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Resumo

Mastite é caraterizada por inflamacdo mamaria em resposta a infeccdo bacteriana.
Objetivou-se verificar acdo antibacteriana do extrato de roma sobre sobre Staphylococcus
spp. Amostras de leite foram semeadas e as col6nias ajustadas a 1,0x10° UFC.mL" ao
padrdo n® 6 da escala de MacFarland. A sensibilidade dos isolados foi determinada por
difusdo em discos e a concentracao inibitéria minima foi determinada pelo halo de inibicao
superior a 15 mm. Os extratos foram avaliados pelo método ANOVA e teste de Tukey 5%.
Adicionalmente avaliou-se atividade antioxidante, teores de fendis e flavonoides totais. O
crescimento bacteriano foi inibido e a acdo antioxidante foi verificada a partir de 50 pg.mL".
Porém, nado foi possivel correlacionar esta atividade aos teores de fendis e flavonoides
totais, provavelmente outras substéncias presentes foram responsaveis pela agéo
antioxidante. Conclui-se que o0 extrato hidroalcodlico de rom&@ apresenta atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus spp.
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Abstract:

Mastitis is characterized by mammary inflammation in response to bacterial infection. The
aim of this study was to investigate the antibacterial activity of pomegranate extract on
Staphylococcus spp. The milk samples were plated and the colonies were adjusted to 1.0
x106 UFC.mL" to Standard n°. 6 McFarland scale. The sensitivity of the isolates was
determined by disk diffusion and the minimum inhibitory concentration was determined by
the halo of inhibition greater than 15 mm. The extracts were evaluated by ANOVA and Tukey
test 5%. Additionally it was evaluated antioxidant activity, levels of total phenols and
flavonoids. The bacterial growth was inhibited and the antioxidant activity was observed from
50 ug.mL". However, it was not possible to correlate this activity to the levels of total phenols
and flavonoids, probably other substances were responsible for antioxidant activity. It was
concluded that the hydroalcoholic extract of pomegranate has antimicrobial activity against
Staphylococcus spp.
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Introducao

Mastite bovina € uma doengca multifatorial, caraterizada por uma inflamacédo da
glandula mamaria. Frequentemente ocorre em resposta a infeccao bacteriana,
porém pode ser causada por outros micro-organismos, como fungos, virus e
leveduras (TOZZETTI et al., 2008). Compromete a qualidade do leite pelo risco de
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veiculacdo de agentes patogénicos, causando grandes perdas na produgdo, tanto
em propriedades leiteiras como em laticinios. O tratamento usual a base de
antimicrobianos quimicos causa risco por determinar residuos no leite, tornando-se
inapropriado para o consumo. Assim, verificou-se crescente busca por
medicamentos naturais.

Nos dUltimos anos, o aumento da procura por produtos organicos vem se
intensificando. A utilizacdo de plantas medicinais vem sendo estimulada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), por ser acessivel economicamente a grande
parte da populacdo. Em torno de 80% da populacédo dos paises em desenvolvimento
utiliza deste tipo de medicamento (DOMINGUES et al.,, 2012). A utilizacdo de
plantas medicinais contribui para exploragdo pecudria sustentavel por nao
determinar descarte de leite, minimizar a compra de produtos quimicos, favorecendo
assim a renda do produtor.

Punica granatum Linn. conhecida, da familia Punicaceae, é cultivada mundialmente.
Foram demonstradas propriedades antimicrobianas do extrato de roma (MOORTHY
et al., 2013), inclusive sobre isolados de Staphylococcus aureus (SILVA et al. 2008).
Os principais constituintes da roma sao alcaloides (peletierina, isopeletierina,
metilpeletierina), taninos, compostos fendlicos (antocianinas, quercetina, acidos
fendlicos) e flavonoides. Estas substancias sdo frequentemente relacionadas com as
atividades terapéuticas registradas. Propriedades antibacterianas e anti-
inflamatorias, apresentadas pelos extratos de roma, sé&o particularmente importantes
para o tratamento da mastite bovina.

Dessa forma, o presente trabalho objetivou avaliar os efeitos, in vitro, do extrato
hidroalcodlico da casca do fruto da roma, sobre Staphylococcus sp. isolado de leite
bovino.

Metodologia

As romas foram colhidas ao final da manha (no municipio de Bandeirantes — PR),
higienizadas com solugéo de hipoclorito de sddio a 0,5% e secas com papel toalha.
As cascas dos frutos foram secas em estufa com ventilagdo forcada de ar a 40°C e
maceradas manualmente. Para confeccdo do extrato hidroalcodlico a 10% (EHA),
adicionou-se 190mL de alcool P.A. e 80mL de agua destilada, em 30g de casca.
Apoés agitacdo mecénica constante, durante 24 horas, realizou-se filtragdo a vacuo.
Este procedimento foi realizados por 3 dias consecutivos, sendo que a cada
filtracdo, adicionou-se solugdo hidroalcodlica conforme volume supracitado.
Realizou-se concentragdo por rotaevaporizador (60°C), secagem em estufa (37°C
por 24 horas), congelacéao e liofilizagdo do extrato.

As amostras de leite foram coletadas a partir de fémeas bovinas portadoras de
mastite subclinica. Esses animais foram previamente selecionados a partir do teste
de Tamis e Califérnia Mastite Teste (CMT), a fim de se diagnosticar mastite clinica e
subclinica respectivamente. Somente as amostras de leite que apresentaram
positividade para o CMT, foram utilizadas pelo presente estudo. O CMT foi
considerado positivo quando apresentou uma ou mais cruzes (SCHALM &
NOORLANDER, 1957). Adicionalmente realizou-se Contagem de Células Somaticas
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(CCS) e andlise microbiolégica. Para tanto, as amostras de leite de cada quarto
mamario, foram colhidas antissepticamente, acondicionadas em caixa isotérmica,
transportadas sob refrigeracdo (aproximadamente 4°C) até o laboratério de
microbiologia da UENP.

Os Staphylococcus sp. foram isolados utilizando meio Agar Baird Parker®,
enriquecido com emulsdo de gema de ovo e telurito. Incubou-se a 37°C por 48 horas
de acordo com OXOID (2000). As colbnias foram observadas quanto a morfologia e
aspectos como coloragao cinza-negra, brilhante, convexa, com zona de precipitacao
circundada por halo claro de 2-5mm. As colénias foram isoladas em agar-sangue e
observadas quanto a morfologia, tamanho, pigmentagéo e presenga de hemdlise. Os
micro-organismos foram avaliados pela coloragcdo de Gram, prova de coagulase,
catalase, uréase, e classificados quanto a resisténcia a novobiocina (SCHLEIFER &
KLOQOS, 1975). O teste de sensibilidade foi determinado pela técnica de difusdo em
placas de Agar Mueller-Hinton. As col6nias foram inoculadas em suspensao salina
estéril a 0,85%, e por meio de espectrofotometria de luz, os inéculos foram ajustados
em concentracdo celular entre 0,40 e 0,49nm de absorbéncia, com comprimento de
onda de 600nm, criando a concentracdo de 1,0x10° UFC/ mL". Assim,
apresentaram turvacdo ajustada ao padrdo n% da escala de MacFarland
(STANDARDS, 1997).

A atividade antibacteriana foi avaliada em quintuplicata, utilizando discos de papel
filtro (Whatman n®1), impregnados com 40uL do extrato EHA, nas seguintes
concentracdes conforme Tabela 1.

Tabela 1. Concentrac6es das diluicdes do extrato hidroalcodlico de casca de roma a
10%, empregadas nos testes antimicrobiano em difusdo em disco

DILUICAO CONCENTRACAO
INICIAL 4 mg/ml

1:2 2 mg/ml

1:4 1 mg/mi

1: 0,5 mg/ml

1:16 0,25 mg/ml

1:32 0,125 mg/ml

1:64 0,0625 mg/ml

As placas foram entdo incubadas (37°C por 24h) e a Concentragao Inibitéria Minima
(CIM) correspondeu a menor concentragdo do extrato que inibiu completamente o
crescimento bacteriano; considerando-se halo inibitério superior a 15mm.
Complementarmente, foram avaliados controle positivo (ampicilina-10ug,
sulfamitoxazol e trimetoprim- 25 pg, penicilina-10 pg, eritromicina-15 pg, oxacilina-
1ug, cloranfenicol-30 pg, e vancomicina-30ug) e controle negativo utilizando discos
estéreis. As variaveis foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O EHA foi avaliado quanto a atividade antioxidante, teores de fendis e flavonoides

totais; utilizando-se espectrofotbmetria UV-Visivel. O extrato foi diluido nas
concentragdes: 25, 50, 75, 100, 250, 500 e 1000 pg para 1mL, e avaliado em
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triplicata. A atividade antioxidante foi determinada pela capacidade doadora de H+
para o radical estavel DPPH. (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), de acordo com a
metodologia BLOIS (1958). Para a quantificacdo dos fendis totais foi utilizado o
método Folin-Ciocalteu (molibdato, tungstato e acido fosférico), e os teores de
flavonoides foram determinados segundo a metodologia de ZHISHEN et al. (1999).

Resultados e discussoes

Para o rebanho utilizado, foi observada apenas ocorréncia de mastite subclinica, em
69% dos animais investigados. Este resultado corrobora aos registros anteriores,
que apontaram esta forma como a mais frequentemente encontrada, quando
comparada a forma clinica da doenca (MELLO PEIXOTO et al.,, 2009). A CCS
apresentou em meédia 838,64x103 e as analises mirobioldgicas identificaram
Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus e Staphylococcus coagulase
negativa.

O EHA inibiu o crescimento bacteriano a partir da concentracdo de 4mg/mL,
verificando-se que quanto mais concentrado o extrato, maior o halo de inibigcéo.
Todas as concentracdes proporcionaram halo de inibicao maior que 15mm (Tabela
2).

Tabela 2. Distribuicdo das médias (mm) dos halos de inibicAo bacteriana sobre
Staphylococcus sp, observados para no tratamento com Extrato Hidroalcoodlico a
10% de roméa

Halo de Inibicdo (mm)

Staphylococcus Staphylococcus saprophyticus
Conc. Extrato Staphylococcus Coagulase
aureus Negativa 1 2 3

4 mg/ml 32,7° 32,7° 29,7° 23,7° 37,0°
2 mg/ml 27,7° 31,3% 27,7 22,3% 35,3
1 mg/ml 26,3 30,7% 25,3° 26,7° 30,7°
0,5 mg/ml 25,7° 28,0° 24,0 25,0%° 27,3°
0,25mg/ml 22,0° 27,7 23,0° 24,3%° 24,3°
0,125 mg/ml 21,3¢ 23,3° 18,0° 21,7¢ 24,3¢
0,0625 mg/ml 16,3° 9,3¢ 10,0° 17,3° 16,0°

*Médias seguidas de mesma letras minusculas na coluna nao diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Quanto aos tratamentos controle positivo, o0s mais eficientes foram
sulfamitoxazol/trimetoprim, penicilina, eritromicina, cloranfenicol, oxacilina, ampicilina
e vancomicina. Ao contrario, o grupo controle negativo ndo apresentou acgao
inibitéria, tdo pouco interferéncia no crescimento microbiano.

O extrato EHA apresentou atividade antioxidante a partir da concentracdo de
50ug/mL (Tabela 3), porém Entretanto, a atividade antioxidante nao foi
correlacionada aos teores de fendis totais e flavonoides. Talvez outras substancias
alcaloides presentes no extrato estudado, possam ter sido as responsaveis pela
atividade antioxidante verificada.
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Tabela 3. Valores médios referentes a atividade antioxidante (AA%) para o Extrato
Hidroalcodlico de romé a 10%.

Concentracao (AA%)
25 pg/mL -
50 pg/mL 2,17
75 pg/mL 1,96
100 pg/mL 31,27
250 pg/mL 33,94
500 pg/mL 64,01
1000 pg/mL 77,79
Conclusoes

O extrato de Punica granatum Linn. apresentou acao inibitéria sobre bactérias do
género Staphylococcus, principalmente sobre S. aureus, demonstrando potencial
beneficio para o controle da mastite bovina.
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