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Resumo

A descoberta da penicilina no século XX foi revolucionaria na medicina devido ao seu efeito contra
microrganismos bacterianos. Com isso, ha época, a penicilina passou a ser produzida em larga escala
e logo surgiram novos medicamentos com efeitos semelhantes. Os antibiéticos sdo eficazes no
tratamento das infec¢Bes bacterianas, porém seu uso indiscriminado tornou-se uma problemética na
atualidade devido a selecdo de cepas resistentes. Isto exposto, a procura por tratamentos mais
naturais, que causam menos efeitos colaterais e geram menos residuo é crescente pelos
consumidores. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho é avaliar o efeito fitoterapico in vitro de
Schinus terebinthifolia (pimenta rosa) frente a Streptococcus agalactiae. Tal microrganismo é um dos
responsaveis por causar mastite subclinica em bovinos. Neste experimento foram realizados
antibiogramas em triplicata com Streptococcus agalactiae diante de diferentes concentra¢des do 6leo
essencial (100, 50, 25, 12,5 e 6,25%). As leituras foram realizadas apés 48h, percebeu-se que o 6leo
essencial de S. terebinthifolia ndo demonstrou efeitos inibitorios significativos sobre a S. agalactiae.

Palavras-chave: Oleo essencial. Schinus terebinthifolia. Antibiogramas. Streptococcus agalactiae.
Mastite.

Area do Conhecimento: Ciéncias da saide, Medicina Veterinaria.
Introducéo

Mastite é a denominacdo para a inflamagdo da glandula mamaria, e é a principal doenca que
acomete este 6rgdo. Além de ser responsavel por causar prejuizos para a bovinocultura de leite,
provocando alterag@es fisico-quimicas no leite e no parénquima glandular, tendo como consequéncia,
a diminuicdo da qualidade do leite, com o aumento da contagem de células somaticas (CCS),
diminuicdo dos niveis de producgdo, alto custo com tratamentos e perda precoce de animais que
poderiam ainda estar produzindo (FONSECA E SANTOS, 2000; DIAS, 2007). A mastite pode ser
causada por estresse, injlria mecénica ou infeccao microbioldgica, sendo esta Ultima mais comum.
Portanto, dentre os principais agentes causadores desta patologia encontra-se a Streptococcus
agalactiae, sendo transmitida, fundamentalmente, nos periodos de ordenha pela falta de higienizacao.

A Streptococcus agalactiae, sdo cocos gram-positivos do grupo B, considerado um patégeno com
elevado potencial de contaminacdo. Este agente, juntamente com Staphylococcus aureus e
Corynebacterium bovis sdo responsaveis pela mastite subclinica (LANGONI, 2000). Dito isto, a
infeccdo pode se apresentar de duas formas: mastite clinica, quando as alteragbes séo visiveis
macroscopicamente e mastite subclinica, quando as alteragdes nédo séo visiveis a olho nu (FONSECA
E SANTOS, 2000; DIAS, 2007). A subclinica, por ser de dificil identificagdo acaba funcionando como
reservatorio de microrganismos patogénicos, tendo em vista que o Ubere bovino é reconhecido como
um meio de crescimento para a proliferagdo da S. agalactiae (KEEFE, 2012).

Existe uma dificuldade no tratamento de mastites subclinicas, sendo justificado por uma grande
diversidade dos agentes infecciosos e variada resisténcia a diferentes antibidticos utilizados no
mercado: Eritromicina (19,5%), tetraciclina (35,6%), gentamicina (9,3%), clindamicina (20,3%),
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penicilina (3,4%), amicacina (38,1%) (DA SILVA et al.,, 2017). Diante disso, os antimicrobianos
sintéticos sdo utilizados indiscriminadamente desde a década de 1970 e causou selecdo de
microrganismos resistentes. Portanto, outras formas de combate estdo sendo pesquisadas, como 0s
fitoterapicos, que nao causam reac8es de hipersensibilidade no animal e diminuem os indices de
descarte (BARDAL 2011).

Os 6leos essenciais séo definidos como produto obtido por destilagéo a vapor de partes de plantas
(folhas, flores, galhos), por prensagem a frio de epicarpos (casca) de citrinos ou por destilacdo a seco,
apos separacao da fase aquosa (se existir) por processos fisicos (SILVESTRE et al.,2019). Logo, para
a realizacdo do presente trabalho, foi utilizado o 6leo essencial dos frutos maduros de pimenta rosa,
tendo em sua composi¢cdo os principais terpenos: limoneno (31,28%), delta3careno (28,71%) e alfa-
pineno (15,01%) (FONSECA et al., 2021). Esses compostos sdo amplamente estudados e utilizados
por suas diversas propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes, antifingicas e antibacterianas
(GEROMINI et al., 2012; MILLEZI et al., 2013; SILVA et al., 2021).

Metodologia

O presente experimento foi realizado no Laboratério de Inspecdo de Produtos de Origem Animal
(LIPOA) do Hospital Veterinario-UFES, em Alegre, ES. O 6leo essencial dos frutos da Schinus
terebinthifolius, foi extraido no Laboratdrio de Plantas Medicinais da Epamig Sudeste, em Vigosa-MG.
Foi usado a cepa ATCC 13813 de Streptococcus agalactiae oriunda de doacdo da Empresa de
Pesquisa Agropecuéria do Estado do Rio de Janeiro — PESAGRO-RJ que j& esté sob posse do LIPOA.

O método utilizado para determinar a atividade bacteriana da S. agalactiae em diferentes diluicGes
(100%, 50%, 25%, 12.5% e 6,25%) foi o teste de difusdo em disco no meio agar BHI- Brain Heart
Infusion. Realizado em triplicata, acompanhados de controle positivo com o antibiético Enrofloxacina
(ENO 05) e controle negativo com solu¢éo hidroalcodlica 1:1.

Inicialmente, as linhagens Streptococcus agalactiae foram cultivadas em caldo nutritivo (BHI- Brain
Heart Infusion — DIFCO), incubadas a 37° C por 48h. Apds o cultivo foram realizadas duas replicagdes
da S. agalactiae em meio BHI. No dia do experimento, para a realizagdo do preparo do inéculo
bacteriano, uma colbdnia foi coletada e transferida para tubos com solugéo salina estéril NaCl 0,85%,
(p/v) até atingir turbidez equivalente a escala McFarland 0,5 (aproximadamente 1x108 UFC/mL).
Consecutivamente, o preparo do inéculo foi espalhado na superficie de agar BHI. Em seguida, com o
auxilio de uma pinca flambada, os discos de papel esterilizados de 6mm foram alocados sobre o
“tapete” bacteriano. Em sequéncia, com uma pipeta, foi adicionado 20 ul tanto das dilui¢des e do 6leo
100%, quanto da solucdo hidroalcodlica para o controle negativo sobre cada disco de papel
correspondente, e por fim foi alocado o disco de ENO 05 para o controle positivo. Apés, as placas foram
encubadas em estufa a 37°C por 48 horas.

A analise dos resultados foi quantitativa, pela observacdo de halo de inibicdo mensurado com
paquimetro, e qualitativa, pela observacdo de sensibilidade ou resisténcia. Com isso, a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de pimenta rosa foi determinada pelo tamanho dos halos de inibigdo
formados sob o disco, usando como referéncia a classificacdo de sensibilidade das cepas bacterianas
segundo Bezerra et al (2009): Sensivel (S) para halos = 12mm, Intermediarios (l) entre 8mm e 11mm
e Resistente (R) halo menor que 8mm.

Resultados

Os resultados dos efeitos da acdo de Schinus terebinthifolia frente a Streptococcus agalactiae estéo
descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Resultados da acéo antibacteriana do 6leo essencial de Schinus terebinthifolia em diferentes
concentragdes frente a Streptococcus agalactiae. Medidas dos halos de inibicdo em milimetros (mm) e descri¢cao
de sensibilidade ou resisténcia.

100% 50% 25% 12,5% 6,25% C+ C-

Placal  16mm(S) 10mm() 8mm() Omm(R) 8mm() 25mm O0mm(R)
Placa 2 11 mm (1) 9 mm (1) 9 mm (1) 8 mm (1) Omm(@R) 22mm 0mm (R)
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Placa 3 10 mm (1) I1mm(@) 10mm(@) 7mm(l) 8 mm (I) 22mm_ 0mm (R)
C+: Controle positivo, C-: Controle Negativo, (S): Sensivel (l): Intermediario, (R): Resistente.
Fonte: o autor.

A cepa bacteriana testada no presente experimento, ndo mostrou-se sensivel ao 6leo essencial dos
frutos de pimenta rosa, tendo em vista que a média de todas as cinco diluicdes, nas trés placas foram
< 10mm. Dessa forma, o 6leo essencial ndo apresentou atividade antimicrobiana avaliada pelo método
de difuséo em disco.

Discusséao

Os halos observados em S.agalactiae para o 6leo essencial extraido do fruto de S. terebinthifolia
diferiu significativamente do halo formado pelo antibiético, apresentando valores menores . Entretanto,
vale ressaltar que, mesmo com um halo relativamente pequeno, o 6leo essencial ainda assim
apresentou atividade antimicrobiana contra a bactéria, o que representa um importante achado. A
concentracdo majoritéria de limoneno, delta3careno e alfa-pineno em sua composig&o podem justificar
essa atividade antimicrobiana .

Uma hipotese acerca do resultado obtido segundo Melo et al. (2014), poderia estar relacionado a
composicao quimica do meio de cultura, de natureza hidrofébica ou lipofilica, que pode ndo permitir a
difusé@o uniforme do 6leo essencial através do agar. Além disso, Ross et al. (2001) diz que o teste de
difusdo em disco sobre agar permite que haja volatilizagdo dos compostos presentes no 6leo essencial
reduzindo sua acdo. Mesmo na concentragdo de 100% do 6leo essencial, na média, alcangou um halo
de 11 mm. Isso pode ser explicado, pelo fato de que a composi¢do quimica e o teor de dleo essencial
na planta estdo relacionados a fatores como temperatura, luminosidade, sazonalidade, estagio de
desenvolvimento da planta, horéario da colheita e nutricdo da planta (CARVALHO, 2017), influenciando
diretamente em seu poder de acdo. Outrossim, a metodologia utilizando como diluente a solugéo
hidroalc6olica pode ter comprometido a a¢do do 6leo essencial, visto que é uma substéncia oleosa e
volatio, impedindo sua solubilizacdo e homogeneizacao total.

Conclusao

O dleo essencial de Schinus terebinthifolia na metodologia testada demonstrou resisténcia sobre
Streptococcus agalactiae. Apesar de ter formado halo, foi pequeno se comparado ao controle positivo
que mostrou-se sensivel, apresentando halo com o dobro de tamanho. Portanto, é preciso o
aprimoramento das metodologias, observando as intercorréncias que podem influenciar, como a
possibilidade de mé& absorcdo dos dleos essenciais pelos meios de cultura e volatilizagdo dos
compostos pela técnica de difusdo em discos. Logo, de acordo com os resultados e discussdo deste
estudo, novas avaliagbes e metodologias podem ser feitas e testadas para melhor compreenséo dos
efeitos do 6leo essencial de S. terebinthifolia sobre os microrganismos.
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