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RESUMO: O trabalho foi realizado durante o periodo de agosto de 2011 a junho de 2012, onde foram
colhidas amostras bacterianas de tetos de cabras leiteiras em atividade com auxilio de dois suabes
estéreis, sendo um para cada teto. As amostras foram semeadas em BHI a 37°C por 24 horas em
aerobiose. A identificacdo dos microrganismos foi realizada de acordo com a citologia das bactérias,
por meio da coloracdo de Gram e provas bioguimicas. Os antibiogramas foram realizados, em
triplicata, com os extratos de Catingueira (Caesalpinia pyramidalis), Favela (Cnidoscolus
phyllacanthus) e Nim (Azadiracta indica) a 3, 5 e 8%, com um controle negativo (agua destilada) e
dois controles positivos (iodo 2% e gentamicina), sendo utilizado a técnica difusdo em agar de poco
em Mauller Hinton. A analise dos dados baseou-se na comparacdo da média dos diametros dos halos
estaticamente através do teste de Qui-quadrado. Foram isolados dezoito diferentes bactérias:
Corynebacterium spp., Staphylococcus sp. coagulase negativa, Rhotia spp., Cellulomonas spp.,
Chromobacterium sp., Actinobacillus sp., Bacillus sp., Micrococcus spp., Actinobacter sp., Moraxella
spp., Aeromonas sp., Actinomyces sp., Bacillus subtilis, Pseudomonas alcaligenes, Proteus mirabilis,
Corynebacterium haemolyticum, Corynebacterium jeikeium, Planococcus sp. Apresentaram-se com
maior frequéncia Corynebacterium spp., Rhotia spp, Cellulomonas spp. e C. Jeikeium (p< 0,05). Das
cepas analisadas observou-se eficacia do extrato de Catingueira 8% para as bactérias Cellulomonas
spp. e Micrococcus sp.; ao extrato de Favela 8%, Staphylococcus sp. coagulase negativa. Os
resultados obtidos através da analise estatistica ndo diferiram dos controles positivos (p < 0,05). Das
cepas adquiridas no estudo in vitro observou-se eficacia dos extratos da catingueira 8% para
Cellulomonas spp. e Micrococcus sp.; e da favela 8% para Staphylococcus sp. coagulase negativa,
concluindo-se que os extratos podem ser utilizados como antissépticos naturais em cabras de aptidédo
leiteira.

PALAVRAS-CHAVE: antibiograma, Azadiracta indica, Caesalpinia pyramidalis, Cnidoscolus
phyllacanthus, caprinocultura

1. INTRODUCAO

H& milhares de anos, diversos compostos naturais tém sido utilizados na medicina popular para
o tratamento de inumeras doengas. Até meados do seéculo XX, os medicamentos de origem vegetal
constituiam a base da terapia medicamentosa. Nos Gltimos anos, o interesse pelos medicamentos de
origem natural voltou a crescer, acompanhado de um aumento significativo nos investimentos em
pesquisa (RATES, 2001). Cerca de 50% dos medicamentos utilizados sdo de origem sintética e cerca
de 30% sdo originarios de plantas, isolados diretamente ou produzidos por sintese a partir de um
precursor vegetal (KIRKPATRICK, 2002).

A necessidade de encontrar alternativas para o controle microbiano tem direcionado muitas
pesquisas no sentido de buscar produtos que sejam eficazes, econdmicos e ecologicamente viaveis.
Estudos realizados com produtos naturais possuindo atividade bioldgica tém sido direcionados no
sentido de oferecer alternativas confidveis para o controle microbiano, principalmente a partir de
produtos bioativos obtidos de plantas com propriedades terapéuticas de uso rotineiro
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(ALBUQUERQUE, 2002). E verdade, também, que muitos constituintes de plantas e/ou seus
derivados semi-sintéticos constituem uma parcela apreciavel dos medicamentos recém-introduzidos no
mercado (WILSON, 2006).

O consumo atual de medicamentos fitoterapicos pela populagéo decorre basicamente do fato
de que representam formas de terapia mais econdmicas e/ou naturais que aquelas normalmente
oferecidas e preconizadas pela indUstria farmacéutica e a medicina alopatica. Dentro desse
contexto, 0 aumento do uso destas plantas seria de grande utilidade principalmente nos paises
em desenvolvimento como o Brasil, que possui grande biodiversidade e tem uma posicdo
privilegiada por possuir cerca de 25% da flora mundial, apesar de que, o desenvolvimento  desses
medicamentos ainda é extremamente complexo, envolvendo estudos quimicos, farmacolégicos
e clinicos.

No Nordeste brasileiro, cuja vegetacdo predominante é a Caatinga, muitas plantas nativas ou
exoticas, sdo potencialmente ricas em propriedades curativas, porém pouco exploradas ainda pela
ciéncia e, muitas vezes, o conhecimento da populacdo sobre os produtos naturais que as rodeiam pode
ajudar os pesquisadores a direcionar suas buscas por produtos que realmente apresentem
efetividade contra enfermidades.

Em razdo de sua importancia econdmica e social, de modo particular para os estados do
Nordeste, a caprinocultura requer atencdo cuidadosa para que possa desenvolver-se como atividade
produtiva de mercado. Se a salde ndo estiver bem, havera queda na producdo, comprometimento da
reproducdo, gastos com os animais doentes e, em alguns casos, até a morte. Considerando 0s aspectos
sanitarios na criacdo destes animais, a ocorréncia de ectoparasitoses e verminoses, e de doengcas como
linfadenide caseosa, pododermatite, mastite, raiva e clostridiose, bem como os altos indices de
mortalidade sdo fatores que limitam o desenvolvimento da atividade no Rio Grande do Norte, e em
todo o Nordeste brasileiro (SILVA et al., citado por LIMA et al., 2006). Partindo do preceito do
potencial das plantas da Caatinga, nativas ou exdticas, como alternativas aos antimicrobianos
convencionais (ALTMANN, 2001), este trabalho tem como objetivo investigar a atividade
antimicrobiana dos extratos das folhas de neem (Azadiracta indica), catingueira (Caesalpinia
pyramidalis) e favela (Cnidoscolus phyllacanthus) sobre bactérias de glandula mamaria de matrizes
caprinas de aptidao leiteira no assentamento de Codao de Sombra no Municipio de Mossoré-RN.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 LOCAL DE ESTUDO

O trabalho foi realizado durante o periodo de agosto de 2011 a junho de 2012, onde foram
colhidas amostras bacterianas de tetos de cabras leiteiras em atividade, no assentamento Cordao de
Sombra a 30km do Municipio de Mossoré-RN. Posteriormente, as amostras foram analisadas no
Laboratorio de Microbiologia Veterinaria da Universidade Federal Rural do Seml-Arido-UFERSA.

2.2 MATERIAL VEGETAL E PREPARO DOS EXTRATO

As folhas de Caesalpinia pyramidalis Tul. (catingueira), Cnidoscolus phyllacanthus (faveleira) e
Azadiracta indica (neen) foram coletadas no Centro Zooboténico da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), no Municipio de Mossor6-RN, as 5h da manhd (pico de atividade
metabolica), transportadas em sacos plasticos (temperatura ambiente) e, colocadas em estufa de
circulacdo de ar (65°C) durante 72 horas. O preparo dos extratos foi realizado no Laboratério de
Cromatografia da Universidade Estadual do Rio Grande do Norte — UERN. Apds o processo de
secagem, as folhas foram trituradas em liquidificador industrial obtendo-se 800-1000g de material
seco de cada espécie vegetal, as quais ficaram macerando com uma solucdo hidroalcodlica 70%
durante 72 horas. Foram realizadas trés extracGes para cada material. Apos esse periodo, procedeu-se
com uma filtracdo & vacuo, seguida de uma filtragdo simples, e por ultimo, o extrato foi levado ao
Rotaevaporador (marca Fisatom, Modelo 802, rotacdo média de 90 rmp, com temperatura do banho-
maria de 60 +/- 5°C), para a eliminagdo do alcool. A parte liquida restante foi evaporada em banho-
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maria (45°C). O extrato final foi armazenados em recipientes adequados sob refrigeracéo (0 a 8°C), até
0 seu uso. Posteriormente o extrato foi utilizado nas seguintes concentracdes: 3%, 5% e 8% de
peso/volume.

2.3 AMOSTRAS BACTERIANAS

As cepas bacterianas foram isoladas com o auxilio de suabes estéreis, da parte lateral de cada
teta (direita e esquerda) das cabras, acondicionadas em ambiente refrigerado e, encaminhados ao
Laboratério de Microbiologia Veterindria da UFERSA em caixa isotérmica sob refrigeracdo para
contagem, isolamento e identificagcdo das bactérias. As amostras dos suabes foram lavadas em 2 ml de
4gua estéril. Foram realizadas sucessivas diluicdes 10*, 102 107 10* e 10”, transferindo-se 1 ml
desses tubos, para tubos contendo 9 ml de agua estéril. Retirou-se 1 ml de cada diluicdo, os quais
foram distribuidos em placas de 4gar Mueller Hilton, colocadas em estufa a 37°C por 24 horas para a
contagem de bactérias. As bactérias que crescerem foram semeadas em BHI. Por Gltimo, procedeu-se
com a citologia, por meio da coloracdo de Gram, e provas bioquimicas para a identificacdo bacteriana
e acordo com a metodologia de MacFaddin (2000).

2.4 PREPARAC,‘AO DO INOCULO PARATESTE “IN VITRO”

O indculo das bactérias isoladas das tetas para teste de difusdo em Agar foi obtido cultivando-
as em BHI até a fase log (crescimento exponencial), durante 18-24 horas em uma concentracio de 10°
ajustada pela escala de Macfarland.

2.5 PERFURACAO DAS PLACAS PARA O TESTE “IN VITRO”

As placas foram preparadas com 20 mL de Agar Muller-Hinton. Ap6s 24 horas, foram
preparados, assepticamente, com aparelho perfurante, cinco pocos de didmetro de 2 mm no agar em
cada placa. O &gar retirado dos pocos foi descartado e os fundos dos pogos foram cobertos com uma
camada fina de Agar Muller-Hinton ainda liquido (56°C) retirado de uma placa de agar aquecida sobre
0 bico de Bunsen com a ajuda de uma pipeta Pasteur de vidro estéril acoplada a uma péra de borracha
pequena.

2.6 SEMEADURA DO MICRORGANISMOS EM PLACA DE MULLER-HINTON

Posteriormente, um suabe de algoddo estéril foi mergulhado na suspensdo do indculo,
apertando-o firmemente contra a parede interna do tubo, acima do nivel do liquido, de forma a retirar
qualquer excesso de indculo no suabe. Na placa de agar Mueller-Hinton foi semeado o micro-
organismo friccionando o suabe em toda a superficie estéril do agar de forma a assegurar a
distribuicdo uniforme do inéculo.

2.7 APLICACAO DE EXTRATOS NAS PLACAS

Em cada placa foi colocado 50 pL de iodo 2% e gentamicina (controles positivos), agua
destilada estéril (controle negativo), extrato de neen (Azadiracta indica), catingueira (Caesalpinia
pyramidalis Tul) e favela (Cnidoscolus phyllacanthus) distribuidos nos cinco pogos. Cada micro-
organismo foi testado em triplicata para as concentracdo de 3%, 5% e 8%. Apos 24h, foi medido os
halos de inibicdo produzidos em volta do po¢co com auxilio de um paquimetro. (NCCLS, 2003)
adaptado de Carvalho et al (2010).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise dos dados baseou-se na comparacdo da média dos diametros dos halos estaticamente
através do teste de Qui-quadrado. Foram isolados dezoito diferentes bactérias: Corynebacterium spp.,
Staphylococcus sp. coagulase negativa, Rhotia spp., Cellulomonas spp., Chromobacterium sp.,
Actinobacilus sp., Bacillus sp., Micrococcus spp., Actinobacter sp., Moraxella spp., Aeromonas sp.,
Actinomyces sp., Bacillus subtilis, Pseudomonas alcaligenes, Proteus mirabilis, Corynebacterium
haemolyticum, Corynebacterium jeikeium, Planococcus sp. Apresentaram-se com maior frequéncia
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Corynebacterium spp., Rhotia spp, Cellulomonas spp. e Corynebacterium. jeikeium (p< 0,05).
Langoni et al (2006) observaram infec¢do em glandula mamaria de caprinos causada por Actinobacter
sp , Bacillus sp., Corynebacterium sp., onde os dados encontrados reafirmam os pat6genos
encontrados neste trabalho. O género Pseudomonas sp. também foi citado por Muricy (2003) como
um dos agentes de mastite, principalmente em animais que apresentam tetos molhados e propriedades
com agua contaminada. Buelta et al. (1999) apud Guedes (2003) afirmaram que a especie Proteus
mirabilis foi um dos patdgenos encontrados causando mastite clinica em bovinos na regido de
Porcitncula, no estado do Rio de Janeiro. Os géneros Rhotia sp, Cellulomonas sp,
Chromobacterium sp., ndo foram relacionados como agentes mastiticos e a sua patogenicidade deve
ser investigada. Das cepas analisadas observou-se eficacia do extrato de Catingueira 8% para as
bactérias Cellulomonas spp. e Micrococcus sp.; e ao extrato de Favela 8%, Staphylococcus sp.
coagulase negativa. Os resultados obtidos através da analise estatistica ndo diferiram dos controles
positivos (p < 0,05).

Avaliando a persisténcia de patdgenos responsaveis por infeccdo intramamaria em cabras
durante a lactacdo, Contreras (1997) observou que Micrococcus sp. sdo 0s patdégenos mais frequentes,
e que Staphylococcus sp. coagulase negativa sdo os responsaveis pela alta prevaléncia da infeccao.
Segundo Lima (2006), o extrato etandlico da espécie de Caesalpinia pyramidalis tem sido usado
contra linhagens de Escherichia coli, (strain ATCC 25922) e Staphylococcus aureus resistentes (ATCC
25923), juntamente com o extrato de outras plantas encontradas no Brasil, como Schinus
terebinthifolius (aroeira-mansa), Erythrina mulungu (mulungu), Lafoensia pacari (dedaleiro). Pereira
et al.(2006) demonstraram que o0 extrato da catingueira (Caesalpinia pyramidalis) apresentou halo
de inibicdo superior a 14mm, frente as cepas de E. coli ( LM11), e de S. aureus (LM5), estando de
acordo com dados relatados por Lima (2006). O estudo fitoquimico feito nesta espécie revelou
compostos fendlicos: acido 4-O-B-glucopyranosyloxy- Z.-7-hydroxycinnamic e &cido 4-O-p-
glucopyranosyloxy-Z.-8-hydroxycinnamic, além do lupeol e aghatisflavone (MENDES, 2000). Por
outro lado, analises espectroscopicas identificaram compostos derivados do benzociclohepteno como a
favelina methyl ether, a favelina, e o deoxofavelina, extraidos da Cnidoscolus phyllacanthus (ENDO,
1992). Pode-se sugerir que a atividade antimicrobiana da catingueira e da favela seja devido aos
compostos fendlicos e a favelina, respectivamente presentes nestas duas plantas, necessitando assim,
de estudos mais aprofundados para a elucidacdo desta atividade pesquisada.

Tabela 1 — Média dos halos de inibi¢cdo (mm) dos extratos frente aos microorganismos isolados

Extratos Controles positivos
Microoganismos Catingueira 8% Favela 8% lodo Gentamicina
Cellulomonas spp 11,67+0,57a - 18,33+1,52a 18,00+1,73a
Micrococcus sp 10,00+0,0b - 19,33+1,52ab 22,33+1,52a
Staphylococcus sp. - 9,33+1,15a 13,67+3,21a 19,67+0,57a

coagulase negativa

4. CONCLUSOES

O extrato de Catingueira foi eficiente para Cellulomonas spp. e Micrococcus sp.; e 0 extrato da
Faveleira, para Staphylococcus sp. coagulase negativa, concluindo-se que, ambos na concentracéo 8%,
podem ser utilizados como antissépticos naturais em cabras de aptiddo leiteira.
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