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RESUMO

Os tratamentos para mastites baseados na antibéotipia nem sempre
séo efetivos, podendo levar a selecdo de bactérséstentes e a presenca de
residuos no leite. Nesse contexto, o uso de coomarivados de plantas
configura-se como alternativa para o controle dstiteaem vacas leiteiras. Este
estudo foi realizado com o objetivo de determimat, meio do método de
microdiluicdo em caldo, a concentracdo inibitérinima (CIM) dos Oleos
essencias deSalvia sclarea Eugenia caryophyllata Thymus vulgaris
Cymbopogon winterianusElettaria cardamomun Cymbopogon flexuosos
Rosmarinus officinali® Cinnamomum cassipara isolados d&. aureuse S.
agalactiaeassociados a casos clinicos e subclinicos detmdatira isolados de
S. aureus observou-se que o 6leo essencial Gle cassiafoi o de maior
eficiéncia, apresentando CIM de 0,03906%, seguatodieos ddl. vulgarise
C. flexuosog0,15625%) eE. caryophyllatae C. winterianus(0,3125%). Os
Oleos essenciais de. officinalis E. cardamomure S. sclareando revelaram
atividade antimicrobiana significativa, apresenta@dMs iguais ou superiores a
2,5%. Para isolados & agalactiago 6leo essencial mais efetivo também foi o
6leo deC. cassia cujo CIM foi de 0,01953%, seguido dos Oleos HEe
caryophyllata (0,078125%),C. flexuosose T. vulgaris (0,15625%), eC.
winterianuse E. cardamomur{0,625%). Ja os oleos & sclarea(1,25%) e de
R. officinalis (CIMU2,5%) nao apresentaram atividade antibacteriana
significativa. Foram realizadas combinacBes engedleos essenciais de.
cassia C. flexuosos E. caryophyllata observando-se sinergismo em todas as
combinacdes ensaiadas, principalmente aquelasvemdud o 6leo essencial de
C. cassiaOs resultados obtidos apontaram a perspectivdildggéo de Oleos
essenciais no controle das infecgdes intramaméadasionadas pds.aureuse
S.agalactiagem bovinos.

Palavras-chave: Mamite. CIM. Antibacteriano. Conipesaturais.



ABSTRACT

Treatments for mastitis based on antibiotic therapg not always
effective which may lead to selection of resisthatteria and the presence of
residues in milk. In this context the use of compmsi derived from plants
configures as an alternative to control mastitisléiry cows. The objective of
this study was to determine, by the method of bnaitro dilution, the minimum
inhibitory concentration (MIC) of essential oils &falvia sclarea Eugenia
caryophyllata, Thymus vulgaris, Cymbopogon wintauig Elettaria
cardamomun, Cymbopogon flexuosos, Rosmarinusrafficand Cinnamomum
cassiafor isolates ofS. aureusand S. agalactiaeassociated with clinical and
subclinical mastitis. For the isolates®faureuswas observed that the essential
oil of C. cassiapresented the highest efficiency with a MIC of ®06%,
followed by the oils of T. vulgaris and C. flexuosos(0,15625%) and
E.caryophyllatae C. winterianus(0,3125%). The essential oils Bf officinalis
E. cardamomunand S.sclareashowed no antimicrobial activity presenting
MIC’s equal or higher to 2,5%. For isolatesSfagalactiaethe oil ofC. salvia
was also the most effective, presenting a MIC 61053%, followed by the oils
of E. caryophyllata(0,078125%)C. flexuososandT. vulgaris(0,15625%), and
C. winterianusand E. cardamomur(0,625%). The oils o5. sclarea(1,25%)
and R. officinalis didn't show significant antibacterial activity (CINR,5%).
Combinations were made among the essential oils.ohssiaC. flexuososand
E. caryophyllata observing synergism in all combinations testezheeially
those involving the essential oil 6f cassiaThe results indicated the prospect
of using essential oils to control bovine intramaanyninfections caused by
S.aureusandS.agalactiae

Key words: Mastitis. MIC. Antibacterial. Naturalropounds.
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1 INTRODUCAO

A mastite bovina é a principal causa de perdas@umas na producdo
leiteira no mundo, sendo estas estimadas em, aprdgimente, 35 bilhGes de
dolares (BENEDETTE et al., 2008). Entende-se pastiteabovina 0os processos
inflamatérios de cunho infeccioso, causados, puadoiente, por
Staphylococcuspp. e Streptococcusspp., sendo 0 primeiro 0 maior agente
causador, prevalecendo em casos de manifesta¢dieasle subclinicas.

Os tratamentos mais comuns sdo baseados na irnfisfimamaria de
agentes antimicrobianos, mas as taxas de cura s@% @rogas ndo sdo sempre
efetivas, verificando-se grandes variacdes naéeficd do tratamento para os
diferentes agentes causadores de mastite. Além, disgilizacdo de antibioticos
pode levar a sele¢éo de bactérias resistentesresanga de residuos no leite
(ZAFALON et al., 2007). Devido a estes problemasusm de compostos
derivados de plantas configura-se como alterngtiva o controle da mastite em
vacas leiteiras.

Entre esses compostos, destacam-se os Oleos assenuetabolitos
secundarios volateis, que se caracterizam por sen@turas complexas de
compostos organicos de baixo peso molecular. Esées cada vez mais
estudados como antioxidantes e para o controleictenganismos (ANDRADE
et al., 2012).

Os 6leos essenciais sdo classificados cGemerally Regarded As Safe
ou GRAS, ou seja, seguros para a salde, e apneseptapriedades
antibacterianas, sem relatos de resisténcia appesigfio prolongada em
bactérias gram-positivas e gram-negativas, o quma foistificavel seu emprego
contra agentes bacterianos (POZZO et al., 2011).

O presente estudo foi realizado com o0 objetivo deqpisar a acao
antimicrobiana de 4leos essenciais contra patdgealaslos de casos de mastite

clinica e subclinica em bovinos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mastite bovina

A mastite constitui-se de um processo inflamatéda glandula
mamaria, que pode se apresentar nas formas ctinisabclinica, conforme se
evidenciem ou ndo sinais de inflamacdo (CENTORBI92). A forma
subclinica tem maior importdncia epidemioldgicajsppode disseminar-se
silenciosamente pelo rebanho sem que sejam peasebidlteracdes
macroscopicas a inspecao do Ubere ou de sua se¢BigaOD; RADOSTITIS,
1991). Na forma clinica, podem ser observados sinfamatérios na glandula
mamaria e alteracdes no leite, como a presencautieog e alteracdo aquosa
(RADOSTITS et al.,, 2006). A resposta inflamatoriargistente resulta em
bloqueio de ductos, atrofia de alvéolos associadpssteriormente, em fibrose,
o que dificulta ainda mais a elimina¢do do agerdaepenetracéo de antibioticos
durante o tratamento (PHILPOT; NICKERSON, 2000).

Os agentes causadores da mastite mais frequenteisel@dos sa&.
aureus e S. agalactiae (SILVA; ARAUJO, 2008), responsaveis por,
aproximadamente, 90% das infeccdes intramamarias rdbanhos leiteiros
(CREMONESI et al., 2005).

A mastite clinica pode ser detectada por meio nigssinfamatérios do
Ubere, tais como secrecdo lactea com grumos, samgpes,entre outras
secrecfes patoldgicas. Entretanto, para diagnosticenastite subclinica, é
necessaria a realizacdo de exames complementaezdioa no contetdo celular
do leite. Além disso, sdo necessarios cultura darsnto dos agentes
etiolégicos envolvidos para a implantagdo de mé&afiotratamento, estratégias
de controle e profilaxia adequados (BOUCHOT g1885).

O tratamento das mastites clinica, subclinica, rrente ou crénica é

baseado em antibioticoterapia, visando reduzir a@saiss infamatérios
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decorrentes da infecgdo intramamaria e a transmidsé agentes no rebanho
(MENEZIES; RAMANOON, 2001). Entretanto, o uso indisninado de
antimicrobianos para o tratamento de mastite olggas outra infeccdo pode
levar ao aumento nos niveis de resisténcia dosegyem relacdo a essas drogas
(MACHADO; CORREA; MARIN, 2008).

No Brasil, as perdas na producao leiteira variatneeh2% e 15%,
devido a alta prevaléncia de mastite nos rebanBtsVA et al.,, 2010). Os
problemas decorrentes da desclassificacdo dopeiteausa da qualidade e dos
residuos de antibiéticos, descartes e morte desyaeestos com tratamentos,
entre outros, aumentam ainda mais estes prejuZGSTA, 1998; PERES
NETO; ZAPPA, 2011).

Devido ao impacto negativo provocado pela masttpnoducao leiteira
e a grande capacidade dos microrganismos causaorapresentar resisténcia
aos antibiéticos convencionais, compostos de origegetal podem constituir
alternativa no controle desta enfermidade.

Entre esses compostos, destacam-se o0s 6leos agsenci

2.1.1Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae

A maioria dos casos de mastite apresenta etiolmgiteriana, sendo as
bactérias gram-positivaS. aureuse S. agalactiaeas principais responsaveis
pelos quadros contagiosos (FONTANA et al., 2010).

S. aureussao cocos gram-positivos dispostos em cachos,ndodeu
nao possuir capsula. Crescem na maioria dos medateriblégicos, em
condicBes aerdbicas ou anaerobicas. As colbniasnvade acinzentadas a
amarelo-ouro e tém formas circulares, lisas, elevade brilhantes
(CASSETTARI; STRABELLI; MEDEIROS, 2005%5. aureuse mostra oxidase
negativo e catalase positivo, o que o diferencia 8treptococcusspp.
(MURRAY; ROSENTHAL, 2006).
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S. aureusisolados de casos de mastite bovina podem seteneEs a
uma ampla variedade de antimicrobianos e algum@sscEio resistentes a todos
0s [-lactamicos, incluindo a meticilina (MRSA). MMCA; MENDES, 2007).
Geralmente, estdo associados a infec¢des subslinicue leva ao aumento da
contagem de células somaticas no sangue (FONSEANMTSS, 2000).

Os diversos fatores de viruléncia dB. aureus agravam sua
patogenicidade e contribuem para a capacidadeusarcdanos ao hospedeiro.
Além disso, produzem varias enzimas, tais como epsals, lipases e
hialuronidade, que destroem os tecidos do hosmedair3-lactamase € uma
enzima que inativa as penicilinas, tornando a bactésistente as penicilinas e
as cefalosporinas. A coagulase, um ativador dergndtina, converte o
fibrinogénio em fibrina. Além da ampla relagédo comastite bovina, os fatores
de viruléncia de5. aureusambém estdo associados a intoxicacdo alimentar em
seres humanos (LOWY et al., 2000).

As bactérias do géner8treptococcusspp. S840 COCOS gram-positivos,
geralmente distribuidos aos pares ou em cadeiagr@ios facultativos ou
estritos, catalase negativos (BIER et al., 1990fio Smicrorganismos
nutricionalmente exigentes, que crescem bem em deicultura enriquecidos
pela adicdo de sangue. Estreptococos podem setezirados de acordo com
sua capacidade de lisar hemacias. Dependendoalddipemdlise apresentada
em agar sangue, sao classificados piemoliticos (hemdlise total)g-
hemolitico (hemdlise parcial)yeou ndo hemoliticos. As col6nias sdo pequenas,
de cor acinzentada, podendo apresentar halo delisenf@AETANO et al.,
2008).

Estreptococos que causam mastite bovina sdo atasi§ no grupo dos
microrganismos contagioso$.(agalactiag e ambientais (os demais). Estes
apresentam maior capacidade de sobreviver e nicdtiplem sitios

extramamarios. A identificacdo de fatores de virci& como, por exemplo, o



16

CAMP, é decisiva na identificacdo das espécies &wmp (SANTOS et al.,
2007).

S. agalactiag S. dysgalactiaee S. uberis sdo as espécies mais
frequentemente identificadas em casos de mastitelosS. agalactiaeo mais
prevalente (FERNANDES et al., 1992).

S. agalactiagem caracteristicas morfoldgicas e nutricionaimwaes ao
género Streptococcus e, embora possa apresentar variabilidade nas
caracteristicas hemoliticas, a maioria das amosteagla-se p-hemolitica
(CAETANO et al., 2008). As cepas respondem bem ratarhento com
antimicrobianos, mostrando-se suceptiveis, na fiaai@s vezes, a ampicilina, a
enroflaxina, a gentamicina, a neomicina e a tatliaei (COUTINHO et al.,
2006).

S. agalactiagé um patdégeno importante, responsavel tanto fiecgies
no homem quanto no gado leiteiro. Em bovinos, erieddrio € o Ubere
infectado, mas ndo existem dados definitivos queptovem a transmisséo de
isolados entre o0 homem e os animais. Embora n&a&we tecido glandular,
pode causar fibrose e abcessos, tal c@naureus. S. agalactiamloniza as
superficies epiteliais, ocasionando mastite suioelinou sinais clinicos
intermitentes da doenca (SILVA et al., 2010).

2.2 Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo antimicrobianos naturais atkss de plantas,
muito utilizados, pela inddstria alimenticia, taptra a conservagdo como para
melhorar o sabor de alimentos; também é bastaititadd na manipulacdo de
cosméticos e pela industria farmacéutica. S&o &otists incolores ou
ligeiramente amareladas, quando extraidos recentengepoucos sdo os que
apresentam cor, como, por exemplo, o 6leo essetheiahmomila, que é azul

devido ao alto teor de azulenos (SIMOES et al., 72040 compostos
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complexos, volateis, caracterizados por apresemtar forte e sdo produzidos
pelas plantas como metabdlitos secundarios, genédnebtidos por meio de
arraste a vapor ou hidrodestilacdo (BAKKALI et 2D08).

Os metabdlitos secundarios, produzidos por alguesEecies de
plantas, sdo alvos de maior interesse, pois ageno cubstancias de defesa
contra microrganismos patogénicos, insetos e amimt@rbivoros. Tém
composi¢do quimica variada, com presenca de teigesioalcaloides e
cumarinas, que apresentam, com frequéncia, atwidamtimicrobiana
(RESCHKE; MARQUES; MAYWORM, 2007).

Os dleos essenciais podem ser sintetizados pos tododrgdos da
plantas, tais como brotos, flores, folhas, caudathos, sementes, frutos, raizes,
madeira ou cascas, e sao armazenados em célula®ses; cavidades, canais,
células epidérmicas ou tricomas glandulares (BAKK&dLal., 2008).

A proporcdo dos componentes dos 6leos essencipende de varios
fatores, como, por exemplo, os climaticos, acdprddadores e idade da planta
(GOBBO NETO; LOPES, 2007). Os principais compongmedem constituir
até 85% dos Oleos essenciais, enquanto o restale @star presente em
quantidades vestigiais (MIGUEL, 2010).

De acordo com Bakkali et al. (2008), dleos essén@ao misturas
complexas e singulares que podem conter cerca de &D componentes em
diferentes concentracbes. Apesar dessa complexigdele sdo divididos em
apenas dois grupos, 0s quais se originam do métatwlda glicose, via dois
intermediarios principais: o acido chigquimico ecetato, conforme demonstrado
na Figura 1.
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Figura 1 Principais rotas de biossintese de matab&ecundarios

Fonte: Simbes et al. (2007)

O grupo composto por terpenos e terpenoides, dprgpanoides, é

considerado o principal e o outro grupo é compogts componentes

aromaticos. Ambos os grupos séo caracterizadosbpeto peso molecular. Os

terpenos sdo formados a partir de varias combisadéecinco unidades de

carbono de base (C5) chamadas de isoprenos. Uenterue contém oxigénio

€ chamado de terpenoide. Os monoterpenos sdo fosmad partir do

acoplamento de duas unidades de isopreno (C1Q.d&ke as moléculas mais
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representativas, constituindo 90% dos 6leos essisnei permitem grande
variedade de estruturas. Citronela, capim-limaecrah, salvia e tomilho sdo
exemplos de plantas contendo esses compostos.

Os compostos aromaticos sao derivados de fendpmp ocorrem em
menor frequéncia que os terpenos. Nesse grupo iesiéitcdos os aldeidos, os
alcoois, os fendis e os metoxicompostos, dentreosuiCanela e cravo sao

exemplos de fontes vegetais para estes (BAKKALIL.e2008).

2.2.1 Atividade antibacteriana dos 6leos essenciais

As propriedades antimicrobianas e a identificac& componentes
ativos de vérios 6leos essenciais tém sido denamtastr Devido as suas diversas
propriedades antissépticas, os 6leos essenciam stilizados antigamente
como antimicrobianos, analgésicos, sedativos,iaffdimatdrios e anestésicos.
Tais caracteristicas ndo mudaram muito nos Ultimogpos, exceto pelo fato de
gue, nos dias atuais, os efeitos antimicrobianssededleos se tornaram mais
conhecidos, devido aos estudos de seus mecanisgnagdd (COSTA et al.,
2005; LIMA et al., 2006).

As caracteristicas citotoxicas dos Oleos essentgaissido objeto de
estudo para a compreensao dos efeitos frente &éribac A citotoxidade dos
Oleos essenciais parece estar relacionada com aagaaidade de provocar
danos a parede celular, pois, como compostos ligmfitipicos, passam através
da parede e membrana citoplasmatica, podendo afetstrutura das diferentes
camadas de polissacarideos, acidos graxos e fodios, permeabilizando-as.
Em bactérias, a permeabilizacdo esta associadeda ge ions e a reducao do
potencial da membrana, ao colapso da bomba dengrét@o esgotamento de
ATP (DI PASQUA et al., 2006). De acordo com Gusiaf§1998), os oleos
essenciais tém capacidade de coagular o citoplasrdanificar lipideos e

proteinas de membrana. Os danos causados a pargdmeenbrana celular
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ocasionam escape de macromoléculas, evoluindeada® celular. Os locais ou
mecanismos de agdo na célula bacteriana considersitios de acdo dos

componentes dos 6leos essenciais sao indicadagura B.

Coagulagao Praton Faorga
— ——- Motriz

Fuga de |
f, /cnnstituintes f

citoplasmaticos

-
metabadlitos e Citoplasma /
: e /
i

s i
Farede celular T Tﬂ’fh\l‘m_emhrjana -

v citoplasmatica

s

Froteinas de membrana

Figura 2 Locais e mecanismos de acdo esquemateddeds essenciais na
célula bacteriana
Fonte: Adaptado de Burt (2004)

Por serem formados por misturas complexas de vam@eéculas, os
Oleos essenciais apresentam propriedades biologigas efeitos podem ser o
resultado de sinergismo de todas essas molécigases em concentracdes
mais elevadas. Os componentes principais, geraémemefletem as
caracteristicas biofisicas e biologicas dos 6lsesriais (IPEK et al., 2005) e a
amplitude de seus efeitos é dependente decsneentracdo, quando testados

sozinhos ou associados a 6leos essenciais. Not@néampossivel que ocorra
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sinergismo entre 0s componentes dos Oleos esseneiaas atividades dos
principais componentes do 6leo podem ser modulpdasnoléculas pequenas
do mesmo. Além disso, é provavel que varios commesedos 6leos essenciais
desempenhem fung¢édo na definicdo da fragranciaedaidhde, da textura, da
cor e, principalmente, na capacidade de penetreg&élula (CAL, 2006).

2.2.2S4lvia sclarea

O géneroSalvia abrange cerca de 900 espécies e pertence a familia
Lamiaceae. O nome salvia vem da palavra de origdimal “salvare”, que
significa "para curar ou para ser seguro e ileseferindo-se as propriedades
medicinais, sendo conhecida, por séculos, comoamzgasagrada (KAMATOU
et al., 2008).

Espécies deSalvia sdo facilmente reconhecidas por suas folhas que,
geralmente, sdo aveludadas ou peludas e, na maiasiavezes, apresentam
formas rugosas e dentadas. As flores sdo agrupadasachos, geralmente
grandes e coloridos, dependendo das espécies. [Essasteristicas séo
importantes na identificacdo do género (HEDGE, 1€DD, 1985).

Numerosas espécies do gén8&alviaja foram utilizadas, na medicina
natural, para tratamento de diarreias e dores tfenago, de garganta e de
cabeca. Uma das espécies 8. &clareaplanta aromatica cultivada em muitos
paises europeus para fins medicinais e cosméidd&ECK, 2000).

O dleo essencial d& sclarea acumulado, principalmente, nas raizes e
seus principais componentes, linalol, acetato dwlildb e o-terpineol,
apresentam atividades bioldgicas variadas (KUZMAIe2007). A composicao
do 6leo essencial de espécies de salvia, como imante acontece com outras
plantas medicinais e aroméaticas, é altamente imfia€a por fatores genéticos e
ambientais. Esta composicdo pode variar de acavdo & area de cultivo, a

espécie, a idade da planta, a forma de propagasduogtodos de secagem e de
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extracdo do 6leo essencial, bem como os fatord8gicos e genéticos da planta
(CHANG; CHEN; CHANG, 2001; BAGAMBOULA et al., 200DELAMARE
et al., 2007).

Estudos realizados com 6leos essencig8. delareamostraram eficacia
contra biofilmes estafilocécicos, diminuindo sigeefivamente o niumero de
células vivas do biofilme, o que ndo ocorreu ertegesom altas concentracdes
de antibidticos(KUZMA et al., 2007). De acordo com Lewis (2001)nai
pequena massa molecular desse agente apreseratividiade antimicrobiana,
capaz de desestabilizar a matriz do biofilme e figrsua separac¢do. Outra
possivel explicac@o pode estar relacionada comapsi@dades surfactantes que
afetam o potencial hidrofébico da célula bacterianaa sua interferéncia no

sistema de comunicacao entre as bactérias querfodadiofilme.

2.2.3Eugenia caryophyllata

O cravo-da-india é uma éarvore de até 15 metrostdeada familia
Myrtaceae, usada, desde a Antiguidade, na culirariambém como planta
medicinal, ha mais de 2.000 anos, pelos chinesegarfe mais utilizada do
cravo, na verdade, é o botéo floral seco (CARDOS4D. ,€2007).

O eugenol é o principal composto do 6leo essedeiaravo (BAUER,;
GARBE; SURBURG, 2001; KONG et al., 2004), bastantdizado como
antisséptico e anestésico bucal em procedimentesitaldgicos, além de
apresentar potencial bactericida, fungicida e nieidat Outros componentes
desse 6leo sdo o acetato de eugenila fecariofileno, presentes em menor
quantidade em relacéo ao eugenol (CARDOSO etG)7)2

De acordo com Gobbo-Neto e Lopes (2007), o exgai®leo essencial
de uma variedade de plantas possuem acao antibaateantiviral, analgésica,
antisséptica e antifiingica frente a patégenos,idemsdo que tais propriedades

se devem, principalmente, ao seu composto majorithieugenal, revelando, na
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maioria das vezes, maior eficacia que antibiétomkargo espectro.

2.2.4Thymus vulgarisL.

O tomilho (Thymus vulgarid..) € um arbusto aromatico de pequeno
porte, medindo entre 10 e 30 cm (CORREIA, 1984)inka planta da familia
Lamiaceae que compreende 150 géneros, com cerc2.80® espécies
distribuidas em todo o mundo, sendo a regido datbteineo o maior centro de
disperséo. Muitas das espécies introduzidas nadlB&s plantas medicinais e
produtoras de 6leos essenciais, sendo utilizadam amndimentos ou como
flores ornamentais (JAKIEMIU et al., 2010).

Além de muito utilizado na culinaria como codimehésico, o tomilho
produz Oleo essencial com atividades antimicrolsianantissépticas e
antioxidante, sendo também utilizado como adstritege expectorante e
estimulante da digestdo (LORENZINI; MATOS, 2002)sBui como compostos
majoritarios timol e carvacrol, que sdo 0s prinigpaesponsaveis pelas
atividades bioldgicas, encontrados em teores nanargk elevados (CASTRO
et al., 2007).

O timol &, estruturalmente, muito semelhante avacaol. E isdbmero
de posicdo, tendo o grupo hidroxila em um locaéréifite no anel fendlico
(LAMBERT et al., 2001). Assim como outros fenélicasmecanismo de acao
desses compostos é caracterizado pela perturbagéembrana citoplasmatica,
interrompendo a forca motriz de prétons (PMF)uadl de elétrons, o transporte
ativo e a coagulacdo do conteldo das células mwsr (SIKKEMA;
DEBONT; POOLMAN, 1995). Em outras pesquisas foi dastrado que o
carvacrol interage com a membrana da célula, oaddissolve na bicamada
fosfolipidica, provocando distor¢do da estrutusecé, causando sua expansao e
desestabilizacdo (ULTEE; BENNIK; MOEZELAAR, 2000PDcasiona também
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aumento da fluidez da membrana que, por sua vezersta a permeabilidade
passiva (ULTEE et al., 2002).

O efeito antimicrobiano do timol e do carvacrol ol formacgéo de
biofilmes deS. aureuse S.epidermidisfoi estudado por Nostro et al. (2007),
revelando resultados positivos na inibicdo de lonefs formados por estes
agentes. Na auséncia do carvacrol, era eviderena€ao de biofilmes pelas
células bacterianas. J& na presenca deste, céldterianas cresceram como
colénias mais soltas e a quantidade de biofilmeréoiuzida, sendo quase
ausente em grandes concentracdes do 6leo. Esteoid¢oser devido a natureza
hidrofébica do carvacrol e do timol, que interageam a bicamada lipidica das
membranas citoplasmaticas, causando perda da idadgr e vazamento de
material celular, tais como ions, ATP e acidos @iaos (LAMBERT et al.,
2001; TROMBETTA et al., 2005).

2.2.5Cymbopogon winterianus

Conhecida como capim-citronel&ymbopogon winterianu® uma
planta pertencente a familia Poaceae, amplamemteibdida em regifes
tropicais e subtropicais, principalmente em areastamhosas, planicies e zonas
aridas (CASTRO et al., 2007).

Seus componentes principais sdo citronelal, gdramnioitronelol. O
citronelol é considerado um excelente repelentnsietos, além de apresentar
acdo antimicrobiana e antifangiCBAWATSIN et al., 2001)

Lertsatitthanakorn et al. (2010) estudaram a atkédantimicrobiana do
Oleo essencial de citronela conBeopionibacterium acnesuma das principais
bactérias causadoras de acne. Nesse estudo, fiaidava capacidade de induzir
lesdo da membrana, bem como sua capacidade emirindiigracdes
morfologicas apOs o tratamento com varias concgigsade 6leo essencial de

citronela. Os resultados revelaram perda e rompgionda estrutura rigida da
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parede celular e, consequentemente, danos na nrartditaplasmatica, levando

a fuga progressiva de materiais intracelulareseedelular.

2.2.6Elettaria cardomomun

Elettaria cardomomuricardomomo) é um arbusto com raizes grossas e
suas sementes sdo utilizadas, comumente, em dalif@omo especiaria, €
utilizado na culinaria em cafés, bolos, paes e canamatizante para doces e
bebidas (RAVIDRAN, 2006). As sementes e os 6lesgmsais sao utilizados
como componentes aromatizantes em uma variedaddirdentos, incluindo
bebidas alcodlicas e nao alcodlicas, sobremesassdmngelados e temperos
em cozimentos de carnes (MALTI; MOUNTASSIF; AMAROH(C2007).

O cardomomo também é empregado como auxiliar pdigestdo e no
tratamento de gases intestinais (JAMAL et 2006). Os 6leos essenciais de
suas sementes tém propriedades calmantes em senagds e antibacterianas
em bactérias gram-negativas (SINGH et al., 2008).

No entanto, altas concentracdes de cardomomo podeazir
toxicidade. Em um estudo realizado em ratos foiatestrado que o extrato de
cardomomo pode provocar inflamacéo no cérebroessstroxidativo e necrose
de células do coracéao (MALTI; MOUNTASSIF; AMAROUCHOQOQ7).

O potencial antimicrobiano do 6leo essencial dedamaomo esta
diretamente associado aos seus principais comtifli que sdo metabdlitos
derivados, principalmente, de terpenoides pertaasenclasse de monoterpenos
(DHULAP; ANITA; HIRWANI, 2008). Nestes metabdlitosstao incluidosi-
terpinoleno, cineol, limoneno, linalol, terpinoleaanirceno.

2.2.7Cymbopogon flexuosus
O géneroCymbopogorpertence a familia Poaceae (Gramineae), sendo

originario do sul da Asia, do sudeste Asiatico eAdatralia. Este género foi
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perfeitamente adaptado no Brasil, podendo ser éracimem diversas regides.
O capim-limao apresenta duas espédssnbopogon flexuoswesCymbopogon
citratus com caracteristicas diferentes (MAY et al., 2008)

O ¢6leo essencial extraido das espécies de capiaoliapresenta
atividades sedativas, digestivas, antirreumaticaslmantes, antifebris,
analgésicas, antiespasmddicas e antimicrobianés) ek ter propriedade de
repelente de insetos (CORREA JUNIOR; MING; SCHEFFE®94), além de,
recentemente, ter sido reportada a atividade agiasica (PARDUMAN et al.,
20009).

O Oleo essencial deCymbopogon flexuosusé constituido,
principalmente, pora-citral (geranial) ep-citral (neral), que s&do aldeidos
monoterpénicos aciclicos denominados unicamentitrdé Outro componente,
0 mirceno, também é destacado por possuir atividadégésica (FONTELES;
FERREIRA, 1989).

O citral é o principal responsavel pela atividadgnaicrobiana, agindo
na parede celular e inibindo enzimas da membramanmgdtica. Os demais
componentes, geraniol e mirceno, também revelamdatle antimicrobiana,
provocando alteragdes na membrana, uma vez quasélatadas com geraniol
podem perder a organizagdo estrutural das suas naeasbcitoplasmaticas em
um periodo curto, antes mesmo de ocorrer desndturdgs proteinas do
citoplasma (DENYER, 1995). No entanto, no caso doeno, a atividade
antimicrobiana s6 foi relatada em um efeito sirdrgtom 0s componentes
principais (NAKAHARA et al., 2003).

O dleo essencial de capim-limédo é caracterizadoapoesentar forte
odor, sendo frequentemente utilizado para confesgancia a sabbes e a
detergentes.

Vasudevan et al. (2003) avaliaram por testedtro o efeito do 6leo

de capim-limao, citral e geraniol sobre a capa@d#els. aureusna formacao
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de biofilmes. Os resultados revelaram que o élsergsal de capim-liméo e os
seus principais componentes podem inibir a formad@diofiimes porS.
aureus Os agentes testados mostraram afetar a supeatéicélula bacteriana,
comprometendo a fixacdo inicial entre as célulasdrizindo a formacéo de
biofilme.

Com o objetivo de avaliar o0 mecanismo de acdo eesdssenciais
de capim-liméo e seus componentes, Aiemsaard @Cdl1) confirmaram que
o potencial lipofilico dos componentes do dleo esis¢ desempenha papel
importante sobre a camada lipidica da membrandacddacteriana, causando
perda de sua organizacdo estrutural e integridadestudo indicou que os
principais componentes do 6leo essencial de capidsl afetaram mais a
organizacao estrutural do citoplasma que a parelddac deS. aureusNeste
contexto, surge a hipotese de que os Oleos esgeriga capim-limao,
provavelmente, se ligam a superficie da céluladbiacta e penetram na parede
da mesma, fazendo-a inchar e danificando, em s@guad membrana

citoplasmatica.

2.2.8Rosmarinus officinalisLinn

A espécieRosmarinus officinalisinn., conhecida popularmente por
alecrim, é um arbusto aromético de pequeno portterqpeente a familia
Labiatae, cujas folhas abrigam pequenas glandulascgntém 6leo aromatico
(AL-SEREITI; ABRU-AMER; SEM, 1999). Historicamente,alecrim tem sido
utilizado como um agente medicinal para o tratamete colica renal e de
dismenorreia, para aliviar os sintomas causadosdpencas respiratorias e
estimular o crescimento de cabelo. Os extratoslelrim sdo utilizados, em
aromaterapia, para tratar doencas relacionadasacamsiedade e aumentar a

vigilancia (OLUWATUYI; KAATZ; GIBBONS, 2004).
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As acdes farmacoldgicas e antimicrobianasRdeofficinalis tém sido
retratadas por meio da atividade hipoglicemiantdaeinibicdo de bactérias
gram-positivas e gram-negativas. Os 6leos esseragaalecrim sdo compostos
anti-inflamatérios que tém, ainda, acdo anticageeid e antioxidante natural, o
que tem gerado grande interesse pela sua utilizpe#® a conservacao de
alimentos (ERKAN; AYRANCI, G.; AYRANCI, 2008). Estaatividades séo
atribuidas, principalmente, aos seus compostosritdajos, sendo o principal
1,8-cineol, seguido de canfor@pineno, limoneno, canfeno e linalol, os quais
sdo os mais encontrados (JIANG et al., 2011).

Jiang et al. (2011), utilizando citometria de flCM) e microscopia
de forca atdbmica (AFM), avaliaram as alteracGedaitigicas deS. aureusaapds
o tratamento com diferentes concentra¢cdes de @&eeneial de alecrim. Os
resultados indicaram que o 6leo essencial ligadapérficie de bactérias, em
concentracBes mais baixas, provocou irregularidadesducdo substancial da
altura nas superficies, tornando-se céncava. Caomento da concentragdo, as
paredes das células foram danificadas gradualnegréen seguida, o contetdo
celular vazou. Segundo os autores, a atividadenamtibiana do 6leo essencial
de alecrim é o efeito sinergistico de seus composto

2.2.9Cinnamomum cassia

O ¢6leo essencial déinnamomum cassi@anela-cassia) €, comumente,
utilizado em alimentos e bebidas, devido ao semarespecial (HU; LIN; HO,
1985). O oOleo essencial extraido da casca tem sfopeopriedades
antibacterianas e seu maior integrante, o cinantideapresenta maior
atividade antimicrobiana, em comparagdo com 0s osutcomponentes
(CHANG; CHEN; CHANG, 2001).

Di Pasqua et al(2006) investigaram a ocorréncia de danos em

superficies celulares de bactérias por meio dargdis®0 por microscopia de
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varredura, em culturas tratadas com concentra¢éesdas de constituintes do
Oleo essencial de canela-cdssia &n aureus O estudo revelou que o
cinamaldeido foi capaz de alterar a estrutura eatde todos isolados testados,
ocasionando a degradacao da parede celular eralialg lise das célulagma

possivel explicacdo para este evento é que a geedercinamaldeido age sobre
a membrana celular, alterando o seu perfil lipideaue aumenta a area de
superficie da membrana e danifica a sua estrytodendo, assim, penetrar na

parte mais profunda da célula, provocando sua morte
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais
Pesquisar a acao antibacteriana de 6leos esseneiesaS. aureue S.
agalactiae isolados de casos de mastite clinica e subclénthovinos.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar, in vitro, a atividade antibacteriana dos 6leos essenc&iSatlia
sclarea Eugenia caryophyllata Thymus vulgaris L., Cymbopogon
winterianus Elettaria cardomomun Cymbopogon flexuosusfkosmarinus
officinalis Linn. e Cinnamomum cassifiente aS. aureuse S. agalactiag
isolados de casos de mastite bovina clinica e isudel

b) Comparar o efeito antibacteriano dos 6leos efaiertestados para isolados
de S. aureuse deS. agalactiag obtidos de casos clinicos e subclinicos de
mastite.

¢) Pesquisar a interacdo (sinergismo/antagonisras)associacdes dos oleos
essenciais que apresentaram maior eficiéinciatro frente a isolados ds.

aureuse isolados d&. agalactiae
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4 JUSTIFICATIVA

A mastite bovina tem sido apontada como a prindgijoginca que afeta
os rebanhos leiteiros no mundo inteiro, causandoss@rejuizos econdmicos
tanto ao produtor de leite quanto a indistria teitaos (COSTA; MELVILLE;
RIBEIRO, 1999). Os prejuizos causados a producéteitke podem chegar a
mais de 20% da producéo diaria e a desclassificdgaeite por causa da perda
da qualidade e dos residuos de antibioticos aunaémiia mais estes prejuizos.
Além disso, o0 uso indiscriminado de antibiéticomnpoomete a qualidade do
leite e proporciona o aparecimento de cepas ratste(DIAS; DUARTE;
FAVARO, 2011).

O problema da resisténcia microbiana esta aumamtara perspectiva
para o uso de drogas antimicrobianas no futurcaaénthcerta. Portanto, a¢gbes
devem ser tomadas para reduzir esse problemaolzmto, assim, o uso de
antibiéticos e desenvolvendo pesquisas para a metbmpreensdo dos
mecanismos genéticos de resisténcia, possibilitandparecimento de novas
drogas, sintéticas ou naturais (PRASHAR et al.,320®or apresentarem
atividade antimicrobiana contra grande nimero a¢ébas, incluindo espécies
resistentes a antibiéticos e antifingicos e serenoribem natural, os 6leos
essenciais apresentam grande potencial de utilizagacontrole dos agentes

causadores de mastite bovina.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local de execuc¢do do experimento

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratde®Bacteriologia de
Medicina Veterinéria, da Universidade Federal deras, onde foi avaliada a
concentracdo inibitéria minima dos Oleos essendaissélvia, cravo-botao,
tomilho-branco, citronela, cardamomo, capim-lim@lecrim e canela-cassia em
isolados deS. aureus e S. agalactiaeprovenientes de quartos mamarios

acometidos por mastite clinica e subclinica.

5.2 Oleos essenciais

Os oleos essenciais @alvia sclarea(salvia), Eugenia caryophyllata
(cravo-botdo),Thymus vulgarigtomilho), Cymbopogon winterianugitronela),
Elettaria cardomomun(cardamomo), Cymopogon flexousugcapim-liméao),
Rosmarinus officinaligalecrim) eCinnamomum Cassiécanela-cassia) foram
adquiridos da empresa FERQUIMA Industria e Comértinla., e os
componentes principais, informados pelo fabricaggtgo listados na Tabela 1.
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Tabela 1 Relagcdo dos componentes principais pessans 6leos essenciais em

estudo.
Oleo essencial Componentes principais
Salvia sclarea Acetato de linalila, linalol
Eugenia caryophyllata Eugenol
Thymus vulgaris Timol
Cymbopogon winterianus Citronelal
Elettaria cardomomun Alfa-terpineol, eucaliptol
Cymopogon flexousus Geranial, neral
Rosmarinus officinalis 1,8 cineol, alfa-pineno, canfora
Cinnamomum cassia Cinamaldeido

5.3 Bactérias utilizadas

Foram utilizados, no estudo, 100 isoladosSdaureuse 100 isolados de
S. agalactiagassociados com mastite bovina clinica e subeliaio rebanhos
leiteiros do sul de Minas Gerais.

Para os ensaios de combinacbes entre os Oleosciasseforam
selecionadas ao acaso 30 isoladoS.dareusdos quais 15 associados a mastite
clinica e 15 a mastite subclinica, e 30 isolado$.dagalactiag sendo também
15 amostras associadas a mastite clinica e 15téersagclinica.

As amostras utilizadas pertencem ao banco de o Laboratério
de Bacteriologia de Medicina Veterinaria da Uniidade Federal de Lavras,

onde se encontram estocadas em meio de congelamet@dC.
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5.4 Preparo dos in6culos

Os isolados selecionados d8.aureus e S.agalactiag que se
encontravam estocados em freezer a -70 °C, forastodgelados em
temperatura ambiente. Aliquotas de 30 pL de caolads foram inoculadas
assepticamente em tubos de rosca (15 x 100 mmgradmB mL de caldbrain
heart infusionBHI) e incubadas, a 37 °C, por 24 horas.

Apés incubacgéo, as culturas foram avaliadas quarmgoreza por meio
de esfregacos corados pela técnica de Gram; asraf®s bacterianas foram
preparadas em solugéo salina (0,85% m/v) e a ertkagustada pela escala 0,5
de MacFarland, o que corresponde a, aproximadamem% unidades
formadoras de col6nias (UFC) por mililitro (mL), deordo com as normas da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISAO(@B).

5.5 Determinacado da concentracao inibitéria minimgCIM)

Para a determinacdo da concentragdo inibitGrianmairioi empregado o
método de diluicdo em caldo, segundo a metodolpggaonizada pelo CLSI
(2008).

O caldo Mueller Hinton foi utilizado como meio deltara para as
bactérias em teste. Para o cresciment8.dmalactiaeo meio foi suplementado
com 0,5 % de soro equino e o pH do meio ajustadtoem de 7,2 a 7,4.

Microplacas de 96 pocos estéreis e descartavessnfartilizadas em
capela de fluxo laminar. Foram adicionados 100 alm&io de cultura em cada
poco, exceto na primeira fileira, em que foram iad@dos 190 uL do meio e 10
uL do oleo essencial diluido v/iv em dimetilsulfaxidDMSO). A partir dos
pocos da fileira inicial, diluicdes seriadas deebadoram realizadas nos demais
pocos, com auxilio de pipeta automatica multicaobtendo-se concentracdes
decrescentes, variando de 25 pL/mL (2,5%) a 0,048nl (0,0048%),

conforme descrito na Tabela 2.
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Tabela 2 Concentracdes de 6leos essenciais uéiiizaa diluicdo na microplaca
de poliestireno.

Concentracao Diluicdes
2,5%
1,25%
0,625%
0,3125%
0,15625%
0,0781%
0,03906%
0,0195%
0,0097%
0,0048%

© O N o 0 N~ WD FE
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A seguir, aliquotas de 10 pL de cada isolado faralbcadas nos pogos
contendo as diluicfes seriadas dos 6leos essenciais

Para avaliacdo de sinergismo/antagonismo, foralzadas associacdes
entre os 6leos de canela-cassia, capim-limao eodyatéo, que apresentaram
melhores efeitos inibitérios sobf&aureuse S. agalactiae Quatro ensaios de
combinacdes foram realizados, visando pesquisatogémcia de sinergismo,
conforme apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3 Volumes de cada 6leo essencial e de DM#BiZados nos ensaios de
diluicbes seriadas para avaliagcdo de sinergismagantsmo.

Ensaios Canela-cassia Capim-limdo Cravo-botdo DMSO
1 5uL 5puL - 10 uL
2 5uL - 5puL 10 uL
3 - 5uL 5puL 10 uL
4 5 uL 5uL 5puL 15 uL

Para todos os ensaios, as microplacas foram taspagigadas em um
agitador orbital, com 400 rpm, por 5 minutos e, geguida, incubadas em

estufa, a 37 °C, por 24 horas, ap0s 0 que se oaaifeitura dos testes.

5.6 Observacéo dos resultados
Apb6s 24 horas de incubacéo, os resultados foratimdwa. O valor da
CIM foi determinado como a menor diluicdo do élesencial capaz de inibir

totalmente o crescimento bacteriano visivel a allho

5.7 Controle de qualidade e validacao dos testes

Para cada isolado, prepararam-se pogos controlecrdscimento
bacteriano, sem a presenca do 6leo essencial & Ees todas as microplacas
utilizadas foram preparados pocos sem Oleo essemcidem isolados
bacterianos, visando o controle da esterilidademéio de cultura. Também
foram utilizados pogos contendo com meio de cultudeo essencial diluido
em DMSQO, para testar a esterilidade do 6leo e dds#imante. Os testes foram

feitos em duplicata, para todos os isolados bactesi utilizados.
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5.8 Andlises estatisticas

Para a verificacdo de possiveis diferencas nasotagdes inibitorias
minimas (medida em escala ordinal) dos 6leos eissgrspbre o crescimento
bacteriano de isolados associados a mastite clingabclinica, foi aplicado o
teste de Mann-Whitney. As avaliacdes comparati@gascao inibitoria dos dleos
essenciais foram realizadas por meio do teste iddrRan, seguido do teste de
comparagdo mdltipla das médias ranqueadas de LSARQCO, 2010). Foi
considerado um nivel de significAncia minimo de $%0,05). Todas as
andlises estatisticas foram realizadas por mefadote estatistico SPSS 20.0.

Adicionalmente, para analisar o efeito sinérgios dleos essenciais que
demonstraram maior efetividade contra os isoladstados, os resultados das
CIMs foram submetidos a analises multivariadas cm®ponentes principais
(principal component analysisPCA), utilizando-se o software Chemoface
versao 1.4 (NUNES, 2012).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Concentragao inibitoria minima dos 6leos essdas isolados

Os diagramas representados nas Figuras 3 a 8 éonn@comparacao
das distribuicdes das CIMs de cada 6leo esserstkdo. O enredo de caixa
contém linhas, denominadas bigodes, que se esteadeantir das bordas da
caixa para os valores extremos de CIM, represeatardenor e o maior valor
nao discrepante de CIM. Os valores discrepanteslié¢cs”, sdo valores muito
acima ou muito abaixo da distribuicdo dos valoresQlM para cada o6leo
essencial, representados no grafico como valorelerados e valores severos,
dependendo da discrepancia em relacéo a medianadina é representada no
grafico pela posicdo central da caixa, indicando wadores de CIM
predominantes para cada 6leo essencial.

De acordo com o gréafico apresentado na Figura 8séiyel observar
gue osS. aureusoram mais sensiveis ao 0leo essencial de caashkaccuja
concentracdo inibitéria minima encontrada foi bai@#®3906%). Em relacdo
aos Oleos essenciais de tomilho, capim-limédo, méled e cravo, estes
apresentaram atividade, com pequenos valores des,Gé&hdo de 0,15625%
para o tomilho-branco e o capim-limdo e de 0,313%%@& cravo-botdo e a
citronela. Os 6leos de alecrim, cardamomo e sa@prasentaram baixo efeito
antibacteriano em relacéo aos demais 6leos testemtnsvalores de CIM iguais
ou superiores a 2,5%. Dos 6leos essenciais observadie alecrim ndo exibiu
variedade na distribuicdo dos CIMs, apresentantiyesiguais para a maioria
dos isolados (>2,5%), com excec¢do de um, que apicesealor severo.
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LegendaValores de CIM:1: > 2,5%;2: 2,5%; 5. 1,c0vv;4: 0,625%;5: 0,3125%;6:

0,15625%;7: 0,0781%; 8: 0,03906%; 9: 0,0195%;10: 0,0097%:;11: 0,0048%:;12:<

0,0048%.

Figura 3 Concentracdo inibitéria minima (CIM) ohseta para cada 6leo
essencial (box-plot) sobr&. aureusisolado de mastite clinica e
subclinica. Distribui¢cdes seguidas de mesma |éitadiferem entre

si (p>0,05).

As Figuras 4 e 5 mostram que, p8taureusnao houve diferencas na
acdo dos o6leos essenciais para os isolados dditer@Emica e subclinica,
apresentando diferencas apenas na distribuica€Itiés As distribuicbes dos

valores de CIM foram semelhantes para a maioriadlless essenciais, com
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excecdo do Oleo essencial de citronela, que apoeseralores de CIM

constantes para mastite subclinica e valores sepera alguns isolados.

CIM
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Citronele ~ Canela Cardamom:  Capim Alecrim Tomilho

botdo -branco

-cassia -limé&o

LegendaValores de CIM:1: > 0,025;2: 0,025;3: 0,0125;4: 0,00625;5: 0,0031258:

0,0015625;7:0,00078125; 8: 0,0003906; 9:0,0001953;10:0,000097;11:0,000048;

12:< 0,000048.

Figura 4 Concentracdo inibitéria minima (CIM) ohseta para cada 6leo
essencial (box-plot) sobr8&. aureusisolado de mastite clinica.
Distribuicdes seguidas de mesma letra ndo diferéma si (p>0,05).
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CIM
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Legenda: Valores de CIM: 1. > 2,5%; 2: 2,5%; 3:5%42 4: 0,625%; 5: 0,3125%; 6:

0,15625%; 7:0,0781%; 8: 0,03906%; @,0195%; 10:0,0097%; 11:0,0048%; 12:<

0,0048%.

Figura 5 Concentracdo inibitéria minima (CIM) ohseta para cada 6leo
essencial (box-plot) sobr8. aureusisolado de mastite subclinica.
Distribuicdes seguidas de mesma letra ndo difergme si (p>0,05).

A distribuicdo das CIMs de cada 6leo essencialesobrisolados dS.
agalactiaeesta representada na Figura 6. Por meio da repaede gréafica foi
possivel observar que o 6leo essencial de cans&acapresentou o melhor
efeito inibitério (mediana de CIM = 0,01953%) entagdio aos demais 6leos
testados, que apresentaram medianas de CIM del@®%8 para cravo-botéo,
capim-limao e tomilho; 0,15625% para citronela@28% para cardamomo. Os
Oleos essenciais de salvia e alecrim revelaramaleftividade antibacteriana,
apresentando CIMs de 1,25% e superiores a 2,5@ea@gmente. Observou-

S[eIoUaSSe S09|0
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se, na distribuicdo das CIMs, uma dispersdo maim ps 6leos de cardamomo,
citronela e salvia e menor para os 6leos de aleaapim-limdo e tomilho,
tendo o Ultimo apresentado maior frequéncia derealseveros em relacdo aos

demais 6leos essenciais.

CIM
12+ °
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°© * Valores severos
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c
8 o *
e — e
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7 *
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Cardamom  Capim Alecrim  Tomilho Salvie

Cravo Citronele Canela A
-limé&o -branco

-botéo -cassia
Legenda:Valores de CIM:1: > 2,5%;2: 2,5%; 3: 1,25%;4: 0,625%;5: 0,3125%;6:
0,15625%;7: 0,0781%; 8: 0,03906%; 9: 0,0195%;10: 0,0097%:;11: 0,0048%:;12:<
0,0048%.

Figura 6 Concentracdo inibitéria minima (CIM) ohse&ta para cada 6leo
essencial (box-plot) sobr®. agalactiaeisolado de mastite clinica e
subclinica Distribuicdes seguidas de mesma letra nédo difenetne si

(p>0,05).
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Nas Figuras 7 e 8 estdo representadas as disfisuige CIMs dos
Oleos essenciais sobe agalactiagsolado de mastite clinica e subclinica. Nao
se observaram diferencas nas CIMs f@raureuse S. agalactiadsolados de
mastite clinica e subclinica, para os diferentesgkssenciais testatos, excecao
para os isolados de mastite subclinica, em quellds @ram 0,625% para
cardamomo e 2,5% para salvia.

As diferencas de CIMs entre isolados associadaferedtes formas de
apresentacdo da mastite podem refletir diversidaoleulacional entre os
isolados obtidos testados. Além dessas diferemgasie notavel variacdo nas
distribuicbes das CIMs em ambos os tipos de magtitacipalmente para o
6leo essencial de capim-limao. N&o houve diferengamediana de CIMs para
0s Oleos essenciais de citronela e salvia que, man®, apresentaram
distribuicbes desiguais nas CIMs em isolados obtide mastite clinica e

subclinica.
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0,15625%; 7:0,0781%; 8: 0,03906%; ®,0195%; 10:0,0097%; 11:0,0048%; 12:<

0,0048%.

Figura 7 Concentracdo inibitéria minima (CIM) ohseta para cada 6leo

essencial (box-plot) sobr8. agalactiaeisolado de mastite clinica
Distribuicdes seguidas de mesma letra ndo difergme si (p>0,05).
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0,0048%.

Figura 8 Concentracdo inibitéria minima (CIM) ohseta para cada 6éleo
essencial (box-plot) sobf® agalactiadgsolado de mastite subclinica
Distribuicdes seguidas de mesma letra ndo difergne si (p>0,05).

Diferentemente dos resultados encontrados nestdcgstlimje et al.
(2013), utilizando técnica de difusdo em agar paraliar a acdo do oOleo
essencial de canela-cassia sdBreaureusencontraram CIM de 0,625%, valor
superior ao encontrado neste estudo. A atividadenizrobiana do 6leo
essencial de canela-cassia é atribuida a presemgegindmaldeido, o qual
interage com a membrana celular alterando a foro@&riznde proétons e
evoluindo para lise celular (CHANG; CHEN; CHANG,®0 GILL; HOLLEY,
2004). A importancia do cinamaldeido foi destacaoiaBaskaran et al. (2009)
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que relataram sua eficacia contra patdgenos cagsadie mastite bovina e
sustentada por Pozzo et al. (2012), que realizarawaliacdo comparativa da
atividade antimicrobianan vitro do 6leo essencial de canela-cadssia e do
componente cinamaldeido cont&taphylococcusspp. isolado de casos de
mastites, concluindo pela maior atividade do cifdeido nas amostras
testadas.

Em relac@o ao 6leo essencial de capim-liméo, estrglelam que seu
o principal local de acdo parece ser no citopladaaélula, em ac¢éo atribuida
ao geranial e ao neral que, em baixas concentragiiagessam a parede celular
e inibem enzimas da membrana citoplasmatica. J& cemcentragfes
intermediarias, podem causar coagulacdo do citoplas, a medida que se
eleva a concentracdo, ha aumento da permeabilidadeélula (DENYER,
1995; RUSSELL; CHOPRA, 1996). Aiemsaard ef(2011) relataram atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de capim-limaopemdgenos causadores de
mastite bovina e demonstraram que seu mecanisragadepode ser devido ao
sinergismo entre 0s seus principais componentesesddtados mostraram que
0S componentes principais tém atividade antibastaricontra patégenos
isolados de mastite bovina, mas apenas o Oleo iparec acdo bactericida
contra todas as bactérias testadas. De acordo somasaltados obtidos, os
componentes isolados foram menos eficazes c@taureuse S. agalactiag
guando comparados ao 6leo, enquanto mirceno, campmrpresente em
quantidade vestigial, mostrou ndo apresentar, daod@nte, atividade
antimicrobiana.

O ¢6leo essencial de tomilho apresentou CIM (mediaftarnando de
0,15625%, pareb. aureusa 0,0781%, paraS. agalactiae Al-Bayati (2008),
também utilizando técnica de microdiluicdo em cgddoa o 6leo essencial de
tomilho frente a isolados d& aureusverificou CIM de 0,312%, valor superior

ao encontrado neste estudo. Utilizando esta meéomacé, Imelouane et al.
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(2009) obtiveram CIM de 0,0133%ara o 6leo essencial de tomilho, frent8.a
aureus Schwiertz (2006) obteve CIM de 0,01%, para estemo 6leo essencial
frente aS. agalactiae valor semelhante ao encontrado neste estudoo Etbi
(2007) encontraram CIM de 1,25%, pdga aureuse de 0,625%, par&.
agalactiae valores superiores aos encontrados neste esimoum estudo
realizado por Lambert et al. (2001) foi demonstrage o efeito inibitério
encontrado no 6leo essencial de tomilho se dacipaimente, pela mistura de
seus componentes majoritarios, timol e carvacedu8do Suzuki, Flemming e
Traad (2008), a acdo antimicrobiana destes compemete deve a acao
lipolitica na membrana celular, dispersando as iaadde polipeptidios que
constituem a matriz da membrana, provocando mudamggermeabilidade e
na atividade da membrana celular das bactérias.

Fu et al (2007), ao avaliarem a acao antimicrobiana do éssencial
de cravo-botdacontraS. aureusutilizando a técnica de microdiluicdo em caldo,
obtiveram CIM de 0,125%, valor inferior ao obtideste experimento, que foi
de 0,3125%. Silvestri et al. (2010), por meio ddaudé indireto de crescimento
bacteriano, verificaram, para o 6leo essencial rdgoebotédo, CIM de 0,03%,
resultado semelhante ao encontrado neste estudeugenol, sendo o
constituinte majoritario, pode ser o responsavéb péeito inibitério do 6leo
essencial de cravo-botao sobre bactéBase composto é capaz de desnaturar as
proteinas e reagir com os fosfolipideos da membdaneaélula, alterando sua
permeabilidade (BRIOZZO, 1989).

Brugnera, Liveira e Piccoli (2011), utilizandoéxnica de difusdo em
agar para determinar a atividade antibacterianams essenciais de citronela
frente patégenos de origem alimentar, obtiveranultados inferiores aos
alcancados neste estudo p&aaureusOussalah et al(2006), estudando o
efeito antimicrobiano de varios 6leos essencidBeso crescimento de quatro

bactérias patogénicak, coli 0157: H7,SalmonellaTyphimurium, S. aureuse
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Listeria monocytogenesobservaram que o 6leo essencial de citronela
apresentou valor de CIM de 0,4%, p&aaureus semelhante ao encontrado
neste estudo. Citronelol e geraniol, componentegipris do 6leo essencial de
citronela, parecem ser as substancias causadoradado da membrana
citoplasmatica e da lise celular, resultando naigéib do crescimento bacteriano
(HORNE et al., 2001).

Da mesma forma que o presente estudo, Kubo, HiraegnMuroi
(1991), utilizando a técnica de diluicdo em caldestaram a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de cardamomo & semponentes frente a
varias bactérias gram-positivas e negativas. Destigram-positivas testad&s,
aureusfoi a menos sensivel ao 6leo essencial, apresntaibicdo apenas em
altas concentrac6es. O potencial antibacteriandletn essencial de cardamomo
esta associado aos seus componentes majoritatfage@ineol, eucaliptol)
(DHULAP; ANITA; HIRWANI, 2008).

Em relacdo ao Oleo de alecrim, Lopez et al. (2096}, meio do
método de volatilizacdo em disco, obtiveram redokasemelhantes ao deste
trabalho, revelando nenhuma inibicdo frente asébiast testadasS( aureus
Bacillus cereus Enterococcus faecalislisteria monocytogeng€scherichia
coli, Yersinia enterocolitica Salmonella choleraesuise Pseudomonas
aeruginosa. Diferindo deste estudo, Djeddi et al. (2007)atadam forte
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de mheaultivado na Argélia
contraS. aureusS. epidermisP. aeruginosakE. faecalis K. pneumoniae E.
coli.

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciaiséiiga e alecrim foi
estudada por Fabio et al. (2007), contra bactédasadoras de doencas do trato
respiratério humano ou animal. A semelhanca dosltesios obtidos neste
estudo, o 6leo essencial de salvia ndo revelouumeahatividade frente §.

aureus e pequena atividade pafa agalactiae O 6leo essencial de alecrim
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mostrou pequena inibicdo frente as bactérias dtaB8ahwiertz et al(2006)
estudaram a atividadén vitro destes mesmos Oleos essenciais frente a
microrganismos isolados de infec¢gBes vaginais. A$ @btidas para alecrim e
sélvia frente &8. agalactiadoram de 0,01% e de 0,05%, valores inferiores aos
encontrados no presente estudo, que foram superOB&5%, para alecrim e
1,25%, para salvia.

As variagbes verificadas nas concentracdes inibggddos Oleos
esséncias apontadas nos diferentes estudos podexpeadas por diferencas
nas composicdes quimicas dos 6leos essenciaigdzm)entre outros fatores,
por mudangas de localizacdo, variacdes sazongigoa éle colheita. Celiktas et
al. (2007), ao compararem valores de CIM do Olesermsal de alecrim
proveniente de plantas coletadas em diferentesegpaés épocas do ano,
encontraram valores distintos p&a aureus Proteus vulgaris Pseudomonas
aeruginosa Klebsiella pneumoniaEnterococcus feacalisEscherichia coli
Staphylococcus epidermidi8acillus subtilise Candida albicans Assim, a
variagdo nas composicdes quimicas do 6leo essateialecrim de todos os
paises pode ser devido a diferentes condic6esgicatdque podem influenciar
no perfil quimico da planta, pois alguns compogtodem ser acumulados em
um determinado periodo, em resposta as condicObmiatais, resultando em
diferentes atividades biol6gicas (KAMATOU et al00B).

Outras varaaveis que podem explicar diferencas|ieebcontradas
sdo as variacdes entre os métodos de avaliacd@ribiidade bacteriana
(metodologia empregada, crescimento antimicrobiarexposicdo dos
microrganismos ao 6leo, a solubilidade do 6leo ®@selis componentes e 0 uso
e quantidade de emulsificador) (OPALCHENOVA; OBRESHWA, 2003;
HAMMER; CARSON; RILEY, 1999), assim como o local d&n o
microrganismo foi isolado. Além disso, 0 agente ksificador esta sujeito a

possiveis interacdes com os Oleos essenciais ¢ it@erferindo na atividade
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antibacteriana, bem como possuir atividade angébiacta. Esses efeitos podem
ser acentuados ou minimizados, dependendo do medwaparo da solucdo
6leo-agente emulsificador (HAMMER; CARSON; RILEY999). E possivel
que o agente emulsificador (DMSO, Tween 80%, Tweet, entre outros)
influencie o crescimento bacteriano ou a permekdult da membrana celular,
agindo antagbnica ou sinergicamente aos componatites (NASCIMENTO
et al., 2007). No presente estudo, ndo foi obseregdo inibitéria do DMSO,
isoladamente, sobre os microrganismos estudadaso @ator importante se
refere a producédo de metabdlitos secundérios piasas, que dependem das
condi¢Bes climéticas, do solo, da época do anol®dirio da coleta. Castro et
al. (2007) verificaram que amostras do mesmo ti@o panta, porém

provenientes de locais diferentes, apresentamedifes composi¢des quimicas.

6.2 Concentracao inibitéria minima para combinaca@ntre 6leos essenciais

Os resultados obtidos para as CIMs nas difererteshinacfes dos
Oleos essenciais estdo relacionados na Tabela gt.Figaras 9 e 10 foram
representadas as distribuicGes de CIMs para os éEsenciais, isoladamente, e
das associagdes entre 0s mesmos. Todas as asesdiegiddas resultaram em

sinergismo na ac¢éo inibitoria conBaaureue S. agalactiae.
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Tabela 4 Valores das medianas dos CIMs, expresams $ aureuse S.
agalactiaeisolados de mastite clinica e subclinica, obtalartir da
combinacdo dos Oleos essenciais de cravo-bota@lacafissia e

capim-limao.

Associagao dos 6leo essencial CIM

S. aureus S. agalactiae
Cravo-botao 0,3125% 0,078125%
Canela-cassia 0,03906% 0,01953%
Capim-limao 0,15625% 0,078125%
Cravo-botdo e canela-cassia 0,01953% 0,01953%
Cravo-botao e capim-limao 0,078125% 0,03906%
Canela-cassia e capim-limao 0,03906% 0,03906%
Cravo-botao, canela-cassia e capim-limag 0,0097% 0090 %

Para os isolados d& aureusa variabilidade na distribuicdo das CIMs
foi relativamente pequena. P&aagalactiagtambém foi observado sinergismo
nas combinacBes entre canela-cassia, capim-liméave-botdo, porém, com
grande variabilidade na distribuicdo das CIMs; nambinacGes de canela-
cassia e cravo-botdo, embora apresentassem meerdp efinérgico, a
variabilidade na distribuicdo dos valores de CIM foaticamente nula. As
demais associacfes também apresentaram efeitogismérvariando nas
distribuicbes das CIMs, como demonstrado nas &fgare 10.
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Legenda: valores de CIM: 1: > 2,5%; 2: 2,5%; 3:5%2 4: 0,625%; 5: 0,3125%; 6:
0,15625%; 7:0,0781%; 8: 0,03906%; ®,0195%; 10:0,0097%; 11:0,0048%; 12:<
0,0048%.

Figura 9 Concentracdo inibitéria minima (CIM) obsefa para cada
combinacao de 6leos essenciais (box-plot) s@braureussolado de
mastite clinica e subclinicBistribuicGes seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si (p>0,05).
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Legenda: Valores de CIM: 1. > 2,5%; 2: 2,5%; 3:5%42 4: 0,625%; 5: 0,3125%; 6:
0,15625%; 7:0,0781%; 8: 0,03906%; @,0195%; 10:0,0097%; 11:0,0048%; 12:<
0,0048%.

Figura 10 Concentragdo inibitéria minima (CIM) absela para cada
combinacdo de 6leos essenciais (box-plot) sdhreagalactiae
isolado de mastite clinica e subclinidistribuicdes seguidas de
mesma letra nao diferem entre si (p>0,05).
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A analise multivariada de componentes principaSAR confirmando
0s resultados observados neste estudo, mostraagreinite a ocorréncia de
sinergismo nas associacdes ensaiadas. As combinagtm®lvendo o Oleo
essencial de canela-cassia resultaram na poteacid dos efeitos dos 6leos
(Figura 11) 5. agalactiadFigura 12), uma vez que a poténcia das combina¢fes
€ inversamente proporcional ao valor de CIM. Vet@pontando para a mesma
diregdo de 1/CIM indicam sinergismo entre as coaiies, revelando maior

potencialidade do 6leo essencial de canela-cassia.
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0.2 s |
% 0 CcL
© 1mid
bl
= 02 CB_— CB+CC+CL
O
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02 04 06

PC1 (23.37%)

Figura 11Andlises de componentes principais (PCA) das coagbies dos 6leos
essenciais de canela-cassia (CC), cravo-botdo €Bapim-liméo
(CL) sobreS.aureussolado de mastite clinica e subclinica.
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Figura 12Analises de componentes principais (PCA) das coagbies dos 6leos
essenciais de canela-cassia (CC), cravo-botdo €CBjpim-liméo
(CL) sobreS.agalactiag@solado de mastite clinica e subclinica

Pereira et al(2008), utilizando método de diluicdo em agar, destam
o efeito sinérgico entre os 6leos de capim-lindégano e cravo-da-india e
observaram que ndo houve variacdo significativaeeat combinacdo e o
comportamento individual dos 6leos, constatando rifiee ocorreu sinergismo
entre 0S mesmos.
Novacosk e Torres (2006) pesquisaram o sinergisnie es o6leos
essenciais isolados e na mistura de lavahdaafdula officinales melaleuca
(Melaleuca alternifolia, cedro {uniperus virginiany tomilho (Thymus

vulgaris) e cravo Eugenia caryophyllafa pelo método de microdiluicdo em
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caldo e observaram uma elevacdo importante nadatigi antibacteriana na
mistura dos 6leos essenciais, comparativamentélaos isolados.

As propriedades bioldgicas dos 6leos essenciaisrpadr o resultado
de uma sinergia de todas as moléculas ou apenagrit@ipais moléculas
presentes em concentragcbes mais elevadas. Gera/mest componentes
principais refletem em suas caracteristicas ba#ése bioldgicas e a amplitude
dos seus efeitos depende da sua concentracdo, oqtestddos isolados ou
incluidos em 6leos essenciais (BAKKALI et al., 208

Embora a maior atividade dos 6leos essenciais tsitloarelatada nas
misturas de seus componentes principais (GILL et 2002; MOUREY;
CANILLAC, 2002), a combinacao desses componentgerité@ios com outros
constituintes com atividade mais fraca pode resaltaefeito sinérgico, aditivo
ou antagonista, dependendo do microrganismo em(gkTEE et al., 2000).

Um efeito aditivo é observado quando o efeito comthd é igual a
soma dos efeitos individuais. O sinergismo € olaskrvquando o efeito das
substancias combinadas é maior do que a soma édsseindividuais. O
antagonismo é observado quando o efeito da con@mnégssociacdo) dos
compostos € menor que quando eles sao testadeslualmente (DAVIDSON;
PARISH, 1989).

Existem alguns mecanismos geralmente aceitos deragéo
antimicrobiana que produzem sinergismo como a gaii de uma via
bioguimica comum de inibicdo de enzimas protetoassim como as
combinacdes de agentes ativos na parede celularfagilitam a absorcdo de
outros agentes antimicrobianos (SANTIESTEBAN-LOPPALOU; LOPEZ-
MALO, 2007). Mecanismos de interacdo antimicrobiana que produzem
antagonismo sao menos conhecidos, porém, tem siggrido que a

solubilidade aquosa é um fator que limita a atuagicompostos hidrofébicos
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gue podem se acumular em niveis letais nas mentresalares (COX;
MANN; MARKHAM, 2001).

A concepcéao de sinergismo tem sido o tema cergralutas discussdes
em fitoquimica. A interacdo entre 6leos essencmse representar uma
alternativa para a potencializacdo da acdo dos ossporém, muito ainda
precisa ser esclarecido (PEREIRA et al., 2008).

A ocorréncia de sinergismo entre os 0leos testaslobora careca de
estudos mais detalhados, pode possibilitar espestis amplo da acdo dos
mesmos contra diferentes microrganismos e a redigg&oncentra¢éo dos 6leos
essenciais nos produtos comerciais que venham @desenvolvidos para estes
fins, minimizando possiveis efeitos adversos guesepossam apresentar,

guando utilizados em concentracdes mais elevadas.
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7 CONCLUSAO

Os 6leos essenciais de canela, cravo-botéo, capio;| tomilho-branco
e citronela tém grande potencial inibidor frent&.aaureuse S. agalactiag
apresentando-se como alternativa a ser avaifad#&/o para o tratamento das
infec¢gBes intramamarias ocasionadas por estesegsgemt bovinos.

Observou-se a potencializagdo do efeito antimiambi das
combinacdes dos 6leos de canela-céssia, capim-béneéavo-botdo, para ambos
0s agentes testados.

Houve diferengas no efeito antibacteriano entréless essenciais de
cardamomo e salvia para os isoladosSdegalactiaeobtidos de casos clinicos

em relagdo aos obtidos de casos subclinicos.
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