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RESUMO

Staphylococcus sao bactérias gram positivas, com forma de cocos isolados, em pares
ou agrupados. Essa bactéria causa diversas enfermidades em humanos, como
pneumonias, bacteremias e infeccdbes de pele. Em animais, causa
piodermites,endometrite e sindrome do choque toxico. A mastite em bovinos,
causada por S. aureus, possui alta prevaléncia, sendo necessariogrande atencéo a
essa infeccdo, pois gera prejuizo aos produtores e oferece risco a saude publica. A
Punica granatum, conhecida como roma, possui em suacomposicdo grande
guantidade de flavonoides e juntamente com seu fruto, cascas, caule e flores sdo
indicados para o tratamento de processos inflamatérios e infec¢des, abcessos em
pele, cllicas, diarreia de origem bacteriana e parasitaria. Neste estudo foi avaliada a
eficacia, in vitro, do extrato hidoalcodlico, a 7% e a 3,5%, da romad contra
Staphylococcus coagulase positivo, isolados de amostras de leite vindas de vacas
com mastite clinica e subclinica. Os resultados sugerem presenca de atividade
antimicrobiana in vitro do extrato de roma, nas diferentes concentracdes utilizadas,
contra Staphylococcus coagulase positivo. Todas as cepas mostraram resisténcia as
bases comerciais, sendo elas: amoxilinatclavulanato, sulfazotrim, eritromicina,
gentamicinam, amoxilina, cefalexina, imipenem e doxiciclina. Ressalta-se a potencial
atividade antimicrobiana do extrato de P.granatum, mesmo que em pequenas
concentracoes.

PALAVRA CHAVE: antibacterianos; Punica granatum; fitoterapia; Staphyloccoccus

aureus.
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INTRODUGCAO

O rebanho bovino Dbrasileiro, em 2020, possuia 218.150.298
cabecas, sendo 16,3 milhes o numero de vacas ordenhadas no pais e, em Minas
Gerais (MG), 3,1milhdes (IBGE, 2020a; IBGE, 2020b). O Brasil € o quarto maior
produtor de leite do mundo, produzindo 34 bilhdes de litros de leite, sendo Minas
Gerais 0 maior produtor nacional, gerando em média 9,4 bilhdes de litros de leite
(BRASIL, 2022). O setor emprega 1,2 milhdes de trabalhadores diretos, gerando
trabalho e grande renda aos produtores desta regiéo, o que confere ao estado o valor
bruto da atividade leiteira em torno de 21,4 bilhdes de litros de leite (IBGE, 2020c).

O rebanho leiteiro é extremamente acometido por mastites, tanto clinicas como
subclinicas, em todas as regides. O tratamento convencional da mastite é realizado
com uso de antimicrobianos especificos para o agente causador, porém, muitos
produtores ignoram o uso correto desses medicamentos e os administram de forma
exacerbada e indiscriminada. Os bovinos sdo submetidos frequentemente a esses
tratamentos, 0 que promove uma selecdo genética e o surgimento de populacdes
microbianas resistentes aos farmacos (KRUMMENAUER; PONZILACQUA; ZANI,
2019).

Além do mencionado, outros problemas estéo relacionados a utilizacdo desses
medicamentos, como o residuo no leite, que inviabiliza a comercializacdo do produto
antes de um periodo de caréncia, reduzindo a lucratividade do produtor (SILVA et al.,
2013). Logo, os medicamentos encontrados no mercado estédo perdendo sua eficacia,
trazendo consequéncias quantitativas e qualitativas para sua acao e,
concomitantemente, acarretando riscos a saude publica (KRUMMENAUER,;
PONZILACQUA; ZANI, 2019).

Atualmente procura-se formas alternativas para tratar doencas causadas por
bactérias, como o uso de fitoterapicos. A fitoterapia é baseada no uso de plantas,
vegetais ou extratos naturais para tratamento e prevencéo de patologias (TEXEIRA,

2012). A planta Punica granatum, comumente conhecida como Roma, possui
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propriedades antibacteriana e antinflamatéria (ANDRADE et al., 2018), atividade no
combate a fungos e virus, além de acdo adstringente, antioxidante, anti-helmintica e
antidiarreica (CUNHA, 2015).

A utilizacdo da Roma para o tratamento da mastite com produtos naturais pode
possibilitar a redug&o do uso errdneo de antimicrobianos, dando qualidade de vida aos
animais e colaborando com a producéo de leite (MOREIRA et al., 2014). Desse modo,
este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do extrato
hidroalcodlico da roma contra Staphylocoocus coagulase positivo, um dos principais
agentes causadores da mastite bovina.

FUNDAMENTACAO TEORICA
MASTITE

A mastite € um processo inflamatério da glandula mamaria caracterizado por
alteracdes fisicas e quimicas do leite, que pode causar alteracbes patolégicas no
tecido glandular (BENEDETTE et al., 2008). E uma doenca multifatorial de carater
complexo e que envolve diversos patdgenos, fatores pertencentes ao animal e ao
ambiente. O processo inflamatério pode ser de origem fisioldgica, alérgica, traumatica,
metabdlica e/ou infecciosa. Além disso, pode ter diversos tipos de apresentacao, tais
como subclinica, clinica ou crénica (MASSOTE et al., 2019).

A principal porta de entrada para as bactérias causadoras de mastite é o
esfincter mamario. Se essa estrutura estiver integra, dificilmente o crescimento
desses microrganismos tera sucesso. Dentre as principais bacterias relacionadas a
essa infecgdo estdo: Streptococcus agalactie, Staphylococcus aureus, Streptococcus
dysgalactie, Escherichia coli, Corinecbacterium bovis, Streptococcus uberis,
Mycoplasma, alguns fungos, leveduras, algas e coliformes, sendo que o
Staphylococcus sp. € o causador que aparece com mais frequéncia nos rebanhos
(DUQUE; BORGES; PICCININ, 2005).

Essa enfermidade € a que mais acomete os rebanhos leiteiros em todo o mundo,
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causando grandes prejuizos econdmicos para os produtores e laticinios, ja que interfere
diretamente na qualidade do leite. A mastite reduz a producdo leiteira
independentemente da sua forma de apresentacdo e intensidade, podendo, em
alguns casos chegar a perda de um ou mais tetos acometidos (TOZZETTI; BATAIER
NETO; ALMEIDA; PICCININ, 2008).

A mastite clinica apresenta alteracdes visiveis do Ubere e do leite, podendo ser
de diferentes gravidades, desde subaguda, aguda, super aguda, crénica a gangrenosa
(MASSOTE et al., 2019). Dependendo da sua gravidade, pode ter aparecimento de
edemas, endurecimento, dor na glandula mamaria, pus, grumos ou qualquer outra
alteracdo das caracteristicas do leite. Ja a mastite na sua forma subclinica néo
apresenta alteracfes macroscopicas, apenas alteracées na composicao do leite, e ndo
na glandula maméria (BENEDETTEet al., 2008).

Um dos métodos de diagnosticar a mastite clinica é com o uso da caneca de
fundo preto, onde sera observado, nos primeiros jatos de leite, a mudanca na sua
coloracdo e a presenca de grumos, podendo aparentar também uma consisténcia
mais aquosa e sangue ou pus (MASSOTE et al., 2019).

A mastite subclinica pode ser detectada através dos testes California Mastitis
Test (CMT) e Contagem de Células Somaticas (CCS) (BENEDETTE et al., 2008). Na
maioria das vezes, essa forma de apresentacédo ndo é observada pelos proprietarios
e funcionarios das fazendas, ja que ndo ha alteracdes visiveis, porém, pode-se
observar a diminuicdo na producéo leiteira. Assim, a doenca se espalha com facilidade
pelo rebanho, uma vez que ndo séo perceptiveis sinais clinicos, o que causa grande
prejuizo econbmico a fazenda produtora de leite (MASSOTE et al., 2019).

Convencionalmente, a mastite € tratada com antimicrobianos. Diversos estudos
apontam o aumento da resisténcia dos agentes contra 0os antimicrobianos, por isso é
de grande importancia o monitoramento do uso incorreto e indiscriminado de
antimicrobianos, que é o principal fator para o crescimento da taxa de resisténcia. A

adocdo de técnicas de baixo custo, como a higienizacdo de equipamentos, de
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utensilios e de operadores/ordenhadores, a limpeza e desinfeccdo do Ubere dos
animais e a realizacdo de pré-dipping e pés-dipping, ajudam significativamente na

prevencao da contaminacgao dos quartos mamarios (COSTA et al., 2013).

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

O antimicrobiano € uma substancia responsavel pela morte ou inibicdo da
multiplicacdo de bactérias. Logo, é utilizado para o controle de doencas infecciosas
(doencas causadas por microrganismos que levam a processo infeccioso). A
aplicacao desse tipo de medicamento € feita na agricultura, na medicina humana e na
veterinaria, a fim de minimizar e tratar afec¢cdes geradas por essas bactérias (AIRES,
2017).

Um grande desafio na medicina veterindria tem sido a resisténcia
antimicrobiana, que é definida pelo ato de o microrganismo evitar a acdo do
antimicrobiano, resistindo a destruicdo e fazendo com que o medicamento seja
ineficaz (SALES; SANTOS; ANDREAZZI, 2021). Esse fato jA ocorre de maneira
natural entre os microrganismos no ambiente (MUNITA; ARIAS, 2016, apud SILVA et
al.,2020) mas esse processo pode ser intensificado por diversos fatores, sendo um
deles o uso indiscriminado de antimicrobianos.

Bactérias tém uma alta taxa de multiplicacédo e grande habilidade de adaptacéo
ao ambiente. Uma das vantagens dessa capacidade € o aumento da populacdo em
curto periodo de tempo, podendo uma bactéria duplicar sua populacdo em meia hora.
Logo, a selecéo natural possibilita a adaptacao de bactérias, por meio de mutagdes, em
meio desfavoravel para seu crescimento, como meios com antimicrobianos, pois 0s
antimicrobianos agem como seletores para essas transformacfes que as bactérias
sofrem, conferindo a elas maior potencial para sobreviver no meio com
antimicrobianos (IGLESIAS, 2019).

Na pratica, a resisténcia ocorre por diversos fatores. De acordo com a

Organizacdo Mundial de Saude (OMS), uma das principais causas do crescimento de
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resisténcia € o uso de forma errada dos antibacterianos. Erros como falha na
prescricdo médica, uso exagerado e desordenado tanto na medicina humana quanto
na veterinaria, falta de fiscalizacdo na venda dos produtos, facil acesso,contaminacao
de alimentos por uso de antimicrobianos na agropecuaria de forma errénea, além dos
residuos vindos de propriedades por produtos de origem animal, como o leite, por
exemplo (SALES; SANTOS; ANDREAZZI, 2021).

A falta de lancamentos de novos antimicrobianos no mercado agrava mais a
situacao, afetando o tratamento de doencas e dificultando a cura para certas doencas.
O impacto desse problema € grave em locais onde ndo ha tantos recursos. Segundo
a OMS, praticamente todos os antimicrobianos langcados no mercado nas dltimas
décadas sao variantes dos antimicrobianos descobertos em 1980 (ONU, 2021).

Conforme argumento do diretor de Coordenacdo Global de Resisténcia
Antimicrobiana, Haileyesus Getahun, “as oportunidades emergentes da pandemia
devem ser aproveitadas para trazer a tona as necessidades de investimentos
sustentaveis em pesquisa e desenvolvimento de antimicrobianos novos e eficazes”
(ONU, 2021, s/p). Em vista disso, é necessario que haja progresso nas linhas de

pesquisa de novas formulagdes medicamentosas.

Punica granatum (ROMA)

A Punica granatum, conhecida como roma, pertence a familia Punicaceae. A
romézeira produz fruto arredondado com diversas sementes, de coloragao
avermelhada a amarela. Nessa planta ha grande quantidade de taninos e
fitoconstituintes, como: alcaldides, punicina e &cido galico. O fruto, as suas cascas,
ocaule, araiz e as flores sao indicados para o0 uso no tratamento de diversos processos
inflamatorios e infecgcdes por possuirem alcaloides (pelieterina, isopelieterina e
pseudopelieterina) (LIMA; FREIRE; FARIAS, 2002). Sua folha é pequena, rigida,
brilhante e membranacea. A roma é comumente usada pra tratar problemas de saude

em mucosas, infecgcbes e abcessos em pele, coélicas, hemorroidas, bronquites,
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faringites, laringites, diarreia de origem bacteriana e parasitaria, infec¢cdes de vias
urinarias e genitais, viroses em geral, afeccées acometidas por fungos, conjuntivites,
glossites e estomatites (RODRIGUES, 2006; apud NASCIMENTO JUNIOR et al.,
2016).

Staphylococcus

E uma bactéria gram-positiva, caracterizada por cocos que podem se
apresentar isolados ou aos pares, em cadeias curtas ou agrupados. O aspecto
macroscopico da colénia em meio sélido, a presenca de pigmento e a hemolise em
agar sao caracteristicas auxiliares na identificacdo destes microrganismos. Eles séo
imoveis, anaerdbios facultativos, ndo formadores de esporos e produtores de catalase
(HIRAI, 2015).

Essa bactéria estd entre os agentes que mais causam enfermidades em
humanos, acarretando sintomas como pneumonias, bacteremias, infec¢des de pele e
de tecidos moles, infeccBes relacionadas ao uso de préteses e cateteres venosos, e
meningites (BRASIL, 2008).

Das 47 espécies relatadas, seis sao capazes de produzir a enzima extracelular
coagulase: S. aureus, S. hyicus, S. intermedius, S. pseudintermedius, S. delphini e S.
Lutrae (EUZEBY, 2011 apud SANTIAGO, 2019). Logo, elas s&o caracterizadas como
coagulase positivas e consideradas patogénicas, uma vez que podem produzir
enterotoxinas (SILVA et al., 2015).

Dentro dessas espécies esta o0 Staphylococcus aureus. Trata-se de
microrganismos quimiorganotroficos, que apresentam metabolismo de carboidratos
respiratorios e fermentativos. Sao bactérias aerdbias ou anaerdbias facultativas, que
crescem em ambientes com temperaturas entre 18°C e 40°C, com elevador teor de
cloreto de sédio (10%) (FREITAS et al., 2021). Possuem aproximadamente 0,5a 1,5 ym
de diametro, sdo microrganismos ndo esporulados, imdveis e podem apresentar

diversos arranjos, na maioria das vezes, se agrupam em formato de cocos com arranjo
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de Estreptococos (LIMA et al., 2015).

Tais bactérias possuem uma capsula de polissacarideo revestindo a cama
externa da parede celular. A capsula se torna uma forma de aumento de viruléncia,
uma vez que pode inibir a fagocitose bacteriana.Sendo de importante destaque, na
superficie externa da maioria das cepas de S. aureus contém o fator de coagulacéo
coagulase ligada, que se liga ao fibrinogénioe o converte em fibrina insollvel, o que
possibilita a deteccao desda espécie (LIMA et al., 2015).

O S. aureus é um dos agentes mais comuns responsaveis por surtos de
intoxicacdo alimentar. As particularidades e aspectos do seu habitat fazem com que
sua presenca seja ampla na natureza, sendo transmissiveis aos alimentos por
manipuladores, na maioria portadores assintomaticos, e pelos animais, principalmente
0 gado leiteiro com mastite (STAMFORD; SILVA; MOTA; CUNHA NETO, 2006). Esse
agente também é responsavel por importantes afeccfes em animais, desde simples,
como piodermites, edometrite, conjuntivite, onfalite, linfadenite e cistite, até as mais
graves, como pneumonia, meningite, endocardite e sindrome do choque toxico
(BARBOSA et al., 2019).

METODOLOGIA

Trata-se de uma pesquisa descritiva e qualitativa, que foi submetida ao Comité
de Etica de Uso Animal da Univértix (CEUA).

Para a obtencdo das amostras de Staphylococcus coagulase positivo, foram
testadas para presenca de mastite todas as vacas do Sitio Vale Verde em Bom Jesus
do Galho — MG, no periodo de marco a abril de 2022. As vacas eram de raca mestica,
todas em lactacao e com idade de 3 a 9 anos.

Como método de diagndstico da mastite clinica e subclinica, utilizou-se o teste
da caneca de fundo preto, CMT (Califonia Mastite Test) e exame clinico. O teste da
caneca de fundo preto consiste na avaliacdo dos primeiros jatos de leite em um
recipiente de fundo preto, quando € observado a coloracéo do leite, consisténcia e se
ha pus. (MASSOTE et al., 2019).
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O exame fisico é feito a partir da inspecao do Ubere (temperatura, aspecto,
coloracdo, presenca ou auséncia de edemas e lesdes), palpacdo dos tetos e
mensuracao de temperatura. Para realizar o CMT retira-se um jato de cada teto na
bandeja, no local correspondente ao teto, e adiciona-se o reagente até a marcacéo.O
resultado desse teste € confirmado pela formacgéo de um gel, podendo ser classificado
em negativo, traco e positivo, com uma, duas ou trés cruzes (OLIVEIRA et al., 2015).

Dos animais positivos para mastite clinica ou subclinica (uma a trés cruzes),
foram coletadas amostras com 50 ml de leite em frasco estéril e transportadas para o
laboratério de microbiologia do Hospital Veterinario do Centro Universitario Univértix,
depois foram resfriadas em caixa de isopor com gelo e armazenadas na geladeira.

O extrato aquoso da Punica granatum na concentracdo de 7% foi manipulado
pela farméacia Sao Jodo, em Matipé — MG. No laboratério de microbiologia, o extrato
foi diluido na proporcdo de 1:1 utilizando 2 ml de extrato e 2 ml de agua destilada
autoclavada, obtendo a concentracéo de 3,5%.

Para o isolamento de Staphylococcus coagulase positivo, as amostras foram
inoculadas, com auxilio da alca de Drigaslki, em placas de Petri com agar manitol
salgado (seletivo para isolamento de Staphylococcus, conforme Brito (2010)) e
colocadas naestufa por 48 horas, a 37°C, em aerobiose para 0 crescimento
bacteriano. ApGs o crescimento, analisou-se as placas para a mudanca de cor, do
vermelho para amarelo (BRITO, 2010), indicativo de Staphylococcus. A partir desse
resultado, as col6nias foram coletadas com auxilio de uma alga de platina e foram
realizados os testes de catalase e coagulase.

As cepas identificadas como Staphylcoccus coagulase positivo tiveram de 3 a
5 colbnias diluidas em solucao salina até a turbidez equivalente ao tubo niumero 5 da
escala Mac Farland. As bactérias diluidas foram semeadas em placas com agar
Mueller Hinton, onde produziu-se um orificio de 60mm e adicionou-se 40 microlitros
do extrato a 7% e a 3,5%, e depois foram incubadas na estufa por 24h.

Para identificacao do perfil de sensibilidade das cepas utilizadas na avaliagcéo
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in vitro, cada uma foi submetida a teste de sensibilidade a antimicrobianos comerciais:
Amoxilina+clavulanato, Sulfazotrim, Eritromicina, Gentamicina, Amoxilina, Cefalexina,
Imipenem e Doxiciclina, sendo classificados quanto a sensibilidade pelos valores dos
diametros dos halos de inibicdo obtidos em comparagdo com o0s padroes
estabelecidos por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005).

ApoOs a coleta de dados, as informacdes foram digitalizadas, organizadas em
uma planilha no programa Microsoft Office Excel 2019 e analisadas de forma
descritiva. A presenca e o tamanho de halos obtidos com os extratos foram

comparados aos resultados observados frente aos antimicrobianos comerciais.

RESULTADOS E DISCUSSOES

De acordo com o método de diagndstico para mastite, dentre os animais
testados, 10 resultados foram positivos para mastite, dos quais as amostras foram
coletadas. Ao inocular as amostras em meio seletivo, obteve-se 6 placas com
crescimento tipico Staphylococcus, sendo 4 amostras positivas para testes de
catalase e coagulase.

Ambas as concentragdes mostraram formacao de halos parciais de inibicéo, ou
seja, € perceptivel uma reducdo na densidade populacional bacteriana capaz de
crescer na regido de difusdo do extrato sobre o &gar, sem, entretanto, inibir
completamente o crescimento. Foi possivel ainda observar diferenca entre o diametro
de acordo com a diluicdo utilizada. A avaliacdo dos medicamentos comerciais
apresentou variacdo entre cepas de maior ou menor sensibilidade. Foi possivel
observar antimicrobianos que n&o apresentavam nenhuma atividade, antimicrobianos
com atividade parcial, mas que permitiam o crescimento de colénias dentro da regido
delimitada do halo de inibicdo, o que significa presenca de resisténcia, e
antimicrobianos para os quais formou-se halode inibicdo limpo, sem presenca de
colbnias.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, a amostra 1 apresentou
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resisténcia aos antimicrobianos: sulfazotrim, eritromicina, imipenem e doxicicling;
amostra 2: eritromicina, gentamicina e imipenem; amostra 3: eritromicina, gentamicina
e doxiciclina; amostra 4: sulfaxotrim, amoxilina e cefalexina. Dentre as 8 bases
comerciais testadas, a melhor delas foi a amoxilina+clavulanato, pois todas as
amostras foram sensiveis a ela, e a pior foi a eritromicina, para a qual trés das quatro
amostras foram resistentes. Em relacdo as placas com extratos de P. granatum,
notou-se halos nitidos, alguns até mesmo maiores que 0s observados para
medicamentos comerciais, tanto em sua concentracao a 7% quanto a 3,5%, porém
todos permitiram o crescimento da cepa testada ao fundo (dentro da area delimitada
do halo). O maior halo foi encontrado na concentracdo de 7% na amostra 3, e 0 menor

halo também foi encontrado na mesma concentracdo, porém na amostra 4.

Tabela 1: Avaliacéo in vitro da atividade de antimicrobianos comerciais e extratos de
Punica granatumcontra 4 isolados de Sthaphylococcus coagulase positivo.

AMC SUT ERI GEN AMO CEF IPM DOX Extrato 7% (mm) Extrato 3,5% (mm)

1 S R R S I I R R 32 28
2 S I R R I I R | 33 45
3 S S R R I I S R 50 32
4 S R | S R R S | 20 25
Legenda: R- Resistente. | — Intermediario. S — Sensivel. AMC — Amoxilina + clavulanato. SUT —

Sulfazotrim. ERI — Eritromicina. GEN — Gentamicina. AMO — Amoxicilina. CEF — Cefalexina. IPM —
Imipenem. DOX — Doxiciclina. Fonte: elaborando pelos autores.

Embora a inibicdo observada pelo extrato seja apenas parcial, ao verificar que
trata-se de cepas que ja expressam mecanismos de resisténcia, sugere-se que 0
extrato exibe atividade antimicrobiana. Ainda nédo foram isolado principios ativos da
planta, que poderiam ser concentrados e ter sua atividade potencializada.

A acéo da roma pode ser descrita pelos seguintes mecanismos: i) inibicao das
enzimas de bactérias e fungos e/ou a agregacdo de enzimas; ii) acao dos taninosque
estdo na planta sobre a membrana celular dos microrganismos, modificando o seu

metabolismo; iii) complexidade dos taninos com ions metalicos, diminuindo a
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disponibilidade desses elementos essenciais para o metabolismo dos microrganismos
(SANTOS et al., 2014 apud LACERDA; BEGATI, 2018).

Nascimento Junior et al. (2016) testaram a eficiéncia da cicatrizacdode feridas
em ratos e concluiram que a casca da roma, por ser rica em polifendis, possui um forte
efeito antisséptico e antimicrobiano contra bactérias gram-negativase gram-positivas,
0 gque corrobora o presente estudo, pois as cepas isoladas sdo gram- positivas.

Segundo Trindade, Fonseca e Juiz (2009), um estudo in vitro mostrou atividade
antimicrobiana da tintura da casca de roma a 20%, frente a Staphylococcus aureus e
Streptococcus pyogenes. Observou-se que o grupo controle CO (tinturade P.granatum
a 20,0%) apresentou halo de inibicdo de 16mm, o que mostra diametros proximos aos
halos de 20mm do grupo controle de clorexidina a 12%, evidenciando o potencial
dessa concentragcdo frente a S. aureus. Os resultados dessa pesquisa, quando
correlacionados ao presente trabalho, sugerem eficacia do extrato da roma , mesmo
em baixas concentracoes, pois apresentam valores de halos semelhantes.

Segundo Silva, Kowalski, Pagno e Piana (2020), a acao inibitéria de
antimicrobianos dos flavonoides € devida a alteracéo da permeabilidade de membrana
e parede celular, na qual o mecanismo de atuacao é atribuido a danos estruturais.
Essa interacdo se da por sua lipofilicidade, atribuida por grupos hidroxilas, conferindo
apolaridade e propriedades &cidas fracas a molécula. Esse mecanismo inibe a entrega
de energia a célula bacteriana, fator de acao que realiza a inibicdo quando testado em
placas, no presente estudo.

O composto também inibe a sintese de acidos nucleicos, reduzindo a producao
de DNA e RNA bacteriano através do blogueio da topoisomerase. Estudos realizados
por Mori e Nishizawa (1987) mostraram que a sintese de DNA pode ser inibida em
Proteus vulgaris e que a producéo de RNA mais atingida é em S. aureus.

Pesquisas apontam que a neutralizacdo dos fatores de viruléncia por
flavonoides em bactérias conferem as células do organismo protecédo (SILVA et al.

2020). Choi et al. (2007) comprovaram que a catequina polimerizada bloqueia o efeito
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da toxina de S. aureus, tanto in vitro quanto in vivo. Tal inibicdo foi constatada nas
placas-testes, onde houve obervacao de halos parciais.

De acordo com Monteiro, Albuquerque, Araujo e Amorim (2005), algumas
bactérias sdo sensiveis aos taninos, incluindo Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumonia, Bacillus anthracis e Shigella dysenteriae e, em concentra¢cdes minimas
(0,5 g/L), o fungo Fomes annosus teve seu crescimento inibido. Quando analisados e
associados os dados dessa pesquisa com o0 presente estudo, é possivel ver que
mesmo baixas concentracdes tém potencial efeito inibidor, tanto em bactérias quanto
em fungos.

Argenta et al. (2012) descreveram o éxito do extrato de roma em bactérias
cariogénicas. Notou-se que, nas diluicbes de 3%, houve um halo em média de 19 (
3) e 7% de 28 mm (+ 4), concentracdes e halos préximos aos encontrados no presente
trabalho. Os pesquisadores fizeram andlise em bactérias semelhantes as deste
estudo, pois bactérias gram-positivas fazem parte da formacdo de caries, como
Streptococcus mutans (SANTOS et al., 2007).

Com relacao a observacao de cepas resistentes, conforme Andrade, Dias Filho,
Mesquita e Rocha (2006), as cepas resistentes podem ser explicadas pelo uso
indiscriminado e inadequado (subdosagens) da classe de betalactamicos na medicina
veterinaria, possibilitando a selecdo de cepas resistentes pela eliminacdo de cepas
sensiveis e, ainda, pela presenca da betalactamase em algumas cepas do S. aureus.
Segundo esses autores, a gentamicina foi o antimicrobiano de maior acédo contra
Staphylococcus aureus encontrado em seu experimento, 0 que contrapde 0s
resultados do presente estudo, apontando resultados insatisfatorios, pois a maioria
das cepas foram resistentes a sua acao.

A gentamicina pertence ao grupo dos aminoglicosideos e € um dos principais
antimicrobianos utilizados como tratamento intramamarios para mastite em vacas
leiteiras durante a lactacdo (GUERRIRO; POLIZEL, 2020). Esse grupo de

antimicrobianos age inibindo a produgéo proteica de agentes gram-positivos e alguns
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gram-negativos. Esse medicamento tem atividade contra a bactéria testada, mesmo
gue na maioria das amostras ndo tenha tido diametro de halosuficiente para ser
classificado como sensivel, conforme exposto neste trabalho (LACERDA; BEGATI,
2018).

A eritromicina pertence ao grupo dos macrolideos e seu mecanismo € baseado
no empecilho da sintese proteica bacteriana. E bacteriostatica e, em altas
concentracdes bactericidas, esse medicamento age predominantemente em bactérias
gram-positivas (VICTOR, 2017). Em estudos feitos por Spinosa, Gérniak e Bernardi
(2011), notou- se que a resisténcia bacteriana é intermediada por plasmideos, mas a
mutacdo cromossbmica que leva a alteracdo em ribossomos foi descrita, portanto,
torna-se de uso exclusivo da medicina veterinaria. As bases ndo apresentaram efeito
contra as cepas, sendo que tal resisténcia foi demonstrada nos dados da Tabela 1.

O sulfazotrim (Sulfametoxazol-trimetoprim) pode ter efeito bacteriostatico e
bactericida, dependendo da forma administrada, podendo ser toxico ao hospedeiros.
Ele atua inibindo a enzima di-hidrofolato redutase. A resisténcia as sulfas ocorre de
maneira lenta e gradativa, e acredita-se que ocorra por meio de plasmideos, de modo
semelhante aos macrolideos (VICTOR, 2017). E possivel observar esse efeito nos
resultados obtidos nas placas, onde 2 das 4 amostras foram resistentes a esse
medicamento.

Em relacdo a doxiciclina, é uma tetraciclina de 2° geracdo com acao
bacteriostatica. Ha dois tipos de mecanismo de resisténcia das tetraciclinas: o efluxo
de medicamentos e aprotecdo ribossomal, analogo aos macrolideos (D’EL REY-
DANTAS; FEIJO; NOGUEIRA; CURCIO, 2018). As doxiciclinas sdo medicamentos
de eleicdo no tratamento de erliquioses em varias espécies, sendo eficiente no
combate a bactérias intracelulares (DUMLER; BAKKER, 1995; NEER et al., 2002;
PAPICH, 2003). Porém, o uso exarcerbado no tratamento contra essas bactérias gera
grande resieténcia.

Os pontos citados neste estudo evidenciam o grande potencial, in vitro, do
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extrato de Punica granatum contra Staphylococcus coagulase positivo, sendo esse
fitoterapico uma possivel alternativa para a inibicdo do agente, mesmo na presenca

de cepas resistentes.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo sugerem atividade antimicrobiana in vitro

do extrato de roma, em diferentes concentracdes, contra Staphylococcus
coagulase positivo. Entretanto, a auséncia de atividade total deve ser avaliada por meio
de novos estudos com concentracdes distintas, de modo a alcancar atividade
comparavel as bases comerciais para as quais as cepas foram sensiveis. Ressalta-
se que todas as cepas apresentaram resisténcia as bases comerciais, o que destaca
a atividade alcancada pelos extratos, mesmo nas concentracdes pequenas utilizadas

neste estudo.
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