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Resumo

O leite € um produto altamente perecivel e suas caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas se
alteram facilmente com a acdo de microrganismos. Casos de mastite e ma higienizacao no
processo de ordenha posibilitam o aparecimento desses agentes. Como alternativa profilatica
e terapéutica, as plantas medicinais ganham espaco na medicina veterinaria como opc¢ao aos
tratamentos e prevencdes usuais. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antibacteriano
do extrato alcodlico de Jatropha dioica frente a bactérias isoladas de leite de vacas com
mastite. A suscetibilidade de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp., foi verificada através
da técnica de Microdiluicdo em Caldo (CLSI, 2006). Observou-se inibicdo do crescimento
dos isolados nas CIM de 28,12 ug mL™* a 112,5 ug mL™. Estes resultados sugerem potencial
antimicrobiano do extrato alcodlico de J. dioica, caracterizando-a como promissora no
tratamento e prevencao da mastite bovina e contaminacéo do leite.

Palavras-Chaves: Atividade antimicrobiana, Plantas medicinais, Leite bovino,
Staphylococcus spp., Streptococcus spp.

Abstract

Milk is highly perishable product, and its physicochemical and biological characteristics can
change easily with the action of microorganisms. As a prophylactic and therapeutic
alternative, medicinal plants are gaining ground in veterinary medicine as an option to the
usual prevention and treatments. This study aimed to evaluate the antimicrobial activity of the
alcoholic extract of Jatropha dioica against bacteria isolated from cow's milk. The
susceptibility of the organisms, Staphylococcus spp. and Streptococcus spp. was verified by
the Broth Microdilution technique. There was inhibition of growth compared to all isolates,
with a MIC varied from 28,12 pug mL*? to 112,5 pg mL™. These results suggest an
antimicrobial potential of the alcoholic extract J. dioica, characterizing it as a promising in the
treatment and prevention of bovine mastitis and milk contamination.

Keywords: antimicrobial activity, Medicinal plants, bovine milk, Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp.

Introducéo
O leite € um dos alimentos mais nobres por ter sua composicao rica em proteina,
gordura, carboidratos, sais minerais e vitaminas, tendo seu consumo difundido em todo o

mundo. Segundo o Art. 475 do Regulamento de Inspecédo Industrial e Sanitaria de Produtos de
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Origem Animal (RIISPOA) o ‘leite ¢ produto oriundo de ordenha completa e ininterrupta, em
condicdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL, 1997).

Os parametros para avaliacdo da qualidade do leite sdo a composicdo (teores de
proteina, gordura, lactose, sais minerais e vitaminas), as caracteristicas fisico-quimicas (sabor,
odor, cor, acidez, pH, densidade, ponto de congelamento, ponto de ebulicdo, calor especifico,
tensdo superficial, viscosidade e condutividade elétrica) e a higiene. Esse alimento de grande
importancia nutricional tem capacidade de promover multiplicagdo de microrganismos e se
faz necessario e imprescindivel o controle e cuidado com a higiene e qualidade do produto,
desde a sua producdo, transporte e beneficiamento, buscando evitar danos a salde humana,
perdas nos laticinios e inocuidade do produto (GUERREIRO et al., 2005).

A mastite bovina € uma dispendiosa e multifatorial enfermidade que acomete os
rebanhos leiteiros em todo o0 mundo, influenciando diretamente na qualidade e na producédo do
leite, além de promover a ocorréncia de perda por descartes de animais e gastos com o
tratamento curativo (HAGNESTAM-NIELSEN et al., 2009; LOPES et al., 2012; LANGONI,
2013; DEMEU et al., 2015).

Com uma conhecida pluralidade etiol6gica (LANGONI, 2013), a mastite apresenta o0s
géneros Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. dentre os principais agentes envolvidos
com a enfermidade de origem bacteriana (ACOSTA et al., 2016; FREITAS et al., 2018),
caracterizando-a como um risco iminente & salde publica ao se considerar o potencial
patogénico destes micro-organismos.

Staphylococcus aureus (coagulase positiva) causa mastite clinica e subclinica em
bovinos leiteiros e € um potencial problema de salde para os seres humanos (EL ASHKER et
al., 2015; FREITAS et al., 2018). Ele tem sido relatado como um dos agentes causadores mais
relevantes dessa enfermidade por muitos pesquisadores (OLIVEIRA et al., 2010; LOZANO et
al., 2016; EL-ASHKER et al., 2020), demonstrando a dificuldade no seu controle. A pele do
Ubere e tetos sdo o0s sitios onde se observa esse agente e o que facilita as infeccdes
(ZANETTE et al., 2010).

Entretanto, Staphylococcus spp. coagulase-negativo também ¢é conhecido como
patdbgeno comum envolvido na mastite bovina, porém sdo primordialmente derivados do
ambiente e geralmente sdo associados a uma infec¢cdo moderada (BOGNI et al., 2011).

Streptococcus uberis tambem é agente causador de mastite em rebanhos leiteiros. E
responsavel por casos clinicos e subclinicos (HOGAN et al., 1989). Dentro do género
Streptococcus, Streptococcus uberis € um patdgeno importante na industria de laticinios
(ZADOKS, et al., 2003), visto que é um dos principais agentes causadores da mastite no
mundo, incluindo o Brasil (COSTA, et al., 1998). S. uberis, assim como Escherichia coli, sdo



considerados patdgenos ambientais (RADOSTITS et al., 1994). Streptococcus dysgalactiae
também esta entre 0s mais comuns microorganismos relacionados a mastites ambientais, que
tem como principal reservatorio o ambiente onde a vaca vive, ndo limitando-se apenas a
locais onde € realizada a ordenha (SMITH & HOGAN, 1993; OLIVER, 1988; TODHUNTER
etal., 1995).

Nos exemplos citados deve-se dar enfase especial ao carater zoonético dos micro-
organismos e tambem a resisténcia adquirida frequentemente com o tratamento
antimicrobiano convencional inadequado, o qual proporciona uma selecdo de micro-
organismos multirresistentes (FREITAS et al., 2018; EL-ASHKERA et al., 2020; ANTOK et
al.,, 2020) causando tambem problema em saude publica (KORB et al., 2011,
VASCONCELLOS & ITO, 2011). Segundo Brito et al. (2001) diversos estudos tratam da
suscetibilidade a antimicrobianos de patdgenos da mastite bovina no Brasil apontam para um
aumento crescente no padrdo de resisténcia. Embora ela possa ocorrer naturalmente por meio
de mutacdes espontaneas, o uso intensivo de antimicrobianos em humanos e animais acelera o
processo (WHO, 2015) e apesar da pressédo para reduzir o uso de antimicrobianos em animais
produtores de alimentos, os antimicrobianos ainda sdo importantes para a satde animal e uma
ferramenta ainda usada no controle de mastite (MIDDLETON et al., 2014).

Por outro lado, alem do uso de produtos no tratamento da mastite, a desinfeccdo de
tetos antes e apos a ordenha é uma pratica incorporada na rotina desses animais, como
preventivos na contaminacao do leite e do ubere (SCHUCH et al., 2008). O uso dos
desinfetantes na higienizacdo das salas de ordenha tambem € de grande importancia na
fazenda, contribuindo para a producéo de alimentos lacteos de qualidade e para a obtencao de
um rebanho sadio (Fonseca & Santos 2000).

O termo pré-dipping consiste na anti-sepsia dos tetos antes da ordenha que visa reduzir
0 numero de bactérias neste local que possam contaminar o leite e pds-dipping é o termo
utilizado para a remocao apos a ordenha da pelicula de leite que permanece no teto apds a
retirada do conjunto de ordenha e auxilia na prevencéo de infec¢des neste canal (SANTOS e
FONSECA, 2007). Alem disso, as bacterias presente no animal e no canal do teto interferem
na qualidade do leite. CBT (Contagem Bacteriana Total) € uma analise indicativa das
condicGes de higiene, antes, durante e apds a ordenha (PEIXOTO et al., 2016), a presenca de
bactérias no leite vai interferir no rendimento, sabor, odor e vida de prateleira, portanto, é de
fundamental importancia a refrigeracdo do leite logo apds a ordenha e a agilidade no
transporte apos a coleta até a industria de laticinios (SILVA et al., 2012). Dependendo do

produto utilizado no pre e pos dipping, pode haver a presenca de residuos quimicos no leite e



assim como a resisténcia dos microrganismos aos antibioticos, a resistencia frente aos
desinfectantes tambem séo relatadas na literatura.

Neste contexto, mais recentemente outras alternativas de prevengdo e tratamento
(TITZE and KROMKER, 2020; VISSIO et al., 2020; CASTELLANI et al., 2019;
CHOTIGAPA et al., 2019), como o uso de plantas medicinais, visam contribuir com a
necessidade de se desenvolver novos métodos a serem aplicados na medicina veterinaria na
tentativa de reduzir o impacto e 0 uso de medicamentos sintéticos, a fim de manter a
integridade do animal e do consumidor (GALDINO; DOMINGUES; LAPENNA, 2012).

Pouco descrita na literatura quanto as suas propriedades terapéuticas, Jatropha dioica
€ uma espécie vegetal origindria do semiarido Mexicano, conhecida na medicina popular
mexicana como “Sangre de drago” e utilizada frente a infeccdes de pele e tecido subcuténeo,
além de problemas odontoldgicos e renais (MANZANERO-MEDINA et al., 2009). Deste
modo, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antibacteriano do extrato alcodlico das
raizes da planta Jatropha dioica, frente a bactérias isoladas de leite com diagnostico de

mastite.

Material e Métodos
J. dioica

Exemplares da planta J. dioica foram coletados em uma regido montanhosa da cidade
de Monterrey — Estado de Nuevo Leon, México. As plantas foram coletadas em sua
totalidade, enroladas em papéis e embaladas em papeldo. Uma amostra foi depositada e
identificada por um botanico do Herbéario da Universidade Federal de Pelotas (Pelotas RS
Brasil). A planta foi limpa, separada de acordo com suas respectivas partes vegetais e secos a
temperatura ambiente por sete dias.

Foram suspensos 18 g de raizes frescas de J. dioica em 200 mL de etanol 70% e a
mistura foi deixada em repouso por 24 h, sendo utilizado o sobrenadante para o teste de

suscetibilidade antimicrobiana na concentragdo de 0,09 g mL™.

Isolados bacterianos

Para a andlise da suscetibilidade bacteriana frente ao extrato foram utilizados oito
isolados bacterianos oriundos de diferentes casos de mastite bovina: Staphylococcus
coagulase negativa (n=3), Staphylococcus intermedius (n=2), Streptococcus uberis (n=1),
Streptococcus dysgalactiae (n=1) e Streptococcus agalactiae (n=1). Todos isolados estavam
estocados no Laboratério de Micologia e Bioprospeccdo do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).
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Microdiluicao em Caldo

O teste foi realizado por meio da técnica de Microdiluicdo em Caldo padronizada pelo
documento M07-A9 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2006) adaptada a
um fitoterapico. O extrato foi diluido em Muller Hinton para obter dez concentracGes
sucessivas (1:2) de 450 pg.mL™* a 0,87 pg.mL™.

Os in6culos foram preparados individualmente através da producdo de uma suspensao
na escala 0,5 de MacFarland, alcangando uma concentracdo final de 10° UFC mL™ e
novamente diluidos em meio de cultivo Muller Hinton. Como controle positivo, foi
adicionada apenas a suspensdo bacteriana de cada especie e 0 meio de cultivo Muller Hinton,
sendo considerado controle negativo o meio de cultivo e as dilui¢bes do extrato etandlico.

As microplacas foram incubadas a 36C e a leitura da Concentrag&o Inibitoria Minima
(CIM) foi realizada 24 h apdés, quando foi comparado o crescimento de cada isolado em
relacdo aos respectivos controles. A CIM foi considerada como a média da menor
concentragdo capaz de inibir totalmente o crescimento bacteriano visualizado em cada

duplicata.

Citotoxidade

O meio de cultura de células utilizado foi Dulbecco (DMEM), suplementado com 10%
de soro fetal bovino (FBS), 2% de glutamina, penicilina (100 U mL™?) e estreptomicina (100
mg mL™). Os fibroblastos de camundongo da linha celular imortalizada 3T3 / NIH foram
mantidos como cultura de estoque em DMEM e incubados a 37 °C em uma atmosfera
umidificada de 5% de CO. no ar, até subconfluéncia. O ensaio de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) avaliou a funcdo metabdlica celular de acordo
com a atividade desidrogenase mitocondrial (BEAN et al., 1995). A viabilidade celular foi
analisada pelo software de analise estatistica SigmaPlot 12 (Systat Software Inc., San Jose CA
EUA).

Resultados e Discusséo
As CIMs observadas frente aos oito isolados estudados variaram entre 28,12 pg.mL* a
112,5 pg.mL™. Na Tabela 1 podem-se observar os resultados de acordo com cada isolado

bacteriano.

Tabela 1. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato alcoolico de Jatropha

dioica observada frente a diferentes bactérias isoladas de mastite bovina



Isolado Clinico bacteriano CIM (ug mL™?)

Staphylococcus intermedius 56,25
Staphylococcus intermedius 56,25
Staphylococcus coagulase negativa 56,25
Staphylococcus coagulase negativa 28,12
Staphylococcus coagulase negativa 28,12
Streptococcus uberis 112,5
Streptococcus dysgalactiae 56,25
Streptococcus agalactiae 56,25

O extrato alcodlico de J. dioica demonstrou atividade antibacteriana in vitro frente aos
isolados, obtendo-se os menores valores de CIM frente a Staphylococcus coagulase negativa,
grupo considerado emergente, com crescente envolvimento em casos de mastite (PYORALA,
TAPONEN, 2009) e descritos por Timmis e Schultz (1987) como agentes que podem
apresentar infecgOes de longa duracéo e baixa taxa de cura espontanea. Mais recentemente,
em episodio de mastites, Staphylococcus spp. sdo relatados como relevantes devido a sua alta
frequéncia e multirresistencia com capacidade de producdo de toxinas. Nesse caso, com a
producao de toxina envolve-se em casos de surtos alimentares relacionadas a diferentes
espécies dentro do género (MARIANO et al., 2007; MEHMETI et al., 2016; ACOSTA et al,
2016).

O S. uberis foi considerado 0 agente menos sensivel ao extrato testado, o que pode
estar associado a antibioticoterapia inadequada direcionada ao animal da amostra de origem
para controlar a enfermidade. De acordo com Bramley e Dodd (1984) esta espécie €
considerada como sendo uma das causas mais comuns de novas infeccbes em vacas secas,
sendo de dificil controle na rotina de higienizacdo. No cenério mundial, a frequéncia desta
espécie tende a ser baixa e variavel (GIANNEECHINI et al., 2002; CALDERON; BI et al.,
2016; ), entretanto, sua importancia nos rebanhos pode estar subestimada, uma vez que, se
observa na literatura que o diagndstico etioldgico da mastite bovina ocasionada por
Streptococcus spp., em geral, limita-se a identificacdo do género, ndo sendo feita a
diferenciacéo dentre as espécies (SANTOS et al., 2007).

O uso das plantas com finalidade terapéutica no Brasil vem aumentando ha
alguns anos (NASCIMENTO et al, 2000; DIORGE et al., 2015). Os efeitos de oleos ou dos
extratos de plantas sobre as bactérias tém sido estudados por muitos pesquisadores no mundo
todo. Entretanto, ha necessidade de maior conhecimento e de uso moderado para evitar

problemas quanto ao uso prolongado e indiscriminado destes produtos (ALMAGBOUL et al,
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1985; DAHANUKAR; KULKARNI; REGE, 2000; IKRAM; INAMUL, 1984; 1ZZ0 et al,
1995).

Outros estudos vem sendo desenvolvidos com plantas nativas do Brasil frente a
bacterias causadoras de mastite, entre eles, foi estudado oleo de semente de girassol e
Castanha do Brasil, tambem obtendo bons resultados (FREITAS et al., 2016; OLIVEIRA et
al., 2010; BEZERRA et al., 2009; DANTAS et al., 2009; SCHUCH et al., 2008). Esses
estudos nao tem apenas direcionamento a planta ao tratamento da mastite, mas na eliminacao
precoce dessas bacterias relacionadas a essa enfermidade quando encontradas no ambiente ou
na pele do animal. O uso de produtos naturais no pre-dipping tém por objetivo reduzir a carga
microbiana presente na pele dos tetos e a obtencdo de um produto sem agentes contaminantes.

Quanto a especie J. dioica, ndo foram encontrados estudos relacionados ao uso no
tratamento e prevencdo de mastite, entretanto, estudos conduzidos por Silva-Belmares et al.
(2014), a partir de diferentes extratos organicos de suas raizes, demonstraram atividade frente
as bacterias Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Salmonella typhimurium e aos fungos
Cryptococcus neoformans, Candida albicans, Candida nao albicans e Sporothrix schenckii de
interesse medico veterinario. Nessa pesquisa, a atividade do extrato hexano de J. dioica pode
ser atribuida em parte a presenca de B-sitosterol, o principal composto identificado por
bioautografia.

Oliveira et al. (2013), verificaram a atividade anti-Candida do seu extrato, aquoso e
etandlico, obtendo inibicdo da levedura na concentragdo de 28,1 ug mL™?, resultados que
sustentam os obtidos no presente estudo. Nao-C. albicans, o MIC e o MFC foram de 28,12 ug
mL, mas para Candida famata e Candida glabrata esses valores aumentam para 56,25 g /
mLL.

Vargas-Segura et al. (2019) verificaram a atividade bactericida contra S. mutans
cariogénica ATCC 25175, bem como para a caracterizagdo fitoquimica dessa planta entre
outras 14 estudadas e concluindo que extratos selecionados sdo bons candidatos a serem
utilizados no controle de bactérias cariogénicas. Silva-Mares et al. (2013) estudaram a planta
mexicana contra 0 HSV-1 e HSV-2 e segundo autores o extrato de J. dioica mostrou apenas
citotoxicidade insignificante

A utilizacdo de extratos vegetais com acdo antimicrobiana foi demonstrada com
eficiéncia em testes in vitro e in vivo na anti-sepsia de tetos antes e ap0s a ordenha,
embasando estudos que visam a promocao a integridade do animal e da qualidade do leite a
partir de antimicrobianos alternativos (SCHUCH et al., 2008; AVANCINI; WIEST, 2008;
FACCIN et al., 2016). Devido as suas caracteristicas na medicina popular mexicana, Jatropha
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spp. estd sendo alvo de estudos por pesquisadores brasileiros devido seu potencial medicinal,
0 qual pode ser atribuido por seus componentes quimicos, com destaque aos alcaldides,
triterpernos e esterdides (MARTINEZ et al., 2014). No Brasil, observa-se grande variedade de
estudos que avaliam diferentes caracteristicas e comportamentos deste género, entre outros,
no bioma da Caatinga, semiarido brasileiro (NEVES et al., 2010; NEVES et al., 2011,
CHAVES et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010).

Varios artigos ja foram publicados relatar os usos medicinais nao antimicrobianos de
J. dioica (MARTINEZ et al., 2014). CREFAL (1988) ja citava 0 uso em doengas como
tratados com esta espécie foram: hemorroidas, Ulcera, gastrite, asma, queda de cabelo,
manchas em pele, acne, sangramento de gengivas e dor de dente, entre outros. Pérez-
Escandon et al. (2003) menciona o uso medicinal e comestivel de J. dioica. Para o teste de
citotoxicidade em relagdo aos extratos radiculares de J. dioica, a CIM de 28,1 mg mL™ foi,
das concentracgdes testadas, a menos citotoxica. Araujo-Espino et al. (2017) havia observado,
in vivo, que J. dioica ndo exerce efeito genotoxico nem citotdxico no sangue periférico de
camundongos em altas doses

Outras espécies do género Jatropha sdo estudadas quanto as suas propriedades
terapéuticas, dentre elas, J. multifida, J. gossypifolia, J. isabellei, as quais estdo associadas
com a atividades antibacteriana, larvicida, antioxidante, antinociceptiva e anti-inflamatéria
(RAMPADARATH; PUCHOOA; RANGHOO-SANMUKHIYA, 2014; OKOH et al., 2016;
SILVA et al., 2013).

A relevancia das pesquisas com produtos naturais e os resultados obtidos com J.
dioica, justificam novas analises microbioldgicas do extrato, incluindo estudos in vivo, para

seu desenvolvimento como antimicrobiano alternativo.

Conclus6es

Foi observado inibicdo do crescimento dos isolados de Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp nas CIM de 28,12 mg mL™* a 112,5 mg mL™, respectivamente. Estes
resultados sugerem que o extrato alcodlico da Jatropha dioica tem potencial antibacteriano
frente a bactérias causadoras de mastite. Pode-se caracteriza-la como promissora para 0
estudo de sua influencia na qualidade do leite, seja no uso para tratamento e prevencdo da

mastite bovina como na contaminacao do leite.
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