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RESUMO  

Introdução: os Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) estão 
envolvidos nas infecções nosocomiais, na comunidade, nos animais de companhia e 
nos animais para produção de alimentos, estando a desinfecção e a antissepsia entre 
os procedimentos adotados como medidas de controle. O fenômeno de resistência 
bem como a necessidade de insumos de higiene para uso em sistemas de criação 
animal baseados no modelo agroecológico motivaram o desenvolvimento do trabalho 
com Achyrocline satureioides (Lam.) DC.- Asteraceae (macela).  
Objetivos: testar atividade anti-MRSA de extrações da planta, e quantificar a 
presença de flavonóides.  
Método: os extratos decoto e hidroetanólico foram elaborados na proporção 5 g dos 
capítulos florais secos para 100 mL de solvente (concentração 50 mg/mL). A ação 
antibacteriana foi determinada pelo teste europeu de suspensão quantitativa para 
avaliar a atividade de desinfetantes e antissépticos, frente o padrão Staphylococcus 
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aureus ATCC 6538 e 51 isolados MRSA, nas densidades populacionais iniciais de 106, 
105 e 10 4 UFC/mL. Para quantificação de flavonóides foi usada cromatografia a 
líquido de alta eficiência.  
Resultados: frente a cepa padrão e aos 51 isolados, o decocto demonstrou maior 
atividade bactericida a partir das 8 h, inativando todos até às 24 h. Frente amostra de 
21 isolados, na densidade populacional 106 UFC/mL o extrato hidroetanólico em 
quatro horas de contato já havia inativado 85,7 % deles, tendo o restante sofrido 
redução populacional. Na densidade 104 UFC/mL 71 % estavam inativados com uma 
hora de contato, e todos às 4 h. No decocto foram quantificadas, na média das 
concentrações em mg/100 mL, os metabólitos quercetina (66,96), luteolina (22,65) e 
3-O -metilquercetina (81,42).  
Conclusão: as evidências observadas sugerem o potencial das soluções, 
principalmente o extrato hidroetanólico, para uso de modo direto sobre as fontes de 
infecção em procedimentos de desinfecção, de descontaminação ou de antissepsia, ou 
ainda em formulações que lhe sirvam de veículo.  

Palavras-chave: Achyrocline satureioides; desinfetantes; Staphylococcus aureus; 
meticilina resistente. 

 

RESUMEN 

Introducción: Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) están 
involucrados en las infecciones nosocomiales, en la comunidad, en los animales de 
compañía y en los animales para la producción de alimentos, estando la desinfección 
y antisepsia entre las medidas para su control. El fenómeno de la resistencia y la 
necesidad de insumos de higiene para la ganadería agroecológica han motivado el 
trabajo con Achyrocline satureioides (Lam.) DC. - Asteraceae ("Macela"). 
Objetivo: evaluar la actividad anti-MRSA de extractos de la planta y cuantificar la 
presencia de flavonoides. 
Métodos: por el método de suspensión de evaluación cuantitativa de la acción 
bactericida de desinfectantes y antisépticos químicos, la decocción y el extracto 
hidroetanólico, en la proporción 5 g de los capítulos florales secos en 100 mL de 
solvente, fueron confrontados con el patrón Staphylococcus aureus ATCC 6538 y 51 
MRSA en las densidades poblacionales iniciales de 106, 105 y 104 UFC/mL. Para la 
cuantificación de flavonoides se utilizó cromatografía líquida de alta eficacia.  
Resultados: frente a la cepa estándar y a los 51 aislados, la decocción demostró 
mayor actividad a partir de las 8 h, inactivando todos hasta 24 h. Frente a la muestra 
de 21 aislados, a la densidad poblacional 106 UFC/mL en cuatro horas de contacto el 
extracto hidroetanólico inactivó el 85,7 % de ellos. A la densidad 104 UFC/mL 71 % 
fueron inactivados en una hora de contacto, y todos hasta las 4 h. En la decocción se 
cuantificaron (concentraciones promedio en mg/100 mL) los metabolitos quercetina 
(66,96), luteolina (22,65) y 3-O-metilquercetina (81,42). 
Conclusión: las evidencias observadas sugieren el potencial de las soluciones, 
principalmente el extracto hidroetanólico para el uso de modo directo sobre las 
fuentes de infección en procedimientos de desinfección, de descontaminación o de 
antisepsia, o también en formulaciones que le sirvan de vehículo.  

Palabras clave: Achyrocline satureioides; desinfectantes; Staphylococcus aureus; 
meticilina resistente. 
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ABSTRACT  

Introduction: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is present in 
nosocomial infections, in the community, in pets and in farm animals. Disinfection and 
antisepsis are among its control measures. The phenomenon of resistance and the 
need of hygiene products for agroecological cattle raising have aroused our interest in 
the species Achyrocline satureioides (Lam.) DC. - Asteraceae (macela). 
Objective: Evaluate the anti-MRSA activity of extracts from the plant and quantify 
the content of flavonoids. 
Methods: The methods used were quantitative suspension for evaluation of 
bactericidal activity of chemical disinfectants and antiseptics, decoction and 
hydroethanolic extract in a proportion of 5 g of dry floral capitula in 100 ml solvent, 
and confrontation with the pattern Staphylococcus aureus ATCC 6538 and 51 MRSA in 
initial population densities of 106, 105 and 104 UFC/ml. Quantification of flavonoids 
was based on high performance liquid chromatography.  
Results: The decoction displayed greater activity against the standard strain and the 
51 isolates as of 8 h, inactivating all by 24 h. Against the sample of 21 isolates, at a 
population density of 106 UFC/ml in four hours of contact, the hydroethanolic extract 
inactivated 85.7% of them. At a density of 104 UFC/ml, 71% were inactivated in one 
hour of contact, and all by 4 h. The metabolites quercetin (66.96), luteolin (22,65) 
and 3-O-methylquercetin (81,42) were quantified in the decoction (average 
concentrations in mg / 100 ml). 
Conclusion: The evidence observed points to the potential of the solutions, mainly 
the hydroethanolic extract, for direct use against infection sources in disinfection, 
decontamination or antisepsis procedures, as well as in formulations serving as 
vehicles. 

Key words: Achyrocline satureioides, disinfectants, Staphylococcus aureus, 
methicillin-resistant. 

 

  

   

INTRODUÇÃO  

O Staphylococcus aureus é bactéria espécie não específica,1 que evoluiu em 
mecanismos de resistência a antimicrobianos.2,3 O Staphylococcus aureus resistente à 
meticilina (MRSA) apresenta resistência a todos os antibióticos beta-lactâmicos 4 e a 
sua transmissão, antes observada em hospitais, agora pode ser detectada na 
comunidade (CA- MRSA),5 animais de companhia e para produção de alimentos (LA-
MRSA),6 podendo contribuir na contaminação de cadeias alimentares e no ciclo das 
enfermidades transmissíveis comuns entre humanos e animais.7  

A gestão sanitária das doenças infecto-transmissíveis necessita procedimentos 
adotados sobre os agentes morbígenos tanto no corpo do paciente (seja humano ou 
animal) o que é feito, por exemplo, através da antibioticoterpia ou mesmo por 
antissepsia, quanto no ambiente, quando eles estão em vida livre, por procedimentos 
como a desinfecção e a descontaminação. Limitações no uso dos antimicrobianos 
convencionais podem ocorrer devido à resistência, seja intrínseca ou adquirida,8,9 dos 
micro-organismos, o que motiva a busca de novos compostos antimicrobianos. Ou 
mesmo devido sistemas tecnológicos de criação animal referenciados nos modelos 
agroecológico e orgânico que demandam insumos/recursos sanitários veterinários 
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considerados sustentáveis,10 renováveis, para que sejam usados em substituição ou 
em complementaridade aos produtos convencionais.11 A utilização de extratos 
vegetais brutos facilitariam o acesso de higienistas-sanitaristas à esses recursos.  

Com esse sentido o estudo da atividade antimicrobiana de extratos vegetais vem se 
desenvolvendo como no trabalho que selecionou vinte e uma plantas nativas do sul 
do Brasil com indicativo etnográfico medicinal, com ênfase à etnomedicina 
veterinária, etnosotaxia e etnoterapêutica de doenças de pele.12. A triagem para 
verificação da atividade bioativa antimicrobiana das soluções obtidas por decocção e 
maceração hidroalcóolica incluiu a Achyrocline satureioides (Lam.) DC. (Asteraceae), 
tendo sido demonstrada a ação sobre Staphylococcus aureus e Salmonella 
choleraesuis padrões.  

Os objetivos deste estudo foram testar a atividade anti-MRSA de extrações de A. 
satureioides, e quantificar a presença de flavonóides.  

   

MÉTODOS  

Material vegetal 

A A. satureioides (Asteraceae) foi adquirida seca (em temperatura ambiente) de um 
único fornecedor/agricultor, colhida em abril de 2013, obtida por cultivo em sistema 
de permacultura na área rural da cidade de Gramado, Rio Grande do Sul, Brasil. As 
partes utilizadas do vegetal foram os capítulos florais. A amostra foi identificada e 
depositada no acervo do Herbário do Instituto de Biociências da UFRGS/BR, sob o 
registro ICN nº 164964.  

 
Quantificação de flavonóides 

A análise de flavonóides do decocto de A. satureioides, foi realizada por cromatografia 
a líquido de alta eficiência (CLAE). A escolha pela determinação quantitativa de 
compostos flavonóides deveu-se ao fato de serem esses compostos majoritariamente 
presentes na droga vegetal.13  

A quercetina e a luteolina foram empregadas como padrões externos. A curva padrão 
de luteolina foi utilizada para quantificação da luteolina e da 3-O-metilquercetina, 
dada à semelhança estrutural e de absorvância no comprimento de onda 
empregado.14 Os resultados foram expressos pela média da concentração em mg/100 
mL, e informado o desvio padrão relativo (dpr).  

 
Cepas  

Foram utilizadas o padrão Staphylococcus aureus ATCC 6538 e 51 isolados 
Staphylcoccus aureus resistentes à meticilina pertencentes à coleção do Laboratório 
de Microbiologia da Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre 
(UFCSPA). Os isolados foram obtidos pelo programa de vigilância para detectar MRSA 
em fossas nasais de adultos internados em unidade de tratamento intensivo em 
hospital geral da cidade e Porto Alegre/RS/BR. Estavam mantidos congelados (-20 
ºC), e a reativação feita por esgotamento em placas de Ágar Baird-Parker (OXOID®).  
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A densidade populacional inicial dos inóculos foi padronizada utilizando-se um controle 
de turbidez equivalente a uma solução padrão McFarland de 0,5 (equivalente a uma 
suspensão contendo de 107 a 108 UFC/mL).  

O decocto foi confrontado com todos isolados. Quanto ao extrato hidroetanólico, após 
testes pilotos de verificação da atividade bactericida sobre MRSA com esse extrato, 
usando critério estatístico de seleção de amostra com fator de precisão de 0,1 e nível 
de confiança de 95% selecionou-se amostra significativa de 21 isolados para 
representar a população na confrontação.  

 
Extrações  

Usou-se a proporção (p: v) de 5 g dos capítulos florais para 100 mL de solvente 
(concentração de 50 mg/mL).  

A decocção procedeu-se em frasco Erlenmeyer, com capacidade para 1 L, em fogo 
brando, durante 15 min, contados a partir do início da ebulição, estando a boca do 
frasco semifechada com uma placa de Petri. Após a cocção a solução foi filtrada em 
filtro de papel, e o volume inicial recomposto com água destilada estéril. O decocto foi 
preparado imediatamente antes do uso nos testes.  

O extrato hidroetanólico hidratado foi obtido de maceração de 15 dias dos capítulos 
florais em álcool etílico 70 ºGL. Após filtração a solução foi submetida à evaporação 
sob pressão reduzida, temperatura de 60 ºC, em evaporador rotativo, após o que 
recompôs-se o volume inicial com água destilada estéril.  

O controle de esterilidade das extrações vegetais foi feito junto à linha de testes de 
avaliação bactericida.  

 
O teste  

Para avaliar a atividade bactericida foi utilizado o Teste de Suspensão Quantitativo 
para Avaliar Atividade Bactericida de Desinfetantes e Antissépticos Químicos (fase 1), 
conforme o protocolo do Comitê Europeu de Padronização (CEN) BS EN 1040:2005 15.  

Nos testes foram confrontadas três diluições logarítmicas/densidades populacionais 
inicias: 106, 10 5 e 104 UFC/mL.  

Os microrganismos foram submetidos ao decocto nos tempos de contato de uma, oito 
e 24 h e ao extrato hidroetanólico nos tempos de cinco e 30 min, uma, duas, três e 
quatro horas. Esses tempos foram definidos após testes pilotos para verificar período 
de contato necessário para a ação bactericida.  

Após os tempos de contato, utilizando micropipeta, uma alíquota de 1 mL foi retirada 
e adicionada em tubos de ensaio contendo 9 mL do meio de cultura caldo Brain 
Hearth Infusion (BHI- OXOID®) com agentes neutralizadores [3 % de polissorbato 80 
(Synth®), 0,3 % de lecitina de soja (DELAWARE®) e 0,1 % de histidina (Synth®)], 
ficando em contato por cinco minutos. Deste tubo retirou-se uma alíquota de 0,1 mL 
que foi inoculada por espalhamento em superfície em placas com ágar Baird-Parker, 
incubadas a 35 °C por 48 h. Verificou-se se houve crescimento de colônias e, se 
positivo, contadas as colônias típicas, avaliando se houve inativação ou redução da 
densidade populacional inicial do inóculo.  
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O mesmo teste foi realizado com o composto químico desinfetante e antisséptico 
iodóforo, nas concentrações de 100 ppm (0,01 %), 50 ppm, 25 ppm e 12,5 ppm 
frente a amostra selecionada de 21 isolados Staphylococcus aureus meticilina 
resistentes.  

 
Análise estatística  

As frequências relativas a redução logarítmica e inativação dos isolados foram 
realizadas por estatística descritiva. Já a comparação entre a atividade do decocto e a 
do extrato hidroetanólico foi realizada tendo como referência o tempo de ação 1 h, 
pelo teste não paramétrico de qui-quadrado no nível de significância de 5 %.  

Os dados foram analisados pelo programa estatístico SPSS para Windows, versão 
18.0.  

   

RESULTADOS  

A análise de flavonóides do extrato aquoso de A. satureioides detectou os flavonóides 
quercetina, luteolina e 3-O-metilquercetina, conforme demonstrado na tabela 1. 

 

 
No resultado do confronto com a cepa S. aureus ATCC 6538 observou-se que na 
primeira hora de contato o decocto provocou redução logarítmica das três densidades 
iniciais do inóculo, sendo que na leitura das 8 h a densidade populacional de 104 
UFC/mL já estava inativada e o mesmo tendo ocorrido nas 24 h com as outras duas 
densidades populacionais. O extrato hidroetanólico hidratado inativou essa cepa em 
todas as densidades populacionais até as três horas de contato, observando-se 
reduções logarítmicas progressivas nos tempos 30 min, uma e duas horas.  

Na tabela 2 estão apresentados os resultados da atividade do decocto sobre os 51 
isolados MRSA. Observa-se que na leitura das 24 h, nas três densidades iniciais dos 
inóculos, 100 % deles estavam inativados. Pode-se observar que quanto menor a 
densidade inicial de confronto, maior número de isolados inativados por tempo de 
contato. Por exemplo, nas oito horas de contato, na densidade 106 UFC/mL a ação de 
inativação pelo decocto foi observada sobre três (5,90 %) isolados, ao passo que na 
105 UFC/mL 21 (41,13 %) e na de 104 UFC/mL 34 (66,60 %) dos inóculos estavam 
inativados. 
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A atividade bactericida do extrato hidroetanólico sobre os 21 isolados MRSA está 
apresentada na tabela 3. Nas quatro horas de contato, na densidade populacional 106 
UFC/mL a ação de inativação desse extrato foi observada sobre 4 (19,04 %), na 10 5 
UFC/mL 1 (4,80 %) e na de 104 UFC/mL todos os isolados estavam inativados.  

Observou-se que houve diferença de sensibilidade entre os isolados quanto às 
variáveis densidade populacional e tempo de contato necessário para que fossem 
inativados pelos extratos aquoso e hidroetanólico. Por exemplo, frente ao decocto na 
densidade populacional 105 UFC/mL,21 isolados foram inativados no tempo de contato 
de 8 h, ao passo que os 30 restantes apenas na leitura das 24 h. Frente ao extrato 
hidroetanólico, na mesma densidade populacional citada, no tempo de 1 h 8 foram 
inativados, e outros 8 precisaram de duas horas de contato para a inativação.  
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Fenômeno semelhante ocorreu na comparaçãoda atividade dos extratos aquoso e 
hidroetanólico sobre a cepa padrão e os isolados MRSA, quando observou-se que não 
houve em grande parte das vezes coincidência de tempo de inativação entre a cepa 
estandar e os isolados. Exemplificando na mesma densidade populacional acima 
informada, de 105 UFC/mL, nas 8 h de contato com o decocto enquanto o S. aureus 
padrão apenas havia sofrido a redução de 3 logarítmos, 28 MRSA foram inativados. E 
frente ao extrato hidroetanólico, em 1 h de contato o S. aureus padrão sofreu a 
redução de 4 logarítmos mas oito isolados foram inativados.  

O composto desinfetante iodóforo, em todas as concentrações, inativou todos os 
isolados já nos primeiros cinco minutos de contato.  

A análise estatística aplicada com o teste qui-quadrado, comparando a ação dos 
extratos no tempo de contato de uma hora, resultou significativo (p< 0,05), ou seja, 
as frequências observadas diferem das esperadas, o que indica que o extrato 
hidroetanólico foi mais eficaz do que o decocto para inativar, em todas as densidades 
populacionais, os isolados MRSA nesse tempo de contato.  

   

DISCUSSÃO  

A quantificação de flavonóides na extração aquosa foi importante para conferir a 
identidade e qualidade da amostra vegetal, já tendo sido estes flavonóides 
identificados como componentes majoritários das sumidades floridas, aos quais se 
atribui grande parte das atividades farmacológicas,16-19 entre elas a antimicrobiana. 
No entanto, julga-se necessário outras investigações fitoquímicas que auxiliem a 
compreensão da diferença na intensidade da atividade bactericida entre o decoto e o 
extrato hidroetanólico, sendo investigações sobre outros compostos 20 uma boa pista.  
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Para obter resultados confiáveis sobre a ação bactericida dos produtos testados, foi 
utilizado o caldo BHI com neutralizador. Este procedimento teve a finalidade de evitar 
observações falsas negativas, expressas pela possível ação somente bacteriostática, 
confundindo com a ação bactericida da extração vegetal. Os neutralizantes têm a 
função de inativar resíduos da substância antimicrobiana, após a exposição do 
inóculo. Como não são padronizados neutralizadores específicos para soluções da A. 
satureioides foram mantidos os indicados no protocolo do teste, que correspondem 
aos mesmos utilizados com bons resultados em outros estudos21,22 com extrações 
dessa planta.  

O delineamento do protocolo do teste foi alterado confrontando as soluções vegetais 
com três densidades populacionais dos inóculos, ao invés de uma única densidade. 
Como em trabalho anterior21 já havia sido determinado em qual a proporção planta: 
volume das inflorescências de A. satureoides promove atividade antibacteriana, 
resolveu-se variar a densidade populacional de confronto. Confirmada a hipótese de 
que quanto menor o número de indivíduos presentes no meio de cultura também 
menor seria o tempo de contato necessário para inativá-los, a variação permitiu 
simular diferentes cenários de contaminação microbiana no ambiente.  

A atividade antibacteriana do decocto e do extrato hidroetanólico da planta frente 
S.aureus padrões ATCC, mesmo que verificada utilizando outros métodos e técnicas, 
também foi relatado por outros autores.23-27 Relatos da atividade sobre cepas isoladas 
de situações-problema em doença humana e animal, alguns frente S. aureus 
resistentes à antibióticos, também pôde ser encontrado,21,28,29 o que reforça a 
confiança nos resultados aqui obtidos.  

Observou-se que o modo de extração dos princípios ativos influenciaram na 
intensidade da atividade anti-S. aureus, tendo o extrato hidroetanólico promovido 
marcadamente atividade em menores tempos de contato. Evidências semelhantes, 
tendo como indicador o S. aureus padrão, foram também descritas em outros 
estudos.12,22,27-30 A explicação para isso pode estar no fato de que o solvente etanol 
promove, devido sua polaridade, bom rendimento na extração de compostos 
químicos, quanto no fato de que na decocção substâncias ativas podem ser alteradas 
devido ao aquecimento.18,31,32  

O protocolo que descreve a técnica (BS EN 1040:2005) usada nesta investigação 
determina que para ser demonstrada a eficácia do produto com ação antimicrobiana 
desinfetante e antisséptica, é necessária a redução da densidade populacional do 
inóculo Staphylococcus aureus ATCC 6538 em, no mínimo, cinco unidades 
logarítmicas após tempo de contato com o desinfetante. Diante da constatação de que 
as duas soluções cumpriram esse requisito, tendo inativado os inóculos confrontados 
pode-se, então, considerá-los como desinfetantes adequados para controle dos MRSA, 
levando-se em conta o tempo de contato para sua inativação.  

As evidências observadas sugerem o potencial das soluções, principalmente do 
extrato hidroetanólico bruto, para uso de modo direto sobre as fontes de infecção no 
ambiente inanimado em procedimentos de desinfecção, de descontaminação ou sobre 
tecidos vivos em antissepsia, ou ainda em formulações que lhe sirvam de veículo.  
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