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RESUMO 
A caprinocultura leiteira apesar de apresentar grandes avanços tecnológicos, ainda é bastante 
afetada pelas doenças infecciosas, como a mastite, que é ainda um grande problema, causando 
sérios prejuízos e necessitando de alternativas na sua prevenção. Este trabalho objetivou 
avaliar a composição fitoquímica do Extrato Etanólico Bruto (EEB) da folha da Hymenaea 
martiana, além de avaliar seu potencial antimicrobiano in vitro e in vivo. Para avaliação 
fitoquímica das folhas, estas foram preparadas para a obtenção do EEB, e então foi avaliada 
em HPLC-DAD. Em relação aos estudos in vitro, foram utilizados 18 isolados de 
Staphylococcus spp. oriundos de caprinos com mastite subclínica, sendo algumas cepas com 
gene blaZ (n=9) e outras não (n=9), e quatro cepas de referência clínica (MRSA, ATCC 
12228, ATCC 25923 e ATCC 6538). O EBB foi diluído em álcool etílico absoluto e em água 
destilada autoclavada para determinação da concentração bactericida mínima (CBM), 
subsidiando os estudos in vivo. Em relação à pesquisa in vivo, foram utilizadas 10 cabras 
saanen, sendo cinco animais tratados com uma solução aquosa a 5% do EEB da H. martiana e 
cinco animais tratados com um produto comercial contendo 1400 ppm de cloro diluído em 
água destilada autoclavada. Estes animais então passaram por pré-dipping, sendo coletado um 
swab de uma região de 2cm2 no intermédio do teto antes da imersão com os produtos 
utilizados. Os tetos então foram submergidos por 30”, após a imersão foram coletados swabs 
do mesmo local inicial com um minuto, 30’ e 60’ após a imersão. Para isolamento de 
Staphylococcus spp., foi utilizado o meio ágar sangue numa concentração de 8%, e para a 
realização da contagem de mesófilos aeróbios totais, o meio PCA, ambos em estufa a 37ºC 
por 48h. Como resultado da avaliação do EEB, obteve-se a dominância dos flavonóides. Não 
houve diferença estatística para o extrato da folha utilizado em diferentes diluentes e também 
em relação a presença ou ausência do gene blaZ (P<0,05). Quanto à atividade antisséptica do 
EBB em comparação com o produto comercial, ambos foram eficientes na redução da 
UFC/cm2. A solução aquosa do extrato etanólico da folha da H. martiana apresentou a 
capacidade de reduzir as contagens bacterianas totais in vivo nas superfícies das glândulas 
mamárias, podendo ser uma alternativa para a prevenção 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 2cm² 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/cm². 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. INTRODUÇÃO 

O leite de cabra é um alimento de alto valor nutritivo, indicado inclusive para 
indivíduos que sofrem de problemas digestivos e que não toleram o leite bovino (Langoni et 
al. 2006). O preço atrativo dos produtos é um dos fatores que impulsionam a caprinocultura 
leiteira, permitindo a profissionalização dos produtores rurais (Gonçalves et al. 2001). Neste 
caso, a utilização de caprinos leiteiros na região Nordeste, age como um meio de fixação do 
homem no campo, levando ao desenvolvimento da área rural, mas não someste isto, ocorre 
deste modo o crescimento destes indivíduos devido à incrementação financeira ocorrida com 
a produção do leite e seus derivados. 

Com o aprimoramento da criação de caprinos e o aumento na produção leiteira, tem 
surgido uma maior preocupação com a qualidade do leite, o que requer o controle de alguns 
fatores que possam alterar suas características, e o principal deles é a mastite (Langoni et al. 
2006). Esta é uma das doenças mais difundidas entre os rebanhos leiteiros mundiais, e traz 
uma série de complicações e prejuízos, financeiros, culturais, sociais, materiais, imateriais, 
para o rebanho, como para a indústria leiteira e para a saúde pública. 

A caprinocultura leiteira é uma atividade relevante para a região do semiárido 
nordestino, contudo a mastite não é um problema local, ela possui amplitude global, e seus 
prejuízos precisam ser evitados, não somente pelo tratamento, mas também com medidas 
preventivas. Esta enfermidade é caracterizada como uma inflamação da glândula mamária, 
provocada por um complexo de agentes etiológicos, que promovem mudanças patológicas no 
tecido mamário, assim como alterações físicas e químicas no leite (Hogan et al. 1989, Harmon 
1994, Ali et al. 2014 e Reshi et al. 2015).   

As bactérias são a principal causa da mastite infecciosa e ambiental, em bovinos, caprinos 
e outras espécies, como exemplo de micro-organismos temos a E.coli, Pseudomona 
aeruginosa, os Streptococcus spp., as Corynebacterium spp., e a Klebsiella spp. (Sharma et al. 
2012). O gênero Staphylococcus é um dos mais prevalentes agentes etiológicos causadores da 
mastite (Harmon, 1994, Sharma et al. 2012, Bergonier et al. 2014 e Ludberg et al. 2014). 
Assim como o S. aureus é 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 mamárias, e 
pode ser caracterizada como clínica, de menor proporção no rebanho, ou subclínica, associado 
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ao maior número de casos, bem como aos maiores prejuízos (Mavrogianni et al. 2011 e 
Fragkou et al. 2014). 

 Deste modo é possível prevenir a mastite caprina, mantendo um processo de ordenha 
higiênica, evitando que outros animais circulem durante a segregação dos animais, e fazendo 
a manutenção dos utensílios ali presentes. Assim como, ter cuidado com o material 
empregado na filtração do leite, ter cuidado com a higiene do ordenhador, e dos locais de 
armazenamento do leite, e não menos importante, um dos principais pontos de prevenção é a 
limpeza da pele do teto, do úbere e do óstio. 

Assim, as técnicas de higienização do teto demonstram-se como parte importante da 
produção leiteira. O pré-dipping é uma fase importante, diminuindo a microbiota presente na 
pele, e fazendo com que as chances de contaminação do leite e seus derivados possa não 
ocorrer. Um dos fatores de desenvolvimento de mastite a contaminação da parte externa e 
próxima ao óstio (Dingwell et al. 2003 e Langoni, 2013).  

Mordmuang et al. (2015) discutem que o processo de mastite começa depois dos 
organismos passarem pelo canal do teto, e esta invasão do teto geralmente ocorre durante a 
ordenha. A utilização da desinfecção na pré e pós-ordenha são muito importantes, pois o 
cuidado com a higiene dos tetos e úbere são fatores essenciais no controle de mastite 
(Aiemsaard et al. 2011).  

Neste caso, muitos produtos são indicados, desinfetantes que por vezes, já apresentam 
limitações quanto a sua atividade, e podem até deixar resíduos 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 está sendo estudada no semiárido nordestino é a 
Hymenaea martiana, conhecida como “jatobá”, que possui comprovada ação anti-inflamatória 
e demonstra atividade antimicrobiana frente a estirpes bacterianas, como Escherichia coli e 
Staphylococcus aureus, todos provenientes de produção leiteira (Araújo 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 etanólico bruto da folha da Hymenaea martiana 
Hayne como medida preventiva da mastite caprina. 
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2. REVISÃO 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 
produção de carne ou leite. De acordo com FAO (2006), a quantidade de caprinos no mundo é 
de quase 800 milhões de cabeças. O IBGE (2012) destaca que a região Nordeste tem cerca de 
90% do efetivo caprino do país. O estado da Bahia possui em média três milhões de cabeças, 
seguida por Pernambuco com quase dois milhões e Piauí com quase um milhão 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 produção de leite destaca-se dentro do rebanho caprino mundial, sendo produzido 
em média 14 toneladas deste produto (FAO, 2006). O leite é um produto que tem seu 
consumo difundido e de importância regional, assim como, seus derivados estão sendo 
comercializados, gerando então uma forte alternativa de renda, e havendo com que a saúde 
destes animais seja um foco. Portanto os cuidados com as doenças devem ser prioridade, 
tendo visto que os produtos da cadeia leiteira não sejam afetados e os micro-organismos 
patogênicos cheguem ao consumidor (Antonio Filho et al. 2010). 

Uma importante doença que acomete caprinos leiteiros é a mastite, que se apresenta 
como um processo inflamatório que ocorre na glândula mamária e pode ser causada por 
micro-organismos incluindo bactérias, vírus e fungos, assim como por traumas ou injúrias 
(Schmidt et al. 2009 e Marogna et al.  2010). Trata-se de uma enfermidade de difícil controle e 
com significativo impacto econômico e social, pois tem reflexo direto na produção do animal 
(Melo, 2012 e Almeida et al. 2013). Na maioria dos casos a mastite é decorrente da invasão 
da glândula mamária por bactérias através do óstio do teto (Mavrogianni et al. 2011). 

A grande maioria das ocorrências é de mastite subclínica, em que sua prevalência é em 
média de 50% (Radostitis et al. 2007). Ribeiro et al. (2003) revelam que valores aceitáveis 
para mastite subclínica dentro de um rebanho são de 15%. Neste caso ocorrem alterações na 
composição do leite, com presença ou não de sinais da inflamação no úbere (Ribeiro et al. 
2003 e Tyller e Cullor, 2006). Já na forma clínica da doença, que se apresenta em 5% dos 
casos, há sinais evidentes de edema, aumento da temperatura, enrijecimento da glândula 
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mamária e dor, além da presença de grumos e liberação de exsudatos serosos ou 
sanguinolentos (Fonseca e Santos, 2000, Ribeiro et al. 2003 e Tyller e Cullor, 2006) 

Assim, a ocorrência desta enfermidade pode ter várias origens, destacando a 
contaminação bacteriana, como fator de principal atenção (Langoni et al. 2006). Neste caso, 
vários agentes podem causar a mastite, como os Staphylococcus spp., Streptococcus spp., 
Escherichia coli, Micrococcus spp., Pasteurella spp., Mycoplasma spp., Pseudomonas 
aeruginosa, fungos, algas, protozoários e até vírus (Bergonier et al. 2003, Langoni et al. 2006 
e Peixoto et al. 2009).  

Jamali et al. (2015) discutem investigações 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 população de bovinos estudada, enquanto que das amostras de 
leite caprino, 96% possuíam o agente. Os estafilococos obtiveram proporção, sendo então 
considerados como importantes causadores da mastite caprina (Cremonesi et al. 2007). 
2.1.2. Mastite caprina causada por Staphylococcus spp. 

Os estafilococos estão 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). São 
cocos gram-positivos, possuem forma esférica, não apresentam esporos, e agrupam-se em 
cachos, sendo também imóveis, podem ser anaérobios facultativos e tem tolerância até 10% de 
cloreto de sódio (Koneman et al. 2008). Podem ser coagulase positivo (SCP) ou negativo 
(SCN) e são agentes etiológicos 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 indivíduos. São bactérias mesófilas, apresentando temperatura de 
crescimento na faixa de 7ºC a 47,8ºC, no entanto, as enterotoxinas estafilocócicas são 
produzidas entre 10ºC e 46ºC, sendo altas, variado entre 40ºC e 45ºC.  

Os extremos de temperatura estão na dependência dos demais parâmetros que devem se 
encontrar em condições ótimas (Subcomitê de taxonomia dos Staphylococcus e Micrococcus, 
1965.). Ou seja, o que aumenta as chances de que estes indivíduos se desenvolvam em variadas 
condições. De acordo com Correa et al. (2010) a identificação dos agentes de mastite bem 
como dos fatores predisponentes e determinantes desta enfermidade se fazem necessários para 
seu controle, nos animais de produção leiteira.  
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Neste caso, quando se fala de estafilococos causadores de mastite, o S. aureus é 
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 ocorrência de SCN também em casos de mastite subclínica (White e Hinckley, 
1999 e Schmidt et al. 2009).  

Welborn (1994) e Wendt et al. (1994), já 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 importância 
de se ter atenção na mastite causada por Staphylococcus spp., pois estes produzem 
enterotoxinas, que causam danos ao tecido mamário e aos consumidores. A maioria dos casos 
de mastite subclínica ocorre em caprinos, sendo que os mesmos patógenos encontrados nos 
rebanhos bovinos, também são encontrados nos pequenos ruminantes (Silanikove et al. 2014). 

 Os Staphylococcus spp. são gênero bacteriano mais frequentemente isolados em 
infecções intramamárias em caprinos e que podem ser responsáveis por mais de 90% de todas 
as espécies de bactérias identificadas nesta doença (Hall e Rycroft, 2007 e Leitner et al. 2007). 
O S. aureus, um dos mais importantes agentes causadores de mastite é 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 gênero em questão, os quais destes 16,9% eram S. aureus. Já 
Cavalcante et al. (2013) encontraram cerca de 90,3% de isolados como sendo estafilococos.  

2.2 Resistência aos antimicrobianos, desinfetantes e produção de biofilme 
A mastite é uma doença infecciosa e que possui muitos agentes causadores, dentre eles 

os estafilococos. Na prevenção da contaminação ambiental, estão situações básicas de 
manejo, neste caso, quando este ponto é deficiente na produção animal, predispõe os animais 
às doenças (Prestes et al. 2002). Na linha da ordenha, os princípios que orientam um correto 
manejo desta, incluem, procedimentos de desinfecção dos tetos antes da ordenha, estimulação 
da ejeção e extração higiênica do leite. Quando utilizados em conjunto, estes procedimentos 
constituem a estratégia mais eficiente na prevenção da transmissão dos agentes contagiosos e, 
em menor escala, de agentes ambientais no momento da ordenha (Fonseca e Santos, 2000).  

Estas ações não previnem somente a transmissão, elas também tendem a evitar a 
formação de biofilme. De acordo com Malheiros et al. (2010) a organização das bactérias em 
variadas superfícies, denomina-se biofilme. É considerada uma matriz polimérica, produzida 



20 
 
pelos micro-organismos e aderidas às superfícies bióticas ou abióticas (Costerton et al. 1999). 
A formação de biofilme acontece quando as células bacterianas se fixam numa superfície e 
produzem substâncias viscosas, que servem como âncoras celulares (Seo et al. 2008), 
representando um grande problema quando se trata de desinfecção e prevenção de doenças. 
François et al. (1996) e Donlan et al. (2001), já retratavam que os biofilmes podem se formar 
em uma ampla variedade de superfícies, incluindo tecidos vivos, habitando em 
dispositivos/materiais médicos, tubulação do sistema de água potável ou industrial, ou 
sistemas aquáticos naturais.   

O biofilme ou “slime” é uma importante forma de defesa das bactérias patogênicas, 
destacando-se como notável fator de virulência destes indivíduos (Futagawa-Saito et al. 2006 
e  Lee, et al. 2014). Os Staphylococcus spp. se adaptam a várias superfícies e temperaturas, 
principalmente o S. aureus, formando biofilme e gerando processos de contaminação 
secundária, 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 são os que possuem o maior potencial, diversidade e patogenicidade, e os S. 
aureus estão entre os patógenos gram positivos clinicamente mais significativos (McKenny et 
al. 1998, Martineau et al. 2000, Gotz, 2002 e Jager et al. 2005).  

A formação de biofilme contribui para patogênese bacteriana em uma série de 
condições, como infecções na pele, infecções 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 são vistos como reservatórios ambientais para agentes patogénicos, determinando 
proteção, um ambiente de crescimento e proliferação, indicando vantagens frente a 
adversidades que possam ocorrer em determinado meio. Esta defesa microbiana, ocorre 
também devido a genes já 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 resíduos de produtos desinfetantes e antibióticos acumulam-se no leite 
e seus derivados, afetando negativamente o ambiente, a saúde animal, a saúde humana, 
refletindo fortemente na economia e na saúde pública (Hameed et al. 2006). O problema da 
resistência microbiana é crescente e a perspectiva de uso de drogas bactericidas no futuro é 
incerta (Vargas et al. 2004). Sabe-se que a utilização de antibióticos e sanitizantes ainda é o 
principal método de controle de doenças bacterianas em rebanhos, e sua utilização 
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indiscriminada pode aumentar a resistência aos fármacos em muitos micro-organismos (Rola 
et al. 2015).  

As bactérias apresentam uma versatilidade enorme para adquirir resistência, devido à 
expansão de seus mecanismos de ação, e que cada vez mais se tem buscado métodos 
eficientes para o diagnóstico e entendimento destes mecanismos. Em prol de utilizar o 
produto bactericida adequado, os laboratórios têm investido em pesquisas de ponta, com alta 
qualidade, em busca de um resultado eficaz e não prejudicial (Baughman, 2002). 

Um dos agentes que necessita de mais atenção são os micro-organimos do gênero 
Staphylococcus. As espécies de Staphylococcus spp. resistentes a antimicrobianos 
representam um problema cosmopolita, sendo o controle de sua disseminação um importante 
desafio (Coelho et al. 2007). Assim, a vigilância dos padrões de sensibilidade aos 
antimicrobianos principalmente do S. aureus é de grande importância para a compreensão das 
tendências crescentes de desenvolvimento da resistência (Colli et al. 2009). 

Sabe-se que este agente encontra-se na pele e mucosas, e está presente também no 
ambiente dos ruminantes, sendo frequentemente associado com as mastites clínica ou 
subclínica, havendo a contaminação dos produtos lácteos (Thoria et al. 2011). Esta bactéria é 
considerada como o principal agente patogénico mais frequentemente ocorrendo da glândula 
mamária de vaca, cabras e ovelhas (Chaffer et al. 2003, Peixoto et al. 2009 e Fragkou et al. 
2014). É fato que os S. aureus existem extracelularmente ou intracelularmente dentro da 
glândula mamária caprina (Thoria et al. 2011). Seu desenvolvimento está intimamente ligado 
a sobrevivência ao substrato em que se encontra neste caso, possui mecanismos de defesas 
que foram adquiridos com o tempo e fazem parte de seu genótipo. Para os S. aureus existem 
os genes mecA e mecC relacionados a resistência aos β-lactâmicos e estes são comumente 
encontrados (Blair et al. 2015).  

Assim como relatou Wu et al. (1996), que os micro-organismos do gênero 
Staphylococcus tem seu gene mecA de fonte desconhecida quando se trata da medicina 
veterinária, embora em humanos tenha evidências que este gene tenha vindo do 
Staphylococcus sciuri (SCN), e que em determinado momento ocorreu transferência 
horizontal para o S. aureus. Mas não somente o gene mec codifica resistência, o gene blaZ, 
também se destaca, desencadeando uma inativação enzimática do fármaco pela enzima β-
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lactamase, desta forma, conferindo ao agente patológico em questão um potencial de 
resistência (Fuda et al. 2005).  

A presença do gene blaZ tem sido bem relatada em Staphylococcus spp. de bovinos e de 
cães e gatos (Malik et al. 2007 e Asfour e Darwish, 2011). Porém não somente a presença do 
gene, mas outras características 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 resistência a um ou mais produtos farmacêuticos, representando 
uma ameaça a saúde pública (Spanu et al. 2012). É um patógeno que pode causar infecções 
em várias espécies, e de grande importância 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 é preocupante, pois tem um reflexo na 
saúde pública (Kefee, 2012). Este tipo de cepa tem sido relatado como um agente com 
potencial zoonótico, indicando que várias espécies animais como cães, gatos, bovinos, 
caprinos, podem servir como reservatórios do micro-organismo refletindo na saúde pública 
(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, já que por vários modos, estes micro-
organismos podem estar presentes nos alimentos, sendo então um fator de ameaça a vida. 

Assim, o S. aureus, um dos principais agentes causadores da mastite caprina, tem uma 
vasta gama de fatores de virulência, o que pode ajudar a superar as defesas imunológicas do 
hospedeiro e aumentar a gravidade de infecções (Kim et al. 2012 e Zecconi e Scali, 2013). 
Deste modo a prevenção, nas propriedades torna-se um processo chave na produção leiteira e 
diminuição das doenças infecciosas e segurança tanto do animal quanto do homem. 
2.3. Métodos de prevenção da mastite caprina 

A prevenção das doenças é parte crucial dentro da produção animal, neste caso, evita-
se que ocorram perdas econômicas e prejuízos a saúde animal. Rollin e Dhuyvetterb (2015) 
discutem que o planejamento do produtor diante de métodos preventivos reforça esta idéia. 
Frente a bactérias como o S. aureus a vacinação é uma alternativa de prevenção da mastite 
causada por estafilococos (Scali et al. 2015).  
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Para diminuir as taxas de mastite subclínica, sugere-se que sejam aplicadas medidas de 
sanitização rigorosas objetivando melhorar a qualidade do leite e, assim, incrementar a 
produção 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 
subclínica e a clínica (Silanikove et al. 2014).  

Neste caso, a higiene pré-ordenha do úbere é essencial para a produção de leite de alta 
qualidade, pois a presença de sedimentos é minimizada e a incidência da mastite é reduzida 
pela diminuição na contagem bacteriana na pele do teto (Vliegher et al. 2012 e Cardozo et al. 
2015). Isso demonstra a importância dos procedimentos de higiene adequados em cada 
ordenha (Pankey, 1989 e Goetsch et al. 2011). 

Em vacas leiteiras, o pré-dipping é eficaz na redução da carga bacteriana, sendo uma 
ferramenta utilizada para reduzir a incidência da mastite ambiental causada por patógenos 
(Galton et al. 1988 e Skrzypek et al. 2004). Assim, a prevenção é a chave para controlar a 
mastite causada por Staphylococcus spp. (Leitner et al. 2004 e Langoni, 2013). As técnicas 
pré-ordenha de desinfecção demonstram-se com capacidade para atingir o objetivo de evitar a 
contaminação por agentes causadores da mastite, diminuindo ou evitando prejuízos 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, são transmitidos principalmente pelas mãos dos ordenhadores e equipamentos de 
ordenha (Ceballos-Marquez et al. 2013). O número de infecções podem ser reduzidas 
significativamente através da desinfecção dos equipamentos de ordenha e antissepsia dos tetos 
dos animais e das mãos dos ordenhadores (Miguel et al. 2012), neste caso a ordenha deve ser 
realizada em condições higiênicas adequadas, assim como também em um ambiente 
apropriado. 

Diversos autores têm estudado as formas de preparação do úbere antes da ordenha, 
demonstrando os efeitos benéficos de práticas sanitizantes na redução da contaminação dos 
tetos e do leite (Galton et al. 1988, Brito et al. 2000 e Ceballos-Marquez et al. 2013). Uma 
diminuição na carga bacteriana na pele do teto pré-ordenha pode ser obtida quando os tetos 
são mergulhados com um desinfetante por 30 segundos (Ceballos-Marquez et al. 2013).  
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O National Mastitis Council (NMC, 1999), discute a importância do pré-dipping, 
como fator de prevenção de novos casos de infecções intramamárias. A principal função do 
pré-dipping é a desinfecção dos tetos antes da ordenha, visando diminuir a quantidade de 
micro-organismos presentes nos tetos, evitando assim uma maior contaminação e reduzindo a 
taxa de novas infecções (Ramalho et al. 2012). Sua utilização, então, é um processo essencial 
na produção leiteira (NMC, 1999; Ramalho et al. 2012). 

Os cuidados com a integridade da pele do teto constituem etapa importante no controle 
e profilaxia, pois lesões 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 vêm se mostrando satisfatórias (Amaro et 
al. 2011). As boas práticas de ordenha, com procedimentos conhecidos como ordenha 
higiência, reduzem o impacto da contaminação principalmente nas etapas de manipulação e 
distribuição do leite (Gottardi et al. 2008 e Dimech et al. 2013). Dessa forma, deve-se 
entender que na obtenção do leite cru, os principais pontos de contaminação microbiana 
considerados são o interior da glândula mamária, o exterior do úbere 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, 
ácido sulfônico, cloro, peróxidos, lauricidina, ácido cloroso e ácido lático (Medeiros et al. 
2009 e Ramalho et al. 2012), produtos estes que podem gerar resíduos para o leite, indicando 
uma falsa adulteração do produto. Bons desinfetantes devem ter eficácia contra os principais 
patógenos encontrados nas mastites, devem ser econômicos, fáceis de aplicar, e devem manter 
ou promover boas condições de higiene (Sartori et al. 2012).  

A higienização antes da ordenha é fator importante na produção leiteira e a utilização 
de produtos comerciais pode acarretar a resistência dos micro-organismos, ou sujidades que 
impeçam sua ação. Assim, os fitoterápicos mostram-se capazes de serem produtos alternativos 
na produção animal (Dimech et al. 2013). 

O S. aureus, Streptococcus agalactiae e outros patógenos são primariamente 
encontrados no interior e/ou na superfície do teto e do úbere (Cardozo et al. 2015). Estes 
microrganismos podem ser transferidos da superfície das teteiras para os tetos da próxima 
vaca ordenhada. Isso ocorre porque na extremidade do teto há 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 não forem destruídas prontamente, podem representar risco de infecção 
intramamária (Nascif Junior, 2005). 
2.4.  Produtos fitorerápicos na produção animal 

As doenças infecciosas continuam a representar um importante desafio para a saúde 
pública, tanto nos países desenvolvidos, quanto nos em desenvolvimente (Bell et al. 2013). O 
uso indiscriminado desses produtos pode contribuir para o estabelecimento de infecções 
persistentes, o que é um fator limitante no tratamento de mastite (Faccin, 2013). 

Plantas medicinais são caracterizadas a medida que um ou mais de seus órgãos (folha, 
casca, frutos, dentre outros) possuam substâncias ativas que atuem com fins terapêuticos ou 
que sejam precursores de fármacos semi-sintéticos (OMS, 1998). O Fitoterápico, de acordo 
com a definição da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (2011), é "todo medicamento 
tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais 
com finalidade profilática, curativa ou para fins de diagnóstico, com benefício para o 
usuário.” A fitoterapia é então caracterizada pelo conhecimento da eficácia e dos riscos do seu 
uso, assim como pela reprodutibilidade e constância de sua qualidade (Cipriano et al. 2014). 

As informações úteis sobre as plantas medicinais ainda são passadas de uma geração 
para outra por meio de comunicação oral, podendo se perder algum conhecimento no decorrer 
do tempo (Maregesi et al. 2007). Sendo importante a documentação e identificação destes 
produtos e práticas medicinais, com o intuito de preservação da memória medicinal do País 
(Maregesi et al. 2007). Desta forma a utilização das plantas medicinais simboliza, muitas 
vezes, o único recurso terapêutico de muitas comunidades étnicas (Calderon et al. 2009). 
Como exemplo os indígenas, que utilizam estes produtos como remédio para suas doenças e 
como veneno em suas guerras e caças (Carvalho, 2004).  

As plantas têm desempenhado um papel vital no tratamento de doenças durante 
séculos (Sala-Cirtog et al. 2015). Podem ser utilizadas em várias funções terapêuticas como 
antiparasitário, cicatrizante, antimicrobiano, repelente, antitérmico, antiinflamatório, 
antidiarréico, anti-emético e antiespasmódico (Mendonça et al. 2014).  

Os produtos naturais derivados de plantas medicinais têm provado ser uma fonte 
abundante de compostos biologicamente ativos, muitos dos quais têm sido a base para o 
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desenvolvimento de novas substâncias químicas e de produtos farmacêuticos. Estas plantas já 
estão sendo introduzidas nas propriedades agrícolas, como alternativa para o controle de 
pragas e parasitas, uma vez que em sua maioria são biodegradáveis e de baixa ou nenhuma 
toxicidade (Palombo, 2009 e Corrêa e Salgado, 2011).  

A maioria dos estudos sobre a atividade antimicrobiana de extratos de plantas têm sido 
restritas a análise da sua atividade bacteriostática e propriedades bactericidas in vitro (Peixoto 
et al. 2009, Marino et al. 2010, Lima et al. 2012 e Mendonça et al. 2014). Demonstrando a 
importância para a substituição de produtos farmacêuticos e assim a diminuição do processo 
de resistência. Na Etiópia, os remédios à base de plantas ainda são os mais importantes e, por 
vezes, as únicas fontes de terapias para quase 80% da população de humanos e mais de 90% 
da população de bovinos (Kalayou et al. 2012). Os mesmos autores avaliaram a utilização de 
plantas medicinais no combate a mastite e observaram atividade antimicrobiana de várias 
espécies presentes no país.  

Plantas medicinais e aromáticas são conhecidas por possuírem atividade antibacteriana 
contra diferentes agentes patogênicos. Baskaran et al. (2009) e Mubarack et al. (2011) já 
relatavam tratamentos alternativos para a mastite em bovinos, já Schiavon (2011), discute em 
seu trabalho o uso de fitoterápicos para prevenção de mastite no rebanho bovino.  

Em relação a mastite caprina, Peixoto et al. (2009) e Pozzo et al. (2011) já relataram a 
utilização de fitoterápicos nesta patologia. Assim a fitoterapia é um método racional e 
alopático, baseado em evidências científicas, empregado no tratamento médico de várias 
patologias e que possui efeitos satisfatórios e na maioria das vezes sem efeitos colaterais 
(Schulz et al. 2001, Sousa, 2008 e Lima et al. 2012).  

O maior desafio na utilização de extratos vegetais tem sido a identificação e o 
estabelecimento dos efeitos exercidos pelos compostos ativos presentes nessas plantas sobre o 
organismos animais, e não somente isto, de que forma realmente agem (Rizzo et al. 2010, 
Peixoto et al. 2015 e Silva et al. 2012). Os fitoterápicos são comumente utilizados pela 
população nos tratamentos de diversas enfermidades, possuem boa aceitação, o baixo custo no 
preparo e na aquisição são os principais motivos do sucesso dos fitoterápicos (Cipriano et al. 
2014). 
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2.4.1. Hymenaea spp. e seu potencial antimicrobiano 

O gênero Hymenaea (Caesalpinioideae) é predominante em clima neotropical com 16 
espécies distribuídas a partir da América Central para América do Sul e no litoral leste da 
África, 13 das espécies estão presentes no Brasil (Maranhão et al. 2013). Entretanto Ribeiro 
(2010) relata que existem apenas 12 espécies no país, alguns exemplos são a Hymenaea 
aurea, H. courbaril, H. intermedia, H. maranhensis, H. martiana e H. stigonocarpa. As 
espécies do gênero Hymenaea ocorrem na Floresta Amazônica, Caatinga, Cerrado, Floresta 
Atlântica e Pantanal (Ribeiro, 2010). 

As plantas de Hymenaea, popularmente conhecidas como “jatobás”, são árvores de 
troncos retos e cilíndricos, de súber liso e de coloração cinza, suas folhas são compostas, 
bifolioladas, de filotaxia alterna com estipulas e pecíolo livre do lado interno, a floração e a 
frutificação têm início entre oito e doze anos de idade da planta, e não são necessariamente 
anuais (Cipriano et al. 2014). Paes et al. (2005) relatam que as espécies desse gênero tem 
elevado valor econômico, devido à alta resistência ao ataque de insetos e fungos que 
costumam destruir a madeira.  

A madeira desta planta tem excelente qualidade e é usada na construção naval e civil 
(Rizzini, 1971 e Ramos et al. 2007). As plantas desse gênero têm uma grande capacidade de 
se adaptar em diferentes cenários com características edafoclimaticas, pois são pouco 
exigentes quanto a fertilidade e umidade do solo (Melo e Mendes, 2005). Além de ser uma 
planta de utilização ampla em atividades manuais, os exemplares do gênero Hymenaea têm 
seu potencial medicinal (Agra et al. 2007).  

A Hymenaea stigonocarpa, também conhecida pelo seu nome comum jatobá-do-
cerrado, é uma espécie endêmica do cerrado e economicamente uma árvore valiosa, que do 
seu cerne foram isolados quatro grupos de flavonóides e produtos de atividade antitérmica 
(Oliveira et al. 2010 e Santana et al. 2010).  

Assim, as plantas do genêro Hymenaea são utilizadas no tratamento de processos 
inflamatórios e infecções bacterianas (Agra et al. 2007). Sá 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 etanólicos 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 
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planta, onde os metabólitos estão mais concentrados é a casca do caule (Fernandes et al. 
2005), metabólitos como os compostos fenólicos, terpenos e flavonóides (Figura 1).  

 
Figura 1. Estrutura básica dos flavonóides. Fonte: Ássimos (2014) 

Na H. stignocarpa a presença de amidos, açucares, terpenos e taninos no súber desta 
planta e terpenos em suas folhas (Pinto et al. 2000 e Lorenzi e Matos, 2002). Observou-se 
também a presença de flavonóides e ácido oleanólico na H. coubaril (Rossi, 2008, Bezerra, 
2013 e Cipriano et al. 2014) 

O gênero Hymenaea, estudado neste trabalho já demonstrou atividade antifúngica e 
antimicrobiana. Souza et al. (2009) avaliando extratos e frações hidroalcoólicas de H. 
martiana sobre fungos do gênero Cryptococcus e sobre dermatófitos. Como constituintes da 
casca da H. martiana Hayne, presentes no quadro 1, produtos os derivados antracênicos, as 
naftoquinonas e os flavonóides que se apresentam como produtos de composição dominante 
na planta, e  a H. martiana tem então atividade antimicrobiana (Braga et al. 2007,  Zampini et 
al. 2009 e Peixoto et al. 2015) . 

Classes de Metabólitos EEB 
Derivados Antracênicos +++ 

Flavonóides ++ 
Lignanas + 

Mono e diterpenos + 
Naftoquinonas +++ 

Triterpenos/Esteróides + 
Quadro 1. Triagem fitoquímica do EEB da casca da H. martiana. 
EEB - extrato etanólico bruto, +++ Forte presença, ++ Moderada presença e + Fraca presença. 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 Específicos 

 Realizar a caracterização fitoquímica do extrato etanólico bruto da folha da 
Hymenaea martiana Hayne (Jatobá); 
  Avaliar a Concentração Bactericida Mínima (CBM) do extrato etanólico bruto 
de Hymenaea martiana Hayne (Jatobá) frente a cepas de Staphylococcus spp. isoladas 
de amostras de leite caprino provenientes de propriedades rurais do semiárido 
pernambucano; 
 Determinar a Concentração Bactericida Mínima (CBM) in vitro do extrato 
etanólico bruto de Hymenaea martiana Hayne (Jatobá) sobre cepas de Staphylococcus 
spp. com presença ou ausência do gene blaZ; 
  Avaliar o efeito in vivo do extrato etanólico bruto da folha de H. martiana 
Hayne como desinfetante pré-ordenha de cabras leiteiras. 
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Artigo submetido a “Pesquisa Veterinária Brasileira”  Atividade antimicrobiana in vitro do extrato etanólico bruto da folha da Hymenaea martiana Hayne frente à Staphylococcus spp. e avaliação de seu potencial como desinfetante em cabras1 
Dielson da Silva Vieira2, Rodolfo de Moraes Peixoto3, Mateus Matiuzzi da Costa4, Davi Pereira Freire4, Telma Maria Guedes da Silva2, Tania Maria Sarmento da Silva2   
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 etanólico bruto da folha da Hymenaea martiana Hayne frente à Staphylococcus spp. e avaliação de seu potencial como desinfetante em cabras Pesquisa Veterinária Brasileira 00(0):00-00. Programa de Pós-Graduação em Ciência Animal Tropical, Universidade Federal Rural de Pernmabuco, Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois irmãos, 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 μg/μL, and the extract diluted in distilled water was equal to 520.82 μg/μL. 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 μg/μL in relation tothose that were positive for blaZ gene, that was 308.80 μg/μL, 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 μg/μL). 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 ação antimicrobiana e antisséptica do Extrato Etanólico Bruto da folha da H. martiana (Jatobá). O estudo foi realizado no Laboratório de Microbiologia e Imunologia da UNIVASF, na cidade de Petrolina-PE. Os extratos foram preparados utilizando diferentes diluentes, sendo estes: álcool etílico absoluto e a água destilada. Em seguida, foi empregada a técnica da Concentração Inibitória Mínima (MIC) e da Concentração Bactericida Mínima (CBM). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.  A CBM média do extrato diluído em etanol foi de 358 μg/μL e do extrato diluído em água destilada foi igual a 520,82 μg/μL. Não houve diferença (P<0,05) quanto à inibição bacteriana para o extrato diluído em álcool etílico absoluto ou água destilada autoclavada. Ao comparar a atividade do extrato diluído em álcool etílico absoluto e a relação com a presença do gene blaZ, observou-se que os isolados negativos para o gene pesquisado apresentaram uma CBM igual a 412,3 μg/μL, e, quando comparadas aos que foram positivos para o gene blaZ, que foi de 308,80 μg/μL, contudo sem diferença estatística. Quanto a inibição das bactérias utilizando extrato aquoso, a atividade foi igual para as bactérias com ou sem o gene (520,82 μg/μL). Desse modo, o extrato diluído em álcool etílico absoluto quanto em agua destilada autoclavada demonstrou atividade antimicrobiana, sugerindo que ocorreu extração de substâncias bioativas. Em relação ao potencial antisséptico, H. martiana teve ação pareada com o cloro, contudo este agiu mais rapidamente, enquanto o cloro agiu de modo ideal com uma hora após aplicação, ambos resultados destacam que o Extrato Etanólico Bruto das folhas de H. martiana possue potencial de combate a proliferação de bactérias ambientais e infecciosas, surgindo como uma forma de prevenir a mastite.  
Palavras-chave: Limpeza do úbere. Extrato natural. Qualidade do leite. Preparação da ordenha. Caprinos. 
 
1. Introdução 

A mastite é uma enfermidade que acomete muitos rebanhos leiteiros, causando prejuízos tanto para a saúde animal, quanto para o produtor. Possui uma vasta etilogia, e entre os agentes mais isolados, estão os micro-organismos do gênero Staphylococcus (Peixoto et al. 2010), sendo também um dos principais agentes etiológicos da mastite subclínica.  Para o tratamento e prevenção desta doença, foram utilizados no decorrer dos anos produtos como antibióticos e desinfetantes, ocorrendo então a seleção de micro-organismos resistentes, o que dificulta a gestão do tratamento e da prevenção da mastite em caprinos (Bhasme et al. 2013). Um dos fatores a se observar, quando se trata de resistência a antibióticos, é a presença de genes de resistência nos indivíduos, que por ventura podem ser expressos e impedir a ação dos produtos, e dentre eles está o gene blaZ (Palaniappan & Holley 2010, Wendlandt et al. 2013). Uma vez ativo, este gene promove a inativação do fármaco pela enzima β-lactamase produzida por micro-organismos. Esta enzima é codificada pelo gene blaZ, que sob o sistema de classificação mais simples, possui quatro classes (A, B, C e D), neste caso uma importante defesa as β-lactamases (Chen et al. 2015). De acordo com estes fatores, as soluções sanitizantes têm sido estudadas, uma vez que podem representar um importante fator de diminuição da inflamação da glândula mamária. Neste caso, bons desinfetantes devem ser eficazes contra os principais patógenos da glândula mamária, ser econômicos, de fácil aplicação, e manter ou promover boas condições de higiene (Agostinho Sartori et al. 2012). Devido a isto, há uma busca por alternativas aos antibióticos e desinfetantes, reduzindo o risco potencial de resíduos nos alimentos e possível promoção de patógenos resistentes, tais como o Staphylococcus aureus (Klocke et al. 2010). Desta forma, deve-se considerar a utilização dos fitoterápicos na produção animal, os quais são considerados uma importante alternativa quando se trata de prevenir e tratar doenças (Viegi et al. 2003, Mothana & Lindequist 2005, Albuquerque et al. 2007 e Peixoto et al. 2015). A Hymenaea martiana Hayne está presente no território brasileiro e é conhecida por seu potencial medicinal. Peixoto et al. (2015) demonstraram seu potencial antimicrobiano in vitro e in vivo. Outras plantas do gênero Hymenaea possuem capacidade bactericida citada por vários autores (Sá et al. 2011, Dimech et al. 2013 e Aleixo et al. 2015). Diante disto, o seguinte estudo tem como objetivo avaliar a nível fitoquímico a composição 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 avaliação do Comitê de Ética em Estudos Humanos e Animais (CEUA), da Universidade Federal do Vale do São Francisco, e foi aprovado sob número de protocolo 0001/101214. 
Utilização e produção do extrato etanólico da folha da Hymenaea martiana Hayne. As folhas foram coletadas de um exemplar, identificado como exsicata da planta 21868, que se encontra depositada no Herbário Vale do São Francisco (HVASF). A extração e produção do extrato etanólico bruto (EEB) da folha da Hymenaea martiana Hayne foi realizada de acordo com metodologia descrita por Peixoto et al. (2015), com um pequeno diferencial após a coleta das folhas elas, passaram sete dias em estufa com circulação de ar a 45ºC, para então serem maceradas e colocadas para produção do EEB. Análise do extrato das folhas de Hymenaea martiana Hayne. Para a análise por HPLC-DAD, o extrato das folhas de Hymenaea martiana Hayne foi extraído em SPE C-18 (Extração em fase sólida). O cartucho foi previamente ativado utilizando 10 mL de metanol e 10 mL de água ultrapura. Cerca de 100 mg do extrato foi solubilizado em 500 µL de água acidificada (pH=2 com HCl) e 500 µL de MeOH. Após a aplicação do extrato no cartucho, foram adicionados 10 mL de água ultrapura e logo em seguida a fração com os compostos organicos foi eluída com 10 mL de metanol. Esta fração metanólica foi analisada por CLAE-DAD. Análise por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência – CLAE-DAD. A análise foi realizada utilizando um cromatografo líquido de alta eficiência da Shimadzu Prominence LC-20AT com um detector de arranjo de diodo (SPDM20), injetor automático SIL-20AC, forno CTO-20A e degaseificador DGU-20A5. A separação cromatográfica foi feita com uma coluna Luna C-18 (250 mm x 4,6 mm x 5 µm, Phenomenex). Foi utilizado como fase móvel a mistura de H2O: ácido fórmico (99:1, Solvente A) e metanol (Solvente B), com sistema de eluição: 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 filtração das amostras foram utilizados filtros de nylon (Whatman) 0,45 μm. Todos os solventes utilizados foram grau HPLC.  Determinação da atividade antibacteriana. Neste estudo foram utilizados 22 isolados de Staphylococcus sp., sendo 18 obtidos de casos de mastite subclínica no estado de Pernambuco (9 apresentando gene blaZ e 9 com ausência deste gene), e três cepas de ATCC (25923, 6538, 12228) e um isolado clínico MRSA de origem humana. A concentração bactericida mínima (CBM), foi realizada seguindo o padrão do documento M7-A7 (CLSI, 2012). Os extratos foram diluídos em dois diluentes, Álcool etílico absoluto (AEA) e agua destilada autoclavada (ADA), após diluição dos extratos a concentração de 25mg/mL, seguiu-se a metodologia com a preparação do inóculo, em uma suspensão bacteriana com turvação equivalente a 0,5 da escala de Mac Farland. O material então foi levado a estufa a 37°C/24h, em condições de aerobiose e na seqüência realizou-se a CBM, semeando o material líquido em Ágar muller hinton e devolvendo a estufa a 37°C/24h, sendo considerada eficaz a menor concentração do extrato em estudo capaz de causar a morte do inóculo. Os ensaios foram realizados em triplicata, e no estudo utilizando álcool absoluto, foi realizado o controle deste produto. 
Desinfecção de animais naturalmente infectados com Staphylococcus spp. Foram utilizadas 10 fêmeas caprinas da raça Saanen, com faixa etária variando de 2 a 5 anos, e entre a segunda e a terceira lactação. No total, fez-se a desinfecção em 20 metades mamárias. Os animais foram avaliados clinicamente (frequência cardíaca e respiratória, temperatura retal e superficial, avaliação das mucosas e da hidratação) demonstrando estarem aptos ao estudo. Os animais foram negativos em três lactoculturas consecutivas, sendo adotado um intervalo de sete dias entre estas coletas. Os animais foram submetidos ao pré-dipping (30 segundos de imersão), utilizando duas formas, como segue abaixo: 

Grupo 01 (5 animais) - Imersão em solução de extrato hidrossolúvel da Hymenaea martiana Hayne, na concentração de 5% seguido da secagem com papel toalha descartável (estéril).  
Grupo 02 (5 animais) - Imersão em solução a base de Hipoclorito Agrisept® MC Tabs (1400 ppm de cloro) e secagem com papel toalha descartável (estéril). 
Em cada tratamento a análise da população da microbiota das metades mamárias foi realizada nos tempos um minuto, 30 minutos e uma hora, além de uma amostra controle. 
A coleta dos espécimes clínicos para o isolamento e quantificação das UFC/cm2 de cada teto foi obtido com "swab" bacteriológico estéril e molde de papel cartolina estéril com abertura central de 2cm por 2cm. Para coleta, foram realizados quatro movimentos cruzados sobre uma área de 2cm2 na região mediana do 
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teto evitando a região proximal do esfíncter mamário (Finger, 2001). O “swab” foi semeado em Ágar sangue ovino a 5% e submetido a estufa por 24 horas a 37ºC, e uma alíquota de 1mL foi administrada em Ágar Padrão de Contagem (PCA) em duplicata, seguindo após com identificação dos espécimes encontrados. 

 Contagem e isolamento bacteriano. Após o processo citado no tópico anterior, os “swabs” foram vertidos em 5mL de água peptonada tamponada e transportados ao laboratório e então realizou-se as diluições decimais sucessivas até 10-4 em 9mL de caldo Muller-Hinton. Posteriormente, foram plaqueados 1 mL das amostras diluídas em placas de Petri estéreis e adicionado o meio de Contagem Padrão em Placa (PCA). Após homogeneização (pour plate), as placas foram incubadas em estufa 37ºC por 48 horas, quando então serão contadas as unidades formadoras de colônias (UFC) bacterianas para determinação da quantidade de micro-organismos totais no teto, avaliando a eficácia e acurácia das técnicas utilizadas. Para o isolamento, o swab foi semeado em meio ágar sangue ovino 8%, e a caracterização fenotípica dos agentes foi realizada de acordo com Koneman et al. (2008). 
Análise dos dados. Foi realizada a técnica de estatística descritiva por meio da distribuição das frequências relativa e absoluta para os achados microbiológicos. A ausência de normalidade dos dados foi confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk. Dessa forma, os valores obtidos para UFC/cm2 foram submetidos à transformação logarítmica de base 10 (log10) para análise estatística, e a função antilogarítmica para apresentação dos resultados. Os valores obtidos de UFC/cm2 foram comparados entre os grupos (jatobá e cloro), utilizando-se o teste T para amostras independentes e entre os tempos experimentais pela análise de variância para medidas repetidas, usando o teste de Bonferroni para comparação de médias. Para análise dos dados, foi utilizado o programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versão 20.0 para Windows. 

3. Resultados Análise fitoquímica. A análise do cromatograma HPLC-DAD (Figura 1) permitiu sugerir que os principais picos presentes na amostra podem ser fenólicos do tipo flavonóides. Com comprimentos de onda máximos em torno de 310 nm. Para a identificação dos compostos serão necessárias outras análises como LC-MS. 
Atividade antimicrobiana in vitro. Quanto a atividade antimicrobiana do extrato etanólico bruto (EEB) da folha da Hymenaea martiana Hayne, observou-se melhor atividade do extrato quando este foi diluído em álcool etílico absoluto, demonstrando uma melhor exposição dos compostos bioativos presentes. A diluição em água destilada também foi relacionada ao potencial antibacteriano, porém não tão eficaz quanto a diluição etanólica. Contudo os valores não diferiram estatisticamente, demomanstrando que os dois diluentes podem ser utilizados. 
Dos 22 isolados utilizados, 50% (11/22) isolados que tiveram o extrato diluído em água destilada autoclavada (ADA), tiveram sua CBM em 781,25 μg/mL. Em relação ao AEA a CBM foi de 390,6 μg/mL (11/22) para 50% dos isolados, seguidos de 40,9% (9/22) dos isolados neste mesmo diluente. Quanto a variação da CBM entre os diluentes, 22,7% apresentaram os mesmos valores em ambos diluentes, e 5/22 tiveram melhor resultado quando desafiados com extrado diluído em ADA. A CBM média do extrato diluído em etanol foi de 358 μg/mL e do extrato diluído em água destilada foi igual a 520,82 μg/mL. Ao se comparar a atividade do extrato diluído em etanol e a relação com a presença do gene blaZ, observou-se que os isolados negativos para o gene pesquisado apresentaram uma CBM igual a 412,3 μg/mL, quando comparou-se com aqueles que foram positivos para o gene blaZ (308,80 μg/mL), contudo sem diferença estatística. Quanto à inibição das bactérias utilizando extrato aquoso, a atividade foi igual para as bactérias com ou sem os genes (520,82 μg/mL).  
Como é possível observar nas figuras 2 a presença ou ausência do gene blaZ, não é fator determinante e nem foi observado (P<0,05) atividade do EEB frente aos Stapylococcus sp. Em relação à ausência do gene blaZ, na figura 2 (A), a CBM do EBB diluído em etanol foi de 390,6 μg/mL 78% (7/9), já quando diluído em ADA aproximadamente 45% dos isolados tiveram sua CBM em 781,25 μg/mL (4/9), 33% com 195,3 μg/mL e 22 % com 390,6 μg/mL. Já na imagem B, a CBM do EEB diluído em etanol foi 195,3 μg/mL 67% (6/9) dos isolados, e ao diluir em ADA, a CBM foi 4 isolados 45% (4/9) com 781,25 μg/mL, assim como 33% com 390,6 μg/mL e 22 % com 195,3 μg/mL.  Atividade antimicrobiana in vivo. Foram testadas duas soluções, a comercial (Agrisept® MC Tabs) que possui 1.400 ppm de cloro, e uma solução com 5% do EEB da folha da Hymenaea martiana 
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Hayne. Não foi observada diferença estatística (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 máximo apenas uma hora após a imersão (P<0,05). No Quadro1, o extrato etanólico bruto da H. martiana Hayne tem potencial como produto bactericida, devido a sua atividade observada frente aos mesófilos presentes na pele da teta, podendo ser utilizado com potencial para antisséptico pré-ordenha.   4. Discussão Análise fitoquímica. De acordo com a avaliação fitoquímica do extrato etanólico bruto (EEB) da folha da Hymenaea martiana Hayne, obteve-se a informação da dominância de três tipos flavonóides, que precisam de melhores análises por técnicas mais apuradas para sua identificação. Dimech et al. (2013), também encontraram os flavonóides como componentes principais ao avaliar a Hymenaea stigonocarpa Mart. ex. Hayne, e Silva et al. (2012) relatam a dominância do flavonóide astilbina como o principal composto fenólico presente na H. coubaril.  

Os flavonóides são metabólitos secundários de baixo peso molecular, amplamente distribuídos no reino vegetal, com várias atividades biológicas (Hernandez et al. 2000), que de acordo com Mishra e Tiwari (2011), apresentam destaque como produto terapêutico, além disso estes autores afirma que as áreas  de doenças infecciosas e oncologia se beneficiaram dessas numerosas classes de drogas, capazes de interagir com muitas áreas dentro das células, e de fato têm sido fundamentais na descoberta e desenvolvimento de medicamentos. Assim como, relataram a atividade antimicrobiana de extratos brutos que possuem flavonóides em sua composição, 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 presença deste composto, e não somente isto, também um potencial bactericida. 
Atividade antimicrobiana in vitro. O EEB da folha da Hymenaea martiana Hayne teve sua ação 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 têm melhor ação 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 μg/mL quando diluídos em água destilada autoclavada. Já quando a diluição foi realizada com etanol, a CBM foi de 390,6 μg/mL (11/22). Garcia et al. (2011) ao estudar o extrato hidroálcoolico 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 gênero Hymenaea. Neste estudo não houve diferença (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 não ser fator determinante na ação do extrato. Sá et al. (2011), obtiveram menor atividade bactericida ao desafiar S. aureus com o extrato etanólico da H. coubaril e Aleixo et al. (2015) ao utilizar o extrato hidroetanólico. O uso do etanol na sanitização da glândula mamária pode causar um ressecamento, em que causa danos na pele do teto e pode deixar resíduos, sendo mais indicada a utilização do extrato em meio à base de água. Várias frações 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 ߤg/mL, o que se aproxima do presente trabalho onde foram obtidos valores de 195,3 até 781,25 ߤg/mL ao se utilizar uma planta do mesmo gênero. Justificam esta atividade frente a isolados de S. aureus, a grande variedade de compostos fenólicos, além da presença dos flavonóides no extrato (Dimech et al., 2013).  Estudos têm descrito que os Staphylococcus spp. possuem vários fatores de resistência, dentre eles a presença do gene blaZ, sendo caracterizados como resistentes aos beta-lactamicos (Bush e Jacoby, 2010, Chen et al. 2015). Esta resistência justifica a busca por compostos alternativos qua atuem tanto sobre formas multiresistentes, como sensíveis de Staphylococcus spp. (Garcia et al. 2011). Neste estudo, não se observou diferença na atividade antimicrobiana do extrato de H. martiana Hayne frente a isolados que possuíam ou não o gene blaZ.  Dessa forma, isto pode ser considerado um fator positivo quando se discute a ação dos produtos naturais em bactérias gram positivas. Dimech et al. (2013) ao utilizarem o extrato hidroalcoólico da casca do caule da Hymenaea Stigonocarpa Mart. Ex Hayne em S. aureus relataram que o extrato gerou vários processos na cepa utilizada, dentre eles falhas ao inserir peptídeoglicanos na membrana externa, falha na pressão osmótica interna, devido à ação de produtos na membrana externa, alterações nos componentes intracelulares, tais como ácidos nucleicos e proteínas (Dimech et al. 2013). 
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As cepas utilizadas neste trabalho tiveram do extrato diluído em meio aquoso a CBM entre 781, 25 e 195,3 ߤg/mL, neste caso ocorrendo uma atividade bactericidade com valores variando de 390, 6-195,3 ߤg/mL em 50% dos isolados, assim como a outra metade (11/22) obteve ação moderada (781, 25 ߤg/mL). Valores dentro dos padrões descritos por Sartoratto et al. (2004) sendo agentes de ação forte no intervalo de 50-500 ߤg/mL, ou de ação moderada sendo obtidos valores de 600 até 1500 ߤg/mL. Ressaltando o grande potencial de utilização das plantas do gênero 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), não foram observadas diferenças estatísticas em nenhum dos momentos experimentais. Ao se observar a atividade do EEB da folha da H. martiana diluída a 5%, um potencial como antisséptico foi evidenciado, pois agiu de modo rápido, um minuto após a imersão. Faz- se necessários produtos de ação 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 óstio de liberação do leite estar acessível por até duas horas (Langoni, 2013). O esfíncter do teto e o canal do teto são importantes barreiras primárias contra a invasão dos patógeno presentes no úbere, assim é essencial que tais estruturas estejam em condições físicas e de higiene perfeitas para prevenir a infecção intramamária (Manzi et al. 2012).  O objetivo da rotina de higiene do teto não é apenas para reduzir risco de infecção de mastite, mas também para melhorar a qualidade do leite (Gleeson et al. 2009). A redução da atividade bacteriana está descrita no quadro 1. Neste caso, o cloro após a imersão obteve uma redução nas contagens bacterianas de 95% e a H. martiana de 86%. Glesson et al. (2009), obtiveram uma redução de 30% ao utilizar o cloro como desinfetante pré-ordenha. A realização do pré-dipping reduz em 50% a incidência de ocorrer mastite causada por patógenos ambientais (Oliver et al. 1993). Sendo que no presente trabalho a redução foi em média de 80%. Assim o pré-dipping é uma importante ferramenta para controle dos patógenos causadores da mastite em rebanhos leiteiros, e assim ser fundamental na prevenção de doenças 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 após a imersão dos tetos, mantendo a redução de UFC/cm2 de 98% e 89% respectivamente. Fator muito importante, já que o óstio de saída do leite fica aberto durante este tempo, ajudando na prevenção da mastite pós-ordenha (Langoni, 2013). O tempo de ação dos produtos deve ser compatível 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 reforça a capacidade de utilização dos produtos naturais pela população, 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 utilização na produção animal. Thoria et al. (2011), reportam que mais estudos, bioquímicos e intrínsecos por exemplo, devem ser realizados devido ao formato mesclado dos extratos de plantas. Dimech et al. (2013) encontraram alterações a nível de DNA em S. aures desafiadas com Hymenaea Stigonocarpa Mart. Ex Hayne.  Assim como o sinergismo entre antimicrobianos, conseguiu produzir em cepas MRSA alteração na síntese da parede celular, neste caso, a junção de produtos de modo controlado pode afetar a sobrevivência e patogenia do Staphylococcus spp. (Gonzales et al. 2015). O cloro tem eficácia comprovada, tanto na rotina prática como em estudos laboratoriais (Magnusson et al. 2006, Gibson et al. 2008 e Jaenish et al. 2010). Porém este não foi tão efeitvo, quando utilizado frente a leveduras, e na presença de 10% de matéria orgânica (Coutinho et al. 2012). Em relação ao S. aureus, o cloro foi eficaz em estudos in vitro, na concentração de 1%. O melhor efeito do cloro na limpeza da pele do teto pode não estar relacionado oas seus princípios ativos, e sim a forma como os procedimentos de aplicação são realizados (Magnusson et al. 2006 e Gibson et al. 2008). Porém sua utilização deve ser limitada, pois sua presença 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 resistência.  O hipoclorito, assim como os produtos a base de iodo, a clorexidine, são comumente indicados como sanitizantes na prevenção da mastite, contudo estes produtos têm atividade diminuída na presença de material biológico e desencadeiam a seleção de micro-organismos resistentes, não sendo então uma alternativa nestes casos (Gibson et al. 2008, Jaenisch et al, 2010 e Coutinho et al. 2012). Isto reforça o potencial alternativo a ser explorado dos produtos naturais, com a finalidade de profilaxia da mastite caprina. A redução da log/UFC do AGRISEPT® foi de 3, resultados melhores do que os obtidos por Kamal e Bayoumi (2015), que obtiveram uma redução de 1 log, destacando mesmo assim a importância do pré-
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dipping na diminuição de patógenos ambientais presentes no teto. A ação de limpar os animais promove uma diminuição dos mesófilos aeróbios no teto, diminuindo consequentemente as chances de contaminação do leite e dos tanques de armazenamento (Elmoslemany et al. 2010 e Bava et al. 2011). A higiene do úbere é importante porque influencia na qualidade do leite e é relacionada a ocorrência de patógenos, especialmente os ambientais (Manzi et al. 2012). Um grande desafio para a indústria de laticínios é a necessidade de se reduzir o uso de compostos antimicrobianos em animais produtores de alimentos (Mukherjee et al. 2010). Assim, a utilização de fitoterápicos demonstra-se com capacidade de diminuir a população bacteriana no teto, como foi observado nesta pesquisa.  5. Conclusões Ao utilizar o Extrato Etanólico Bruto da folha da H. martiana Hayne foi possível observar que há um potencial como desinfetante, mostrando que o fitoterápico pode ser uma alternativa na prevenção da mastite caprina, além disto, há na sua composição os flavonóides, quem fazem parte deste processo de ação antimicrobiana. Sendo assim, utilizar o extrato produzido da folha da H. martiana Hayne, é uma alternativa ao usar outras partes da planta como produto terapêutico e profilático.  
Agradecimentos: Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal do Ensino Superior (CAPES). 
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Lista de Tabela (Quadros) 
Quadro 1. Médias obtidas para UFC/cm2 nos diferentes tempos experimentais em cabras tratadas duas soluções diferentes, 2015. Para cada momento, valores seguidos por letras maiúsculas iguais não diferem entre si (P > 0,05); Para cada grupo, valores seguidos por letras minúsculas iguais não diferem entre si (P > 0,05); T0- tempo sem imersão (controle), T1- UFC/cm2 após um minuto de ocorrida a imersão; T2- UFC/cm2 após 30 minutos de ocorrida a imersão e T3- UFC/cm2 após uma hora de ocorrida a imersão.  

Lista de Figuras Figura 1. Cromatograma (HPLC-DAD em 310nm) do extrato etanólico das folhas de Hymenaea martiana Hayne.  Figura 2: Comparação da Concentração Bactericida Mínima entre isolados são blaZ positivo ou blaZ negativo e dois diluentes utilizados no EEB da H. martiana. Na figura A há a comparação entre os diluentes utilizados e os isolados que não possuem o gene blaZ. Na figura B há a comparação entre os diluentes utilizados e os isolados que possuem o gene blaZ.  
Quadro 1.  

 T0 T1 T2 T3 
Jatobá 16 x 103 Aa 2,3 x 103 Ab 2,1x 103 Ab 1,6x 103 Ab 
Cloro 9,7x103 Aa 4,7x102 Aab 4,4x102 Aab 2,3x103 Ab 

 
Figura 1. 
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Figura 2. 
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4. CONCLUSÕES 

Os flavonóides se mostraram como produtos dominantes no EEB da folha da 
Hymenaea martiana Hayne, porém são necessárias técnicas mais apuradas para melhor 
caracterização. O EEB seja diluído em água destilada autoclavada ou em álcool absoluto, 
demonstrou atividade antimicrobiana frente a cepas de Staphylococcus spp. Quanto aos 
isolados possuírem ou não o gene blaZ não se destacou como fator determinante na 
quantificação da CBM. Nas condições deste estudo, a solução elaborada a partir do extrato 
etanólico da planta H. martiana Hayne (jatobá) apresentou a capacidade de reduzir as 
contagens bacterianas na pele dos tetos, obtendo atividade pareada com o produto comercial à 
base de hipoclorito. Assim, a utlização de produtos naturais na medicina veterinária, é uma 
alternativa na prevenção das doenças infecciosas e ambientais causadas por micro-
organismos. 
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