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INTRODUCAO

A mastite é uma inflamacéo da glandula mamaria que pode ocorrer na sua forma clinica e
subclinica e é causadora de grande prejuizo econdmico. No intuito de prevenir a mastite, sdo
utilizadas solucGes antissépticas e a maioria dos paises do mundo utilizam produtos antissépticos a
base de iodo. Porém nos ultimos anos, diversos estudos foram desenvolvidos demonstrando a
resisténcia do Staphylococcus sp. a antimicrobianos, destacando-o como multirresistente a pelo
menos trés classes de antibioticos (Loeffler; Lloyd, 2010). Com a necessidade de novas alternativas
para o combate a doenca, estudos tém sido feitos utilizando plantas do semiarido nordestino como
opcao terapéutica para o problema. Medeiros (2013) analisando o potencial antimicrobiano de
plantas do semiarido sobre cepas bacterianas isoladas de caprinos constatou que dentre 0s extratos
estudados, apenas o caja apresentou atividade antibacteriana, tendo melhor acdo sobre a S.
coagulase negativa e o0 Streptococcus sp. Posto isso, 0 objetivo da presente pesquisa foi analisar a
eficacia de antisséptico a base da folha do caja (S. mombin) frente a cepas de bacterianas de
Staphylococcus sp. em diferentes tempos e temperaturas de armazenamento.

METODOLOGIA

Foram colhidas folhas de caja (S. mombin L) de um espécime no campus da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido a fim de se confeccionar o decocto utilizado. Foram acondicionadas
em sacos de cor preta e levadas ao Laboratdrio de Microbiologia Veterinaria, na UFERSA, para o
processamento do decocto. Foram colhidas 100g de folhas e depositadas em recipiente com 200 ml
de agua destilada que foi submetida a fervura em banho-maria durante 15 minutos para a producao
de 200 ml de decocto. O material foi filtrado e armazenado em frasco de vidro &mbar estéril. Esse
decocto foi utilizado em diluicio seriada de 107, 10, 103, em tubos de agua destilada com 9 ml
cada, para posterior deposicio dessas dilui¢Bes em placas de Petri com meio Agar Mueller-Hinton,

sendo esta analise feita em duplicata. Essas placas foram mantidas em estufa a 37°C durante 24
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horas para observar possivel crescimento de UFC (unidades formadoras de col6nia). Esse estudo foi
feito na hora 0 e na hora 24 nos dias 0 e 7 do decocto refrigerado, e no 7° dia do decocto conservado
a temperatura ambiente (25°C). Em outro momento, utilizou 10 cepas de Staphylococcus coagulase
negativa, isoladas de leite coletado de matrizes caprinas com mastite subclinica, que foram
semeadas em caldo BHI na fase log (crescimento exponencial) na concentragdo 0,5 da escala de
MacFarland, durante 18-24 horas. Um suabe de algod&o estéril foi introduzido na suspensdo com o
inoculo, o qual foi girado cinco vezes seguidas em sentido horéario, apertando-o firmemente contra a
parede interna do tubo, acima do nivel do liquido, de forma a retirar qualquer excesso de indculo no
suabe. Cada micro-organismo foi distribuido em 2 placas de Agar Mueller-Hinton, pressionando o
suabe em toda a superficie estéril do Agar de forma a assegurar a distribuicdo uniforme do indculo,
e cada cepa bacteriana foi depositada em duas placas. Apos a distribuicdo do indculo, foram
depositados sobre essas, 18 discos dos seguintes antimicrobianos: Ampicilina (10ug), Amoxicilina
+ Acido Clavulanico (30ug), Aztreonam (30pg), Cefalotina (30ug), Cefepime (30ug), Ceftriaxona
(30ug), Cefoxitina (30ug), Ceftazidima (30pg), Ciprofloxacina (05ug), Clorafenicol (30ug),
Estreptomicina (10ug), Gentamicina (10ug), Novobiocina (30ug), Piperacilina + Tazobactam
(110pg), Polimixina (300ug), Sulfametoxazol + Trimetropim (25ug), Vancomicina (30ugQ),
Tetraciclina (30ug). Realizado esse procedimento, as placas foram levadas a estufa bacterioldgica a
37°C durante 24 hrs, e posteriormente, foi feita a leitura dos halos foi realizada através de um régua
milimétrica. O in6culo padrdo de cada micro-organismo também foi semeado em 2 placas de
microdiluicdo com 96 pocos cada uma, dispostos em 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Cada
micro-organismo foi testado em duplicata e em cada um dos pocos foram inseridos 100 ul de caldo
infusdo cérebro e coracdo (BHI), 100ul do decocto de caja nos pocos relativos as concentragdes de
1:1 e depois foi feita diluicdo seriada desses pogos passando para as seguintes concentragdes (1:2,
1:4 e 1:8). No ultimo pogo equivalente a aquela bactéria, 100 ul foram descartados a fim de que os
pOGoS permanecessem com quantidades iguais. Foi observado também o Clorafenicol como
controle positivo que foi escolhido por ter sido o antimicrobiano de melhor resposta no teste de
disco-difusdo. Foi depositado em pocos, 100 ul (Img/ml) dessa substancia previamente diluida em
agua destilada. Apos a confeccdo, as placas passaram pelo leitor de absorbancia onde foi feita a
leitura dos pocos. Essa leitura foi realizada na hora 0 e na hora 24 nos dias 0 e 7 do decocto
refrigerado, e no 7° dia do decocto conservado a temperatura ambiente. Com os resultados obtidos

das leituras, foi realizada uma analise de variancia para o delineamento inteiramente casualisado
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(teste de Tukey) onde foi considerado o nivel de significAncia de 5% para comparar as médias das
concentragdes (1:1, 1:2, 1:4 e 1:8) e do clorafenicol como controle positivo.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Em relacdo ao teste que foi feito com o decocto para analisar possivel contaminagéo,
observou-se que ndo houve crescimento de UFC em nenhuma das placas. Passou-se entéo para a
proxima etapa de diluicdo, utilizando o produto frente as cepas a fim de testar sua real eficiéncia e
verificou-se que o decocto pode ser utilizado com 7 dias se mantidos refrigerado.
Em relagdo aos resultados obtidos no dia 0 onde foi analisado na hora 0 e 24, observou-se que as
concentracdes do decocto de 1:1 e 1:2 tiveram eficacia contras as estirpes em relacdes as demais
concentracdes sendo que na hora 24 (Grafico 1), a absorbancia diminuiu em relacdo a hora 0,
relacionando a uma menor quantidade de bactérias e indicando assim eficacia da concentracdo do
decocto utilizada.
Gréfico 1- Absorbancias médias em fun¢do das concentracdes dos extratos de caja e do tempo de
cultivo das bactérias com 0 e 24 horas, utilizando o decocto produzido no dia 0.
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E possivel observar que na concentragdo 1:1 houve uma diminuicdo da absorbancia em relagdo a
hora 0 (0,43) e a hora 24 (0,31) revelando melhor eficiéncia na utilizacdo dessa concentragdo com o
decorrer das horas, tendo uma diferenca do valor de absorvancia de 0,12. A concentragdo de 1:2
também se mostrou eficaz quando, na hora 24 teve sua absorbancia menor (0,19) que na hora 0
(0,27), com diferenca de 0,08 entre as horas analisadas.

Em relagéo aos testes feitos com o decocto refrigerado durante 7 dias, continuou-se observando
uma notavel inibicdo das cepas quando nas concentracfes de 1:1 e 1:2 do extrato (Gréfico 2). Pode-

se observar uma maior inibicdo das cepas na concentragdo de 1:1 na hora 24 (0,20) em relagéo a
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hora 0 (0,42), com uma diminuicdo da absorbancia de 0,22. Na concentracdo de 1:2, também se
observou menor valor na hora 24 (0,15) em relacdo hora 0 (0,31), com uma diferenga de 0,15
mostrando valores menores na média entre as horas.

Grafico 2 - Absorbancias médias em funcédo das concentragdes dos extratos de caja e do tempo de

cultivo das bactérias 0 e 24 horas, utilizando o decocto mantido a temperatura de 8°C durante 7 dias.
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Uma terceira analise foi realizada com o extrato de caja utilizado ap6s o 7° dia a temperatura
ambiente (Grafico 3). Essa leitura foi feita nas mesmas condi¢fes anteriores em relacdo as horas e
as concentracdes, mostrou 0os mesmos resultados de diminuicdo da absorbancia nas concentragdes
de 1:1 e 1:2 sendo que com menores valores médios entre as horas nessas duas concentracoes.
Gréfico 3 - Absorbancias médias em funcgédo das concentragfes dos extratos de caja e do tempo de
cultivo das bactérias durante 24 horas utilizando o decocto com 7 dias mantido a 35°C.
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N&o existe um consenso sobre o nivel de inibicdo aceitavel para produtos naturais quando
comparados com antimicrobianos padrdes, tanto que alguns autores consideram somente resultados
similares aos de antimicrobianos, enquanto outros consideram com bom potencial mesmo aqueles
com niveis de inibigdes superiores (DUARTE, 2006). Nesse estudo foi considerado que a
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ocorréncias de inibicdo nas duas concentragdes ja citadas (1:1 e 1:2), indicam um bom potencial
inibitorio contra as cepas bacterianas. E interessante observar que as essas moléculas contidas nas
plantas possuem uma considerdvel atividade antimicrobiana, quando comparadas as toxinas
produzidos por bactérias ou fungos, e é possivel se observar isso no trabalho de Aguiar (2016) que
verificou a acgéo antisséptica de Spondias mombin L em animais em lactagdo e obteve resultado
significativo quando do uso dessa planta na higiene do teto pds coleta do leite durante 7 dias.

Apesar de os antibacterianos derivados de plantas serem menos potentes, 0s vegetais
combatem infec¢bes com sucesso, para isso adotam uma estratégia diferente de luta, o sinergismo.
O resultado obtido em relacdo & absorbancia e as concentragfes testadas nas diferentes
temperaturas, foi demonstrado no Gréfico 4.

Gréfico 4 — Meédias dos valores de absorbéncia em relagdo as concentragbes do extrato, nas

temperaturas 0° e 35°C.
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Considerando a comparacédo das concentracfes médias entre todos o0s extratos, os valores do extrato
a 35° C com concentragdo de 1:1, se mostrou melhor em relacdo ao decocto refrigerado,
desenvolvendo a menor absorbancia (0,21nm). As médias dos extratos nas concentracfes de 1:2,
1:4 e 1:8 ndo tiveram significativas alteracdes estatisticas quando a inibicdo nas diferentes
temperaturas e nos diferentes dias em que foram analisados.

A acdo antimicrobiana do caja é corroborada por Konish et al. (1993) que avaliou que a atividade
dos taninos hidrolisaveis existentes na planta tem sido atribuida a varios mecanismos de acéo, em
especial a sua capacidade de interagir com as proteinas e inibir a atividade enzimatica. As bactérias
Gram positivas possuem um envelope celular, menos complexo quando comparados as Gram
negativas, 0 que as tornam mais susceptiveis a acdo dos antimicrobianos, justificando entdo um

maior potencial do extrato na inibig&o contra esse grupo de bactérias. (CABRAL, 2014).
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CONCLUSAO

Quando nas concentracOes de 1:1 e 1:2 o decocto da folha do caja se mostrou eficaz contra
os Staphylococcus, independente do tempo ou temperatura de armazenamento, mostrando
diminuigdo nos valores de absorbancia nas 24 horas caso sejam utilizados até o 7° dia 0 que garante

sua eficiéncia.
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