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INTRODUCAO

A mastite bovina é uma das principais doencas encontradas na bovinocultura de leite, esta é
responsavel por causar prejuizos econdémicos & cadeia produtiva. Mastite é um processo
inflamatorio complexo da glandula mamaria, que ocorre na maioria das vezes em resposta a
infecgdes, onde 90% sao causadas por bactérias e em menor numero, por fungos, algas e virus
(TOZZETI et al., 2008).

As doencas infecciosas sdo uma grande ameacga a saide humana e animal, sendo responsaveis por
elevadas taxas de morbidade e mortalidade. Por esse motivo, o uso de antimicrobianos tem sido
utilizado em larga escala, acarretando uma série de problemas, principalmente a resisténcia
microbiana (ANTUNES, 2009).

Diante desta problematica, a utilizagao de produtos naturais de plantas bio ativas, tem sido cada
vez mais empregada com fins preventivos e curativos (SCHUCH et al 2008), sendo uma estratégia
promissora e de baixo custo, no controle de infecgoes (SHER, 2009).

As plantas com potencialidades medicinais sdo capazes de produzir substancias ativas
denominadas metabdlitos secundérios, encontrados em quantidades diminutas, apresentando
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composicdes quimicas variadas e podendo exercer atividades bioldgicas e farmacoldgicas
importantes (ALVES, 2005).

Os objetivos deste trabalho sdo, identificar os géneros e as espécies bacterianas, e determinar, in
vitro, o perfil de sensibilidade dos microrganismos. Bem como analisar o potencial antimicrobiano
do dleo essencial extraido da flor e da folha da lavanda e do manjericdo frente & bactérias isoladas
de leite mastitico, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia Veterindria da UNIJUI, apés o
recebimento das amostras de leite mastitico de bovinos, encaminhadas por produtores e Médicos
Veterinarios da regido Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul, com amostras de leite mastitico.

Cada amostra foi semeada em meio especifico, dgar sangue ovino 5% e agar McConkey e
incubadas a 36°C em estufa bacteriolégica por um periodo de 48 horas. Apds este periodo,
realizou-se a observagao visual das colonias. Em seguida, sucedeu-se a confeccdo de esfregacgos
em laminas e coloracdao de Gram, para a primeira identificagdo morfo-tintorial. A lamina foi
examinada em microscopio optico, observando as caracteristicas morfoldgicas do microrganismo.
Entdo transferimos as amostras para meios contendo substancias que evidenciam o metabolismo e
a presenca de enzimas, possibilitando a identificagdo bacteriana.

Apos, foi realizado o perfil de sensibilidade antimicrobiana quanto aos antibiéticos, ampicilina,
cefalexina, enrofloxacina, eritromicina, gentamicina, norfloxacina, penicilina e sulfazotrim, onde
aliquotas da amostra bacteriana isolada foram colocadas em placas com agar Mueller Hinton, e
espalhadas por toda sua superficie, sobre este, foram colocados os discos de antibidticos. Estas
placas foram mantidas em estufa bacterioldgica a 362C por 24 horas. Posteriormente, foram
feitas medidas do tamanho dos halos de sensibilidade aos antibiéticos, classificando-o em sensivel,
quando efetivo no combate a bactéria, intermediario, com agao parcial e resistente, quando nao
inibe o crescimento bacteriano.

Selecionamos duas plantas, a lavanda e o manjericao, realizamos o plantio das mudas em solo
de classificacdo latossolos, na localizagdo -27.698361,-54.147633. Apds trés meses, no dia 05 de
margo de 2018, foi realizada a coleta das plantas, as 6:30 da manhd. Em seguida, estas foram
encaminhadas para o Laboratério de Botanica da Unijui, onde foram identificadas e catalogadas, o
manjericao, espécie Ocimum basilicum L. , HUIRB 7796 e a Lavanda, espécie Lavandula dentata
L., HUIRB 7797. Na sequéncia foi realizada a extragao dos dleos essenciais da flor e da folha, pelo
método de arraste a vapor.

Entdo, iniciaram-se os testes com os 6leos essenciais da flor e da folha da lavanda e do
manjericdo. Para avaliagdo in vitro da atividade antimicrobiana sobre bactérias isoladas de
amostras de leite, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. , foram utilizados 30 ml de agar
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miiller hintom em placas de petry estéreis, onde realizou-se uma pequena perfuracdo no centro da
superficie do dgar , de aproximadamente 6 mm.

Semeamos a bactéria Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, sobre toda a superficie do &gar,
no centro da placa foi colocado 20 pl do dleo essencial e colocados os discos de antibidticos em
volta do o6leo essencial ciprofloxacino, enrofloxacina, gentamicina, penicilina, sulfazotrim e
tetraciclina, entdo foram mantidas em estufa bacterioldgica a 36°C por 24 horas. Posteriormente,
foi mensurado com régua milimetrada o tamanho dos halos de inibigao do crescimento bacteriano.
Esta avaliacao foi realizada em triplicata, para a certificacao do teste.

Foi realizada a avaliacdo da concentragao inibitéria minima (CIM). Onde foram utilizadas
suspensdes bacterianas de Escherichia coli, ajustadas a 0,5 na escala de McFarland
(aproximadamente 1-2 x 10° UFC/ mL) em caldo BHI. Foi utilizado o éleo puro na primeira coluna,
na segunda 6leo diluido em 50% com a solugao salina, a terceira coluna recebeu 100 pl do 6leo e
900 pl de solucao salina, fazendo as diluicdes sucessivas transferindo 100 pl para as colunas
seguintes.

Em seguida, as placas foram incubadas em estufa bacteriolégica por 24 horas, a 362C. Para
leitura, realizada visualmente, sendo adicionado 20 ul do corante cloreto de 2,3,5-trifenil
tetrazolio (Vetec®). Entdo foram semeadas as amostras em agar nutriente com 50 pl de cada
amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 909 analises de leite realizadas neste periodo,constatou-se que o microrganismo mais
encontrado foi o Staphylococcus aures presente em 222 das amostras, em seguida aparece o
Streptococcus uberis, em 117 das analises, e logo ap6s a Escherichia coli em 101 analises, sendo
estas trés bactérias as mais encontradas no leite mastitico em bovinos leiteiros, na regiao
Noroeste do RS.

Os antimicrobianos mais eficazes para as cepas bacterianas analisadas neste estudo, foram
consecutivamente a enrofloxacina, gentamicina, norfloxacina, cefalexina e sulfazotrim e os
antimicrobianos menos eficazes no combate das mastites foram penicilina, ampicilina e
eritromicina. Por haver altos indices de resisténcia das bactérias encontradas em nossa regido,
aos antibiéticos, demonstra que estas cepas estdao se adaptando as condigdoes ambientais
regionais, tornando dificil o controle destes agentes microbiolégicos.

O teste de sensibilidade da bactéria Escherichia coli, com o 6leo essencial de lavanda extraido da
sua flor apresentou halos de 7 mm nos trés testes, ja da sua folha, apresentou valores um pouco
maiores com 10 mm em duas amostras e 11 mm noutra. Segundo Silveira et al., (2012) o 6leo
essencial de lavanda apresentou o maior espectro de agao antimicrobiana em seu estudo.

Ja com relagao a atividade antimicrobiana do 6leo essencial do manjericao, quanto a folha desta
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planta apresentou tamanho de halos de 15 mm nos trés testes, considerando a bactéria sensivel &
acdo deste 6leo essencial. A flor do manjericdo apresentou valores ainda maiores, apresentando
halo de inibicdo de 15 mm, 16 mm e 19 mm, nas amostras avaliadas.

O perfil de sensibilidade antimicrobiana da Pseudomonas aeruginosa, apresentou halos de inibicao
menores quando comparado a Escherichia coli, com relagao aos 6leos essenciais. O dleo essencial
da flor do manjericdo apresentou 7 mm no tamanho do halo de inibigdo nos trés testes. A folha do
manjericdo apresentou halos de inibicdo com 12 mm em duas amostras e 14 mm noutra. O dleo
essencial da flor da lavanda apresentou halo de inibicdo de 6 mm, 7mm e 9 mm. J& o dleo da folha
da lavanda apresentou halo de inibicdo de 6 mm numa amostra e 8 mm nas outras duas amostras
avaliadas.

Os constituintes do 6leo essencial de uma mesma espécie de lavanda podem variar
consideravelmente dependendo da cultivar e do método de extracdo, e essa variacdo podera
determinar o valor de mercado e as possiveis aplicagdes do produto. Diferengas na composigao
quimica tornam alguns 6leos essenciais mais efetivos contra determinadas espécies de bactérias,
direcionando seu uso terapéutico (CAVANAGH e WILKINSON, 2005).

Alguns pesquisadores tém verificado que o 6leo de manjericdo contém linalol e tém apresentado
atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli e
Aspergillus niger (HUSSAIN et al., 2008).

Com relacgdo ao CIM dos dleos essenciais sobre a Escherichia coli, pode-se observar que a flor e a
folha do manjericao apresentaram o mesmo resultado, inibindo o crescimento bacteriano até a
concentracdo de 100 ul do dleo essencial pra 900 pl de solugao salina, na diluigao 1:9. Ja o 6leo
essencial da folha da lavanda apresentou inibigao do crescimento bacteriano até a concentragao
de 50% do dleo essencial e 50% da solucdo salina.

CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que as bactérias mais encontradas nas amostras
de leite mastitico da regidao Noroeste do estado do RS sdo Staphylococcus aureus, Streptococcus
uberis e Escherichia coli. Desta forma o antimicrobiano que demonstrou maior eficiéncia
antimicrobiana foi a enrofloxacina e o que apresentou maior resisténcia bacteriana foi a penicilina.

Com relagao a Pseudomonas aeruginosa, o 6leo essencial que apresentou acdo mais efetiva no
combate ao microrganismo foi da folha do manjericao, os demais 6leos testados nao apresentaram
resultados significativos.

A Escherichia coli demonstrou-se sensivel a acdo do 6leo essencial do manjericdo, com valores
mais significativos quanto ao seu halo de inibicao quando confrontado com a flor do manjericao e
apds com a folha do manjericdo, nao apresentou resultado importante com o 6leo essencial
extraido da flor e da folha da lavanda. O CIM do 6leo essencial da flor e da folha do manjericao
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inibiu o crescimento bacteriano até a diluicdo de 1:9 do 6leo essencial.

Com tais resultados, é possivel enfatizar a grande importancia de se realizar a identificacdo e os
testes de sensibilidade aos antimicrobianos dos agentes etiolégicos causadores de mastite,
evitando a ampla utilizagao de principios ativos de forma erronea e indiscriminada, que favorecem
a aquisicdo de resisténcia bacteriana. A utilizagdo de alternativas importantes para o combate de
bactérias causadores de mastites, com a utilizagdo de déleos essenciais extraidos de partes de
plantas, como da flor e da folha, da lavanda e do manjericao.

Sugere-se que o 0leo essencial de manjericdo possa ser uma fonte de compostos com potencial
terapéutico no combate a bactérias patogénicas causadoras de mastites.

Palavras-chave: Mastite; bactérias; antibidticos; 6leo essencial; plantas.
Key words: Mastitis; bacteria; antibiotics; essential oil; plants.
REFERENCIAS

ALVES, L. F.; O laboratério da Flora Medicinal: marco no estudo das plantas medicinais
Brasileiras. Revistas Fitos, Sao Paulo, v. 1, n. 2, p. 30-40. 2005.

ANTUNES, R. M. P. et al. Atividade antimicrobiana “in vitro” e determinacdo da concentracao
inibitéria minina (CIM) de fitoconstituintes e produtos sintéticos sobre bactérias e fungos
leveduriformes. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 16, n. 4, p. 517-524, 2006. .

CAVANAGH, H.M.A.; WILKINSON, ]J.M. Lavender essential oil: a review. Austr Infect Control, v.
10, n. 1, p. 35-7, 2005.

HUSSAIN, A. I. et al. Chemical composition, antioxidante and antimicrobial activities of basil
(Ocimum basilicum)essential oils depends on seasonal variations. Food Chem., v. 108, p. 986-995,
2008.

SCHUCH, L.FE.D. et al. Cinética da atividade antibacteriana in vitro de extratos naturais frente a
microrganismos relacionados a mastite bovina. Ciéncia Animal Brasileira, v. 9, n. 1, p. 161-169,
jan./mar. 2008.

SILVEIRA, S. M., et al. Composicao quimica e atividade antibacteriana dos 6leos essenciais de
Cymbopogon winterianus (citronela), Eucalyptus paniculata (eucalipto) e Lavandula angustifolia
(lavanda). Revista do Instituto Adolfo Lutz, v. 71, n. 3, p. 471-480, 2012.

SHER, A. Antimicrobial activity of natural products from medicinal plants. Gomal. Journal of
Medical Sciences, v.7, n.1, p.72-79, 2009.

TOZZETTI, D. S.; BATAIER, M. B. N.; ALMEIDA, L. R. Prevencgdo, controle e tratamento das

(1l

-
Final

fwad
N



I' XXVI Seminario de Iniciacao Cientifica

SALAO DO UNIJuizols". c) XXIII Jornada de Pesquisa

XIX Jornada de Extensao

- N
CONHECIMENT ““ VIl Mostra de Iniciagdo Cientifica Junior
CIENCIA PARA A REDUCAO DAS DESIGUALDADES VIll Seminério de Inovacéo e Tecnologia

01 a 04 de outubro de 2018

Evento: Bolsistas de Iniciagdo Cientifica e Iniciagdo Tecnoldgica da Unijui

mastites bovinas - revisdao de literatura. Revista Cientifica Eletronica de Medicina
Veterinaria, Ano XI, n. 10, Janeiro de 2008.



