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RESUMO 
 

SILVA, Carenn Rodrigues e Almeida. Extrato de Punica granatum L. (romã): análise 
das propriedades para uso como sanitizante no manejo da ordenha bovina. 2024. 13 
f. Dissertação (Mestrado Profissional em Ciência e Tecnologia Ambiental) – 
Faculdade de Ciências Biológicas e Saúde, Universidade do Estado do Rio de 
Janeiro, Rio de Janeiro, 2024. 
 

As normas previstas por legislação vigente para a produção agropecuária 
adequam os sistemas de produção a fim de garantir a segurança e qualidade do 
alimento, o que abarca os aspectos higiênico-sanitários e boas práticas de produção 
por parte dos cuidadores das vacas, ordenhadores e manipuladores do leite. A mastite 
bovina é um desafio importante visto os agentes infecciosos frequentemente isolados 
de casos de mastite que se mostram resistentes a antibióticos dificultando a sua 
erradicação. O uso de desinfetantes e antibióticos convencionais vem enfrentando a 
resistência bacteriana, o que leva a busca por alternativas como as fitosubstâncias e 
seus derivados. Portanto, o objetivo desse trabalho é comparar o efeito do extrato 
etanólico de cascas dos frutos de Punica granatum L., romã, com desinfetantes 
comerciais frente as cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A análise 
fitoquímica do extrato foi feita por espectrometria de massa. A integridade de 
membrana foi analisada pela impregnação de iodeto de propídeo por citometria de 
fluxo pelo parâmetro de intensidade de fluorescência (FL3) e pela quantificação do 
DNA no sobrenadante pelo kit FastDNA spin for soil typical workflow. A análise da 
superfície e ultraestrutura bacteriana foram realizadas por microscopia eletrônica de 
varredura (MEV) e transmissão (MET). A análise fitoquímica do extrato indicou 
punicalagina como substância majoritária. Os resultados mostraram uma ação do 
extrato de P. granatum na alteração da integridade de membrana observado pela 
incorporação de iodeto de propídeo após tratamento com 50 mg/mL, 25 mg/mL e 
10mg/mL do extrato em apenas 30 segundos para as duas cepas testadas. Os 
resultados da liberação de DNA no sobrenadante corroboraram os resultados da 
alteração na integridade de membrana e do extravasamento do conteúdo intracelular. 
As alterações nas superfícies ficaram evidentes nas imagens de MEV e MET, no qual 
é possível observar ruptura de membrana e extravasamento do conteúdo intracelular. 
A comparação do efeito do extrato com desinfetantes comerciais tradicionalmente 
usados (hipoclorito e clorexidina) realizadas pela macrodiluição em caldo e a 
determinação das unidades formadoras de colônias por mililitro corroboraram o 
caráter promissor do extrato hidroalcoólico de casca de P. granatum  visto sua eficácia 
contra as cepas de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (E. coli e S. aureus, 
respectivamente) associadas à mastite bovina. 
 
 
Palavras-chave: Punica granatum. Mastite bovina. Desinfetantes. Pré e Pós dipping.



 

 

 

ABSTRACT 
 
SILVA, Carenn Rodrigues e Almeida. Punica granatum L. (pomegranate) extract: 
analysis of properties for use as a sanitizer in the management of cow milking. 2024. 
139 f. Dissertação (Mestrado Profissional em Ciência e Tecnologia Ambiental) – 
Faculdade de Ciências Biológicas e Saúde, Universidade do Estado do Rio de 
Janeiro, Rio de Janeiro, 2024. 
 

The standards provided for by current legislation for agricultural production 
adapt production systems to ensure food safety and quality, which encompasses 
hygienic-sanitary aspects and good production practices on the part of cow caretakers, 
milkers and animal handlers. Bovine mastitis is an important challenge as infectious 
agents often isolated from cases of mastitis are resistant to antibiotics, making their 
eradication difficult. The use of conventional disinfectants and antibiotics has faced 
bacterial resistance, which leads to the search for alternatives such as 
phytosubstances and their derivatives. Therefore, the objective of this work is to 
compare the effect of the ethanolic extract of peels from the fruits of Punica granatum 
L., pomegranate, with commercial disinfectants against strains of Escherichia coli and 
Staphylococcus aureus. The phytochemical analysis of the extract was carried out 
using mass spectrometry. Membrane integrity was analyzed by propidium iodide 
impregnation by flow cytometry using the fluorescence intensity parameter (FL3) and 
by quantification of DNA in the supernatant using the FastDNA spin for soil typical 
workflow kit. Analysis of the bacterial surface and ultrastructure was performed by 
scanning electron microscopy (SEM) and transmission electron microscopy (TEM). 
Phytochemical analysis of the extract indicated punicalagin as the majority substance. 
The results showed an action of the P. granatum extract in altering the membrane 
integrity observed by the incorporation of propidium iodide after treatment with 50 
mg/mL, 25 mg/mL and 10mg/mL of the extract in just 30 seconds for both strains 
tested. The results of DNA release into the supernatant corroborated the results of 
changes in membrane integrity and extravasation of intracellular content. The changes 
on the surfaces were evident in the SEM and TEM images, in which it is possible to 
observe membrane rupture and extravasation of intracellular contents. Comparison of 
the effect of the extract with traditionally used commercial disinfectants (hypochlorite 
and chlorhexidine) carried out by macrodilution in broth and the determination of colony 
forming units per milliliter corroborated the promising nature of the hydroalcoholic 
extract of P. granatum bark, given its effectiveness against the strains of Gram-
negative and Gram-positive bacteria (E. coli and S. aureus, respectively) associated 
with bovine mastitis. 

 
Keywords: Punica granatum. Bovine mastitis. Disinfectants. Pre- and Post-dipping 
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INTRODUÇÃO 

 

A relevância do leite bovino produzido no Brasil muito se deve a seu 

desempenho internacional e sua expressiva lucratividade para o agronegócio 

nacional. Além do seu destaque nas classificações mundiais tanto de produção quanto 

de consumo e o valor agregado ao leite bovino e todos os seus derivados 

(MAPBIOMAS, 2020; IBGE, 2020; ANUALPEC, 2022; SILVA et al. 2023). Os estados 

das Regiões Sudeste  e  Sul do Brasil junto ao  Estado de Goiás somam os maiores 

produtores de leite do Brasil, por propriedade, por volume variedade, contribuem para 

produção que atende as demandas internas e para exportação (MILKPOINT, 2024) 

Além das questões econômicas, o leite bovino também é bastante relevante 

por seus aspectos sociais, culturais e nutritivos para população brasileira. O consumo 

é realizado em quantidades expressivas como produto e matéria-prima para pratos e 

sobremesas que agregam valor simbólico e afetivo, e por sua apreciação ao redor do 

mundo, refletido na importação e consumo do leite bovino, queijos, iogurtes e demais 

derivados (DE QUEIROZ et al., 2021). 

Assim, considerando o valor agregado ao leite bovino, todo o sistema de 

produção e processamento da indústria leiteira deve seguir rigorosas normas 

previstas e regulamentadas pela legislação brasileira referente a leite e derivados 

como as Instruções Normativas nº 76 e nº 77/2018 alteradas em 2019 -, a fim de se 

obter um leite da melhor qualidade nos aspectos comerciais, nutricionais e sanitários. 

As normas e leis visam à adequação das propriedades leiteiras ao regimento promotor 

de boas práticas agropecuárias, de produção de alimentos e da probidade sanitária 

para assegurar tanto a qualidade quanto a boa aceitação, segurança e legitimidade 

do leite a ser processado, comercializado e consumido (MÜLLER & REMPEL, 2021; 

DE QUEIROZ et al., 2021, MAPA, 2024). 

E dentro desse contexto de garantia da qualidade e sanidade do leite, a  mastite 

bovina é um dos desafios considerando o contexto higiênico-sanitário de boas práticas 

no manejo de vacas leiteiras, devido a diversos fatores que geram prejuízos e refletem 

limitações como a falta de padronização dos métodos de manejo (NADER et al., 

2018). Prevenir, tratar e erradicar casos de mastite em rebanhos leiteiros têm se 

mostrado um desafio crescente. A mastite é uma infecção em grande maioria causada 

por bactérias, e entre os agentes causadores mais frequentemente isolados em casos 
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de mastite, que pode ser contagiosa ou ambiental, encontram-se Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae (SÁ et 

al., 2018; SANTOS, 2019).  

Outro fator relevante associado aos problemas causados pela infecção desses 

microrganismos relacionados à colonização e persistência no ambiente é a formação 

de biofilmes bacterianos que se mostram cada vez mais desafiadores para a indústria 

de alimentos de origem animal (MAURICE, BEDIE, SADIKOT, 2018). 

   Os procedimentos de criação do gado leiteiro se utilizam de desinfetantes para 

higienização dos equipamentos de ordenha e das tetas das vacas leiteiras antes e depois das 

ordenhas a fim de prevenir a transmissão de patógenos entre as vacas e mitigar possíveis 

biofilmes presentes da superfície das tetas e dos equipamentos. Nos casos clínicos de mastite 

são administrados anti-inflamatórios e para erradicar os patógenos causadores de mastite 

tanto clínica quanto subclínica são administrados antibióticos veterinários cujo uso massivo 

têm gerado maior resistência por parte das bactérias (KAYITSING et al., 2017; BACH et al., 

2019; CHENG & HAN, 2020). 

  A resistência bacteriana é um dos fatores limitantes mais urgentes dentro do panorama 

das mastites bovinas (PASCU et al., 2022). Assim, a busca por alternativas para prevenção e 

tratamento de mastites, aumentou o número de pesquisas por plantas com propriedades 

farmacológicas e produtos naturais com potencial de aplicação na medicina veterinária, 

mostrando resultados promissores e efetivos (NADER et al., 2018; CURCIO, 2022).  

Punica granatum L., popularmente conhecida como romã, tem propriedades 

antimicrobianas e anti-inflamatórias contra bactérias isoladas de casos de mastite e seus 

biofilmes, inclusive em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa (FREITAS et al., 

2020). Alguns trabalhos demonstraram que P. granatum apresenta propriedades bactericidas 

podendo ser utilizada como um agente antisséptico (DOS SANTOS; SANTOS, 2019; 

MARTINS & CASALI, 2019; CAMPOS et al., 2021). Esses achados nos levaram a comparar 

as propriedades bactericidas do extrato etanólico de P. granatum com desinfetantes 

comerciais usados contra bactérias relacionadas com mastite bovina 
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1 REVISÃO DE LITERATURA  

 
1.1 Produção Leiteira no Brasil e Mastite Bovina 
 

  O Brasil tem protagonismo no ranking de produção mundial, sendo um dos três 

maiores produtores de leite com volumes superiores a 34 milhões de litros/ano com 

importante papel desempenhado por pequenas e médias propriedades e cerca de 218 

milhões de bovinos (Quadro 1). A produção leiteira é uma das mais praticadas 

atividades econômicas do país, difundida por todo território e onde fatores como solo, 

sol, água, tecnologia e capacitação dos produtores proporcionam tamanho destaque 

entre os fornecedores mundiais mais relevantes (WERNECKE et al., 2016; 

MAPBIOMAS, 2020; IBGE, 2020; DE QUEIROZ, 2021; ANUALPEC, 2022; SILVA, 

2023; EMBRAPA, 2023). 
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Fonte: Adaptado de  IBGE, 2021; Conab, 2023; EMBRAPA,2023. 

 
 

 Considerando a inserção do Brasil no cenário mundial (Quadro 2), a produção 

nacional está sob constante e forte concorrência nos aspectos de qualidade, 

quantidade, produtividade e custos de produção, e em 2018 os estados brasileiros de 

maior produção de leite bovino foram Minas Gerais, Paraná e Rio Grande do Sul 

respectivamente (FAOSTAT, 2018; IBGE, 2018). Além do aspecto econômico, a 

produção de leite no Brasil tem elevado caráter social e político, e o crescente 

aumento da produção de leite no país se deve em parte ao aumento da produtividade 

do rebanho leiteiro em litros/anos. A cadeia produtiva do leite bovino é geradora de 

empregos, renda e tributos, e por esses motivos a bovinocultura leiteira sustenta um 

vínculo entre o desenvolvimento do setor primário e o estabelecimento 

Brasil e UF 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 

Região Norte 
(Rondônia e 

Pará) 

1.091.490 
L 

1.126.978 
L 

1.049.343 
L 

1.018.353 
L 

1.012.630 
L 

964.928 L 743.110 L 

Região 
Nordeste 
(Ceará, 

Pernambuco, 
Sergipe e 

Bahia) 

1.173.348 
L 

1.250.228 
L 

1.406.582 
L 

1.554.246 
L 

1.718.041 
L 

1.791.866 
L 

1.575.830
L 

Região 
Sudeste 
(Minas 
Gerais, 
Espírito 

Santo, Rio de 
Janeiro e São 

Paulo) 

9.477.376 
L 

9.716.754 
L 

9.634.543 
L 

9.842.681 
L 

10.025.00
0 L 

9.473.176 
L 

8.786.894 
L 

Região Sul 
(Paraná, Rio 
Grande do 
Sul e Santa 
Catarina) 

8.431.814 
L 

9.118.698 
L 

9.103.724 
L 

9.323.928 
L 

9.746.231 
L 

9.805.756 
L 

9.533.445 
L 

Região 
Centro Oeste 
(Mato Grosso 

e Goiás) 

2.994.605 
L 

3.120.853 
L 

3.163.670 
L 

3.266.442 
L 

3.130.015 
L 

2.992.073 
L 

2.534.104
7 L 

Brasil  23.169.65
4 L 

24.333.51
1 L 

24.457.86
4 L 

25.011.82
4 L 

25.032.16
9 L 

24.989.33
1 L 

23.173.38
31 L 

Quadro 1- Produção de leite bovino por região/ estado brasileiros 
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socioeconômico (SIMÕES, OLIVEIRA, LIMA-FILHO; 2015; CEPA/EPAGRI, 

2014/2015; 2017/2018; KEMERet al., 2020). 

 

Quadro 2- Produção mundial do leite, em litros (L), referente ao período de 2018 a 2022 

 

Fonte: Adaptado de IBGE e Conab, 2022. 

 
 
 
 

Para além de seus aspectos financeiros, o leite bovino é de insubstituível 

importância no contexto de suprimento alimentar por ser considerado um dos mais 

completos alimentos e de alto valor nutritivo relevante em todas as fases da vida.  No 

contexto atual o leite bovino e seus derivados possuem as principais fontes de 

proteína e cálcio na dieta da população brasileira, e mais ainda entre os pertencentes 

das classes sociais de baixa renda (MATTER et al., 2017; JAMAS et al.,2018; DE 

QUEIROZ et al., 2021). 

Considerando a histórica participação da pecuária leiteira na organização 

política, econômica e social nacional, é fundamental incluir neste contexto as 

dificuldades experienciadas pelos produtores leiteiros e que por vezes acarretam 

País/ Bloco 
Econômico 

2018 2019 2020 2021 2022 Participação 
em 2022 

Argentina 10.837 L 10.640 L 11.445 L 11.900 L 12.100 L 2,2% 

Brasil 23.745 L 24.262 L 24.965 L 24.845 L 25.095 L 4,6% 

China 30.750 L 32.012 L 34.400 L 34.600 L 35.500 L 6,5% 

União Européia 142.258 L 143.060 L 145.415 L 145.700 L 146.700 L 26,7% 

Índia 89.800 L 92.000 L 93.800 L  96.000 L 98.000 L 17,8% 

México 12.368 L 12.650 L 12.750 L 12.850 L 12.980 L 2,4% 

Nova Zelândia 22.017 L 21.896 L 21.980 L 22.240 L 22.250 L 4,1% 

Rússia 30.398 L 31.154 L 32.010 L 32.020 L 32.150 L 5,9% 

Reino Unido 15.189 L 15.429 L 15.447 L 15.500 L 15.600 L 2,8% 

Estados Unidos 98.688 L 99.084 L 101.252 L 102.604 L 103.284 L 18,8% 

Outros 46.541 L 45.551 L 46.137 L 45.813 L 45.697 L 8,3% 

Mundo 522.591 L 527.738 L 539.601 L 544.072 L 549.356 L 100% 
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entraves para a incrementação de melhoramentos nos sistemas de produção leiteira 

utilizados. Embora diante das limitações das políticas públicas e da pouca 

abrangência das ações de capital privado, a evolução ocorrida na pecuária leiteira ao 

longo das décadas é evidenciada pelas pesquisas científicas, pela implementação de 

equipamentos de maior resolução e pelo aprimoramento das técnicas conferindo 

assim a cada vez superior qualidade do leite e, por conseguinte, gradativo aumento 

de sua  exportação (SOUTO, 2016; SOUTO & FOLMER, 2020; DE QUEIROZ et al., 

2021). 

 Martins et al. (2013) argumentaram que a qualidade do leite se deve a um 

somatório de fatores como manejo, alimentação, coleta e armazenamento do leite, 

sanidade e potencial genético dos rebanhos, e ainda, descontaminação das vacas, 

dos equipamentos de ordenha e dos manipuladores. Tais aspectos são englobados 

pelas Boas Práticas Agropecuárias (BPA), que dizem respeito à produção, ao 

processamento, armazenamento, transporte e a distribuição de produtos 

agroalimentares até que os mesmos cheguem aos consumidores, de modo a 

assegurar garantia da qualidade e segurança do leite agregando valor ao sistema de 

produção (Figura 1). Legislações, normas sanitárias, a quantidade de produtores 

envolvidos, o nível de tecnificação e o mercado consumidor também são fatores de 

influência direta na produção do leite.  (MÜLLER & REMPEL, 2021; DE QUEIROZ et 

al., 2021). 

Figura 1- Esquema do processamento do leite bovino 

 
. Fonte: Apostila do Curso Técnico em Agroindústria da Universidade Estadual do Ceará. 
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 O leite de qualidade é obtido conforme as exigências previstas pela legislação 

do leite e de laticínios, e para seu cumprimento, nas propriedades leiteiras deve haver 

monitoramento e controle da mastite em seus rebanhos, para promoção tanto do bem-

estar animal quanto dos ganhos econômicos esperados ao produtor. A produtividade 

animal é determinante para o comércio do leite e seus derivados, de maneira que os 

impactos causados pela mastite têm efeito inversamente proporcional para o sistema 

de produção (NEIVA, 2018; SHARUN et al., 2021). 

 Boas práticas sanitárias de manejo (Figura 2), quando conduzidas com 

excelência, previnem problemas em um contexto geral, além de mastite e inclusive 

podem substituir a antibioticoterapia na diminuição de incidência das infecções, sendo 

por isso, indispensáveis. Considerando a qualidade total do leite a ser comercializado, 

as propriedades leiteiras deveriam adotar medidas de prevenção e controle de 

mastite. Entre as medidas de prevenção estão às medidas múltiplas como a realização 

de diagnósticos regulares, investigação de fatores predisponentes e identificação de 

agentes etiológicos considerando as particularidades de cada propriedade. Essas 

medidas quando implementadas contribuem para eficiência do manejo e otimização 

da prevenção de infecções iniciais, recidivas e coinfecções (SHARUN et al., 2021; 

SILVA, 2023). 
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Figura 2-  Esquema de Boas Práticas Agropecuárias / Sanitárias. 

 
Fonte: Apostila do Curso Técnico em Agropecuária da Universidade Estadual do Ceará 

 

  

O Programa dos “Cinco Pontos no Controle de Mastite Bovina”, desenvolvido pelos 

pesquisadores do National Institute of Research in Dairying (NIRD) na Inglaterra, 

indica os pontos de maior atenção para o controle de mastite contagiosa dentro das 

propriedades leiteiras:  

1. Rotina de ordenha correta com desinfecção das tetas (pré e pós- dipping); 

2. Tratamento dos animais diagnosticados com mastite clínica no período de 

lactação; 

3. Limpeza, manutenção e bom funcionamento dos equipamentos utilizados para a 

ordenha; 

4. Identificação, separação e descarte de vacas com diagnóstico de mastite crônica; 

5. Manejo ambiental com devida assepsia do local de ordenha. 

 Este programa foi melhorado, tornando-se base para um “Programa de 10 

pontos” recomendado pelo National Mastitis Council, dos Estados Unidos. A diferença 

da nova versão de 10 pontos para a anterior de 5 pontos são os pontos: 

6.  Inclusão de rotina de análises de sanidade do úbere; 

7. Estabelecimento de metas para os indicadores de sanidade total das vacas; 

8. Rotinas de manutenção e de uso adequado dos equipamentos de ordenha; 
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9.  Tratamento da mastite clínica quando recomendado; 

10. Implantação de medidas de biossegurança e avaliação periódica das medidas de 

controle (HILLERTON et al., 2018; SANTOS et al., 2019). 

 Ainda sobre medidas de controle, Müller (2002) em seu trabalho aponta que a 

vacinação pode ser usada tanto para controle quanto para profilaxia em casos de 

mastite ambiental, auxiliando na redução de manifestações clínicas, e essas vacinas 

podem ser desenvolvidas a partir de patógenos isolados de surtos em propriedades 

leiteiras em que as vacas novilhas seriam vacinadas no período seco (entre 30 e 60 

dias antes do parto) com dose de reforço após seis meses. É uma abordagem de 

caráter preventivo que corrobora com o levantamento de Mesquitaet al. (2019) que 

demonstraram a antibioticoterapia como abordagem resolutiva de casos de mastite, 

pode não ser uma opção unânime entre as propriedades leiteiras ao se considerar os 

gastos com os medicamentos e o descarte do leite com resíduos, de modo que o 

reforço de medidas de controle, prevenção e detecção precoce se tornam opções mais 

lucrativas e efetivas para tais propriedades. 

 Os argumentos defendendo maior esforço por parte dos produtores de leite na 

eficácia do controle de mastite é enfatizado mais uma vez ao se observar os trabalhos 

de Da Silva (2020), Bettanin et al.(2019) e Oliveira et al. (2013) que apresentaram 

diferentes prevalências de patógenos causadores de mastite clínica em propriedades 

cuja condução de mecanismos de controle e prevenção eram diferentes entre si e por 

isso, apresentando diferentes resultados. Esses resultados evidenciam as diferenças 

nos recursos financeiros e processos de produção leiteira em diferentes regiões do 

Brasil (Minas Gerais, Paraná e Rio de Janeiro). 

Nesse contexto, as perdas econômicas diretas pela mastite são múltiplas e de 

grande repercussão, sendo alguns exemplos, os custos do tratamento das vacas, 

descarte do leite e infecções recidivas. As indiretas incluem a redução da produção 

de leite e de sua qualidade, antecipação da secagem, abate do animal e problemas 

de saúde relacionados à mastite (DA FONSECA et al., 2020; SILVA et al., 2022). O 

período de tratamento das vacas leiteiras com mastite é um dos causadores dos 

prejuízos envolvendo a comercialização do leite. Além disso, temos as perdas 

econômicas diretas por mastite, um problema adicional é a alteração das 

características do leite por causa dos medicamentos e antibióticos, alterações essas 

que se refletem nos componentes químicos, na microbiota, no aumento de células 



19 
 

 

somáticas e ainda riscos à saúde pública pela possível disseminação de patógenos 

zoonóticos (ARCANJO et al., 2017; FONSECA et al., 2021).  

1.2 Caracterização da Mastite Bovina 

 
A mastite consiste em inflamação da glândula mamária, e por ser doença 

incidente em rebanho leiteiro, tem um grande impacto na produção leiteira, devido à 

frequência com que acontece (LANGONI et al., 2011; NADER et al., 2018). O 

processo inflamatório desencadeado pela mastite é causado por microrganismos que 

penetram o úbere pelo orifício do canal, infectam e colonizam os tetos, com posterior 

lesões no epitélio glandular. As bactérias estão frequentemente associadas à mastite 

com frequência em 85% dos casos com cerca de 90 espécies descritas relacionadas 

à mastite. Outros microrganismos estão relacionados com a mastite bovina, como 

fungos, leveduras e, raramente, mas possível, vírus (ZHYLKAIDAR et al., 2021). 

Pode ocorrer tanto de forma clínica (com os sinais clássicos de inflamação e 

suas complicações com alterações visíveis no leite), como de forma subclínica 

(assintomática e sem alterações no leite) (MENEZES etal., 2014; 

MPATSWENUMUGABO et al., 2017). 

A mastite pode ser, além de clínica ou subclínica, contagiosa ou ambiental 

(Figura 3). A mastite contagiosa recebe esta denominação por ser causada por 

microrganismos contagiosos geralmente relacionados à mastite subclínica (que pode 

progredir ao ponto de se tornar mastite crônica). Nesses casos os ordenhadores 

disseminam esses microrganismos entre o rebanho leiteiro por meio das mãos e dos 

equipamentos de ordenha. Exemplos de microrganismos associados à mastite 

contagiosa são Streptococcus agalactiae, Mycoplasma bovis e Staphylococcus 

aureus (CRUZ, RIBEIRO, BARRETO, 2022).  

A mastite ambiental é assim chamada por se relacionar a microrganismos 

encontrados em praticamente todos os ambientes (água, solo, fezes, pele, úbere do 

animal entre outros) e se relacionam com a mastite clínica. Patógenos ambientais 

oportunistas, que forem aptos a sobreviver na glândula mamária do hospedeiro 

causam infecções bem-sucedidas que refletem em alterações no leite (como pus, 

grumos e sangue), podendo ou não também apresentar sintomas como inchaço, 

vermelhidão, ou aumento da sensibilidade ao toque no úbere. Exemplos de 
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microrganismos associados à mastite ambiental são Escherichia coli, Streptococcus 

uberis e Pseudomonas aeruginosa (CRUZ, RIBEIRO, BARRETO, 2022).  

 

Figura 3- Tipos de mastite: contagiosa ou ambiental. 

 
Fonte: https://blog.prodap.com.br/mastite-clinica-o-que-e-causas-como-tratar-e-principais-

indicadores/ 

 

 Lopes et al. (2012) afirma que 15% de rebanho com mastite resulta em cerca 

de 60% da perda do leite (Figura 4). A infecção animal é um grande contaminador do 

leite e seus derivados, podendo causar contágio no rebanho e possíveis intoxicações 

alimentares, e portanto, não deve ser negligenciada e nesse sentido, um programa de 

monitoramento de mastite evita a disseminação de patógenos entre animais e 

humanos, equipamentos e produtos (LUCHEIS, 2012). Macedo (2005) relata que a 

qualidade do leite e produtos lácteos revela a saúde das glândulas mamárias do 

animal bem como outras condições de saúde e aspectos gerais da produção leiteira 

como manejo, por exemplo. A proliferação de microrganismos e consequente infecção 

causada por eles se devem a fatores como condições sanitárias do rebanho, 

procedimentos higiênicos, potabilidade da água, higiene das instalações e outros 

(REIS et al., 2013). E ainda nesse contexto, temos os fatores socioeconômicos 

associados à mastite, que ultrapassam os prejuízos financeiros dos criadores de gado 

leiteiro e produtores de leite. Abrange também questões de saúde animal e humana 

haja vista a possibilidade de transmissão zoonótica de patógenos pelo leite de vacas 

com quadro mastítico e contaminação de diversos ambientes através do percurso do 
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leite até o consumidor, de modo que a mastite tem relevância no contexto de 

intoxicações alimentares em decorrência da ingestão de microrganismos e de suas 

toxinas presentes no leite e/ou em seus derivados. (FETSCH & JOHLER, 2018). 

 
Figura 4- Ordenha de vacas leiteiras em que animais sadios são ordenhados à frente, 
seguidos pelos com mastite subclínica e por último os com mastite clínica, em galões 

separados para descarte adequado do leite impróprio. 

 
Fonte: Margatho et al; 2016. 

 
 
 
 

1.3 Diagnóstico de mastite 

 

 A detecção de mastite clínica é feita por meio de observação dos sintomas e 

manifestações no úbere da vaca, exames do leite (que costuma apresentar 

alterações) e antibiograma. O teste de caneca de fundo preto (Figura 5) é realizado 

antes da ordenha para analisar o aspecto dos primeiros jatos de leite sob o contraste 

do fundo preto da caneca, e assim identificar alterações mais visíveis e drásticas; e 

de maneira simples e objetiva permite a observação da perda de características 

inerentes à integridade do leite bem como um panorama sobre o estado de 

acometimento dos tetos pela infecção e gravidade dos sintomas (BELOTI, 2015; 

MAIOCHI, 2019).  
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Figura 5- Teste de Caneca de fundo escuro 

 
Fonte: Margatho et al; 2016. 

  
A detecção de mastite subclínica é feita por meio de exames microbiológicos 

com a finalidade de identificar agentes etiológicos nos rebanhos e determinar seu perfil 

de susceptibilidade a antimicrobianos (por meio de testes morfotintoriais, bioquímicos 

e antibiograma). A Contagem de Células Somáticas (CCS) é a forma mais barata e 

rápida de averiguar uma possível mastite subclínica. Ainda temos o California Mastitis 

Test (CMT- Figura 6), um teste que consiste na reação do leite, recém-ordenhado ou 

no ato da ordenha, com um detergente contendo um reagente que proporciona a 

precipitação de leucócitos e a contagem estimativa das células somáticas presentes 

nas amostras de leite testadas. Quanto maior o número de  leucócitos com o reagente, 

maior a gelificação da amostra de leite e, por conseguinte, maior é o quadro infeccioso 

em desenvolvimento porém sem manifestação de sintomas  (BELOTI, 2015; 

MAIOCHI, 2019; FONSECA et al., 2021; SHARUN et al., 2021).  

Avanços em proteômica permitem a identificação de biomarcadores (como 

proteínas, prostaglandina sintase D, entre outros) que poderiam ser detectados e 

quantificados por métodos de rotina como o ELISA (enzyme-linked immuno sorbent 

assay).  Considerando a relevância da detecção da mastite com maior rapidez para 

evitar as perdas dos produtores, se faz necessário investimento para o incentivo a 

pesquisa de novos testes diagnósticos (VIGUIER et al., 2009). 
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Figura 6- California Mastitis Test (CMT) positivo pelo aspecto geliforme do leite. 

 
 

Fonte: Beloti, 2015 

 
 Existem ainda outros métodos de detectar mastite como os indicadores de pH, 

teste de condutividade elétrica, teste de atividade de N-acetil-beta-D-glucosaminidase, 

teste de conteúdo de lactose, a avaliação de fluxo de leite e a quantificação de 

proteínas de fase aguda. (BELOTI, 2015; MAIOCHI, 2019; FONSECA et al., 2021; 

SHARUN et al., 2021).  

1.4 Microrganismos mais frequentes e seus fatores de virulência associados à 

mastite 

 

A comunidade microbiana tem relevância para as funções metabólicas e 

fisiológicas e para a homeostase do animal durante sua vida, sendo diversa e plural 

(ADDIS et al., 2016).  

Os microrganismos que compõem a microbiota de cada indivíduo são distintos 

e dependem de seu estado geral de saúde, portanto, a saúde e a microbiota das 

glândulas mamárias são determinantes para o contexto da mastite, haja vista o úbere 

(parte inferior do interior da glândula) contém microrganismos, e alguns deles podem 

ser potencialmente causadores de doenças (FERNÁNDEZ et al., 2013; METZGER et 

al., 2018; CAMPOLINA et al., 2019).  

O úbere da vaca compreende quatro quartos em que cada um é uma glândula 

individual e independente, cujas estruturas funcionam separadas, drenada por uma 
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teta, sem que haja fluxo de leite entre os quartos (Figura 7). Os principais constituintes 

do leite são produzidos pelas células epiteliais glandulares do úbere (MAIOCHI, 2019).  

 

Figura 7- Anatomia do Úbere 

 
Fonte: https://docplayer.com.br/65606620-Tecnologia-de-leite-e-derivados.html 

 A presença de microrganismo no úbere em si, não necessariamente apresenta 

ameaça, e já se considerou que a microbiota presente no leite tinha origem de 

contaminação proveniente da pele da fêmea e/ou da cavidade oral da prole, porém 

hoje se considera que a glândula mamária e o úbere têm microbiota própria e 

complexa. Pesquisas demonstraram uma rota endógena, entero-mamária em que 

bactérias da microbiota intestinal são levadas até a glândula mamária por macrófagos 

e células dendríticas por meio do sangue ou da linfa durante a recirculação dos 

fagócitos, o que explicaria a rica variedade da microbiota mamária bovina 

(FERNANDÉZ, 2013).  

Dentro da complexidade da microbiota mamárias bovinas encontram-se as 

espécies Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus e Micrococcus que 

são frequentemente isoladas do leite fresco (QUIGLEY et al., 2013). 

Cerca de 95% dos casos de mastite bovina, são causadas por bactérias, 

frequentemente associadas às espécies Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. 

(S. agalactiae, S. dysgalactiae e S.uberis), Escherichia spp. e coliformes (E.coli, 

Citrobacter freundii, Enterobacter sp., Klebsiella sp.) e Pseudomonas spp. Os outros 

5% das infecções são causadas por outros microrganismos (SÁ et al., 2018).  

Bhattet al. (2012) fez um estudo metagenômico com leite de animais com 

mastite subclínica em que 90% dos agentes etiológicos isolados eram bactérias, e 

dentro desta porcentagem as famílias mais prevalentes foram Enterobacteriaceae, 



25 
 

 

Staphylococcaceae, Pseudomonadaceae, Streptococcaceae, Enterococcaceae e 

Bacillococcaceae. Santos (2019) em seu trabalho considerou que alguns dos 

patógenos comumente encontrados em mastite tanto contagiosa quanto ambiental 

incluem Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Corynebacterium bovis, 

Mycoplasma spp. e Enterococcus spp., formando um perfil de microrganismos 

responsáveis pelos principais quadros mastísticos clínicos e subclínicos. 

Staphylococcus aureus e Escherichiacoli são as espécies bacterianas 

frequentemente associadas à mastite contagiosa e ambiental, respectivamente. 

1.4.1 Staphylococcus aureus 

 
 As espécies que constituem o gênero Staphylococcus spp. possuem 

características morfotintoriais como cocos Gram-positivos (Figura 8), na maioria das 

vezes são imóveis, aeróbios ou anaeróbios facultativos, comensais e frequentemente 

associados a infecções, além de bons produtores de biofilme, e com destaque para 

os casos de mastite visto que representantes do gênero são prevalentes em infecções 

intra mamária de ruminantes. A mastite estafilocócica é uma das formas mais comuns 

de contaminação do leite bovino (TEBALDI et al., 2008; VLIEGHER et al., 2012). 

 

Figura 8- Staphylococcus aureus. 

 
Fonte: Encyclopedia Britannica 

 
A capacidade de adesão ao epitélio da glândula mamária é um ponto crítico 

nas infecções por espécimes desse gênero, levando a formação de biofilme, que lhes 

conferem   proteção aos antimicrobianos e consequentemente a persistência das 

infecções intramamárias estafilocócicas em bovinos leiteiros. Um exemplo de como o 
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desenvolvimento do biofilme reduz o poder de penetração de substâncias 

antimicrobianas e de enzimas digestivas das células imunológicas do hospedeiro 

infectado é a matriz polissacarídica do biofilme produzida por Staphylococcus aureus 

que potencializa a permanência no epitélio mamário ao proteger a bactéria de 

fagocitose, e da ação de antimicrobianos e desinfetantes (OLIVEIRA, BORGES, 

SIMÕES, 2018).  

A espécie bacteriana S. aureus é coagulase positiva, β-hemolítica, maltose 

positivo e manitol positivo. São formadoras de colônias pigmentadas comumente 

encontradas nas microbiotas oral, nasal e gastrointestinal. São os patógenos mais 

comuns associados a infecções de tecidos moles, intoxicações alimentares humanas 

e animais (FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004; DE FREITAS GUIMARÃES et al., 2013). 

Embora representantes de Staphylococcus spp. coagulase negativa, sejam 

comumente isolados de vacas com mastite, como S. chromogenes, S. simulans, S. 

xylosus, S. epidermidis segundo Hosseinzadeh & Saie (2014), o protagonismo de S. 

aureus se deve à sua notável capacidade de produção de enterotoxinas e a produção 

de biofilme, que são fatores de virulência, considerando o risco de enterotoxinas 

estafilocócicas e a toxina do choque tóxico serem veiculadas pelo leite (OTTO, 2008; 

TEBALDI et al., 2008;  NADER et al., 2018). 

Staphylococcus aureus é um dos principais causadores de mastite contagiosa 

com altíssima incidência em gado leiteiro em vários países do mundo, com alto 

potencial patogênico, com  destaque na saúde animal e humana, sendo reconhecido 

mundialmente como patógeno responsável por cerca de um terço dos casos de 

mastite em bovinos (tanto clínica quanto subclínica). É  uma ameaça à indústria 

pecuária e a criação de gado leiteiro por causa de sua acentuada patogenicidade e 

persistência no ambiente, do fácil contágio entre as vacas e da baixa resolução de 

infecção pelos tratamentos disponíveis. Infecções por S. aureus são ameaçadoras 

também pela frequente cronificação da infecção principalmente nos períodos de 

lactação e, por conseguinte, pelo alto custo de resolver os prejuízos resultantes 

(ISLAM et al., 2012; BROTEL et al., 2010; PETON & LE LOIR, 2014; RAINARD et al., 

2018; PUMIPUNTU et al., 2019). 

 Santos (2019) confirmou a relevância dessa bactéria na medicina veterinária 

envolvendo a bovinocultura leiteira ao ressaltar que S.aureus é um patógeno de difícil 

controle e grande disseminação; controle este cada vez mais dificultado pela 

habilidade da espécie em desenvolver estratégias de evasão e resistência. Segundo 
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Cussolimet al.(2021), estudos sobre seu controle no gado leiteiro são cada vez mais 

necessários ainda mais se considerarmos a incidência de infecções por cepas 

multirresistentes (KEEFE, 2012; BOTARO et al., 2015; SANTOS, 2019). 

O biofilme dessa espécie bacteriana tem formação multifatorial e lhes confere 

sobrevida em ambientes hostis por ser uma estratégia de sobrevivência ativada em 

situações de estresse (ex.: limitação de oxigênio e íons Fe, concentração de alguns 

antibióticos, entre outras); e sua formação permite que bactérias que vivem de 

maneira planctônica possam  se organizar em comunidades e consórcios, sendo um 

importante fator nessa organização  a enzima coagulase que  converte fibrinogênio 

em fibrina, permitindo a estruturação do biofilme estafilocócico (GUILHEN et al., 2016, 

ZAPOTOCZNA, O’NEIL, O’GARA, 2016). 

Fabres-Klein et al. (2015) alegaram que a associação de S.aureus à mastite 

bovina crônica refratária a ação da antibioticoterapia está relacionada à formação de 

biofilmes; e após a invasão do epitélio, S. aureus se utiliza de outros mecanismos de 

virulência, além da formação de biofilmes para permanecer nos tecidos, como inibição 

do sistema complemento, neutralização da fagocitose e inibição de resposta imunes 

celular e humoral. 

Os fatores de virulência de S. aureus enquanto grandes responsáveis por sua 

adaptabilidade e remanescência são divididos em dois grandes grupos: 1) Proteínas 

de superfície; 2) Exoproteínas. O grupo das proteínas de superfície compreende 

moléculas como proteína A (SpA), proteínas ligantes de fibronectina (FnBP) e 

proteínas ligantes de fibrinogênio (FbBP). Enquanto o grupo das exoproteínas 

compreende moléculas como leucocidina de Panton Valentine (PVL), toxina de 

síndrome do choque (TSST-1) entre outras (OLIVEIRA, BORGES, SIMÕES, 2018).  A 

proteína A (SpA) de S. aureus se liga ao receptor de citocinas TNP1, interleucinas IL-

8 e à porção Fc de anticorpos, sendo possível assim neutralizar sua eliminação pela 

resposta imune e amplificar a resposta inflamatória (KARAUZUM & DATTA, 2017; 

POLLIT et al., 2018; TAM & TORRES, 2019; VLAEMINCK et al., 2020).  

A parede celular de S. aureus contém moléculas como polissacarídeos e 

proteínas antigênicas como ácido teicóico, glicanopeptídeo, a proteína A, e adesinas 

(LUTZ et al., 2003 apud SANTOS et al., 2007). A família de adesinas MSCRAMM 

(Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules) é um fator 

de virulência adicional de S. aureus associado à adesão e invasão de células 

hospedeiras (KLEIN et al., 2012). 
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Os mecanismos complexos e multifatoriais de expressão de fatores de 

virulência de Staphylococcus aureus, tornam a espécime relevante, de grande 

notoriedade e digno de estudo e controle na mastite (ACOSTA et al., 2016; SILVA, 

C.R.A.S, 2020). 

1.4.1.2 Mecanismos de resistência a antimicrobianos de Staphylococcus aureus. 

 Segundo Loureiro et al. (2016) ao longo do tempo as bactérias desenvolveram 

mecanismos para evitar a ação de agentes que possam eliminá-las ou interferir em 

seu metabolismo (principalmente antibióticos) e por consequência sua subsistência.  

Esses mecanismos de resistência são divididos em quatro grandes grupos: 1) 

destruição ou modificação de substância por via enzimática; 2) redução da 

permeabilidade de membrana ou sistema de efluxo; 3) modificações das moléculas 

alvo das substâncias antimicrobianas; 4) fabricação de moléculas alvo alternativas, 

resistente à ação inibitória do antibiótico. 

Os mecanismos de resistência, formação de biofilme, produção de toxinas, 

exoproteínas e bombas de efluxo têm sua ação mediada pela expressão de genes de 

resistência, que podem ser intrínsecos (presente no genoma natural das bactérias) ou 

adquiridos (por meio dos mecanismos de aquisição e transferência de genes). 

(ZOUMPOPOULOU et al., 2017; JIANG et al., 2017; DE ANDRADE CALAÇA et al., 

2020). 

Taglialegna et al. (2016) verificou que o gene bap de S. aureus tem sua 

expressão mediada pela presença de glicose, que faz com que promova a formação 

de arcabouço de matriz de biofilme em resposta a sinais ambientais.  

O grupo das S. aureus resistentes à meticilina (MRSA) é alvo de preocupação 

devido ao aumento da frequência do isolamento dessas cepas em amostras de leite 

bovino. Essa preocupação é reforçada pelo fato de que o uso indiscriminado de 

antibióticos é muito maior na medicina veterinária aplicada a atividades de criação 

animal que na medicina humana, aumentando a pressão seletiva, de maneira que a 

rapidez com que as cepas desenvolvem mecanismos de resistência seja um 

agravante (SANTOS & FONSECA, 2007; SANTOS, 2019). Ordonho (2021) em seu 

trabalho identificou S. aureus e outras espécies de Staphylococcus spp. em leite 

mastítico sendo que quatro cepas eram de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) 

e duas cepas de Staphylococcus coagulase-negativos resistente a oxacilina 

(SCNRO).  
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Gonçalves (2021) avaliou cepas de S. aureus isoladas de vacas leiteiras com 

mastite por meio do Multilocus Sequence Typing (MLST) e por perfilação de 

susceptibilidade a antimicrobianos, em que os isolados apresentaram grande 

diversidade com considerável número de novos perfis alélicos ou tipo de sequência 

(Sequence Types-STs). Observou a proximidade genética entre S. aureus de origem 

animal e de origem humana além de alta resistência a penicilinas, tetraciclinas e 

isolados MRSA.  

Craft et al. (2019) explicita o enorme potencial de S. aureus para resistir a 

antimicrobianos por conta da transferência horizontal de genes, que geralmente é feita 

pelos mecanismos de conjugação, transformação e transdução.  

Os mecanismos de resistência bacterianos têm seu funcionamento mediado 

pela codificação de genes de resistência, de modo que a detecção e avaliação desses 

genes nos permitem traçar abordagens assertivas para eliminar o microrganismo de 

forma mais eficaz como fizeram Sousa et al. (2020) ao avaliarem cepas de 

Staphylococcus spp. isoladas de animais envolvidos em casos de mastite subclínica, 

visando à detecção dos genes icaA, icaD, bap (proteína Bap), ambos relacionadas a 

formação de biofilme, blaZ e mecA (resistência aos antibióticos β lactâmicos) e nuc 

(produção de enterotoxinas) por meio de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR, em 

inglês), e os resultados com os 33 isolados testados revelaram que 39,4% foram S. 

aureus positivos para gene nuc, 61,5% foram positivos para gene blaZ, 7,6% positivos 

para o gene meC e icaD, 15,4% positivos para os genes icaA e bap, nenhum isolado 

foi positivo para o gene mecA e um isolado foi positivo para quatro dos seis genes 

pesquisados. Ainda, Sousa et al. (2020) destaca a relevância da caracterização 

genotípica por permitir o conhecimento a nível de espécie, haja vista os estudos 

realizados pela equipe que  permitiram identificar isolados de S. aureus causadores 

de mastite subclínica apresentando fatores de virulência como potencial de produção 

de biofilme e perfil de resistência a antimicrobianos em pequenos ruminantes. 

Adame-Gómezet al. (2021) testaram cepas isoladas de pele de úbere bovino 

por PCR “end-point” - comumente usados para detectar a presença de genes alvos e 

a abundância relativa no final da reação - para identificar o gene femA (que codifica 

uma proteína importante para resistência a meticilina) e assim obtiveram a 

confirmação de se tratar de S. aureus. O mesmo método foi aplicado nesses mesmos 

isolados para detecção dos genes saK, hlB, pvL, tsst-1, seA, seB, seC, seD e seE que 

são codificantes de resistência a meticilina, de β-hemolisina, de estafiloquinase, de 
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toxina Panton Valentine, de toxina da síndrome do choque tóxico e de enterotoxinas, 

respectivamente. 

Um dos mecanismos de resistência de bactérias e o mais marcante de S. 

aureus é a presença de bombas de efluxo, que são proteínas transmembrana que 

atuam transportando moléculas de substâncias nocivas para fora da célula bacteriana, 

com a finalidade de manter sua homeostase ao expulsar tais substâncias tóxicas 

(GUEDES, 2021).  Por serem mais rápidas que a difusão por membrana plasmática, 

as bombas de efluxo são mais eficientes na resistência e persistência bacteriana 

(OPPERMAN & NGUYEN, 2015). Esse mecanismo de resistência é conhecido desde 

o fim dos anos 70 e início dos anos 80, e a percepção da existência e funcionamento 

deste mecanismo permitiu que se estudasse o papel de bombas de efluxo descritas 

por Loureiro et al., 2016 e Guedes, 2021. Como os demais fatores de virulência, as 

bombas de efluxo têm sua ação mediada por expressão gênica, de modo que 

conhecer os genes que regulam o funcionamento das bombas de efluxo permite a 

articulação de métodos de detecção específica como da bomba de efluxo que impede 

a ação de antibióticos e substâncias de amônio quaternário sobre S. aureus 

(ALMEIDA et al., 2020; SCHERF et al., 2020). 

Podem ser classificadas dentro de cinco famílias de acordo com a fonte de 

energia usada para o efluxo das bombas, podendo essa fonte ser primária quando se 

utiliza de ATP (PIDDOCK, 2006) e secundária quando se utiliza de força próton motora 

(MOREIRA, 2008).  As cinco famílias de bombas de efluxo compreendem:  

1) ABC (ATP binding cassete) - transporte primário 

2) MFS (Major facilitator subfamily) - transporte secundário  

3) SMR (Small multidrug resistance) - transporte secundário  

4) RND (Resistance modulation division) - transporte secundário  

5) MATE (Multidrug and toxic compound extrusion) - transporte secundário 

(SUN, DENG, YAN, 2014). 

Sun et al. (2014) alegou que das cinco famílias, a RND é exclusiva de bactérias 

Gram negativas, e as demais estão presentes tanto em Gram negativas quanto em 

Gram positivas. Assim, Staphylococcus spp. expressam bombas de efluxo de mais de 

uma família. 

Como a função das bombas de efluxo é a de extrusão do que é potencialmente 

tóxico, além de antibióticos e antimicrobianos, essas bombas também expulsam 

antissépticos, detergentes e substâncias orgânicas do próprio hospedeiro (como bile, 
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hormônios e moléculas de defesa) o que facilita a permanência da bactéria nos 

organismos e ambientes, otimizando a patogenicidade de S. aureus nos contextos de 

saúde ambiental, animal e humana (GUEDES, 2021).  

Costa et al. (2018) afirma que NorA é o sistema de efluxo de S. aureus mais 

bem estudado, e por isso, usado como modelo de investigação da resistência mediada 

por sistema de efluxo, sendo este sistema associado a resistência a antibióticos, 

antissépticos e desinfetantes, havendo relatos de que este seja o mecanismo de 

resposta de primeira linha de resistência a antimicrobianos de S. aures. A bomba 

NorA, da família MFS, é sintetizada pela expressão do gene norA e confere resistência 

a cloranfenicol, fluoroquinolonas (PIDDOCK, 2006) e a substâncias lipofílicas e 

monocationas (TINTINO, 2018).  

Bombas de efluxo já identificadas em cepas de S. aureus incluem diversas 

famílias como as bombas NorA e Tet (K) da família MFS e a bomba MrSA da família 

ABC, que conferem resistência a quinolonas, cloranfenicol, tetraciclina e alguns 

macrolídeos, respectivamente (PANTOSTI, SANCHINI, MONACO, 2007; TINTINO, 

2018). 

No contexto de inibição de bombas de efluxo, substâncias naturais vêm sendo 

avaliadas como potenciais inibidores e contribuintes para a redução da resistência e 

disseminação bacteriana segundo Miladi et al. (2017) e Tintino (2018).  Assis (2020) 

avaliou o potencial de eugenol e óleo essencial de cravo frente a bombas de efluxo 

comparando seu efeito ao do antimicrobiano oxacilina. 

Tintino (2018) em seu estudo de avaliação da inibição de bombas de efluxo por 

substâncias naturais constatou que vitaminas lipossolúveis e ácido tânico foram 

capazes de reduzir o sistema de efluxo das cepas analisadas em diferentes níveis. 

Enquanto que  Brown et al. (2021) mostraram a eficácia de nove extratos vegetais na 

inibição de bombas de efluxo de cepas de Staphylococcus aureus, sendo sugerida 

pelo estudo a aplicação tópica ou a associação a antibióticos. 

1.4.2 Escherichia coli 

 

O gênero Escherichia é composto por espécies de bacilos Gram negativos 

(Figura 9), anaeróbios facultativos, termossensíveis, sendo cepas como E. coli 

indicadores de contaminação fecal por se tratar de coliformes (LAVEN, ASHMORES, 

STEWART, 2003). 
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Figura 9- Escherichia coli 

 
 Fonte: Encyclopedia Britannica. 

 
 
Escherichia coli é um grupo heterogêneo de patógenos de alimentos 

emergentes, sendo estas inicialmente bactérias não patogênicas que fazem parte da 

microbiota intestinal de animais e humanos homeotérmicos. No entanto, há subgrupos 

que, por possuírem fatores de virulência, se converteram em cepas patogênicas de 

grande potencial cujas infecções, quando bem sucedidas, causam enormes prejuízos 

econômicos e sociais (CALDORIN et al., 2013; DALE & WOODFORD, 2015).  

A transmissão E. coli pode ser direta por meio da ingestão de alimentos 

contaminados, ou indireta por meio do preparo desses alimentos, sendo assim o 

principal microrganismo relacionado a essa cadeia de transmissão (GUTH et al.,2002; 

YATSUYANAGI et al.,2002; SOUSA, 2006). 

 Em bovinos, E. coli pode ser contraída no ambiente da pastagem, por exemplo, 

e está associada à mastite aguda e de cura espontânea na maioria das vezes. No 

entanto, existem os casos de morte por mastite relacionadas ao sucesso da infecção 

por este patógeno em vacas e de sua transmissão a humanos por meio de produtos 

lácteos (RINALDI, 2010; CONTRERAS & RODRIGUEZ, 2011;DA SILVA, 2022).  

Representantes deste grupo costumam ser categorizados em cepas 

comensais, cepas patogênicas intestinais (ou diarreiogênicas) e cepas extraintestinais 

cujas diferenças na classificação se dão principalmente em relação a presença e 
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manifestação de fatores de virulência (CLERMONT et al., 2013). Os patotipos de E. 

coli, ou seja, os que apresentam fatores de virulência, são classificados nos seguintes 

grupos: E. coli enteropatogênicas (EPEC), E. coli enterotoxigênicas (ETEC), E. coli 

enteroinvasivas (EIEC), E. coli enteroagregativas (EAEC), E. coli com aderência 

difusa (DAEC), E. coli enterohemorrágicas/ produtoras de toxina Shiga (EHEC/STEC), 

e E. coli necrotoxigênica (NTEC). Esses tipos constituem um dos principais problemas 

de saúde pública e surtos alimentares em países em desenvolvimento (CALDORIN et 

al., 2013; NAVARRO et al., 2017). 

Von Sydow et al. (2006) realizou ensaio de PCR multiplex para investigar genes 

codificantes de fatores de virulência em isolados de E. coli , sendo esses genes STa 

(gene codificante de toxina termolábil A) , STb (gene codificante de toxina termolábil 

B), LT (gene codificante de proteína termolábil), VT1 (gene codificante de 

verotoxina/toxina-shiga 1), VT2 (gene codificante de verotoxina/toxina-shiga 2), afa 

(gene codificante da adesina fimbrial), sfa (gene codificante da fímbria S), pap (gene 

codificante depili associada a pielonefrite), era (gene codificante de aerobactina), cnf 

(gene codificante do fator citotóxico necrotizante) e hly (gene codificante da alfa 

hemolisina). Os autores investigaram 196 estirpes de E. coli isoladas, 123 (62,75%) 

apresentaram um ou mais dos fatores de virulência investigados. 

Sua capacidade de causar doenças se deve aos fatores de virulência 

expressos pela codificação de genes plasmidiais e/ou cromossômicos, em que a 

patogenicidade muito se relaciona com a interação da bactéria com as células do 

hospedeiro, invasão de seus tecidos e produção de toxinas. Os fatores de virulência 

são produzidos durante sua multiplicação e quando ganham acesso à corrente 

sanguínea provocam sinais clínicos em poucas horas e a gravidade do quadro varia 

de acordo com a imunidade do hospedeiro (DONNENBERG & WHITTAM, 2001; 

SANTOS & FONSECA, 2007).  

Os genes de virulência de E.coli podem ainda codificar adesinas (moléculas 

fixadoras), invasinas (moléculas invasoras de outras células), sideróforos (aquisição 

de moléculas de ferro) e proteínas de membrana para evadir o sistema imune do 

hospedeiro sendo a maioria desses fatores de virulência codificados por elementos 

genéticos móveis. Esses elementos podem ter origem variadas, podendo ser 

bacteriófagos, plasmídeos e transposons, que são transferidos entre bactérias de 

diferentes grupos taxonômicos e, quando acumulados podem gerar resistência de alto 

nível (LEVY & MARSHALL, 2004; CROXEN et al., 2013). 
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Levy& Marshall (2004) afirmam que E.coli e demais representantes da família 

Enterobacteriaceae se tornaram resistentes à fluoroquinolona por causa de mutações 

na topoisomerase e aumento da expressão de proteínas de membrana. 

Ao formar biofilmes, a síntese de flagelo em E. coli é inibida, haja vista que o 

biofilme torna as bactérias sésseis, e este quando formado confere resistência a 

ampicilina, cefotaxima, norfloxacino e ao ácido nalidíxico, de modo que a resistência 

conferida pelos biofilmes permite suas infecções persistentes (SHARMA et al., 2016, 

RAITZ, 2022).  

1.4.2.1 Mecanismos de resistência de Escherichia coli 

 A transmissibilidade de E. coli entre bovinos e humanos e sua capacidade de 

causar infecções bem-sucedidas e persistentes em ambos torna a resistência a 

antimicrobianos por parte destas bactérias preocupante tanto para a saúde humana, 

quanto animal. É importante avaliar sua resistência em níveis fenotípicos e 

genotípicos por causa da ameaça que ela representa para saúde e meio ambiente 

(DA SILVA, 2022; FAZEL et al., 2019).  

 Bactérias podem resistir a vários antimicrobianos de mesma classe (co-

seleção) e a antimicrobianos de várias classes (seleção cruzada). Genes que 

conferem resistência e virulência podem estar perto um dos outros em elementos 

genéticos móveis (EGMs), tornando as cepas mais resistentes, mais patogênicas e 

mais virulentas, sendo denominadas de superbactérias.  E. coli é uma eficiente 

transmissora e receptora de EGMs e genes de resistência (LEVY & MARSHALL, 2004; 

CROXEN et al., 2013; LERMINIAUX & CAMERON, 2019). 

O uso de polimixina na medicina veterinária e o aumento de resistência à 

colistina por pressão seletiva têm sido reportados em vários países com notificação 

de cepas de E. coli resistentes, e nesse contexto, Liu et al. (2016) relatam que a 

resistência a polimixina dada pelo gene mcr está presente em elementos genéticos 

móveis e tem alta capacidade de disseminação entre as cepas portadoras de genes 

de resistência sendo também presente em genes cromossômicos. As bactérias 

portadoras do gene mcr podem também ter o gene floR que confere resistência a 

florfenicol, antibiótico de uso exclusivo veterinário (LIU et al. ,2016; FERREIRA, 2022; 

POIREL et al., 2018). 

Um dos mecanismos de resistência característicos de E. coli é a alteração da 

permeabilidade de membrana pela diminuição das porinas codificadas no genoma 
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bacteriano, pelo controle da expressão de alguns tipos de porinas ou por alterações 

estruturais que as tornam mais seletivas, sendo OmpF e OmpC as porinas de E. coli 

mais bem caracterizadas. A alteração de permeabilidade de membrana promove 

baixos níveis de resistência, esse mecanismo geralmente é associado a outro 

mecanismo de bombas de efluxo (FERREIRA, 2022; IMPEY et al., 2020). As bombas 

de efluxo promovem a extrusão de antimicrobianos, e diminuem sua capacidade de 

ação ao reduzir sua concentração e tempo de ação no interior da célula bacteriana e 

especialmente em E. coli, são relevantes para a resistência a tetraciclinas e 

fluoroquinolonas (bomba de efluxo QepA). AcrAB-TolC é uma das bombas tripartidas 

que são expressas constitutivamente em Escherichia coli (E. coli), e seus homólogos 

foram identificados em todos os patógenos Gram negativos, e implicados em altos 

níveis de resistência a antibióticos em vários isolados clínicos. Uma característica 

notável nesse sistema, é a ampla gama de substratos que são reconhecidos 

conferindo resistência em E. coli a uma variedade de drogas lipofílicas e anfifílicas, 

corantes e moléculas de detergente que incluem tetraciclina, cloranfenicol, 

fluoroquinolonas, β-lactamases ,eritromicina, ácido fusídico, brometo de etídio, violeta 

cristal, dodecil sulfato de sódio (SDS, do inglês Sodium Dodecyl Sulfate), e ácidos 

biliares (CHEN ET al., 2021; FERREIRA, 2022; MUNITA & ARIAS, 2016; RAY et al., 

2021; IMPEY et al., 2020). 

 Outros mecanismos de resistência comum a este grupo são alteração e 

inativação enzimática por dois tipos de enzimas: um tipo que degrada as moléculas 

do antimicrobiano, sendo um excelente e clássico exemplo, as β-lactamases, que 

destroem o anel β-lactâmico central da classe β-lactâmicos. Outro tipo que catalisa 

modificações químicas, como  as enzimas que promovem acetilação, adenilação e 

fosforilação das classes aminoglicosídeos e cloranfenicol (RAY et al., 2021).   

Ainda no que se referem as enzimas de degradação do agente microbiano, as 

β-lactamases são predominantes em bactérias Gram-negativas e codificadas tanto 

por genes cromossômicos quanto por genes de elementos genéticos móveis, e por 

ser a classe de β-lactâmicos abrangente, contento subgrupos com vários 

representantes, há também por parte das bactérias uma gama extensa e diversificada 

dessas enzimas degradadoras a fim de assegurar sua eficiência na inativação dessa 

classe de  agentes antimicrobianos. A abrangência na produção de β-lactamases 

favorece a capacidade de alguns grupos bacterianos, como E. coli propriamente, de 

apresentar um fenótipo multirresistente quando esta capacidade de produção de 
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enzimas inativadoras vem acompanhada de demais fatores de virulência, como no 

caso das cepas ESBL (produtoras de β-lactamases de amplo espectro, em inglês), 

que são uma enorme preocupação quando se considera o possível consumo de 

alimentos de origem animal contaminados pelas mesmas (HAENNI et al., 2014; 

OLSEN et al., 2014; HAO et al.,2016; MUNITA & ARIAS, 2016; RAY et al., 2021; 

CECCARELLI et al.,2019). 

 

1.4.3 A Formação de Biofilme e a Mastite Bovina 

 

Biofilme é uma comunidade multicelular complexa envolta e mantida  por  

matriz extracelular polimérica autoproduzida, por meio do qual um consórcio 

bacteriano se adere a superfícies bióticas e abióticas, com impacto  na área médica, 

industrial, de produção animal e no meio ambiente pois promovem a sobrevivência e 

tolerância a estresses ambientais, favorecem contaminações cruzadas e o 

estabelecimento de infecções (MARQUES et al.,2014; 2016; SATPATHY et al., 2016; 

MIAO et al., 2017; MAURICE, BEDI, SADKIT, 2018).  

 A formação de biofilme é um fator de virulência determinante para 

fisiopatologia da mastite bovina por promover adesão e colonização muito mais 

facilitadas do epitélio glandular mamário e assim, dificultar a ação do sistema 

imunológico sobre essas bactérias (MARQUES et al., 2014; 2016; SATPATHY et al., 

2016; MIAO et al., 2017).  

. A formação dos biofilmes compreende 5 etapas: 

1.  Adesão ao substrato por células planctônicas; 

2.  Adsorção e Multiplicação; 

3.  Desenvolvimento da arquitetura do biofilme; 

4.  Maturação, pela produção de polímeros extracelulares;  

5.  Dispersão, que reinicia o ciclo (SATPATHY et al., 2016).  

Thi, Wibowo, Rehm (2020) em seu trabalho discorrem que na segunda fase da 

formação de biofilmes as células bacterianas estão irreversivelmente aderidas - uma 

intensificação da aderência da primeira fase- o que permite que na terceira fase estas 

se multipliquem de modo a formar microcolônias. Na quarta fase essas microcolônias 

assumem estrutura tridimensional com formato semelhante a cogumelos enquanto na 
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quinta fase, a autólise de microcolônias libera células dispersas que reiniciam o ciclo 

de formação de biofilmes em outros locos (Figura 10). 

 

Figura 10- Formação de biofilme bacteriano. 

 

Fonte: Adaptado de Macedo & Abraham (2009) 
 
 
 

Quadro 3- Constituintes do biofilme bacteriano 

 

Fonte: Adaptado de Casolini, 2008; e Abrantes e Nogueira, 2022. 

A matriz do biofilme bacteriano contém majoritariamente de água (cerca de 

90%), polissacarídeos, ácidos nucleicos, proteínas, lipídeos, surfactantes e cátions 

(Quadro 3), cuja composição varia de acordo com as espécies constituintes e 

condições de crescimento (LÓPEZ et al., 2010; TREMBLAY, HATHROUBI, 

JACQUES, 2014; MAURICE, BEDI, SADKIT, 2018). 

O aumento da concentração de células aderidas entre si estimula o aumento 

da produção, liberação e detecção de moléculas sinalizadoras, isso porque por meio 

do  Quorum Sensing (Figura 11), a comunicação celular intraespécie  e  interespécie 

Componente  Porcentagem da matriz 

Água ~ 90%  

Células microbianas (mono ou multi espécie)  2 - 5% 

Polissacarídeos (homo e hetero) 1 - 2% 

Proteínas (inclusive enzimas) < 1 - 2% 

RNA e DNA  1- 2 % 
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que leva ao aumento populacional das bactérias agregadas, que por meio de 

comunicação química, induz e potencializa a produção de substâncias promotoras da 

sobrevivência bacteriana e sua melhor organização dentro de biofilmes bacterianos 

(TRENTIN, GIORDANI, MACEDO, 2013; LAILA & SANTOS, 2016). 

 

Figura 11- Funções do Quorum Sensing (QS) e sua relação com biofilme bacteriano 

 

Fonte:  Bhardwaj et al., 2014. 

 

 O alginato é uma molécula composta pelos ácidos D-manurônico e L-

gulurônico, que participa da formação de biofilmes como parte de sua estrutura, 

promovendo a sobrevivência das bactérias ao formar uma cápsula ao redor delas e 

assim impedir a difusão de antimicrobianos, a fagocitose e a opsonização pelo sistema 

imune. Diversos estudos têm sido realizados com essa molécula, devido a sua 

relevância para a formação e estabelecimento de biofilmes (HAUSER et al., 2011; 

TENTRIN, GIORDANI, MACEDO, 2013;LAILA & SANTOS, 2016; MORADALI, 

GHODS, REHM, 2017; CARVALHO et al., 2019).  

A cobertura dessas substâncias é o que torna as bactérias presentes nesse 

envoltório mais resistentes a antimicrobianos, agentes físicos e químicos. Segundo 

Arcuri (2000) e Melchior et al. (2006), a cronicidade da infecção se deve a formação 

de biofilmes na glândula mamária das fêmeas com mastite, que também seleciona os 
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microrganismos mais resistentes aos antibióticos comuns ao tratamento da infecção 

(SAUER et al., 2007; OTTO, 2008).  

Ainda no tangente a relação entre biofilmes e mastite bovina, é sabido que o 

biofilme contribui para a persistência das bactérias em sítios infeciosos e em infecções 

crônicas sendo as que melhor produzem polissacarídeos as que tem maior 

capacidade de colonização (ISRAEL et al., 2018)  

Há trabalhos como os de Israel et al. (2018) e Cruz et al. (2021) que 

investigaram a capacidade de produção de biofilmes de cepas isoladas de vacas com 

mastite, o que permite tanto o conhecimento do perfil etiológico dos casos de mastite 

dentro do gado leiteiro como também pesquisar maneiras mais eficientes de combater 

a cronificação e reincidências dessas infecções, por vezes mediadas pela formação 

dos biofilmes. Considerando que bactérias formadoras de biofilme são mais 

resistentes que bactérias planctônicas já que o mesmo otimiza a promoção da 

aderência e colonização dos tecidos mamários bovinos, causando reinfecções e 

propagação de quadros mastísticos e dificultando a resolução da doença e a 

coexistência de múltiplas espécies bacterianas nos biofilmes desenvolvidos nos 

tecidos mamários potencializando os  efeitos danosos (GARCIA, 2023) 

Cruz et al. (2021) concluem que existe relação entre aderência de biofilmes e 

resistência a agentes antimicrobianos como desinfetantes, de maneira que a eficiência 

da assepesia pré e pós – ordenha e o efeito dos desinfetantes utilizados precisam 

eliminar tanto  um amplo espectro de células microbianas quanto biofilmes em 

formação e os já consolidados (SOARES et al., 2024) 

1.5 Procedimentos de desinfecção e tratamento convencional na mastite 
bovina 

1.5.1 Utilização de desinfetantes pré e pós- dipping 

 

A utilização de desinfetantes para limpeza das tetas das vacas leiteiras antes 

e depois da ordenha é uma medida sanitária que promove a redução da carga 

microbiana local, e como consequência reduz também a transmissão de agentes 

etiológicos causadores de mastite, sendo assim uma medida de manejo que 

comprovadamente elimina de forma drástica microrganismos, e principalmente 

bactérias, da superfície dos tecidos (FREITAS et al., 2011; LOPES et al., 2013; BACH 

et al., 2019).   
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A eficiência dos desinfetantes depende de fatores como concentração ou 

diluição, tempo de exposição, temperatura, presença de matéria orgânica, local a ser 

desinfectado, sensibilidade dos microrganismos no local da desinfeção e instrução 

sanitária dos manipuladores das vacas. Muitos desinfetantes químicos amplamente 

difundidos comercialmente são utilizados nas etapas sanitárias pré e pós- ordenha, 

considerando que por não haver o produto desinfetante ideal ou perfeito, a variedade 

de composições e preços são levados em conta na escolha do desinfetante a ser 

utilizado junto com aspectos como a não toxicidade para animais e humanos, a boa 

ação desinfetante e a acessibilidade dos custos. Os mais utilizados comercialmente 

são: clorexidina, iodo, ácido sulfônico, cloro, hipoclorito de sódio, ácido cloroso e para 

evitar efeitos indesejáveis emolientes, como glicerina, lanolina, propilenoglicol, 

sorbitol, óleos vegetais e minerais e colágenos são adicionados a estas substâncias 

(CASSOL, 2010; DOMINGUES, 2010; BACH et al., 2019; DE MENDONÇA et al., 

2020).  

Ainda sobre a eficácia dos desinfetantes pré e pós ordenha, trabalhos têm 

buscado compará-los entre si a fim de se obter algum tipo de padronização de 

concentração e tempo de exposição.  Bach et al. (2019) fizeram uma revisão acerca 

dos principais desinfetantes utilizados e outros pesquisadores realizaram ensaios 

comparativos aplicando desinfetantes a culturas bacterianas de cepas relacionadas a 

mastite, como os trabalhos de Ramalho et al. (2012), Silva et al. (2015), Peixoto et al. 

(2015) e De Mendonça et al. (2020). Os autores realizaram ensaios experimentais 

submetendo espécies de Staphylococcus spp. isoladas de mastite em propriedades 

de produção leiteira a diferentes tempos de exposição e concentrações de 

desinfetantes. Ramalho et al. (2012) utilizaram clorexidina, iodo, cloro, quaternário de 

amônia, enquanto Silva et al. (2015) utilizaram os mesmos desinfetantes apenas 

substituindo o cloro por hipoclorito de sódio. O primeiro trabalho obteve uma 

acentuada sensibilidade em diferentes tempos de exposição de cada desinfetante, e 

o segundo trabalho obteve 100% de redução de carga microbiana em todos os 

desinfetantes testados em 30 e 60 minutos de exposição.  

Peixoto et al. (2015) observaram que clorexidina e iodo reduziram a capacidade 

de adesão dos isolados de Staphylococcus spp. e do biofilme já formado apenas das 

estirpes coagulase negativas. De Mendonça et al. (2020) observaram que no 

tratamento pré-ordenha usando ácido lático, clorexidina e hipoclorito de sódio não 

houve grande diferença estatística na contagem bacteriana após a desinfeção, mas 
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que os testes com hipoclorito de sódio apresentaram menor redução da carga 

microbiana em comparação com os outros.  

Ainda que se trate de uma etapa básica e simples, a assepsia das tetas das 

vacas é fundamental para prevenção e manejo tanto de transmissão quanto de 

aumento  de casos de mastite entre as vacas do gado leiteiro, de modo que além da 

adequada realização desta assepsia, os desinfetantes utilizados também devem 

atender os critérios para sua comprovada qualidade asséptica e de fato apresentar 

como resultado a diminuição da contagem bacteriana de potenciais causadores de 

mastite bovina, e nesse contexto, a pesquisa científica vem elucidando tais questões 

e promovendo um melhor aproveitamento das opções disponíveis. 

O Quadro 4 apresenta desinfetantes comumente utilizados para assepsia das 

tetas das vacas leiteiras bem como das áreas em que elas são acomodadas, tendo 

tais referências guiado a escolha dos desinfetantes utilizados na metodologia do 

presente trabalho. 

 
Quadro 4- Desinfetantes comumente usados no manejo de vacas leiteiras 

Desinfetantes 
(concentrações 
para ensaios in 

vitro) 

Referências Bibliográficas  

Bach, A.T. 
et al. (2019) 

da Silva, 
L.C.A et al. 

(2014) 

Peixoto, 
M.M.R. etal. 

(2015) 

Ramalho et 
al. (2012) 

de Mendonça, B.S 
et al. (2020) 

Hipoclorito/ 
Cloro 

Hipoclorito 
a 2,5 % 

Hipoclorito 
a 0,62; 1,25 

e 2,5 % 

- Cloro a 2,5 
% 

Hipoclorito a 2,5 % 

** Iodo 1 a 2 % 0,5; 1 e 2 % 0,7% 0,57 % - 

Clorexidina  0,5 % 0,5; 1 e 2 % 2 % 2 % 2,5 % 

Ácido lático - - - - 3 %  

Amônia 
quaternária  

- 0,17; 0,34 e 
0,68 % 

- 4 %  

** : Iodo é um desinfetante cada vez menos utilizado por deixar resíduos e causar 
manchas/escurecimento, mas ainda há estudos que o utilizam . 
 

. Fonte: Autoria própria, publicada em artigo de revisão Silva et al., 2024. 
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1.5.2 Tratamento convencional de mastite com uso de anti-inflamatórios 

  
O uso de anti-inflamatórios no tratamento de mastite bovina é comum, e nos 

casos mais graves, os anti-inflamatórios não esteroides (AINES) são os utilizados 

como adjuntos da antibioticoterapia e possuem ação anti-inflamatória, antipirética e 

analgésica (SUOJALA et al., 2013; OLIVEIRA & RUEGG, 2014; KAYTISING et al., 

2017).  

Os benefícios promovidos pela ação desses medicamentos em associação a 

administração de antibióticos (como costuma ser em se tratando de gado bovino 

leiteiro) incluem a redução da CCS, redução da taxa de descarte do leite devido a 

alterações decorrentes do quadro mastítico, aumento do bem-estar animal no 

tangente a sintomas de inflamação como dor e inchaço, otimização da resolução da 

infecção bacteriana e melhor saúde da glândula mamária. No entanto, ainda que 

confira todos esses benefícios, sua administração precisa ser parcimoniosa a fim de 

evitar possíveis efeitos gastrointestinais e renais agressivos a depender do fármaco 

(GEORGE et al., 2008, MCDOUGALL et al., 2009a, 2016; SWARTZ et al.,2018).  

Seus efeitos são resultado de seu mecanismo de ação que consiste na inibição 

da biossíntese de prostaglandinas por meio da competição das moléculas de AINES 

com as enzimas cicloxigenases (COX), assim, impedindo a cascata inflamatória 

(VENTURA et al., 2021). Um exemplo é o medicamento Animeloxan (Meloxicam 20 

mg/mL injetável) cuja ação sobre a COX-2 e efeito residual sobre COX-1 alivia os 

efeitos inflamatórios com mínimos efeitos adversos e gastrointestinais (Animeloxan. 

[Livisto]. Portugal:Campifarma; 2019). 

1.5.3 Tratamento convencional de mastite com uso de antibióticos 

 

A antibioticoterapia é a maneira mais comum e difundida mundialmente de 

tratar casos de mastite (CHENG & HAN, 2020).  

Para seu pleno funcionamento os antibióticos dependem de  sua 

farmacocinética e farmacodinâmica (Figura 12), sendo a concentração adequada ao 

local da infecção,  penetração (ativa ou passiva) na célula bacteriana, interação com 
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o sítio de ligação no interior da bactéria e sua permanência por tempo suficiente para 

surtir seu efeito bactericida ou bacteriostático as etapas consecutivas que configuram 

o sucesso terapêutico de cada mecanismo de ação das diferentes classes de 

antibióticos (Figura 13).  

Figura 12- Farmacocinética e farmacodinâmica. 

 

Fonte: ANVISA, 2007 

 

 

 

Figura 13- Mecanismo de ação das classes de antimicrobianos. 

 

Fonte: ANVISA, 2007 
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Segundo Talebi Bezmin Abadi et al. (2019), a cada vez mais longa lista de 

antibióticos ineficazes se deve muito à resistência, e até multirresistência, e em alguns 

casos, pan resistência, cada vez mais presentes em espécies bacterianas diversas. 

A massividade do uso de antibióticos evidenciou a emergência da questão da 

resistência e opções terapêuticas disponíveis  bem como  a capacidade das bactérias 

de adquirir resistência por sua própria plasticidade metabólica e a transferência 

horizontal de genes que amplificam a resistência ao permitir que a mesma seja 

compartilhada entre diversos espécimes. A precariedade dos sistemas de controle e 

prevenção de infecções torna mais ineficiente a antibioticoterapia, por isso, em 2017 

a Organização Mundial da Saúde anunciou a prioridade em buscar opções de novos 

e efetivos tratamentos antibióticos como uma estratégia de minimizar essa ameaça 

global à saúde ambiental, animal e humana (ED-DRA et al., 2017; ONICIUC et al., 

2017; WHO, 2017; TALEBI BEZMIN ABADI et al., 2019).  

Em 2020, a OMS declarou que a resistência a antimicrobianos é um dos 

principais problemas do século XXI e que até 2050, será a causa direta de cerca de 

10 milhões de óbitos anuais em todo o mundo (CHÁVEZ-JACOBO, 2020; GSK, 2020). 

A resistência a antimicrobianos no contexto da saúde animal envolvendo 

pecuária leiteira tem relevância devido ao fato de que essas classes de antibióticos 

são muito empregadas para controle de mastite bovina em todo o mundo e por serem 

fármacos de amplo espectro que frente a versatilidade dos mecanismos de resistência 

bacteriana têm sua ação limitada. Somado ao fato de que o uso indiscriminado de 

antibióticos é majoritariamente em animais, promovendo a seleção de microrganismos 

resistentes (LOUREIRO et al., 2016; DA SILVA & HOLLENBACH, 2020).  

Com o aumento da resistência, por consequência há a diminuição dos 

fármacos para controle dessas infecções de forma inversamente proporcional, assim, 

o uso exclusivo de antimicrobianos não é a mais eficiente das abordagens, 

considerando o tempo de tratamento e a dose utilizada (WIMMERSTED & 

KAHLMELTER, 2008; GUEDES, 2021). Conhecer a dinâmica das estratégias de 

resistência bacteriana é determinante para controle e mitigação da mesma, o que 

inclui identificar mecanismos de defesa diversos (ex. bombas de efluxo) e os genes 

que os codificam em cepas frequentemente associadas à mastite bovina (GUEDES, 

2021). 
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Sharma et al. (2019) e Monteiro (2021) em seus trabalhos sugerem alternativas 

ao uso de antibiótico para combate a infecções bacterianas bovinas e a resistência a 

antimicrobianos, pois além dos mecanismos de resistência desenvolvidos e 

compartilhados entre as células bacterianas, tais mecanismos são otimizados quando 

as mesmas formam ou se associam a biofilmes. O Quadro 5 exemplifica as 

alternativas propostas pelos trabalhos e sua ação no combate às infecções.  
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Quadro 5-  Alternativas para antibióticos convencionais. 

 

Alternativa a 
antibióticos  

 

Exemplos  Função/ Ação Fontes Bibliográficas 

Nanopartículas Orgânicas: 
Nanoesferas poliméricas, 

nanocápsulas 
poliméricas, micelas 

poliméricas,lipossomos, 
dendrímeros. 

Toxicidade dos metais 
incorporados impede o 
crescimento bacteriano; 
impedem a síntese de 

moléculas extracelulares 
por parte das bactérias; 
administrar pequenas 

concentrações de 
agentes antimicrobianos; 

BAEK & AN (2011); 
HERNÁNDEZ-SIERRA et 
al. (2008);   
HOCHBAUM et al. 
(2011);  
IANNITELLI et al.(2011); 
ZAIDI, MISBA, KHAN. 
(2017) 
 
 

Inorgânicas: 
Nanopartículas de 
silicamesoporosa, 

nanopartículas de óxido 
de Ferro, nanotubos de 
carbono, nanopartículas 
de ouro, ponto quântico. 

Terapia fotodinâmica Corantes fenotiazínicos 
combinados a 

fracionamento por luz; 
fotossensibilizador 

conjugado a 
nanopartículas;  

 

 

Fracionamento do 
biofilme por meio de luz; 
redução da viabilidade 
celular bacteriana por 
tempo de exposição; 

fotoinativação e geração 
de espécies reativas de 
oxigênio (ROS)  mata as 

células bacterianas 
 

MISBA & KHAN. (2018); 
MISBA, KULSHRESKA, 
KHAN. (2016); 
MISBA, ZAIDI, KHAN. 
(2017); 

Enzimas degradadoras 
de matriz de biofilme 

DNAse I, DspB, -
amilase, ácido D- 

amino entre outras.  

Desassociam 
moléculas de biofilmes 

já formados e 
impedem que 

bactérias liberem tais 
moléculas para 

formação de  novos ( e 
sem causar irritação 

nas células dos 
hospedeiros);  

KOLODIKIN et al. 
(2010, 2012).; 
KULSHRESTHA et al. 
(2014); 
LÖNN-STENNSRUD 
et al. (2009); 
SUN et al. (2013); 
TETZ et al. (2009). 
 

CRISPR/Cas Edição de genes alvo 
reduzindo a virulência 

e resistência a 
antimicrobianos por 

parte das bactérias de 
modo que o sistema 
CRISPR/Cas interfira 
no reconhecimento 

dos genes e sua 
codificação em 

moléculas. 

Inibição da formação 
de biofilmes por meio 

de CRISPRi 
suprimindo os genes  

fimHeluxS 

ZUBERI, AHMAD, 
KHAN. (2017a, 
2017b); 
PURSEY et al. (2018); 
GHOLIZADEH et al. 
(2020). 
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Pulsoterapia acústica  Geração de pulsos 
acústicos (ondas de 
choque) proveniente 
de energia cinética 

resultando do impacto 
balístico entre duas 
estruturas, sendo 

estes pulsos 
direcionados a um 

tecido biológico 

Micro-roturas capilares 
promovem a liberação 

de fatores de 
crescimento no local 

do tratamento a fim de 
que a angiogênese 

resultante da 
remodelação das 

arteríolas melhores o 
aporte sanguíneo, a 

oxigenação e a 
cicatrização dos 

tecidos  

KISH et al. (2016); 
ZESSLER et al.(2017); 
LEITNER et al. (2018, 

2021);  
MONTEIRO et al. 

(2021);  
BLUM et al. (2023) 

 
 

 
 
 

Substâncias/Substânci
as naturais  

Óleos essenciais; 
extratos vegetais; 

substâncias isoladas 
de extratos naturais;  

Inibição de 
crescimento 

bacteriano e de 
formação de biofilme e 

de unidades 
formadoras de colônia 
(UFC) por difusão em 

disco e por 
concentração mínima 

inibitória (CMI). 

POZZO et al. (2011); 
CASTRO et al. (2015); 
NASCIMENTO et al. 

(2017); 
NADER et al. (2018). 

 
 
 

 

Fonte: Adaptado de SHARMA et al. (2019) e MONTEIRO (2021) 

 

 

 Entre suas sugestões de abordagens alternativas à antibioticoterapia 

supracitadas Sharma et al. (2019) propõem a utilização de substâncias naturais 

derivadas de plantas (SILVA et al., 2024). Enquanto opções de tratamento para a 

medicina veterinária e principalmente para os casos de mastite bovina, as substâncias 

naturais têm relevância excepcional por possibilitar que  atuem no combate a 

infecções de forma segura, pouco custosa e evasiva aos mecanismos de resistência 

das bactérias. Diversos estudos têm buscado melhorias e inovação na medicina 

veterinária de forma a mitigar tanto os problemas de saúde animal, quanto de 

prejuízos ao produtor de leite e dos danos ambientais ambos os três ocasionados pelo 

grande contingente de resíduos de antibióticos dispersos nos ambientes (solo, água, 

e ambientes rural, industrial e doméstico). 
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1.6 Produtos Naturais e a medicina Veterinária 

1.6.1 Produtos naturais no tratamento da Mastite Bovina no Brasil  

 
 

Produtos naturais como óleos essenciais, extratos de plantas, bacteriocinas e 

fitoderivados são descritos como tratamento alternativo para mastite (BASKARAN et 

al., 2009; HÖFERL et al., 2009; PIETERSE et al., 2010; MUBARACK et al., 2011; 

SILVA et al., 2024). Dafereraet al. (2003) e Oliveira-Tintino et al. (2018) em seus 

trabalhos mostraram que substâncias de origem vegetal e seus derivados são uma 

alternativa viável e eficiente pela complexidade das estruturas dessas substâncias que 

escapam às adaptações bacterianas. 

A exploração de possíveis antimicrobianos naturais vem aumentando em 

partes pela preocupação com a resistência aos antimicrobianos e sanitizantes 

convencionais e pelo alto custo envolvendo a produção de novas moléculas sintéticas 

que sejam eficientes. Espécies vegetais com propriedades antimicrobianas 

comprovadas e/ou em compravação se tornam alvo de interesse para a formulação 

de novas drogas que superem a resistência microbiana e sejam viáveis 

economicamente, (GUIMARÃES, 2010; NADER et al., 2018). 

 Pozzo et al. (2011) comparam o efeito antibacteriano de óleos essenciais com 

penicilina, eritromicina e tetraciclina ao observar a susceptibilidade e resistência de 

Staphylococcus spp., tendo S. aureus ATCC 29213 como cepa de referência. Os óleos 

essenciais, como produtos naturais, são seguros, têm comprovada atividade 

antimicrobiana e a resistência por parte dos microrganismos posterior a exposição 

prolongada ainda não foi descrita, o que corrobora seu uso como opção viável para o 

tratamento de mastite. Segundo Pozzatti et al. (2010) as substâncias fenólicas dos 

extratos vegetais e óleos essenciais são responsáveis por grande parte do efeito 

antimicrobiano visto que estão em maior quantidade.  

Os resultados da investigação de Pozzo et al. (2011) mostraram que a atividade 

antimicrobiana sobre os subgrupos de Staphylococcus spp. parcialmente 

independentes dos perfis de resistência, muito se relaciona com suas substâncias 

fenólicos e demais componentes, e que por essa razão, óleos essenciais e 

fitoderivados são boas alternativas para o tratamento de mastite bovina. Resultados 

corroborados por Mahboubi & Bidgoli (2010) e Pozzatti et al. (2010).  
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Nascimento et al. (2017) mostra o potencial de extrato vegetal de Plectranthus 

ornatos Codd. (Lamiaceae), popularmente chamada de boldinho, para inibir biofilmes 

de cepas de S. aureus resistentes isoladas de animais com mastite. Foi demonstrado 

o uso das folhas desta planta como antibiótico para tratar infecções dérmicas 

(BRASILEIRO et al., 2006; DIAZ et al., 2010). Marinho et al. (2007) afirmam que 

alguns fazendeiros brasileiros têm usado P. ornatus para tratar mastite em animais 

leiteiros, com resultados significativos. As fitosubstâncias do extrato das folhas de P. 

ornatus foram identificadas, bem como avaliadas as atividades antimicrobianas e de 

inibição de biofilme, e os resultados do trabalho revelam o potencial desses extratos 

como sanitizantes, adjuvantes e a capacidade de inibir a formação de biofilmes das 

cepas utilizadas no estudo. Resultados similares e que confirmam essas conclusões 

são os de Duarte et al. (2004), Virtuoso et al. (2005) e Nostro et al. (2007).  

Nader et al. (2018) considerando o potencial terapêutico de plantas, usou em 

seu estudo a planta nativa do cerrado brasileiro, Croton urucurana, para avaliação do 

potencial anti biofilme in vitro sobre S. aureus isolados do leite de vacas com mastite. 

O grupo de pesquisadores obtiveram resultados promissores tanto no uso do extrato 

como com os fitosubstâncias isolados para inibir a formação biofilme por S. aureus. 

Outros trabalhos também demostraram que extratos vegetais e suas substâncias 

isoladas apresentaram resultados significativos quanto ao potencial antimicrobiano e 

anti biofilme contra S. aureus (FREIRE et al., 2009, OLIVEIRA, 2011, SAISING et 

al.,2011, et al.,2012). 

Guimarães et al. (2010) têm seu trabalho corroborado por Nascimento et al. 

(2017) e Nader et al. (2018), que afirmaram que a pesquisa estratégica com produtos 

naturais antimicrobianos, no caso fitocomplexos e fitoderivados, podem acelerar o 

processo e reduzir o custo de produção de substâncias e surgimento de alternativas 

aos antimicrobianos tradicionais, e tais alternativas podem colaborar para a mitigação 

de microrganismos multirresistentes.  

Fontaine et al. (2014) em seu trabalho mostrou a susceptibilidade da bomba de 

efluxo NorA de S. aureus a produtos naturais.Tintino (2018) avaliou o efeito que 

substâncias naturais sobre bombas de efluxo e constatou que vitaminas lipossolúveis 

e ácido tânico, em diferentes níveis, reduziram o sistema de efluxo das cepas 

analisadas. Brown et al. (2021) em sua investigação indicam que 9 extratos vegetais 

foram eficazes na inibição de bombas de efluxo das cepas de S.aureus utilizadas no 

estudo. Os autores sugerem que esses extratos poderiam ser aplicados de forma 
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tópica em algumas infecções ou ainda serem associados a antibióticos com a 

finalidade de ampliar a eficácia. 

Nas duas últimas décadas a investigação das atividades antimicrobianas de 

extratos e componentes vegetais tem aumentado e se concentram nos mesmos 

gêneros e espécies vegetais (SILVA, 2013; LIMA NETO et al., 2015; TOMAZELI et al., 

2019; BARROS et al., 2020; BELÉM et al., 2021; DE OLIVEIRA & DA SILVA; 2022; 

QUARESMA et al., 2023).    

Considerando esta escassez de dados, a necessidade de maior diversidade de 

espécies e ensaios mais robustos que Thielmann et al. (2019) realizaram a 

investigação da atividade antimicrobiana de 179 óleos essenciais de 86 espécies de 

plantas com a finalidade de que, com esses dados, a discussão sobre o potencial 

antimicrobiano de derivados vegetais fosse normalizada e mais bem explorada. O 

estudo foi realizado com as cepas recomendadas para teste de susceptibilidade de E. 

coli DSM 1103 e S. aureus DSM 1104.  

O estudo usou a concentração mínima inibitória de óleos essenciais extraídos 

das diferentes espécies de plantas sendo a concentração padrão estabelecida para o 

teste, a de 400 µg/mL em que a maioria apresentou alguma atividade inibitória contra 

as bactérias testadas. Em sua grande maioria, os óleos inibiram em maior escala 

bactérias Gram-positivas (S. aureus DMS 1104) do que Gram-negativas (E. coli DSM 

1103). Das 46 amostras de óleos essenciais testadas contra S. aureus, 30 

apresentaram atividade inibitória, sendo que dessas, 12 apresentaram inibição a 50 

µg/mL. Quanto à E. coli, 22 amostras de extratos inibiram o crescimento bacteriano, 

sendo que, 12 gêneros com atividade inibitória, cabendo ressaltar que 4 gêneros 

inibiram E. coli a 50 µg/mL e 9 inibiram entre 100 a 400 µg/mL. Os autores deste 

trabalho ressaltaram que, em se tratando pesquisa por atividade antimicrobiana de 

extratos vegetais e óleos essenciais, os ensaios que usam múltiplos extratos e óleos 

de múltiplas espécies e gêneros a fim de determinar concentrações inibitórias padrões 

são menos frequentes que os estudos usando apenas um único extrato, óleo 

essencial, espécie ou gênero vegetal. Assim, tanto Lambert et al. (2001) quanto Xu 

(2008), Paparella et al. (2008) e Thielmann et al. (2019) defendem que o trabalho 

continuado da pesquisa com fitoderivados (óleos essenciais, extratos, hidrolatos, 

substâncias isoladas) tanto para investigação de novas substâncias  quanto para 

estudo mais aprofundado de substâncias conhecidas deve ser mantido para a 
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descrição mais abrangente dos fitoderivados e suas frações e para elucidação do 

mecanismo de ação celular que confere suas atividades antimicrobianas.  

Embora existam numerosos estudos discutindo o potencial de substâncias 

naturais como alternativa para uso como antimicrobianos em animais de produção, 

somente um número limitado desses estudos apresentam evidências científicas 

robustas, a maioria apresenta poucos dados da eficácia de acordo com o manual para 

uso de produtos naturais em animais da Comissão Europeia (The European Food 

Safety Authority - EFSA) e a Agência de Medicina Europeia (EMA). As fitosubstâncias 

exercem sua atividade antibacteriana por efeitos na morfologia bacteriana, na parede 

celular, na membrana celular, nas sínteses e estrutura das proteínas, como também 

na síntese de ácidos nucleicos e de biofilmes e inibição da cadeia metabólica.  

Diversos estudos demonstraram que a diversidade de mecanismos de ação e de 

estrutura molecular dessas fitosubstâncias dificulta o desenvolvimento de resistência 

por parte das bactérias, o que é otimizado pela especificidade e seletividade dessas 

substâncias para seus alvos celulares e da segurança para humanos (SHEN et 

al.,2015; XU etal.,2017; DE MORAIS OLIVEIRA- TININO et al.,2018; WANG et al., 

2019; ZHAO et al., 2022). 

Gomes et al. (2019) compararam o efeito antimicrobiano de extratos fenólicos 

de Eucalyptus globulus (Eucalipto) e Juglans regia (Nogueira) com o da penicilina G 

separados e em conjunto contra 6 cepas de S. aureus isoladas de mastite bovina e 

uma cepa ATCC 25923. Inicialmente, as cepas foram testadas para penicilina G em 

que as cepas 1, 2 e 4 foram mais resistentes (24 µg/mL) e as cepas 3, 5 e 6, e ATCC 

25923 foram menos resistentes (0,4 µg/mL), e posteriormente as cepas 1 e ATCC 

25923 foram testadas para os extratos separadamente e juntos com o extrato fenólico 

de E. globulus sob a concentração aproximada de 100 µg/mL e o de J. regia na 

concentração em torno de 195 µg/mL. Os autores observaram que não houve 

diferenças significativas no efeito antibacteriano, porém os extratos combinados com 

a penicilina G manifestaram um efeito bactericida muito melhor que o da penicilina 

administrada sozinha, de modo que mesmo que alguns fitoderivados não apresentam 

um excelente efeito quando administrados isoladamente ou em conjunto, no entanto, 

os mesmos podem ser excelentes adjuvantes dos antibióticos tradicionais.  

Esse caráter adjuvante expresso por Gomes et al. (2019) foi anteriormente 

explorado por MAIA et al. (2018) que procurou avaliar a sinergia de fitosubstâncias 

bioativas com antibióticos contra Streptococcus spp. isolados de mastite bovina 
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ambiental. Especificamente as substâncias gut-A e 7-epi isolados de frutos de 

Garcinia brasiliensis (bacupari). Foram preparados em solução e testados junto a 

soluções de ampicilina, ceftriaxona, amoxicilina com clavulanato e gentamicina cuja 

sinergia foi mediada pelo método Checkerboard adaptado (REUK-NGAM et al., 2014) 

em que S. agalactiae foi resistente a solução de ampicilina e gentamicina e S. uberis 

resistiu também a solução de ceftriaxona e ambas foram sensíveis a amoxicilina com 

clavulanato. Os padrões de sensibilidade as soluções de gut-1 e 7-epi com ampicilina 

e gentamicina em oito combinações em que sete foram sinérgicas e uma foi aditiva, 

evidenciando o potencial adjuvante que produtos naturais podem ter tanto junto a 

antimicrobianos quanto junto a desinfetantes. Essa associação entre extratos vegetais 

diversos e assepsia foi também explorada por Gomes et al. (2019) e Schelles et al. 

(2021), usando extrato hidrometanólico de E. globulus e J. peria e extrato alcoólico de 

própolis, respectivamente.  

Schelles et al. (2021) avaliaram o extrato alcoólico de própolis (oriundo das 

resinas e ceras de plantas) como agentes antissépticos pré- e pós-dipping em vacas 

leiteiras comparando com desinfetantes convencionais a base de iodo, e o que foi 

observado foi uma eficácia notável do extrato de própolis em reduzir a carga 

microbiana.  

Alguns autores demonstraram o poder antimicrobiano de diversos fitoderivados 

como agentes antimicrobianos, adjuvantes e desinfetantes (SOARES, 2020), 

MACHADO, 2021, ZANETTI, 2022 e ALVES & MOREIRA, 2021). Os autores 

pontuaram que a busca por estratégias terapêuticas baseadas em fitosubstâncias e 

afins, além de promover inovação técnico-científica ao se apropriarem do 

conhecimento de propriedades farmacológicas da enorme diversidade de espécies 

vegetais brasileiras, que por vezes permanece oculta à Ciência Brasileira, se alinha 

ao conceito de Saúde Única (ONE HEALTH), ao integrar a saúde humana, animal e 

do ecossistema buscando mitigar os efeitos escalonados e intercorrentes entre essas 

três esferas de saúde e os problemas envolvendo mastite bovina, resistência a 

antimicrobianos, sanidade ambiental e segurança de alimentos. Curcio (2022) em sua 

revisão de literatura integrativa, apresenta extratos de diversas partes vegetais dos 

mais frequentemente estudados  gêneros e espécies de plantas com comprovada 

atividade antimicrobiana contra bactérias relacionadas à mastite bovina e variados 

mecanismos de ação, de modo a mostrar estatisticamente a amplitude dos estudos 

investigando, comprovando e comparando o potencial antimicrobiano, asséptico e 
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farmacológico de fitoderivados, incluindo extratos de Punica granatum L., que é objeto 

de avaliação do presente estudo. 

Pelo fato de Punica granatum L. (romã) ser um resíduo agrícola abundante, a 

investigação de sua utilização para pesquisa e  aplicação em medicina veterinária se 

deve às vantagens que apresenta em relação a outros cultivares, como 

disponibilidade, praticidade de cultivo, baixo custo de  manutenção, facilidade de 

extração e biodisponibilidade de fitomoléculas de interesse e aproveitamento quase 

integral de suas partes vegetais para fins nutricionais, fitoterápicos e cosmetológicos; 

ainda suas propriedades farmacológicas e composição fitoquímica abrangente 

possibilita a consideração de desenvolvimento de novos fitoterápicos (GUERRERO-

SOLANO et al., 2020;  DA SILVA MELO; DA CRUZ LUI, 2021). 

As partes vegetais P. grantum têm diferentes concentrações de uma ampla 

variedade de compostos químicos naturais com funções biológicas igualmente 

variadas, sendo eles de fácil e simples extração e isolamento e presentes em 

praticamente toda a planta; com destaque para a polpa, casca e suco dos frutos 

(GUERRERO-SOLANO et al., 2020;  DA SILVA MELO; DA CRUZ LUI, 2021). 

Batista et al. (2020) investigaram as propriedades bioativas dos compostos do 

extrato de P. granatum e observaram propriedades curativas e cicatrizantes, atividade 

antibacteriana e antifúngica e ausência de citotoxicidade, permitindo uma amplitude 

de investigações para os mais diversos fins. Mostafa et al. (2018), Konputtar et al. 

(2022) e Adil et al. (2024) compararam em seus respectivos trabalhos os efeitos e 

rendimento do extrato de P. granatum com os de outras plantas e observaram 

vantagens em relação a romã dentro do contexto  de vários espécimes com 

propriedades semelhantes. 

Estudos realizados no laboratório de Pesquisa em Biotecnologia Ambiental 

demonstraram que o extrato etanólico da casca de Punica granatum teve atividade 

bactericida contra cepas ATCC de E. coli, S. aureus, e S. agalactiae. A análise 

cromatográfica do extrato etanólico de cascas do fruto de P. granatum demonstrou a 

presença de ácidos fenólicos, flavonoides e taninos, sendo identificado a punicalagina 

o componente majoritário, com intensidade relativa do sinal de 100% (FREITAS et al., 

2020).  
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1.6.2. Punica granatum L. no tratamento Mastite Bovina 

 

A espécie Punica granatum (Lythraceae) trata-se de uma planta nativa da Ásia, 

mais especificamente da região do Irã até o Himalaia no noroeste da Ásia, cultivada 

em todo o mundo, incluindo o Brasil (SANTOS et al., 2019). Tem grande relevância 

devido as suas  propriedades farmacológicas e fitoterápicas, já que as flores, folhas, 

cascas do caule e da raiz, sementes, caules jovens e verdes, frutos e seus extratos e 

suco são usados na terapêutica (GUERRERO-SOLANO et al., 2020). 

Apresenta como constituintes substâncias fenólicas, oriundas das vias do ácido 

chiquímico e fenilpropanóides, que  possuem anel aromático com um ou mais grupos 

hidroxilas. Entre as principais substâncias fenólicas estão os flavonóides, os ácidos 

fenólicos e os taninos. A punicalagina é um o tanino em maior abundância em frutos 

de P. granatum, em que as concentrações variam de acordo com o processo de 

extração (NODA et al., 2020; SANTOS et al., 2019). Outros taninos presentes e 

abundantes na P. granatum são o ácido gálico e ácido elágico, ácido clorogênico e a 

punicalina. 

Os flavonóides têm alto poder antioxidante e anti-inflamatório, devido a 

atividade inibitória de enzimas oxidantes ciclooxigenase e lipoxigenase, e dentre os 

flavonóides presentes em P. granatum verificou-se a apigenina, a naringenina e a 

antocianina.Além de taninos e flavonóides, foram identificados alcalóides, ácido 

ascórbico, ácidos graxos conjugados e ácido ursólico e minerais como cálcio, ferro, 

fósforo (ZAREZADEH MEHRIZI et al., 2017; BRIGHENTI et al., 2017; LANSKY, 

NEWMAN, 2007 apud SANTOS et al., 2019; JAM et al., 2022). Os principais ácidos 

fenólicos encontrados são o ácido salicílico, o ácido protocatéquico e o ácido gálico, 

podendo se apresentar em sua forma natural, ligados entre si ou ligados a outras 

substâncias (SANTOS et al., 2019) 

Os taninos atuam na proteção vegetal contra patógenos por sua capacidade de 

inativar proteínas extracelulares e de precipitar proteínas do protoplasto e da 

membrana celular provocando perda do conteúdo citoplasmático. Os taninos são 

divididos em dois grupos: taninos hidrolisáveis e taninos condensados; a punicalagina 

é um tanino elágico hidrolisável encontrado nas formas anoméricas α e β - uma das 

mais relevantes fitosubstância por seu caráter anti-inflamatório, anti-proliferativo e 

antioxidante (OUDANE et al., 2018; KHARCHOUFIet al., 2018; LANSKY, NEWMAN, 

2007 apud SANTOS et al., 2019; SINGH et al., 2019; VENUSOVA et al., 2021). 
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Punica granatum L., popularmente conhecida como romã no Brasil, tem 

atividade antimicrobiana bactericida e bacteriostática contra espécies Gram-positivas 

e Gram-negativas, cuja ação específica se estende também a formação de biofilmes, 

interferindo na síntese de poliglicanos, o que culmina no impedimento da aderência 

bacteriana a superfícies (PEREIRA et al., 2006 apud SANTOS et al., 2019). A 

atividade antimicrobiana de romã  se deve em grande parte aos taninos, alcalóides, e 

flavonóides - em especial pelas altas concentrações de taninos e flavonóides sendo 

os responsáveis pelo rompimento da parede celular bacteriana, inibição enzimática e 

ainda redução de polissacarídeos e proteínas de biofilme. As substâncias fenólicas 

em conjunto atenuam fatores heterogêneos de modulação de resposta inflamatória, e 

têm atividades antitumor, antidiabética, antihipertensiva e cardioprotetora em que 

essas substâncias têm efeito sinérgico entre si sob diversos microrganismos 

(FAWOLE et al., 2012; WONG et al., 2018; LANKSV, NEWMAN, 2007; SANTOS et 

al., 2019; MELAK MAHDAVI et al., 2021; SHAIKH, BHANDARY, 2021). O efeito 

sinérgico das fitosubstâncias de P. granatum se dá tanto considerando as substâncias 

purificadas da própria espécie quanto de extratos de outras plantas levando a uma 

otimização mútua dos efeitos sobre os microrganismos (JAM et al., 2022). Jam et al. 

(2022) combinaram os extratos de romã com os de noz de areca (Areca nut) e 

testaram seu efeito antimicrobiano para bactérias envolvidas em intoxicação 

alimentar, incluindo S. aureus e E. coli, com intuito de determinar a concentração 

mínima inibitória (CMI). Os extratos metanólicos e etanólicos de ambas as plantas 

foram eficientes contra S. aureus, enquanto apenas os extratos etanólicos foram 

eficientes para E. coli. Os resultados mostraram que a combinação de extratos é uma 

alternativa válida, assim como o uso isolado de cada um e/ou de suas frações, pela 

otimização do poder de penetração e efeito inibitório de resistência em células 

individuais e dentro de biofilmes (BHAT, 2016; WANG et al., 2018. GUERRERO-

SOLANO et al., 2020). Confirmando o potencial adjuvante das fitosubstância 

presentes no extrato de romã, Xu et al. (2017) observaram que a punicalagina causou 

alterações irreparáveis a membrana celular de S. aureus (Figura 14) no período de 4 

horas e inibiu a formação de biofilmes, tanto de um novo biofilme como de biofilmes 

já estabelecidos, de modo que se pode também considerar seu uso como agente 

antisséptico e antimicrobiano simultaneamente.   
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Figura 14- Efeito da punicalagina sobre células de S. aureus em 4 horas de tratamento. 

 
Fonte. Xu et al. (2017). 

 

Além da otimização da ação de extratos vegetais, as fitosubstâncias da romã 

também podem atuar como antibióticos convencionais, verificado no estudo de Mun 

et al. (2018), em que o efeito da punicalagina no período de 10 horas (Figura 15) sobre 

S. aureus resistente a meticilina  (MRSA, em inglês) levou a alterações significativas 

nas células de S. aureus. Os autores demonstraram a reversão da resistência a 

oxacilina aumentando a susceptibilidade a este antibiótico por meio da inibição das 

enzimas hidrolíticas e da biossíntese de parede celular bacteriana. Os autores 

sugerem que o efeito da punicalagina parece exercer sobre a bactéria, otimiza  a ação 

do antibiótico em penetrar no interior da célula sem interferência de enzimas 

degradadoras, e tal capacidade pode auxiliar, por exemplo, na reversão de resistência 

a antimicrobianos β-lactâmicos, uma das classes mais utilizadas no tratamento de 

mastite bovina e que apresenta crescente resistência por parte dos patógenos 

envolvidos.  
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Figura 15- - Efeito da punicalagina no período de 10 horas sobre S. aureus. 

 
Fonte: Mun et al, 2018. 

 

Moreira et al. (2014) avaliaram o extrato hidroalcoólico a 10% da casca  de 

romã contra Staphylococcus spp. isoladas de leite bovino, em que 30 g do material 

vegetal foi diluído e, 190 mL de álcool P.A. e 80 mL de água destilada e as cepas 

usadas foram cepas de isoladas de casos de mastite e S. aureus ATCC 25923 a 

escola 6 de McFarland por técnica de difusão de disco, em que se observou efeito 

sobre Staphylococcus tanto coagulase negativos quando coagulase positivos, e 

principalmente sobre isolados identificados como S. aureus, os autores do trabalho 

comparam seus resultados com os obtidos por Moreira et al. (2014) que avaliaram os 

extratos aquoso, seco e in natura e obtiveram resultados semelhantes para S. aureus 

com o extrato seco. Manasathien et al., 2012 apud Moreira et al. (2014) avaliaram os 

extratos etanólico e aquoso, Moreira et al. (2014) extratos etanólicos e metabólicos, 

respectivamente. Esses estudos demonstraram que esta planta e o extrato de sua 

casca, têm potencial antimicrobiano, farmacológico e antisséptico avaliados sob 

diferentes perspectivas, usando-se de diferentes metodologias e em comparação com 

extratos de outras plantas e antibióticos. 

Martins & Casali (2019) confirmaram os efeitos do extrato etanólico da casca 

do caule, fruto e folhas de P. granatum, de modo a corroborar com demais trabalhos 

como Campos et al. (2021) que avaliaram o extrato da casca de romã, frações do 

extrato e punicalagina isolada frente a cepas Staphylococcus spp. coagulase negativa 

e coagulase positivas isoladas de vaca com mastite, sendo o extrato da casca obtido 

por maceração e percolação, as frações por fracionamento líquido-líquido e a 
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purificação da punicalagina por cromatografia. Os resultados obtidos foram 

promissores para a atividade da punicalagina contra S. aureus, sendo uma 

fitosubstância relevante na ação do extrato junto a outros taninos e flavonoides. 

Constituintes da casca de romã podem ser estudados para pesquisas farmacêuticas 

como alternativas na prevenção, no controle e no tratamento de mastite. 

Estudos anteriores, em nosso laboratório, realizados por Freitas et al. (2020) 

demonstraram a atividade bactericida do extrato hidroalcoólico da casca de P. 

granatum, rico em punicalagina, contra bactérias mais frequentes associadas à 

mastite bovina em crescimento planctônico. Foi observada uma redução do 

crescimento bacteriano superior a 90% quando as suspensões bacterianas de E. coli, 

S. aureus e S. agalactiae foram tratadas com as concentrações de 37,5 e 18,5 mg/mL 

de extrato hidroalcoólico da casca de P. granatum por 1, 3 e 6 horas. Nossos dados 

demonstraram que a ação do extrato na célula bacteriana parece estar diretamente 

relacionada à perda de integridade da membrana, tendo em vista os ensaios da 

incorporação de Iodeto de propídeo por citometria de fluxo. Esses resultados nos 

levam a especular a possível utilização na formulação de um produto sanitizante para 

uso pré e pós ordenha. 

Levando em conta todo o contexto  em que a P. granatum L. mostra atividade 

antimicrobioana contra espécies comumente associadas a mastite bovina, o presente 

trabalho tem por finalidade averiguar o potencial do extrato de sua casca sob a 

perspectiva comparativa entre diferentes concentrações do extrato paralelas a 

desinfetantes comumente utilizados e a fim de se obter dados que possam apresentar 

e corroborar a possibilidade de utilização do extrato como sanitizante ou adjuvante de 

sanitizantes de alta eficiência dentro de  curtos intervalos de tempo e capazes de 

sobrepor a resistência a antimicrobianos por parte das cepas bacterianas. 
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2 OBJETIVOS 

 2.1 Objetivo Geral 

 
Avaliar o mecanismo de ação bactericida do extrato etanólico dos frutos de 

Punica granatum contra bactérias frequentemente associadas à mastite bovina 

ambiental e contagiosa. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

1.  Avaliar a atividade bactericida do extrato etanólico da casca de romã contra 

cepas ATCC associadas à mastite bovina ambiental e contagiosa (Escherichia 

coli e Staphylococcus aureus, respectivamente) em curtos períodos de tempo: 

30, 60 e 120  segundos. 

2. Comparar a eficácia do extrato de P. granatum com os desinfetantes 

comumente usados na Mastite Bovina por citometria de fluxo; 

3. Analisar o efeito do extrato de P. granatum na estrutura da célula bacteriana 

por microscopia eletônica de varredura e de transmissão. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Amostras bacterianas 

As espécies bacterianas associadas à mastite bovina utilizadas foram 

gentilmente cedidas pela Coleção de Microrganismos de Referência em Vigilância 

Sanitária- CMRVS, FIOCRUZ- INCQS, Rio de Janeiro, RJ. 

 
1.  Escherichia coli INCQS (00219) - ATCC (8739)  

 
2. Staphylococcus aureus subsp. aureus INCQS (00039)- ATCC (6538). 

 

3.2 Preparo das suspensões bacterianas 

Foram semeados 25 µL de culturas em estoque em 3 mL de meio Luria Bertanni 

(LB). Após a semeados, foram homogeneizados em agitador orbital, a 150 rpm, a 33ºC 

por 16 a 18 horas após a homogeneização, os tubos foram centrifugados a 4.500 rpm 

por 10 minutos a 4ºC, os sobrenadantes foram descartados e o pellet formado 

homogeneizado em vórtex. As diluições foram realizadas em Müeller Hilton II (MHII) 

a partir do pellet bacteriano em fotocolorímetro (Biochrom) na densidade ótica a 680nm 

a fim de obter suspensões bacterianas com densidade óptica de 0,13, que 

correspondem a 1,0 x 10⁸ UFC/mL. A partir desta concentração, foram realizadas 

diluições 1/1000 para atingir concentração de 1,0 x 105UFC/mL e posteriormente 

diluição 1/1000 para atingir concentração final de 1,0 x 102UFC/mL, para utilização 

nos ensaios de citometria e determinação das Unidades Formadoras de Colônias/mL. 

 

3.3 Preparo do Extrato de Punica granatum 

 
A coleta foi feita no Sítio Boa Vista em Taquaritinga (21º 24`6``S 48º 27`8``O), 

São Paulo, Brasil.  Por meio da análise morfológica de ramos, flores e frutos, a espécie 

da romã foi determinada (Punica granatum L.). As exsicatas foram depositadas (HUNI 

6241) no Herbário Prof. Jorge Pedro Pereira Carauta – HUNI (Universidade Federal 

do Estado do Rio de Janeiro - UNIRIO). 

O preparo do extrato foi realizado no laboratório didático e pesquisa de 

Bioquímica aos cuidados do Prof. João Bosco de Salles. Os frutos foram lavados com 

detergente e devidamente secos. Em seguida os frutos foram descascados, sendo a 
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polpa e as sementes descartadas. As cascas foram conservadas em freezer a  -20ºC 

até o uso. 

 Para o preparo do extrato, as cascas foram liofilizadas por 24 horas e, em 

seguida, trituradas em moinho de pá (IKA A11 Basic) até virarem pó. Para a extração 

hidroalcoólica, 100 g de pó de casca de romã foram misturados a 1000 mL de uma 

solução etanólica 90% (v/v). Essa mistura foi submetida à maceração por 10 dias, com 

agitação diária, sendo mantida em local seco sob abrigo de luz. O extrato foi filtrado 

com funil de Büchner e o etanol evaporado até a secura, sob pressão reduzida em 

evaporador rotativo a 45ºC. O extrato seco obtido foi armazenado em recipientes 

esterilizados secos, a 4°C, até o uso. O rendimento foi de 252 g de extrato seco a 

partir de 500 g de cascas de romãs liofilizadas.  

 

3.4  Análise fitoquímica do Extrato de Punica granatum 

 

Os espectros de massas foram realizados em colaboração com o Prof. Dr. 

Ricardo Machado Kuster no Laboratório de Química Forense da Universidade Federal 

Espírito Santo).  

Uma etapa anterior a Espectrometria de massas foi a Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (HPLC, em inglês), que foi realizada também para os 

experimentos de Freitas et al. (2020), que utilizou-se do mesmo extrato em sua 

pesquisa, sendo o mesmo perfil cromatográfico observado e descrito. 

O extrato etanólicos de P. granatum foram analisados utilizando a técnica 

analítica Espectrometria de massas de Ressonância Ciclotrônica de Íons por 

Transformada de Fourier com fonte de ionização por eletrospray no modo negativo 

(ESI(-)-FT-ICR MS), Solarix XR 7T (Bruker). As amostras foram solubilizadas em 

solução água:acetonitrila (1:1, v/v) e diluídas para concentração de 1 mg/mL em 

solução de água:acetonitrila 1:1 (v/v) contendo 0,1% NH4OH para análise no modo 

negativo em uma faixa de massa de m/z 75-1200 m/z. As condições de origem do ESI 

foram as seguintes: pressão de gás do nebulizador de 1,0 bar, tensão capilar de 3-3,5 

kV e transferência de temperatura capilar de 25ºC. Os espectros de massa foram 

adquiridos e processados usando o software de análise de dados Compass pacote 

(Bruker) 
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3.5 Estudo in vitro da alteração da integridade das membranas das cepas 

S.aureus e E. coli  tratadas com extrato P. granatum por citometria de fluxo. 

Os ensaios para avaliar a integridade das membranas foram realizados 

através de citometria de fluxo utilizando o iodeto de propídeo, um intercalante de DNA, 

que é um marcador de alteração de permeabilidade de membrana.  Para tal, 

suspensões bacterianas com densidade de 102 UFC/mL foram tratadas com as 

diferentes concentrações do extrato (50 mg/mL, 25 mg/mL e 10mg/mL ) de P. 

granatum no tempo de 30, 60  e 120 segundos, considerando que esse é o tempo de 

secagem de sanitizantes com os quais o extrato será comparado . Após, as 

suspensões bacterianas foram submetidas à citometria de fluxo onde 20.000 células 

foram analisadas pelo BD FACScaliburTM Flow Cytometer. As análises dos dados 

foram realizadas no software Cellquest versão 6.0. A densidade de 102 UFC/mL 

estabelecida para o ensaio de citometria de fluxo foi mantido como parâmetro para os 

demais ensaios realizados.  

 3.6 Quantificação do DNA no sobrenadante das culturas das cepas 

bacterianas após o tratamento com o extrato de P. granatum 

As diluições do pellet bacteriano de S.aureus e E.coli foram realizadas 

conforme o item 4.3 até a obtenção das suspensões bacterianas de 102 UFC/mL. 

Quando obtidas, foram adicionados 1 mL da suspensão em microtubos e feito a 

interação com o extrato de P. granatum por 30 segundos, nas concentrações 50 

mg/mL, 25 mg/mL e 10mg/mL. Os controles não tratados foram incubados por 30 

segundos à temperatura ambiente junto com os ensaios. Após o tempo, as amostras 

foram centrifugadas por 4.500 rpm a 4º C por 10 minutos e foram colhidos os 

sobrenadantes.  

A extração do DNA no sobrenadante foi feita pelo kit FastDNA spin for soil 

typical workflow. A partir dos sobrenadantes das nossas amostras, foram adicionados 

250µl de PBS, homogeneizado 10 vezes e os eppendorfs levados ao freezer por 5 

minutos para que a baixa temperatura favorecesse a precipitação das proteínas. Após 

o período, foram centrifugados por 14.000g por 5 minutos. As amostras centrifugadas 

foram passadas para um tubo falcon de 15 mL e adicionados 1mL do Binding Matrix 

Solution, os tubos foram homogeneizados por inversão durante 2 minutos e 3 minutos 
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em descanso. Essa solução foi transferida para um tubo com filtro com volume 

máximo de 600µl e centrifugado a 14.000g por 1 minuto, esse processo foi repetido 

até o final da amostra. Para a lavagem do filtro foram adicionados 500µl do reagente 

SEWS-M e centrifugado por 14.000 g durante 1 minuto . O tubo foi centrifugado 

novamente para que pudesse secar e ficou em temperatura ambiente por 5 minutos. 

Na etapa final foram adicionados 100µl da solução DES e centrifugado a 14.000g por 

1 minuto e assim obtendo as amostras. 

A leitura da quantificação do DNA foi feita pelo espectrofotômetro 

NanoDrop 200 

3.7 Avaliação das alterações morfológicas das cepas bacterianas após 

tratamento de P. granatum 

Foram realizadas diluições do pellet bacteriano de E. coli e S. aureus conforme 

descrito no item 4.3 até a obtenção das suspensões bacterianas com DO680nm=0.2. 

Foram adicionados 1mL da suspensão a DO680nm=0.2 a eppendorfs. Quando então, 

foi adicionado o extrato de P. granatum a partir da solução estoque de forma que as 

suspensões das cepas E. coli e S. aureus foram tratadas por 30 segundos com 

10mg/mL de extrato. Os controles não foram tratados e incubados por 30 segundos a 

temperatura ambiente junto com as outras amostras. Após o período de tempo as 

amostras foram centrifugadas a 4.500 rpm por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes 

foram retirados e os pellets ressuspensos em 500µl de tampão de Karnovsky 

(Paraformaldeído 4% + Glutaraldeído 2,5%) para fixaçãoe processados 

paramicroscopia eletrônica de varredura (MEV) e de transmissão (MET). 

3.8.1  Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

Para MEV foi realizada segundo Pereira et al., 2023, os pellets bacterianos 

após a fixação foram lavados em tampão cacodilato de sódio 0,1 M, pós-fixados com 

tetróxido de ósmio 1% diluído em tampão cacodilato de sódio 0,1 M. Após nova 

lavagem, o material foi desidratado em série crescente de etanol (30, 50, 70, 90% e 2 

vezes em álcool absoluto), 30 minutos cada etapa. O material foi levado ao ponto 

crítico dispositivo para substituição de etanol por CO2, posteriormente fixado em stubs 

com fita de carbono e metalizado com ouro. Após a metalização, o material foi 
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analisado utilizando o microscópio eletrônico JEOL-JSM-6390-LV (JEOL, Akishima, 

Tóquio, Japão). 

3.8.2 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

 
O preparo das amostras para o MET foi realizado segundo De Andrade Soares 

et al. (2023), os pellets foram pós-fixados em 1% tetróxido de ósmio. As amostras 

foram desidratadas através de uma série graguada de acetona e incorporadas em 

resina Epon 812. Cortes ultrafinos (70nm) foram feitos com Leica Ultracut 

Ultramicrótomo UCT, coletado em grades de cobre e corado com 5% de acetado de 

uranila e citrato de chumbo. As seções foram examinadas com um microscópio 

eletrônico JEM1200EX (JEOL, São Paulo, São Paulo, Brasil) em 80Kv. 

3.9 Determinação da sobrevida bacteriana após tratamento com as diferentes 

concentrações de extrato e desinfetantes. 

Para a determinação das Unidades Formadoras de Colônias/mililitro (UFC/mL), 

foi utilizada a metodologia da macrodiluição em caldo (Eucast, 2024). Para tal, 

suspensões bacterianas de E. coli e S. aureus com densidades em torno de 102 

UFC/mL foram submetidas ao tratamento por 30 segundos com as diferentes 

concentrações do extrato de P. granatum (50 mg/mL, 25 mg/mL e 10 mg/mL), cloro 

(2,5% e 0,5%) e Clorexidina (2,0% e 0,5%). Para determinação UFC/mL foram 

adicionados 180 µl de solução salina em 9 poços de uma placa de 96 poços e 20 µl 

das culturas bacterianas tratadas pelas diferentes concentrações de extrato e 

desinfetantes no primeiro poço. Foram realizadas diluições sucessivas, transferindo 

20µl, de modo a obter uma diluição 10-1a 10-9. Em seguida, foram retiradas alíquotas 

de 10 µl de cada diluição, em triplicata, colocadas em placas de Petri contendo meio 

agar Muller Hinton. As placas foram incubadas por 24 h a 35±2ºC. Após este período, 

foi realizada a contagem das colônias. 
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 4 RESULTADOS 

4.1 Análise Fitoquímica do Extrato Hidroalcoólico de P. granatum. 
A análise fitoquímica do extrato hidroalcoólico da casca de romã indicou como 

substâncias majoritárias os taninos hidrolisáveis, elagitaninos punicalaginas (α e β), 

conforme íon 541.03243 m/z (Figura 16). Também foram encontrados ácidos elágicos 

formados pela hidrólise dos elagitaninos.  

 

Figura 16- Estrutura química da punicalagina, tanino hidrolisável encontrado no extrato 
hidroalcoólico de casca de romã. 

 

Fonte: Acervo próprio 

4.2 Estudo in vitro da viabilidade de cepas bacterianas (E. coli e S.aureus) 
tratadas com extrato de P. granatum por citometria de fluxo. 

 
A análise da integridade da membrana bacteriana após contato com o extrato 

foi avaliada por citometria em diferentes tempos (30, 60 e 120 segundos) utilizando o 

parâmetro de intensidade de fluorescência (FL 3) após tratamento com iodeto de 

propídeo, um intercalante de DNA.  

Os resultados preliminares referentes as cepas de S. aureus e E.coli estão 

descritos nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. Foram observados maiores que 100% 

de intensidade de fluorescência em FL3 após o tratamento com as diferentes 
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concentrações do extrato utilizado em todos os períodos de tempo quando as 

medianas de intensidade de fluorescência foram comparadas com os controles não 

tratados. 

 Esses dados sugerem alterações na integridade das membranas das células 

bacterianas das duas cepas. Os aumentos das medianas de intensidade  podem ser 

melhores evidenciados nas Figuras 17 A e B que representam as sobreposições das 

medianas de intensidade de fluorescência após o tratamento com as diferentes 

concentrações por 30 segundos de E.coli e S. aureus comparadas ao controle não 

tratado. 

Tabela 1- Análise da alteração da permeabilidade de membrana pela incorporação de iodeto 
de propídeo por citometria de fluxo após tratamento das suspensões de E. coli com o extrato 

de P. granatum. 

Tempo 
(segundos) 

Controle  
(1°Q/3°Q) 

50mg/mL 
(1°Q/3°Q) 

25mg/mL 
(1°Q/3°Q) 

10mg/mL 
(1°Q/3°Q) 

30 13,1 
 (12,4/20,9) 

214,8 
‘(167,0/235,0) 

201,7  
(118,8/239,3) 

91,4 
(87,8/179,4) 

60 18,6 
(13,3/22,3) 

197,7 
(126,4/269,0) 

189,4  
(86,0/239,0) 

111,4 
 (61,0/118,6) 

 

120 18,5 
(13,0/22,5) 

218,7 
(100,9/250,3) 

181,1 
 (67,9/245,8) 

118,6  
(82,0/129,8) 

 

Os dados representam mediana (1°Quartil/3°Quartil) de três experimentos onde 20.000 células foram 
analisadas por citometria de fluxo 

 

Tabela 2- Alteração da permeabilidade de membrana de  pela incorporação de iodeto de 
propídeo por citometria de fluxo após tratamento  das suspensões de S.aureus com o extrato 
de P. granatum. 
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Tempo 
(segundos) 

Controle  
(1°Q/3°Q) 

50mg/mL 
(1°Q/3°Q) 

25mg/mL 
(1°Q/3°Q) 

10mg/mL 
(1°Q/3°Q) 

30 12,6 
(11,6/24,9) 

179,4 
(164,0/198,1) 

138,9  
(129,8/283,9) 

129,8 
(63,8/189,4) 

60 12,5  
(12,1/14,5) 

191,1 
(120,8/212,9) 

115,5  
(79,8/177,4) 

121,9 
(107,5/220,7) 

120 13,5 
(11,6/41,4) 

196,3 
(148,6/199,9) 

64,36  
(50,5/160,9) 

82,79 
(77,0/259,5) 

Os dados representam medianas (1º Quartil/3º Quartil) de três experimentos onde 20.000 células foram 
analisadas por citometria de fluxo. 

 

 

 

 

 

Figura 17- Sobreposição das medianas de intensidade de fluorescência (FL3) após a 
incorporação de iodeto de propídeo por citometria de fluxo após tratamento das suspensões 

de E. coli (A) e S.aureus (B) com as diferentes concentrações de extrato de P. granatum. 

 

 

4.3 Quantificação do DNA no sobrenadante das cepas bacterianas após o 

tratamento com o extrato de P. granatum. 

Considerando os resultados da análise da impregnação de iodeto de 

propídeo por citometria de fluxo que sugeriu danos na integridade das membranas 
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celulares com aumento em torno de 100% na menor concentração utilizada 

(10mg/mL), foi avaliado a concentração de DNA nos sobrenadantes das 

suspensões bacterianas de E.coli e S.aureus após tratamento com 10 mg/mL do 

extrato de P. granatum por 30 segundos. 

 A Figura 18 mostra as concentrações de DNA nos sobrenadantes das culturas 

e corroboram os resultados da citometria de fluxo.  Ocorreu aumento significativo da 

concentração (p<0,05) de DNA nos sobrenadantes das culturas de S.aureus (83,25 

ng/L)  e E.col i(64,25 ng/mL) tratadas  com o extrato quando comparadas com o 

controle (35,20 ng/mL e 11,20 ng/mL, respectivamente) não tratado. 

 
 
 

Figura 18- Concentração de DNA (ng/mL) nas culturas bacterianas tratadas com extrato 
etanólico. 

 
. Os dados representam as medianas de um experimento cuja leitura foi realizada em 
triplicata . * p< 0,05  quando os dados das amostras tratadas com P.granatum foram 

comparadas com as não tratadas. 

 

4.4 Avaliação das alterações celulares ultraestruturais das cepas E.coli e 
S.aureus  por MEV e MET. 

Com o intuito de validar os resultados da integridade de membrana das 

cepas em contato com o extrato de P. granatum feito por citometria de fluxo e 

quantificação do DNA no sobrenadante foi realizada a análise ultraestrutural das 

suspensões bacterianas após tratamento com o extrato por MEV.  
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Os resultados MEV mostraram alterações de superfície das células 

bacterianas de E.coli  em contato com 10 mg/mL do extrato  por 30 segundos 

quando comparadas com o controle não tratado . As figuras 19A e 19B mostraram 

rupturas nas membranas, extravasamento dos conteúdos intracelulares e perda do 

conteúdo citoplasmático, dando aquele aspecto de saco vazio às células de E.coli 

e S.aureus, respectivamente. 

 

 

Figura 19- Microscopia Eletrônica de Varreduda de E. coli depois de 30 segundos em 
contato com 10 mg/ml do extrato etanólico de P. granatum 10 µg/ml 

 

 

 

 
 
 
 
 

F

Pode se perceber nas imagens os efeitos mais drásticos do extrato como a ruptura de membrana e 
extravasamento do conteúdo celular (1B.1, 1B.2,1C.5 1D.1) e alteração no tamanho e formato 

(1C.3), quando comparadas com a imagem do controle, A. 
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. 

Figura 20- Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) de S. aureus depois de 30 segundos 
em contato com 10 mg/ml do extrato etanólico de P. granatum 10 µg/ml 

 
A imagem A, suspensão controle, não tratada, não apresenta alterações de superfície. As imagens B, 
C e D foram obtidas após tratamentos e apresentam as seguintes alterações: Restos celulares e 
diminuição de tamanho. (B). Além das alterações mencionadas podemos perceber extravasamento do 
conteúdo celular (C) .A diminuição no tamanho da célula causado pelo rompimento da membrana e 
perda de conteúdo celular, a formação de agregados e poucas células bacterianas íntegras.(D). 

 

Os resultados das análises morfológicas de estruturas celulares por 

microscopia eletrônica de transmissão mostraram melhor os danos na membrana 

celular e o extravasamento do conteúdo intracelular. As figuras 20 e 21 mostraram 

rupturas nas membranas, extravasamento dos conteúdos intracelulares e perda do 

conteúdo citoplasmático de E.coli e S.aureus, respectivamente. 
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Figura 21- Microscopia Eletrônica de Transmissão das suspensões de E. coli depois de 30 
segundos em contato com 10 mg/ml do extrato etanólico de P. granatum 10 µg/ml 

 
A. suspensão não tratada com extrato (controle); B.  Suspensões tratadas  com o extrato. As setas 
evidenciam as alterações. B.1) ruptura de membrana; B.2 ) extravasamento do conteúdo 
citoplasmático. Fonte : Autoria própria 

 

 

 

Figura 22- Microscopia Eletrônica de Transmissão das suspensões de S.aureus depois de 
30 segundos em contato com 10 mg/ml do extrato etanólico de P. granatum 10 µg/ml 

 
A imagem A representa a suspensão  não tratada com extrato (controle); B. e B.1 Observamos as 
suspensões tratadas  com o extrato. As setas evidenciam  ruptura de membrana e extravasamento do 
conteúdo citoplasmático. Fonte : Autoria própria 
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4.5 Determinação da sobrevida bacteriana após tratamento com as diferentes 
concentrações de extrato e desinfetantes. 

Os dados da Tabela 3 representam a sobrevida de S.aureus e E.coli após o tratamento 

com as diferentes concentrações do extrato de P.granatum (50mg/mL, 25mg/mL e 10mg/mL) 

e os desinfetantes cloro (2,5% e 0,5%) e Clorexidina (2,0% e 0,5%) por 30 segundos 

determinados por macrodiluição em caldo. 

Foi observado no tratamento com as diferentes concentrações do extrato que as 

concentrações de 50 mg/mL e 25 mg/mL foram bactericidas em 30 segundos contra as cepas 

E.coli e S.aureus. A concentração de 10 mg/mL, não teve atividade bactericida contra E.coli 

reduzindo a massa bacteriana em 79,4%. 

A clorexidina foi eficiente nas duas concentrações testadas para as duas cepas, no 

entanto, o cloro na concentração de 0,5%  não teve efeito bactericida no tempo de 30 

segundos nas culturas de S.aureus e apenas reduziu a massa bacteriana em 88,9% nas 

suspensões de E.coli. 

 
Tabela 3- Determinação das Unidades Formadoras de Colônias /mL (UFC/mL) das 

suspensões de S.aureus e E.coli após tratamento com diferentes concentrações de extrato 
de P. granatum e desinfetantes. 

Espécies 
bacterianas 

Controle 
 

P. granatum 
 

Clorexidina Cloro 

 (Não 
tratado) 

50 mg/mL 25 mg/mL 10 mg/mL 2% 0,5% 2,5% 0,5% 

S.aureus 1,0 x102 

(1,0/1,7) 
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,3 x 102 

(1,0/1,6) 

E.coli 6,3 x 102 

(4,6/8,5) 
0,0 0,0 1,3 x 102 

(0/1,3) 
0,0 0,0 0,0 0,7 x 102 

(0,3/1,3) 

Os dados representam medianas (1º Quartil/3ºQuartil) de dos experimentos realizados em triplicata. 

 

 

 

 
 

 

5 DISCUSSÃO 

 



73 
 

 

A resistência antimicrobiana é um grande problema de saúde global e 

representa uma ameaça à saúde, alimentação e segurança, de acordo com a 

Organização Mundial da Saúde (OMS). A busca por produtos vegetais como agentes 

antimicrobianos tem aumentado devido ao surgimento de resistência aos antibióticos 

e desinfetantes convencionais, bem como o alto custo desenvolvimento de novas 

moléculas sintéticas. Plantas com propriedades antimicrobianas comprovadas estão 

sendo direcionadas para o desenvolvimento de novos medicamentos e sanitizantes 

que possam vencer a resistência microbiana e sejam economicamente viáveis, 

apresentando resultados promissores. Entre os sanitizantes naturais utilizados no 

tratamento da mastite bovina estão óleos essenciais, óleos vegetais, extratos, 

bacteriocinas e fitoderivados são uma alternativa viável e eficiente devido à 

complexidade das estruturas dessas substâncias que escapam das adaptações 

bacterianas (MOHAMMADI et al.,2023; SILVA et al.,2024). 

Resultados anteriores em nosso laboratório demonstraram que o extrato 

hidroalcoólico de Punica granatum possui atividade bactericida contra bactérias 

associadas à mastite bovina (E. coli, S. aureus and S. agalactiae) com apenas 1 hora 

de contato com o extrato (FREITAS et al., 2020). O que nos levou a especular o uso 

do extrato como sanitizante, portanto esse trabalho tem o objetivo de avaliar o efeito 

do extrato hidroalcóolico de P. granatum nas membranas celulares de E.coli e 

S.aureus em períodos de tempo de contato utilizados comumente pelos sanitizantes 

convencionais. 

  Para a realização desse estudo, foi feita nova coleta de frutos de P.granatum, 

que foram obtidos em uma fazenda em São Paulo para a produção de novo lote de 

extrato. Inicialmente, realizamos nova análise fitoquímica a fim de assegurar que o 

extrato possui o mesmo perfil fitoquimico do anteriormente utilizado, visto que as 

diferenças entre o solo, clima, temperatura e região podem influenciar na quantidade 

das substâncias bioativas dos extratos.  

No presente trabalho, assim como em Freitas et al. (2020), o extrato foi 

submetido a análise por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas 

para identificação dos fitoconstituintes. Os resultados corroboram com os achados 

anteriormente por Freitas et al., 2020 e aos demais trabalhos que descreveram o 

potencial antimicrobiano do extrato de casca de romã, os maiores picos 

cromatográficos indicaram a abundância de punicalaginas, ácido elágico e ácido 

gálico sendo estas as substâncias majoritárias do extrato, seguidos por demais 
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constituintes como pecundulaginas I e II, taninos e granatina  (ALMEIDA, 2020; 

GOSSET-ERARD et al., 2021;  DE SOUZA SALTANUN et al., 2021; RAFEY et al., 

2021;RODRIGUES, et al., 2023; SANCHES, et al., 2023; NUNES, 2023). 

A casca de P. granatum é um resíduo vegetal abundantemente produzido no 

Brasil, é rico em substâncias fenólicas e metabólitos secundários e é utilizada para o 

tratamento de acne, mastite, dermatite e infecções em órgãos reprodutores femininos 

e masculinos (SOUSA et al, 2018). A punicalagina éo tanino predominante presente 

na casca da romã e vem sendo muito estudada devido às suas atividades 

antioxidantes, antifúngicas e antibacterianas (KIRAN et al., 2024). 

 Isômeros de punicalagina, ácido gálico e ácido elágico são identificados 

frequentemente em extratos de casca de romã como  nos estudos de Shahkoomahally 

et al. (2023) que detectaram a abundância das três fitosubstâncias tanto no extrato da 

casca quando no suco da romã, porém com prevalência dos ácidos elágico e gálico 

no extrato da casca e dos isômeros de punicalagina no suco. Toledo-Merma et al. 

(2022) também verificaram estas fitosubstâncias em abundânica no extrato aquoso de 

casca de romã (MAHMOOD et al., 2023). 

Estudos realizados em nosso laboratório por Freitas et al. (2020) demonstraram 

que o extrato hidroalcóolico de P. granatum nas concentrações de 150mg/mL, 

75mg/mL, 37,5mg/mL e 18,7mg/mL após 1 hora de tratamento promoveu a redução 

da atividade das redutases bacterianas, bem como a incorporação de iodeto de 

propídeo por citometria de fluxo demonstrando alterações de permeabilidade da 

parede e membrana celulares de S.aureus, E.coli e S. agalactiae. Esses dados nos 

levaram a avaliar as alterações na integridade das membranas de cepas ATCC de S. 

aureus e E. coli, representantes das cepas causadoras de mastite clínica e mastite 

ambiental, respectivamente por citometria de fluxo e quantificação de DNA nos 

sobrenadantes das culturas após tratamento com o extrato. 

De acordo com os resultados dos nossos experimentos, o extrato etanólico da 

casca de P. granatum mostrou promover  alteração na integridadede membrana das 

cepas de E. coli e S.aureus que  foi  avaliada por citometria de fluxo pela incorporação 

de  iodeto de propídeo,um agente intercalante fluorescente capaz de se ligar às 

moléculas de DNA entre suas bases, não atravessar passivamente as membranas 

celulares devido ao seu alto peso molecular e por sua relativa lipofobia, que não o 

permite adentrar em células intactas. O presente trabalho observou 20.000 eventos 

num intervalo de tempo de 30, 60 e 120 segundos de exposição das suspensões 
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bacterianas ao extrato nas concentrações 50 mg/mL, 25 mg/mL e 10 mg/mL. Quando 

foram comparadas as medianas de intensidade de fluorescência do controle não 

tratado com as suspensões bacterianas tratadas com as diferentes concentrações do 

extrato, observamos um aumento superior a 100% para as duas cepas testadas em 

todos os períodos de tempo. Embora as duas espécies testadas possuam diferenças 

estruturais de membrana visto serem representantes de bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas, se pode observar a eficácia do extrato. As medianas de intensidade 

em FL3 são maiores no período de 30 segundos e decaem com o tempo. Esse 

decaimento na intensidade da fluorescência nos levou a especular a lise bacteriana. 

Portanto, em próxima etapa, foi determinada a concentração de DNA nos 

sobrenadantes das culturas após tratamento com a menor concentração do extrato 

(10mg/mL) por 30 segundos. Os dados obtidos corroboraram com os resultados 

obtidos pela citometria de fluxo, que apresentaram aumento significativo de 

concentração de DNA no sobrenadante das culturas tratadas com o extrato em torno 

de 236,5% para S.aureus e 573,7% para E.coli quando os controles, não tratados,  

foram tomados como 100%. 

Semelhantes resultados foram obtidos por Susilawhati et al. (2020) que 

afirmaram que os componentes fenólicos do extrato de P. granatum danificam a 

membrana plasmática bacteriana levando ao extravasamento de seu conteúdo, 

inibem o processo da DNA girase e causam disrupção da produção de ATP e do 

transporte transmembrana, podendo também ser absorvidos pela parede celular 

bacteriana e romper suas estruturas. Guanghui et al. (2020) observaram o aumento 

do extravasamento do conteúdo celular  das cepas analisadas com o aumento da 

concentração de punicalagina, juntamente com o aumento da liberação de potássio e 

despolarização da membrana, assim podemos perceber que a lise celular e a 

liberação do conteúdo citoplasmático (o que inclui material genético bacteriano) é 

característico da interação do extrato de P. granatum ou de seus fitosubstâncias 

isolados como resultado de sua interação com a membrana celular bacteriana. 

As imagens de MEV e MET corroboram os resultados anteriores. Foram 

observadas alterações celulares de S. aureus e E. coli como redução no tamanho, 

alteração do formato das células, extravasamento de conteúdo citoplasmático, 

fragmentação celular, perda da integridade da parede celular e lise nas cultutas 

tratadas com o extrato quando foram comparadas com as culturas não tratadas. 

Foram observados agregados protêicos provavelmente decorrente do 
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extravasamento do conteúdo intracelular e proteínas presentes no meio de cultura 

visto que os polifenóis têm a capacidade de interagir com proteínas através de 

interações hidrofóbicas e ligação de hidrogênio, formando assim uma associação. 

(ALMAJANO et al., 2007).  

Resultados similares foram observados por Xu et al. (2017) que em seu 

trabalho avaliaram o efeito de punicalagina sobre amostras de S. aureus depois de 

quatro horas de interação com as células, de modo a também evidenciar seus efeitos 

na superfície celular e consequentemente a morte celular. Evidências semelhantes 

foram observadas por Xu et al. (2023) considerando S. aureus organizadas em 

biofilmes. Guanghui et al. (2020) e Andrade Filho (2024) também evidenciaram por 

MEV e METos efeitos da ação dos constituintes do extrato de P.granatum sobre a 

membrana celular bacteriana de cepas Gram-negativas. 

Esses dados nos levaram a comparar as diferentes concentraçãoes do extrato 

de P. granatum com os desinfetantes mais utilizados nos procedimentos pré-dipping 

e pós-dipping. Para tal, foram realizados ensaios para determinar a concentração 

mínima inibitória tanto para o extrato comparando com as concentrações dos 

desinfetantes comerciais mais utilizados para assepsia de vacas e equipamentos de 

ordenha, clorexidina e hipoclorito de sódio (SILVA et al., 2024).  No presente trabalho, 

o extrato foi testado para suspensões de S. aureus e E. coli nas concentrações 10 

mg/mL, 25 mg/mL e 50 mg/mL, enquanto a clorexidina foi testada nas concentrações 

2,5% e 0,5% e o hipoclorito de sódio a 2% e 0,5%. Os resultados obtidos mostraram 

o efeito bactericida do extrato nas concentrações 25 mg/mL e 50 mg/mL para ambas 

as cepas do estudo, no entanto, a concentração 10 mg/ml apresentou caráter 

bactericida apenas para S. aureus ainda que tenha reduzido consideravelmente a 

população microbiana de E. coli. De forma semelhante, as concentrações 2,0% e 0,5% 

de clorexidina e 2,5% de hipoclorito de sódio apresentaram caráter bactericida para 

ambas as cepas, enquanto que a concentração 0,5% de hipoclorito de sódio não foi 

bactericida para S. aureus e apenas reduziu a massa celular de E. coli.  

Ebrahimnjod, Ebadi, Monsouri-Najand (2020) observaram que um melhor efeito 

antimicrobiano  nas concentrações intermediárias e mais alta do extrato aquoso 

utilizado em seu trabalho (12 mg/poço e 24 mg/poço, respectivamente), tendo esse 

efeito sido observado tanto em S. aureus cepa ATCC, cepa ATCC MRSA e em S. 

aureus isolados de leite bovino, mostrando efeitos até mesmo sobre cepas resistentes 

a antimicrobianos, apresentando o potencial do extrato de romã para combate a cepas 
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resistentes a antibióticos. Ainda, se observou que as concentrações intermediárias e 

mais altas do extrato (1,9 mg/ml e 30 mg/ml) obtiveram melhor efeito antibiofilme sobre 

as mesmas cepas com destaque para as cepas isoladas de leite bovino em que o 

efeito antibiofilme foi maior, de modo que se pode investigar o potencial uso do extrato 

de romã como sanitizante considerando seu efeito antibiofilme e antimicrobiano. 

Considerando os resultados obtidos na análise fitoquimica que demonstraram 

ser a punicalagina a substância majoritária encontrada no extrato utilizado, podemos 

especular que  atividade bactericida pode estar associada a essa fitosubstância visto 

que estudos realizados por Campus (2021) terem demonstrado que a punicalagina 

promoveu a inativação de proteínas extracelulares bacterianas, pela interação com o 

grupo sulfidril e redução do pH, formação de prótons, e precipitação de proteínas do 

protoplasto e da membrana plasmática que por consequência causa mudanças em 

sua funcionalidade e perda do conteúdo citoplasmático. Além disso, ácidos elágico e 

gálico que são isômeros da punicalagina desempenham papel de modulação do 

potencial de membrana plasmática, e pela acidificação da interface promovendo 

distúrbios nas bombas e canais protêicos de membrana, que resulta na inibição de 

proteínas carreadoras de nutrientes e cofatores enzimáticos, e na consequente 

inibição do crescimento bacteriano, diminuição da resistência a agentes 

antimicrobianos e morte celular bacteriana (SARAIVA et al., 2020). 

Os compostos fenólicos de P. granatum tem efeitos de precipitação de 

proteínas, de membrana, efeitos deletérios de inativação de enzimas e inibição da 

síntese de enterotoxinas, interferência na adesão a substrato e atividade antiquorum-

sensing, sendo esses dois últimos relacionados à formação de biofilmes 

(EBRANHIMNJOD, EBADI, MONSOURI-NAJAND, 2020). Quando comparado ao 

extrato de demais plantas, o extrato (aquoso, alcóólico e hidroalcóolico) de P. 

granatum apresentou vantagens por seu efeito significativo em baixas concentrações 

principalmente quanto a agentes causadores de mastite (tanto bactérias Gram- 

positivas quanto Gram-negativas), e também contra cepas isoladas do leite e de vacas 

e também contra cepas resistentes a antibióticos como S. aureus ATCC MRSA  e  E. 

coli ATCC ESBL, por exemplo (MOSTAFA et al., 2018; EBRANHIMNJOD, EBADI, 

MONSOURI-NAJAND, 2020; KONPUTTAR et al., 2022; KASEKE et al., 2023; ADIL 

et al., 2024). 

Todos esses achados, mas os resultados obtidos com o extrato de P.granatum 

e os desinfetantes testados com apenas 30 segundos de interação, nos leva a sugerir 
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uma eficiência do extrato deP. granatum como desinfetante quando comparamos aos 

desinfetantes utilizados.  

 

Na pré-ordenha, as tetas e equipamentos precisam de uma limpeza inicial mais 

abrangente e que elimine o máximo de possíveis patógenos, como no caso das S. 

aureus presentes nas mãos dos ordenhadores ou na pele das próprias vacas, as 

concentrações dos desinfetantes nessa etapa são mais altas. Na assepsia pós- 

ordenha, cujo objetivo é manter o efeito antisséptico com o cuidado de preservar o 

bem estar das vacas recém-ordenhadas,  já que o canal das tetas fica um tempo 

aberto depois da ordenha, a utilização de uma concentração alta de desinfetantes 

poderia irritar e até mesmo provocar inflamações nos tetos, assim as concentrações 

dos desinfetantes são mais baixas, por esses motivos, na etapa de assepsia pós-

ordenha as concentrações de ambos os desinfetantes costuma ser 0,5% (LOPES et 

al., 2013; CAMPOLI et al., 2013, SAAB et al., 2014; DA FONSECA et al., 2021; 

GONÇALVES et al., 2023).  

Cabe ressaltar que se deve considerar que na fase pré-ordenha, ainda que seja 

eficiente o papel bactericida das concentrações 2,5% de hipoclorito e 2,0% de 

clorexidina, esses desinfetantes podem ser prejudiciais a   pele do animal , portanto a 

redução para concentração 0,5% assegura a abrangência e eficácia dos desinfetantes 

reduzindo a toxicidade e efeitos adversos indesejáveis já que o hipoclorito é citotóxico 

e causador de reações adversas como ulcerações e reações alérgicas  e a clorexidina, 

ainda que de baixa toxicidade, pode induzir resposta inflamatória (LOPES et al., 2013; 

CAMPOLI et al., 2013; SAAB et al., 2014; SANTOS et al., 2013; DA FONSECA et al., 

2021; GONÇALVEZ et al., 2023).  

Em contrapartida os metabólitos bioativos do extrato de P.granatum tem 

propriedades bactericidas, anti-inflamatórias e promovem a regeneração tecidual 

(BATISTA et al., 2020; MOHAMMADI et al., 2024) interessante para o contexto de 

mastite bovina, além de serem ecologicamente seguros. Além do fato, de até o 

momento não terem registros de indução a resistência bacteriana ou de citotoxicidade. 

A natureza polar dos fitoquímicos de P. granatum os torna de fácil 

solubilização/diluição/incorporação, de possível aplicação industrial visto que o chá da 

casca de romã já é utilizado no consumo humano e animal (BATISTA et al., 2020; 

GOSSET-ERARD et al., 2021; SERAFIM et al., 2020; VIDAL et al, 2023). 
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CONCLUSÃO 

 

1. O extrato hidroalcoólico decasca de P. granatum tem em seu perfil fitoquímico 

prevalência de punicalagina, ácido gálico e ácido elágico; 
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2. O extrato de P. granatum nas concentrações de 50mg/mL, 25 mg/mL e 10 

mg/mL promoveu alteração da integridade das membranas das cepas S.aureus 

e E.coli observada pela incorporação do iodeto de propídeo e liberação do 

material nuclear observada pela quantificação do DNA; 

 

3. O extrato hidroalcoólico de P. granatum na concentração de 10mg/mL por 30 

segundos promoveu alterações na estrutura da célula bacteriana de S.aureus 

e E.coli, tais como alterações da integridade da membrana, extravasamento do 

conteúdo citoplasmático e lise celular que foram observadas por MEV e MET. 

 

4. A comparação do efeito do extrato com desinfetantes comerciais 

tradicionalmente usados (hipoclorito e clorexidina) realizadas pela 

macrodiluição em caldo e a determinação das unidades formadoras de colônias 

por mililitro corrobora  o caráter promissor do extrato hidroalcoólico de casca 

de P. granatum visto sua eficácia contra as cepas testadas no estudo, 

representantes de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (E. coli e S. 

aureus, respectivamente) associadas a mastite bovina 

 
 
 
PERPECTIVAS 
 

1. Avaliar a citoxicidade das fitosubstâncias em células MAC-T pelo ensaio da 

redução do brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT). 

2. Avaliar a toxicidade das fitosubstâncias sobre as atividades de enzimas P-

450 hepáticas de camundongos. 

3. Elaboração de uma formulação com vista ao uso como sanitizante 

associado aos procedimentos pré e pós dipping. 
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ABSTRACT 

Approaches focused on improving animal health are essential strategies to increase the quality and productivity 
of the livestock sector. Bovine mastitis is a prevalent disease in dairy farming worldwide. There are various 
ways to prevent infections and mammary inflammation in cows, such as using sanitizers or disinfectants before 
and after milking to clean the cow's udder surface and reduce contamination. Chlorine-based disinfectants are 
commonly used, and in some cases, antibiotics are used to prevent mastitis. This review aimed to analyze 
scientific articles that used plants as a sanitizer for a cow's udder in the last 5 years. There were few records of 
experiments with plants for disinfecting cows' udders; a total of 10 articles and 12 plant species were mentioned, 
including twice Piper betle and Acacia nilotica. Among the classes of metabolites indicated as active are 
terpenoids, flavonoids, and tannins. Studies indicate that plant extracts exhibit antimicrobial properties. Plant-
based disinfectants promote sustainable and environmentally friendly sanitation in the livestock production 
sector, as these products are biodegradable and renewable. 
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RESUMO 

Abordagens que apostam na sanidade animal são estratégias para impulsionar a qualidade e produtividade 
do setor pecuário. A mastite bovina está entre as doenças de maior prevalência na pecuária leiteira mundial. 
Entre as estratégias utilizadas na prevenção da infecção e consequente inflamação mamária das vacas 
podemos citar os sanitizantes aplicados antes e depois da ordenha para higiene da superfície do úbere da 
vaca e reduzir as contaminações. Existem desinfetantes de uso longevo e comum como os a base de cloro, 
e até o uso de antibióticos como preventivo da mastite. O objetivo desta revisão foi fazer um levantamento 
de artigos científicos com plantas como saneante do úbere da vaca nos últimos 5 anos. Foram poucos os 
registros de experimentos com plantas para desinfecção das tetas das vacas, totalizando 10 artigos e 12 
espécies vegetais citadas, e duas vezes Piper betle e Acacia nilotica. Entre as classes de metabólitos 
indicados como ativos os terpenoides, flavonoides e taninos. Estudos mostram que extratos vegetais 
apresentam propriedades antimicrobianas. Os desinfetantes à base de plantas compactuam com uma 
proposta sustentável e de saneamento ambiental na cadeia produtiva do setor pecuário, uma vez que estes 
produtos são biodegradáveis e renováveis. 

Palavras-chave: Mastite bovina; Úbere; Assepsia da teta; Resistência a desinfetantes; Desinfetantes 
ecológicos 
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INTRODUCTION 

 

 
Sanitizers are disinfecting agents that are used to prevent, reduce, or eliminate the 

microbiological load on surfaces. The use of disinfectants to clean the teats of dairy cows 

before and after milking is a sanitary measure. This helps reduce the local microbial load 

and transmission of mastitis-causing agents in the herd (CHENG; HAN, 2020). This is an 

important safety measure in dairy management, as it has been proven to effectively 

eliminate microorganisms, especially bacteria, from the surface of tissues (LOPES et al., 

2013; BACH et al., 2019). According to EMBRAPA (Brazilian Agricultural Research 

Corporation) investing in animal health measures is strategic, especially considering that 

Brazil is one of the main livestock and milk-producing countries (BRITO et al., 2021). 

Various parameters, including concentration or dilution, temperature, exposure 

duration, organic matter presence, surface type, microorganism susceptibility, and health 

guidelines for cow handlers, affect disinfection efficacy (MORALES-UBALDO et al., 

2023). Multiple chemical disinfectants are used during sanitation procedures before and 

after milking. Since there is no perfect disinfectant product, several factors are considered 

before making a choice, such as non-toxicity for animals and humans, effective 

disinfectant properties, and cost-effectiveness. The most disinfectant used are 

chlorhexidine, iodine, sulfonic acid, chlorine, sodium hypochlorite, and chlorous acid and 

to avoid undesirable effects emollients such as glycerin, lanolin, propylene glycol, 

sorbitol, vegetable oils, minerals, and collagens are added to these substances 

(DOMINGUES, 2010; BACH et al., 2019). The main target microorganisms associated 

with bovine mastitis are Streptococcus dysgalactiae, S. uberis, Staphylococcus spp., and 

fecal coliforms such as Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Escherichia coli and 

Enterococcus spp. Some of the environmental bacterial agents are opportunistic, such as 

Pseudomonas aeruginosa and S. uberis (PERES NETO; ZAPPA, 2011; FREITAS et al. 

2020). 

Studies have compared disinfectants to standardize concentration and exposure 

time to optimize cow udder hygiene. BACH et al. (2019) reviewed the main disinfectants 

used in milking management in dairy herds. Other researchers conducted comparative 

trials applying disinfectants to bacterial cultures of strains related to bovine mastitis 

(Table 1) (RAMALHO et al. 2012, SILVA et al. 2015, PEIXOTO et al. 2015, and DE 

MENDONÇA et al. 2020). The authors carried out experimental trials with 

Staphylococcus spp. isolated from mastitis on dairy farms to different exposure times and 
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concentrations of disinfectant. RAMALHO et al. (2012) used chlorhexidine, iodine, 

chlorine, and quaternary ammonium, while SILVA et al. (2015) used the same 

disinfectants, replacing chlorine with sodium hypochlorite. The first study demonstrated 

varying susceptibility to each disinfectant at different exposure times, while the second 

study showed a 100% reduction in microbial load for all disinfectants tested after 30 and 

60 minutes of exposure (RAMALHO et al. 2012, SILVA et al. 2015). 

Ensuring proper aseptic care of cows' teats is crucial for preventing and managing 

mastitis among dairy cows. It is important to use disinfectants that meet quality standards 

and effectively reduce the quantity of microorganisms that cause bovine mastitis. 

 
Table 1 - Sanitizers commonly used in the asepsis of dairy cows' teats and the respective 

  concentrations for in vitro tests.  
 

Sanitizers  References    

 1 2 3 4 5 6 

Hypochlorite /Clorine 

(NaClO/Cl) 
NaClO 
2,5 % 

NaClO 
0,62 - 2,5 % 

- Cl 
2,5 % 

NaClO 
2,5 % 

 

** Iodine 1 a 2 % 0,5; 1 e 2 % 0,7% 0,57 % -  

Chlorhexidine 0,5 % 0,5; 1 e 2 % 2 % 2 % 2,5 %  

Lactic acid - - - - 3 %  

Quaternary ammonium - 0,17; 0,34 e 0,68 % - 4%   

Chitosan      1% 

1. BACH et al. 2019, 2. DA SILVA et al. (2014), 3. PEIXOTO et al. (2015), 4. RAMALHO et al. (2012), 
5. MENDONÇA et al. (2020), 6. ZHANG et al. (2021) 

 

Among the natural sanitizers used to treat bovine mastitis are essential oils, plant 

extracts, bacteriocins, and phyto-derivatives (BASKARAN et al., 2009; HÖFERL et al., 

2009; PIETERSE et al., 2010; MUBARACK et al., 2011). DAFERERA et al. (2003) and 

OLIVEIRA-TINTINO et al. (2018) in their work showed that substances of plant origin 

and their derivatives are a viable and efficient alternative due to the complexity of the 

structures of these substances that escape bacterial adaptations (CHENG; HAN, 2020). 

Antimicrobial resistance is a major global health concern and poses a significant 

threat to health, food, and security, according to the World Health Organization (WHO, 

2023). The search for plant products as antimicrobial agents has increased due to the 

emergence of resistance to conventional antibiotics and sanitizers, as well as the high cost 

of developing new synthetic molecules. Plants with demonstrated antimicrobial 

properties are being targeted for the development of new drugs that can overcome 
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microbial resistance and are economically viable, showing promising results 

(GUIMARÃES, 2010; NADER et al., 2018). Brazil is one of the leading countries in milk 

producer and exporter. Diseases like bovine mastitis result in significant economic losses 

and reduced production capacity (MARQUES et al. 2020, VIDAL et al. 2023). However, 

there are few scientific studies on natural products for veterinary use, especially 

concerning sanitizers for bovine udders (VIDAL et al. 2023). This review compiles 

researches on plant-based disinfectants for pre- and/or post-milking use, providing an 

overview and encouraging further research on natural sanitizers. 

 
MATERIAL AND METHODS 

This article presents the findings of research on sanitizers that are used to prevent 

bovine mastitis. Our research followed a well-defined protocol. Firstly, we selected 

relevant databases and conducted a thorough search for scientific articles published in the 

last 5 years (2019-2024). Secondly, we carefully selected articles that met our specific 

criteria. Finally, we extracted and organized the data from those articles. 

The searches were conducted in the following databases: SciELO (Scientific 

Electronic Library Online), Lilacs (Latin American and Caribbean Literature in Health 

Sciences), PubMed (National Library of Medicine), ScienceDirect and Scopus. Scientific 

article surveys were performed using a combination of keywords - “teat dipping” AND 

“plant extract”, “teat dipping” AND “natural product”, teat AND milking AND plant 

extract, teat AND dipping AND plant, milking AND “plant extract” AND sanitizer, 

milking AND “plant extract” AND disinfectant. We did not consider review articles. 

After excluding articles that did not involve cow, teat, plant, bovine mastitis, 

disinfectants, and/or sanitizers, a data table containing plant species, plant organs, extract 

types, biological assays, descriptions of tests, and bioactives was done. 

 
RESULTS AND DISCUSSION 

Cow teat disinfection was first documented in 1916, when natural mixture such 

as pineapple (Ananas comosus L. Merril) essential oils were used to reduce microbial 

proliferation (RASOOL et al., 2021). Disinfection has been a routine procedure applied 

to dairy cow since the 1960s when the National Institute for Research in Dairying (NIRD, 

England) improved methods in the dairy industry, made the first scientific evaluations 

showing the efficiency of teat disinfection to minimize bovine mastitis (VALA et al., 

2013; RASOOL et al., 2021). The decontamination process involves more than simply 
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washing with water and drying the teats. It includes immersing the teats in a disinfectant 

solution for a few seconds pre- and post-milking (Figure 1). This practice reduces the risk 

of intramammary infections, maintains the health of the teat tissue, and prevents the entry 

of microorganisms through skin lesions (VALA et al. 2013; SILVA et al. 2015). Asepsis 

products may include natural disinfectants like extracts or essential oils with 

antimicrobial properties, peptides, as well as chemical solutions such as potassium 

permanganate, zinc, copper, iodine, and others (KOVACEVIC et al., 2023). 

 
Figure 1 – Pre- and post-milking stages where the cow's teats are immersed in the sanitizing 

solution for hygiene. 

 
 

Source: Own Authorship (2024) 

 
Conventional chemical methods have been effective, but there are some important 

factors to consider. Chlorine-based detergents are commonly used for daily disinfection 

of surfaces, from household cleaning to washing fruits and vegetables. However, there 

have been reports of public health issues linked to chlorine, including a potential 

association with an increased risk of certain cancers (MEYER, 1994, SHI et al. 2024). 

Recent studies have shown that microbial communities forming biofilms can develop 

resistance to chlorine-based substances (MEHDIPOUR et al. 2023, SHAN et al. 2024). 

The addition of sodium hypochlorite increases the risk of antibiotic resistance genes 

(ARGs) to human health even after dosing was discontinued, indicating a persistent 

response (ZHANG et al., 2023). Research indicates that there are issues with iodine-based 

antiseptics, including poor tolerability, inactivation of organic matter, and the 

development of cross- and antimicrobial resistance (BARRETO et al., 2020). 

Chlorhexidine and iodine-based antiseptics are used to clean skin, wounds, and mucous 

membranes prior to surgery or other medical procedures, according to internationally 

recognized standards (KOBURGER et al., 2010). In addition to microbial resistance 

problems, there are cases of adverse effects such as allergies, irritations, and toxicity. 
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Chitosan is a non-toxic and biodegradable biopolymer alternative to disinfectant teat cows 

with sustainable characteristics (ZHANG et al., 2021). Biopolymers inhibit biofilm 

formation in mammary epithelial tissue due to toxicity to the strains or by providing a 

physical barrier that prevents infection (MORALES-UBALDO et al., 2023). 

Various types of disinfectant formulations and non-antibiotic strategies have been 

employed over the years to prevent bovine mastitis. These include aerosol sprays, 

ointments, nanocomposites, nutraceuticals, probiotics, bacteriophages, bacteriocins, 

peptides, and phytochemicals whose aim to reduce infectious processes in the teats of 

dairy cows (LOPES, 2022; TOUZA-OTERO et al., 2024). In addition to disinfectant 

products, many antibiotics are used in dry-cow therapy. They are placed in the cow's 

udder to prevent or treat initial infections, yielding satisfactory results for the animal's 

health. However, this practice increases the risk of developing microorganism resistance 

(GARCIA et al., 2019; LOPES, 2022). It is estimated that 700,000 people die annually 

due to antimicrobial resistance. In 2050, 10 million fatalities are predicted if there are no 

scientific alternatives (Neculai-Valeanu et al., 2021). 

The use of plants and their bioactive compounds in preventing bovine mastitis 

offers alternative treatments when faced with microbial resistance or other limitations. 

Additionally, there is a growing interest in developing environmentally friendly 

disinfectant products. VIDAL et al. (2023) cited a phytomedicine derived from 

Phytolacca decandra (Phytolaccaceae) and Pulsatilla nigricans (Ranunculaceae) for 

veterinary use against bovine mastitis, particularly after inflammation has occurred. Table 

2 lists the natural herbal products used for cleaning cows' teats. Some studies are 

fundamental and involve plate diffusion tests in the laboratory to assess their effectiveness 

against the causative agents of bovine mastitis. Researchers from Asian countries and 

Brazil conducted the most recent studies. The publications covered ex vivo, in vivo and in 

vitro researches. One of the plants used as a disinfectant is an aquatic macrophyte from 

the fern group (Pteridophyte) - Salvinia auriculata (Salviniaceae), with a broad 

phytoremediation profile for aquatic ecosystems (LUBIS et al., 2022). Another plant, 

Acacia nilotica (Fabaceae), mentioned in two articles, has been used for a long time in 

various medicinal systems, such as Ayurvedic, Unani and Chinese. It has multiple 

biological effects, including anti-inflammatory and antibacterial. The main secondary 

metabolites identified in its extracts are tannins (RATHER et al. 2015). Another plant 

cited in two research studies, Peper betle, has monoterpenes among its active ingredients 

in the leaves that were tested in vitro and in vivo directly on a cow's teat 
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(SUNGKATAVAT et al. 2023). Root extracts from Salvinia auriculata improved aseptic 

conditions in ex vivo test models of teats excised from killed cows (PURGATO et al. 

2023). Some commonly used plants for the sanitation of cow teats include lavender, 

rosemary, oregano, and cinnamon (Table 2). 

The bioactives of plants used to sanitize cows' udders include tannins, terpenoids 

such as cineole, eugenol, carvacrol, and thymol, as well as flavonoids (Table 2). The main 

types of plant extracts used as sanitizers are polar or essential oils. Plant extracts are 

complex mixtures containing different substances related to classes of secondary 

metabolites such as terpenoids, flavonoids, alkaloids, etc. (KHARE et al., 2020; 

VICTÓRIO et al., 2022). Variations in metabolites among species were observed in 

quality and concentration, often depending on the plant organ used. Different organs 

involved with the extracts obtained for the tests include leaves, flowers, fruits, rhizomes, 

stems, roots, and bark (Table 2). 

The evolutionary origin of plant secondary metabolism pathways involves species' 

defense responses or the promotion of benefits that culminate in reproductive and 

population survival processes to deal with the nuances of ecological conditions (KHARE 

et al., 2020; MAYNARD et al., 2020; VICTÓRIO et al., 2022). The major metabolites in 

a plant may not always correspond to the bioactive components for a particular usage, 

especially if the action is linked to the complexity of the extract and the metabolites' 

synergy or, conversely, to an isolated substance (VICTÓRIO et al., 2022). Nevertheless, 

studies using medicinal plants are guided by knowledge of secondary metabolites and 

their biological activity. 

 
CONCLUSION 

Some microorganisms pose a threat to the stability of livestock systems. Efforts 

are needed to control diseases in dairy cows and ensure high-quality production to meet 

national and international demand. Sanitary measures such as cleaning the cow's teats 

before and after milking, and guidance to cattle keepers and milkers are critical steps. 

Investing in bovine health and environmental research has contributed to 

increasing productivity and improving the country’s economy. The diverse flora provides 

a rich source of secondary metabolites with potential eco-friendly antimicrobial 

properties, and there are no reports of microbial resistance. This article presents an 

overview of plant-based sanitizers used to prevent cow mastitis and suggests further study 

in this field. 
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Table 2 - Studies on the use of natural plant-based disinfectants to control bovine mastitis from 2018 to 2024. 
 

Plant species Extract Part Biological assay Results Bioactives Ref 
Salvinia auriculata 

(Salviniaceae) 
Hexane 
(spring) 

Root powder Determination of the Minimum Inhibitory Concentration 
(MIC) to evaluate the effectiveness  of the antiseptic 

The formulation disrupted biofilms of all S. aureus 
isolates, with reduction ranging from 90 to 100% 

Stigmast-22-ene- 
3,6-dione, β- 

1 

   formulation using an excised teat model (ex vivo) and at the concentrations MIC, 2 × MIC, and 4 × MIC. sitosterol and  

   comparing it with commercial formulations.  octadecanoic acid 6  

Eucalyptus globulus 

(Myrtaceae) 

Essential oil ND An in vivo model was used, in which twenty-four dairy 
cows were found positive for subclinical mastitis, were 

Plant essential oils used as teat dips have better 
results for the reduction in somatic cell count, pH, 

ND 2 

Lavandula hybrida 

(Lamiaceae) 

 ND selected for chemotherapeutical trials after treatment 
with essential oils of Eucalyptus and Lavender at 2 and 
4% applied twice a day for 28 days. 

milk yield, and colony forming units and 
increased milk yield in Friesian dairy cattle. 

ND  

Acacia nilotica 

(Fabaceae) 

Methanol, 
chloroform, 

Fruits The Minimum Inhibitory Concentration was determined 
using the plate diffusion method. 

The results demonstrated that the aqueous and 
methanolic extracts inhibited the growth of  all 

Glycosides, 
flavonoids and 

3 

 distill water and  . microorganisms. terpenoids. The  

 petroleum ether    tannins were present  

 extracts    in methanol and  

     aqueous extracts.  

     Saponin petroleum  

     ether and methanol.  

Acacia nilotica 
(Fabaceae) 

Aqueous ND Minimal inhibition concentration (MIC) and minimum 
bactericidal concentration (MBC) tests were applied to 

The bactericidal activity of A. nilotica plant 
extract  was  compared  with  four  tested 

Saponins, 
anthraquinones, 

4 

   evaluate the sensitivity for each bacterial isolate to tested disinfectants (Tek-Trol, TH4+, Virkon S and tannins, flavonoids,  

   commercial disinfectants and A. nilotica plant extract by peracetic acid) against E. coli, S. aureus and S. terpenoids, alkaloids  

   using the broth dilution method agalactiae.    The  plant    extract  has  good and glycosides  

    antibacterial activity against isolated pathogens.   

Curcuma longa 
(Zingiberaceae) 

Methanolic Rhizome The antibacterial effects of turmeric extract in 
combination with various antiseptics (5% povidone 

After combination with turmeric extracts with Cl2 

and Chlorhexidine, a significant reduction in 
Curcumin 5 

   iodine, 0.5% v/v hydrogen peroxide (H2O2), 0.5% v/v antibacterial activity was observed against almost   

   chlorine (Cl2), and 0.5%   v/v   chlorhexidine) were all strains tested. Combination with H2O2 did not   

   determined using the agar well diffusion method reduce its antimicrobial effect.   

Piper betle 

(Piperaceae) 
Ethanolic Mature leaves The MIC and MBC values of the extract and BSP 

(bovine teat dipping solution containing P. betle extract) 
Bovine teat dipping solution containing P. betle 
extract showed strong anti-staphylococcal activity 

Hydroxychavicol 
and Eugenol 

6 

   against the clinical isolates of staphylococci were against S.   aureus,   S.   chromogenes,   and   S.   

   investigated using a broth microdilution assay haemolyticus. The extract’s MIC and MBC values   

    ranged from 0.03 to 2 mg/mL   
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Lippia origanoides 

(Verbenaceae) 

Essential oils Leaves In vivo test in which the performance of conventional 
disinfectants (chlorhexidine 1% and Iodine 2500 ppm) 
compared with the application of essential oil in 
applications before and after milking, and the milk 
samples were also subjected to microbiological analysis, 
as well as the surface of the teats and udder. 

The results revealed that the essential oil (120 
µl/mL) was efficient against microorganisms 
compared to disinfection by conventional product 
demonstrating the effectiveness of the alternative 
product in preventing new intramammary 
infections in dairy cows 

Carvacrol, Cymene 
and Methyl thymol 

ether 

7 

Piper betle 

(Piperaceae) 

Ethanolic 
extract and 
bacteriocins 
isolated from 

lactic acid 
bacteria 

Lactobacillus 

plantarum IIA- 
1A5 

Leaves The study was carried out in vivo with 12 cows selected 
during their normal lactation period, specifically from 
the 3rd to the 5th month. Teat immersion was performed 
in a liquid of iodine, betel leaf extract, or bacteriocin for 
5 sec per nipple. Teat dip treatment was applied during 
the milking process over 21 days on a dairy farm in 
Cijeruk village, BogorWest Java-Indonesia 

Treatment improved the microbiological quality 
of fresh cow's milk and reduced the incidence of 
subclinical mastitis in cow udders. Betel leaf 
extract and bacteriocin can replace the chemical 
iodine. 

Phenolic 
components 

(chavicol, hydroxyl 
chavicol), hydroxyl 
fatty acids (stearate, 
palmitic, myristic), 

and fatty acids 
(stearic and 
palmitic) 

8 

Eugenia caryophyllata 

(Myrtaceae) 

Essencial oil 
purchased from 
FERQUIMA, 

Brazil. 

ND Xanthan gum nanoemulsion (FSN) with 20% of the 
essential oils of the tested plants were tested in bacterial 
suspension of standard strains by diffusion in agar wells 
and quantitative assays on the agar surface. Three 
microbial species associated with bovine mastitis were 
tested using the following standard strains: S. aureus, E. 

coli and Candida albicans. 

The quantitative tests revealed that both FSN and 
filmogenic suspension, through simple dispersion, 
were highly effective at inhibiting the growth of 
all microorganisms at oil concentrations above 1.0 
wt%. 

Eugenol, 
Caryophyllene. 

Humulene, 
Isocaryophyllene 

9 

Origanum vulgare 

(Lamiaceae) 
ND Caryophyllene, p- 

cymene, Terpinene, 
Carvacrol 

Cinamomum cassia 
(Lauraceae) 

ND Cinnamaldehyde, 
Benzaldehyde, 

Cinnamyl Acetate 
Eucalyptus urograndis 

(Myrtaceae) 

Pyroligneous 
extract of 

Eucalyptus 

urograndis 

clone I144 (EU) 

Firewood logs 
(wood vinegar) 

The in vivo assay involved fifteen cows; specifically 
lactating females aged 3 to 6 years old. Wood vinegar 
was applied to the cows' teats for 28 days, and cellular 
debris was collected every 7 days. In vitro assays were 
conducted to determine the minimum inhibitory 
concentration using the broth microdilution method. 
Cytotoxicity was assessed by culturing bovine teat skin 
fragments and using the MTT reduction assay. 

The cells incubated with 1% pyroligneous extract 
did not show any morphological changes. In vitro 
data showed that the extract has antimicrobial 
activity against S. aureus, S. agalactiae, 
Salmonella, E. coli, and P. aeruginosa. When used 
in vivo for post-dipping of dairy cows, the extract 
reduced the microbiological load in the mammary 
glands from 4.74 to 2.54 CFU, indicating its 
potential use as an antiseptic. Furthermore, the 
extract did not exhibit toxicity in mammary gland 
cells derived from lactating 
cows, as evaluated by MTT colorimetric assay. 

Phenolic compounds 10 

 

MIC - Minimum Inhibitory Concentration — MBC - Minimum Bacterial Concentration — CRD - Completely Randomized Design. ND – not detected. References: 1. PURGATO 
et al. (2023), 2. RASOOL et al. (2021), 3. ABDALLAH et al. (2020), 4. OBID ALLAH et al. (2020), 5. CHAISRI et al. (2019), 6. SUNGKATAVAT et al. (2023), 7. 
MARCELO et al. (2020), 8. KOMALA et al. (2023), 9. BARREIROS et al. (2022). 10. DA SILVA et al. (2023). 
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