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RESUMO

Os estafilococos e estreptococos sao bactérias presentes na pele e nas superficies epiteliais de
inimeros hospedeiros animais. Staphylococcus aureus e algumas espécies Streptococcus sp.
apresentam patogenicidade, podendo causar doencas clinicas tanto em humanos quanto em
animais. A alta frequéncia de resisténcia antimicrobiana consiste em grande preocupacao para
os 0rgaos de saude publica e animal. Diante deste problema, a busca por compostos extraidos
de plantas tém sido cada vez mais explorados como alternativa ao uso de antimicrobianos.
Assim, o objetivo deste trabalho constituiu em analisar a acdo antimicrobiana do extrato da
folha de café arabica (Coffea arabica) em cepas de S. aureus e Streptococcus sp. isoladas de
amostras provenientes de animais atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal
de Uberlandia, com intuito de buscar alternativas naturais e eficazes em substitui¢ao ao uso de
antimicrobianos. Avaliou-se a acdo antimicrobiana do extrato da folha de Coffea arabica
(concentragdes em mg/ml: 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312; 0,156) em oito cepas de S. aureus
e cinco cepas de Streptococcus sp., utilizando o método de micro diluigdo em caldo para preparo
das diferentes concentragdes do extrato da planta, e posterior determinacdo da concentragao
bactericida minima (CBM). Cada cepa foi analisada em triplicata. A associacdo entre as
diferentes concentracdes do extrato de planta e o crescimento bacteriano foi analisada utilizando
o teste de qui-quadrado, com o auxilio do software Jamovi. Nos casos em que as frequéncias
esperadas foram baixas, foi aplicado o teste exato de Fisher para garantir maior precisdo na
analise dos dados. Para S. aureus foi observada resposta ou auséncia de crescimento nas
seguintes concentragdes: 2,5 mg/ml (1 cepa — 12,5%), 5,0 mg/ml (1 cepa — 12,5%), 10 mg/ml
(2 cepas — 25%), 20 mg/ml (3 cepas — 37,5%) e uma cepa (12,5%) cresceu em todas as
concentragdes avaliadas (p < 0,001). J& para Streptococcus sp. a CBM foi de 20 mg/ml para 4
das 5 cepas avaliadas (80%), enquanto uma cepa nao respondeu a nenhuma das concentragdes
testadas (p < 0,001). Diante destes resultados, observou-se que S. aureus apresentou uma
resposta crescente conforme a concentracdo do extrato de café aumentava. Esses resultados
indicam que o extrato de Coffea arabica tem potencial como composto antimicrobiano contra

ambas as espécies bacterianas avaliadas, com uma eficacia particularmente alta para S. aureus.

Palavras-chave: café arabica; CBM; resisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT

Staphylococci and streptococci are bacteria found on the skin and epithelial surfaces of
numerous animal hosts. Staphylococcus aureus and some Streptococcus spspecies have
pathogenicity and can cause clinical diseases in both humans and animals. The high frequency
of S. aureus strains resistant to antimicrobials is another major concern for public and animal
health organizations. In the face of this problem, the search for compounds extracted from
plants has been increasingly explored as an alternative to the use of antimicrobials. Therefore,
the aim of this study was to analyze the antimicrobial action of Arabica coffee leaf extract
(Coffea arabica) in S. aureus and Streptococcus strains isolated from samples obtained from
animals treated at the Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia, with the aim
of finding natural and effective alternatives to the use of antimicrobials. The antimicrobial
action of Coffea arabica leaf extract (concentrations in mg/ml: 20; 10; 5; 2.5; 1.25; 0.625;
0.312; 0.156) was evaluated in 8 strains of S. aureus and 5 strains of Streptococcus, using the
broth microdilution method to prepare the different concentrations of the plant extract and
subsequently determine the minimum bactericidal concentration (MBC). Each strain was
analyzed in triplicate. The association between different concentrations of the plant extract and
bacterial growth was analyzed using the chi-square test, with the aid of Jamovi software. In
cases where the expected frequencies were low, Fisher's exact test was applied to ensure greater
accuracy in the data analysis. For Staphylococcus aureus, response or no growth was observed
at the following concentrations: 2.5 mg/ml (1 strain — 12.5%), 5.0 mg/ml (1 strain — 12.5%), 10
mg/ml (2 strains — 25%), and 20 mg/ml (3 strains — 37.5%). One strain (12.5%) grew at all
concentrations tested (p < 0.001). For Streptococcus sp., the minimum inhibitory concentration
(MIC) was 20 mg/ml for 4 out of the 5 strains tested (80%), while one strain did not respond to
any of the tested concentrations (p < 0.001). These results indicate that S. aureus showed a
progressively increased response as the concentration of the coffee extract increased. These
findings suggest that Coffea arabica extract has potential as an antimicrobial compound against

both bacterial species tested, with particularly high efficacy against Staphylococcus aureus.

Keywords: arabica coffee; MIC, antimicrobial resistance
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) ou World Health Organization
(WHO), bactérias resistentes a medicamentos sao aquelas descritas como resistentes a diversos
antibioticos e agentes antimicrobianos (WHO, 2022). A Organiza¢do Mundial de Saude Animal
(OMSA) ou World Organisation for Animal Health (WOAH, anteriormente conhecida como
OIE), faz a definicdo de agentes antimicrobianos como sendo toda substdncia natural,
semissintética ou sintética, que apresenta propriedade ou agdo antimicrobiana, sendo capaz de
matar ou inibir o crescimento de microrganismos em concentragdes alcangaveis in vivo. No
entanto, a ocorréncia de bactérias resistentes torna o cenario desafiador, pois por nao
responderem mais a medicamentos seu controle ¢ dificultado frente ao dificil tratamento de
infecg¢des e a disseminagao de doencas (WOAH, 2021).

Nesse contexto, a década de 40 foi um marco histérico para a medicina humana e
animal, uma vez que com o reconhecimento dos antimicrobianos, doencas infeciosas de dificil
tratamento, que antes causavam alta mortalidade, puderam ser sanadas com o uso destas
substancias. Inicialmente, havia uma crenca estabelecida de que antimicrobianos eram seguros,
no entanto, atualmente médicos alertam sobre incertezas quanto aos efeitos a longo prazo desses
medicamentos, pois € evidente que seu uso foi limitado quando microrganismos desenvolveram
genes capazes de conferir resisténcia. Dessa forma, microrganismos causadores de infec¢oes
que até entdo eram tratadas de forma eficiente deixaram de responder a diversas classes de
antimicrobianos (Collignon; Mcewe, 2019; Kumar et al., 2021).

Staphylococcus aureus e outros estafilococos, assim como alguns Streptococcus fazem
parte da microbiota intrinseca do organismo de seres humanos e demais animais. Contudo, esses
microrganismos tém o potencial de se tornarem patdogenos oportunistas, propiciando a
ocorréncia de infecgdes de pele, bem como infec¢cdes em feridas, em fechamentos cirurgicos,
no trato urinario de caes e gatos e otite (Blondeau, 2017; Collignon; Mcewe, 2019; Deb et al.,
2020).

Segundo Jong et al. (2020) as bactérias dos géneros Staphylococcus e Streptococcus
representam riscos significativos para a satide humana e animal, sendo essa preocupagao ainda
mais acentuada em um cendrio onde tais bactérias podem desenvolver resisténcia a quase todos
os medicamentos antimicrobianos. A presente problematica da crescente taxa de resisténcia tem
tomado propor¢des além da medicina humana, visto que, essa temdatica vem sendo notada pela

medicina veterinaria.



Estima-se que, se a resisténcia antimicrobiana continuar a se desenvolver conforme sua
trajetdria atual, em torno de 10 milhdes de mortes deverdo ocorrer em todo o mundo até 2050,
superando até¢ mesmo o cancer (Kumar ef al., 2021). Diante deste cenario, 6rgaos oficiais de
saude no mundo tém se unido nas ultimas décadas para avaliar os efeitos da resisténcia
antimicrobiana e desenvolvido estratégias para minimizar seus efeitos.

Os inumeros casos de doencas infecciosas causadas por S. aureus ndo sdo decorrentes
da falta de informacao sobre essa bactéria, visto que, diversos estudos foram feitos para o
entendimento de sua viruléncia. Esse fato, entdo, se deve principalmente a inexisténcia de uma
vacina eficaz e da forte capacidade de resisténcia antimicrobiana, devido a presenca do gene
mecA (Cheung et al., 2021; Quinn et al., 2018). Ademais, o uso generalizado de
antimicrobianos foi a principal razao pela qual houve um crescente aumento das taxas de
resisténcia. Frente a esse cenario, também cresceu a necessidade por novos tratamentos
alternativos capazes de conter os prejuizos causados por esse patdogeno e evitar a evolucao de
uma multirresisténcia (Ahmad-Mansour et al., 2021). Entretanto, a falta de medicamentos
eficazes foi uma consequéncia da resisténcia antimicrobiana (Araujo ef al., 2022). Dessa forma,
a atual insuficiéncia no desenvolvimento de novos antimicrobianos eficazes e a resisténcia de
algumas bactérias aos antimicrobianos ja existentes leva a necessidade de estudar novos meios
de sanar essa problematica, como por exemplo produtos naturais sustentaveis de origem vegetal
e animal (CD59/INF/10, 2021; Kumar et al., 2021). Como exemplo disso, pode-se citar o uso
de extratos de plantas que detém mecanismos e propriedades capazes de substituir
medicamentos antimicrobianos. Por isso, substancias antimicrobianas naturais despertaram o
interesse de pesquisadores, pois € notorio que algumas plantas possuem diversas propriedades
antimicrobianas bastante eficazes, além de serem mais seguras para o ser humano (Bajpai et
al.,2013; Eliseu et al., 2017).

O extrato da folha de Coffea arabica, pertencente a familia botanica Rubiaceae, tem
sido estudada como uma alternativa promissora, pois o Brasil ¢ um grande produtor de café,
portanto, predispdoe de uma grande quantidade de folhas durante todo o ano, o que facilita a
realizacdo de estudos para avaliacao de suas propriedades, incluindo sua a¢do antimicrobiana.

O objetivo deste trabalho foi analisar a agdo antimicrobiana do extrato das folhas de café
arabica em cepas multirresistentes de S. aureus e Streptococcus sp. isoladas de diferentes
espécies animais atendidas no Hospital Veterindrio (HV) da Universidade Federal de

Uberlandia (UFU), pelo uso da técnica de concentragdo bactericida minima (CBM).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Staphylococcus aureus: caracteristicas, patogenicidade e relevancia clinica para as

espécies animais

Os estafilococos possem caracteristicas morfoldgicas que distinguem este grupo de
bactérias das demais, como a auséncia de flagelos e a incapacidade de locomog¢dao. Uma
autapomorfia notavel do género Staphylococcus é o fato de apresentarem-se na forma de cocos,
derivando-se assim o nome desse género de bactérias com formato esférico. Os estafilococos
pertencem a familia Micrococcaceae, da qual fazem parte as bactérias gram-positivas, que
apresentam uma camada espessa de peptideoglicanos. Sdo conhecidas também por serem
resistentes as mais diversas condigdes mesmo aquelas que ndo sao favoraveis e, apesar de nao
formarem esporos, sdo capazes de resistir por longos periodos no ambiente. Além disso, sdo
bactérias onipresentes, portanto, coexistem no ambiente, estando presente em objetos
inanimados, seja em roupas, utensilios e até mesmo na propria microbiota normal da pele
humana e animal, assim como também no trato digestivo e respiratorio em cerca de 50 a 70%
de individuos normais. A produ¢do da enzima coagulase ¢ uma das formas mais utilizadas para
diferenciagdo das espécies de Staphylococcus uma vez que as espécies ndo produtoras da
enzima apresentam menor patogenicidade quando comparadas as espécies coagulase-positivas,
de maior patogenicidade (Mcvey et al, 2016; Quinn ef al., 2018; Tavares, 2018).

Acometem uma variedade de hospedeiros de sangue quente, incluindo bovinos, ovinos,
caprinos, suinos, equinos, gatos e aves domésticas (Quinn et al., 2018). Além disso, ¢
importante destacar também que em cada hospedeiro a bactéria causa doengas diferentes.

S. aureus destaca-se dentre as espécies do género Staphylococcus, sendo reconhecida
como uma das principais espécies causadoras de doengas tanto em seres humanos quanto em
animais (Mcvey et al.,2016). Este microrganismo coexiste no organismo humano e em animais,
sendo notéavel por sua combinagdo de viruléncia mediada por toxinas, invasividade e resisténcia
a antibidticos (Kadariya et al, 2014), tendo como os principais locais de colonizagdo a
microbiota normal da pele (Ahmad-Mansour et al., 2021) e intestino (Cheung et al., 2021).

Por se tratar de um patdégeno zoonotico, S. aureus ¢ capaz de realizar transmissao
horizontal por contato direto e indireto entre animais infectados e seus tutores por meio de
mordidas, arranhdes ou por objetos contaminados das instalacdes onde esses animais de

estimagao sdo criados. Evidéncias mostram que a transmissao de S. aureus resistentes podem
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possivelmente ser passados do homem para os animais de companhia como também pode

ocorrer dos animais passarem para seus tutores (Blondeau, 2017).

Esta é um potencial preocupagio de saude publica porque o MRSA' de humanos pode
estar causando infec¢cdes em animais de estimacdo, e os animais de estima¢do podem
ser fontes de MRSA para infec¢do humana (Faires ef al., 2009, p.1).

Como consequéncia da situacao de uma resisténcia a nivel zoondtico esta o aumento do
agravamento da doenga, falhas no tratamento, mortalidade e altos custos de tratamento de
infecc¢des tanto para humanos como para animais (Stefanska et al., 2022).

Embora seja dificil identificar se o patdgeno encontrado no tutor e no animal sejam de
fato os mesmos, sabe-se que cepas de Staphylococcus encontradas em humanos também sao
comumente encontradas em animais de companhia, tornando a identificacao e o tratamento para
as duas espécies ainda mais dificil (Blondeau, 2017; Collignon; Mcewe, 2019; Weese, 2010).
A identificagdo desse fenomeno se torna um desafio pois ha poucas informagdes relacionadas
a ocorréncia simultdnea, por exemplo, de MRSA (Staphylococcus aureus resistente a
meticilina) em humanos e animais de estimacao no mesmo domicilio (Faires et al., 2009).
Investigacdes realizadas por Faires et al. (2009) demonstraram a ocorréncia de MRSA e
realizaram a comparagdo destas cepas em duas avaliagdes entre pessoas e animais de estimacao
que conviviam no mesmo ambiente. As amostras foram de swab nasal em humanos e amostras
de swab nasal e retal foram coletadas de cdes e gatos, como resultado foi relatado que houve
transmissdo, mas ndo se sabe a direcdo dessa transmissdo (Faires ef al., 2009). Sendo assim,
determinar o tipo de cepa ndo nos diz se a transmissdo ocorreu do homem para o animal ou por
via contraria, pois as cepas que causam infec¢des mais encontradas em animais de companhia
também sdo as mais comumente encontrados em humanos (Morris et al., 2006).

Em outro estudo, realizado em um hospital veterinario da Itilia, mostrou a
complexidade desse problema, pois apesar de os patdogenos encontrados nao serem
multirresistentes, eles apresentaram resisténcia a algumas classes. Além disso, nesse estudo foi
concluido que de fato o tratamento com antimicrobianos tradicionais foi um dos responsaveis
pelo fendmeno de aumento do potencial de resisténcia das bactérias. Nesse experimento, foram
realizados tratamentos personalizados no uso de antibioticos para tratamento de infeccdo do
trato urinario de caninos e felinos. Foram isolados FEscherichia coli, Proteus
mirabilis e Streptococcus canis em caes, e Escherichia coli, Staphylococcus

pseudintermedius e Staphylococcus aureus foram isolados em gatos, e apesar de ndo serem

' MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina
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cepas multirresistentes, todos os estafilococos se mostraram resistentes a meticilina (Vercelli et

al., 2021).

2.2 Streptococcus sp.: caracteristicas, patogenicidade e relevancia clinica para as espécies

animais

Estreptococos fazem parte da familia Streptococcaceae, e assim como os estafilococos
s30 cocos gram-positivos, imdveis, nao formadores de esporos, dispostos em pares ou em
cadeias de tamanhos varidveis, anaerdbicas facultativas, catalase-negativa e patdogenos
oportunistas para humanos e animais. Possuem mais de 60 espécies do género, mas apenas
algumas espécies de estreptococos sdo capazes de causar alguma patologia. A maioria dos
estreptococos de interesse veterinario vivem de modo comensal, e individuos saudaveis podem
apresentar espécies de estreptococos nos tratos respiratorios superior, gastrointestinal e genital
(Haenni et al., 2018; Mcvey et al, 2016; Quinn et al., 2018; Tavares, 2018).

As espécies dessa bactéria sdo agrupadas conforme suas propriedades biologicas,
podendo ser classificados como estreptococos que causam infe¢des em pessoas € animais,
aqueles presentes na pele e nas membranas mucosas, associados a leite e produtos lacteos,
estreptococos da flora intestinal normal (Mcvey et al, 2016).

Algumas particularidades podem ser observadas nesse género, pois possuem algumas
exigéncias quanto ao ambiente, ndo sendo todos os ambientes favoraveis para o seu crescimento
e proliferacdo (Mcvey et al, 2016).

Alguns estreptococos acometem apenas um hospedeiro exclusivo, mas em outros casos
podem ser patolégicos para mais de uma espécie (Haenni et al., 2018). Portanto, diversas
espécies acometem caes e gatos, entre essas espécies se destaca S. agalactiae, sendo esse um
patdgeno especializado das glandulas mamarias onde se multiplica, invade e bloqueia os ductos
lactiferos. Esse microrganismo acomete bovinos, ovinos, caprinos, humanos e caes, causando
mastite cronica e septicemia neonatal. S. canis acomete carnivoros e causa septicemia neonatal,
doengas supurativas, sindrome do choque toxico (Quinn et al., 2018).

Em caes a ocorréncia de infecg¢@o por S. canis esta associada a pneumonia. Além disso,
causa septicemia em recém-nascidos, caracterizada por uma infeccdo grave causada pela
presenca de bactérias na corrente sanguinea. Em gatos as infec¢des sdo semelhantes aquelas
citadas por cdes, entretanto, nota-se que gatos sao mais resistentes a infecgcdes causadas por
Streptococcus, sendo mais acometidos gatos com sistema imunoldgico comprometido ou

neonatos. Em ambas as espécies também causa uma sindrome chamada sindrome do choque
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toxico, causando também fasciite necrosante, onde pode levar a necrose de tecidos. Também
pode levar a ocorréncia de metrite, artrite, mastite, infeccdo neonatal e infeccdo urogenital
(Mcvey et al, 2016).

Um estudo realizado na Universidade do Vale da Paraiba avaliou a prevaléncia de
bactérias multirresistentes na cavidade nasal de equinos assintomdticos para doencas
respiratorias, por meio da colheita de swab nasal de 50 animais. Os resultados deste estudo
demonstraram dados preocupantes visto que todas as cepas analisadas apresentaram
multirresisténcia, incluindo o género Staphylococcus e Streptococcus, as quais apresentaram
resisténcia total ou intermediaria a praticamente todos os antimicrobianos testados (Souza et

al., 2020).

2.3 Resisténcia antimicrobiana em Staphylococcus aureus e Streptococcus sp.

O desenvolvimento de agentes antimicrobianos foi tido como um marco na historia da
ciéncia mundial, visto que, a ocorréncia de doengas bacterianas tomava propor¢des mais
drasticas. Por isso, nos anos 1970 a perspectiva para o uso de antimicrobianos era extremamente
positiva, pois dessa forma esses medicamentos poderiam ser utilizados para tratar diversas
infec¢des bacterianas. Todavia, nesse periodo ainda ndo eram conhecidas as consequéncias do
uso inadequado e sobredosagens de antimicrobianos na satide humana e animal, com isso houve
uma evolucdo da resisténcia a droga. Vale ressaltar que os antimicrobianos ainda sdo utilizados
na produg¢@o animal, como por exemplo, atuando como melhoradores de desempenho, devendo
redobrar o cuidado para evitar a evolugdo de cepas multirresistentes (Eliseu et al., 2017; Lowy,
2003).

A OMS pontuou a resisténcia antimicrobiana como uma ameaca global a satde, se
tornando uma complexidade a ser enfrentada a nivel internacional. Por isso, foi necessario criar
um Plano de Ac¢ao Global sobre Resistencia Antimicrobiana aprovado pela 68° Assembleia
Mundial da Saude para prevenir e controlar essa ameaca, além de garantir que o uso de
medicamentos fosse feito de maneira adequada sem que essas drogas estejam amplamente
disponivel para a populacdo, pois € notavel a falta de no¢des educativas para a populagdo quanto
ao uso de medicamentos, levando a pratica da automedicagdo, além da administracdo de
superdose ou ainda o uso profilatico desnecessario. Como resultado dessas praticas, dados
mostram que o uso irracional levou a um aumento do uso de antimicrobianos em 65% entre os
anos de 2000 e 2015, sendo esse cenario observado principalmente em paises de baixa e média

renda média populacional (Araujo ef al., 2022; CD59/INF/10, 2021).
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O Plano de Acdo Global sobre Resisténcia Antimicrobiana conscientiza sobre a
necessidade de otimizar o uso de medicamentos antimicrobianos na satide humana e animal.
Além disso, orienta os paises a elaborarem estratégias para conter a resisténcia antimicrobiana
e, também, monitorar o uso racional de agentes antimicrobianos. Também tem como metas
conscientizar a populagdo sobre o uso racional, além de aumentar a vigilancia para aquisi¢ao
de medicamentos, visto que, em muitos paises esse processo ¢ extremamente falho, pois nao ha
um controle que seja de fato efetivo. Por tomar proporgdes globais, 34 paises ja concluiram ou
estao elaborando um plano de agao nacional reconhecendo a resisténcia antimicrobiana como
um problema prioritario e que requer agdo intersetorial pelos setores da saude, agricultura e
pecuaria, pois € necessario desenvolver medidas conjuntas que abordem uma visdo de Saude
Unica, garantindo a protecdo da saide humana, vegetal, ambiental, dos animais de producao,
silvestres e de companhia (CD59/INF/10, 2021; Colligno; Mcewe, 2019; WOAH, 2021). Apos
declarar apoio total ao Plano de Ac¢ao Global sobre a resisténcia antimicrobiana, a Organizagao
Mundial de Satide Animal (WOAH) criou uma base de dados global que organiza e gerencia o
uso de antimicrobianos em animais, a fim de monitorar e prevenir o uso inadequado. No ano de
2016 foi realizada uma estimativa com dados de 92 paises e foi encontrado um valor de uso de
antimicrobiano de 153,02 mg/kg com base no peso vivo, sendo esse fato um demonstrativo da
falta de prescricdo adequada de medicamentos veterinarios e a auséncia de um controle efetivo
nesse ambito, pois esses produtos podem eventualmente circular pelo mercado sem uma
verificagdo da sua qualidade e procedéncia, e sem diagnoésticos clinicos que justifiquem seu
uso. Todos esses fatores intensificam ainda mais a resisténcia previamente citada (WOAH,
2021).

Nao apenas o uso de antimicrobianos na producao animal foi responsavel pelo aumento
da resisténcia, visto que, microrganismos (incluindo bactérias resistentes) infectam os animais
por outras maneiras também, como o manejo inapropriado de dgua contaminada, esgoto,
residuos das industrias farmacéuticas, solos contaminados e aguas residuais em geral, ou ainda
pelo contato com outros animais ou humanos infectados. Todas essas possiveis vias
intensificaram ainda mais as taxas de resisténcia (Collignon; Mcewen, 2019; Graham et al.,
2019).

Diversas classes de antimicrobianos sao usadas para tratar animais com infecgdes
estreptococicas, como penicilinas, macrolideos, lincosamidas, fluoroquinolonas e tetraciclinas.
Diante disto, foi observado um fenotipo de resisténcia de estreptococos isolados em todo o
mundo. Para se entender a real situa¢do da resisténcia antimicrobiana ¢ importante a coleta de

dados de qualidade e o monitoramento eficaz da presente taxa de resisténcia feito por uma
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regido ou pais, no entanto, dados a respeito da resisténcia antimicrobiana em estreptococos de
origem animal foram negligenciados, sendo realizados apenas por alguns programas de
monitoramento (Haenni, 2018). Os motivos que levam aos dados referentes a animais de
companhia serem ignorados ¢ muitas vezes ndo registrados (Li et al., 2021), podem estar
relacionados ao fato de que as dosagens administradas sdo inferiores quando comparadas as
utilizadas em humanos e animais de producgdo. Entretanto, vale ressaltar que as classes de
medicamentos veterinarios usadas sao muitas das vezes as mesmas prescritas para tratamento

de seres humanos (Collignon; Mcewe, 2019; Graham ef al., 2019).

Apenas algumas classes antimicrobianas sdo reservadas exclusivamente para
humanos (por exemplo, carbapenémicos). Existem também algumas classes limitadas
ao uso veterinario (por exemplo, flavofosfolipéis, ionoforos); principalmente devido
a toxicidade para humanos. Os antimicrobianos usados em animais de companhia (por
exemplo, cdes, gatos, passaros de estimagdo, cavalos) sdo amplamente semelhantes
aos usados em humanos, com antimicrobianos administrados principalmente em uma
base individual para tratar infeccdes e, ocasionalmente, para profilaxia, como pos-

cirurgia (Collignon; Mcewe, 2019, p.2).

As infeccdes por S.aureus e Streptococcus continuam sendo uma grande problematica
devido aos tratamentos inefetivos devido, principalmente, a alta resisténcia destes patdogenos
bacterianos. Estudos apontam a complexidade dessa problematica, pois quando diversas classes
de antimicrobianos foram testados estes patdgenos apresentaram uma forte capacidade de
resisténcia (Cheung ef al., 2021; Quinn et al., 2018). Os estreptococos patogénicos apesar de
seres susceptiveis a penicilinas, cefalosporinas, macrolideos, cloranfenicol e trimetoprima-
sulfonamida, com frequéncia, sdo resistentes a aminoglicosideos, fluoroquinolonas e
tetraciclinas (Mcvey et al, 2016).

A propria estrutura e composi¢do dos estafilococos propiciam uma resisténcia aos
peptideos antimicrobianos catidonicos, pois os estafilococos possuem um envelope celular
altamente complexo, além de ser formado por uma camada espessa de peptidoglicanos (PGN)
que se encontram fortemente unidos. Os principais medicamentos antimicrobianos utilizados
para o tratamento de infec¢des estafilococicas sdo aqueles que inibem a biossintese da parede
celular. Os principais exemplos de medicamentos antimicrobianos utilizados atualmente
incluem os B-lactdmicos, principalmente aqueles derivados da meticilina, e as cefalosporinas
de primeira gera¢do, bem como a vancomicina. Um dos motivos que levaram a evolugdo de
uma multirresisténcia esta na dificuldade de identificar qual antimicrobiano melhor se aplica a
infec¢cdes causadas por determinados isolados de estafilococos (Mcvey et al., 2016). A
resisténcia antimicrobiana de S. aureus ¢ em grande parte atribuida a aquisicao do gene mecA4,
o qual codifica a 2* proteina da ligagdo a penicilina, conferindo resisténcia ndo apenas a

meticilina, mas também a outras classes de antimicrobianos (Quinn et al., 2018).
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Os macrolideos, assim como as lincosamidas, atuam contra estreptococos e apresentam
resisténcia cruzada. Ambos sdo utilizados nas ragoes, no tratamento de diversas doengas ¢ como
melhoradores de desempenho. Na medicina humana e animal foram encontrados isolados
resistentes. Os motivos que alavancaram a resisténcia microbiana foram mutacdes
ribossdmicas, como por exemplo, a metilagdo da adenina na posi¢ao 2058 e efluxo mediado
pelas bombas de efluxo Mef (Haenni et al., 2018).

Frente a esse cenario de crescente aumento das taxas de resisténcia, surge a necessidade
pela buscar tratamentos alternativos que atinjam a performance que um antimicrobiano deveria
apresentar contra infec¢des causadas por S. aureus e Streptococcus, além de evitar a evolugao
de uma multirresisténcia, pois diversas classes de antimicrobianos tradicionais ja se tornaram
ineficientes. Desse modo, uma alternativa para solucionar o problema seria o desenvolvimento
de vacinas, todavia a complexidade desses patdgenos tornam a pesquisa e elaboragdo de vacinas
um desafio, sendo extremamente dificil encontrar uma vacina funcional (Ahmad-Mansour et
al., 2021). Portanto, estudos atuais tém direcionado esfor¢os para uma possibilidade de
abordagens terapéuticas inovadoras que apresentem resultados assertivos, substituindo assim o

uso de antimicrobianos.

2.4 Caracteristicas gerais do Coffea arabica

A cafeicultura se destaca no Brasil como uma atividade de relevancia social, pois
contribui de forma significativa na geragao de empregabilidade no campo, visto que estima-se
a geracao de cerca de dez milhdes de empregos diretos e indiretos (Batista et al., 2010). Como
também sendo de extrema importancia econdmica, pois apresenta alta representatividade no
PIB nacional (Colecao SENAR, 2017).

A espécie Coffea arabica tem como origem as florestas da Etiopia, entretanto, passou
por profundas mudangas advindas do melhoramento genético para intensificar a produgdo. Uma
caracteristica importante do Coffea arabica ¢ sua alta plasticidade morfofisioldgica que permite
se adaptar a diferentes climas. As condi¢des climaticas como radiagdo e disponibilidade hidrica
podem alterar a capacidade produtiva, crescimento e caracteristicas estruturais da planta
(Gomes et al., 2008).

A temperatura média ideal para o pleno desenvolvimento do café arabica estd entre 19°C
a 22°C. Essa planta também terd melhores condicdes de producdo em altitude superior a 800

metros, necessitando de pelos menos 1.200 mm de chuva por ano, sendo que regides que nao
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apresentam estas condigdes podem utilizar da irrigagdo como alternativa vidvel (Colegdo
SENAR, 2017). A incidéncia de ventos pode ser prejudicial para a producao de café, portanto,
em regioes em que ha esse problema ¢ recomendado a utilizagao de quebra-ventos.

Quanto ao momento para plantio ndo irrigado, o solo deve estar em condic¢des suficiente
de umidade adequadas. Além disso, para a maioria das regides os meses ideias para o plantio
compreende os meses de outubro, novembro e dezembro (Mesquita et al., 2016).

Entretanto a cultura de Coffea arabica enfrenta alguns desafios, pois algumas doengas
acometem essa atividade, entre elas destaca-se a cercosporiose, podendo ser associado as

pulveriza¢des de micronutrientes, como: o zinco e o boro (Mesquita et al., 2016).

2.5 Acio antimicrobiana dos extratos de plantas

Os avangos da medicina humana e animal ndo ocorrem de forma homogénea pelo
mundo, visto que, em algumas zonas rurais predomina-se o uso de medicamentos tradicionais
no tratamento humano e animal. O uso do café com finalidade terapéutica ndo ¢ considerado
algo recente, visto que, seu uso ¢ reconhecido para tratar asma, envenenamento por atropina,
febre, dor de cabega, ictericia, enxaqueca, narcose, feridas e vertigem (Duangjai et al., 2016).
Essa divergéncia, por sua vez, ocorre devido a caréncia de cuidados basicos de saude e aos
servicos veterindrios que existe principalmente na zona rural (Eliseu ef al., 2017).

Os motivos pelos quais as substancias antimicrobianas naturais foram designadas como
uma alternativa plausivel estdo relacionados a principio com o objetivo que existe de reverter a
crise de multirresisténcia antimicrobiana, além de tratar diversas doengas, sendo uma
alternativa ao uso dos antibiodticos de uso convencional. Isso se da devido ao conhecimento de
que inumeras propriedades dos compostos a base de plantas, ou produtos naturais, sdo capazes
de tratar efetivamente infecgdes causadas por S. aureus e Streptococcus (Ahmad-Mansour et
al.,2021; Yosboonruang et al., 2021).

Esse cendrio despertou o interesse de pesquisadores de todo o mundo no estudo da
possivel agdo antimicrobiana de diferentes extratos de plantas como gengibre, alho, manjericao
e café (Coffea robusta). Assim sendo, as plantas medicinais, no geral, tém sido objeto de estudo
devido a suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas conhecidas, pois ja se sabe que
diversas plantas medicinais apresentam compostos ativos como flavonoides, alcaloides,
terpenoides, taninos, glicosideos, saponinas, esteroides, quinonas e cumarinas (Eliseu et al.,

2017). Componentes do café como a cafeina, 4cido clorogénico, 4cidos cafeico condensados,
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proantoccianidinas, acidos quimicos e 4cido ferulico tiveram relatos de atividade
antimicrobiana (Duangjai et al., 2016).

O extrato da folha de Coffea robusta, por exemplo, tem apresentado resultados
promissores contra S. aureus, Salmonella, Escherichia coli e Bacillus subtilis, sobretudo
relacionados aos diversos componentes que apresentam efeitos inibitorios sobre o crescimento
destes microrganismos (Yosboonruang et al., 2021).

Contudo, ainda nao se sabe como o extrato de Coffea robusta possui efeito inibitorio em
certas bactérias, ¢ com isso algumas hipoteses estdo sendo levantadas para polimeros
complexos chamados melanoidinas que estdo presentes no café, e acredita-se que essa agao
inibitdria ocorra devido a quelatacdo de metais também encontrados na planta (Yosboonruang
etal., 2021).

Além disso, fungos endoliticos que habitam na Coffea arabica sdo capazes de produzir
metabolicos secundarios como enzimas, antibioticos, toxinas, compostos soliveis € compostos
organicos volateis. Alguns desses compostos sendo inclusive utilizados para o desenvolvimento

de produtos farmacéuticos (Guimaraes et al., 2021).

2.6 Coproduto e residuos do café

O café ¢ pertencente da familia botanica Rubiaceae, a qual apresenta mais de 500
géneros. Entretanto, o de maior importancia econdmica ¢ o género Coffea (ICO, 2019), uma
cultura global extremamente importante, sendo uma das bebidas mais apreciadas em todo o
mundo. Segundo Chen et al (2018), o café ¢ a terceira bebida mais consumida mundialmente
depois da 4gua e do chd, além de ser a segunda mercadoria mais comercializada depois do
petrdleo. Segundo a organiza¢do mundial do café (ICO,2023), nos anos de 2022 e 2023, houve
um aumento de 0,1% na produ¢do mundial de café, chegando a um total de 168,2 milhdes de
sacas produzidas, com a participagdo da América do Sul na produgdo mundial do café também
aumentando para 48,3%.

Portanto, com o café sendo demandado cada vez mais em vasta quantidade, necessita-
se de uma producdo em larga escala, uma vez que esse produto ¢ consumido por cerca de um
terco da populacao mundial (DaMatta et al., 2018). Existem em torno de 150 espécies do género
Colffea, mas as de maior importancia econdmica sao as espécies C. arabica L. (café arabica) e
C. canephora Pierre ex A. Froehner (café robusta), correspondendo a aproximadamente 99%
da producdo global da cultura cafeeira. Como consequéncia da abundante produgdo, sdo

gerados muitos residuos que posteriormente podem apresentar problemas ambientais. Desta
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forma, estudos estdo sendo feitos nas mais diversas areas para que ocorra uma solucdo de
aproveitamento desses residuos que até dado momento podem aparentar nao possuir finalidade
(Duangjai et al, 2016). Um exemplo de coproduto gerado ¢ a polpa do café, e quando seu
descarte ¢ feito de forma inadequada podem ser causados problemas ambientais devido a um
processo natural de decomposi¢do da polpa do café que gera aguas residuais (Khochapong et
al.,2021).

Diante disto, o reaproveitamento dos coprodutos ou residuos da agroindustria ¢ uma
atividade ecologicamente correta e sustentavel, além de muitas vezes ser economicamente
viavel (Khochapong et al., 2021). O destino dos coprodutos pode ser os mais diversos, como
por exemplo, o uso de residuos na ragao animal (Duangjai et a/, 2016), além do uso da polpa
do café decomposta com a finalidade de retornar ao ciclo através da fertilizagdo na lavoura
cafeeira (Khochapong ef al., 2021).

A polpa do café tem sido muito utilizada como corante natural alimenticio, além de
outros beneficios, em especial por sua atividade antimicrobiana (Duangjai et al, 2016). Este
estudo demonstrou que o uso do extrato aquoso da polpa de café apresentou agao inibitoria do
crescimento de bactérias gram-positivas e gram-negativas, dentre estas, S. aureus,
Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Pseudomanas aeruginosa e Escherichia coli, devido a
alguns compostos que incluem: acido clorogénico, cafeina, acido quinico, acido malico, acidos
fenolicos e taninos e outros acidos hidroxicinamicos.

Outro coproduto gerado no processamento do café sdo as folhas, que sdo consideradas
um residuo da colheita, pois ndo apresentam um valor comercial relevante, estando disponiveis
ao longo da maior parte do ano. As folhas sdo produzidas em quantidades significativas e
contém numerosos compostos bioativos, porém, apresenta baixo valor agregado. Mesmo
apresentando beneficios, as folhas de café¢ raramente sdo reaproveitadas, por isso se torna
vantajoso a sua utilizacdo para fins terapéuticos (Silva et al., 2024). Estudos utilizando folhas
de café demonstraram seu potencial para tratamento e cura de diversas doengas e distarbios,
apontando a vantagem de seu uso com fins antibacterianos, pois além das folhas estarem

disponiveis ao longo da maior parte do ano, elas também sdo de baixo custo (Chen et al., 2018).

2.7 Métodos de avaliacao da atividade antimicrobiana de extratos vegetais

Alguns métodos para avaliagdo da atividade antimicrobiana sdo utilizados em estudos

realizados em diversos extratos vegetais, para identificar e medir a eficicia dos mesmos. Esses

sao de extrema importancia para a busca dos melhores tratamentos (Quinn ef al., 2018)
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O método de disco-difusdo de Kirby-Bauer ¢ relativamente simples e economicamente
viavel. Ocorre quando pequenos discos de papel filtro sdo colocados em uma placa de agar
contendo meio de cultura crescido com bactéria espalhada de forma homogénea sobre a placa,
nos casos em que sao feitos estudos avaliando a agcdo dos extratos vegetais, os pequenos disco
de papel filtro sdo embebidos no extrato. Apds, as placas sdo incubadas em temperatura e tempo
adequado, normalmente de 37°C por 18 horas. E possivel perceber se houve a inibigdo do
crescimento microbiano se aparecer uma regido clara ao redor dos discos, o diametro pode ser
mensurado para analise da suscetibilidade ou da resisténcia, em casos de suscetibilidade ¢
possivel indicar que o fArmaco pode ser utilizado para tratamento (Quinn ef al., 2018, Tortora
et al., 2025, Vermelho et al., 2019).

A concentracdo inibitoria minima (CIM) entendesse como a menor concentracao de um
agente capaz de impedir completamente o crescimento do micro-organismo de forma que seja
visivel para o pesquisador. O preparo da CIM ¢ dado por uma sequéncia de concentragdes
decrescentes de uma substancia na qual é colocada a bactéria que sera testada (Tortora et al.,
2025). Dados referente a CIM podem ser obtidos através da técnica de micro diluicdo em caldo
utilizando a placa de 96 pogos. Além de ser essencial para o estabelecimento de dosagens, a
CIM também ¢ importante para o monitoramento de tendencias e detecgdo de resisténcia (Quinn
etal.,2018)

A concentragdo bactericida minima (CBM) ¢ dada como a menor concentragdo de um
agente capaz de destruir as bactérias presentes (Tortora ef al., 2025).

Vale ressaltar que métodos como CIM e CBM sdo crucias no estabelecimento de
dosagens, visto que, esses métodos sdo capazes de criar meios para se evitar o uso de doses
acima do necessario podendo acarretar toxidade (Tortora et al., 2025)

Como por exemplo, uma pesquisa realizada na Universidade de Santa Catarina que teve
como objetivo identificar e avaliar a susceptibilidade aos antimicrobianos de cepas de
Salmonella sp. isoladas na cadeia produtiva de frango de corte do sul do Brasil, utilizou o
método de difusdo em disco Kirby-Bauer, indicado pela Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), indicando que o método foi eficiente para os objetivos deste estudo (Ansiliero
etal., 2019).

Yosboonruang et al. (2019) utilizou o método de poco difusdo em agar para testar a
atividade antimicrobiana do extrato de Coffea robusta. Este método consiste na perfuragao de
pocos na superficie de um agar para adi¢do do extrato da planta e a avaliagdo dos resultados ¢
realizada semelhante ao método de disco difusdo em agar. Nesse estudo, também foi utilizado

o método de CIM pela técnica de micro dilui¢dao em caldo.
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3. MATERIAL E METODOS

Foi avaliada a atividade antimicrobiana do extrato de Coffea arabica em 13 cepas, sendo
oito de S. aureus (APENDICE A) e cinco de Streptococcus sp. (APENDICE B), isoladas de
amostras provenientes de animais atendidos no Hospital Veterindrio da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU). Todas as cepas apresentavam perfil de resisténcia (resistente ou
resisténcia intermedidria) a pelo dois antimicrobianos e estavam armazenadas congeladas no
Laboratorio de Doengas Infectocontagiosas (LADOC) da UFU.

O extrato de Coffea arabica foi preparado e armazenado no Laboratério de Bioquimica
e Biologia Molecular (LABIBI) da UFU, sendo suas parti¢oes cedidas para este estudo.

Para avalia¢ao da atividade antimicrobiana do extrato de café, utilizou-se o método de
micro diluicdo em caldo para preparo das diferentes concentracdes do extrato da planta e,

posteriormente, a determinag@o da concentragdo bactericida minima (CBM).

3.1 Cepas e preparacio dos inéculos

Os indculos foram preparados por reativacdo em caldo Brain Heart Infusion (BHI) e
posterior cultivo em 4gar triptona de soja (TSA), incubando-as a 37°C por 24 horas.

Apos incubacao foi ajustada a turbidez dos indculos em solucao salina 0,85% até¢ atingir
a escala 0,5 de McFarland (equivalente a 10% UFC/ml) para utilizagio nos testes de

sensibilidade antimicrobiana.

3.2 Obtencao do extrato da folha de café

Os extratos da folha de Coffea arabica foram previamente preparados, estando suas
particoes e moléculas devidamente caracterizados e depositados no banco de extratos do

LABIBI, na UFU.

3.3 Determinacao da atividade antimicrobiana

Para avaliagdo da propriedade antimicrobiana da parti¢do do extrato da folha de Coffea
arabica em solvente acetato de etila, foi utilizado o protocolo descrito por Yosboonruang ef al.
(2022), utilizando o método de concentragdao inibitoria minima (CIM). As CIMs foram

determinadas pelo método de micro diluicdo em caldo usando microplacas de 96 pocos. Foram
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preparadas diluicdes seriadas do extrato usando caldo Mueller-Hinton nas seguintes
concentragdes, em mg/ml, 20, 10, 5, 2,5 1,25, 0,625, 0,312 ¢ 0,156. As cepas bacterianas foram
adicionadas a uma concentracio final de 108 UFC/ml (padronizados na escala 0,5 de
McFarland) aos pogos individuais e, apos, as placas foram incubadas a 37°C por 20 horas. A
gentamicina e agua destilada estéril foram usadas como controles positivo e negativo,
respectivamente. A fim de avaliar a repetibilidade dos resultados, os experimentos foram
realizados em triplicata.

Como a coloragao do extrato dificulta a leitura da CIM, foi realizada, posteriormente, a
avaliag¢do da concentragdo bactericida minima (CBM). Para isto, 10 uL da suspensao bacteriana
de cada poco, obtido pela técnica de CIM, foi inoculado em placas de dgar Mueller-Hinton
(MH) e, depois, incubadas a temperatura de 37°C por 24 horas. A CBM foi lida como a menor
concentragdo do extrato da folha do Coffea arabica capaz de inibir o crescimento das bactérias,

demonstrado pela auséncia de crescimento de colonias bacterianas no dgar MH.

3.4 Analise dos resultados

Os testes foram realizados em triplicata, sendo considerado como valor da CBM aquele
que mais se repetiu entre as trés repeti¢des para cada cepa avaliada.

As varidveis foram verificadas quanto a normalidade e, quando apresentaram
distribuicdo normal, foram submetidas a analise de varidncia (ANOVA) pelo procedimento
GLM (General Linear Models) no software SAS (2008). As médias foram comparadas pelo
teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Além disso, utilizou-se a
correlagdo de Pearson (p < 0,05) como analise estatistica complementar.

A associacdo entre as diferentes concentracdes do extrato de Coffea arabica e o
crescimento bacteriano foi analisada pelo teste do qui-quadrado, apropriado para variaveis
categoricas. As andlises foram realizadas com o auxilio do software Jamovi. Nos casos em que
as frequéncias esperadas foram inferiores a cinco, aplicou-se o teste exato de Fisher, a fim de

garantir maior robustez e precisao nos resultados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Previamente, foi testada a agdo antimicrobiana do extrato bruto das folhas de Coffea
arabica, obtido com uso do solvente etanol e, também, a acao das parti¢cdes ou fragdes organicas
do extrato bruto obtidas com uso dos solventes hexano, diclorometano e acetato de etila. Para
isto, foi realizado um estudo piloto para selecdo do extrato com melhor acdo antimicrobiana
(etanol, hexano, diclorometano ou acetato de etila). Para S. aureus e Streptococcus sp., os
melhores resultados de inibi¢do do crescimento microbiano, foram obtidos com a parti¢ao do
extrato no solvente acetato de etila, sendo este selecionado para avaliagdo antimicrobiana.

A concentragdo bactericida minima (CBM) do extrato das folhas de Coffea arabica foi
determinada em trés repeti¢des para oito cepas de Staphylococcus aureus isoladas de animais
atendidos no Hospital Veterinario, da Universidade Federal de Uberlandia (Tabela 1). Como os
valores de CBM correspondem a concentragdes fixas e ndo a varidveis continuas, nao seria
adequado utilizar medidas de tendéncia central, como médias. Dessa forma, para cada cepa foi

considerado como resultado final da CBM o valor que mais se repetiu entre as trés repeti¢des.

Tabela 1. Concentragdo bactericida minima (CBM, em mg/ml), obtida em trés repeti¢cdes, do
extrato das folhas de Coffea arabica frente a oito cepas de Staphylococcus aureus (SA), isoladas
de amostras provenientes de animais atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal

de Uberlandia, no ano de 2023.

Cepas* CBM (mg/ml)’ CBM final
R12 R22 R32 (mg/ml)
SAl 5 5 5 5
SA2 20 20 20 20
SA3 2,5 2,5 5 2,5
SA4 20 20 20 20
SAS >203 >203 >20° >203
SA6 5 10 10 10
SA7 20 20 10 20
SAS8 10 20 10 10

* SA: Staphylococcus aureus; ' CBM: concentracdo bactericida minima com valores expressos em
mg/ml. 2 Repeti¢oes: 1 (R1),2 (R2) e 3 (R3). *>20: ausé€ncia de efeito bactericida na maior concentragdo
avaliada (20 mg/ml).
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A andlise estatistica demonstrou associagdo significativa entre as diferentes
concentragdes do extrato da folha de Coffea arabica e o crescimento de S. aureus (p <0,001).
O teste exato de Fisher, aplicado devido as frequéncias esperadas baixas em algumas categorias,
confirmou o achado (p < 0,001). Esses resultados indicam que o efeito antimicrobiano do
extrato foi dependente da concentracdo, com inibi¢do bacteriana mais evidente nas maiores
concentragoes testadas.

Conforme demonstrado na Tabela 1, dentre as oito concentragdes do extrato de café
testadas, o intervalo real da CBM obtido para S. aureus, variou de 2,5 a 20 mg/ml. A cepa SA3
foi a mais sensivel e apresentou a menor CBM (2,5 mg/ml), enquanto a cepa SAS se mostrou
mais resistente, ndo sendo inibida mesmo na maior concentragdo testada (>20 mg/ml). As
demais cepas (SA1, SA2, SA4, SA6, SA7 e SA8) apresentaram valores intermediarios,
variando entre 5 e 20 mg/ml.

Na figura 1, para cada concentragdo testada do extrato das folhas de café, ¢ apresentado
o padrao do crescimento das oito cepas de S. aureus. As barras em laranja representam o
percentual de cepas que apresentaram crescimento bacteriano na respectiva concentragao
testada, enquanto as barras em azul indicam o percentual de cepas que tiveram seu crescimento
inibido pelo extrato. Observa-se que concentragdes menores (0,156 a 1,25 mg/mL) ndo inibiram
nenhuma cepa, enquanto concentracdes mais elevadas (> 2,5 mg/mL) apresentaram efeito

inibitorio progressivo, alcangando até 88% de inibi¢cdo na concentracao de 20 mg/mL.

Figura 1. Percentual de cepas de Staphylococcus aureus inibidas (azul) ou ndo inibidas

(laranja) frente a diferentes concentragdes (mg/mL) do extrato das folhas de Coffea arabica.
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* Barra laranja (NAO): indica que a concentragdo testada do extrato ndo inibiu o crescimento da bactéria; Barra
azul (SIM): indica que a concentragdo testada do extrato inibiu o crescimento da bactéria.
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Para S. aureus, observou-se uma resposta dependente da concentragdo, com aumento da
eficadcia antimicrobiana conforme a concentragao do extrato aumentava. Especificamente,
12,5% das cepas (1 cepa) foi inibida a 2,5 mg/ml, 12,5% (1 cepa) a 5 mg/ml, 25% (2 cepas) a
10 mg/ml e 37,5% (3 cepas) a 20 mg/ml, enquanto uma cepa (12,5%) permaneceu resistente a
todas as concentracdes testadas, ou seja, cresceu em todas as concentragdes avaliadas (p <
0,001). Esses resultados indicam que, embora algumas cepas apresentem resisténcia parcial, a
maior parte demonstrou sensibilidade crescente com a elevagdo da concentragdo do extrato.
Desta forma, observamos que as concentragdes mais altas do extrato apresentaram maior efeito
bactericida, demonstrando potencial atividade antimicrobiana contra S. aureus.

A CBM do extrato das folhas de Coffea arabica também foi determinada em trés
repeticdes para as cinco cepas de Streptococcus sp. isoladas de animais atendidos no Hospital

Veterinario, da Universidade Federal de Uberlandia (Tabela 2).

Tabela 2. Concentracdo bactericida minima (CBM, em mg/ml), obtida em trés repeti¢cdes, do
extrato das folhas de Coffea arabica frente a cinco cepas de Streptococcus sp. (ST), isoladas de
amostras provenientes de animais atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal

de Uberlandia, no ano de 2023.

CBM (mg/ml)* 3 CBM final
Cepas*
R12 R2? R3? (mg/ml)
ST1 20 20 20 20
ST2 20 20 >20 20
ST3 20 20 20 20
ST4 20 >20 20 20
STS >20 >20 >20 >20

* ST: Streptococcus sp.; ' CBM: concentragdo bactericida minima com valores expressos em mg/ml.
2 Repetigoes: 1 (R1), 2 (R2) e 3 (R3). 3 >20: auséncia de efeito bactericida na maior concentracao
avaliada (20 mg/ml).

Os resultados obtidos demonstram que o extrato da folha de Coffea arabica apresentou
atividade antimicrobiana significativa frente as cepas de Streptococcus sp., evidenciada pela
associacao estatisticamente significativa entre as concentragdes testadas e a resposta bacteriana
(p < 0,001; Teste Exato de Fisher p < 0,001). As maiores concentragdes testadas do extrato
demonstraram maior inibi¢ao do crescimento da bactéria, indicando um efeito antimicrobiano

dependente da concentracao do extrato.
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A auséncia do crescimento bacteriano, tanto de S. aureus quanto de Streptococcus sp.,
observada principalmente nas concentragdes mais elevadas do extrato de café, sugere que o
extrato possui compostos bioativos com efeito bactericida dependente da concentragdo.
Resultados semelhantes tém sido relatados em estudos que investigam o potencial
antimicrobiano de extratos vegetais ricos em polifendis, alcaloides e outros metabdlitos
secundarios, responsaveis por propriedades antimicrobianas. Os resultados do estudo de
Chaves-Ulate et al. (2019) corroboram essa visao ao mostrar que extratos de café possuem
atividade antimicrobiana contra S. aureus, esse efeito pode estar associado a compostos do cafg,
como, por exemplo, os acidos clorogénico, perspectiva alinhada com Duangjai et al. (2016) e
Yosboonruang et al. (2021), que ressaltaram que componentes presentes no café demonstraram
capacidade antimicrobiana contra S. aureus. Assim, os dados obtidos reforcam o potencial do
extrato da folha de Coffea arabica como alternativa natural no controle de microrganismos
patogénicos de interesse veterinario.

No caso de Streptococcus sp., quatro das cinco cepas analisadas (80%) apresentaram
inibi¢do bacteriana na CBM de 20 mg/ml (ST1, ST2, ST3 e ST4), enquanto uma cepa mostrou
resisténcia em todas as concentracdes (STS). Esses achados demonstram que, embora o extrato
tenha atividade antimicrobiana, a eficadcia contra Streptococcus demonstrou ser menor
comparada com S. aureus, possivelmente devido a diferencas nos mecanismos de resisténcia
intrinseca entre os géneros bacterianos. A propria estrutura € composi¢ao de S. aureus e
Streptococcus propiciam uma maior resisténcia aos antimicrobianos, isso devido a sua estrutura
e composi¢do, pois possuem envelope celular bastante complexo. Além disso, a resisténcia de
S. aureus € em parte atribuida a presen¢a do gene mecA e as mutagdes ribossomicas (Cheung
et al., 2021; Quinn et al., 2018). Além disso, um mecanismo de algumas espécies de
Streptococcus sdo as capsulas que desempenham a fungdo de barreira fisica (Mcvey ef al, 2016).

Conforme demonstrado na Figura 2, concentragdes entre 0,156 e 10 mg/ml ndo
apresentaram efeito antimicrobiano, resultando em 100% de crescimento das cepas. Apenas na
concentracao de 20 mg/ml foi observada atividade significativa, com inibig¢ao de 80% das cepas
testadas (4 cepas), evidenciando que a agdo antimicrobiana do extrato sobre Streptococcus sp.

ocorreu apenas em concentragdes mais elevadas.
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Figura 2. Percentual de cepas de Streptococcus sp. inibidas (azul) ou ndo inibidas (laranja)

frente a diferentes concentragdes (mg/mL) do extrato das folhas de Coffea arabica.
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* Barra laranja (NAO): indica que a concentracdo testada do extrato ndo inibiu o crescimento da bactéria; Barra
azul (SIM): indica que a concentragdo testada do extrato inibiu o crescimento da bactéria.

Diante destes resultados, observou-se que S. aureus apresentou uma resposta crescente
conforme a concentragao do extrato de café aumentava. Esses resultados indicam que o extrato
de Coffea arabica tem potencial como composto antimicrobiano contra ambas as espécies
bacterianas avaliadas, com uma eficécia particularmente alta para S.aureus.

A ocorréncia cada vez mais crescente de microrganismos patogénicos apresentando
perfis de multirresisténcia aos antimicrobianos tem despertado preocupagdo mundial, tanto na
medicina humana quanto na medicina veterinaria. Dados de resisténcia em cepas Streptococcus
e Staphylococcus foi obtido em estudo conduzido por Souza et al. (2020), em que realizaram
coleta de amostras de swab nasal de equinos com sinais clinicos de doengas respiratdrias, e
observaram que estes microrganismos possuiam perfil de multirresistentes aos antibidticos
testados incluindo a ampicilina, oxacilina, penicilina G, cefoxitina, clindamicina, ciproloxacina,
cloranfenicol, linezolida, rifampicina, vancomicina, azitromicina, gentamicina tetraciclina e
sulfazotrim. Esta situacdo causa falhas no tratamento da doenga, prolongando o tempo de
recuperacdo dos animais, além de colocar em risco a satide animal e a satde publica. Lima et
al. (2021) relata um contexto semelhante, em que foram coletadas amostras de urina de caes e
gatos, previamente diagnosticados com infec¢ao do trato urindrio (ITU). Nesse estudo, os
microrganismos isolados a partir de amostras de urina, foram testados quanto a sensibilidade

aos antibioticos mais comumente utilizados na rotina dos hospitais veterinarios. Os resultados
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indicaram que os antimicrobianos amoxicilina, azitromicina, enrofloxacina, cloranfenicol,
doxiciclina, penicilina G, nitrofurantoina, sulfonamidas e ciprofloxacina nao estdo sendo mais
eficientes.

Diante do aumento da resisténcia aos antimicrobianos comerciais, como relatado por
Cheung et al. (2021) e Quinn et al. (2018), diversos estudos tém sido conduzidos buscando
alternativas naturais e vidveis na inibi¢ao do crescimento microbianos, como por exemplo, pelo
uso de extratos e 0leos essenciais de diversas plantas (Yosboonruang et al., 2021; Bajpai et al.,
2013; Duangjai et al., 2016). Os resultados do presente estudo corroboram com os achados de
Chen et al. (2018), os quais demonstram que as folhas do café podem apresentar acao
antimicrobiana, indicando ser uma possivel alternativa para o uso de antimicrobianos
tradicionais.

Estudos recentes tém apontado alternativas naturais, promissoras € sustentaveis que
estdo sendo comprovadas como eficientes na a¢do antimicrobiana contra diversas bactérias
patogénicas. Portanto, no que tange a busca por alternativas viaveis para a substituicdo do uso
de antimicrobianos, o uso de alternativas naturais, como o presente estudo pelo uso do extrato
da folha de Coffea arabica esta alinhado com a perspectiva de Yosboonruang et a/ (2021), que
ressalta a eficicia da ag@o antimicrobiana das folhas do extrato de Coffea robusta contra S.
aureus. Este resultado indica que, possivelmente, algum componente presente no extrato da
folha de Coffea arabica podem ter agdo inibitoria nas cepas de S. aureus e Streptococcus sp.
testadas. Assim, o efeito antimicrobiano observado, especialmente contra S. aureus, sugere que
compostos presentes no extrato podem atuar de forma seletiva e dose-dependente,
representando uma alternativa promissora aos antimicrobianos convencionais, principalmente
diante da crescente resisténcia bacteriana.

O uso do extrato da folha de Coffea arabica apresenta uma perspectiva econdmica
sustentavel que pode dar finalidade a partes da planta que até entdo sdo pouco exploradas
comercialmente. Do ponto de vista da medicina humana e animal, as atividades antimicrobianas
demonstradas nesse trabalho indicam que as dificuldades encontradas nos tratamentos de
doencas causadas por bactérias multirresistentes podem ser solucionadas.

Dentre os desafios encontrados para realizagdo de pesquisas foi a caréncia de artigos
voltados especificamente para Coffea arabica, e sua acao antimicrobiana, sendo encontrados
mais estudos com Coffea robusta, e devido a suas semelhangas botanicas, foi util para essa
discussdo cientifica.

De modo geral, os resultados indicam que o extrato da folha de Coffea arabica apresenta

potencial como alternativa natural no controle de bactérias patogénicas de importincia
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veterindria. Entretanto, investigacdes complementares seriam relevantes para investigar os
componentes ativos do extrato, otimizar suas concentracdes e avaliagdo da aplicabilidade
pratica da utilizagdo desse extrato em formulacdes antimicrobianas em diferentes contextos
clinicos veterinarios.

No entanto, cabe destacar que a eficicia observada em ensaios in vitro nao
necessariamente reflete a mesma resposta in vivo, sendo necessarios estudos adicionais para a
identificacdo dos compostos ativos presentes no extrato, a avaliagdo da toxicidade e a
determinagdo de formulagdes adequadas para aplicagdo pratica na producdo animal. Desta
forma, seria interessante que experimentos futuros fossem conduzidos in vivo testando as
possiveis aplicagdes praticas e seus efeitos.

Do ponto de vista da saude animal, tais resultados sdo relevantes, considerando que S.
aureus € Streptococcus sp. sao importantes patdogenos oportunistas em animais de produgdo e
companhia, frequentemente associado a resisténcia antimicrobiana. A deteccdo de atividade
antimicrobiana do extrato de folhas de Coffea arabica amplia as perspectivas para a busca de
alternativas naturais no controle de infecg¢des, sobretudo diante da crescente preocupagao com

o uso indiscriminado de antibidticos € o consequente surgimento de cepas resistentes.
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5. CONCLUSAO

Os resultados demonstram que o extrato de Coffea arabica apresenta atividade
antimicrobiana diferenciada frente a bactérias Gram-positivas, com maior eficacia sobre S.

aureus e efeito limitado contra Streptococcus sp.
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Tabela 1. Informagdes sobre a origem das oito cepas de Staphylococcus aureus (SA),

provenientes de amostras de caes (fémeas), atendidos no Hospital Veterinario da Universidade

Federal de Uberlandia, no ano de 2023.

Cepa* Animal Amostra Raca ldade Feso Data?
(anos)  (Kg)
SA1 1 Ferida cirtrgica Pinscher 4 4,2 24/04/2023
SA2 2 Urina Shih Tzu 6 5,75  28/04/2023
SA3 3 Urina Shih Tzu 3 3,70  08/05/2023
SA4 4 Urina SRD! 3 8,9 04/07/2023
SAS 5 Urina Pug 4 11 01/09/2023
SA6 6 Ouvido direito SRD! 2 6,6 04/09/2023
SA7 6 Ouvido esquerdo SRD! 2 6,6 04/09/2023
SAS8 7 Urina SRD! 8 7,4 17/10/2023

*SA: Staphylococcus aureus; 'SRD: sem ragao definida; 2Data de colheita das amostras biologicas.
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Tabela 2. Informacgdes sobre a origem das cinco cepas de Streptococcus sp. (ST), provenientes

de amostras de animais atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal de

Uberlandia, no ano de 2023.

Idade Peso
Cepa* Animal Amostra Espécie  Sexo Racga Data?
(anos)  (Kg)
ST1 1 Liquido biliar Cao Fémea Dachsund 13 7 14/06/2023
ST2 2 Ferida cirargica Cao  Macho SRD! 1 10 31/07/2023
ST3 3 Swab ferida Gato  Fémea SRD! 3 1,13 03/08/2023
ST4 4 urina Céao Fémea SRD! 3 8,9  23/08/2023
ST5 5 urina Cao  Macho SRD! 4 18,7  26/10/2023

*ST: Streptococcus sp.; 'SRD: sem racdo definida; *Data de colheita das amostras bioldgicas.
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APENDICE C

Tabela 3. Resisténcia antimicrobiana, pelo uso do teste de disco-difusdo, de oito cepas de

Staphylococcus aureus (SA), isoladas de amostras de caes atendidos no Hospital Veterinario

da Universidade Federal de Uberlandia, no ano de 2023.

C " Classificacao
epas - P p
Resistente Intermediaria Sensivel
. amoxicilina + acido clavulanico,
.. enrofloxacina . .. . . ..
SA1l oxacilina azitromicina, cefalexina, clindamicina,
doxiciclina, gentamicina, sulfazotrim
. . amoxicilina + acido clavulanico,
enrofloxacino, levofloxacino, . . .
SA2 bofl ) amicacina, ampicilina, ceftriaxona,
marbofloxacino . . ,
florfenicol, nitrofurantoina
. . amoxicilina + acido clavulanico,
enrofloxacino, levofloxacino, . . .
SA3 bofl ) amicacina, ampicilina, ceftriaxona,
marbofloxacino . ) ,
florfenicol, nitrofurantoina
amoxicilina + acido
clavulanico, ampicilina .. . . ,
SA4 a . ’1 pﬂ N amicacina, ceftriaxona, nitrofuratoina
enrofloxacino, levofloxacino,
marbofloxacino, florenicol
. . amoxicilina + acido clavulanico,
amicacina, ceftriaxona, . .
SA5 a . ampicilina, levofloxacino,
enrofloxacino . ; ,
marbofloxacino, nitrofurantoina
azitromicina, cloranfenicol, . — , . o
SA6 tamici i enrofloxacina, amoxicilina + acido clavulanico,
entamicina, oxacilina .. . .
& tob . ’ neomicina ciprofloxacina
obramicina
azitromicina, cloranfenicol, ) — , . o
SA7 tamici i enrofloxacina, amoxicilina + acido clavulanico,
entamicina, oxacilina .. . .
£ tob . ’ neomicina ciprofloxacina
obramicina
. . amoxicilina + acido clavulanico,
enrofloxacino, levofloxacino, . o .
SAS8 amicacina, ampicilina, ceftriaxona,

marbofloxacino

florfenicol, nitrofurantoina

*SA: Staphylococcus aureus
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APENDICE D

Tabela 4. Resisténcia antimicrobiana, pelo uso do teste de disco-difusdo, de cinco cepas de
Streptococcus sp. (ST) isoladas de amostras de animais atendidos no Hospital Veterinario da

Universidade Federal de Uberlandia, no ano de 2023.

Classificacao

Cepas* - — "
Resistente Intermediario Sensivel

. . L amoxicilina + acido
ceftriaxona, enrofloxacina, amicacina, . o
ST1 clavulénico, ampicilina,

levofloxacina cefazolina . .
doxiciclina, sulfazotrim.

amoxicilina + acido clavulanico,
azitromicina, cefalexina,
ST2 clindamicina, doxiciclina, sulfazotrim
enrofloxacina, gentamicina,
oxacilina

amoxicilina + acido clavulanico,
azitromicina, cefalexina,
ST3 clindamicina, doxiciclina, sulfazotrim
enrofloxacina, gentamicina,
oxacilina

amoxicilina + acido clavulanico,

amicacina, ampicilina, ceftriaxona .
ST4 - amp ’ ’ florfenicol

enrofloxacino, levofloxacino,
marbofloxacino, nitrofurantoina

amoxicilina + acido clavulanico,
azitromicina, cefalexina,

. .. C . sulfametoxazol +
STS clindamicina, doxiciclina,

. .. trimetoprim
enrofloxacina, gentamicina,

oxacilina

*ST: Streptococcus sp.



