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RESUMO

A caprinocultura leiteira apesar de apresentar grandes avangos tecnoldgicos, ainda ¢ bastante
afetada pelas doencas infecciosas, como a mastite, que ¢ ainda um grande problema, causando
sérios prejuizos e necessitando de alternativas na sua prevencdo. Este trabalho objetivou
avaliar a composi¢ao fitoquimica do Extrato Etanodlico Bruto (EEB) da folha da Hymenaea
martiana, além de avaliar seu potencial antimicrobiano in vitro e in vivo. Para avaliacao
fitoquimica das folhas, estas foram preparadas para a obtencao do EEB, e entdo foi avaliada
em HPLC-DAD. Em relagdo aos estudos in vitro, foram utilizados 18 isolados de
Staphylococcus spp. oriundos de caprinos com mastite subclinica, sendo algumas cepas com
gene blaZ (n=9) e outras ndo (n=9), e quatro cepas de referéncia clinica (MRSA, ATCC
12228, ATCC 25923 e ATCC 6538). O EBB foi diluido em alcool etilico absoluto e em agua
destilada autoclavada para determinagdo da concentracdo bactericida minima (CBM),
subsidiando os estudos in vivo. Em relagdo a pesquisa in vivo, foram utilizadas 10 cabras
saanen, sendo cinco animais tratados com uma solu¢do aquosa a 5% do EEB da H. martiana e
cinco animais tratados com um produto comercial contendo 1400 ppm de cloro diluido em
agua destilada autoclavada. Estes animais entdo passaram por pré-dipping, sendo coletado um
swab de uma regido de 2cm’ no intermédio do teto antes da imersdo com os produtos
utilizados. Os tetos entdo foram submergidos por 307, apds a imersdo foram coletados swabs
do mesmo local inicial com um minuto, 30’ ¢ 60’ apds a imersdo. Para isolamento de
Staphylococcus spp., foi utilizado o meio 4dgar sangue numa concentragdo de 8%, e para a
realiza¢do da contagem de mesoéfilos aerobios totais, o0 meio PCA, ambos em estufa a 37°C
por 48h. Como resultado da avaliacdo do EEB, obteve-se a dominancia dos flavondides. Nao
houve diferenga estatistica para o extrato da folha utilizado em diferentes diluentes e também
em relagdo a presenca ou auséncia do gene blaZ (P<0,05). Quanto a atividade antisséptica do
EBB em comparacdo com o produto comercial, ambos foram eficientes na redugdao da
UFC/em®. A solugdo aquosa do extrato etandlico da folha da H. martiana apresentou a
capacidade de reduzir as contagens bacterianas totais in vivo nas superficies das glandulas
mamarias, podendo ser uma alternativa para a prevencao da mastite caprina.

Palavras-chave: Profilaxia. Caprinocultura leiteira. Fitoterapia. Mastite. Folhas.



ABSTRACT

Dairy goat despite having major technological advances, it is still quite affected by infectious
diseases such as mastitis, which is still a major problem, causing serious damage and
requiring alternatives in its prevention. The aim of this study was to evaluate the
phytochemical composition of the Crude Ethanolic Extract (CEE) of Hymenaea martiana
leaves, and to evaluate its antimicrobial potential in vitro and in vivo. For leaves
phytochemical evaluation, these were prepared to obtain the CEE, and then was evaluated in
HPLC-DAD. In the in vitro studies, 18 isolates of Staphylococcus spp. were used, arising
from goats with subclinical mastitis, with blaZ gene (n=9) and without it (n=9), and four
strains for clinical reference (MRSA, ATCC 12228, ATCC 25923 e ATCC 6538). The CEE
was diluted in absolute ethyl alcohol and autoclaveddistilled water to determine the minimum
bactericidal concentration (MBC), supporting the in vivo studies. Regarding the in vivo
research, 10 Saanen goats were used, five animals treated with a 5% aqueous solution of CEE
of H. martiana, five animals treated with a commercial product containing 1400 ppm of
chlorine diluted in autoclaved distilled water. These animals were under went to a pre-wash,
and then a swab of 2cm? was collected in through the teat before the immersion with the
products used. The teats were submerged for 30". After the immersion, swabs were collected
from the same starting location with a minute, 30' and 60' after immersion. For the isolation of
Staphylococcus spp., blood agar medium containing 8% of sheep blood was used, and for the
counting of the total mesophilic aerobic, PCA medium was used, both in a glasshouse at 37°C
for 48h. After an evaluation of CEE, a dominance of flavonoids was obtained. There was a
higher bacterial inhibition activity conferred to the extract diluted in absolute alcohol
(P<0.05). Comparing the presence or absence of blaZ gene, there was no statistical difference.
The comparison of the antiseptic activity of the CEE and the commercial product was that
both diminished the CFU/cm?. Based on these results, the aqueous solution of the ethanolic
extract of H. martiana leaves showed the capacity to reduce total bacterial counts in vivo on
the surfaces of glands, and it can be used in the prevention of goat mastitis.

Keywords: Prevention. Dairy goat. Herbal medicine. Mastitis. Leaves.
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1. INTRODUCAO

O leite de cabra ¢ um alimento de alto valor nutritivo, indicado inclusive para
individuos que sofrem de problemas digestivos e que ndo toleram o leite bovino (Langoni et
al. 2006). O prego atrativo dos produtos ¢ um dos fatores que impulsionam a caprinocultura
leiteira, permitindo a profissionalizacao dos produtores rurais (Gongalves et al. 2001). Neste
caso, a utilizacdo de caprinos leiteiros na regido Nordeste, age como um meio de fixagdo do
homem no campo, levando ao desenvolvimento da area rural, mas ndo someste isto, ocorre
deste modo o crescimento destes individuos devido a incrementagdo financeira ocorrida com

a produgao do leite e seus derivados.

Com o aprimoramento da criagdo de caprinos € o aumento na producao leiteira, tem
surgido uma maior preocupagdo com a qualidade do leite, o que requer o controle de alguns
fatores que possam alterar suas caracteristicas, ¢ o principal deles ¢ a mastite (Langoni et al.
2006). Esta ¢ uma das doencas mais difundidas entre os rebanhos leiteiros mundiais, ¢ traz
uma série de complicacdes e prejuizos, financeiros, culturais, sociais, materiais, imateriais,

para o rebanho, como para a industria leiteira e para a satde publica.

A caprinocultura leiteira ¢ uma atividade relevante para a regido do semiarido
nordestino, contudo a mastite ndo ¢ um problema local, ela possui amplitude global, e seus
prejuizos precisam ser evitados, ndo somente pelo tratamento, mas também com medidas
preventivas. Esta enfermidade ¢ caracterizada como uma inflamagdo da glandula mamaria,
provocada por um complexo de agentes etiologicos, que promovem mudangas patologicas no
tecido mamario, assim como alteragdes fisicas e quimicas no leite (Hogan et al. 1989, Harmon

1994, Ali et al. 2014 ¢ Reshi et al. 2015).

As bactérias sdo a principal causa da mastite infecciosa e ambiental, em bovinos, caprinos
e outras espécies, como exemplo de micro-organismos temos a FE.coli, Pseudomona
aeruginosa, os Streptococcus spp., as Corynebacterium spp., € a Klebsiella spp. (Sharma et al.
2012). O género Staphylococcus ¢ um dos mais prevalentes agentes etiologicos causadores da
mastite (Harmon, 1994, Sharma et al. 2012, Bergonier et al. 2014 e Ludberg et al. 2014).
Assim como o S. aureus ¢ um dos principais agentes causadores da mastite contagiosa e

ambiental (Saidi et al. 2013).

A mastite pode ser uni ou bilateral, ou seja, acomete uma ou as duas metades mamarias, e

pode ser caracterizada como clinica, de menor propor¢ao no rebanho, ou subclinica, associado
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ao maior numero de casos, bem como aos maiores prejuizos (Mavrogianni et al. 2011 e

Fragkou et al. 2014).

Deste modo ¢ possivel prevenir a mastite caprina, mantendo um processo de ordenha
higiénica, evitando que outros animais circulem durante a segregacdo dos animais, e fazendo
a manutencdo dos utensilios ali presentes. Assim como, ter cuidado com o material
empregado na filtracdo do leite, ter cuidado com a higiene do ordenhador, e dos locais de
armazenamento do leite, € ndo menos importante, um dos principais pontos de prevengao € a

limpeza da pele do teto, do ubere e do dstio.

Assim, as técnicas de higieniza¢do do teto demonstram-se como parte importante da
produgdo leiteira. O pré-dipping ¢ uma fase importante, diminuindo a microbiota presente na
pele, e fazendo com que as chances de contaminagdo do leite e seus derivados possa nao
ocorrer. Um dos fatores de desenvolvimento de mastite a contaminacao da parte externa e

proxima ao 6stio (Dingwell et al. 2003 e Langoni, 2013).

Mordmuang et al. (2015) discutem que o processo de mastite comeca depois dos
organismos passarem pelo canal do teto, e esta invasdo do teto geralmente ocorre durante a
ordenha. A utilizagdo da desinfec¢do na pré e pds-ordenha sdo muito importantes, pois o
cuidado com a higiene dos tetos e Ubere sdo fatores essenciais no controle de mastite

(Aiemsaard et al. 2011).

Neste caso, muitos produtos sao indicados, desinfetantes que por vezes, ja apresentam
limitagdes quanto a sua atividade, e podem até deixar residuos no leite. Sendo assim, a
fitoterapia torna-se uma alternativa para o uso como desinfetante, devido as propriedades
antibacterianas, anti-oxidantes e muitas outras, encontradas nas plantas medicinais e seus

derivados.

Desta forma uma das plantas que estd sendo estudada no semidrido nordestino ¢ a
Hymenaea martiana, conhecida como “jatobd”, que possui comprovada acao anti-inflamatéria
e demonstra atividade antimicrobiana frente a estirpes bacterianas, como Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, todos provenientes de producao leiteira (Aragjo et al. 2013, Cipriano
et al. 2014 e Peixoto et al. 2015). Com isto objetivou-se neste trabalho, avaliar o potencial
antimicrobiano in vitro e in vivo do extrato etandlico bruto da folha da Hymenaea martiana

Hayne como medida preventiva da mastite caprina.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mastite Caprina: aspectos gerais

2.1.1. Etiologia e epidemiologia

A caprinocultura constitue uma importante atividade em todo o mundo, seja para
producdo de carne ou leite. De acordo com FAO (2006), a quantidade de caprinos no mundo ¢
de quase 800 milhdes de cabegas. O IBGE (2012) destaca que a regido Nordeste tem cerca de
90% do efetivo caprino do pais. O estado da Bahia possui em média trés milhdes de cabecas,
seguida por Pernambuco com quase dois milhdes e Piaui com quase um milhdo e meio de
animais, sendo as principais cidades produtoras: em Floresta (PE), Casa Nova (BA) e

Petrolina (PE), 268.900, 163.236 e 135.800 respectivamente (IBGE, 2012).

A producao de leite destaca-se dentro do rebanho caprino mundial, sendo produzido
em média 14 toneladas deste produto (FAO, 2006). O leite ¢ um produto que tem seu
consumo difundido e de importancia regional, assim como, seus derivados estdo sendo
comercializados, gerando entdo uma forte alternativa de renda, e havendo com que a saude
destes animais seja um foco. Portanto os cuidados com as doengas devem ser prioridade,
tendo visto que os produtos da cadeia leiteira ndo sejam afetados e os micro-organismos

patogénicos cheguem ao consumidor (Antonio Filho et al. 2010).

Uma importante doenca que acomete caprinos leiteiros ¢ a mastite, que se apresenta
como um processo inflamatdrio que ocorre na glandula mamadria e pode ser causada por
micro-organismos incluindo bactérias, virus e fungos, assim como por traumas ou injurias
(Schmidt et al. 2009 e Marogna et al. 2010). Trata-se de uma enfermidade de dificil controle e
com significativo impacto econdmico e social, pois tem reflexo direto na producdo do animal
(Melo, 2012 e Almeida et al. 2013). Na maioria dos casos a mastite ¢ decorrente da invasao

da glandula mamaria por bactérias através do 6stio do teto (Mavrogianni et al. 2011).

A grande maioria das ocorréncias ¢ de mastite subclinica, em que sua prevaléncia ¢ em
média de 50% (Radostitis et al. 2007). Ribeiro et al. (2003) revelam que valores aceitaveis
para mastite subclinica dentro de um rebanho sdo de 15%. Neste caso ocorrem alteragdes na
composic¢ao do leite, com presen¢a ou ndo de sinais da inflamag@o no ubere (Ribeiro et al.
2003 e Tyller e Cullor, 2006). Ja na forma clinica da doenca, que se apresenta em 5% dos

casos, ha sinais evidentes de edema, aumento da temperatura, enrijecimento da glandula
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mamaria e dor, além da presenga de grumos e liberagdo de exsudatos serosos ou

sanguinolentos (Fonseca e Santos, 2000, Ribeiro et al. 2003 e Tyller e Cullor, 2006)

Assim, a ocorréncia desta enfermidade pode ter varias origens, destacando a
contaminag¢do bacteriana, como fator de principal aten¢c@o (Langoni et al. 2006). Neste caso,
varios agentes podem causar a mastite, como os Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Escherichia coli, Micrococcus spp., Pasteurella spp., Mycoplasma spp., Pseudomonas
aeruginosa, fungos, algas, protozoarios e até virus (Bergonier et al. 2003, Langoni et al. 2006

e Peixoto et al. 2009).

Jamali et al. (2015) discutem investigacdes feitas acerca das espécies de bactérias
presentes em leites e derivados. Jorgensen et al. (2005), afirmam que os S. aureus foram
isolados em cerca de 75% da populacdo de bovinos estudada, enquanto que das amostras de
leite caprino, 96% possuiam o agente. Os estafilococos obtiveram propor¢do, sendo entdo

considerados como importantes causadores da mastite caprina (Cremonesi et al. 2007).

2.1.2. Mastite caprina causada por Staphylococcus spp.

Os estafilococos estdo presentes na pele e mucosas de animais, e podem ser isolados
também do ambiente, solo e de materiais utilizados por seres humanos (Seo et al. 2008). Sao
cocos gram-positivos, possuem forma esférica, ndo apresentam esporos, € agrupam-se em
cachos, sendo também imoveis, podem ser anaérobios facultativos e tem tolerancia até 10% de
cloreto de sodio (Koneman et al. 2008). Podem ser coagulase positivo (SCP) ou negativo
(SCN) e sdo agentes etiologicos comuns da mastite caprina (Quinn et al. 1994 e Jamali et al.

2015).

De acordo com Yamamoto et al. (2010), o S. aureus colonizam a mucosa nasal de
aproximadamente 30% dos individuos. Sdo bactérias mesofilas, apresentando temperatura de
crescimento na faixa de 7°C a 47,8°C, no entanto, as enterotoxinas estafilococicas sido
produzidas entre 10°C e 46°C, sendo altas, variado entre 40°C e 45°C.

Os extremos de temperatura estdo na dependéncia dos demais parametros que devem se
encontrar em condi¢des Otimas (Subcomité de taxonomia dos Staphylococcus e Micrococcus,
1965.). Ou seja, o que aumenta as chances de que estes individuos se desenvolvam em variadas
condi¢des. De acordo com Correa et al. (2010) a identificagdo dos agentes de mastite bem
como dos fatores predisponentes e determinantes desta enfermidade se fazem necessarios para

seu controle, nos animais de produgdo leiteira.
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Neste caso, quando se fala de estafilococos causadores de mastite, o S. aureus ¢
amplamente citado (Seo et al. 2008, Yamamoto et al. 2010, Dal Pozzo et al. 2011, Cavalcante
et al. 2013, Silanikove et al. 2014 e Peixoto et al. 2015), porém outros estudos tem
demonstrando a ocorréncia de SCN também em casos de mastite subclinica (White e Hinckley,
1999 e Schmidt et al. 2009).

Welborn (1994) e Wendt et al. (1994), ja citavam os estafilococos no ciclo da mastite,
assim como Radostits et al. (2002), retravam o Staphylococcus spp. como principais causadores
da mastite caprina. Diante do exposto, Freitas et al. (2004) colocam em destaque a importancia
de se ter atencdo na mastite causada por Staphylococcus spp., pois estes produzem
enterotoxinas, que causam danos ao tecido mamario € aos consumidores. A maioria dos casos
de mastite subclinica ocorre em caprinos, sendo que os mesmos patdgenos encontrados nos

rebanhos bovinos, também sdo encontrados nos pequenos ruminantes (Silanikove et al. 2014).

Os Staphylococcus spp. sao género bacteriano mais frequentemente isolados em
infecgdes intramamarias em caprinos € que podem ser responsaveis por mais de 90% de todas
as espécies de bactérias identificadas nesta doenca (Hall e Rycroft, 2007 e Leitner et al. 2007).
O S. aureus, um dos mais importantes agentes causadores de mastite ¢ bastante encontrado,
podendo variar de 4% até 40% dos casos (Moroni et al. 2005). Peixoto et al. (2010) isolaram
cerca de 29,9% de isolados do género em questdo, os quais destes 16,9% eram S. aureus. J&

Cavalcante et al. (2013) encontraram cerca de 90,3% de isolados como sendo estafilococos.
2.2 Resisténcia aos antimicrobianos, desinfetantes e producio de biofilme

A mastite ¢ uma doenga infecciosa e que possui muitos agentes causadores, dentre eles
os estafilococos. Na prevencdo da contaminagcdo ambiental, estdo situacdes basicas de
manejo, neste caso, quando este ponto ¢ deficiente na producao animal, predispde os animais
as doengas (Prestes et al. 2002). Na linha da ordenha, os principios que orientam um correto
manejo desta, incluem, procedimentos de desinfec¢ao dos tetos antes da ordenha, estimulagao
da ejecdo e extragao higiénica do leite. Quando utilizados em conjunto, estes procedimentos
constituem a estratégia mais eficiente na preven¢ao da transmissao dos agentes contagiosos e,

em menor escala, de agentes ambientais no momento da ordenha (Fonseca e Santos, 2000).

Estas agdes ndao previnem somente a transmissdo, elas também tendem a evitar a
formacdo de biofilme. De acordo com Malheiros et al. (2010) a organizagdo das bactérias em

variadas superficies, denomina-se biofilme. E considerada uma matriz polimérica, produzida
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pelos micro-organismos e aderidas as superficies bidticas ou abiodticas (Costerton et al. 1999).
A formagao de biofilme acontece quando as células bacterianas se fixam numa superficie e
produzem substincias viscosas, que servem como ancoras celulares (Seo et al. 2008),
representando um grande problema quando se trata de desinfec¢do e prevengdo de doencas.
Francois et al. (1996) e Donlan et al. (2001), ja retratavam que os biofilmes podem se formar
em uma ampla variedade de superficies, incluindo tecidos vivos, habitando em
dispositivos/materiais médicos, tubulagdo do sistema de agua potdvel ou industrial, ou

sistemas aquaticos naturais.

O biofilme ou “slime” ¢ uma importante forma de defesa das bactérias patogénicas,
destacando-se como notavel fator de viruléncia destes individuos (Futagawa-Saito et al. 2006
e Lee, et al. 2014). Os Staphylococcus spp. se adaptam a varias superficies e temperaturas,
principalmente o S. aureus, formando biofilme e gerando processos de contaminacdo
secunddria, por contato com o material ou com o ambiente em que se encontram (Ciccio et al.
2015). Entre as espécies existentes de Staphylococcus spp., os S. aureus, S. epidermidis, S.
saprophyticus sao os que possuem o maior potencial, diversidade e patogenicidade, e os S.
aureus estdo entre os patdgenos gram positivos clinicamente mais significativos (McKenny et

al. 1998, Martineau et al. 2000, Gotz, 2002 e Jager et al. 2005).

A formagao de biofilme contribui para patogénese bacteriana em uma série de
condi¢des, como infeccdes na pele, infeccdes das vias aéreas recorrentes, osteomielite e
mastite (Brady et al. 2006, Psaltis et al. 2007, Tu Quoc et al. 2007 e Kania et al. 2008). Os
biofilmes sdo vistos como reservatdrios ambientais para agentes patogénicos, determinando
protecdo, um ambiente de crescimento e proliferacdo, indicando vantagens frente a
adversidades que possam ocorrer em determinado meio. Esta defesa microbiana, ocorre
também devido a genes ja identificados, o genes ica, que possui os locus A, B, C e D, sendo o
icaA e icaD, mais comumente encontrado nas estirpes de Staphylococcus spp (Tu Quoc et al.

2007 e Kania et al. 2008).

Assim como, os residuos de produtos desinfetantes e antibioticos acumulam-se no leite
e seus derivados, afetando negativamente o ambiente, a saide animal, a saide humana,
refletindo fortemente na economia e na saude publica (Hameed et al. 2006). O problema da
resisténcia microbiana € crescente ¢ a perspectiva de uso de drogas bactericidas no futuro ¢
incerta (Vargas et al. 2004). Sabe-se que a utilizagdo de antibidticos e sanitizantes ainda é o

principal método de controle de doengas bacterianas em rebanhos, e sua utilizacdo
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indiscriminada pode aumentar a resisténcia aos fArmacos em muitos micro-organismos (Rola

et al. 2015).

As bactérias apresentam uma versatilidade enorme para adquirir resisténcia, devido a
expansdo de seus mecanismos de acdo, e que cada vez mais se tem buscado métodos
eficientes para o diagnéstico e entendimento destes mecanismos. Em prol de utilizar o
produto bactericida adequado, os laboratorios tém investido em pesquisas de ponta, com alta

qualidade, em busca de um resultado eficaz e ndo prejudicial (Baughman, 2002).

Um dos agentes que necessita de mais atencdo sdo os micro-organimos do género
Staphylococcus. As espécies de Staphylococcus spp. resistentes a antimicrobianos
representam um problema cosmopolita, sendo o controle de sua disseminagdo um importante
desafio (Coelho et al. 2007). Assim, a vigilancia dos padrdoes de sensibilidade aos
antimicrobianos principalmente do S. aureus ¢ de grande importancia para a compreensao das

tendéncias crescentes de desenvolvimento da resisténcia (Colli et al. 2009).

Sabe-se que este agente encontra-se na pele e mucosas, € estd presente também no
ambiente dos ruminantes, sendo frequentemente associado com as mastites clinica ou
subclinica, havendo a contaminagdo dos produtos lacteos (Thoria et al. 2011). Esta bactéria ¢
considerada como o principal agente patogénico mais frequentemente ocorrendo da glandula
mamaria de vaca, cabras e ovelhas (Chaffer et al. 2003, Peixoto et al. 2009 e Fragkou et al.
2014). E fato que os S. aureus existem extracelularmente ou intracelularmente dentro da
glandula mamaria caprina (Thoria et al. 2011). Seu desenvolvimento est4 intimamente ligado
a sobrevivéncia ao substrato em que se encontra neste caso, possui mecanismos de defesas
que foram adquiridos com o tempo e fazem parte de seu genétipo. Para os S. aureus existem
os genes mecA e mecC relacionados a resisténcia aos B-lactdmicos e estes sdo comumente

encontrados (Blair et al. 2015).

Assim como relatou Wu et al. (1996), que os micro-organismos do género
Staphylococcus tem seu gene mecA de fonte desconhecida quando se trata da medicina
veterindria, embora em humanos tenha evidéncias que este gene tenha vindo do
Staphylococcus sciuri (SCN), e que em determinado momento ocorreu transferéncia
horizontal para o S. aureus. Mas nao somente o gene mec codifica resisténcia, o gene blaZ,

também se destaca, desencadeando uma inativacdo enzimatica do farmaco pela enzima f3-
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lactamase, desta forma, conferindo ao agente patoldogico em questdo um potencial de

resisténcia (Fuda et al. 2005).

A presenca do gene blaZ tem sido bem relatada em Staphylococcus spp. de bovinos e de
caes e gatos (Malik et al. 2007 e Asfour e Darwish, 2011). Porém nio somente a presenca do
gene, mas outras caracteristicas devem ser observadas, quando se fala de um agente que afeta
humanos e animais. As cepas descritas como Staphylococcus aureus meticilina-resistentes
(MRSA), podem apresentar resisténcia a um ou mais produtos farmacéuticos, representando
uma ameaga a saude publica (Spanu et al. 2012). E um patogeno que pode causar infecgdes

em varias espécies, e de grande importancia na medicina humana (Febler et al. 2010).

A cepa MRSA encontrada nos animais, cabras, vacas, parecem agir de maneira similar,
porém, o fato de MRSA ser encontrada nos animais € preocupante, pois tem um reflexo na
saude publica (Kefee, 2012). Este tipo de cepa tem sido relatado como um agente com
potencial zoondtico, indicando que véarias espécies animais como caes, gatos, bovinos,
caprinos, podem servir como reservatdrios do micro-organismo refletindo na satde publica
(Pantosti, 2012). Pesquisas sobre mastite em ruminantes encontraram cepas MRSA
circulantes nos rebanhos. (Vanderhaeghen et al. 2010, Gindonis et al. 2013 e Van Duijkeren
et al. 2014), fator preocupante para os seres humanos, ja que por varios modos, estes micro-

organismos podem estar presentes nos alimentos, sendo entdo um fator de ameaca a vida.

Assim, o S. aureus, um dos principais agentes causadores da mastite caprina, tem uma
vasta gama de fatores de viruléncia, o que pode ajudar a superar as defesas imunologicas do
hospedeiro e aumentar a gravidade de infecgdes (Kim et al. 2012 e Zecconi e Scali, 2013).
Deste modo a prevengdo, nas propriedades torna-se um processo chave na produgao leiteira e

diminuicdo das doencas infecciosas e seguranga tanto do animal quanto do homem.
2.3. Métodos de prevencio da mastite caprina

A prevengao das doencas ¢ parte crucial dentro da produgao animal, neste caso, evita-
se que ocorram perdas econdmicas e prejuizos a saude animal. Rollin e Dhuyvetterb (2015)
discutem que o planejamento do produtor diante de métodos preventivos reforga esta idéia.
Frente a bactérias como o S. aureus a vacinagdo ¢ uma alternativa de prevengdo da mastite

causada por estafilococos (Scali et al. 2015).
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Para diminuir as taxas de mastite subclinica, sugere-se que sejam aplicadas medidas de
sanitizagdo rigorosas objetivando melhorar a qualidade do leite e, assim, incrementar a
produgdo leiteira nos rebanhos. Desta forma devem-se estabelecer medidas de manejo que
possam refletir positivamente para o animal e para o produtor, prevenindo as mastites

subclinica e a clinica (Silanikove et al. 2014).

Neste caso, a higiene pré-ordenha do ubere ¢ essencial para a producao de leite de alta
qualidade, pois a presenca de sedimentos ¢ minimizada e a incidéncia da mastite ¢ reduzida
pela diminui¢@o na contagem bacteriana na pele do teto (Vliegher et al. 2012 e Cardozo et al.
2015). Isso demonstra a importancia dos procedimentos de higiene adequados em cada

ordenha (Pankey, 1989 e Goetsch et al. 2011).

Em vacas leiteiras, o pré-dipping ¢ eficaz na reducdo da carga bacteriana, sendo uma
ferramenta utilizada para reduzir a incidéncia da mastite ambiental causada por patdégenos
(Galton et al. 1988 e Skrzypek et al. 2004). Assim, a prevengdo ¢ a chave para controlar a
mastite causada por Staphylococcus spp. (Leitner et al. 2004 e Langoni, 2013). As técnicas
pré-ordenha de desinfec¢do demonstram-se com capacidade para atingir o objetivo de evitar a
contaminagdo por agentes causadores da mastite, diminuindo ou evitando prejuizos aos

produtores (Koop et al. 2012).
2.3.1. Uso do pré-dipping na linha de ordenha

Micro-organismos causadores da mastite, como S. aureus, S.epidermidis e Escherichia
coli, sdo transmitidos principalmente pelas maos dos ordenhadores e equipamentos de
ordenha (Ceballos-Marquez et al. 2013). O numero de infec¢des podem ser reduzidas
significativamente através da desinfec¢ao dos equipamentos de ordenha e antissepsia dos tetos
dos animais e das maos dos ordenhadores (Miguel et al. 2012), neste caso a ordenha deve ser
realizada em condi¢des higi€nicas adequadas, assim como também em um ambiente

apropriado.

Diversos autores t€ém estudado as formas de preparacdo do Ubere antes da ordenha,
demonstrando os efeitos benéficos de praticas sanitizantes na reducdo da contaminagdo dos
tetos e do leite (Galton et al. 1988, Brito et al. 2000 e Ceballos-Marquez et al. 2013). Uma
diminui¢do na carga bacteriana na pele do teto pré-ordenha pode ser obtida quando os tetos

sao mergulhados com um desinfetante por 30 segundos (Ceballos-Marquez et al. 2013).
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O National Mastitis Council (NMC, 1999), discute a importancia do pré-dipping,
como fator de prevencao de novos casos de infecgdes intramamarias. A principal funcdo do
pré-dipping ¢ a desinfeccdo dos tetos antes da ordenha, visando diminuir a quantidade de
micro-organismos presentes nos tetos, evitando assim uma maior contaminagao e reduzindo a
taxa de novas infec¢des (Ramalho et al. 2012). Sua utilizagdo, entdo, ¢ um processo essencial

na producao leiteira (NMC, 1999; Ramalho et al. 2012).

Os cuidados com a integridade da pele do teto constituem etapa importante no controle
e profilaxia, pois lesdes podem abrigar bactérias como S. aureus e espécies de Streptococcus
que podem causar a mastite (Amaro et al. 2011). Além do monitoramento, técnicas
preventivas que atuam na qualidade global do leite vém se mostrando satisfatorias (Amaro et
al. 2011). As boas praticas de ordenha, com procedimentos conhecidos como ordenha
higiéncia, reduzem o impacto da contaminagdo principalmente nas etapas de manipulacdo e
distribuicao do leite (Gottardi et al. 2008 e Dimech et al. 2013). Dessa forma, deve-se
entender que na obtencdo do leite cru, os principais pontos de contaminagdo microbiana
considerados sdo o interior da glandula mamadria, o exterior do ubere e do teto e os

equipamentos utilizados para ordenha e armazenamento (Yamazi et al. 2010).

Muitos produtos podem ser utilizados no pré-dipping, de acordo com o Nacional
Mastitis Council (NMC, 1999). Desinfetantes a base de iodo, ou que contenham clorexidina,
acido sulfonico, cloro, perdxidos, lauricidina, 4cido cloroso e acido latico (Medeiros et al.
2009 e Ramalho et al. 2012), produtos estes que podem gerar residuos para o leite, indicando
uma falsa adulteracdo do produto. Bons desinfetantes devem ter eficacia contra os principais
patogenos encontrados nas mastites, devem ser economicos, faceis de aplicar, e devem manter

ou promover boas condi¢des de higiene (Sartori et al. 2012).

A higieniza¢do antes da ordenha ¢ fator importante na producdo leiteira e a utilizag@o
de produtos comerciais pode acarretar a resisténcia dos micro-organismos, ou sujidades que
impecam sua agao. Assim, os fitoterapicos mostram-se capazes de serem produtos alternativos

na produgdo animal (Dimech et al. 2013).

O S. aureus, Streptococcus agalactiae e outros patdogenos sdo primariamente
encontrados no interior e¢/ou na superficie do teto e do ubere (Cardozo et al. 2015). Estes
microrganismos podem ser transferidos da superficie das teteiras para os tetos da proxima

vaca ordenhada. Isso ocorre porque na extremidade do teto hd um filme de leite capaz de dar
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suporte ao crescimento bacteriano (Nascif Junior, 2005 e Dimech et al. 2013). Se essas
bactérias nao forem destruidas prontamente, podem representar risco de infecgdo

intramamaria (Nascif Junior, 2005).
2.4. Produtos fitorerapicos na producio animal

As doencas infecciosas continuam a representar um importante desafio para a saude
publica, tanto nos paises desenvolvidos, quanto nos em desenvolvimente (Bell et al. 2013). O
uso indiscriminado desses produtos pode contribuir para o estabelecimento de infec¢des

persistentes, o que ¢ um fator limitante no tratamento de mastite (Faccin, 2013).

Plantas medicinais sdo caracterizadas a medida que um ou mais de seus 6rgdos (folha,
casca, frutos, dentre outros) possuam substancias ativas que atuem com fins terapéuticos ou
que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos (OMS, 1998). O Fitoterapico, de acordo
com a definicdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2011), ¢ "todo medicamento
tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais
com finalidade profilatica, curativa ou para fins de diagndstico, com beneficio para o
usudrio.” A fitoterapia € entdo caracterizada pelo conhecimento da eficacia e dos riscos do seu

uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (Cipriano et al. 2014).

As informagdes tuteis sobre as plantas medicinais ainda s3o passadas de uma geracao
para outra por meio de comunicagdo oral, podendo se perder algum conhecimento no decorrer
do tempo (Maregesi et al. 2007). Sendo importante a documentagdo e identificacdo destes
produtos e praticas medicinais, com o intuito de preservagdo da memoria medicinal do Pais
(Maregesi et al. 2007). Desta forma a utilizagdo das plantas medicinais simboliza, muitas
vezes, 0 Unico recurso terapéutico de muitas comunidades étnicas (Calderon et al. 2009).
Como exemplo os indigenas, que utilizam estes produtos como remédio para suas doencas e

como veneno em suas guerras e cagas (Carvalho, 2004).

As plantas tém desempenhado um papel vital no tratamento de doengas durante
séculos (Sala-Cirtog et al. 2015). Podem ser utilizadas em vérias func¢des terapéuticas como
antiparasitario, cicatrizante, antimicrobiano, repelente, antitérmico, antiinflamatoério,

antidiarréico, anti-emético e antiespasmodico (Mendonga et al. 2014).

Os produtos naturais derivados de plantas medicinais tém provado ser uma fonte

abundante de compostos biologicamente ativos, muitos dos quais tém sido a base para o
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desenvolvimento de novas substancias quimicas e de produtos farmacéuticos. Estas plantas ja
estdo sendo introduzidas nas propriedades agricolas, como alternativa para o controle de
pragas e parasitas, uma vez que em sua maioria sdo biodegradaveis e de baixa ou nenhuma

toxicidade (Palombo, 2009 e Corréa e Salgado, 2011).

A maioria dos estudos sobre a atividade antimicrobiana de extratos de plantas t€ém sido
restritas a analise da sua atividade bacteriostatica e propriedades bactericidas in vitro (Peixoto
et al. 2009, Marino et al. 2010, Lima et al. 2012 e Mendonga et al. 2014). Demonstrando a
importancia para a substitui¢do de produtos farmacéuticos e assim a diminui¢do do processo
de resisténcia. Na Etiopia, os remédios a base de plantas ainda sdo os mais importantes e, por
vezes, as Unicas fontes de terapias para quase 80% da populacdo de humanos e mais de 90%
da populagao de bovinos (Kalayou et al. 2012). Os mesmos autores avaliaram a utiliza¢do de
plantas medicinais no combate a mastite e observaram atividade antimicrobiana de varias

espécies presentes no pais.

Plantas medicinais e aromaticas sdo conhecidas por possuirem atividade antibacteriana
contra diferentes agentes patogé€nicos. Baskaran et al. (2009) e Mubarack et al. (2011) ja
relatavam tratamentos alternativos para a mastite em bovinos, ja Schiavon (2011), discute em

seu trabalho o uso de fitoterapicos para prevencao de mastite no rebanho bovino.

Em relacdo a mastite caprina, Peixoto et al. (2009) e Pozzo et al. (2011) ja relataram a
utilizacdo de fitoterdpicos nesta patologia. Assim a fitoterapia ¢ um método racional e
alopatico, baseado em evidéncias cientificas, empregado no tratamento médico de varias
patologias e que possui efeitos satisfatorios e na maioria das vezes sem efeitos colaterais

(Schulz et al. 2001, Sousa, 2008 e Lima et al. 2012).

O maior desafio na utilizagdo de extratos vegetais tem sido a identificagdo e o
estabelecimento dos efeitos exercidos pelos compostos ativos presentes nessas plantas sobre o
organismos animais, € ndo somente isto, de que forma realmente agem (Rizzo et al. 2010,
Peixoto et al. 2015 e Silva et al. 2012). Os fitoterapicos sdao comumente utilizados pela
populacdo nos tratamentos de diversas enfermidades, possuem boa aceitagcdo, o baixo custo no
preparo e na aquisi¢do sdo os principais motivos do sucesso dos fitoterapicos (Cipriano et al.

2014).
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2.4.1. Hymenaea spp. € seu potencial antimicrobiano

O género Hymenaea (Caesalpinioideae) ¢ predominante em clima neotropical com 16
espécies distribuidas a partir da América Central para América do Sul e no litoral leste da
Africa, 13 das espécies estio presentes no Brasil (Maranhio et al. 2013). Entretanto Ribeiro
(2010) relata que existem apenas 12 espécies no pais, alguns exemplos sdo a Hymenaea
aurea, H. courbaril, H. intermedia, H. maranhensis, H. martiana e H. stigonocarpa. As
espécies do género Hymenaea ocorrem na Floresta Amazonica, Caatinga, Cerrado, Floresta

Atlantica e Pantanal (Ribeiro, 2010).

As plantas de Hymenaea, popularmente conhecidas como “jatobas”, sdo arvores de
troncos retos e cilindricos, de stuber liso e de coloragdo cinza, suas folhas sdo compostas,
bifolioladas, de filotaxia alterna com estipulas e peciolo livre do lado interno, a floragdo e a
frutificacdo t€m inicio entre oito e doze anos de idade da planta, e ndo sdo necessariamente
anuais (Cipriano et al. 2014). Paes et al. (2005) relatam que as espécies desse género tem
elevado valor econdmico, devido a alta resisténcia ao ataque de insetos e fungos que

costumam destruir a madeira.

A madeira desta planta tem excelente qualidade e ¢ usada na constru¢do naval e civil
(Rizzini, 1971 e Ramos et al. 2007). As plantas desse género tém uma grande capacidade de
se adaptar em diferentes cenarios com caracteristicas edafoclimaticas, pois sdo pouco
exigentes quanto a fertilidade e umidade do solo (Melo e Mendes, 2005). Além de ser uma
planta de utilizacdo ampla em atividades manuais, os exemplares do género Hymenaea t€m

seu potencial medicinal (Agra et al. 2007).

A Hymenaea stigonocarpa, também conhecida pelo seu nome comum jatoba-do-
cerrado, ¢ uma espécie endémica do cerrado e economicamente uma arvore valiosa, que do
seu cerne foram isolados quatro grupos de flavondides e produtos de atividade antitérmica

(Oliveira et al. 2010 e Santana et al. 2010).

Assim, as plantas do genéro Hymenaea sdo utilizadas no tratamento de processos
inflamatorios e infecgdes bacterianas (Agra et al. 2007). Sa et al. (2011) ao realizarem ensaios
de atividade antimicrobiana com uma variada gama de espécimes de plantas da caatinga,
destaca que houve atividade de seus extratos etanolicos brutos diante do desafio em bactérias
gram positivas e gram negativas, confluindo com as possibilidades descritas por Agra et al.

(2007). Além disto, os melhores resultados em trabalhos destacam que uma das partes da



28

planta, onde os metabolitos estdo mais concentrados ¢ a casca do caule (Fernandes et al.

2005), metabdlitos como os compostos fenolicos, terpenos e flavonoides (Figura 1).

IS,
c |

O

Figura 1. Estrutura basica dos flavonoides. Fonte: Assimos (2014)

Na H. stignocarpa a presenca de amidos, agucares, terpenos e taninos no suber desta
planta e terpenos em suas folhas (Pinto et al. 2000 e Lorenzi e Matos, 2002). Observou-se
também a presenca de flavonodides e acido oleandlico na H. coubaril (Rossi, 2008, Bezerra,

2013 e Cipriano et al. 2014)

O género Hymenaea, estudado neste trabalho ja& demonstrou atividade antifingica e
antimicrobiana. Souza et al. (2009) avaliando extratos e fracdes hidroalcodlicas de H.
martiana sobre fungos do género Cryptococcus e sobre dermatdfitos. Como constituintes da
casca da H. martiana Hayne, presentes no quadro 1, produtos os derivados antracénicos, as
naftoquinonas e os flavondides que se apresentam como produtos de composi¢do dominante
na planta, e a H. martiana tem entdo atividade antimicrobiana (Braga et al. 2007, Zampini et

al. 2009 e Peixoto et al. 2015) .

Classes de Metabdlitos EEB
Derivados Antracénicos -+
Flavonoéides ++
Lignanas +
Mono e diterpenos +
Naftoquinonas +++
Triterpenos/Esterdides +

Quadro 1. Triagem fitoquimica do EEB da casca da H. martiana.

EEB - extrato etanolico bruto, +++ Forte presen¢a, ++ Moderada presenca e + Fraca presenca. Fonte:
Adaptado de Peixoto et al. (2015)
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana da Hymenaea martiana Hayne como medida
preventiva da mastite caprina.

3.2 Especificos

. Realizar a caracterizagdo fitoquimica do extrato etandlico bruto da folha da
Hymenaea martiana Hayne (Jatobd),

. Avaliar a Concentragdo Bactericida Minima (CBM) do extrato etanolico bruto
de Hymenaea martiana Hayne (Jatobd) frente a cepas de Staphylococcus spp. isoladas
de amostras de leite caprino provenientes de propriedades rurais do semiarido
pernambucano;

. Determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) in vitro do extrato
etandlico bruto de Hymenaea martiana Hayne (Jatobd) sobre cepas de Staphylococcus
spp. com presenca ou auséncia do gene blaZ;

o Avaliar o efeito in vivo do extrato etandlico bruto da folha de H. martiana

Hayne como desinfetante pré-ordenha de cabras leiteiras.
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Atividade antimicrobiana in vitro do extrato etandlico bruto da folha da Hymenaea martiana
Hayne frente a Staphylococcus spp. e avaliacdo de seu potencial como desinfetante em cabras?
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ABSTRACT: Vieira, D.S., Peixoto, R.M., Costa, M.M,, Freire, D. P,, Silva, T.M.G., Silva, T.M.S. 2016. [In vitro
antimicrobial activity of ethanolic extract of Hymenaea martiana Hayne leaf on strains of Staphylococcus
spp. and evaluation of its potential as a disinfectant in goats.] Atividade antimicrobiana in vitro do
extrato etandlico bruto da folha da Hymenaea martiana Hayne frente a Staphylococcus spp. e
avaliacao de seu potencial como desinfetante em cabras Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00.
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal Tropical, Universidade Federal Rural de Pernmabuco, Rua
Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois irmdos, Recife, PE 52171-900, Brazil. E-mail:
dielson.vieira@ig.com.br

This study aimed to evaluate the antimicrobial and antiseptic action of the crude ethanolic extract of
Hymenaea martiana leaves. The study was conducted at the Laboratory of Microbiology and Immunology
of UNIVASF, city of Petrolina, state o Pernambuco. The extracts were prepared using different solvents,
such as absolute ethyl alcohol and distilled water. Then, Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) techniques were used. All assays were performed in
triplicate. The average of MBC extract diluted in ethanol was 358 pg/uL, and the extract diluted in distilled
water was equal to 520.82 pg/uL. There was no difference (P<0.05) and bacterial inhibition to extract
diluted in absolute ethanol or autoclaved distilled water. Comparing the activity of the extract diluted in
ethanol and the relation with the presence of blaZ gene, it was observed that the negative strains for there
searched gene showed a MBC equal to 412.3 pg/pL in relation tothose that were positive for blaZ gene,
that was 308.80 pg/uL, and, however, there was no statistical difference. The bacterial inhibition activity
using an aqueous extract was equal for the bacteria that had or not the blaZ gene (520.82 pg/uL). Thus,
the extract diluted in absolute ethanol in autoclaved distilled water as demonstrated antimicrobial
activity, suggesting that occurred extraction of bioactive substances. Regarding the antiseptic potential, H.
martiana had the same action of chlorine, although, this acted immediately, while the chlorine action
happened properly an hour after the application. Both results pointed out that the crude ethanolic extract
of H. martiana leaves has potential to combat the proliferation of environmental and infectious bacteria,
emerging as a way to prevent mastitis.

Keywords: Udder cleaning. Natural extract. Milk quality. Milking preparation. Goats.
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Resumo

Com esse estudo objetivou avaliar a acdo antimicrobiana e antisséptica do Extrato Etanélico Bruto
da folha da H. martiana (Jatoba). O estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia e Imunologia da
UNIVASF, na cidade de Petrolina-PE. Os extratos foram preparados utilizando diferentes diluentes, sendo
estes: alcool etilico absoluto e a agua destilada. Em seguida, foi empregada a técnica da Concentracio
Inibitéria Minima (MIC) e da Concentracdo Bactericida Minima (CBM). Todos os ensaios foram realizados
em triplicata. A CBM média do extrato diluido em etanol foi de 358 pg/uL e do extrato diluido em agua
destilada foi igual a 520,82 pg/pL. Nao houve diferenca (P<0,05) quanto a inibicdo bacteriana para o
extrato diluido em alcool etilico absoluto ou agua destilada autoclavada. Ao comparar a atividade do
extrato diluido em alcool etilico absoluto e a relagdo com a presenca do gene blaZ, observou-se que os
isolados negativos para o gene pesquisado apresentaram uma CBM igual a 412,3 pg/uL, e, quando
comparadas aos que foram positivos para o gene blaZ, que foi de 308,80 pg/uL, contudo sem diferenca
estatistica. Quanto a inibicao das bactérias utilizando extrato aquoso, a atividade foi igual para as bactérias
com ou sem o gene (520,82 pg/uL). Desse modo, o extrato diluido em alcool etilico absoluto quanto em
agua destilada autoclavada demonstrou atividade antimicrobiana, sugerindo que ocorreu extracdo de
substancias bioativas. Em relagdo ao potencial antisséptico, H. martiana teve ag¢do pareada com o cloro,
contudo este agiu mais rapidamente, enquanto o cloro agiu de modo ideal com uma hora apés aplicagao,
ambos resultados destacam que o Extrato Etandlico Bruto das folhas de H. martiana possue potencial de
combate a proliferacao de bactérias ambientais e infecciosas, surgindo como uma forma de prevenir a
mastite.

Palavras-chave: Limpeza do dbere. Extrato natural. Qualidade do leite. Prepara¢do da ordenha. Caprinos.

1. Introducio

A mastite é uma enfermidade que acomete muitos rebanhos leiteiros, causando prejuizos tanto
para a saude animal, quanto para o produtor. Possui uma vasta etilogia, e entre os agentes mais isolados,
estdo os micro-organismos do género Staphylococcus (Peixoto et al. 2010), sendo também um dos
principais agentes etioldgicos da mastite subclinica.

Para o tratamento e prevenc¢ido desta doenca, foram utilizados no decorrer dos anos produtos
como antibiéticos e desinfetantes, ocorrendo entdo a selecdo de micro-organismos resistentes, o que
dificulta a gestdo do tratamento e da preven¢do da mastite em caprinos (Bhasme et al. 2013). Um dos
fatores a se observar, quando se trata de resisténcia a antibidticos, é a presenca de genes de resisténcia
nos individuos, que por ventura podem ser expressos e impedir a acdo dos produtos, e dentre eles estd o
gene blaZ (Palaniappan & Holley 2010, Wendlandt et al. 2013). Uma vez ativo, este gene promove a
inativacdo do farmaco pela enzima $-lactamase produzida por micro-organismos. Esta enzima é codificada
pelo gene blaZ, que sob o sistema de classificagdo mais simples, possui quatro classes (A, B, C e D), neste
caso uma importante defesa as -lactamases (Chen et al. 2015).

De acordo com estes fatores, as solu¢des sanitizantes tém sido estudadas, uma vez que podem
representar um importante fator de diminuicdo da inflama¢do da glandula mamaria. Neste caso, bons
desinfetantes devem ser eficazes contra os principais patégenos da glandula mamaria, ser economicos, de
facil aplicacdo, e manter ou promover boas condi¢des de higiene (Agostinho Sartori et al. 2012). Devido a
isto, ha uma busca por alternativas aos antibidticos e desinfetantes, reduzindo o risco potencial de
residuos nos alimentos e possivel promo¢do de patégenos resistentes, tais como o Staphylococcus aureus
(Klocke et al. 2010). Desta forma, deve-se considerar a utilizacdo dos fitoterapicos na produg¢io animal, os
quais sdo considerados uma importante alternativa quando se trata de prevenir e tratar doencgas (Viegi et
al. 2003, Mothana & Lindequist 2005, Albuquerque et al. 2007 e Peixoto et al. 2015).

A Hymenaea martiana Hayne esta presente no territorio brasileiro e é conhecida por seu potencial
medicinal. Peixoto et al. (2015) demonstraram seu potencial antimicrobiano in vitro e in vivo. Outras
plantas do género Hymenaea possuem capacidade bactericida citada por varios autores (Sa et al. 2011,
Dimech et al. 2013 e Aleixo et al. 2015). Diante disto, o seguinte estudo tem como objetivo avaliar a nivel
fitoquimico a composicao do extrato etanolico bruto (EEB) da folha da Hymenaea martiana, determinar a
atividade antimicrobiana deste produto frente a isolados de Staphylococcus spp. e avaliar o potencial
antiséptico do EEB in vivo.
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2. Material e Métodos

Esse trabalho passou por avaliacio do Comité de Etica em Estudos Humanos e Animais (CEUA), da
Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco, e foi aprovado sob nimero de protocolo 0001/101214.

Utilizacao e producio do extrato etandlico da folha da Hymenaea martiana Hayne. As folhas
foram coletadas de um exemplar, identificado como exsicata da planta 21868, que se encontra depositada
no Herbario Vale do Sao Francisco (HVASF). A extracao e produc¢do do extrato etanoélico bruto (EEB) da
folha da Hymenaea martiana Hayne foi realizada de acordo com metodologia descrita por Peixoto et al.
(2015), com um pequeno diferencial apés a coleta das folhas elas, passaram sete dias em estufa com
circulagdo de ar a 452C, para entdo serem maceradas e colocadas para produgio do EEB.

Anadlise do extrato das folhas de Hymenaea martiana Hayne. Para a analise por HPLC-DAD, o
extrato das folhas de Hymenaea martiana Hayne foi extraido em SPE C-18 (Extracdo em fase sdlida). O
cartucho foi previamente ativado utilizando 10 mL de metanol e 10 mL de dgua ultrapura. Cerca de 100
mg do extrato foi solubilizado em 500 pL de agua acidificada (pH=2 com HCI) e 500 uL de MeOH. Apés a
aplicacao do extrato no cartucho, foram adicionados 10 mL de dgua ultrapura e logo em seguida a fracdo
com os compostos organicos foi eluida com 10 mL de metanol. Esta fracdo metandlica foi analisada por
CLAE-DAD.

Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE-DAD. A andlise foi realizada
utilizando um cromatografo liquido de alta eficiéncia da Shimadzu Prominence LC-20AT com um detector
de arranjo de diodo (SPDM20), injetor automatico SIL-20AC, forno CTO-20A e degaseificador DGU-20A5. A
separacdo cromatografica foi feita com uma coluna Luna C-18 (250 mm x 4,6 mm x 5 pm, Phenomenex).
Foi utilizado como fase mével a mistura de H,0: 4cido féormico (99:1, Solvente A) e metanol (Solvente B),
com sistema de elui¢do: 0-10 min, 90-100 % de B, 10-30 min, 100% de B fluxo de 1,0 mL/minuto,
temperatura de 35°C e para monitoramento foi utilizado o comprimento de onda de 320nm. Para a
filtragcdo das amostras foram utilizados filtros de nylon (Whatman) 0,45 pm. Todos os solventes utilizados
foram grau HPLC.

Determinacdo da atividade antibacteriana. Neste estudo foram utilizados 22 isolados de
Staphylococcus sp., sendo 18 obtidos de casos de mastite subclinica no estado de Pernambuco (9
apresentando gene blaZ e 9 com auséncia deste gene), e trés cepas de ATCC (25923, 6538, 12228) e um
isolado clinico MRSA de origem humana. A concentragio bactericida minima (CBM), foi realizada seguindo
o padrio do documento M7-A7 (CLSI, 2012). Os extratos foram diluidos em dois diluentes, Alcool etilico
absoluto (AEA) e agua destilada autoclavada (ADA), apds diluicdo dos extratos a concentragdo de
25mg/mlL, seguiu-se a metodologia com a preparacdo do inéculo, em uma suspensdo bacteriana com
turvacdo equivalente a 0,5 da escala de Mac Farland. O material entdo foi levado a estufa a 37°C/24h, em
condi¢des de aerobiose e na seqiiéncia realizou-se a CBM, semeando o material liquido em Agar muller
hinton e devolvendo a estufa a 37°C/24h, sendo considerada eficaz a menor concentra¢do do extrato em
estudo capaz de causar a morte do inéculo. Os ensaios foram realizados em triplicata, e no estudo
utilizando alcool absoluto, foi realizado o controle deste produto.

Desinfeccao de animais naturalmente infectados com Staphylococcus spp. Foram utilizadas
10 fémeas caprinas da raca Saanen, com faixa etaria variando de 2 a 5 anos, e entre a segunda e a terceira
lactacdo. No total, fez-se a desinfeccdo em 20 metades mamadrias. Os animais foram avaliados clinicamente
(frequéncia cardiaca e respiratéria, temperatura retal e superficial, avaliagio das mucosas e da
hidratacdo) demonstrando estarem aptos ao estudo. Os animais foram negativos em trés lactoculturas
consecutivas, sendo adotado um intervalo de sete dias entre estas coletas.
Os animais foram submetidos ao pré-dipping (30 segundos de imersao), utilizando duas formas, como
segue abaixo:

Grupo 01 (5 animais) - Imersdo em solucdo de extrato hidrossoltvel da Hymenaea martiana Hayne, na
concentracgdo de 5% seguido da secagem com papel toalha descartavel (estéril).

Grupo 02 (5 animais) - Imersdo em solucdo a base de Hipoclorito Agrisept® MC Tabs (1400 ppm de
cloro) e secagem com papel toalha descartavel (estéril).

Em cada tratamento a analise da populacdo da microbiota das metades mamarias foi realizada nos
tempos um minuto, 30 minutos e uma hora, além de uma amostra controle.

A coleta dos espécimes clinicos para o isolamento e quantificacdo das UFC/cm? de cada teto foi obtido
com "swab" bacterioldgico estéril e molde de papel cartolina estéril com abertura central de 2cm por 2cm.
Para coleta, foram realizados quatro movimentos cruzados sobre uma area de 2cm? na regido mediana do
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teto evitando a regido proximal do esfincter mamario (Finger, 2001). O “swab” foi semeado em Agar
sangue ovino a 5% e submetido a estufa por 24 horas a 379C, e uma aliquota de 1mL foi administrada em
Agar Padrio de Contagem (PCA) em duplicata, seguindo apés com identificacio dos espécimes
encontrados.

Contagem e isolamento bacteriano. Ap6s o processo citado no tépico anterior, os “swabs”
foram vertidos em 5mL de dgua peptonada tamponada e transportados ao laboratério e entdo realizou-se
as diluicbes decimais sucessivas até 10* em 9mL de caldo Muller-Hinton. Posteriormente, foram
plaqueados 1 mL das amostras diluidas em placas de Petri estéreis e adicionado o meio de Contagem
Padrio em Placa (PCA). Apés homogeneizacao (pour plate), as placas foram incubadas em estufa 372C por
48 horas, quando entdo serdo contadas as unidades formadoras de colonias (UFC) bacterianas para
determinacdo da quantidade de micro-organismos totais no teto, avaliando a eficacia e acuracia das
técnicas utilizadas. Para o isolamento, o swab foi semeado em meio agar sangue ovino 8%, e a
caracterizacdo fenotipica dos agentes foi realizada de acordo com Koneman et al. (2008).

Analise dos dados. Foi realizada a técnica de estatistica descritiva por meio da distribui¢ido das
frequéncias relativa e absoluta para os achados microbioldgicos. A auséncia de normalidade dos dados foi
confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk. Dessa forma, os valores obtidos para UFC/cm? foram submetidos a
transformacdo logaritmica de base 10 (logig) para andlise estatistica, e a fun¢do antilogaritmica para
apresentacdo dos resultados. Os valores obtidos de UFC/cm? foram comparados entre os grupos (jatoba e
cloro), utilizando-se o teste T para amostras independentes e entre os tempos experimentais pela analise
de varidncia para medidas repetidas, usando o teste de Bonferroni para comparacdo de médias. Para
analise dos dados, foi utilizado o programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 20.0
para Windows.

3. Resultados

Analise fitoquimica. A anilise do cromatograma HPLC-DAD (Figura 1) permitiu sugerir que os
principais picos presentes na amostra podem ser fendélicos do tipo flavondides. Com comprimentos de
onda maximos em torno de 310 nm. Para a identificagdo dos compostos serdo necessarias outras analises
como LC-MS.

Atividade antimicrobiana in vitro. Quanto a atividade antimicrobiana do extrato etanélico bruto
(EEB) da folha da Hymenaea martiana Hayne, observou-se melhor atividade do extrato quando este foi
diluido em 4lcool etilico absoluto, demonstrando uma melhor exposicdo dos compostos bioativos
presentes. A diluicdo em agua destilada também foi relacionada ao potencial antibacteriano, porém nao
tdo eficaz quanto a diluicdo etandlica. Contudo os valores ndo diferiram estatisticamente,
demomanstrando que os dois diluentes podem ser utilizados.

Dos 22 isolados utilizados, 50% (11/22) isolados que tiveram o extrato diluido em 4agua destilada
autoclavada (ADA), tiveram sua CBM em 781,25 pg/mL. Em relagdo ao AEA a CBM foi de 390,6 pg/mL
(11/22) para 50% dos isolados, seguidos de 40,9% (9/22) dos isolados neste mesmo diluente. Quanto a
variagdo da CBM entre os diluentes, 22,7% apresentaram os mesmos valores em ambos diluentes, e 5/22
tiveram melhor resultado quando desafiados com extrado diluido em ADA. A CBM média do extrato
diluido em etanol foi de 358 pg/mL e do extrato diluido em agua destilada foi igual a 520,82 pg/mL. Ao se
comparar a atividade do extrato diluido em etanol e a relagdo com a presenga do gene blaZ, observou-se
que os isolados negativos para o gene pesquisado apresentaram uma CBM igual a 412,3 pg/mL, quando
comparou-se com aqueles que foram positivos para o gene blaZ (308,80 pg/mL), contudo sem diferenca
estatistica. Quanto a inibi¢do das bactérias utilizando extrato aquoso, a atividade foi igual para as bactérias
com ou sem os genes (520,82 pug/mL).

Como é possivel observar nas figuras 2 a presenca ou auséncia do gene blaZ, ndo é fator
determinante e nem foi observado (P<0,05) atividade do EEB frente aos Stapylococcus sp. Em relagdo a
auséncia do gene blaZ, na figura 2 (A), a CBM do EBB diluido em etanol foi de 390,6 ug/mL 78% (7/9), ja
quando diluido em ADA aproximadamente 45% dos isolados tiveram sua CBM em 781,25 pg/mL (4/9),
33% com 195,3 pg/mL e 22 % com 390,6 ug/mL. Ja na imagem B, a CBM do EEB diluido em etanol foi
195,3 pg/mL 67% (6/9) dos isolados, e ao diluir em ADA, a CBM foi 4 isolados 45% (4/9) com 781,25
pg/mL, assim como 33% com 390,6 ug/mL e 22 % com 195,3 pg/mL.

Atividade antimicrobiana in vivo. Foram testadas duas solugdes, a comercial (Agrisept® MC
Tabs) que possui 1.400 ppm de cloro, e uma solugdo com 5% do EEB da folha da Hymenaea martiana
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Hayne. Nio foi observada diferenca estatistica (P<0,05) entre os tratamentos, quanto a sua capacidade
bactericida. Porém observou-se que a H. martiana Hayne agiu prontamente assim que foi colocada em
contato com a pele do teto, diferente do produto comercial que agiu no seu potencial maximo apenas uma
hora apés a imersao (P<0,05). No Quadrol, o extrato etanélico bruto da H. martiana Hayne tem potencial
como produto bactericida, devido a sua atividade observada frente aos meséfilos presentes na pele da
teta, podendo ser utilizado com potencial para antisséptico pré-ordenha.

4. Discussao

Analise fitoquimica. De acordo com a avaliagido fitoquimica do extrato etandlico bruto (EEB) da
folha da Hymenaea martiana Hayne, obteve-se a informacdo da dominancia de trés tipos flavonoéides, que
precisam de melhores andlises por técnicas mais apuradas para sua identificagdo. Dimech et al. (2013),
também encontraram os flavondides como componentes principais ao avaliar a Hymenaea stigonocarpa
Mart. ex. Hayne, e Silva et al. (2012) relatam a dominancia do flavonéide astilbina como o principal
composto fendlico presente na H. coubaril.

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios de baixo peso molecular, amplamente distribuidos no
reino vegetal, com vdrias atividades biolégicas (Hernandez et al. 2000), que de acordo com Mishra e
Tiwari (2011), apresentam destaque como produto terapéutico, além disso estes autores afirma que as
areas de doencas infecciosas e oncologia se beneficiaram dessas numerosas classes de drogas, capazes de
interagir com muitas areas dentro das células, e de fato tém sido fundamentais na descoberta e
desenvolvimento de medicamentos. Assim como, relataram a atividade antimicrobiana de extratos brutos
que possuem flavondides em sua composicdo, frente a estirpes de S. aureus (Chattopadhay et al. 2001,
Cushnie e Lamb, 2011). Além disso, Peixoto et al. (2015), ao explorar o EEB feito com a casca da Hymenaea
martiana Hayne, observou também presenca deste composto, e ndo somente isto, também um potencial
bactericida.

Atividade antimicrobiana in vitro. O EEB da folha da Hymenaea martiana Hayne teve sua agdo
bactericida avaliada in vitro, observando-se atividade frente a isolados de S. aureus e S. epidermidis,
bactérias gram positivas comumente causadoras de mastite caprina. Os produtos naturais tém melhor
acdo sobre as bactérias gram positivas, podendo atuar de modo diferenciado nos micro-organismos
(Palaniappan & Holley, 2010).

Nesse estudo 50% (11/22) dos isolados aprresentaram CBM de 781,25 pg/mL quando diluidos
em agua destilada autoclavada. Ja quando a dilui¢do foi realizada com etanol, a CBM foi de 390,6 pg/mL
(11/22). Garcia et al. (2011) ao estudar o extrato hidrodlcoolico da H. coubaril frente a S. aureus obteve
98% de atividade da CBM em 53,25 mg/mL, assim como este trabalho demonstrando o potencial das
plantas do género Hymenaea. Neste estudo nao houve diferenca (P<0,05) quanto ao diluente utilizado.
Contudo, alguns grupos obtiveram melhor atividade ao diluir em etanol seus extratos (Schnitzler et al.
2008, Kannaiyan et al. 2012 e Peixoto et al.,, 2015). O diluente pode nio ser fator determinante na agdo do
extrato. Sa et al. (2011), obtiveram menor atividade bactericida ao desafiar S. aureus com o extrato
etanolico da H. coubaril e Aleixo et al. (2015) ao utilizar o extrato hidroetandlico. O uso do etanol na
sanitizacdo da glandula mamaria pode causar um ressecamento, em que causa danos na pele do teto e
pode deixar residuos, sendo mais indicada a utilizacdo do extrato em meio a base de agua.

Varias fragdes foram testadas do extrato da casca da Hymenaea Stigonocarpa Mart. Ex Hayne por
Dimech et al. (2013), em que a os valores de atividade antimicrobiana estiveram entre 64 e 512 ug/mL, o
que se aproxima do presente trabalho onde foram obtidos valores de 195,3 até 781,25 ug/mL ao se
utilizar uma planta do mesmo género. Justificam esta atividade frente a isolados de S. aureus, a grande
variedade de compostos fendlicos, além da presenca dos flavonéides no extrato (Dimech et al., 2013).

Estudos tém descrito que os Staphylococcus spp. possuem varios fatores de resisténcia, dentre
eles a presenca do gene blaZ, sendo caracterizados como resistentes aos beta-lactamicos (Bush e Jacoby,
2010, Chen et al. 2015). Esta resisténcia justifica a busca por compostos alternativos qua atuem tanto
sobre formas multiresistentes, como sensiveis de Staphylococcus spp. (Garcia et al. 2011). Neste estudo,
ndo se observou diferenca na atividade antimicrobiana do extrato de H. martiana Hayne frente a isolados
que possuiam ou ndo o gene blaZ. Dessa forma, isto pode ser considerado um fator positivo quando se
discute a acdo dos produtos naturais em bactérias gram positivas. Dimech et al. (2013) ao utilizarem o
extrato hidroalcoélico da casca do caule da Hymenaea Stigonocarpa Mart. Ex Hayne em S. aureus relataram
que o extrato gerou varios processos na cepa utilizada, dentre eles falhas ao inserir peptideoglicanos na
membrana externa, falha na pressdo osmotica interna, devido a agdo de produtos na membrana externa,
alteragdes nos componentes intracelulares, tais como acidos nucleicos e proteinas (Dimech et al. 2013).
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As cepas utilizadas neste trabalho tiveram do extrato diluido em meio aquoso a CBM entre 781,
25 e 195,3 pug/mlL, neste caso ocorrendo uma atividade bactericidade com valores variando de 390, 6-
195,3 ug/mL em 50% dos isolados, assim como a outra metade (11/22) obteve acdo moderada (781, 25
ug/mL). Valores dentro dos padrdes descritos por Sartoratto et al. (2004) sendo agentes de a¢do forte no
intervalo de 50-500 pg/mlL, ou de acdo moderada sendo obtidos valores de 600 até 1500 ug/mL.
Ressaltando o grande potencial de utilizacdo das plantas do género Hymenaea como antimicrobianos.

Atividade antimicrobiana in vivo. Quando comparados os dados referentes ao tratamento dos
animais entre os grupos experimentais (1.400ppm de cloro x EEB da folha da H. martiana Hayne), ndo
foram observadas diferencas estatisticas em nenhum dos momentos experimentais. Ao se observar a
atividade do EEB da folha da H. martiana diluida a 5%, um potencial como antisséptico foi evidenciado,
pois agiu de modo rapido, um minuto apds a imersao. Faz- se necessarios produtos de acdo imediata, pois
na rotina da ordenha o tempo é um fator que pode interferir na coleta e armazenamento do leite (Langoni,
2013). Devido ao fato do 6stio de liberacdo do leite estar acessivel por até duas horas (Langoni, 2013). O
esfincter do teto e o canal do teto sdo importantes barreiras primarias contra a invasdo dos patégeno
presentes no Ubere, assim é essencial que tais estruturas estejam em condi¢des fisicas e de higiene
perfeitas para prevenir a infec¢do intramamaria (Manzi et al. 2012).

0 objetivo da rotina de higiene do teto ndo é apenas para reduzir risco de infec¢io de mastite, mas
também para melhorar a qualidade do leite (Gleeson et al. 2009). A reducdo da atividade bacteriana esta
descrita no quadro 1. Neste caso, o cloro apés a imersao obteve uma redugio nas contagens bacterianas de
95% e a H. martiana de 86%. Glesson et al. (2009), obtiveram uma redu¢do de 30% ao utilizar o cloro
como desinfetante pré-ordenha. A realizagdo do pré-dipping reduz em 50% a incidéncia de ocorrer
mastite causada por patégenos ambientais (Oliver et al. 1993). Sendo que no presente trabalho a redugio
foi em média de 80%. Assim o pré-dipping é uma importante ferramenta para controle dos patégenos
causadores da mastite em rebanhos leiteiros, e assim ser fundamental na prevencao de doencas de origem
ambiental e infecciosa (Gibson et al. 2008, Gleeson et al. 2009 e Kamal e Bayoumi, 2015).

O cloro e a H. martiana agiram com uma hora apés a imersdo dos tetos, mantendo a redugio de
UFC/cm? de 98% e 89% respectivamente. Fator muito importante, ja que o 6stio de saida do leite fica
aberto durante este tempo, ajudando na prevencdo da mastite poés-ordenha (Langoni, 2013). O tempo de
acdo dos produtos deve ser compativel ao manejo que os animais sao submetidos e nao devem possuir
efeito colateral sobre a pele do animal e muito menos deixar residuo no leite (Gleeson et al. 2009 e
Langoni, 2013).

A atividade do extrato utilizado como sanitizante é importante, pois reforca a capacidade de
utilizacdo dos produtos naturais pela populagio, e os seguintes autores Mishra e Tiwari (2011), Cipriano
et al. (2014) e Peixoto et al. (2015) justificam este potencial pela complexidade de compostos presentes
em um extrato de planta, favorecendo sua utilizacdo na produc¢ao animal. Thoria et al. (2011), reportam
que mais estudos, bioquimicos e intrinsecos por exemplo, devem ser realizados devido ao formato
mesclado dos extratos de plantas. Dimech et al. (2013) encontraram altera¢des a nivel de DNA em S. aures
desafiadas com Hymenaea Stigonocarpa Mart. Ex Hayne. Assim como o sinergismo entre antimicrobianos,
conseguiu produzir em cepas MRSA alteracdo na sintese da parede celular, neste caso, a juncio de
produtos de modo controlado pode afetar a sobrevivéncia e patogenia do Staphylococcus spp. (Gonzales et
al. 2015).

O cloro tem eficicia comprovada, tanto na rotina pratica como em estudos laboratoriais
(Magnusson et al. 2006, Gibson et al. 2008 e Jaenish et al. 2010). Porém este nao foi tdo efeitvo, quando
utilizado frente a leveduras, e na presenca de 10% de matéria organica (Coutinho et al. 2012). Em relagdo
ao S. aureus, o cloro foi eficaz em estudos in vitro, na concentracdo de 1%. O melhor efeito do cloro na
limpeza da pele do teto pode nio estar relacionado oas seus principios ativos, e sim a forma como os
procedimentos de aplicacdo sdo realizados (Magnusson et al. 2006 e Gibson et al. 2008). Porém sua
utilizacdo deve ser limitada, pois sua presenga no leite pode indicar fraude de acordo com a IN 62, e de
acordo com a WHO (2008), é um produto que gera nos micro-organismos o desenvolvimento da
resisténcia.

0 hipoclorito, assim como os produtos a base de iodo, a clorexidine, sdo comumente indicados
como sanitizantes na prevenc¢do da mastite, contudo estes produtos tém atividade diminuida na presenca
de material biolégico e desencadeiam a selecdo de micro-organismos resistentes, ndo sendo entdo uma
alternativa nestes casos (Gibson et al. 2008, Jaenisch et al, 2010 e Coutinho et al. 2012). Isto refor¢a o
potencial alternativo a ser explorado dos produtos naturais, com a finalidade de profilaxia da mastite
caprina.

A reducao da log/UFC do AGRISEPT® foi de 3, resultados melhores do que os obtidos por Kamal e
Bayoumi (2015), que obtiveram uma reducdo de 1 log, destacando mesmo assim a importancia do pré-
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dipping na diminuicdo de patégenos ambientais presentes no teto. A acdo de limpar os animais promove
uma diminuicdo dos mesoéfilos aerdébios no teto, diminuindo consequentemente as chances de
contaminacgdo do leite e dos tanques de armazenamento (Elmoslemany et al. 2010 e Bava et al. 2011). A
higiene do Ubere é importante porque influencia na qualidade do leite e é relacionada a ocorréncia de
patégenos, especialmente os ambientais (Manzi et al. 2012).

Um grande desafio para a industria de laticinios é a necessidade de se reduzir o uso de compostos
antimicrobianos em animais produtores de alimentos (Mukherjee et al. 2010). Assim, a utilizacdo de
fitoterapicos demonstra-se com capacidade de diminuir a populagdo bacteriana no teto, como foi
observado nesta pesquisa.

5. Conclusbdes

Ao utilizar o Extrato Etanélico Bruto da folha da H. martiana Hayne foi possivel observar que ha
um potencial como desinfetante, mostrando que o fitoterapico pode ser uma alternativa na prevengio da
mastite caprina, além disto, ha na sua composi¢do os flavonéides, quem fazem parte deste processo de
acdo antimicrobiana. Sendo assim, utilizar o extrato produzido da folha da H. martiana Hayne, é uma
alternativa ao usar outras partes da planta como produto terapéutico e profilatico.

Agradecimentos: Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal do Ensino Superior (CAPES).
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Lista de Tabela (Quadros)

Quadro 1. Médias obtidas para UFC/cm? nos diferentes tempos experimentais em cabras tratadas duas
solucgdes diferentes, 2015.

Para cada momento, valores seguidos por letras maitisculas iguais nao diferem entre si (P > 0,05);

Para cada grupo, valores seguidos por letras mintisculas iguais nao diferem entre si (P > 0,05);

TO- tempo sem imersdo (controle), T1- UFC/cm2 apds um minuto de ocorrida a imersio; T2- UFC/cm?2
apods 30 minutos de ocorrida a imersao e T3- UFC/cm2 ap6s uma hora de ocorrida a imersao.

Lista de Figuras
Figura 1. Cromatograma (HPLC-DAD em 310nm) do extrato etandlico das folhas de Hymenaea martiana
Hayne.

Figura 2: Comparacdo da Concentracdo Bactericida Minima entre isolados sdo blaZ positivo ou blaZ
negativo e dois diluentes utilizados no EEB da H. martiana. Na figura A ha a comparacio entre os diluentes
utilizados e os isolados que ndo possuem o gene blaZ. Na figura B ha a comparacdo entre os diluentes
utilizados e os isolados que possuem o gene blaZ.

Quadro 1.
TO T1 T2 T3
Jatoba 16 x1034a 2,3 x1034b 2,1x 1034Ab 1,6x 1034b
Cloro 9,7x103 4a 4,7x102Aab 4,4x102 Aab 2,3x1034b
Figura 1.
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4. CONCLUSOES

Os flavonodides se mostraram como produtos dominantes no EEB da folha da
Hymenaea martiana Hayne, porém s3o necessarias técnicas mais apuradas para melhor
caracterizacdo. O EEB seja diluido em é4gua destilada autoclavada ou em élcool absoluto,
demonstrou atividade antimicrobiana frente a cepas de Staphylococcus spp. Quanto aos
isolados possuirem ou nao o gene blaZ ndo se destacou como fator determinante na
quantificagdo da CBM. Nas condic¢des deste estudo, a solugdo elaborada a partir do extrato
etandlico da planta H. martiana Hayne (jatobd) apresentou a capacidade de reduzir as
contagens bacterianas na pele dos tetos, obtendo atividade pareada com o produto comercial a
base de hipoclorito. Assim, a utlizacdo de produtos naturais na medicina veterinaria, ¢ uma
alternativa na prevencao das doengas infecciosas e ambientais causadas por micro-

organismos.
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