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RESUMO

A mastite constitui-se como um dos problemas de maior relevancia para a pecuaria
leiteira, acarretando sérios prejuizos, como diminuicdo da producdo e alteracdo
fisico-quimica do leite. O grande problema para os produtores de leite € o fracasso
no tratamento da mastite relacionado principalmente, a resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos convencionais.Visando o0 potencial terapéutico das plantas
medicinais como alternativas a antibioticoterapia, a pesquisa teve como objetivo
avaliar a atividade antimicrobiana da Commiphora leptophloeos frente a isolados de
Staphylococcus spp. provenientes de leite de ruminantes com mastite. Para isso, foi
preparado o0 extrato etandlico bruto das cascas e folhas da Commiphora
leptophloeos. Na sequéncia, os extratos foram avaliados quanto aos seus efeitos
antimicrobianos, frente a isolados de Staphylococcus spp. através da técnica de
microdiluicdo em caldo para determinacdo da concentracdo bactericida minima.Além
disso, os extratos foram avaliados quanto a sua capacidade em interferir com a
formacdo do biofilme e com o biofilme j& consolidado. Embora todos os extratos
testados tenham exibido acdo antimicrobiana, melhor atividade foi registrada para o
extrato da casca. O extrato da folha apresentou maior atividade na concentracao
3,125 pg/ml (36 /60) e o EEB da casca na concentragdao 781,2 ug/ml (25/60). Os
extratos da cascas e folhas foram capazes de interferir com as etapas iniciais da
formacdo do biofilme, por outro lado ndo foi observada interferéncia do extrato no
biofilme ja consolidado. Observou-se uma alta sensibilidade dos Staphylococcus
spp. provenientes de casos de mastites em ruminantes, quando submetidos aos
extratos da folha e casca da Commiphora leptophloeos, bem como a capacidade
dos extratos em interferir na formagao do biofilme, indicando seu potencial para uso
na terapia das mastites em ruminantes.

Palavras-chave: Infecdo intramamaria, Staphylococcus spp., extrato de plantas,
atividade antimicrobiana, biofilme.



ABSTRACT

Mastitis is constituted as one of the major problems for the dairy industry, causing
serious damage, such as decreased production and physicochemical changes of
milk. The major problem for dairy farmers is the failure to treat mainly related mastitis,
bacterial resistance to conventional antibiotics. Seeking the therapeutic potential of
medicinal plants as alternatives to antibiotic therapy, the research aims to evaluate
the antimicrobial activity of Commiphora leptophloeos over Staphylococcus spp. from
ruminant mastitis. For this, we prepared the ethanol extract of the bark and leaves of
Commiphora leptophloeos. Then, the extracts were evaluated for its antimicrobial
effects over Staphylococcus spp., through the microdilution technique in broth to
determine the minimum bactericidal concentration (MBC). Moreover, the extracts
were evaluated for their ability to interfere with biofilm formation and consolidated
biofilm. Although all the extracts tested have exhibited antimicrobial action, MBC
lower values were recorded for the bark extract. The leaf showed a higher active in
3.125 mg / ml (36/60) concentration and the bark’s Gross Ethanolic Extract (GEE) in
781.2 g / ml concentration (25/60). The extracts of bark and leaves were able to
interfere with the initial steps of biofilm formation. On the other hand the extract did
not interfered in the consolidated biofilm. Staphylococcus spp. from ruminants with
mastitis showed a high sensitivity, when subjected to Commiphora lepthophloeos leaf
and bark extract, as well the ability to interfere with biofilm formation, indicating its
therapeutic potential in ruminant mastitis.

Key-words: Intramammary infection, Staphylococcus spp., plant extract, ant
microbiological activity, biofilm.
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1 INTRUDUCAO

A mastite € uma das doencas que tem causado grandes prejuizos as
indastrias leiteiras (BAGCIGIL et al., 2012; HEIKKILA et al., 2012), ameacando a
renda dos agricultores, bem como a imagem do setor leiteiro. Isso deve-se aos
problemas de bem-estar animal e as questdes relacionadas com a qualidade do leite
e de saude publica, devido ao aumento do risco de residuos no leite, através do uso
dos antibidticos em critérios técnicos adequados e a selecdo de bactérias resistentes
(OSTERAS; SOLVEROD, 2009; DE VLIEGHER et al., 2012). Dentre os prejuizos, a
reducdo na producao leiteira é vista como fator critico de maior importancia, ja que a
maioria dos casos de mastite correspondem as infec¢cdes subclinicas, ndo sendo
detectadas facilmente e comprometendo com isso a produg&o animal.

Nas inumeras etiologias envolvidas nos casos de mastites, a infeccao
bacteriana é a mais comumente relatada pela literatura. Bactérias do género
Staphylococcus sdo as mais isoladas nos casos de infecgdes intramamarias no
Brasil e no mundo (TENHAGEN et al., 2006; OSTERAS; SOLVEROD, 2009). A
grande questdo € o fato de que os Staphylococcus spp., apresentam complexos
mecanismos de viruléncias que tornam sua erradicagdo dificil. Essas bactérias tem
se tornado um grande problema nos rebanhos leiteiros pela facilidade de adquirirem
resisténcias aos antimicrobianos utilizados no tratamento da doenca, tornado dificil
sua eliminagéo.

Os antimicrobianos demonstraram ser medicamentos potentes para o controle
de doencas infecciosas e continuam a ser uma das mais significativas descobertas
da medicina moderna (ABREU et al., 2012). A antimicrobianoterapia € a principal
ferramenta no tratamento da mastite. No entanto, o uso é indiscriminado desses
medicamentos em animais de producdo, sendo muitas vezes realizado sem
orientacdo adequada de médicos veterinarios, e, ao contrario dos antimicrobianos da
linha humana, sem qualquer tipo de controle oficial, levando a selecdo de micro-
organismos resistentes (HARBOTTLEet al., 2006).

O crescente nimero de micro-organismos resistentes aos antimicrobianos
utilizados na profilaxia de doencgas infecciosas tem despertado os profissionais de
saude a recorrerem a tratamentos alternativos (GODREUIL et al., 2014).

As plantas medicinais, em particular os seus componentes ativos, tém sido

uma fonte confiavel de terapéuticas para o tratamento de varias doencas desde


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bagcigil%20AF%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%26%23x000d8%3Bster%26%23x000e5%3Bs%20O%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%26%23x000d8%3Bster%26%23x000e5%3Bs%20O%5Bauth%5D
javascript:void(0);
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%26%23x000d8%3Bster%26%23x000e5%3Bs%20O%5Bauth%5D
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antiguidade. A r4pida propagacdo da resisténcia aos antibidticos levou a
humanidade a usar plantas como uma fonte confiavel para a descoberta de agentes
antimicrobianos ativos e possivelmente, até mesmo novos classes desses
medicamentos (HEMAISWARYA; DOBLE, 2009).

O Brasil possui a flora mais rica do mundo, abrigando uma variada
biodiversidade de plantas nativas e exoticas distribuidas entre cinco principais
biomas, entre eles a Caatinga, unico bioma de exclusividade brasileira, encontrada
apenas na regidao Nordeste (MAURY, 2002). Uma grande diversidade das plantas
nativas da caatinga sao utilizadas como medicamentos naturais por populacdes
locais para cura de varios tipos de doencas. Contudo as propriedades curativas
dessas plantas sdo baseadas apenas em conhecimentos empiricos, necessitando
de estudos cientificos que validem as caracteristicas terapéuticas e eficacias dessas
plantas.

Dentre as plantas utilizadas pela populacdo nordestina como medicamentos
naturais se encontra a Commiphora leptophloeos conhecida popularmente como
Imburana-de-camb&o, umburana, imburana-braba, imburana-de-espinho, imburana-
fémea, imburana-vermelha, jamburana e umburana (SAMPAIO et al., 2005). E uma
espécie da flora brasileira, tipica de caatinga, ocorrendo com elevada frequéncia no
Vale médio do S&o Francisco sendo uma espécie caracteristica do nordeste
brasileiro (PEREIRA et al., 2004; PNE, 2012). Na medicina popular € utilizada como
xarope (contra tosses e bronquites), tonico, e cicatrizante, no tratamento de feridas,
gastrite e ulceras (SAMPAIO et al., 2005).

Como tantas outras espécies da caatinga, a Commiphora leptophloeos é uma
espécie pouco estudada quanto a seu uso terapéutico.Desta forma busca-se realizar
um trabalho que avalie a atividade antimicrobiana desta planta, trazendo
contribuicdes sobre essa espécie nativa da Caatinga. E de extrema importancia o
estudo cientifico da potencialidade da Commiphora leptophloeos contra agentes
causadores de mastites em ruminantes com finalidade de produzir elementos para
sua aplicacdo no tratamento de animais portadores. Além disso, o conhecimento,
andlise, avaliacdo e efetivo uso dos recursos naturais disponiveis no semiérido, de
forma racional, podem auxiliar significativamente na manutencéo da biodiversidade e

promocao do desenvolvimento cientifico e socioecondmico.


http://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0944711309001214
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas do leite

Os alimentos de origem animal atualmente tém sido motivo de preocupacéo
entre os consumidores. Negligenciar aqualidade e inocuidade dos produtos lacteos é
um risco que pode gerar perda dos mercados internos e de exportacao, restringindo
o desenvolvimento do setor nacional leiteiro. A qualidade do leite pode ser avaliada
de acordo com as condigdes higiénico-sanitdrias adotadas em toda a cadeia
produtiva, dietético, nutricionais, tecnolégicos e sensoriais (MORAND-FEHR et al.,
2007).

O leite € o produto normal, fresco, integral, oriundo da ordenha completa e
ininterrupta, em condicbes de higiene de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas (RIISPOA, art. 475, 1996). Visto como o alimento in natura mais
completo, o leite oferece uma equilibrada composicdo de nutrientes (proteinas,
gorduras, carboidratos e sais minerais) essenciais ao crescimento e a manutencao
de uma vida saudavel (SILANIKOVE et al., 2010; KAPILA et al., 2013). A
composicdo do leite pode apresentar diferencas entre espécies animais. Uma vez
gue as necessidades nutricionais e fisiolégicas sdo geralmente especificas a cada
espécie (PARK, 2006).

O estado de saude e a alimentacdo exercem grande influéncia sobre a
producédo e a qualidade do leite. Se o animal for acometido por alguma doenga ou
caso a dieta fornecida ndo atenda as exigéncias nutricionais necessarias, todo o
metabolismo do animal sera afetado, ocasionando reducdo na producdao,
principalmente, nos niveis de gordura e proteina do leite (RICCI; DOMINGUES,
2012). Uma das causas que exerce influéncia negativa sobre a composicao e as
caracteristicas fisico-quimicas do leite € a mastite, acompanhada por um aumento
na contagem de células somaticas (CCS) no leite (KITCHEN, 1981).

A disponibilidade de nutrientes no leite, sua alta atividade de agua e seu pH
proximo da neutralidade torna-oum excelente meio de cultura para o
desenvolvimento de micro-organismos (ARCURI et al., 2006). Sendo as bactérias as
principais responsaveis por acarretar alteracdes fisico-quimicas na sua
composicdo.Bactérias patogénicas, tais como Staphylococcus spp., sdo muito

indesejaveis no leite, grupo bacteriano que provoca fermentacdo acidificante da


http://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0921448812004889
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glicose e queda no pH. Contudo existe uma preocupagao maior em torno dos
Staphylococcus aureus produtores de enterotoxinas termorresistentes, que ndo sao
eliminadas no processo de pasteurizacédo do leite, podendo levar ao surgimento de
doencas graves no consumidor (SKEIE, 2014)

Assim a qualidade higiénica do leite € a auséncia de agentes fisicos, quimicos
ou biolégicos resultantes da manipulacdo deficiente da matéria prima ou dos
produtos derivados dela. Os riscos para a saude incluem além dos microbioldgicos,
também o0s toxicolOogicos-farmacologicos. A persisténcia de residuos de
antimicrobianos no leite varia com o produto e depende de varios fatores como, por
exemplo, dose e via de administracdo no tratamento de enfermidades de animais
leiteiros com esses medicamentos (NASCIMENTO et al., 2001). O nivel de
inocuidade dos produtos lacteos representa a responsabilidade da cadeia do leite
para com a sociedade e compromisso assumido com a saude da populacao.

S&0 muitas espécies pecuarias empregadas na producéo leiteira no Brasil e
no mundo, destacando-se principalmente as espécies bovinas, bubalinas e caprinas.
O leite bovino é considerado um dos alimentos de maior importancia na alimentagcao
humana. E rico em proteina, gordura, carboidratos, sais minerais e vitaminas A e D
dentre outros. O leite oferece, também, elementos anticarcinogénicos, presentes na
gordura, como o acido linoléico conjugado, esfingomielina, &cido butirico e
betacaroteno. A producéo e o consumo de leite de vaca e derivados tém crescido no
Brasil e em muitos paises em desenvolvimento.

Em comparacdo com o leite de vaca o leite de bufala é mais concentrado,
apresentando caracteristicas que permitem a sua facil identificacdo fisico-quimica e
organoléptica. E um ingrediente altamente adequado para a producdo de uma
grande variedade de produtos derivados de leite, tais como o queijo, gordura de
manteiga, sorvete, iogurte e (FUNDORA et al., 2001; MENARD et al., 2010). A
gordura constitui a principal fracdo do leite de bufala e é responsavel por seu alto
valor energético e nutritivo. Assim, € importante do ponto de vista nutricional nos
paises que se produzem bufalos. No entanto, as informagdes sobre a composicao
guimica e as caracteristicas fisicas da gordura do leite de bufala é escassa, em
comparacao ao leite de vaca (MENARD et al., 2010).

A producdo de leite dos bubalinos € uma atividade que tem crescido nos
altimos anos no Brasil, particularmente nos Estados da regido Sudeste, onde o leite

€ destinado, quase na sua totalidade, a produgédo de queijo tipo ‘Muzzarella’, que


http://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0921448814002223
http://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814609012461
http://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814609012461
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tem mercado assegurado com pregos compensatorios (MADELLA-OLIVEIRA et al.,
2005). Entretanto, no Brasil a producdo leiteira de bufalas ainda € pequena em
comparagdo com outros paises como a China, india e Paquistdo, onde o leite de
bufala se encontra no topo da producao de leite(MURTAZA et al., 2014).

O leite de cabra é uma excelente fonte de alimento de alto valor nutritivo e
alta digestibilidade, sendo recomendado particularmente, para individuos que sofrem
de problemas digestivos e intolerancia ao leite bovino (LANGONI et al., 2006). O
leite € rico em proteinas, gordura, lactose, vitaminase sais minerais, exibindo
algumas peculiaridadesquando comparado ao leite bovino (MORAND-FEHR et al.,
2007). Apresenta uma coloracao branca pura. Sua composi¢ao varia deacordo com
varios fatores, entre estes, a raca, estagiode lactacdo, ciclo estral, condicdes
ambientais, estacdodo ano, alimentacado, cuidados dispensados ao estado de salde
do mesmo (RIBEIRO & RIBEIRO, 2001). O leite de cabra tem, um odor e sabor
atraente aceitavel, e pode ser consumido como uma alternativa ao leite de vaca,
porque é menos alergénicos (PARK et al., 2007).

A caprinocultura representa uma atividade pecuaria importante para a maioria
dos paises, porém esta mais concentrada nas regides tropicais e/ou semiaridas. No
Brasil, leite de cabra € produzido em pequena escala e, muitas vezes, processada,

em condicdes artesanais, no proprio capril (ANDRADE et al., 2008).

2.2 Aspectos gerais da mastite

A mastite é uma doenca contagiosa cuja disseminacdo vai depender
mutualmente da resisténcia do hospedeiro, meio ambiente e dos agente infecciosos
(ZHAO; LACASSE, 2008; DE VLIEGHER et al.,, 2012). Cracteriazada por um
processo inflamatoério da glandula maméria € conhecida como uma das principais
doencas que afetam apecuaria leiteira, promovendo alteracfes fisico-quimicas,
bacteriologicas e sensoriais no leite, comprometendo seu consumo in natura e a
industrializacdo do produto e derivados (LANGONI et al., 2001; RADOSTITS et al.,
2002; HEIKKILA et al., 2012).

As alteragdes na composicdo do leite, ocorrem pela modificacdo da
permeabilidade dos vasos sanguineos da glandula e alteragbes na habilidade de

sintese do tecido secretor e também pela acdo direta dos patdbgenos ou enzimas
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sobre 0s componentes ja secretados no interior da glandula (MACHADO et al.,
2000).

A infeccdo da glandula mamaria pode ocorrer em seres humanos
(MACDONALD et al.,, 2012; MEDIANO et al., 2014;) e mais frequentemente em
ruminantes como: bovinos (EL-JAKEE et al., 2013; GODDEN et al., 2013; HUANG et
al., 2014), caprinos (CHU et al., 2012; KUMARet al., 2013; JACOME et al., 2014),
ovinos (MARECHAL et al., 2011; BONNEFONT et al., 2011) e bubalinos ( NG et al.,
2010; GUHA et al., 2012 ), além de outros mamiferos.

A mastite pode se apresentar na forma clinica e subclinica dependendo da
intensidade da inflamacédo (BERGONIER; BERTHELOT, 2003; DE VLIEGHER et al.,
2012). A forma clinica é de facil diagndstico, marcada por respostas inflamatorias
visiveis no tecido mamario e no leite (LEITNER et al., 2004; LE MARECHAL et al.,
2011). Seu diagnostico € baseado na sintomatologia apresentada pelo animal, como
inflamacdo do Ubere e secrecao patolégicas no leite. J& forma subclinica apresenta
prevaléncia maior que a anterior, sem alteracfes macroscopicas visiveis no animal e
no leite. As perdas econdémicas estdo associadas com a diminuicdo da producéo e
gualidade do leite (PERSSON; OLOFSSON, 2011; DE VLIEGHER et al.,, 2012;
PILLA et al., 2013). E necessario a utilizacdo de exames complementares para seu
diagnéstico, baseados no conteudo celular do leite (contagem de célula somatica —
SCC),bem como sua analise bacteriologica, afim de adotar métodos de tratamento e
medidas de controle e profilaxia adequadas (O OSTERAS; SOLVEROD, 2009;
BALLOU, 2012; PILLA et al., 2013).

A mastite ainda caracteriza-se pela sua complexidade etiol6gica, podendo ser
causada por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos, destacando-se as de naturezas
infecciosas causadas por agentes patogénicos principalmente por bactérias.
Geralmente relacionada ao manejo na ordenha, onde o animal esta mais expostos a
esses micro-organismos (ZHAO; LACASSE, 2008).

Os agentes patogénicos que causam mastite sdo divididos quanto a sua
forma de transmissdo em ambientais e contagiosos. Os reservatorios dos agentes
ambientais podem ser veiculados do ambiente para a glandula mamaria, e incluem o
cocho, o pasto, solo, fezes, ar e agua, sendo as bactérias isoladas a partir da pele,
extremidades e canais das tetas, onde eles podem ter acesso a glandula causando
infeccdo intramamaria. Representados especialmente por Escherichia coli e
Streptococcus uberis (CONTRERAS; RODRIGUEZ, 2011; KATHLEEN et al., 2013).
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Em contrapartida os agentes contagiosos tem como reservatorio a glandula
mamaria e canal do teto e consequentemente, estas bactérias sdo transmitidas de
uma fémea infectada para outra sadia, geralmente no momento da ordenha, pelas
maos do ordenhador, do préprio equipamento de ordenha ou pelo bezerro ao
mamar. Compreendem principalmente Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae (CONTRERAS; RODRIGUEZ, 2011). Vale ressaltar que a microbiota,
hospedeiro e / ou fatores ambientais podem induzir os agentes ambientais a se
comportarem como patégenos contagiosos ou vice-versa (CONTRERAS;
RODRIGUEZ, 2011).

As bactérias pertencentes ao género Staphylococcus estédo entre os principais
micro-organismos causadores de mastites, destacando-se o0s Staphylococcus
aureus reconhecidos como sendo os agentes etiologicos mais isolados em casos de
mastite no mundo (GODDEN et al., 2002; TENHAGEN et al., 2006; PIEPERS et al.,
2007). Os Staphylococcus spp., também destacam-se pela capacidade de se tornar
resistente a um grande numero de antimicrobianos utilizados no tratamento da
mastite (FREITAS et al., 2005; VELAZQUEZ-MEZA, 2005).

A alta prevaléncia da mastite no rebanho vem causando grande impacto
econdmico e social em todo o mundo, devido a reducdo na producéo leiteira, gastos
com tratamentos, perda na qualidade e descarte de leite contaminado (HOGEVEEN
et al.,, 2011; EL BEHIRY et al., 2012). Ainda é vista como um risco em potencial a
salde publica uma vez que o leite pode servir como transmissor de micro-
organismos patogénicos e enterotoxinas (BARKEMA et al., 2009; EL-JAKEE et al.,
2013).

A mastite € a enfermidade de maior impacto nas propriedades leiteiras, sendo
uma doenca complexa e ampla (DAVIES et al., 2008). Pode ser causada por varios
micro-organismos e condicionada por varios fatores, somando-se a especificidade
de tratamento a cada um dos agentes, torna-se ainda mais dificil o seu tratamento
(LOPES et al., 2013). O elevado impacto econémico evidencia a necessidade de
monitoramento da doenca, para diminuirem os prejuizos causados pela mesma. A
utilizagdo indiscriminada de antibiéticos no tratamento da mastite, pode levar a
ocorréncia de cepas resistentes de Staphylococcus spp., a esses medicamentos,

comprometendo o controle e a profilaxia da doenca (MOTA et al., 2012).
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Segundo Thompson-Crispi et al (2014), a diversidade, bem como a variacao
na prevaléncia e abundéancia de organismos causadores de mastite, e ainda a
variacdo na resposta do hospedeiro, podem fazer da mastite uma doenca complexa,
gue continua a ser um problema para a industria de laticinios.

O maior desafio atualmente é tentar reduzir o uso de antibidticos em
tratamentos de mastites, aumentando a capacidade dos animais de resistir a
infeccdo. Contudo, esta estratégia vai depender de uma melhor compreensédo da
resposta imune do hospedeiro nas fases iniciais da infeccdo. Uma vez que, o efeito,
0 estabelecimento, persisténcia, e a gravidade da infeccdo sdo dependentes da
rapidez e eficacia da resposta do hospedeiro contra o agente patogénico invasor

(BANNERMAN, 2009).

2.3 Género Staphylococcus

O género Staphylococcusdo grego Staphyle — cachos de uva — e coccus —
graos foi descrito pela primeira vez em 1880, em pus de abscessos cirurgicos, pelo
cirurgido escocés Alexandre Ogston e em 1884 o fisico e microbiologista Friedrich
Julius Rosenbach, realizou os primeiros cultivos deste micro-organismo em meio
sélido e em 1890, isolado de glandulas bovinas inflamadas (SANTOS et al., 2007).
Estes micro-organismos sdo divididos em dois grupos: Staphylococcus spp.
Coagulase Positiva (SCP) e Staphylococcus spp. Coagulase Negativa (SCN)
baseado na capacidade ou ndo de coagular o plasma sanguineo, pela producdo de
estafilocoagulase. A producdo de coagulase esta correlacionada a patogenicidade.
Embora os Staphylococcus spp. coagulase negativos sejam pouco virulentos, alguns
ocasionalmente causam doengas nos animais e no homem (ZECCONI; HAHN,
2000; TAPONEN; PYORALA, 2009; McCADOW et al., 2012).

S&o caracterizados como cocos Gram-positivos que podem se dividir em mais
de um plano, formando aglomerados de células que lembram cachos de uvas. S&o
imoOveis, aerdbicos ou anaerobicos facultativos em que seu metabolismo
fermentativo produz &acido e ndo gés. Ainda sdo conhecidos como bactérias ndo-
esporulada, apresentam catalase positiva, oxidase negativae capacidade de se
multiplicarem em meio contendo até 10% de NaCl, com temperatura 6tima de
crescimento a 37°C. As coldnias de Staphylococus spp. sdo geralmente brancas,

opacas e com mais de 4 mm de diametro, no entanto as col6énias de S. aureus
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isolados de bovinos e seres humanos sdo amarelo-douradas, e de algumas
coagulase negativa também sdo pigmentadas (PARDO; SERRALLACH,
2006;SUZUKI etal.,2012).

Os Staphylococcus spp. sé&o transmitidos por contato direto e indireto
(VAUTOR et al.,, 2005). Estdo amplamente distribuidos no mundo todo, como
comensais na pele de animais e na de humanos. Sao relativamente estaveis no
meio ambiente. S&o responsaveis por causar varias doencas, que acometem tanto
humanos quanto animais, que vao desde infec¢cdes cutaneas localizadas a infec¢des
sistémicas graves (FRANCIS et al, 2005; WEESE; DUIJKEREN, 2009;
RASMUSSEN et al., 2011).

2.3.1 Staphylococcus spp. coagulase negativa (SCN)

As espécies de Staphylococcus spp. coagulase negativa (SCN), sdo grupos
de bactérias antes consideradas ndo-patogénicas, mas, atualmente, vem ganhando
cada vez mais atencao, principalmente pela multirresisténcia aos antimicrobianos de
largo espectro (SINGHAL et al.,2006; SHITTUet al., 2006).

Micro-organismos oportunistas que podem se aproveitar de hospedeiros
imunocomprometidos causando infeccdes graves (CHANG et al.,, 2003),
encontradas geralmente compondo o microbioma cutaneo, embora colonizem o trato
respiratorio superior e mucosas dos seres humanos e animais (OLIVER et al., 2003;
OLIVARES et al., 2012; HAN et al., 2013).

Essas bactérias sdo patégenos de menor interesse na mastite, porem podem
causar mastite clinica e subclinica (GILLESPIE et al., 2009). Nao sao téo
patogénicos como S. aureus, contudo, causam infec¢des persistentes, que podem
resultar em aumento de CCS do leite, provocando danos ao Ubere e diminuicdo da
gualidade e producédo do leite. Infec¢cdes causadas por essas bactérias tem maior
ocorréncia em propriedades onde ndo se praticam pré e pos-dipping (OLIVER et al.,
2003).

Os Staphylococcus spp. coagulase negativo incluem varias espécies, mas
apenas algumas sdo prevalecentes em ruminantes (GILLESPIE et al., 2009;
CONTRERAS; RODRIGUEZ, 2011; SZYMANSKA et al., 2011). Entre eles,estdo o

S. epidermides,S. simulans, S. chromogenes, S. haemolyticus, S. saprophyticus
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(BALOWSet al., 1991) e S. caprae isolado de mastite subclinica principalmente em
pequenos ruminantes (BERGONIER et al., 2003).

Essas espécies podem ocasionar perdas econdmicas resultantes da
diminuicdo da producgéo de leite. Isso reflete o perigo para o ambiente e saude do
Ubere. Novos estudos sobre a epidemiologia da SCN causadores de mastite e
métodos de identificacdo mais confiaveis seriam benéficos para a industria de
laticinios (EL-JAKEE et al., 2013).

2.3.2 Staphylococcus spp. coagulase positivo (SCP)

Considerando o grupo dos Staphylococus spp. coagulase positivo (SCP),
Staphylococcus aureus, S. intermediuse S. hyicussdo mais observados.
Encontrados habitando as vias nasais distais, a parte externa das narinas e a pele,
especialmente nas extremidades de bordas muco cutaneas como perineo, genitalias
externa e Ubere, podendo ocorrer também no trato gastrointestinal (BERGONIER;
BERTHELOT, 2003; SANTOS et al.,2003).

Essas espécies podem produzir a enzima coagulase, conferindo maior
importancia clinica devido a seus fatores de patogenicidade. Contudo, o S. aureus é
a espécie coagulase positivo de maior importancia, relacionada a infeccbes ou
intoxicagcdes tanto no homem como em animais (MCCALLUM et al., 2010). Séo
responsaveis por grandes prejuizos a pecudria leiteira, é de dificil tratamento devido
a elevada resisténcia aos antibidticos, além de produzir exotoxinas capazes de
alterar o aspecto do leite (VASUDEVAN et al., 2003). Pode estar também
associados a infeccbes em hospedeiros de forma localizada ou sistémica,
comumente associados a infec¢des recorrentes, sendo assim considerado um
patdgeno importante, tanto para a medicina humana, quanto para a veterinaria.

Em animais domeésticos, o S. aureus esta envolvido geralmente em infeccbes
intramamarias de fémeas de producéo leiteira, principalmente na forma subclinica
(FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004; PARDO; SERRALLACH, 2006). Desta forma, € de
grande importancia o isolamento e identificacdo desse agente em laboratérios e a
andlise in vitro da sensibilidade antimicrobiana antes de realizar o tratamento, para
gue este seja eficaz, pratico e econémico (CHAGAS et al., 2012).

As células de Staphylococcus aureus apresentam alguns componentes de

superficies e produzem varias substancias extracelulares que contribuem para a sua
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viruléncia. Dentre esses componentes estdo: acidos teicdicos, proteina A, adesinas,
as hemolisinas a, B, y, 8, a leucocidina e producéo de biofilme, enzimas, exotoxinas,
gue sdo os responsaveis pela patogenicidade, garantindo assim, sucesso em sua
instalacdo e manutenc&o nos tecidos do hospedeiro (BARBERAN et al., 2010; XUE
et al., 2014).

Do ponto de vista de salude publica a bactéria esta associada a intoxicacdes
alimentares pelo consumo de leite pasteurizado, pois suas estirpes podem produzir
enterotoxinas que ndo sao inativadas pelo processo térmico (ZAFALON et al., 2009).
Os S. aureus ndo sao resistentes ao calor, sendo facilmente destruido pela
pasteurizacdo, por outro lado suas toxinas sdo altamente resistentes a tratamentos
térmicos severos (SILVA et al., 2012).

2.4 Antimicrobianoterapia: visdo geral

Os antimicrobianos pertencem ao grupo das substancias residuais de maior
influénciana qualidade do leite. Efeitos toxicos diretos, inducdo de alergias e
desenvolvimento de resisténciasdo 0s principais danos causados por estes
medicamentos a salde humana (MOTA et al, 2005).

Os antimicrobianos sdo drogas importantes e amplamente utilizadas. No
entanto, o surgimento da resisténcia tornou-se uma ameaca a saude publica
(PODOLL et al., 2013). Se dividem em dois grupos: antimicrobianos especificos (séo
0os antibidticos que atuam em micro-organismos responsaveis pelas doencas
infecciosas que acometem o0s animais eos inespecificos (antissépticos e
desinfetantes que atuam em micro-organismos patogénicos ou ndo patogénicos)
(LAMBERT, 2005).

A atividade antimicrobiana foi descrita pela primeira vez em 1929,quando
Alexandre Fleming observou o efeito de uma colonia do fungo Penicillium ao redor
de colbnias de Staphylococcus spp. em uma placa com meio de cultura. Foi a
descoberta que levou ao desenvolvimento dos antibiéticos. Em 1940, Chain, Florey
e colaboradores obtiveram sucesso em produzir penicilina a partir do Penicillium
notatum. Anos depois a penicilina G tornou-se amplamente disponivel para uso
clinico (HARBOTTLE et al., 2006; SUARZE; GUDIOL, 2009). A descoberta dos
antimicrobianos parecia ter erradicado as infeccdes que assolavam populacdes

humanas e animais.Contudo, o seu uso indiscriminado levou ao desenvolvimento de
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agentes patogénicos resistentes a multiplas drogas (FURUYA; LOWY,
2006;HEMAISWARYAet al., 2008). O descobrimento dos antimicrobianos foi um
grande avanco para a aplicacao terapéutica tanto na medicina humana quanto na
veterinaria (ASCHBACHER, 1978). A descoberta de novos e eficazes
antimicrobianos no entanto continua a ser uma necessidade urgente, dada ao
continuou aparecimento de resisténcia as novas geracdes de drogas (BENKO-
ISEPPON; CROVELLA, 2010; DIONISI et al., 2012).

Os antibidticos sédo metabdlitos com baixo peso molecularque podem em
pequenas doses matar (bactericida) ou inibir (bacteriostatico) o crescimento de
bactérias suscetiveis (CALVO; MARTINEZ-MARTINEZ, 2009). Sédo substancias
guimicas sintetizadas por varias espécies de micro-organismos, vegetais e animais.
Podem ser de origem semissintética ou sintética e se diferenciam quanto as
propriedades fisicas, quimicas, farmacologicas, aspectos de acdo e mecanismos de
acao e toxicidade (ANDRADE, 2002).0s mecanismos de acdo das drogas
antimicrobianas compreendem: inibicdo da sintese da parede celular dos micro-
organismos, alteragéo da fung&o normal da membrana celular, inibigcdo da sintese ou
da funcao do &cido nucleico e inibicdo da sintese proteica (SILVA et al., 2012).

Existem inumeras op¢des de antibidticos disponiveis no mercado
farmacéutico, mas as principais classes usadas pelos médicos veterinarios sdo: 0s
betalactamicos, os macrolideos e os aminoglicosideos (CALVO; MARTINEZ-
MARTINEZ, 2009). Os antibiéticos de uso veterinario sao utilizados para protecéo da
saude animal e bem-estar dos animais e também na prevencdo da transmisséo de
zoonoses. O uso incorreto pode implicar no aparecimento de residuos nocivos nos
alimento de origem animal.A presenca de antibioticos no leite, resulta em grande
preocupacdo para a industria de laticinios, além de representar um risco para a
saude do consumidor (PEZZA et al., 2006).

2.5 Antibidticos B-lactamicos e Resisténcia bacteriana

O fendbmeno bioldgico que possibilita a capacidade de multiplicacdo ou
persisténcia do micro-organismo na presenca de niveis terapéuticos do
antimicrobiano, € conhecido como resisténcia bacteriana. A resisténcia bacteriana
pode ser determinada pelo nivel de exposicdo da bactéria ao antimicrobiano, assim

como também pelas propriedades farmacocinéticas e farmacologicas do
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medicamento (ABREU et al., 2011). Quantidades cada vez maiores de antibiéticos
sdo usados para evitar infeccbes em animais de criacdo, contribuindo para a
pressédo de selecdo, que leva ao desenvolvimento de micro-organismos resistentes
(LOWY, 2003;TENHAGEN et al., 2006).

As bactérias podem expressar resisténcia natural (mutagcbes no genoma
bacteriano ou através da aquisicdo de novas informacdes genéticas) ou adquirida
(aquisicdo de genes de resisténcia antes ndo expressos) a certos antimicrobianos,
podendo transmitir essas novas caracteristicas para uma variedade de géneros
bacterianos (HARBOTTLEet al.,, 2006;FURUYA; LOWY, 2006; CAVALLOet al.,
2008).

A resisténcia bacteriana aos antibidticos pode ser adiquirida por trés fatores:
(a) a modificacdo do sitio alvo, resultando na reducdo da eficiéncia de ligacdo do
farmaco, (b) destruicdo direta ou modificagdo do antibiético por enzimas produzidas
pelo organismo ou, (c) o efluxo do antibiético da célula bacteriana (SHELDON,
2005).

A utilizagdo de antimicrobianos, assim como a resisténcia bacteriana entre
diversos patdgenos causadores de inimeras infecgfes é mundialmente reconhecida
como um problema de grande relevancia (LOWY, 2003; FURUYA;LOWY, 2006),
tanto para a saude publica como para a saude animal, uma vez que elevadas taxas
de resisténcia aos antimicrobianos sao registradas em estudos realizados na
medicina veterinaria e humana (GODREUIL et al., 2014; MOTA et al., 2005).

O surgimento da resisténcia de micro-organismos a estas drogas constituiu-
se um dos aspectos indesejaveis da terapéutica e do desenvolvimento tecnoldgico
possibilitando a recuperacdo de problemas que no passado levaram a morte. O
controle da resisténcia bacteriana depende de um raciocinio complexo envolvendo
indicacbes de uso, politica de utilizacdo, forma de administracdo e questbes
financeiras e interesses da industria de medicamentos (HOEFEL; LAUTERT, 2006).

Entre os agentes antimicrobianos aprovados para a terapia de mastite os B-
lactdmicos, tais como penicilinas e cefalosporinas, desempenham um papel
fundamental. Os antibiéticos B-lactamicos que atuam inibindo a ultima fase
dasintese da parede celular bacteriana constituem a maior familia deagentes
antimicrobianos e mais amplamente prescritos empratica clinica atual (GUDIOL,
2003; DEURENBERG et al., 2007). Sao os antibiéticos mais utilizados, devido a sua
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alta eficacia, baixo custo, facilidade de uso, e efeitos colaterais minimos (GUDIOL,
2003;TURK et al., 2011).

As penicilinas e as cesfaloporinas sdo conhecidas como polipeptidedeos,
apresentando um anel B-lactamico.Esses antibidticos interferem na sintese da
parede celular, inibindo a atividade da transpeptidase e de outras enzimas
denominadas de proteinasde ligacdo da penicilina (PLP). As PLP catalisam as
ligacbes cruzadas das unidades poliméricas de glicopeptideos que formam a
estrutura da parede celular. Esses antibidticos apresentam acdo bactericida, no
entanto, ndo sdo capazes de atuar sobre a parede ja formada; a condi¢do essencial
para a sua acdo bactericida, € que as bactérias estejam se multiplicando, quando
entdo ha necessidade de sintese de parede celular ou seja os B-lactamicosséo
ativos somente contra células em crescimento ativo (FARHA et al., 2013).

Foram descritos trés fatores determinantes da resisténcia bacteriana aos
antibioticos B-lactamicos: producao de B-lactamases (enzima que hidrolisa o anel [3-
lactama e provoca a inativagao de B-lactamicos),reducédo da penetracao através da
camada externa da parede celular e dificuldade do antibiético B-lactamicopara atingir
o sitio de ligagdo (PLP) (GUDIOL, 2003; CIFTCI et al., 2009; NIKAIDO, 2009).

A codificacdo de enzimas [-lactamasepor plasmideos ou cromossomos,
representa o principal mecanismo de resisténcia a B-lactamicos, especialmente em
bactérias Gram-negativas.As B-lactamases constituem um grupo heterogéneo de
enzimas capazes de inativar as penicilinas e as cefalosporinas pela hidrolise do
anelB-lactamicos por hidroxilagcéo irreversivel da ligagcdo amida, com inativagdo do
antibiotico antes de sua unido com as PLP (SUAREZ; GUDIOL, 2009; RIVERA et al.,
2014). Essas enzimas sao especificas para as penicilinases, algumas para as
cefalosporinase e outras atuam em ambos 0s grupos de antimicrobianos (SUAREZ;
GUDIOL, 2009).

As penicilinas sdo os B-lactamicos mais indicadas na pratica clinica,
principalmente no combate de infec¢cBes ocasionadas por Staphylococcus spp.
(FERRAZ et al., 2002). A resisténcia dos Staphylococcus spp., para antimicrobianos
B-lactamicos é a avaliada por dois mecanismos diferentes. Um mecanismo € a
producéo de B-lactamase codificada pelo gene blaZ, que sdo enzimas responsaveis
pela degradacdo do antimicrobiano através de uma reacdo de hidrélise, localizada
em plasmideo, constituida ou regulada na presenca do antimicrobiano, através de

dois genes adjacentes, blal repressor da trasncricdo de blaZ e o blaR1 antirepressor.
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(OLSEN et al., 2006; DURAN et al., 2012). Quando nao existe penicilina no meio,
Blal se liga ao promotor de blaZ, inibindo a transcricdo. Quando a penicilina esta
presente, a proteina se liga a enzima BlaR1, presente ha membrana celular que por
sua vez cliva a enzima Blal, ativando o promotor de blaZ e consequentemente
iniciando a produgédo de B-lactamase (LOWY, 2003). Um outro mecanismo é a
producdo de PLPs de baixa afinidade, codificada pelo gene mecA (WU etal.,
2001;ENDERet al., 2008). As PLPs sdo enzimas que catalisam a etapa terminal da
sintese da parede bacteriana e se localizam na membrana celular da bactéria. As
PLPs 1, 2 e 3 séo essenciais e tém alta afinidade (sitios-alvo) com os antibiéticos f3-
lactamicos, unindo-se a esses por ligacfes covalentes. (LOWY, 2003). A resisténcia
a meticilina em Staphylococcus spp., € devida a producdo de uma PLP adicional,
andmala, denominada PLP2a, que apresenta baixa afinidade com o0s
antimicrobianos B-lactamicos (KATAYAMA et al., 2003; LOWY, 2003).

2.6 Biofilmes

As bactérias se encontram na maioria dos ambientes na forma livre ou
aderidas a qualquer superficie sobre a forma de biofilmes, que pode ser formado por
populacdes a partir de uma uUnica ou de multiplas espécies (DONLAN, 2002;
ARNOLD et al., 2004).

Assim, o biofilme é definido como adesdo de micro-organismos e outros
materiais extracelulares a uma superficie (TAMASHIRO et al., 2009), envolvidos por
uma matriz viscosa, denominada EPS (Extracellular polymeric substance), a qual é
formada em parte pelas proprias células e em parte por componentes do ambiente.
As EPS que permitem que as células bacterianas se aglomerem em multicamadas
de biofilme, tornando-as menos acessiveis ao sistema de defesa do organismo e
aos antimicrobianos (ANTUNES et al., 2007). Compreendem uma grande variedade
de proteinas, glicoproteinas,glicolipidos e DNA extracelular (e-ADN) (COSTERTON
et al., 1995; FLEMMING et al., 2007). A agua € o principal constituinte dos biofilmes,
sendo essa caracteristica hidrofilica ideal para a troca de material genético e
manutencdo de um pool genético (HOIBY et al., 2001; FLEMMING et al., 2007).

As etapas para a sua formagao compreendem: a adeséo inicial, passando os
micro-organismos de seu estilo de vida plancténico ao séssil; a formacédo de

microcol6nias; a maturacdo e ao destacamento de células, retornando estas a seu
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estilo de vida plancténico (OTTO, 2008). Essas caracteristicas e a capacidade da
comunidade de biofilme para separar bactérias viaveis e colonizar nichos distantes,
tém sido alvo de estudos na compreensao de doencas infecciosas persistentes e
recorrentes, uma vez que o biofiime protege as bactérias da acdo dos
antimicrobianos e aumentam a capacidade de sobrevivéncia da bactéria as defesas
do hospedeiro (FOX et al., 2005; TAMASHIRO et al., 2009; LEBEAUX et al., 2013).

Ao que parece a capacidade de formar biofilme nédo € limitada a nenhum
grupo especifico de micro-organismos considerando-se que, em condi¢des
ambientais adequadas sejam capazes de formar biofiimes (LASA et al., 2005).
Alguns micro-organismos, pelas suas caracteristicas fenotipicas e genotipicas, estéo
mais frequentemente associados a producdo de biofilmes, entre eles estdo
Staphylococcus spp. coagulase negativa e o0s Staphylococccus aureus. Assim,
como a maioria das bactérias, os Staphylococcus spp., formam biofilmes a partir de
uma adesdao inicial a uma superficie, podendo ser de origem biolégica ou nao
(MACK, 1999). A adesdo a uma matriz pode ser caracterizada como especifica
guando existem interacdes inter-protéicas que trazem a mediacdo entre a adeséo
inespecifica caso a adesdo seja mediada entre uma superficie abidtica e as
bactérias (O’GARA, 2007).

A formacdo de biofilme é regulada através da expressédo de polissacarideo
adesina intracelular (PIA), o qual promove a adeséo celular, sendo o produto do
gene de icaADBC (MAIRA-LITRAN et al.,, 2002). A PIA manifesta-se através das
enzimas codificadas pelo operonica (intercellular adhesion) que foram demonstrados
fundamentais para a formacéo de biofilmes e viruléncia dos microrganismos, sendo
regulados em resposta a fatores ambientais, como glicose, anaerobiose, alta
osmolaridade e temperatura, limitacdo de etanol e ferro. Foram demonstrado sem
varios estudos que os genes icaA e icaD tém importante papel na formacdo dos
biofilmes por S. aureus e S. epidermidis (ARCIOLA et al., 2001; VASUDEVAN et al.,
2003). Além disso, esses genes foram encontrados para a alta
prevalénciaentre S. aureus isolados de mastite e esta descoberta confirma
gue ica local tem um papel potencial como um fator de viruléncia na patogénese da
mastite em ruminantes (VASUDEVAN et al., 2003).

O papel da expressédo do gene ica, e consequentemente a formacao de
biofilmes, parece ser variavel entre os Staphylococcus spp. Assim, a formacdo de

biofilme é influenciada pelos sinais ambientais e pode ser induzida em resposta a
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concentragdes sub-inibitérias de estresseexternos provocados por certos antibioticos
(TERKI et al., 2013). Sabe-se que S. aureus e S.epidermidis, oriundos de casso de
mastite, possuem alta capacidade de adesdo em superficies abidticas, formando

posteriormente, biofilmes altamente organizados (OLIVEIRA et al., 2006).

2.7 Novas alternativas na terapia de mastite

As plantas vém sendo estudadas como alternativas ao uso de antimicrobianos
por serem fontes de novos produtos quimicos (ABREU et al., 2012). Entretanto de
uma grande variedade de plantas superiores reconhecidas atualmente, poucas tem
sido investigadas como alternativas para novos produtos terapéuticos que
substituam ou melhorem a eficacia terapéutica dos antimicrobianos (GIBBONS et al.,
2003; SHIBATA et al., 2005).

A fototerapia possui raizes profundas na consciéncia popular que reconhece
sua eficacia e legitimidade.O uso de plantas medicinais com finalidade terapéutica
acontece desde a antiguidade pelo homem. O objetivo era acelerar a cicatrizacao de
feridas e aliviar ou tratar doencas infecciosas através da ingestdo de ervas e folhas
(ABREU et al.,, 2012). As plantas sdo importantes fontes de produtos naturais
biologicamente ativos podendo ser usadas como fitoterapicos e na descoberta de
novos farmacos, sendo encontrados no reino vegetal a maior contribuicdo de
medicamentos (MARTINI et al., 2009; BRASIL, 2012). O interesse pelo
conhecimento, utilizacdo e comercializagcdo de plantas medicinais e produtos
fitoterdpicos no Brasil e no mundo tem sido crescido nos ultimos anos o que tem
proporcionado uma grande expansao desse mercado (FREITAS et al., 2012).

O uso de produtos naturais, tanto na forma pura, como na forma de extrato no
combate a doencas estad intimamente relacionada a medicina popular em varias
partes do mundo (ARAUJO; LEON, 2001; MARTINI et al., 2009). As observacobes
populares sobre 0 uso e a eficacia de plantas medicinais tem sido importante para a
divulgacao dos efeitos terapéuticas dos vegetais, indicados pelos efeitos medicinais
gue produzem, apesar de nao terem seus constituintes quimicos conhecidos
(MARCIEL et al., 2002).

Na medicina veterinaria, a procura por plantas com eficacia terapéutica vem
crescendo nos ultimos anos, associada ao fato de que os produtos farmacéuticos

convencionais, além de causarem muitas vezes efeitos indesejaveis, geralmente séo
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de custos elevados (MARINHO, 2007). Contudo, os profissionais ainda evitam
adotar as plantas medicinais nos programas de criacdo de animais, devido ao
namero reduzido de informacdes cientificas validadas relacionadas a seguranca e
efichcia dos medicamentos etnoveterinarios, ou seja, a eficacia farmacoldgica da
planta e a auséncia de toxicidade (ALMEIDA; FREITAS,2006). De fato, os
fitoterdpicos como qualquer outro medicamento necessitam de estudos cientificos e
critérios para sua comercializacdo e consumo, transformando-o em medicamento
seguro e eficaz (MARINHO, 2007), representando uma alternativa aos
medicamentos alopaticos(ALVESet al.,2008).

Antibacterianos derivados de plantas sdo sempre uma fonte de novas
terapias. Um rapido olhar para a forma como a natureza, especialmente as plantas,
estdo a abordar a questao da infeccao ira fornecer uma compreensado mais profunda
da metodologia, que precisa ser adotada para a concepc¢ao e desenvolvimento de
novos agentes anti-infecciosos altamente eficazes, em particular os antimicrobianos
(HEMAISWARYA et al., 2008). Além disso, o desenvolvimento da quimica moderna
permitiu o isolamento de produtos quimicos a partir de plantas medicinais,tendo
servido como drogas ou materiais de partida para a sintese de muitos medicamentos
importantes utilizados hoje em dia (MAHOMOODALL et al., 2005).

As acles farmacolégicas das plantas sédo relacionadas a presenca de
substancias quimicas conhecidas como principios ativos. Principios ativos
conhecidos como metabdlitos secundarios das plantas sdo componentes quimicos
produzidos pelas plantas, que Ihes conferem a atividade terapéutica. S&o produzidos
em pequenas quantidades e expressam a individualidade dos vegetais (BRANDAO,
2011). A surpreendente variedade de metabodlitos secundarios vegetais com
importantes propriedades bioldgicas vem despertando o interesse de pesquisadores
de varios campos da ciéncia que buscam uma promissora fonte de moléculas
potencialmente Uteis ao homem (CARTAXO et al., 2010; HASSANPOUR et al.,
2011).

Os trés grandes grupos de metabdlitos secundarios sdo 0s terpenos,
compostos fendlicos e alcaléides. Os terpenos sdo sintetizados a partir do acido
mevalbnico (no citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto). Os
compostos fendlicos sdo derivados do acido chiquimico ou acido mevalbnico. Os

alcaldides séo derivados de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais
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sdo derivados do acido chiquimico, e também de aminoacidos alifaticos (ornitina,
lisina)(PERES, 2004).

Os metabdlitos secundarios das plantas ja demonstraram seu potencial como
agentes antibacterianos, quando utilizados separadamente ou ndo. A utilizagao de
produtos fitoquimicos e extratos de plantas como agentes modificadores de
resisténcia representa uma investigacdo cada vez mais ativa. Compostos
fitoquimicos atuam frequentemente através de mecanismos diferentes dos
antimicrobianos convencionais e pode, portanto, serem, de uso no tratamento de
bactérias resistentes (ABREU et al., 2012).

No Brasil, existe uma variedade de espécies da flora nativa. Estas vegetactes
possuem diferentes caracteristicas e principios ativos que ainda sdo desconhecidos
e que podem ser aproveitadas em estudos cientificos para o desenvolvimento de
farmacos (VARANDA, 2006). A utilizacdo de plantas medicinais no pais € resultado
da influéncia indigena e com tradi¢cdes africanas. Desde 1995 muitas pesquisas de
fitoterdpicos foram realizadas com a finalidade de aproveitar plantas medicinais
nativas promovendo seu uso adequado (ALMEIDA, 2003; BRANDAO, 2011).

O principal ecossistema do nordeste do Brasil € o bioma caatinga,formado por
extensas planicies semiaridas, que sao encontradas desde o estado do Piaui até o
Norte de Minas Gerais. Apesar de pouco conhecida botanicamente a flora da
Caatinga, esta € bastante utilizadapelas populacdes locais para os mais variados
fins.Possui varias espécies endémicas de plantas de diferentes tipos como arvores,
arbustos e ervas. S&o reconhecidas cientificamente na caatinga cerca de 400
espécies utilizadas como fitoterapicos (ALBUQUERQUE, 2010). As plantas na area
circundante séo parte integrante da cultura dos nordestinos e as informagcdes sobre
as plantas sado passadas de geracdao em geracao (AGRA et al.,, 2007).As plantas
medicinais sdo muito conhecidas na Caatinga, desempenham importantes fungoes,
e em muitos lugares sdo a Unica alternativa de medicamentos para reduzir sintomas
ou curar alguma doenca, visto quegrande parte das populacdes do semiarido
nordestino ndo tem acesso aos avancgos tecnoldgicos da medicina(ALBUQUERQUE,
2010).
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2.7.1 Commiphora leptophloeos

A Commiphora leptophloeos (Mart.) J. B. Gillett € uma espécie da flora
brasileira na Divisdo Angiospermae, familia Burseraceae, género Commiphora e
sinonimia botanica Bursera leptopholoes (Mart.) de acordo com o sistema de
classificacdo baseado no The Angiosperm Phylogeny Group (APG) Il (2003). Seu
nome vulgar imburana-de-cambdo vem da corrutela de y-mb-u (arvore de agua) e
Ra-na (falso), formando assim a palavra imburana (falso imbu). E conhecida ainda
por umburana-de-cambdao, imburana-de-espinho, imburana-vermelha ou imburana-
de-abelha entre outros dependendo das unidades de federacdo (MAIA, 2004,
CARVALHO, 2008). Espécie muito utilizada para fins madeireiros e medicinais na
regido. O xarope feito da casca € usado como tonico e cicatrizante, a madeira é
muito utilizada no artesanato do Vale do S&o Francisco para confec¢éo de carrancas
e outros objetos decorativos (FILHO et al., 2009).

E uma arvore arbérea de comportamento deciduo que pode atingir dimensées
proximas de 12 m de altura e de 50 a 60 cm de diametro na altura do peito (DAP)
chegando a atingir uma area média de copa de 52 m2/planta na idade adulta. O
tronco é tortuoso e muito engalhado com copa ampla e irregular. A casca externa ou
ritidoma é lisa, lustrosa, desprendendo-se em laminas delgadas, revolutas, muito
irregulares e caracteristicas. As folhas sdo alternadas, de coloracdo verde-claras
rosadas, quando bem jovens, compostas, com trés a nove foliolos ovais, medindo de
1,5 cm a 3,5 cm de comprimento, inteiros da margem. A inflorescéncia apresenta-se
em paniculas auxiliares. Floresce entre os meses de outubro e Dezembro. As flores
sédo pequenas, medindo de 3 mm a 4 mm de comprimento, de coloracéo verde bem
clara, isoladas ou reunidas em pequenos grupos. (CARVALHO, 2008).

O fruto é um dupléide do tipo filotrimidio, de cor verde, medindo cerca de 1 cm
de didmetro. Sob insolacdo o fruto abre no meio liberando uma Unica semente.
Como a maioria das espécies de regibes aridas e semiaridas, as semente da C.
lepthophoeos é rigida, rugosa, com diametro maior que 1 cm, negra, salvo a base,
onde se torna branca revestida por um arilo vermelho, apresenta germinacéo
intermitente e com baixa porcentagem (FAIAD, et al., 1997; CARVALHO, 2008).

Esta planta étipica de caatinga, ocorrendo com elevada frequéncia no vale
médio Sao Francisco sendo uma espécie caracteristica da caatinga do Nordeste
brasileiro (PEREIRA et al., 2004; PNE, 2012). No Brasil, & encontrada
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principalmente nos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Mato Grosso. E uma espécie helidfila,
pioneira, xerofila, de crescimento lento e que apresenta portes variaveis, conforme o
ambiente onde se desenvolve. Prefere solos calcérios, bem drenados e profundos.
Floresce na época nao chuvosa, com o surgimento da nova folhagem e a sua
frutificacdo coincide com o inicio da queda das folhas. A reproducédo sexuada se da
durante a estacdo chuvosa (CARVALHO, 2008; PNE, 2012).

Na medicina popular, a C. leptophloeos é utilizada como xarope (contra
tosses e bronquites), tonico, e cicatrizante, no tratamento de feridas, gastrite e
Ulceras. Pode ser utilizada como planta ornamental na arborizacdo de pargues e
ruas. Em sistemas agroflorestais é utilizada como quebra vento, além de servir de
abrigo e alimento para as abelhas, que por sua vez aumentam o indice de
polinizacdo nas plantagbes, sendo ainda muito usada em cercas vivas. A resina
produzida em seu tronco é utilizada na fabricacdo de vernizes. Na manutencéo da
biodiversidade representa um importante recurso para alimentacdo de animais
silvestres como sagiins, abelhas, mariposas e outros insetos importantes na
polinizagdo das demais espécies da area. Seu tronco muitas vezes € utilizado como
habitat de abelhas e vespas nativas. Apresenta também valor alimenticio e
forrageiro (MAIA, 2004; FILHO et al., 2009; PNE, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

» Avaliar a atividade antimicrobiana “in vitro” do extrato etandlico de
Commiphora leptophloeos (Mart.) J. B.Gillett.) frente a isolados de

Staphylococcus spp.

3.2 Especificos

» Avaliar o perfil de resisténcia dos Staphylococcus spp. aos antimicrobianos
mais utilizados no tratamento de mastites em ruminantes;

> Determinar a concentracao bactericida minima (CBM) dos extratos etandélicos
(EEB);

» Correlacionar a sensibilidade ao EEB com a presenca do gene blaZ nos
isolados de Staphylococcus spp.;

» Verificar a capacidade produtora de biofilmes nos isolados de Staphylococcus
Spp;

» Avaliar interferéncia in vitro dos EEB no biofilme em formacéo e no biofilme ja

consolidado dos isolados Staphylococcus spp.
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RESUMO. - Visando o potencial terapéutico das plantas medicinais como alternativas a
antibidticoterapia, a pesquisa tem como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana da Commiphora
leptophloeos frente a isolados de Staphylococcus spp. provenientes de leite de ruminantes com
mastite. Para isso, foi preparado o extrato etandlico bruto das cascas e folhas de Commiphora
leptophloeos, sendo o mesmo caracterizado fitoquimicamente. Na sequéncia, os extratos foram
avaliados quanto aos seus efeitos antimicrobianos, frente a isolados de Staphylococcus spp., através
da técnica de microdiluicdo em caldo para determinacdo da concentracao bactericida minima. Além
disso, os extratos foram avaliados quanto a sua capacidade em interferir com a formacéo do biofilme
e com o bioflme ja consolidado. Embora todos os extratos testados tenham exibido acéo
antimicrobiana, melhores valores de CBM foram registrados para o extrato da casca. O extrato da
folha apresentou melhor atividade na concentragdo 3,125 ug/ml (36 /60) e o EEB da casca na
concentragdo 781,2 ug/ml (25/60). Os extratos da cascas e folhas foram capazes de interferir com as
etapas iniciais da formacgédo do biofilme, por outro lado nédo foi observada interferéncia do extrato no
biofilme j& consolidado. Observou-se uma alta sensibilidade dos Staphylococcus spp. provenientes de
casos de mastites em ruminantes, quando submetidos aos extratos da folha e casca da Commiphora
leptophloeos, bem como a capacidade dos extratos em interferir na formacg&o do biofilme, indicando
seu potencial uso na terapia das mastites em ruminantes.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Mastite, Staphylococcus spp., umburana de cambdo, fitoterapicos,
atividade antimicrobiana, biofilme.

INTRODUCAO

A mastite € uma das doencas infecciosas que mais tem causado prejuizos a indistria de
laticinios em todo o mundo, ocasionando perdas profundas em todas as fases de producéo (Getahum
et al. 2008, Pyorala e Taponen 2009). Os prejuizos compreendem especialmente o custo elevado
com tratamento e aplicacdo de antibidticos, reducdo na producdo leiteira e descarte de leite
contaminado (Dhakal et al. 2007, Gernand et al. 2012).

Nas inumeras etiologias envolvidas nos casos de mastites, a infeccdo bacteriana é a mais
comumente relatada na literatura, sendo as bactérias do género Staphylococcus as mais isoladas nos
casos de infecgbes intramamarias em ruminantes (Godden et al. 2002, Tenhagen et al. 2006). A
resisténcia aos antimicrobianos em Staphylococcus spp. € atribuida a combinagcdo de efeitos de
diversos fatores celulares e extracelulares (Costerton et al. 1999). Os mais importantes s&o
relacionados a produgdo de PB-lactamase, que em alguns casos pode ser
mediada pelo gene blaz, conferindo resistencia de amplo espectro aos antimicrobianos da classe dos
B-lactamicos e a formacdo de biofime um dos principais fatores responsaveis pela infecgéo
bacteriana persistente ou crbénica (Costerton et al. 1999, Olsen et al. 2006, Xue et al. 2014).

O tratamento da mastite € complexo e requer a intervengao por meio de antimicrobianos de
amplo espectro sisttmicos e com acdo local. No entanto um dos grandes impasses no emprego
desses antibidticos tratamento da doenca é a ocorréncia de cepas resistentes a esses medicamentos
(Goni et al. 2004, Harbottle et al. 2006). A toler&ncia aos antimicrobianos deve-se aos genes de
resisténcias a essas drogas presentes nos cromossomos ou plasmideos bacterianos. Estes genes
permitem que as bactérias expressem enzimas capazes de destruir os antimicrobianos ou modificar
os sitios alvo das drogas ou produzirem uma rota metabdlica alternativa que contornam a acao
desses medicamentos (Sheldon 2005, Tenover & McGowan JR. 2008). Varios genes de resisténcia
estdo associados a resisténcia do Staphylococcus spp., aos antimicrobianos dentre eles encontra-se
os genes blaZ(Wright 2005). Gene responsavel pela expressao da enzima S-lactamase, que utiliza o
anel B--lactdmico das penicilinas como substrato, degradando-o por hidrélise (Wuet al. 2001, Li et al.
2007, Ender et al. 2008).

Levando-se em conta as preocupacdes atuais sobre a emergéncia de bactérias resistentes
aos antibidticos comerciais comumente utilizados no tratamentos da mastite em ruminantes, a busca
por novos potenciais antibiofilme e antibacteriano como alternativas terapéuticas € uma questéo de
extrema importancia. Assim o0 mercado farmacéutico tem procurado encontrar novas fontes de
substancias com atividades antimicrobianas, como as plantas utilizadas na medicina tradicional, que
cumpram os mesmos critérios de eficacia, seguranca e controle de qualidade dos produtos sintéticos
(Novais et al. 2003, Shibata et al. 2005, Stapleton et al. 2005).

A Commiphora leptophloeos (Mart.) J. B. Gillett € uma espécie da flora brasileira da familia
Burseraceae do género Commiphora, conhecida popularmente como imburana de camb&o ou
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imburana de espinho (Maia 2004, Sampaio 2005). Usada no tratamento da gripe, a tosse, bronquite,
doencas urinarias e figado.( Agra et al. 2007a ).

Se tratando de uma espécie muito comum na regido do semiérido e considerando os estudos
realizados com outras plantas nativas da caatinga como a Jurema-preta eAmburana cearencis ambas
empregadas na medicina caseira em varias regibes do pais, sobretudo no Nordeste, onde s&o
utiizadas na forma de lambedor ou cha, com propriedade analgésica, antinflamatoria,
antiespasmadica e broncodilatadora. Diante disso o objetivo dessa pesquisa foi avaliar a atividade
antimicrobiana “in vitro” do extrato etandlico bruto das cascas e folhas daCommiphora leptophloeos
(Mart.) J. B. Gillett, contra isolados de Staphylococcus spp. oriundos de casos de mastites em
ruminantes.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se 60 isolados de Staphylococcus spp., obtidos de casos de mastite bovina (39),
bubalina (14) e caprina (07) provenientes de propriedades leiteiras da regido Nordeste do Brasil e
armazenadas na bacterioteca do Laboratdrio de Microbiologia e Imunologia Animal do Departamento
de Medicina Veterinaria da Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco (UNIVASF). Dentre os
isolados de Staphylococcus spp., 16 Staphylococcus spp. coagulase negativa (SCN) e 44
Staphylococcus spp. Coagulase positiva (SCP). Os isolados foram divididos quanto a presenca ou
néo do genes blaz, formadores fortes e moderados de biofilme (Quadro 1).

Os extratos etandlicos brutos (EEB) foram obtidos a partir da coleta da cascas e folhas da
Commiphora leptophloeos, localizada no municipio de Petrolina-PE no Campus Universitario Ciéncias
Agrérias da UNIVASF no Projeto de irrigagdo C1, proximo ao Hospital Veterinario, estando
posicionada geograficamente entre as coordenadas - 09° 19’ 47, 22” S, 40° 33’ 22,39” W, 392 m de
Altitude, Caatinga. Apos coleta das cascas e folhas foram secas em estufa com ar circulante a
temperatura média de 40°C durante 5 dias, em seguida, as cascas e folhas separadamente foram
pulverizadas em moinho mecéanico (446 g-casca, 215 g-folha). Na sequéncia os materiais foram
filtrados, concentrados em rotaevaporador, a uma temperatura média de 50°C, obtendo-se os
extratos etandlico bruto (EEB) das cascas e folhas.Dessa forma, foram obtidos 105,59 do EEB das
cascas e 45,9 g das folhas. Foram feitas quatro extracdes com intervalos de 72 h entre eles para
maxima extracao dos constituintes quimicos. O extrato obtido foi utilizado nos testes de detec¢éo da
atividade antimicrobiana in vitro diluido em etanol 95%.

Os testes de sensibilidade in vitro foram realizados pelo método de Kirby-Bauer conforme
recomendacdes (CLSI 2006). Os farmacos testados foram Ampicilina (10 pg), Penicilina G (10 pg) e
Oxacilina (10 pg), afim de se verificar o perfil de resisténcia dos isolados aos principais B-lactamicos
empregados rotineiramente no tratamento da mastite. Culturas de 24 h dos isolados crescidas em
TSA no tratamento da mastite, foram transferidas para tubos de ensaio individuais contendo 5mL de
caldo Mueller-Hinton (MH), ajustado para a escala 0,5 de McFarland (1,5 x 10° UFC/mL) e incubados
a 37°C por 24 h. No dia seguinte, com um auxilio de swab estéril os inéculos foram semeados em
placas individuais contendo 20 ml de agar MH, sendo adicionados na sequéncia, os discos
impregnados com as substancias antimicrobianas. Por fim, as placas foram incubadas a 37°C por 24
h. Com o auxilio de uma régua os halos de inibicdo foram medidose os didmetros comparados com o
tabelado segundo CLSI (2006), para determinacéo de resisténcia ou sensibilidade da amostra frente
ao antimicrobiano.O resultados foram expressos como: resistente (R) ou sensivel (S) aos antibioticos,
de acordo com a recomendacé&o do fabricante dos discos.

A microdiluicdo, foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas de acordo com a
metodologia descrita segundo a norma M07-A9 do Manual Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI 2012). Inicialmente foi realizada a pesagem de 0,25 g dos extratos das cascas e folhas
separadamente, sendo estes diluidos em 10 ml de etanol 95%, obtendo-se uma solucao estoque na
concentragdo de 25.000 pg/ml. A microdiluicdo consistiu na distribuicdo de 200 pL de MH de
microtitulacdo de 96 pocos; a seguir, 200 pL da solucdo estoque do extrato foram acrescidos ao
primeiro po¢o e, apds homogeneizacao, transferidos para o segundo e assim sucessivamente, sendo
obtidas as seguintes concentra¢des finais: 12.500; 6.250; 3.125; 1.562,5; 781,2; 390,6; 195,3 e 97,6
pg/ml. As suspencdes bacterianas foram preparadas, a partir da cultura recente de cada isolado.
Primariamente uma algada da colbnia bacteriana foi ajustada para a escala de 0,5 MacFarland
(aproximadamente 108 UFC/ml,), em tubos de ensaio com 5 ml de solucao salina. Em seguida foram
transferidos 100 pL dessa suspencéo para outro tubo de ensaio contendo 9,9 ml de caldo MH. Este
inoculo (10 pL) foi aplicado nos pogos de microplacas, contendo as diluicbes dos EEB de cascas e
folhas. O material foi incubado a 37°C por 24 h, em condi¢bes de aerobiose. Apds 24 h de incubagao
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foi retirada uma aliquota de 10 pl com auxilio de uma replicador e semeada em placa com 40 ml de
agar MH e novamente incubando por 24 h a 37°C, para a determinacao da concentracdo bactericida
minima (CBM), que corresponde & menor quantidade do extrato capaz de matar os isolados de
Staphylococcus spp.

A Capacidade dos extratos em interferir na formacéo do biofilme,foi determinada baseada na
metodologia apresentada por Nostro et al. (2007). Os isolados bacterianos foram cultivados em 3 ml
de caldo TSB com glicose (1%) e incubado por 24 h a 37°C. Dos quais, 100 yl foram acrescidos nos
pocgos da microplaca, que previamente haviam sido acrescidos de 100 pl do extrato vegetal ou 100 pl
de meio de cultura nos controles negativos. A concentracdo do extrato utilizada foi equivalente a
metade do valor de CBM observado na microdiluicdo em placa (0,5 CBM). Apés 24 h de incubacao a
37° C, as amostras foram lavadas com 200 pl de 4gua destilada trés vezes. Em seguida, 0s pogos
foram corados com 100 pl de Violeta de Giemsiana a 0,25% por 3 minutos e em seguida todos os
pocos foram novamente lavados com 200 pl de &gua destilada. Por fim, adicionou-se 200 uyL de
alcool-cetona para diluicdo dos cristais. A absorbancia foi medida em leitor de microplacas de Elisa
Easys® e mensurada em filtro de 620 nm. Como controle negativo foi utilizada a cepa S. epidermidis
ATCC 12228 e como controle positivo Staphyloccocus aureus ATCC 25923. Sera determinada a
produgéo de biofilme através da seguinte classificagao: sem produgao de biofilme (DO amostra < DO
controle negativo), fraca produgao de biofilme (DO controle negativo<DO amostra<2.DOcontrole
negativo), moderada produgao de biofilme (DO controle negativo<DOamostras4.DOcontrole negativo)
e forte produc¢éo de biofilme (DO amostra>4.DO controle negativo).

A Capacidade do extrato de interferir no biofilme ja consolidado, baseado na metodologia
apresentada por Nostro et al. (2007). A formacao de biofilme foi obtida a partir da incubacdo de 100
ML do inoculo bacteriano em microplacas por 24 h a 37°C. Em seguida, os pocos foram lavados trés
vezes com agua destilada, para a remogao de células ndo aderidas, e entdo acrescidos de 200 pL do
extrato (0,5 CBM). A DO foi determinada imediatamente apds a adi¢do do extrato (0 h) e 24 h depois.
A absorbancia foi medida em leitor de microplacas de Elisa Easys® e mensurada em filtro de 620 nm.
A interferéncia do extrato no biofilme consolidado foi definida pela equacdo: DO média dos pogos
tratados/DO média dos pogos controle x 100.

Para andlise dos resultados referentes a CBM frente aos dois tipos de extrato, realizou-se o
teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, sendo observada auséncia de normalidade dos dados.
Em seguida, procedeu-se a transformacgéo logaritmica de base 10 (logip) que também néo foi
suficiente para remocdo da heterogeneidade de varidncias. Assim, utilizou-se um teste nao-
paramétrico para duas amostras pareadas (Teste de Wilcoxon) com objetivo de comparar as médias
obtidas da CBM frente aos dois extratos. Na comparacdo dos resultados da CBM entre os isolados
(coagulase negativa x positiva) e (blaZ positivo x blaZ negativo), utilizou-se o teste de Mann-Whitney.
Para analise dos dados, foi utilizado o programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
versdo 20.0 para Windows.

RESULTADOS

Os resultados in vitro dos ensaios de difusdo em disco dos antimicrobianos B-lactamicos mais
indicados para tratamento de mastite foram realizados em todos os isolados de Staphylococcus spp.
Trinta e quatro isolados se apresentaram resistentes a penicilina G (7 SCN, 27 SCP), 30 a ampicilina
(3 SCN, 27 SCP) e 14 a oxacilina (7 SCN, 7 SCP). Vinte e trés apresentaram resisténcia a pelo
menos dois antimicrobianos e quatro apresentaram resisténcia a todos os antimicrobianos testados
(Quadro 2).0s resultados do teste de suscetibilidade aos antimicrobianos B-lactamicos pelo método
de difusdo em disco, foram comparados com a pesenca do gene blaZz. Dos 60 isolados de
Staphylococcus spp., 14 sdo negativos para presenca do genes blaZ e 46 positivos para 0 mesmo
gene. Dos 46 isolados positivos apenas 10 foram sensiveis a todos os antimicrobianos B-lactamicos
testados (Fig. 1.).

Os valores de CBM, referentes & atividade antimicrobiana do EEB das cascas e folhas da
Commiphora leptophloeos, encontra-se representados na Fig. 2. Tanto o extrato etandlico bruto das
cascas, como das folhas apresentaram acao antimicrobiana em todos os isolados de Staphylococcus
spp. Desta forma, ficou evidente o potencial do uso da Commiphora leptophloeos como agente
antimicrobiano. Contudo os menores valores de CBM foram registrados para o extrato da casca, iSso
se deve ao fato da casca Commiphora leptophloeos ser uma importante fonte de compostos
bioativos. O EEB das folhas apresentou maior atividade na concentra¢do 3.125 ug/mL (36/60) e o
EEB das cascas na concentragdo 781.2 ug/mL (24/60). Observou-se diferenca signifivativa (p<0,001)
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entre os resultados da CBM obtidos frente ao extrato elaborado a partir da casca e folha, obtendo-se
médias menores frente ao extrato da casca (Quadro 3).

Quando se comparou as medianas da CBM obtidas para os SCP e SCN, observou-se
diferenca estatistica significativa (p<0,05) para o0 extrato da casca, sendo as medianas iguais a
781,20 e 3.125,00 pg/mL para os SCP e SCN, respectivamente. Com relagdo a comparagado
realizada entre os isolados blaZ positivos e negativos, observou-se diferenca estatistica (p<0,05)
também para o extrato da casca, com valores de mediana iguais a 1.562,50 e 3.125,00 pg/mL para
os Staphylococcus spp. blaZ positivo e negativo, respectivamente.

De acordo com a producdo de biofilme os isolados de Staphylococcus spp., foram
previamente (Medeiros et al. 2011, Guimardes et al. 2012) divididos quanto a producédo forte e
moderada (Quadro 1). O EEB das folhas e da Commiphora leptophloeos foi capaz de diminuir a
formacéo de biofilme em 43 isolados. Sendo que desses isolados 20 eram fortes produtores de
biofilme e 23 moderados. Quanto ao EEB das cascas da Commiphora leptophloeos também foi capaz
de interferir na formacdo do biofilme de 47 isolados, sendo que 22 eram previamente classificados
como fortes produtores de biofilme e 25 como moderados (Quadro 2). Nenhum dos EEB foram
capazes de interferir no biofilme bacteriano consolidado.

DISCUSSAO

A pesquisa de novos compostos com acdo antimicrobiana tem levado a comunidade cientifica
a investigar a corrida medicamento x microrganismos, pois desde o inicio dos anos 80 o nimero de
antimicrobianos em fase de desenvolvimento diminuiu consideravelmente (Cooper & Shlaes 2011).
Por outro lado, a resisténcia dos microrganismos aos mesmos tem crescido de forma imensuravel,
porgue eles estdo cada vez mais desenvolvendo uma série de novos mecanismos de resisténcia (File
Jr 2000).

Os resustados do antibiograma mostraram alto nivel de resisténcia dos isolados de
Staphylococcus spp. a todos os antimicrobianos testados. Muitos fatores podem estar envolvidos
com a resisténcia antimicrobiana em Staphylococcus spp. (Lowy 2003). A resisténcia aos
antimicrobianos B-lactdmicos esta associada a inativagdo do anel B-lactamico e producédo de PBP2a
gue tem pouca afinidade aos [B-lactdmicos (Bignardi et al. 1996, Lowy 2003). Contudo a alta
resisténcia aos antimicrobianos pode estar relacionadacom a frequécia e o longo prazo de uso destes
no tratamento de infec¢des intramaméarias (Pitkala et al. 2004, Kumar et al. 2009).

Nossos dados demostraram que 42 isolados de Staphylococcus spp. incluindo SCP e SCN
sdo positivos para o gene blaZ, sendo presumida a presenca de enzimas cujo papel é a inativacéo de
B-lactdmicos pela hidrolise do anel B-lactdmico (Kernodle 2000, Li et al. 2007). Os dados se
assemelham com o esudo realizado por Duran et al. (2012) que demonstrou que a maioria das cepas
de Staphylococcus spp., em sua pesquisa eram genotipicamente positivas para o0 gene blaZ. Moser
et al. (2013), em pesquisa baseada na andlise de microarranjo de DNA de 78 isolados de
Staphylococcus aureus oriundos de leite de mastite bovina eram positivos para a presenca do genes
blaZ. No presente estudo, os isolados blaZ postivos foram resistentes simultaneamente a varios B-
lactamicos testados, 0 que é esperado dada a resisténcia de amplo espectro codificada por este gene
(Lowy 2003). De acordo com o estudo realizado por Olsen et al. (2006), o gene blaZz pode ser
considerado um mecanismo importante para a resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos. Este
gene produz uma penicilinase, sendo um dos principais mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos B-lactamicos, drogas utilizadas frequentemente em casos de infec¢des intramarias
em ruminantes que se ligam as PBPs bacterianas exercendo efeito antimicrobiano (Livermore et al.
2000, Fuda et al. 2005).

Nessa pesquisa, observou-se melhor atividade antimicrobiana para o extrato etandlico bruto
das cascas da Commiphora leptophloeos.Na pesquisa realizada por Trentin et al. (2011), o extrato
aquoso das cascas da Commiphora leptophloeos, apresentou atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus epidermidis numa concentra¢do de 1,0 mg / mL. As diferengas dos valores de
CBM entre os EEB observadas podem ser atribuidas a composicdo quimica das substancias
antimicrobianas presentes nos diferentes extratos vegetais. Uma analise dos compostos fendlicos
realizado por Araujo et al. (2008), revelaram alto ter de flavondides e taninos nas cascas de
Commiphora leptophloeos. Os compostos fendlicos presentes nas plantas estdo relacionados,
principalmente, com a protecéo, conferindo alta resisténcia a microrganismos e pragas (Everette et al.
2010).

Outro ponto importante que justifique a diferenca dos valores de CBM entre os EEB testados,
séo as partes (casca e folha) utilizadas da planta, uma vez que assubstancias ativas de uma planta
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se distribuem pelos diferentes érgaos das plantas de forma desigual, em funcdo das especializacdes
das células. Podem ser encontrados em maior quantidade em determinadas partes (raizes, folhas,
caules, sementes ou flores), por isso a necessidade de conhecer qual érgao da planta é usado como
medicamento (Trindade et al. 1998). Segundo Vasconcelos et al. (2004), geralmente as folhas
apresentam menor concentracdo de agentes antimicrobianos que as cascas das plantas. Contudo
recomenda-se o uso das folhas pela vantagem de ser uma pratica sustentavel garantindo a
sobrevivéncia da planta.

Além da Commiphora leptophloeos outras plantas nativas da caatinga ja foram testadas
guanto ao seu efeito antimicrobiano todas com resultados promissores. Sa et al. (2011) e Silva et al.
(2014) em ambas pesquisas avaliaram a atividade antimicrobiana de seis espécies da caatinga
incluindo a Amburana cearensis e a Neoglaziovia variegata, Encholirium spectabile, Bromélia
laciniosa, Hymenaea martiana e Selaginella convoluta frente a bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Silva et al. (2007), avaliaram o efeito antimicrobiano do extrato hidroalcodlico da casca do
caule da Anacardium occidentale frente a amostras de Staphylococcus aureus oriundas de pacientes
humanos na Paraiba. Chanh et al. (2006) obtiveram 6timos resultados sobre a acdo antimicrobiana
de extratos de folha e da raiz de Psidium guajava contra micro-organismos causadores de infeccdes
intestinais. Schuhly et al. (2000) avaliaram o extrato bruto com diclorometano e observaram acéo
antimicrobiana desde frente a bactérias Gram-positivas. Silva et al. (2011), determinaran as
atividades antioxidantes e antimicrobianas de extratos de cascas e folhas de Ziziphus joazeiro.

Em relacao a diferenca de sensibilidade dos EEB de casca e folha sobre o perfil dos isolados
testados, verificou-se uma maior atividade dos Staphylococcus spp. coagulase positivas e isolados
blaz positivos ao extrato da casca de C. leptophloeos. Estes resultados s&o importantes
considerando-se a importancia de Staphylococcus spp. coagulase positiva, em especial o S. aureus,
produtores de beta lactamases na etiologia das mastites em ruminantes (Coelho et al. 2009, Taponen
& Pyorala 2009) A emergéncia de cepas resistentes a terapia antimicrobiana convencional, indica a
importancia da busca de outras alternativas, como os produtos naturais ( Godreuil et al. 2014)algo
observado no presente estudo.

De acordo com Costerton, Stewart e Greenberg (1999), a matriz bacteriana que envolve as
células aderidas, é constituida principalmente por polimeros organicos, contendo também proteinas,
lipideos, fosfolipidios, carboidratos, sais minerais e vitaminas. Os extratos vegetais, por serem
constituidos de diversas substancias quimicas de origem natural, podem apresentar uma acao
significativa sobre a estrutura da biomassa bacteriana.

Os resultados do presente estudo mostraram interferancia dos EEB das folhas e cascas na
formacédo do biofilme, resultados semelhantes sdo citados na literatura. No estudo realizado por
Trentin et al. (2011), foi possivel observar interferencia do extrato aquoso das cascas de C.
leptophloeos na formacdo de biofilme de isolados de Staphylococcus epidermidis. Em uma outro
estudo Trentin et al. (2013) também observaram atividade antibiofilme de extrato aquoso das cascas
de C. leptophloeos frente a isolados de Pseudomonas aeruginosa. As plantas tem sido cada vez mais
pesquisadas com o objetivo de inibir a formagdo do biofilme, por se mostrarem potencialmente
eficazes no que se refere a sua atividade antimicrobiana sobre vérias espécies de microrganismos
(Pereira et al. 2006). Podendo revelar potentes fontes valiosas de moléculas bioativas para lutar
contra fatores de viruléncia de patdgenos, como exemplo a capacidade de extratos vegetais para
inibir ou eliminar biofilmes (Nazzaro et al. 2013). Na pesquisa realizada por Issac Abraham et al.
(2011), testando 2 mg/ml do extrato da Capparis spinosa observou significativa inibicdo na formacgéo
do biofilme a 79,75,73 e 70% em Serratia Marcescens, Pseudomonas aeruginosa PAO1, Escherichia
coli e Proteus mirabilis, o extrato se mostrou eficaz em interromper a formac&o do biofilme sem afetar
0 crescimento bacteriano. Issac Abraham e colaboradores ainda concluiram que o extrato da
Capparis spinosa poderia ser combinado com um antimicrobiano convencional para controlar
eficientemente a formac&o do biofilme permitindo que o antimicrobiano atinja as células bacterianas
que vivem no interior do biofilme. Com isso, os compostos naturais capazes de prevenir a formacao
de biofilme podem ser uma alternativa viavel para reduzir resisténcia antimicrobiana (Gongalez-Ortiz
et al. 2014).

Os biofilmes foram observados como sendo mais resistentes aos agentes antimicrobianos
quando comparados a células planctbnicas (Jadhav et al. 2013), necessitando urgentemente de
novos agentes anti-biofilme (Schilaci et al. 2008). Contudo a forte adeséo gerada pelas bactérias a
superficie, dificultando a remocédo de biofilmes j& constituidos, pode explicar porque os extratos
testados néo interferiram no biofilme ja consolidado. Uma vez que quando ocorre a consolidacdo do
biofilme, € muito dificil tratar clinicamente, porque as bactérias no interior deste estdo bem protegidas
contra a resposta imune do hospedeiro, bem como agentes antimicrobianos (Hoyle & Costerton 1991,
Drenkard 2003). Outro ponto que deve ser ressaltado € o de que as bactérias dentro do biofilme
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também podem diferenciar-se em estados fenotipicamente protegidos, permitindo que bactérias
sésseis sejam resistentes a ac¢do de antimicrobiana (Costerton et al. 1995).

Um dos principais mecanismos de resisténcia dos biofilmes bacterianos até entéo
investigado, é a barreira fisica exercida pela matriz de polissacarideo que bloqueia a difusdo da
compostos ou inativa a atividade biocida de alguns agentes antimicrobianos (Stewart & Costerton
2001, Lasa et al. 2005). Por outro lado existem outras estratégias a serem consideradas , como a
presenca de microambientes que antagonizem com a ac¢do antimicrobiana (Stewart & Costerton
2001, Mah & O’'Toole 2001).

Segundo Goncalez-Ortiz et al. (2013), a inibicdo do biofilme em formag&o pode depender de
fenbmenos ligados a inibicdo enzimatica de proteases e mecanismos de quorum sensing. Sua
estabilidade deve-se a proteinas e carboidratos, que quando depositados, dificultam a acédo de
compostos sanificantes e antimicrobianos (Wang et al. 2013, Peixoto et al. 2015).

Diante dos dados apresentados concluimos que o EEB das cascas e folhas da Commiphora
leptophloeos possuem relevante acdo antimicrobiana as cepas de Staphylococcus spp. bem como
capacidade para interagir com a formacédo do biofilme. Desta forma é imprescindivel o estudo da
potencialidade desta planta contra os agentes causadores da mastite em ruminantes com objetivo de
produzir elementos para sua aplicacéo no tratamento de animais enfermos.
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Legendas das Figuras

Fig. 1. Comparacéo da resisténcia dos isolados Staphylococcus spp. aos antimicrobianos e a
presenca ou ndo do gene blaZ.

Fig. 2. Distribuicdo dos valoeres de CBM dos EEB das cascas e folhas da Commiphora leptophloeos
sobre os isolados de Saphylococcus spp.

Quadro 1. Origem e classificacdo dos isolados de Staphylococcus spp.,

utilizados no presente estudo

Espécies Sitio de Isolados Quantidade Blaz Biofilme
coleta

PO NE MO FO
Bovina Leite SCP 37 36 01 23 14
~ SCN 02 01 01 01 01
Bubalina Leite SCN 14 06 08 04 10
Caprina Leite SCP 07 03 04 07 -*
Total 60 46 14 35 25

*(-) auséncia
SCN = Staphylococcus coagulase negativa, SCP = Staphylococcus coagulase positiva,
PO = positivo, NE = negativo , MO = moderado, FO = forte
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Quadro 2. Perfil de resisténcia dos isolados de Staphylococcus spp.,
de acordo com a presenca ou ndo do gene blaz

Resistencia Fenotipica SCP blaz SCPblaz- SCNblaz+ SCNblaz

+ -
PEN G 2 -* 1 -
AMP 2 1 - -

OXA 3 - 1 2

PEN G, AMP 20 2 - 1
PEN G, OXA 1 - 3 -
PEN, AMP, OXA 4 - 1 -
Total 32 3 6 3

* (-) Sensibilidade aos testes antimicrobianos
SCP = Staphylococcus spp. coagulase positivo, SCN = Staphylococcus spp. Coagulase negativa
PEN G= penicilina G, AMP= ampicilina, OXA= Oxacilina

Quadro 3. Concentracéo bactericida minima dos EEB da Commiphora leptophloeos
frente a isolados de Staphylococcus oriundos de mastite em ruminantes.

EEB Folha EEB Casca
N 60 60
Mediana 3125,00° 781,20°
Média 3214,64 1261,49
Desvio padrao 1441,25 941,82
Concentragdo Minima 781,20 390,60
Concentragdo Maxima 6250,00 6250,00

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica (p<0,001).
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5 CONCLUSAO

O extrato etanodlico bruto (EEB) das cascas e folhas da Commiphora
leptophloeos apresentaram atividade antimicrobiana sobre os isolados de
Staphylococcus spp. provenientes de leite de ruminantes com mastite. Contudo
melhor atividade foi observada para o extrato das cascas.

Os EEB das cascas e folhas da Commiphora leptophloeos mostraram-se
capazes de interferir na formagé&o do biofilme.

Nao foi observada a capacidade dos extratos em interferir com o biofilme
previamente estabelecido.

Desta forma é imprescindivel o estudo da potencialidade desta planta contra
0s agentes causadores da mastite em ruminantes com objetivo de produzir
elementos para sua aplicagcdo no tratamento de animais enfermos, podendo ser uma
alternativa ao uso de antimicrobiano convencional. Para isso sdo necessarios
estudos mais aprofundados do isolamento e identificacdo de substancias bioativas

gue sao responsaveis pela atividade antimicrobiana da Commiphora leptophloeos.
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INTERFERENCIA DOS EEBS NA FORMAGAO DO BIOFILME POR ISOLADO

Bactéria | Biofilme |1/5CBM| EEB |ControleNE| Formagdo | 155 | EEB | Controle NE | Formagao
Folhas CEM | casta
| 1A Fote | 15625 [161 023 Forte 3906 10209 | 0064 MO
2 |13AL Fote | 15625 (1386 |02 Forte 3906 0248 | 0064 MO
3| 0AL Fore | 19620 |1434 023 Forte 3906 (0207 (0064 MO
§ A Fote | 15625 (1599 | 023 Forte 3906 0184 | 0064 MO
i) AL Fore | 19620 |0967 |02% M0 3906 (023 (0064 MO
6 |IPE Moderado | 15625 [0558 | 0236 MO 3906 0238 | 0064 MO
[T Fore | 19620 |1826 023 Forte 7812|134 (0157 FO
8 |9PE Moderada | 15625 [0925 | 023 MO 3906 0112|0064 FRACO
g 1302 Moderada | 15625 (0276 | 0236 Fraco 3906 0245 | 0064 MO
10 |TAE Moderada | 15625 (0676 | 023 MO 3906 0128 | 0064 Fraco
11 |TIND Moderada | 15625 (0535 | 0236 MO 1812|0416 | 017 MO
12 150D Moderada | 15625 (0872 | 023 MO 7812|0151 | 017 NAO
13|09 Moderado | 15625 (0493 | 0236 MO 3906 0131 | 0064 NAO
AL Moderado | 15625 (0135 | 023 NAO 7812 10011 | 017 NAO
15 |%6MD Moderado | 15625 (0,085 | 0236 NAO 15625 | 0081|0143 NAO
16 |T0AD Fote | 15625 (0445 | 023 Fraco 7812|0464 | 017 MO
17 |5IPE Moderado | 15625 [0478 | 0236 MO 3906 0138 | 0064 NAO
1§ 125D Moderado | 15625 (0458 | 0236 Fraco 3906 0138 | 0064 MO
19 |MAD Moderado | 15625 [0486 | 0236 MO 7812|0957 | 0167 FO
0 YA Fote | 15625 (0500|023 MO 3906 0114 | 0064 Fraca
2 |50PE Moderado | 15625 [0867 | 0236 MO 7812 |02 |017 Fraca
2 |6P0 Moderado | 15625 (0482 | 023 MO 7812|0457 | 017 MO
23 |BAD Fote | 15625 (0480|023 MO 3906 0112|0064 Fraca
L Fote | 15625 (0380 | 023 MO 7812 1035|017 NAO
544D Moderada | 15625 [0517 | 0236 MO 3906 0179|0064 MO
26 |83RD Moderado | 15625 (0358 | 0236 Fraco 7812 045|017 NAO
21 |TTAD Moderado | 15625 |0485 | 0236 MO 7812 10311 | 017 Fraca
28 |1PD Moderado | 19625 10409 023 Fraco 7812 (0176|0157 Fraco
29 |41AF Moderado | 15625 |0408 | 0236 Fraco 1953 0176|0097 Fraca




30 |9PE Moderado 0,236 7612 10,306 MO
3 [MAD Forte 0,23 3906 0082 Frata
2 |1k Forte 0,23 3906 0139 MO
3 | 16AE Moderado 0,236 3906 0,148 MO
4 |18AD Moderado 0,236 3506 10,110 Fraca
3 |3 Forte 0,23 19,3 (0138 Frata
3 |4PDB Moderado 0,236 7612 10238 Fraca
AL Moderado 0.23% 7812 1019 NAO
0 4AL Moderado 0,236 1612 10,123 NAO
39 |BIPE Forte 0,17 1812 0298 Frato
0 |97BA Forte 017 3906 014 MO
i | 20A02 Forte 0117 3906 0,168 MO
2 |34 Moderado 0,17 19,3 [013 Frato
4 |5 Moderado 017 19,3 (0119 Frata
i |3AE Moderado 0117 193 | 0167 Fraca
& |1PD Fore 0117 7612 10,132 NAO
4% |20 Moderado 0,17 3906|0131 MO
i1 |BIAE Forte 0117 3906 10,143 MO
4§ | 29PE Fore 0117 3906 10,113 Fraco
4 |54 Moderado 0,17 193|017 Frat
i [45P0 Moderado 017 %3 (012 Frac
i AL Fore 0,233 1612 1031 NA
2 AL Moderado 0233 1562 | 0,286 Frato
NP Forte 023 1,962 | 0,328 MO
M [T Forte 0233 g712 10269 Fraca
B [BAL Moderado 0233 1812 0291 Fraca
56 | I01ME Moderado 0233 7812 1021 MO
i |JAE Forte 0233 7812|0169 Frata
i |2TAE Forte 0,233 1612 10434 MO
3§ UL Moderado 0,233 15625 10313 MO
60 |86AD Forte 485 3906 0100 Frat

MO- moderado / FO- Forte/ Nao - Néo prudutor
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ATA SESSAO DE DEFESA DE DISSERTACAO

Defesa N° 03

Ata da Sessao Publica, de exame de dissertacdo como
requisito para obtengdo do grau de Mestre em Ciéncias
Veterindrias no Semiarido, Area de Concentracdo em
Ciéncias Veterinarias.

Aos vinte e oito dias do més de julho de dois mil e quinze, as 14:00 horas, na sala de defesa
do Curso de Pés-Graduagao em Ciéncias Veterindrias no Semidrido, Campus de Ciéncias
Agrarias, desta Universidade, reuniu-se a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do
Curso de P6s-Graduagdo em Ciéncias Veterindrias no Semidrido, composta pelos membros:
Professor Dr. Mateus Matiuzzi da Costa (CPGCVS/UNIVASF) — Orientador e Presidente da
Banca, Professora Dra. Tania Maria Sarmento da Silva (UFRPE) Examinadora Externa,
Professor Dr. Rodolfo de Moraes Peixoto (IF Sertao Pernambuco) — Examinador Externo,
com a finalidade de julgar a Dissertacao da discente Isamara Ferreira da Silva, intitulada
“Atividade antimicrobiana do extrato etanélico de Commiphora leptophloeos (Mat.) J. B.
Gillett. frente a Staphylococcus spp. isolados de casos de mastite em ruminantes ” para
obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias Veterindrias no Semiérido. O desenvolvimento dos
trabalhos seguiu o roteiro de sessido de Defesa estabelecido pelo Presidente da Banca,
Professor Dr. Mateus Matiuzzi da Costa a qual realizou a abertura e a posterior conducio e
encerramento da sessao solene de Defesa. Ap6s analisarem o trabalho e arguirem o discente,
os membros da Banca Examinadora deliberaram pela APROVACAO do académico,
habilitando-o ao grau de Mestre em Ciéncias Veterinarias no Semidrido, na Area de
Concentracdo em Ciéncias Veterindrias, devendo 0 mesmo encaminhar, no prazo de 30 dias, a
contar da Defesa, os exemplares da Dissertacao definitiva para a obtencdo do diploma do grau
de Mestre e ainda assinar o Termo de Compromisso anexo. Nada mais havendo a tratar, foi
lavrada a presente Ata que vai assinada pelos membros da Banca Examinadora.

Petrolina, 28 de julho de 2015
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Professora Dra. T4nia Maria Sarmento da Silva ‘,A’(:iu“' e O Mol ("‘/c Y
UFRPE Professor Dr. Rodolfo de Moraes Peixoto
Examinadora Externa IF Sertao Pernambuco

Examinador Externo



