpes testadas nesse
experimento foram previamente repicadas em caldo BHI e
incubadas a 37°C por 24 horas antes do teste. A suspenséo
bacteriana foi preparada em tubos com solugdo salina a
0,85% até a turbidez conforme escala MacFarland 0,5(108
UFC/mL) em espectrofotdmetro a 580 nm.

Antibiograma

Primeiramente, realizou-se o teste de sensibilidade com as
estirpes de S. aureus com o0s seguintes farmacos
antimicrobianos: Foram preparadas placas com agar
Mueller Hinton para os testes de difusdo em disco. As
suspensdes bacterianas (100uL) foram inoculadas nas
placas e espalhadas com alca Drigalski. Os discos de cada
farmaco foram colocados sobre o &gar e as placas levadas
a estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas. Apos esse
periodo, os halos de inibicdo foram medidos em
milimetros com auxilio de uma régua escolar.

As estirpes que apresentaram maior sensibilidade aos
farmacos foram selecionadas e submetidas a um novo
teste de sensibilidade, utilizando o0s extratos das
especiarias. Para tanto, discos de papel de filtro, com 6
mm de didmetro, foram confeccionados e posteriormente
esterilizados a 121 °C por 15 minutos. Placas contendo o
meio Mueller Hinton, receberam 100u das suspensdes
bacterianas das estirpes selecionadas e espalhadas com
alca Drigalski. Sobre o agar foram colocados os discos de
papel de filtro e sobre esses, uma aliquota de 10 pL do
extrato produzido, para cada estirpe. As placas foram
incubadas novamente em estuda bacteriolégica a 37 °C
por 24 horas. A atividade antimicrobiana foi avaliada pela
formacdo de halo de inibicdo de crescimento bacteriano
em milimetros de diametro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade inibitéria de farmacos antimicrobianos
sobre estirpes de Staphylococcus aureus

A atividade antimicrobiana dos farmacos pode ser vista na
Tabela 1. Conforme os dados, observa-se que o0s
antibioticos que apresentaram maior atividade contra as
estirpes, foram a ciprofloxacina, cefalotina e ampicilina,
essas apresentaram atividade inibitéria em 100% das
bactérias, seguido da oxacilina(81,8%) e gentamicina
(72,7%). Os menoes halos foram observados na
tetraciclina (54,%), cefepime (45%) e penicilina. As
estirpes 119, 160, 127, 198 e 223, ou seja 63%, das
apresentaram multipla resisténcia aos antibioticos. Esse
comportamento de resisténcia do S. aureus, foi observada
entre os isolados de mastite, realizado por Costa et al.
2013. De acordo com estes autores, é necessario um
monitoramento do perfil desse género afim de investigar a
evolucdo da sensibilidade, destes micro-organismos ao
mesmo antibidtico em periodos diferentes.

Os maiores halos de inibicdo foram obtidos com CFL (30
mm). Zafalon et al.(2007) ao considerar as sensibilidades
médias de S. aureus isolados de amostras de leite, aos
diferentes antimicrobianos, encontraram um percentual de
inibicAo de 87% para a gentamicina, valor que aproxima-
se com o do nosso estudo. Em outra pesquisa Zafalon et
al. (2012) observaram que entre 0s principios ativos de
maior resisténcia por parte das estirpes de S. aureus,
figuraram a penicilina G, a ampicilina e a oxacilina
(77,3%, 68,2% e 40,9%, respectivamente), diferindo com
0 resultado deste estudo o qual a ampicilina mostrou-se
100% eficaz para a inibicdo das cepas testadas. A selecéo
de bactérias resistentes pelo uso incorreto de
antimastiticos, além das modificacdes bioldgicas
introduzidas pelo proprio homem, podem explicar as
diferencas encontradas na sensibilidade bacteriana, o que
tornar dificil a comparacdo de resultados entre diferentes
estudos (LANGONI et al., 1984).

Tabela 1. Atividade antimicrobiana(mm) de farmacos sobre diferentes estirpes de Staphylococcus aureus, isolados de mastite

bovina.
Codigo das Farmacos antimicrobianos testados
Estirpes

OXA TET PEN CPM CIP CFL GEN AMP
*25923 R R 6 R 21 20 13 34
93 11 13 R R 20 25 14 20
115 14 13 7 15 19 24 20 11
117 16 30 8 17 24 24 14 14
119 R R R R 19 28 R 8
127 2 2 R R 19 28 R 8
160 6 2 R R 19 28 R 8
198 6 R R R 17 9 20 20
223 R R R 15 19 22 11 6
321 13 R R 15 19 22 11 6
342 19 22 6 19 24 30 12 19

*- micro-organismo controle; R- estirpe resistente ao farmaco; OXA-oxacilina; TET-tetraciclina; PEN- penicilina G; CPM-
cefepime; CIP-ciprofloxacina; CFL- cefalotina; GEN-gentamicina; AMP-ampicilina
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Atividade antimicrobiana do extrato hidroalcoolico de
especiarias sobre estirpes de Staphylococcus aureus

Conforme os resultados obtidos, nesse experimento, 0s
extratos hidroalcoolicos das especiarias, que ndo
conseguiram inibir as estirpes do S. aureus, ndo estéo
representados no Gréfico 1. Observou-se que a estirpe 117

apresentou resisténcia a todas as especiarias. J& 0 extrato
de cravo foi 0 que se mostrou mais eficiente para inibicdo
das estirpes, apresentando um halo de 11 mm. Essa
atividade se deve as caracteristicas do cravo (Eugenia
caryophyllata) que ja& é reconhecido anti-inflamatério e
efeitos antibacterianos (HEMAISWARYA, 2009).

12 4

—_
[oo] o
L L

Medidas dos halos de inibigdo (mm)

EORE
BCRA
RCAN

1

25923 93 115 17

Estirpes de Staphylococcus aureus
ORE- orégano; CRA- cravo; CAN- canela

160 321 326

Figura 1. Atividade antimicrobiana (mm) dos extratos hidroalcoolicos de especiarias sobre estirpes
de Staphylococcus aureus isolados de mastite bovina.

O extrato de orégano foi o segundo mais eficiente,
apresentando um halo de 9 mm de inibicdo porém esses
valores estdo bem abaixo dos resultados encontrados por
Cruz (2010). Este testou extrato hodroalcéolico do
orégano em S. aureus obtendo halo superior a 30mm de
didmetro. SANTOS et al. 2011 verificaram que as cepas
de S. aureus foram mais susceptiveis aos 0leos de cravo,
orégano e alho que as demais bactérias por eles utilizadas
em seus estudos. Também ressaltaram que o 6leo essencial
de alho apresentou atividade antibacteriana frente o S.
aureus e a Salmonella choleraesuis; ja os dleos de cravo e
orégano apresentaram atividade frente a todas as bactérias
analisadas. Em levantamento feito por Tarcitano (2017),
este concluiu em seu trabalho que o oregano, dentre todos
0s antimicrobianos de origem vegetal, foi a especiaria
mais eficaz, controle bacteriano. Esse efeito é justificado
por Marino et al. 2001, que atribui essa atividade
antibicobiana, aos compostos fendlicos, contidos no
oreganos, que se dissolvem na membrana plasmatica,
penetrando na célula e alterando suas funcdes vitais e
causando morte do micro-organismo.

Pode-se observar que o extrato de canela foi 0 menos
eficiente, neste estudo, onde a média do halo de inibi¢do
foide 3,7 mm.

Os extratos hidrooalcéolicos parecem inibir os micro-
organismos por mecanismos que envolvem a alteragdo dos
canais de célcio, na bicamada da membrana lipidica, na
célula, causando aumento na permeabilidade e liberagdo

dos constituintes intracelulares. Assim podem ocorrer
danos ao sistema enzimatico, na sintese de componentes
vitais, como também danos no material genético do micro-
organismo alvo (CRUZ, 2010; PORTE, 2001).

CONCLUSAO

Os resultados, desse experimento, mostraram que 0S
antibidticos cefalotina, ciprofloxacina e ampicilina
inibiram todas as esrtipes de Staphylococcus aureus
testadas. A cefalotina produziu o maior halo de inibicéo.
Verificou-se que 63% das estirpes, apresentaram
resisténcia a mais de dois tipos de antibiéticos Nos testes
com extratos hidroalcodlicos, a pimenta calabresa ndo
demonstrou efeito inibitério contra os micro-organismos.
O extrato de cravo e o de orégano mostraram potencial
inibitério com producdo de halo de 11 mm e 9mm
respectivamente.
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