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1. INTRODUCAO

Uma das principais enfermidades que acometem vacas leiteiras é a mastite,
causada por multiplos fatores e etiologias e responsavel por prejuizos econdmicos
ao produtor (FOGSGAARD et al., 2015). Seu tratamento e prevencao sao feitos
geralmente com antimicrobianos e desinfetantes convencionais, que pelo seu uso
indiscriminado acabam promovendo resisténcia microbiana e deixando residuos
ambientais (ADEHAN et al., 2016; ANDREOTTI et al., 2011), indicando a necessi-
dade de desenvolver alternativas de controle e prevencédo da doenca.

O uso de fitoterapicos é viavel econdmica e ambientalmente. Além de deixar
menor residuo ambiental, as plantas possuem uma matriz complexa de compostos
que dificultam o desenvolvimento da resisténcia microbiana (DILBATO et al., 2019)
e também contribuem no desenvolvimento de produtos votados a sistemas de pro-
ducéo organico e/ou agroecoldgico (ALTIERI, 2004; SCHUCH et al., 2008). Alguns
estudos relacionados ao uso de fitoterapicos como antimicrobianos e desinfetantes
trazem resultados interessantes quanto ao uso de extratos e outros preparos de
Tagetes minuta L. (BILHALVA, 2015; MOREIRA, 2021).

Esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito antimicrobiano dos extratos
metandlico e etandlico de T. minuta frente a cepas padréo de Staphylococcus au-
reus e Pseudomonas aeruginosa.

2. METODOLOGIA

Os extratos de T. minuta foram produzidos a 10% (m/v) (SCHUCH et al.,
2008; MOREIRA 2022) a partir de plantas secas e congeladas, cultivadas para esse
fim. Ainda, passaram pelo processo de rotaevaporagéo e liofilizagado conforme des-
crito por MOREIRA (2022), e armazenados em frascos estéreis a -20°C, até sua
ressuspenséao a 2% (m/v) em agua e Tween 80 (1%), para uso nos testes.

A avaliacdo antimicrobiana foi realizada pela técnica de microdiluicdo em
caldo (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2016) com adaptacdes, frente a
quatro densidades populacionais distintas (10° 104, 103 e 102 UFC/mL), conforme
sugerido por MOREIRA (2022), de cepas padrdo de S. aureus ATCC 6538 e P.
aeruginosa ATCC 15442. Os respectivos in6culos foram preparados em solucao
salina (0,85%) (MOREIRA 2022) seguidos de diluicdes de base 10 até atingir as
densidades. Para cada placa, foi feito controle positivo e negativo de crescimento.

As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C = 1°C por 24h. Apdés,
foram retiradas e foi feito o plaqueamento de 3pL de cada um dos 96 pogcos em
placas de Petri contendo agar TSA (Agar Tryptic Soy), para confirmacgéo da leitura
do teste com revelador, seguida de incubagdo em mesma temperatura e tempo.
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Apos a retirada dessa aliquota, os orificios da microplaca foram preenchidos com
25uL do corante revelador Resazurina (0,02%) (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-onalo-
oxido, Merk®, EUA), e incubados novamente em mesma temperatura por 30 minu-
tos, a fim de verificar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM), representada pela
conversao da cor azul em rosa, feita pelas bactérias que permaneceram metaboli-
camente viaveis apds o contato com os extratos (PALOMINO, 2002). Os testes
foram realizados em duplicata e com trés repeticdes por cepa e por extrato.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo de biocompostos fitoterapicos vem sendo realizada com diferen-
tes técnicas, que podem variar de acordo com o tipo de substéancia e efeito dese-
jado (ROSA et al., 2017). Os extratos secos produzidos, possibilitam o armazena-
mento em menores volumes e melhor conservagdo de suas propriedades (OLI-
VEIRA et al., 2006). Em vista disso, as extracdes metandlica e etandlica se mos-
tram interessantes para producéo de solugées com potencial antimicrobiano.

O revelador resazurina se mostrou eficiente na leitura dos testes, indicando
a concentracao do extrato que apresentou efeito inibitorio, confirmada pelo plaque-
amento do conteudo dos orificios demonstrando crescimento ou inibicdo (Figura 1).
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Figura 1. A - Microplaca de teste extrato com etanollco frente a S aureus com
revelador resazurina evidenciando a linha da CIM para as diferentes densidades
populacionais; B - Confirmacéo de CIM com plagueamento dos contetdos dos
orificios e seus respectivos crescimentos conforme revelado pelo corante.

Os valores das concentracdes dos extratos responsaveis pela inibicdo do
crescimento bacteriano estdo demonstrados na Tabela 1, evidenciando que frente
a S. aureus o extrato etandlico teve uma reducdo proporcional na concentracao
necessaria para inibicdo dos inéculos conforme suas densidades foram diminuindo.
MOREIRA (2022), com extrato etandlico e SOUZA et al. (2000), com a planta em
decocto encontraram essa mesma tendéncia.

Tabela 1- Concentracgéo Inibitoria Minima (CIM) dos Extratos Etandlico e Metan6-
lico de T. minuta frente as cepas testadas e suas respectivas densidades.

In6culos UFC/mL 10° 104 10° 10?

S. aureus CIM (mg/mL) Extrato Etandlico 0,356 0,281 0,234 0,0782
' CIM (mg/mL) Extrato Metandlico 0,459 0,272 0,385 0,146

P aeruginosa CIM (mg/mL) Extrato Etanélico 0,374 0,374 0,381 0,450
' 9 CIM (mg/mL) Extrato Metandlico 0,899 0,557 0,385 0,214

*Os valores de CIM esté@o expressos em médias, calculadas a partir das trés repeticdes realizadas.
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J& para P. aeruginosa, essa reducao nao foi observada com extrato etano-
lico, mas a mesma tendéncia de reducdo se deu com extrato metanolico, apesar
das concentracdes inibitérias ndo terem sido tdo baixas quanto como foram frente
a S. aureus. MOREIRA, (2021) teve bons resultados em testes desinfetantes frente
a bactéria P. aeruginosa, utilizando a mesma planta o que nos remete ao seu bom
potencial. No entanto, a apresentacao da solugcédo em teste era em preparo distinto
0 que provavelmente diferiu de nosso resultado. Testes utilizando mesma planta e
extratos em concentracées menores foram realizados por OLANDA et al. (2019), e
demonstraram, assim como nosso trabalho que o extrato em questao néo foi efetivo
pra Pseudomonas.

Outros trabalhos encontraram valores de CIM superiores e mesmo inferiores
frente a estas bactérias, o que demonstra provavel variacdo na composicao das
solucdes testadas, seja pelo preparo, conservacdo ou mesmo da composicdo da
propria planta, a qual ha relatos demonstrando que métodos, periodos de colheita
e até mesmo ambiente, podem interferir na distribuicdo de seus compostos (BI-
LHALVA, 2015; SPERANDIO, 2016).

4. CONCLUSOES

Nas condi¢es do presente trabalho, foi possivel observar que as diferentes
concentracdes dos extratos demonstraram eficacia frente as diferentes densidades
de in6culo bacteriano, com tendéncia a diminuir a CIM proporcionalmente a redu-
cdo da concentracao bacteriana, com excec¢do do extrato metandlico sobre a P.
aeruginosa, onde essa tendéncia nao foi observada.
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