45

FIGURA 4 — Etest Oxacilina

As variacdes de sensibilidade encontradas entre os testes de difusdo e o
Etest para os antimicrobianos podem estar relacionadas as diferencas entre as
metodologias empregadas segundo NCCLS (2005). Isto se deve, principalmente,
aos diferentes valores de concentragdes utilizados.

Zafalon et al. (2012), estudando estafilococos oriundos de mastite
subclinica em ovinos, avaliaram sete isolados resistentes a oxacilina pelo Etest.
Testes adicionais ndo foram realizados, mas sugere-se que esses isolados possam
ser hiperprodutores de betalactamases ou apresentem mecanismos de resisténcia
adicionais, como sugerido também por Martineau et al. (2000) e Terasawa (2006).
Nesse mesmo estudo, micro-organismos resistentes a oxacilina apresentaram maior
resisténcia contra outros antibiéticos, principalmente a penicilina G, cefepima e
gentamicina, quando comparados com 0s demais micro-organismos sensiveis a
oxacilina. Resultados semelhantes de multirresisténcia foram verificados por
Turutoglu et al. (2006) que detectaram Staphylococcus aureus e estafilococos
coagulase negativos fenotipicamente resistentes a oxacilina, dentre os quais 100%
dos Staphylococcus aureus foram também resistentes a penicilina G, amoxicilina,

cloxacina e gentamicina.
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Staphylococcus aureus que apresentam resisténcia a oxacilina sao,
frequentemente, resistentes a outros grupos de agentes antimicrobianos mais
comuns, como 0s aminoglicosideos, macrolideos, cloranfenicol, tetraciclina e
fluoroquinolonas, tornando-se um grande risco para 0 homem e animais em casos
de infecgdes (PAIANO e BENDENO, 2009).

Oliveira et al. (2001) avaliaram a tolerancia a vancomicina em isolados
hospitalares de Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina, o0s quais
apresentaram valores de concentracdes inibitérias minimas variaveis de 0,5 a 4
pug/ml. Nesse estudo, observou-se uma relagdo direta entre maior percentual de
tolerdncia a vancomicina e niveis mais elevados da CIM. Houve um aumento
paralelo dos valores, até que isolados com CIM de 4 ug/ml apresentaram 100% de
toleréncia.

Paiano e Bendeno (2009), estudando a presenca de Staphylococcus
aureus em recém-nascidos humanos saudaveis, detectaram isolados resistentes a
oxacilina (CIM: 8 pg/ml).

O aumento crescente da frequéncia de Staphylococcus aureus resistentes
a oxacilina e a possibilidade do aparecimento de amostras resistentes a vancomicina
tornam imprescindivel o desenvolvimento de novas drogas com atividade
antiestafilococica (FREITAS et al., 2005).

5.3 Atividade antimicrobiana - Psidium guajava L.

O extrato hidroalcodlico da folha de Psidium guajava L., por meio da
realizagdo da técnica de pocos (FIG. 5), apresentou atividade antimicrobiana contra
todos os isolados de Staphylococcus aureus, inibindo o crescimento microbiano em
todas as concentrac6es testadas (1600 ug/ml, 800 pg/ml e 400 pg/ml). A inibigéo foi
verificada devido a formacao de halos. Os valores dos halos (em mm) obtidos na

medicao foram crescentes, seguindo o aumento da concentragdo avaliada (TAB. 2).
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FIGURA 5 - Testes antimicrobianos com extrato de Psidium guajava L. contra Staphylococcus aureus
— Técnica de pogos/ 1: 400 pg/ml; 2: 800 pg/ml; 3: 1600 pg/ml; 4: Agua destilada; CLI: Clindamicina.
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TABELA 2. Atividade antimicrobiana de Psidium guajava L. — Medi¢céo dos halos (em

mm).

Amostras

WWWRNNNOMNMDRNORNOMNDMORN & = 2 o oo
N 2O OOV RDNAOOCONODTRWN 2 O©OONOORAWN =

33
Padrao

CN

[cNeoNoNeoNoNoNolNoNeolololoNeoNoloNoloNeololoNoNeoNoloNolNoNeoloNoNolNoNoNoNe)

CP
34
25
32
32
31

35
33
36
33
34
29
29
26
31

32
28
30
33
32
30
30
30
29
26
27
30
28
30
27
26
28
25
26
26

C1
21
27
19
21
22
26
21
25
24
25
20
17
13
20
25
22
19
24
22
19
19
19
20
17
16
20
17
20
20
24
19
21
17
17

C2
22
28
22
23
25
27
24
26
26
27
23
21

16
22
26
24
24
25
23
23
21

24
23
19
19
21

18
22
21

25
20
22
20
19

C3
26
29
24
26
26
28
26
28
27
29
24
23
17
26
27
25
25
26
26
25
22
25
25
20
20
23
20
24
22
26
24
23
24
20

CN: Controle negativo (Agua destilada).

CP: Controle positivo (Clindamicina — valor de referéncia de sensibilidade dos halos: 24 a 30 mm)

(NCCLS, 2005).
C1: 400 pg/ml.
C2: 800 pg/ml.
C3: 1600 pg/ml.
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Nessa pesquisa, foi observada a formacdo de halos de inibicdo, cujos
didmetros variaram de 13 a 36 mm para as concentracdes testadas.

Testando extratos aquosos de Psidium guajava L., Menezes et al. (2004)
obtiveram resultados positivos para a agcao antimicrobiana, com halos de inibicdo de
crescimento em torno de 25 mm para Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Goncgalves et al. (2008), em seus estudos in vitro com micro-organismos
extraidos de camarao, relataram que o melhor efeito inibitério foi observado com
extrato metandlico das folhas de Psidium guajava L. contra Staphylococcus aureus.
Os halos de inibigdo variaram entre 8,25 e 9,25 mm sob a concentragao estimada de
96,87 pg/ml, baseada nos dados apresentados pelos Autores.

Pereira et al. (2008) avaliaram e comprovaram a atividade antimicrobiana
dos extratos glicdlicos de Psidium guajava L. contra cepas padrao de
Staphylococcus aureus (ATCC 6538).

Holetz et al. (2002) encontraram acdo antimicrobiana do extrato
hidroalcodlico das folhas de Psidium guajava L. contra Candida albicans,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os resultados indicaram que as folhas
desta planta poderiam ser utilizadas para tratar patologias causadas por tais micro-
organismos devido ao seu efeito antimicrobiano.

Sanches et al. (2005) também obtiveram efeito inibitério por meio dos
extratos hidroalcodlicos e aquosos de Psidium guajava L. contra cepas padrdao de
Staphylococcus aureus.

No estudo realizado por Fonseca e Botelho (2010), avaliando micro-
organismos patogénicos da cavidade oral humana, o extrato bruto das folhas de
Psidium guajava L. demonstrou atividade antimicrobiana in vitro, reforcando a
indicac&o popular da planta também como antisséptica.

Gongalves et al. (2005) observaram que Streptococcus pyogenes,
Proteus mirabilis e Staphylococcus aureus apresentaram sensibilidade contra o
extrato de Psidium guajava L., ndo sendo constatada agao contra Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa.

Chah et al. (2006), utilizando o método de disco-difusdo em Agar,
descreveram a acgao antibacteriana de extratos da folha e da raiz de Psidium
guajava L. contra micro-organismos causadores de infeccbes intestinais:
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa,

Salmonella enteritidis, Bacillus cereus, Proteus sp, Shigella sp e Escherichia coli.
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Gutierrez et al. (2008), em revisao bibliogréafica, fizeram referéncia a trés
estudos que relataram substancias antibacterianas presentes em extratos
metandlicos da raiz e das folhas de Psidium guajava L., derivadas da quercetina das
folhas, um flavonoide natural.

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais pode ser avaliada através
da determinacdo de uma pequena quantidade da substancia necessaria para inibir o
crescimento do micro-organismo testado, esse valor €& conhecido como
Concentracao Inibitéria Minima (CIM). Um aspecto bastante relevante na
determinacdo da CIM de extratos vegetais € a preocupagdo em relacdo aos
aspectos toxicolégicos, microbiolégicos e legais pertinentes aos compostos naturais
ou suas combinagdes (PINTO et al., 2003).

Foram testadas as concentragdes de 1600; 800; 400; 200; 100; 50; 25;
12,50; 6,25; 3,125; 1,5625 e 0,78125 pg/ml do extrato liofilizado resuspenso em
agua destilada estéril.

Todos 0s micro-organismos isolados apresentaram halos de inibicdo no
teste de difusdo em Agar e, também, apresentaram CIM nas concentracdes de 200;
400; 800 e 1600 pg/ml do extrato hidroalcodlico de Psidium guajava L.

Mahfuzul Hoque et al. (2007) encontraram como CIM para Staphylococcus
aureus 100 yg/ml em testes in vitro com extratos etandlicos de folhas de goiabeira.

Sanches et al. (2005), usando o0 ensaio de microdiluicdo em caldo com
extratos aquosos e hidroetandlicos das folhas, raizes e casca do caule de Psidium
guajava L. contra Staphylococcus aureus, encontraram as respectivas CIMs: 500,
250 e 125 pg/ml, sendo os extratos hidroetandlicos os mais ativos.

Na presente pesquisa, todos os isolados de Staphylococcus aureus
apresentaram CMM de 1600 pg/ml e 800 pg/ml (maiores concentracoes testadas),
nas quais ndo foi observado crescimento microbiano em placas.

Garcia (2010) constatou uma CMM de 46,75 pg/ml do extrato de Psidium
guajava L. contra isolados de Staphylococcus aureus oriundos de casos de
infeccées hospitalares. O extrato obteve agéo antimicrobiana contra 84,6% dos
isolados.

Uma tentativa de manter o uso de antimicrobianos atuais pode ser
encontrada em sua combinagcdo com outros produtos, como os produtos naturais,

que representariam uma opcao terapéutica no tratamento de infec¢coes causadas por
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Staphylococcus aureus e outros patdgenos no que diz respeito ao aparecimento
crescente de resisténcia multipla (MUSUMECI et al., 2003; PEREIRA, 2000).

No estudo desenvolvido por Maia et al. (2009), os resultados obtidos da
associacdo do extrato de goiabeira com cefalexina contra isolados de
Staphylococcus aureus, oriundas de amostras bovinas, variaram de uma
concentracgao inibitéria de 1:4 a 1:256 pg/ml. A associagao norfloxacina e goiabeira
variou de concentracoes de 1:16 a 1:64 yg/ml.

Betoni et al. (2006), utilizando extratos etandlicos de folhas de goiabeira
com concentragdo de 131,75 pg/ml contra isolados de Staphylococcus aureus,
conseguiram diminuir a CIM de 52 para 13 pg/ml, realizando associagdes desse
extrato com antibidticos (tetraciclina, cloranfenicol, eritromicina, vancomicina,
oxacilina, cefalotina, ampicilina, cefoxitina, cotrimoxazole) e a eficicia foi de 47,68%.

Os resultados obtidos na atual pesquisa estao coerentes com o histérico
da atividade antimicrobiana da espécie vegetal estudada, quanto a agdo microbicida
e a demonstracdo de que isolados de Staphylococcus aureus mostraram-se
sensiveis ao extrato hidroalcodlico utilizado. No entanto, € importante ressaltar que a
andlise da atividade antimicrobiana nos diversos estudos citados foi realizada por
diferentes metodologias e concentracbes, o que torna difici uma andlise
comparativa fidedigna (PEREIRA et al., 2008).

As variagdes referentes a determinacdo da CIM de extratos de plantas
podem ser atribuidas a muitos fatores. Dentre eles, pode-se citar a técnica aplicada,
0 micro-organismo e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época da
colheita, se os extratos foram preparados a partir das plantas frescas ou secadas e a
quantidade de extrato testada. Assim, ndo existe método padronizado para
expressar os resultados de testes antimicrobianos de produtos naturais (FENNER et
al., 2006).

De acordo com Pereira et al. (2010), esses méetodos e suas variantes
devem ser adaptados e escolhidos conforme as facilidades operacionais que
permitam ensaios relativamente rapidos e simples, com custo compativel. E
importante que as adaptacbes sejam testadas e padronizadas para se obter
reprodutibilidade e garantir, assim, que os resultados sejam confiaveis.
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6 CONCLUSOES

Nas propriedades rurais objetos da investigacao, Staphylococcus
aureus apresentaram alta prevaléncia nas infeccoes.

A maioria dos antimicrobianos testados apresentou boa agao in
vitro contra Staphylococcus aureus. Assim, a realizacdo de
antibiogramas é de grande importancia para que novos principios
ativos sejam utilizados, minimizando casos resistentes no plantel e
facilitando o tratamento de enfermidades que acometam os
animais destinados a producao leiteira.

A utilizacdo do extrato hidroalcodlico da folha de Psidium guajava
L. poderia ser uma alternativa a crescente resisténcia dos micro-
organismos aos antimicrobianos comercializados e empregados na
pratica veterinaria. Outros estudos, associados aqueles in vivo,
poderiam agregar informagdes potencialmente favoraveis ao uso

deste extrato no tratamento da mastite em gado bovino leiteiro.
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