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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 UNIVASE, 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 358ug/mL, and the extract diluted in distilled water was equal to 520.82pg/mL.
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 412.3pug/mL in relation to those that were positive for
blaZ gene, that was 308.80ug/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 (520.82pg/mL). 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.

INDEX TERMS: In vitro, antimicrobial, ethanolic extract, Hymenaea martiana Hayne, Staphylococcus spp.,
disinfectant, goats, udder cleaning, natural extract, milk quality, milking preparation, clinics.
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RESUMO.- Este estudo objetivou avaliar a acao
antimicrobiana e antisséptica do extrato etandlico bruto
da folha da Hymenaea 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 d4gua destilada. Em seguida, foi
empregada a técnica da Concentracgdo Inibitdria Minima
(MIC) e da Concentragio Bactericida Minima (CBM). Todos
os ensaios foram realizados em triplicata. A CBM média
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do extrato diluido em etanol foi de 358pg/uL e do extrato
diluido em agua destilada foi igual a 520,82ug/mL. Nao
houve diferenca (P<0,05) quanto a inibi¢do bacteriana para
o extrato diluido em &lcool etilico absoluto ou 4gua 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 412,3pug/mL, e,
quando comparadas aos que foram positivos para o gene
blaZ, que foi de 308,80pg/mL, contudo sem diferenga
estatistica. Quanto a inibicdo das bactérias utilizando
extrato aquoso, a atividade foi igual para as bactérias
com ou sem o gene (520,82pg/mL). Desse modo, tanto o
extrato diluido em 4alcool etilico absoluto quanto em agua
destilada autoclavada demonstrou atividade antimicrobiana,
sugerindo que ocorreu extragdo de substancias bioativas.
Em relacdo ao potencial antisséptico, H. martiana teve
acdo pareada com o cloro, contudo aquele agiu mais
rapidamente, enquanto o cloro agiu de modo ideal uma
hora apés a aplicacdo; ambos os resultados destacam
que o extrato etandlico bruto das folhas de H. martiana
possui potencial de combate a proliferacdo de bactérias
ambientais e infecciosas, surgindo como uma forma de
prevenir a mastite.

TERMOS DE INDEXAGAO: Antimicrobiano, in vitro, extrato etandlico
bruto, Hymenaea martiana Hayne, Staphylococcus spp., desinfetante,
cabras, limpeza do ubere, extrato natural, qualidade do leite,
preparacdo da ordenha, caprinos, clinica.

INTRODUCAO

A mastite é uma enfermidade que acomete muitos
rebanhos leiteiros, acarretando em prejuizos tanto para
a sadde animal, quanto para o produtor. Possui uma vasta
etiologia, e entre os agentes mais isolados, estdo os micro-
organismos do género Staphylococcus (Peixoto etal. 2015),
sendo também um dos principais agentes etiolégicos da
mastite subclinica.

Para o tratamento e prevencdo desta doenca, foram
utilizados no decorrer dos anos produtos como antibidticos e
desinfetantes, ocorrendo entdo a sele¢do de micro-organismos
resistentes, o que dificulta a gestdo do tratamento e da
prevencdo da mastite em caprinos (Bhasme et al. 2013).
Um dos fatores a se observar, quando se trata de resisténcia
a antibioticos, é a presenca de genes de resisténcia nos
micro-organismos, que por ventura podem ser expressos e
impedir a acdo dos produtos, e dentre eles esta 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
classificacdo mais simples, possui quatro classes (A, B, Ce D),
neste caso uma importante defesa aos beta-lactamicos
(Chen et al. 2015).

Assim como hé estudos sobre resisténcia aos antibiéticos,
as solug¢des sanitizantes tém sido estudadas, uma vez
que podem representar um importante fator associado a
prevencdo de infecgdes. Neste caso, bons desinfetantes devem
ser eficazes contra os principais patégenos da glandula

mamaria, ser econdmicos, de facil aplicacdo, e manter ou
promover boas condi¢des de higiene (Sartori et al. 2012).
Devido a isto, ha uma busca por alternativas aos antibiéticos
e desinfetantes, reduzindo o risco potencial de residuos nos
alimentos e possivel promocgao de patégenos resistentes, tais
como o Staphylococcus aureus (Klocke et al. 2010). Desta
forma, deve-se considerar a utilizacdo dos fitoterapicos
na produgao animal, os quais sdo importantes alternativas
quando se trata de prevenir e tratar doencas (Viegi et al.
2003, Mothana & Lindequist 2005, Albuquerque et al. 2007,
Peixoto et al. 2015).

A Hymenaea martiana Hayne esta presente no territério
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 (Sd etal. 2011,
Dimech etal. 2013, Aleixo et al. 2015). Diante disto, o seguinte
estudo tem como objetivo avaliar a nivel fitoquimico a
composicdo do extrato etanélico bruto (EEB) da folha da
Hymenaea martiana, determinar a atividade antimicrobiana
deste produto frente a isolados de Staphylococcus spp. e avaliar
o potencial antisséptico do EEB in vivo.

MATERIAL E METODOS

0 seguinte trabalho passou por avaliagio do Comité de Etica em
Estudos Humanos e Animais (CEUA), da Universidade Federal do
Vale do Sao Francisco, e foi aprovado sob o niimero de protocolo
0001/101214.

Utilizacdo e producio do extrato etanélico da folha da
Hymenaea martiana Hayne. As folhas foram coletadas de um
exemplar, identificado como exsicata da planta 21868, que se encontra
depositado no Herbario Vale do Sao Francisco (HVASF). A extracdo
e producio do extrato etandlico bruto (EEB) da folha da Hymenaea
martiana Hayne foi realizada de acordo com metodologia descrita
por Peixoto etal. (2015), com um pequeno diferencial, apds a coleta
das folhas, estas passaram sete dias em estufa com circulagio de
ar em uma temperatura de 45°C, para entdo serem maceradas e
colocadas para producio do EEB.

Analise do extrato das folhas de Hymenaea martiana Hayne.
Para a andlise por HPLC-DAD, o extrato das folhas de Hymenaea
martiana Hayne foi extraido em SPE C-18 (Extracdo em fase s6lida).
O cartucho foi previamente ativado utilizando 10mL de metanol e
10mL de 4gua ultrapura. Cerca de 100mg do extrato foi solubilizado
em 500uL de agua acidificada (pH=2 com HCI) e 500uL de MeOH.
Apods a aplicacdo do extrato no cartucho, foram adicionados 10mL
de 4gua ultrapura e logo em seguida a fracdo com os compostos
organicos foi eluida com 10mL de metanol. Esta fragdo metandlica
foi analisada por CLAE-DAD.

Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia, CLAE-
DAD. A analise foi realizada utilizando um cromatégrafo 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 separagdo cromatografica
foi feita com uma coluna Luna C-18 (250mm x 4,6mm x 5um,
Phenomenex).

Foi utilizada como fase mével a mistura de H,0: acido formico
(99:1, Solvente A) e metanol (Solvente B), com sistema de eluigdo:
0-10min, 90-100% de B, 10-30min, 100% de B fluxo de 1,0mL/minuto,
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temperatura de 35°C e para monitoramento foi utilizado o comprimento
de onda de 320nm. Para a filtracdo das amostras foram utilizados
filtros de nylon (Whatman) 0,45pm. Todos os solventes utilizados
foram grau HPLC.

Determinacao 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 umisolado clinico MRSA de origem humana.
A concentracdo bactericida minima (CBM) foi realizada seguindo o
padrdo do documento M7-A7 (CLSI 2012). Os extratos foram diluidos
em dois diluentes, alcool etilico absoluto (AEA) e agua destilada
autoclavada (ADA), apds diluigdo dos extratos a concentragdo de
25mg/ml, seguiu-se a metodologia com a preparacgdo do indculo, em
uma suspensao bacteriana com turvagdo equivalente a 0,5 da escala
de Mac Farland. O material entéo foilevado a estufaa 37°C/24h, em
condi¢des de aerobiose e na sequéncia 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 concentragdo do
extrato em estudo com potencial bactericida frente as cepas do
micro-organismo. Os ensaios foram realizados em triplicata, e no
estudo utilizando &lcool 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 etdria variando entre 2 e 5 anos, entre segunda
e terceira lactagdo. No total, fez-se a desinfeccdo em 20 metades
mamarias. Os animais foram avaliados clinicamente (frequéncia
cardiaca e respiratdria, temperatura retal e superficial, avaliagdo das
mucosas e da hidratagdo) 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
imersdo), utilizando duas formas, como segue abaixo:

Grupo 01 (5 animais): imersdo em solugdo de extrato hidrossoltvel
da Hymenaea martiana Hayne, na concentracao de 5% seguido da
secagem com papel toalha descartavel (estéril).

Grupo 02 (5 animais): imersdo em solu¢do a base de Hipoclorito
Agrisept® MC Tabs (1400ppm de hipoclorito) 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 quantificagdo
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 teto evitando a
regido proximal do esfincter mamario. O “swab” foi acondicionado
e encaminhado para posteriores analises.

Contagem e isolamento bacteriano. Ap6s o processo citado no
tépico anterior, os “swabs” foram vertidos em 5mL de Agua Peptonada
Tamponada e transportados ao laboratdrio e entdo realizou-se as
diluigdes decimais sucessivas até 10 em 9mL de caldo Muller-Hinton.
Posteriormente, foram plaqueados 1mL das amostras diluidas em
placas de Petri estéreis e adicionado o meio de Contagem Padrdo
em Placa (PCA). Apés homogeneizacao (pour plate), as placas foram
incubadas em estufa a 37°C por 48 horas, quando entdo foram
contadas as unidades formadoras de colénias (UFC) bacterianas
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para determinacdo da quantidade de micro-organismos totais no
teto, avaliando a eficacia e acurdcia das técnicas utilizadas. Para o
isolamento, o “swab” foi semeado em meio agar sangue ovino a 8%,
e a caracterizagdo fenotipica dos agentes foi realizada de acordo
com Koneman et al. (2008).

Anaélise dos dados. Foi realizada a técnica de estatistica descritiva
por meio da distribuicdo das frequéncias relativa e absoluta para
os achados microbiolégicos. A auséncia de normalidade dos dados
foi confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk. Dessa forma, os valores
obtidos para UFC/cm? foram submetidos a transformacao logaritmica
debase 10 (log, ) para analise estatistica, e a funcao antilogaritmica
para apresentagdo dos resultados. Os valores obtidos de UFC/cm?
foram comparados entre os grupos (H. martiana e hipoclorito),
utilizando-se o teste T para amostras independentes e entre os
tempos experimentais pela andlise de varidncia para medidas
repetidas, usando o teste de Bonferroni para comparagio de médias.
Para andlise dos dados, foi utilizado o programa Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) versdo 20.0 para Windows.

RESULTADOS

Analise fitoquimica

A analise do cromatograma HPLC-DAD (Fig.1) permitiu
sugerir que os principais picos presentes na amostra
podem ser fendlicos do tipo flavonoides, apresentando
comprimentos de onda maximos em torno de 313nm. Para
a identificacdo 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, os valores
ndo diferiram estatisticamente, demonstrando que os dois
diluentes podem ser utilizados em trabalhos preventivos e
terapéuticos para animais.

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

Como é possivel observar na Figura 2 a presenca ou
auséncia do gene blaZ, ndo é fator determinante e nem foi
observada (P<0,05) atividade do EEB frente as cepas de
Staphylococcus sp. Em relacdo a auséncia do gene blaZ, na
Figura 2A, a CBM do EBB diluido em etanol foi de 390,6pg/mL
78% (7/9),ja quando diluido em ADA aproximadamente 45%
dos isolados tiveram sua CBM em 781,25ug/mL (4/9), 33%
com 195,3ug/mL e 22% com 390,6pg/mL. Ja naimagem 2B,
a CBM do EEB diluido em etanol foi 195,3pg/mL em 67%
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Fig.1. Cromatograma (HPLC-DAD em 310nm) do extrato etanélico bruto obtido das folhas de Hymenaea martiana Hayne. Em (A-C)
constam trés tipos de flavonoides que foram encontrado por HPLC-DAD, porém para sua identificacdo necessitam-se de maiores

anélises.

(6/9) dos isolados, e ao diluir em ADA, a CBM de 45% (4/9)
dos isolados foi de 781,25ug/mL, assim como 33% das cepas
com 390,6pg/mL e 22% com 195,3ug/mL.

Atividade antimicrobiana in vivo

Foram testadas duas soluc¢des, a comercial (Agrisept® MC Tabs)
que possui 1.400ppm de hipoclorito, e uma solu¢do com
5% do EEB da folha da Hymenaea martiana Hayne. Nao 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 Quadro 1, é possivel observar que o
extrato etandlico bruto da H. martiana Hayne tem potencial
como produto bactericida devido a sua atividade demonstrada
no seguinte quadro.

151
El 5laZ negativa

1 blaZ positiva
B Etanol
@ Apua destilada

Numero de isolados

Fig.2. Comparacdo da concentragdo bactericida minima entre
isolados blaZ positivo e blaZ negativo e dois diluentes utilizados
no EEB da Hymenaea martiana.
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Quadro 1. Médias obtidas para UFC/cm? nos diferentes tempos experimentais em cabras tratadas com duas solugoes diferentes, 2016

TO T1 T2 T3
Hymenaea martiana 16 x 10342 2,3 x 10340 2,1x 10340 1,6x 10340
Hipoclorito 9,7x1034 4,7x1032Aab 4,4x1 (02 Aab 2,3x10340

Para cada momento, valores seguidos por letras maiusculas iguais nao diferem entre si (P > 0,05); Para cada grupo, valores seguidos por letras mintsculas
iguais ndo diferem entre si (P > 0,05); TO- tempo sem imersdo (controle), T1- UFC/cm? apés um minuto de ocorrida a imersdo; T2- UFC/cm? ap6s
30 minutos de ocorrida a imersdo e T3- UFC/cm? apds uma hora de ocorrida a imerséo.

DISCUSSAO

Analise fitoquimica

De acordo com a avaliagdo fitoquimica do extrato etandlico
bruto (EEB) da folha da Hymenaea martiana Hayne, obteve-se
a informacdo da dominancia de trés tipos flavonoides, que
precisam de melhores analises por técnicas mais apuradas para
sua identificagdo. Dimech et al. (2013), também encontraram
os flavonoides como componentes principais ao avaliar a
Hymenaea stigonocarpa Mart. ex. Hayne, e Silva et al. (2012)
relatam a dominancia do flavonoide 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 varias atividades bioldgicas
(Hernandez et al. 2000), que de acordo com Mishra & Tiwari
(2011), apresentam destaque como produto terapéutico,
além disso estes autores afirmam que as areas de doengas
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
flavonoides em sua composicao, frente a estirpes de S. aureus
(Chattopadhyay etal. 2001, Cushnie & Lamb 2011). Além disso,
Peixoto et al. (2015), ao explorar o EEB feito com a casca da
Hymenaea martiana Hayne, observou também a presenca
deste composto, com potencial bactericida.

Atividade antimicrobiana in vitro

0 EEB da folha da Hymenaea martiana Hayne teve sua agao
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, Sa et al. 2011). No presente
estudo 50% (11/22) dos isolados apresentaram valor de
CBM chegando até 781,25ug/mL quando diluidos em agua
destilada autoclavada. Ja quando a dilui¢ao foi realizada com
etanol, a CBM foide 390,6pg/mL (11/22). Garciaetal. (2011)
ao estudar o extrato hidroalcéolico da H. coubaril frente a
S. aureus obteve 98% de atividade da CBM em 53,25pg/mlL,
assim como este trabalho demonstrando o potencial das
plantas do género Hymenaea.

Neste estudo ndo houve diferenga (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, Peixoto et al. 2015). O diluente
pode nao ser fator determinante na agao do extrato. S4 et al.
(2011), obtiveram menor atividade bactericida ao desafiar
S. aureus com o extrato etanoélico da H. coubaril e Aleixo et al.
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(2015) ao utilizar o extrato hidroetanélico. O uso do etanol na
sanitizagdo da glandula mamaria pode causar um ressecamento,
em que causa danos a pele do teto e pode deixar residuos,
sendo mais indicada a utilizagao do extrato diluido em agua,
levando em consideragdo também a relagdo custo e beneficio
para o produtor. Ao se utilizar a 4gua como diluente, evoca-se
um sentido de sustentabilidade na utilizagdo do medicamento
(Varo etal. 2017). Em estudos como o de Hendrychova et al.
(2014) o extrato aquoso nao afetou no potencial antioxidante
de plantas do género Bergenia.

Varias fracdes foram testadas do extrato da casca da
Hymenaea Stigonocarpa Mart. ex. Hayne por Dimech et al.
(2013), em que os valores de atividade antimicrobiana
estiveram entre 64 e 512ug/mlL, o que se aproxima do presente
trabalho onde foram obtidos valores de 195,3 até 781,25ug/mL
ao se utilizar uma planta do mesmo género. Justifica esta
atividade frente a isolados de S. aureus, a grande variedade
de compostos fendlicos, além da presenca dos flavonoides
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 & Jacoby 2010, Chen et al. 2015). Esta resisténcia
justifica a busca por compostos alternativos que atuem
tanto sobre formas multi-resistentes, como sensiveis de
Staphylococcus spp. (Garcia etal. 2011). Neste estudo, nao 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 pressao osmotica interna, devido a acdo de produtos na
membrana externa, alteragdes nos componentes intracelulares,
tais como acidos nucleicos e proteinas (Dimech et al. 2013).

As cepas utilizadas neste trabalho tiveram do extrato
diluido em meio aquoso a CBM variando de 195 até 781ug/mL,
neste caso ocorrendo uma atividade bactericida com valores
também crescentesindo de 195 até 390,6pg/mL em cerca de
50% dos isolados, assim como a outra metade (11/22) obteve
acdo moderada (781, 25ug/mL). Estes valores se apresentam
dentro dos padrdes descritos por Sartoratto etal. (2004) em
que estes destacam que os agentes de acdo forte terdo intervalo
de 50-500pg/mL de CBM, ja quando forem de agdo moderada
serdo obtidos valores de CBM de 600 até 1500ug/mL. A partir
destes dados, ressalta-se o grande potencial de utilizacao
das plantas do género Hymenaea como base para produtos
antimicrobianos.
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Atividade antimicrobiana in vivo

Quando comparados os dados referentes ao tratamento
dos animais entre os grupos experimentais (1400ppm de
hipoclorito 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 apés 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, devido ao fato do dstio de
liberacdo do leite ficar acessivel por até duas horas (Langoni
2013). O esfincter do teto e o canal do teto sdo importantes
barreiras primarias contra a invasao dos patdgenos presentes
no ubere, assim é essencial que tais estruturas estejam em
condicdes fisicas e de higiene perfeitas para prevenir a infeccdo
intramamadria (Manzi et al. 2012).

O objetivo da rotina de higiene do teto ndo é apenas
para reduzir risco de infeccao de mastite, mas também para
melhorar a qualidade do leite (Gleeson et al. 2009). Areducao
da atividade bacteriana esta descrita no Quadro 1. Neste caso,
o cloro apés a imersdo obteve uma reducdo nas contagens
bacterianas de 95% e a H. martiana de 86%. Gleeson et al.
(2009), obtiveram uma redugdo de 30% ao utilizar o cloro
como desinfetante pré ordenha. A realizagio 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 reducdo 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 doencgas de origem
ambiental e infecciosa (Gibson et al. 2008, Gleeson et al. 2009,
Kamal & Bayoumi 2015).

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

A atividade do extrato utilizado como sanitizante é importante,
pois reforga a capacidade de utilizagdo dos produtos naturais
pela populacado, alguns autores justificam este potencial
afirmando que ha uma complexidade de compostos presentes
em um extrato de planta, favorecendo sua utilizacdo na
producdo animal (Mishra & Tiwari 2011, Cipriano etal. 2014,
Peixoto etal. 2015). 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 alteracdes a nivel de DNA
em S. aureus 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 jungdo de produtos de modo
controlado pode afetar a sobrevivéncia e patogenia do
Staphylococcus spp. (Gonzales et al. 2015).

0 cloro tem eficacia comprovada, tanto na rotina pratica
como em estudos laboratoriais (Magnusson et al. 2006,
Gibson et al. 2008, Jaenisch et al. 2010). Porém este nao foi tao

efetivo quando utilizado frente a leveduras, e na presenca de
10% de matéria organica (Coutinho etal. 2012). Em relagdo ao
S. aureus, o cloro foi eficaz em estudos in vitro, na concentragao
de 1%. O melhor efeito do cloro na desinfec¢io da pele do teto
pode ndo estar relacionado a seus principios ativos, e sim a
forma como os procedimentos de aplica¢do sio realizados
(Magnusson et al. 2006, Gibson et al. 2008). Porém sua
utilizagdo deve ser limitada, pois de acordo com a WHO
(2008), é um produto que pode gerar nos micro-organismos
o desenvolvimento da resisténcia.

0 hipoclorito, assim como os produtos a base de iodo e
clorexidina, sio comumente indicados como sanitizantes na
prevencado da mastite, contudo estes produtos tém atividade
diminuida na presenga de material biol6gico e desencadeiam
a selecdo de micro-organismos resistentes, ndo sendo entdo
uma alternativa nestes casos (Gibson et al. 2008, Jaenisch et al.
2010, Coutinho etal. 2012). Isto reforga o potencial alternativo
a ser explorado dos produtos naturais, com a finalidade de
profilaxia da mastite caprina.

A reducio da log do AGRISEPT® foi de 3 log, resultados
melhores do que os obtidos por Kamal & Bayoumi (2015), que
obtiveram uma reducdo de 1 log, destacando mesmo assim
a importancia do pré-dipping na diminuicdo de patoégenos
ambientais presentes no teto. A agio de realizar a desinfecgao
dos animais promove uma diminuicdo dos meséfilos
aerobicos no teto, diminuindo consequentemente as chances
de contaminacgao do leite e dos tanques de armazenamento
(Elmoslemany et al. 2010, Bava et al. 2011). A higiene do
ubere é importante porque influencia na qualidade do leite
e érelacionada a ocorréncia de patédgenos, 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 populagao bacteriana no teto, como
foi observado nesta pesquisa.

CONCLUSOES

0 extrato etandlico bruto da folha da Hymenaea martiana
Hayne possui como constituinte dominante os flavonoides.
Quando avaliado in vitro ndo houve diferenca estatisticas
quanto a atividade antimicrobiana da H. martiana Hayne,
em relacdo ao diluente utilizado.

Osisolados possuirem ou ndo o gene blaZ, ndo foi significativo
na atividade bactericida do fitoterapico.

Com relagdo ao estudo in vivo, o extrato aquoso da
H. martiana Hayne tem potencial como desinfetante, mostrando
que o fitoterapico pode ser uma alternativa na prevencao da
mastite caprina.
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