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RESUMO

A mastite bovina é um problema comum em ordenhas, caracterizada por uma infecgao no tbere
e pode ser causada por uma diversidade de microrganismos, como o Staphylococcus aureus e o
Streptococcus agalactiae. Atualmente, a adogao de terapias alternativas, por meio de fitoterdpicos,
tem sido explorada como forma de auxiliar no tratamento, principalmente, associando-se o
uso de 6leo essencial como inibidor de crescimento bacteriano ou potencializador. A Eugenia
uniflora (Pitangueira) é uma drvore nativa do Brasil que possui potencial antibacteriano. Este
estudo teve por objetivo realizar a extragao do 6leo voldtil e hidrolato da E. uniflora, para testar
seu potencial antimicrobiano sobre microrganismos isolados de amostras de leite de vacas
clinicamente diagnosticadas com mastite. A extra¢ao dos metabdlitos secundérios foi realizada
por meio da destilagao em Clevenger, para o isolamento dos microrganismos utilizou-se a placa
AccuMast® Plus e, para os testes de antibiograma, utilizou-se discos contendo éleo, hidrolato e
associacoes destes com diferentes antibidticos em placas semeadas com Staphylococcus aureus
e Streptococcus agalactiae. Os resultados foram analisados por meio da medida dos halos de
inibi¢do e comparagoes estatisticas. Percebeu-se que tanto o 6leo essencial, quanto o hidrolato
nao foram capazes de inibir o crescimento bacteriano, porém agiram como potencializadores dos
antibidticos.

Descritores: Antibiograma; Oleos voldteis; Controle microbiolégico.
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ABSTRACT

Bovine mastitis is a common problem in milking, characterized by an infection in the udder and can
be caused by a variety of microorganisms, such as Staphylococcus aureus and Streptococcus agalactiae.
Currently, the adoption of alternative therapies, through phytotherapeutics, has been explored as a way
to aid in the treatment, mainly by associating the use of essential oil as a bacterial growth inhibitor
or enhancer. Eugenia uniflora (Pitangueira) is a tree native to Brazil that has antibacterial potential.
This study aimed to extract volatile 0il and hydrolate from E. uniflora, to test its antimicrobial
potential on microorganisms isolated from milk samples from cows clinically diagnosed with mastitis.
The extraction of secondary metabolites was performed by means of Clevenger distillation, for the
isolation of microorganisms, the Accuast® Plus plate was used, and for the antibiogram tests, disks
containing oil, hydrolate and their associations with different antibiotics were used. plagues seeded
with Staphylococcus aureus and Streptococcus agalactiae. The results were analyzed by measuring
the inhibition zones and statistical comparisons. It was noticed that both the essential 0il and the
hydrolate were not able to inhibit bacterial growth, but acted as potentiators of antibiotics.

Descriptors: Antibiogram; Volatile oils; Microbiological control.

Introdugao

O leite possui alto valor nutricional, sendo considerado um alimento completo!. Além
disso, devido ao seu cardter nutritivo, ¢ um possivel meio de cultura eficaz para a reprodugio de
microrganismos®. O Brasil ¢ um dos maiores produtores de leite do mundo, sendo responsével
por gerar empregos, renda e tributos®. A cadeia produtiva necessita diversos cuidados,
principalmente em relagio a limpeza do local de ordenha, armazenamento e satide dos animais,
uma vez que esses processos influenciam diretamente na qualidade e quando feitos de forma

inadequada propiciam a proliferacio de microrganismos?.

O risco de contaminagio bacteriana por meio do ibere aumenta durante o processo de
ordenha e pode ocorrer por meio das maos do manipulador ou pelos equipamentos de coleta
do leite, bem como, pelos tambores e baldes que podem estar mal higienizados, aumentando
ainda mais os riscos de contaminagio e desenvolvimento de mastite!. A mastite bovina consiste
na inflamagio da glindula mamdria do animal, sendo ocasionada por problemas fisiolégicos ou

metabdlicos, traumas, alergias e infecgoes®.

O Staphylococcus aureus é um patdgeno frequentemente associado, sendo uma das
bactérias mais comuns que causam esta doenga’. Além disso, observa-se que os microrganismos
estdo cada vez mais resistentes aos firmacos utilizados para o seu tratamento®. Dessa forma,
terapias alternativas, como as que utilizam metabdlitos secundérios de plantas medicinais podem
auxiliar no tratamento da mastite, crescendo em importincia’. A utiliza¢io de 6leos essenciais em
terapias alternativas mostra-se promissora, uma vez que possuem principios ativos, que a planta
produz naturalmente para conferir protecao, atragao de polinizadores e efeito alelopdtico®, e que

sa0 explorados também por seus efeitos farmacolégicos®.
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A Eugenia uniflora pertence a familia Myrtaceae, e é conhecida por suas propriedades
terapéuticas, como agao antibacteriana e antioxidante'®. Sendo assim, a presente pesquisa tem
por objetivo extrair e testar o potencial antimicrobiano do éleo essencial de E. uniflora sobre as
bactérias Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, isoladas de amostras de leite de vacas
clinicamente diagnosticadas, com o intuito de avaliar a inibi¢do do crescimento por meio do

6leo puro e/ou associado a antibiéticos.

Metodologia

Coleta e Identificacio da Amostra Vegetal

Foram feitas duas coletas de folhas de Eugenia uniflora no campus da Universidade
Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missoes — URI, (-28.276731854749436,
-54.270643145437624), localizada no municipio de Santo Angelo, no Rio Grande do Sul, em
setembro de 2021. Foi preparada uma exsicata das folhas para identificacio e catalogagio no
Herbdrio Padre Balduino Rambo (HPBR), localizado na cidade de Erechim, RS.

Método de Extracio do Oleo Essencial

A extragao do 6leo essencial foi realizada em duas etapas no laboratério de Farmacognosia
da URI de Santo Angelo, por meio do método de hidrodestilagio em aparelho graduado de
Clevenger!'!'. Na primeira extraco, feita em duplicata, utilizou-se 70 g das folhas da pitanga, que
foram picadas e maceradas, adicionadas a um balao volumétrico com 300 ml de dgua purificada,
mantido sob aquecimento a 75 °C por aproximadamente 4 h. O 6leo essencial e o hidrolato
resultantes do processo foram separados na torneira do destilador e armazenados em frasco
ambar e conservados em freezer para posterior uso. Devido 4 pouca quantidade de 6leo obtida
no primeiro processo, uma nova coleta para extragao foi realizada. Desta vez a extracao foi feita
em triplicata e em cada processo foram utilizadas 100 g de folhas trituradas em liquidificador e

que seguiram 0S Mesmos passos Jé. dCSCl‘itOS anteriormente.

Isolamento e Identificagdo do Microrganismo

Para o isolamento dos microrganismos de interesse foram recebidas duas amostras de
leite de vacas clinicamente diagnosticadas com mastite pelo proprietdrio, oriundas de leitarias
localizadas na regiao noroeste do Rio Grande do Sul. As amostras foram misturadas e para
a identificagdo e isolamento das bactérias utilizou-se as placas AccuMast® Plus, que sio meios
cromogénicos Uteis na identificacio de bactérias presentes na mastite bovina através do meio
seletivo. O swab foi imerso no leite e espalhado nas placas, fazendo estrias em trés diregdes, o
material foi acondicionado em estufa bacteriolégica, com temperatura de 37°C por 24 horas

para interpretagdo no dia seguinte. Nas placas foram identificadas a presenca de Staphylococcus
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aureus e a Streptococcus agalactiae (figura 1), que sao bactérias de interesse clinico para o presente
estudo. O material isolado foi armazenado na geladeira até o preparo dos meios de cultura

adequados para o repique dos mesmos.

Figura 1 - Resultado do isolamento dos microrganismos da amostra de leite nas placas AccuMast®

Plus

Todo material utilizado, assim como as placas de Petri, pingas, espdtulas e béqueres
foram embalados em papel pardo e esterilizados em estufa. Os meios de cultura e a dgua
peptonada foram esterilizados em autoclave e os discos de papéis em luz UV por 15 minutos. No
laboratério de Microbiologia da URI de Santo Angelo foram preparados dois meios de cultura
diferentes para a testagem do potencial antimicrobiano. Primeiramente, foi produzido o meio de
cultura 4gar sangue, no qual foi utilizado dgar-dgar e sangue humano, destaca-se que o sangue foi
adicionado apoés a esterilizacdo, e assim que adicionado o meio foi imediatamente plaqueado e
armazenado na geladeira. Para a testagem antimicrobiana foi preparado o Agar Mueller Hinton

(MH), por ser amplamente utilizado em testes de antibiograma.

Para o repique em dgar sangue do Staphylococcus aureus e do Streptococcus agalactiae foi
utilizado swab umedecido em 4dgua destilada e as bactérias isoladas na placa AccuMast® Plus. O
material foi semeado e armazenado em estufa bacteriolégica a 37°C por 2 dias para crescimento.
Para a padronizacio das culturas de S. aureus e do S. agalactiae respectivamente, foi medida a
turbidez em escala de Mc Faraland em 4 tubos de ensaios, contendo 3ml de dgua peptonada.
No primeiro tubo foi adicionada uma al¢ada do microrganismo, no segundo tubo duas al¢adas e
assim sucessivamente até o quarto tubo. A turbidez dos tubos com as bactérias foi comparada a
escala, sendo o tubo 3 o que atingiu a turbidez desejada, na qual entende-se que naquela solugao

encontram-se 5 x 10 ®unidades formadoras de coldnias (UFC)/mL.

Para andlise confirmatéria de que os isolados tratavam-se de bactérias gram positivas,
também foi realizada a técnica de coloragao-gram. Neste procedimento, com o auxilio de uma

alca de platina, retirou-se uma amostra Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae para
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esfregaco em ldmina, fixagdo e coloragio com violeta cristal, lugol, dgua, acetona e fucsina. O
material preparado para visualizagdo em microscépio dptico e apresentou a coloragio azulada,

pertinente as bactérias gram-positivas.

Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos

Para a avalia¢do da sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) foi utilizado o teste de
disco-difusdo em dgar descrito em 1966 por Bauer e Kirby!?, realizado em triplicata, em placas
de 150x25mm, para Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae nos meios Agar Sangue e
Agar Mueller Hinton. Cada placa recebeu 9 tratamentos (tabela 1) (figura 2) e foram incubadas
em estufa bacterioldgica a 37°C para posterior observagio. A observacio dos resultados ocorreu

em 24h, 48h e 72h, foram medidos os halos de inibi¢ao e registrado os resultados em fotografias.

Tabela 1: Discos para o teste de susceptibilidade (TSA)

Discos Agar Sangue - S. aureus e S. Agar Mueller Hinton - S. aureus Agar Mueller Hinton - S.

agalactiae agalactiae

1 15pL de 4gua purificada 15pL de 4gua purificada 15pL de 4gua purificada

2 15pL de bleo essencial 15pL de 6leo essencial 15pL de 6leo essencial

3 15pL de hidrolato 15pL de hidrolato 15pL de hidrolato

4 Gentamicina* Gentamicina* Ampicilina*

5 Norfloxacino* Norfloxacino* Sulfazotrim*

6 Gentamicina* + 15pL de dleo Gentamicina* + 15pL de 6leo Ampicilina* + 15pL de 6leo
essencial essencial essencial

7 Norfloxacino* + 15pL éleo Norfloxacino™ + 15pL dleo Sulfazotrim* + 15pL 6leo
essencial essencial essencial

8 Gentamicina* + 15pL de Gentamicina* + 15pL de Ampicilina* + 15pL de
hidrolato hidrolato hidrolato

9 Norfloxacino* + 15pL de Norfloxacino* + 15pL de Sulfazotrim* + 15pL de

hidrolato

hidrolato

hidrolato

*10 microgramas
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Figura 2: Disposicao dos discos no teste de susceptibilidade.

@.
@

O tratamento estatistico dos dados foi realizado por meio da andlise das médias e desvio
padrio por meio do Excel, assim como a anélise de varidncia (ANOVA) com o auxilio do soffware

Palaeontological Statistics (Past) (desenvolvido por Oyvind Hammer).

Resultados e discussao

Apb6s o periodo de 24 horas de incubagao observou-se a formagao do halo de inibigao
no entorno dos discos. A primeira testagem foi realizada em meio de cultura dgar-sangue, e nele
observou-se que a Staphylococcus aureus, tanto para o dleo essencial de Eugenia uniflora L., quanto
o hidrolato, obtiveram sucesso em potencializar os antimicrobianos utilizados neste estudo
(tabela 1). Além disso, os antibiéticos Gentamicina e Norfloxacino demonstraram eficicia em

inibir o crescimento bacteriano, uma vez que ambos apresentaram halo de inibi¢ao (figura 3).

Figura 3: Comparacio dos halos de inibi¢io nos testes disco-difusao para Staphylococcus aureus em
dgar-sangue
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J4 o microrganismo Streptococcus agalactiae nao apresentou sensibilidade nem para o éleo

ou hidrolato. Além disso, observou-se pouca sensibilidade dos antibidticos testados (figura 4).
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Figura 4: Comparacio dos halos de inibi¢io nos testes disco-difusao para Streptococcus agalactiae em
dgar-sangue.
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Nas placas com Streprococcus agalactiae em meio dgar-sangue observou-se a hemolise
do tipo alfa, uma vez que houve perda parcial das hemoglobinas, sendo observado por meio
da formagao de uma massa cinza-esverdeada ao redor da coldnia no 4gar. E conhecido que as

bactérias do género Streptococcus comensais em animais sao consideradas do tipo alfa hemolitico®3.

Apesar dos resultados encontrados no meio utilizado, foi preparada uma nova
checagem dos tratamentos, s6 que dessa vez utilizando o meio Mueller Hinton (MH), que é
considerado o meio padrio para testagem de antibiograma, principalmente para bactérias do
género Staphylococcus'®. Além disso, no meio dgar-sangue a observagao dos halos nao ficou tao
evidente, dificultada pelo contraste da cor vermelha e pela hemélise observada no Streptococcus
agalactiae. O dgar-sangue é considerado rico para o crescimento da maioria dos microrganismos,
mas favorece também a percep¢io de hemdlise!”.

No meio MH observou-se que apés 24 horas de incubagio nio houve formagio de
halo de inibi¢do em torno Staphylococcus aureus tanto para o 6leo essencial e quanto para o
hidrolato. No entanto, houve um efeito de potencializa¢io do antibidtico associado com o 6leo

e o hidrolato (figura 5).

Figura 5: Comparagao dos halos de inibi¢io nos testes disco-difusio para Staphylococcus aureus em

meio MH.
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Como ja havia sido observado halo de inibi¢gao nos tratamentos com os antibiéticos
Gentamicina e Norfloxacino testados em dgar-sangue, em relagao a Streptococcus agalactiae foi
decidido pela mudanca dos medicamentos na nova testagem no meio MH, sendo selecionados
entdo a Ampicilina (10 pg), comumente utilizados em antibiogramas, ¢ o Sulfazotrim (25 pg),
aconselhado para o tratamento de bactérias do género Streprococcus. Com essa mudanca foi
possivel perceber um maior halo de inibi¢ao para a Ampicilina, com didmetro médio 1,07 cm,

enquanto que para o Sulfazotrim nao houve formacio de halo (figura 6).

Figura 6: Comparacio dos halos de inibi¢io nos testes disco-difusao para Streptococcus agalactiae em
meio MH.
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Nem sempre os antibidticos sio eficazes no controle microbiano, por essa razio
¢ importante buscar por alternativas, sendo que no metabolismo secunddrio das plantas
encontramos esse potencial uso'®. No caso da bactéria Streptococcus agalactiae, que teve a maior
resisténcia observada (100%), nem o Sulfazotrim (25pg) inibiu o microrganismo, além disso,
nao houve efeito de potencializagio do medicamento associado com o éleo e hidrolato, isso pode
indicar resisténcia da cepa ao tratamento recomendado por veterindrios em casos de mastite.
No entanto, o resultado encontrado no presente estudo contrapoe-se a pesquisa realizada por

Mesquita'”, no qual o antibiético obteve sensibilidade de 85% em relagao a esse microrganismo.

Outro aspecto importante percebido nesta pesquisa foi que isoladamente o éleo
essencial e o hidrolato de Eugenia uniflora L. nao inibiram o crescimento bacteriano, porém,
quando associados aos antibidticos demonstraram ter capacidade de potencializar o efeito do
medicamento antimicrobiano, uma vez que se observou aumento do halo em comparacio
aos discos tratados apenas com antibidtico (figura 3,4,5 e 6). Este fato pode ser explicado
pelos mecanismos de agio dos metabdlitos secunddrios na atividade bacteriana, que podem
agir atenuando ou potencializando os medicamentos, e auxiliando no combate de bactérias

multirresistentes!8.
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De acordo com os pardmetros disponibilizados pelo 7he Clinical & Laboratory Standards
Institute (CLSI)'?, os resultados dos halos podem ser definidos como sensivel (S), resistente (R)
e intermedidrio (I). Diante disto, percebe-se que a maioria dos tratamentos realizados neste
estudo mostraram-se resistentes a0 microrganismo, porém, também ficou evidente que houve
aumento da inibi¢ado quando o medicamento foi associado ao 6leo ou ao hidrolato (tabela 2).
Para a comparacio estatistica dos dados, considerou-se apenas os tratamentos com resultados
nao nulos, assim comparou-se as médias dos tratamentos T4 a T9. Com a anélise de varincia,
comprovou-se que entre as médias nao houve diferenca significativa (p=0,05), uma vez que
p=0,09.

Tabela 2: Comparacio entre as médias dos halos de inibi¢io em cada tratamento e perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos

Discos  Staphylococcus aureus Streptococcus agalactiae  Staphylococcus aureus em  Streptococcus agalactiae
em dgar sangue em 4gar sangue Mueller Hinton em Mueller Hinton

4 1 (R) 0,53 (R) 0,83 (R) 1,07 (R)

6 1,2 (R) 0,6 (R) 1 (R) 1,77 (S)

7 1,13 (R) 0,4 (R) 1,17 (R) -

8 1,3 () 0,4 (R) 0,83 (R) 1,93 (S)

9 1,3 (I) 0,3 (R) 1,17 (R) -

A resisténcia observada nesses microrganismos pode ser de origem genética ou pelo uso
indiscriminado de antibidticos no tratamento da mastite. Na pratica, dificilmente sao realizados
testes para identificar a bactéria causadora da infec¢do, entdo utiliza-se antibiéticos de amplo
espectro para o tratamento?®. Além disso, outro problema que promove a resisténcia é a utiliza¢io
de doses elevadas do medicamento sem ser necessério, podendo também causar efeitos colaterais

desnecessdrios no animal e tornar-se inclusive um problema de satide publica®'.

Conclusoes

Por meio desta pesquisa foi possivel observar o efeito potencializado com o antimicrobiano
dleo essencial e hidrolato de Eugenia uniflora L. quando associado ao antibidtico, porém,

isoladamente, na medida homeopdtica, ndo houve efeito inibitério sobre os microrganismos
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analisados. Diante disto, ¢ importante testar o 6leo e o hidrolato frente a outros microrganismos

para avaliar sua propriedade antimicrobiana.

Também é interessante considerar avaliar a constitui¢io do éleo, uma vez que metabdlitos
secunddrios sao produzidos pela planta em resposta aos estimulos ambientais, entao é possivel
que a planta utilizada neste estudo nao tivesse todo o potencial esperado para avaliar esta agao.
E por fim, testar a resisténcia bacteriana dos microrganismos isolados e avaliar os residuos de
antibidticos no leite antes do TSA também podem contribuir para uma melhor avalia¢ao do
poder inibitério dos 6leos essenciais, e dessa maneira definir o potencial deste produto como um

aliado fitoterdpico no tratamento de vacas com mastite.
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