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Resumo

Microrganismos que sao comumente isolados do trato genital de ovelhas sdo patégenos
facultativos, sendo sua patogenicidade expressa quando as fémeas apresentam o sistema
imunolégico comprometido. O conhecimento da microbiota normal é importante para que
possa ser comparada com resultados de cultivos oriundos de animais doentes. Dessa forma
objetivou-se identificar os principais microrganismos constituintes da microbiota cérvico-
vaginal de ovelhas e sua susceptibilidade aos antimicrobianos e extratos de plantas. Foram
visitados rebanhos ovinos, coletando-se 60 amostras da mucosa cérvico-vaginal por meio
de swabs. Foi realizado o isolamento e identificacao bacteriana e teste de sensibilidade aos
antimicrobianos. Para a determinagdo da atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos
foram utilizadas as espécies: Encholirium spectabile Mart., Bromelia laciniosa Mart.,
Neoglaziovia variegata Mez., Amburana cearensis (Fr. Allem.) A.C. Smith, Hymenaea
courbaril L. e Selaginella convoluta Spring, sendo os extratos diluidos em agua destilada e
alcool. Foram obtidos 94 isolados, sendo Staphylococcus spp. e Escherichia coli os
principais microrganismos isolados. De modo geral os isolados foram sensiveis a maioria
das drogas antimicrobianas testadas, principalmente a classe das tetraciclinas e quinolonas.
Staphylococcus spp. foram testados frente aos extratos de Encholirium spectabile Mart.,
Bromelia laciniosa Mart., Amburana cearensis (Fr. Allem.) A.C.Smith e Hymenaea courbaril
L. Quando diluidos em agua, o maior percentual de inibicao foi observado com E. spectabile
e H. courbaril, respectivamente, 63,3 e 76,6% dos isolados. Enquanto que na diluicdo
alcoodlica a maior atividade inibitoria foi propiciada pelos extratos de H. courbaril e B.
laciniosa, que inibiram 50% dos isolados, a medida que os extratos de E. spectabile e A.
cearensis inibiram 43,3 e 36,6% respectivamente. Os extratos etandlicos na diluicdo em
alcool, frente as bactérias gram negativas, apresentaram melhor atividade bacteriana do que
quando diluidos em agua. Na diluigao aquosa, as espécies H. courbaril € A. cearensis
apresentaram maior atividade antibacteriana. Considerando os resultados encontrados
neste estudo e ainda a disponibilidade das plantas testadas na regido, o potencial de
utilizacdo in vivo desses extratos deve ser verificado em pesquisas posteriores, criando
dessa forma subsidios para o desenvolvimento de produtos que possam ser utilizados no
tratamento de enfermidades reprodutivas de ovelhas.

Palavras-chave: ovino, enfermidades reprodutivas, sensibilidade



Abstract

Microorganisms that are commonly isolated from the genital tract of sheep are facultative
pathogens, and its pathogenicity expressed when females have compromised immune
systems. Knowledge of the normal microbiota is important for it to be compared with results
from cultures derived from diseased animals. Thus it was aimed to identify the main
constituents of microorganisms cervical-vaginal flora of sheep and their susceptibility to
antimicrobial drugs and plant extracts. Sheep flocks were visited, collecting 60 samples of
cervical-vaginal mucosa by means of swabs. Was isolated and bacterial identification and
antimicrobial susceptibility testing. To determine the antimicrobial activity of ethanol extracts
were used species: Encholirium spectabile Mart., Bromelia laciniosa Mart., Neoglaziovia
variegata Mez., Amburana cearensis (Fr. Allem.) AC Smith, Hymenaea courbaril L.
Selaginella convoluta Spring, and the extracts diluted in water and alcohol. We obtained 94
isolates, Staphylococcus spp. Escherichia coli and the main microorganisms isolated. In
general the isolates were susceptible to most antimicrobial agents tested, especially the
class of tetracyclines and quinolones. Staphylococcus spp. were tested against extracts
Encholirium spectabile Mart., Bromelia laciniosa Mart., Amburana cearensis (Fr. Allem.)
Acsmithia and Hymenaea courbaril L. When diluted in water, the highest percentage of
inhibition was observed with E. spectabile and H. courbaril, respectively, 63.3 and 76.6% of
isolates. While the dilution alcoholic highest inhibitory activity was generated by the extracts
of H. courbaril and B. laciniosa, which inhibited 50% of isolates, as the extracts of E.
spectabile and A. cearensis inhibited 43.3 and 36.6% respectively. The ethanol extracts
diluted in alcohol, compared to gram negative bacteria showed better activity than when
diluted in water. In the dilution water, the species H. courbaril and A. cearensis showed
higher antibacterial activity. Considering the results found in this study and also the
availability of the tested plants in the region, the potential for in vivo use of such statements
should be verified in future research, thus creating subsidies for the development of products
that can be used in the treatment of reproductive diseases sheep.

Key words: ovine, reproductive disorders, sensitivity



Introducao

O interesse pela ovinocultura vem crescendo nos ultimos anos no Brasil. O rebanho
nacional € estimado em cerca de 16 milhdes de cabecas, sendo grande parte desse
quantitativo (58,55%) pertencente a regiao nordeste. O estado de Pernambuco possui
aproximadamente 1,3 milhdes de cabecas, sendo distribuidas principalmente na regido do
semiarido na cidade de Petrolina e regido circunvizinha (IBGE, 2009).

Nesta regido a ovinocultura tem sido intensificada em propriedades rurais a fim de
diversificar culturas e gerar lucros, principalmente para pequenos criadores, sendo
constituida principalmente de animais deslanados destinados a produgao de carne e pele.
Trata-se de uma atividade de grande importancia econdémico-social, particularmente na
maioria das regides de climas aridos e semiaridos, devido a elevada adaptabilidade dessa
espécie as condi¢des edafoclimaticas.

Na regido nordeste, alguns fatores sao limitantes para o desenvolvimento da criagao
de ovinos como a desorganizagao dos criadores, assisténcia técnica insuficiente e medidas
de manejo inadequadas, principalmente o manejo nutricional e sanitério. Dentre as doencas
que maiores prejuizos trazem a produtividade da ovinocultura estdo as enfermidades que
acometem o trato reprodutivo, com indices de perda econdémica variando de 0,4 a 10,6%
(Forar et al. 1995), tanto no descarte de matrizes como na reducdao do numero de crias que
seriam encaminhadas para o abate. Enfermidades do trato reprodutivo podem ser causadas
por bactérias, fungos, virus e parasitos de patogenicidade conhecida, mas também por
microrganismos constituintes da microbiota normal da regido vaginal, que em condicbes de
equilibrio geralmente ndo sao capazes de produzir doenca.

Microrganismos que sdo comumente isolados de amostras oriundas do trato genital
feminino sdo patégenos facultativos, tais como Streptococcus spp., Staphylococcus spp.,
corinebactérias e coliformes (Paisley et al. 1986). A patogenicidade desses agentes é
expressa quando 0s animais apresentam o sistema imunoldégico comprometido, em
decorréncia do estresse causado por fatores como nutricao deficiente, mudancas subitas de
temperatura, estagio reprodutivo da fémea como final de gestacao, pds-parto e transporte,
demonstrando o carater oportunista no desencadeamento de infecgdes.

Os tratamentos comumente utilizados nas infecgbes do trato genital constituem
muitas vezes do uso indiscriminado de antibidticos com dosagens e aplicacdes
inadequadas, que além de eliminarem a microbiota normal residente, favorece o
desenvolvimento de cepas patogénicas resistentes. Isso tem sido preocupacao constante da
comunidade cientifica, devido aos pequenos avancos nas pesquisas referentes ao
desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas e ainda pelas consequéncias que essa

resisténcia pode causar a saude humana e animal. Falhas na utilizacdo de antibidticos, e



ainda preocupacdao com o0s residuos teciduais deixados pelas drogas nos animais de
producdo alimentar incitam a necessidade do desenvolvimento de alternativas de
tratamento, como a fitoterapia.

O Brasil possui uma diversificada flora, sendo grande o niumero de pesquisas a fim
de se identificar compostos de plantas que possam ser utilizadas para tratamento de
enfermidades que acometem variados sistemas organicos. A regiao do semiarido nordestino
possui plantas nativas com potencial antibacteriano, sendo vantagens para utilizagdo: a
auséncia de residuos nos produtos, resisténcia inexistente, baixo custo e disponibilidade ao
alcance dos criadores.

Dessa forma, é de fundamental importancia o conhecimento de alguns
microrganismos componentes da microbiota cérvico-vaginal de ovelhas que podem estar
associados a enfermidades do trato reprodutivo de ovelhas que sao criadas na regido
semidrida, especificamente na regidao de Petrolina-PE, bem como a determinacdo da
sensibilidade desses agentes a drogas antimicrobianas. Além disso, é de grande valia
estudos acerca de alternativas terapéuticas, sendo destacado o potencial antimicrobiano de
extratos etandlicos de plantas pertencentes a flora do semiarido nordestino a fim de criar

subsidios para sua utilizagao como tratamento.



CAPITULO 1

Enfermidades do trato reprodutivo de ovinos: Etiologia, Diagndstico e Terapéutica

(A ser submetido, como artigo de revisao, a Arquivos do Instituto Biologico)



Enfermidades do Trato Reprodutivo de Fémeas Ovinas: Etiologia, Epidemiologia, Diagnoéstico e Terapéutica

Valdenice Félix da Silval, Mateus Matiuzzi da Costa’

'Universidade Federal do Vale do S3o Francisco, Laboratdrio de Microbiologia e Imunologia Animal, Rodovia BR
407, 12, Lote 543, Projeto de Irrigacdo Nilo Coelho, C1, Cep: 56300-000, Petrolina/PE. Email:

valdenice.felix@univasf.edu.br

Resumo

A criacdo de pequenos ruminantes vem crescendo nos ultimos anos no Brasil. O Nordeste possui grande parte
dos rebanhos de ovinos e caprinos, e sua exploracdo tem sido intensificada nas propriedades rurais, para
diversificar culturas e gerar lucros. Falhas no manejo sanitario sdo as principais causas de insucesso no setor.
Dentre as diversas doengas que acometem caprinos e ovinos, as enfermidades do trato reprodutivo causam
severos prejuizos a rentabilidade da criagdo por promover reducdo na fertilidade, descarte de matrizes, e
diminuicdo do numero de crias. Dessa forma, nesta revisdo serdao abordados aspectos relacionados a etiologia,

epidemiologia, diagndstico e terapéutica das principais doengas reprodutivas de ovinos.

Palavras chave: pequenos ruminantes, enfermidades reprodutivas.



Abstract

The creation of small ruminants has increased in recent years in Brazil. The Northeast has a large proportion of
herds of sheep and goats, and their operations have been stepped up on farms in order to diversify crops and
profits. Failures in sanitary management are the main causes of failure in the sector. Among the various
diseases affecting goats and sheep, the reproductive tract diseases cause severe damage to the profitability of
farming by promoting a reduction in fertility, dispose of arrays, and decreased number of offspring. Thus this
review will address aspects related to etiology, epidemiology, diagnosis and therapy of major diseases of sheep

breeding.

Key words: small ruminants, reproductive diseases



1. Introducgdo

A criagdo de pequenos ruminantes é uma atividade de grande importancia econdémico-social,
particularmente na maioria dos paises que possuem regides de climas aridos e semiaridos. Nestas regibes, o
segmento da sociedade que tradicionalmente estd envolvido na produgdo de pequenos ruminantes é diverso,
com distintos graus de escolaridade, idade, e multiplicidade de objetivos, como o tipo de exploracao tradicional
para subsisténcia e/ou complemento de renda, e a minoria que é compreendida por criagBes tecnificadas
voltadas para o mercado de carne, leite, pele e genética (SimpLicio et al. 2004). O Nordeste possui
aproximadamente 58,55% do rebanho ovino brasileiro, sendo este constituido principalmente por animais

deslanados, destinados a producdo de carne e pele (IBGE, 2009, RODRIGUES et al. 2009).

Um importante fator relacionado ao insucesso da producdo de ovinos, que se reflete no rendimento
econOmico da propriedade estd relacionado as perdas decorrentes de falhas no manejo sanitario do rebanho.
A alta frequéncia de doengas nessas espécies é devida basicamente a falta de acesso a orientagdo técnica

adequada e pela dificuldade de acesso a laboratérios que realizam o diagndstico (OLIVEIRA et al. 2008).

Dentre as doengas que causam maiores prejuizos a produtividade em rebanhos estdo as doencgas do
sistema reprodutor, com indices de perda econdmica variando de 0,4 a 10,6% (FORAR et al. 1995). Na maioria
das vezes, os problemas de ordem reprodutiva como abortamentos, natimortalidade e infertilidade sao os
Unicos e expressivos sinais de doenc¢a no rebanho. A suspeita diagndstica para qualquer doenca reprodutiva
recai na observagdo do desempenho de produtividade do rebanho, juntamente com as informacgdes clinicas

(AIELLO, 2001).

2. Enfermidades causadas por bactérias
2.1. InfecgGes especificas

Alguns fatores sdo predisponentes aos processos infecciosos bacterianos do sistema reprodutivo,
como manejo pré-parto inadequado, disturbios enddcrinos e nutricionais, condi¢cdes sanitdrias precarias,
fatores ambientais de estresse, infec¢Ges pds-paricdo, entre outros (BRUUN et al. 2002, MEJiA; LACAU-MENGIDO,

2005).

Algumas doengas infecciosas se destacam por acometer o sistema reprodutivo dos ovinos. A brucelose

é uma doenca infecto-contagiosa considerada de grande importancia devido ao seu potencial zoondtico. Em



caprinos e ovinos a enfermidade é causada pela Brucella mellitensis, exdtica no Brasil, e Brucella ovis (FERREIRA
et al. 2003), sendo transmitida para o ser humano por meio do contato direto ou consumo de produtos de
origem animal. Brucella spp. causa aborto geralmente no terco final da gestagdo provocando placentite
necrética e morte fetal (NASCIMENTO; SANTOS, 2003). Rizzo et al. (2009) observaram uma incidéncia de 1,96% de
ovinos com histérico de disturbios reprodutivos sororeativos a B. ovis, sendo que os quatro ovinos positivos
pela prova de IDGA para pesquisa de anticorpos anti- Brucella ovis eram fémeas e trés delas com histdérico de
abortos e repeticdo de cio nos seis meses antecedentes ao estudo. PINHEIRO JUNIOR et al. (2009a), pela técnica
de imunodifusdo em gel de dgar, confirmaram a presenca de ovinos reatores para B. ovis em rebanhos do
Estado de Alagoas, obtendo 3,1% (18/579) de amostras positivas distribuidas em dez propriedades e dez
municipios. A ocorréncia de soro-reagentes para B. abortus em caprinos e ovinos foi descrita pela primeira vez
no Estado de Pernambuco por PINHEIRO JUNIOR et al. (2008), sendo 2,5% (9/360) dos ovinos reagentes. O autor
ainda destaca a importancia dos achados para o Programa Nacional de Controle e Erradicacdao da Brucelose,

visto que na regido do estudo é comum o consdrcio de bovinos e pequenos ruminantes.

Os micoplasmas e ureaplasmas pertencentes a classe Mollicutes sdo causas de transtornos
reprodutivos em ovinos, sendo relatados em diversos estudos (JONES et al. 1983). Mycoplasma ovine/caprine
sorotipo 11 ainda ndo classificado como espécie, foi relacionado a casos de vulvovaginite e problemas
reprodutivos em ovinos na Australia, Estados Unidos, Inglaterra, india, Franca e Nigéria (NICHOLAS et al. 1999).
OLIVEIRA (2008) por meio da técnica de Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PGFE) isolou Mycoplasma spp.
do trato reprodutivo de ovino, sendo que este apresentou 98% de similaridade para Mycoplasma
bovigenitalium e Mycoplasma sorogrupo 11. M. fermentans foi isolado pela primeira vez em lesGes vaginais de
uma ovelha, entretanto, isolamentos posteriores ocorreram em swabs vaginais de fémeas sadias (NICHOLAS et
al. 1998). Ureaplasmas isolados de ovinos foram estudados por BALL et al. (1985), que associaram o sorotipo IX
a infertilidade e aborto em fémeas ovinas. OLIVEIRA (2008) verificando a prevaléncia de Ureaplasma spp. no
sistema reprodutivo de ovinos verificou prevaléncia de 68% (17/25) nas amostras oriundas da mucosa

vulvovaginal das fémeas e 27% (3/11) em amostras de sémen.

Aborto esporadico em ovelhas pode ser causado por Campylobacter fetus subespécie fetus ou por C.
jejuni (QUINN et al., 2005), podendo C. fetus fetus ser encontrado também no trato intestinal. VARGAS et al.
(2005) relataram pela primeira vez no Brasil o isolamento de C. jejuni em um feto de ovino abortado, sendo a
identificacdo realizada por meio da andlise bacteriolégica e caracterizagdo molecular pela PCR. Os autores
evidenciaram ainda a importancia desse microrganismo como causa de abortos em ovelhas, sendo necessaria

implantagdo de medidas de controle. SAHIN et al. (2008) estudando a distribuicdo de espécies de



Campylobacter spp. associados ao aborto ovino verificaram predominancia de C. jejuni sendo a maioria dos

isolados associados a este transtorno reprodutivo pertencentes a um mesmo clone genético.

Os ovinos sdo considerados menos susceptiveis a leptospirose, entretanto podem ocorrer surtos da
doenga causando abortamentos e morte de cordeiros (CICERONI et al., 2000). O sorovar hardjo é considerado o
principal agente envolvido nestes transtornos, porém os sorovares pomona, ballum, bratislava e
grippotyphosa também sdo descritos, porém em menor frequéncia (ELus, 1983). HERRMANN et al. (2004)
verificaram a presenca de aglutininas anti-Leptospira spp. em 34,24% (466/1.360) dos soros ovinos testados
em mesorregioes do Estado do Rio Grande do Sul, sendo o sorovar hardjo o mais prevalente. LILENBAUM et al.
(2008) verificaram a presenga dos sorovares hardjo, shermani e grippotyphosa em amostras de fluidos vaginais

e de sémen de ovinos, destacando o potencial de transmissdo venérea da enfermidade nessa espécie.

Salmonella abortusovis é uma enterobactéria considerada como um microrganismo especifico de
ovinos, entretanto tem sido ocasionalmente isolado em outras espécies. Infec¢cbes causadas por esse agente
desencadeia quadros de aborto, principalmente em fémeas recém introduzidas no rebanho (PARDON et al.
1990). HABRUN et al. (2006) identificaram, por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) S. abortusovis

como principal microrganismo envolvido em surtos de abortos em ovinos no sul da Croacia.

Abortos no final da prenhez na espécie ovina podem estar associados a bactérias da familia
Chlamydiaceae. A nova espécie Chlamydophila abortus, anteriomente classificada como C. psittaci, é
frequentemente associada a distlrbios reprodutivos em ovinos, caprinos, bovinos e esporadicamente em
suinos e equinos (EVERETT, 2000). PEREIRA et al. (2009) estudando os fatores de risco para C.abortus em ovinos e
caprinos no estado de Pernambuco verificaram que a frequéncia de animais soro-reagentes para
Chlamydophila sp. foi de 10,3% (30/290 animais), sendo 12,0% (20/167) para caprinos e 8,1% (10/123) para

ovinos.

2.2. InfecgOes inespecificas
Entre os agentes infecciosos relacionados as infecgOes uterinas, incluem-se microrganismos
considerados oportunistas como Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Escherichia coli, Enterobacter spp.,

Bacillus spp e Proteus spp. que produzem infec¢des isoladas ou mistas (DOHMEN et al. 1995, SILVA; LOBATO,



1999). Estes microrganismos sdo responsaveis por endometrites puerperais agudas, septicemia, e geralmente
causam aborto esporadico sendo a via hematdgena a principal rota de infecgdo (CORBELLINI et al. 2006). A
vaginite é considerada uma infec¢gdo comum do sistema genital da fémea e pode ser ocasionada por
microrganismos que atuam como invasores oportunistas (SUAREZ et al. 2006). Segundo MAVROGIANNI et al.
(2007) Staphylococcus spp. é o agente comumente isolado de vaginite em ovelhas, estando associado a
secregdo purulenta e grande quantidade de leucécitos na vagina. MARTINS et al. (2009) verificaram prevaléncia
de 9,25% (2/22) de S. aureus em ovelhas com vaginite, entretanto 90,8% dos isolados foram constituidos de
coliformes. Em uma avaliagdo microbiolégica de um dispositivo vaginal para sincronizacdo de cio em ovelhas,
MARTINS et al. (2010) identificaram Staphylococcus spp., coliformes como Klebsiella spp., E. coli, e Shigella spp.
como causa de vaginites decorrentes do uso do instrumento. A importancia dos coliformes, principalmente E.
coli, na etiologia das vaginites foram verificadas em diversas pesquisas, demonstrando o potencial oportunista
desse agente (VASCONCELOS, 2009; SARGISON et al. 2007). SOKKAR et al. (1980) em um estudo sobre endometrite
natural e experimental em ovelhas verificaram que E. coli, Corynebacterium pyogenes e S. aureus foram os
principais microrganismos isolados, entretanto, quando inoculados em Uteros de fémeas sadias, estes agentes
ndo foram capazes de causar lesGes. TzORA et al. (2002) em uma pesquisa bacterioldgica em conteudo uterino,
verificaram que as principais bactérias isoladas de ovelhas com retencdo de placenta foram Arcanobacterium

pyogenes e E. coli.

3. Enfermidades ocasionadas por virus
Enfermidades virais que acometem o aparelho reprodutivo, quando disseminadas no rebanho

resultam em perdas e transtornos econémicos (PINHEIRO et al. 2003).

A lingua azul é uma doenca infecciosa, causada por um orbivirus e transmitida por mosquitos
Culicoides (PuGH, 2004). Ruminantes sdo susceptiveis ao virus causador da lingua azul e em geral a infeccdo
ocorre de forma inaparente, com exce¢dao dos ovinos que manifestam sinais evidentes, com diminui¢do na
produgdo, mortalidade elevada (LoBATO, 1999) e abortamento de ocorréncia sazonal (PUGH, 2004). Um estudo
realizado na regido de Aragatuba- SP avaliou um total de 1.002 amostras de soro ovino. Por meio da técnica de

imunoensaio enzimdatico de competicdo de fase sélida (ELISA CFS), 74,1% dos ovinos testados apresentaram



anticorpos para lingua azul, enquanto que pela técnica de imunodifusdo dupla em gel de agar (IDGA) foram
observados 65% de amostras positivas. Isto indica que a alta frequéncia obtida nos estudos soroldgicos, sem
sinais clinicos da doenga no campo, significa que a infeccdo dissemina-se pelos animais no pais de forma
silenciosa, sendo as condic¢des climaticas facilitadoras da multiplicacdo e manutencgao dos vetores, mantendo a

endemicidade da enfermidade (NOGUEIRA, et al. 2009).

Pestivirus sdo capazes de infectar uma grande variedade de espécies animais e inclui enfermidades
como Diarréia Viral Bovina e virus da doenca das fronteiras. Os ovinos sdo susceptiveis a infeccdo natural e
experimental com o BVD (LOKEN, 1995). Inoculagdo experimental de ovelhas prenhes resulta em transmissao do
virus ao feto, podendo resultar em mortalidade embrionaria ou fetal, abortos, mumificagdes, malformacgdes e
natimortalidade (SCHERER et al. 2001). JULIA et al. (2009) verificaram uma prevaléncia de 46,6% (25/54) de
amostras soropositivas para BVDV-1 e 13%(7/54) para BVDV-2 em ovelhas saudaveis criadas na Argentina,
sendo ainda algumas amostras confirmadas por meio de PCR. OGUZOGLU et al. (2009) relataram pela primeira
vez a ocorréncia e parcial caracterizacdo da infec¢do do virus da doencga das fronteiras em ovinos na Turquia.
Por meio da analise filogenética verificou-se que o virus formou um grupo separado dos conhecidos BDV-1 e

BDV-6, sugerindo a representagdo de um novo subgrupo.

Os herpesvirus sdo caracterizados por permanecerem em estado de laténcia, podendo ser reativados
quando os animais sdo expostos a fatores estressantes que diminuem sua imunidade, sendo excretado e
transmitido a outros animais susceptiveis (JONES et al. 2003). ALMEIDA et al. (2008), demonstraram que ovelhas
sdo susceptiveis a infecgdo experimental pelo herpesvirus bovino tipo 2 e desenvolvem lesGes semelhantes as
observadas em casos naturais. O herpesvirus caprino, conhecido como herpesvirus bovino tipo 6 pode causar
surtos de abortos em cabras, onde os fetos abortados apresentam microscopicamente focos de necrose no

figado, pulmdo e no bago (NASCIMENTO; SANTOS, 2003).

4. Enfermidades causadas por fungos
O papel dos fungos no desenvolvimento de doencgas reprodutivas ndo estd totalmente elucidado. Em
consequéncia, antifungicos sdo usados de forma err6nea eliminando microrganismos que sdo naturalmente

encontrados no ambiente vaginal, desencadeando a proliferagdo de fungos patogénicos (PuGH, 2004) Abortos



causados por Aspergillus spp. e Candida spp. ja foram descritos em bovinos e bubalinos (PuGH, 2004) sendo

dados referentes a ovinos limitados.

A. fumigatus é o fungo isolado com maior frequéncia em rebanhos com disturbios reprodutivos, além
de A. flavus, A. nidulans, A. niger, A. terreus, e Absidia corymbifera (LACAz et al. 1991). CORBELLINI et al. (2003),
verificaram a prevaléncia de infecgdo micdtica em fetos bovinos abortados de 3,4% , sendo o A.fumigatus o
fungo isolado de quatro casos. Infec¢cdes micoticas foram diagnosticadas em 6,8% de 6.858 casos de abortos
bovinos ocorridos durante um periodo de 9 anos, sendo o Aspergillus sp associado com aproximadamente 5%,

tendo A. fumigatus uma frequéncia de 62% (KNUDTSON; KIRKBRIDE, 1992).

Aflatoxinas sdo metabdlitos produzidos por Aspergillus flavus var. parasiticus associados a diferentes
manifestagGes clinicas e variada toxicidade. Estas sdo encontradas comumente em alimentos fornecidos para
animais de producdo, se destacando graos como milho, sorgo e amendoim (MILLER et al. 1981; MALLMANN et al.
1994). A espécie fungica Claviceps purpurea produz alcaldides ergopeptideos, sendo os principais a ergotamina
e ergometrina, que se ingerido a niveis téxicos provocam transtornos reprodutivos, como desenvolvimento
deficiente das glandulas mamarias, partos prematuros, mortalidade neonatal e ainda exerce efeito semelhante

a ocitocina em Uteros prenhes (QUINN, 2005).

O género Candida é composto por leveduras que vivem como comensais na microbiota de seres
humanos e animais. Geralmente ndo causam danos aos seus hospedeiros, todavia quando no desequilibrio das
protecdes fisica, quimica e imunoldgica, podem se tornar patogénicos desencadeando enfermidades (GARCIA et
al. 2007). Infecgdes por Candida spp. em medicina veterinaria sdo pouco frequentes, entretanto, nos ultimos
anos tem sido observado um aumento no nimero de relatos, acometendo vdrias espécies animais (DUARTE et
al. 2001; PRESSLER et al. 2003; LINEK, 2004; MORETTI et al. 2004; FULLERINGER et al. 2006). YENISEHIRLI et al. (2010)
demonstraram que a atividade de proteinase, fosfolipase e atividade hemolitica de C. albicans podem
desempenhar um papel importante para as infec¢gdes, no entanto o papel genético destes fatores devem ser

avaliados em outros estudos.



5. Enfermidades causadas por protozoarios
Enfermidades causadas por protozoarios tém distribuicdo mundial e podem estar associadas a
manifestacGes como aborto, nascimentos prematuros e morte fetal nas espécies domésticas (PESCADOR et al.

2007).

Neospora caninum é um parasita intracelular obrigatdrio, sendo frequentemente diagnosticado como
causa de aborto em diversas espécies animais (DUBEY et al. 2003). A soroprevaléncia de N. caninum em ovelhas
foi observada por HOwe et al. (2008), que verificaram 26% (10/38) amostras positivas, sendo demonstrado o
potencial de infec¢do do parasito por via genital e ingestdo de oocistos (DUBEY; LINDSAY,1990). Com o objetivo
de se avaliar a frequéncia de soropositivos para Neospora caninum em rebanhos caprinos leiteiros no estado
de S3o Paulo, e ainda verificar possiveis associacdes com idade, sexo, disturbios reprodutivos e presenca de
cdes nos capris, MopoLo et al. (2008) encontraram uma frequéncia de 19,77% de animais positivos para N.
caninum nao sendo verificadas diferencgas significativas quanto as varidveis avaliadas, exceto pela presenga dos
cdes ser associada a um maior percentual de animais soropositivos. Anticorpos contra o agente foram
detectados por meio da técnica de ELISA em rebanhos do Rio Grande do Sul, obtendo percentual de 3,2%(2/62)
nos ovinos (VOGEL et al. 2006). FARIA et al. (2010) estudando os fatores de risco associados a neosporose ovina,
verificaram uma alta frequéncia de rebanhos soropositivos no Estado de Alagoas, indicando que a infecgdo é
generalizada. Os autores ainda ressaltam a importancia de medidas sanitdrias preventivas para o controle da

doenca.

A toxoplasmose, zoonose cosmopolita causada pelo Toxoplasma gondii, acomete diversas espécies
domésticas. Infecgdes durante a prenhez podem ocasionar transtornos reprodutivos em ruminantes. Estudos
soroldgicos vém demonstrando a prevaléncia da enfermidade em rebanhos brasileiros (MoTTA et al. 2008; LiMA
et al. 2008; CosTA et al. 2001). Soros de caprinos e ovinos de propriedades localizadas em Pernambuco foram
testados para detecg¢dao de anticorpos anti- T. gondii. De 173 soros ovinos, 35,3% foram positivos, enquanto
40,4% dos 213 soros caprinos apresentaram anticorpos. Em ambas as espécies houve associag¢des significativas
entre sexo e raga (SILvA et al. 2003). Em uma infeccdo experimental, quarenta e uma ovelhas foram
inseminadas com sémen contaminado com T. gondii. Por meio da técnica de PCR, foi demonstrado que
93,3% das fémeas do estudo apresentaram resultados positivos para o agente, além disso, a ultrassonografia

revelou que as ovelhas infectadas apresentaram reabsor¢do embriondria. O estudo evidencia ainda a



importancia da inseminacgdo artificial como forma de disseminac¢do da doencga, quando realizada com sémen
fresco contaminado (MORAES et al. 2010). PINHEIRO- JUNIOR et al. (2009b) avaliando a prevaléncia e fatores de
risco associados a infecgdo por T.gondii em ovinos no Estado de Alagoas, verificaram uma taxa de prevaléncia
de 32,9% e uma associagdo significativa entre idade dos animais, tamanho da propriedade, sistema de criagdo,
fonte de agua e presencga de gatos, concluindo que os ovinos do estado estdo expostos a infeccdo e medidas

profilaticas devem ser tomadas.

6. Diagndstico das enfermidades reprodutivas
A anamnese é componente essencial na avaliacdo diagndstica de enfermidades reprodutivas,
principalmente em cabras e ovelhas, em decorréncia da inacessibilidade da maior parte do trato reprodutor a

palpacdo ou a inspegdo (PUGH, 2004).

Os métodos de diagndsticos laboratoriais incluem exame microbioldgico, citolégico e histopatolégico,
cultivo em células e utilizagdo de técnicas moleculares. As amostras a serem colhidas para o diagndstico de
enfermidades reprodutivas podem ser obtidas por meio de coleta de amostras de muco cérvico-vaginal, lesGes
de fetos abortados, liquidos fetais, placenta, conteido de vesiculas, mucosas, conteido abomasal (AIELLO,
2001) Diagnésticos referentes a etiologia bacteriana podem ser realizados por meio de caracteristicas culturais
e bioquimicas, exames de esfregacos corados, detec¢do por métodos imunolégicos (coloragdo com anticorpos
fluorescentes, ELISA), fagotipagem e técnicas moleculares (QUINN, 2005). Os virus podem ser identificados por
meio de imunofluorescéncia e imuno-histoquimica, teste de fixacdo do complemento e hemaglutinagdo.
Amostras de sangue podem ser submetidas a testes sorolégicos como soroneutralizagdo viral, imunodifusdo
em gel de 4gar e ELISA (QUINN, 2005). Atualmente, a técnica da reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) esta
sendo universalmente adotada no diagndstico de diversas viroses, apresentando como principais vantagens a
ndo exigéncia da viabilidade da particula viral, alta sensibilidade e especificidade, além da rapidez na obtencao
dos resultados (TAKIUCHI et al. 2001). Infecgdes por protozodrios podem ser evidenciadas pela presenga do
parasito principalmente em amostras de cérebro e medula, por técnicas de imuno-histoquimica ou PCR. Pode
ser realizado o isolamento por cultivo celular e exames soroldgicos por testes de imunofluorescéncia indireta,

teste de aglutinagdo e ELISA.



A suspeita clinica é importante para determinar o tipo de material clinico a ser coletado, sendo o
sucesso do diagnodstico laboratorial dependente da escolha correta, forma de acondicionamento e conservagao
da amostra clinica, instru¢Ges que geralmente sdo disponibilizadas em manuais de procedimentos (DEL FAVA,

2007).

7. Terapia convencional

Doengas infecto-contagiosas especificas de ovinos ndo possuem uma conduta terapéutica instituida, tendo
principalmente estabelecidas medidas voltadas para o controle e prevengdo. O Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) instituiu o Plano Nacional de Sanidade dos Caprinos e Ovinos (PNSCO), que
prevé acOes para prevenir, controlar ou erradicar doengas que comprometam o rebanho caprino e ovino
nacional (MAPA, 2010). O controle e profilaxia de algumas enfermidades constituem do uso de vacinas e

mudangas no sistema de manejo (QUINN et al. 2005).

Nos animais de producdo, a conduta terapéutica de enfermidades como infec¢Ges decorrentes de
retengdo de placenta, metrites e endometrites compreende geralmente a utilizacdo de agentes farmacoldgicos
e corre¢do de problemas de manejo (SILvA et al. 1999). Nas ultimas décadas, apesar das pesquisas referentes a
descoberta de novos antibidticos serem crescentes, a resisténcia dos microrganismos também aumentou. Em
geral, os microrganismos possuem a capacidade genética de obter e transmitir a outros individuos resisténcia
as drogas que sdo utilizadas em tratamentos (NASCIMENTO et al. 2000). Coliformes constituem um grupo de
bactérias que apresentam um padrdo altamente varidvel de susceptibilidade aos antimicrobianos, o que pode
comprometer a eficacia da terapia antimicrobiana inicialmente instituida (SUAREZ et al. 2006). Testes in vitro de
susceptibilidade a antibidticos realizados regularmente sdo importantes para o estudo e monitoramento da
resisténcia da droga ao longo do tempo. Varios artigos descrevem a prevaléncia e desenvolvimento da
resisténcia aos antibidticos em bovinos de agentes associados a enfermidades reprodutivas ao longo do tempo
(ERSKINE et al. 2002; MAKOVEC; RUEGG, 2003), enquanto informagdes semelhantes de ovinos sdo limitadas. As
frequiéncias de agentes etioldgicos que afetam o aparelho reprodutivo sdo variaveis, assim como sua interagao
com os antimicrobianos, sendo de grande importancia a correlacdo periddica de dados clinicos e

microbioldgicos a fim de direcionar o tratamento adequado (MARTINEZ et al. 1996).



Alternativas ndo-antibiéticas, como utilizacdo de agentes hormonais tais como ocitocina, PGF,, podem
ser Uteis no tratamento de enfermidades do trato reprodutivo. Estes hormonios permitem a contratilidade do
aparelho genital, assim como o efeito positivo nas defesas locais celulares e humorais. Desinfetantes a base de
agentes como lugol, clorexidine e peréxido de hidrogénio também sdo comumente utilizados em infec¢ées
uterinas (AIELLO, 2001). Segundo LeEwis et al. (2004) a progesterona pode ser um fator predisponente para
infec¢Ges uterinas, por produzir substancias que inibem os mecanismos de defesa do Utero. O autor ainda
relata que a utilizacdo de andlogos da prostaglandina estimula diretamente a producdo de PGF2a, assim como
Leucotrieno B4, responsavel por fungbes leucocitarias. Em um estudo com animais em fase puerperal,
FERNANDES et al. (2002) verificaram uma diminuicdo na prevaléncia de infec¢gGes uterinas em vacas que
receberam aplicagdo de duas doses de cloprostenol na primeira semana pds-parto, demonstrando o efeito

dessa substancia no mecanismo de defesa uterino.

8. Possiveis aplicagdes da fitoterapia no tratamento de enfermidades do trato reprodutivo
Resultados insatisfatérios frente a antibioticoterapia, o aumento na preocupa¢do com a resisténcia
bacteriana e os residuos teciduais deixados pelas drogas nos animais de producdo indicam a necessidade de

alternativas para o tratamento das enfermidades do trato reprodutivo (AiELLO, 2001).

A busca por tratamentos a base de fitoterdpicos intensificou-se nas ultimas décadas. O Brasil
apresenta uma extensa e diversificada flora, sendo grande o nimero de pesquisadores que tém contribuido
para a caracterizacdo da quimica de produtos naturais de plantas. No entanto, nosso pais ndo tem uma
atuacdo destacada no mercado mundial de fitoterdpicos, ficando atrds de paises menos desenvolvidos

tecnologicamente (YUNES et al. 2001).

Atualmente, as vantagens que justificam a utilizacdo dos fitoterapicos, sdo: o efeito sinérgico, ou seja,
as plantas apresentam varios compostos com efeitos similares; associagdo de mecanismos por compostos
agindo em alvos moleculares diferentes; menores riscos de efeitos colaterais, uma vez que os compostos ativos
se apresentam em concentrag¢des reduzidas nas plantas; e, menores custos de pesquisa (YUNES et al. 2001). Os
compostos isolados de plantas sdo substancias cuja estrutura quimica, com raras exceg¢des, apresentam

grandes diferencas estruturais em relagdo aos antibidticos derivados de microrganismos. Estes agentes



antimicrobianos isolados de plantas superiores podem agir como reguladores do metabolismo intermedidrio,
ativando ou bloqueando reagdes enzimaticas, afetando diretamente uma sintese enzimdtica seja em nivel

nuclear ou ribossomal, ou mesmo alterando estruturas de membranas (SINGH; SHUKLA, 1984).

A Organizagdo Mundial da Saude considera fundamental que se realizem investigacGes experimentais
acerca das plantas utilizadas para fins medicinais e de seus principios ativos, para garantir sua eficacia e
seguranca terapéutica (SANTOS, 2004). A legislacdo brasileira para medicamentos fitoterdpicos tem sofrido
modificacGes. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) elabora normas para a regulamentacio
destes medicamentos, tendo a Portaria n2 6 de 1995 estabelecido prazos para apresentacdo de dados de
eficacia e seguranga dos produtos pelas industrias farmacéuticas, e a Resolugdo RDC n2 14 de 31 de margo de
2010, em vigor atualmente, dispde sobre o registro de medicamentos fitoterdpicos. Essa preocupagao por
parte das autoridades reguladoras para normatiza¢do dos fitoterdpicos incita pesquisas visando a avaliacdo de
fatores relacionados a segurancga e eficacia do uso desses produtos. TUROLLA et al. (2006) avaliaram alguns
fitoterapicos utilizados no Brasil (Passiflora incarnata L., Ginkgo biloba L., Aesculus hippocastanum L., Plantago
ovata Forsk., Panax ginseng C. A Meyer, Piper methysticum G. Forst., Valeriana officinalis L., Hypericum
perforatum L., Cimicifuga racemosa (L.) Nutt. e Rhamnus purshiana D.C.) e relataram informagoes
toxicoldgicas. Os autores concluiram que de maneira geral as dez plantas avaliadas apresentaram baixa

toxicidade e ndo demonstraram atividade mutagénica ou teratogénica.

Em um levantamento de espécies de plantas medicinais que sdo utilizadas no Nordeste brasileiro
realizado por AGRA et al. (2008), revelou-se um total de 650 espécies, sendo 407 géneros pertencentes a 111
familias. Os autores ainda descrevem que destes, 126 espécies sdo exoticas e cultivadas na regido. Estudo
semelhante foi realizado no norte do pais, onde foram identificadas 63 espécies de plantas medicinais,

distribuidas em 38 familias, que sdo utilizadas pela populagdo do estado de Rondoénia (SANTOS et al. 2008).

O uso de plantas medicinais em medicina veterinaria ja foi descrito numa revisdo realizada por VIEGI et
al. (2003), em que foram identificadas 256 espécies que sdo utilizadas na terapéutica de enfermidades do
sistema respiratorio, diarréias, inflamacgdes e feridas, sendo incluidas as espécies bovina, eqliina, ovina, suina,
aves, cdes e coelhos. O tratamento constitui principalmente da decocg¢do de folhas, raizes, cascas e frutos para

aplicagdo topica ou como complementos alimentares (VIEGI et al. 2003).



A atividade antimicrobiana exercida por extratos de plantas é verificada por meio da determinacdo da
Concentragdo Minima Inibitéria (CIM), que se refere a menor quantidade da substancia que inibe o
crescimento do microrganismo testado, sendo um aspecto relevante a preocupagao em relagao a propriedades
toxicoldgicas e legais pertinentes aos compostos naturais (PINTO et al. 2003). VariacGes inerentes a definicdo da
CIM (Concentragdo Minima Inibitdria) de extratos de plantas podem ser causadas por fatores como: a técnica
aplicada, o microrganismo e a cepa utilizada, a origem e época de coleta da matéria prima e preparagdo do

extrato (FENNEL et al. 2004).

Alguns trabalhos demonstram a atividade antimicrobiana de extratos etandlicos de plantas
encontradas na flora nordestina. Pode-se citar a Amburana cearensis (BRAVO et al. 1999), Hymenaea courbaril,
(NOGUEIRA et al. 2001), Borreria verticillata (PEixoTO-NETO et al. 2002; MAYNART et al. 1980), Croton sonderianus
(MccHESNEY, 1991), Hyptis suaveolens (lwu et al. 1990), Maytenus rigida (KLOUCEK et al. 2005), Pithecellobium
cochliacarpum (ARAUJO et al. 2002), Plumbago scandens (PAIVA et al. 2003), Ximenia americana (KONE et al.

2004; MAIGA et al, 2005; OMER; ELNINA, 2003), Guazuma ulmifolia (CACERES et al. 1993).

Amostras de S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e C. albicans foram testadas frente ao extrato de
Azadirachta indica A. Juss (meliaceae), em diferentes dilui¢Ges e intervalo de tempo de incubagao. Verificou-se
que todos os isolados de S. aureus foram sensiveis em concentra¢des de 1Img/ml em 8 horas, em contrapartida
o extrato ndo inibiu o crescimento das bactérias gram negativas em nenhuma concentracdo mesmo apés 24
horas de incubagdo (OKEmoO, et al. 2001). VALENTIM, (2006) em um estudo fitoquimico e de atividade
antimicrobiana da Hymenaea stigonocarpa Mart. Ex. Hayne (jatoba) verificou-se alta sensibilidade de S. aureus,
enguanto as bactérias gram negativas obtiveram resultados insignificantes. O percentual do uso de plantas
para fins preventivos é muito baixo comparado a outras utilizagdes, porém existem relatos do uso de partes
aéreas de Artemisia absinthium na prevencdo de transtornos digestivos em bezerros lactantes (GUARRERA et
al. 1981 apud VieGl et al. 2003). Estudos sobre a medicina natural utilizada em ruminantes revelaram espécies
de plantas que sdo utilizadas na terapéutica de mastites, doencgas oculares, retencdo de placenta e artrite
encefalite caprina. As plantas apresentaram alta eficacia no controle destas enfermidades, incluindo ainda,

acdo contra a dor e parasitoses (LANS et al. 2007).



Extratos etandlicos de substancias como a prépolis tém sido utilizadas no tratamento de diversas
afecg¢Ges no organismo. Ela se caracteriza com uma substancia resinosa ou cerosa, que é coletada por abelhas
meliferas de diferentes exsudatos vegetais. Sua aplicacdo se baseia em seu amplo espectro de atividade
bioldgica como anti-inflamatédrio, antibacteriano, antifingico e anti-oxidante (SFORCIN et al. 2000; MARcuccl et

al. 2001).

VARGAS et al. (2004) avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro do extrato alcodlico de prdpolis sobre
as bactérias Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Nocardia asterdides, Rhodococcus equi, E. coli,
Salmonella sp., Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa e verificaram que 67% das amostras testadas
apresentaram inibicdo de crescimento, sendo que 92,6% dos isolados gram positivos e 42,5% gram negativos

foram sensiveis aos extratos.

9. Consideragoes finais
As enfermidades reprodutivas causam grandes prejuizos a exploracdo das espécies domésticas. A
etiologia dessas doencas é plurietiolégica, podendo ser causada por agentes infecciosos ou ndo, sendo ainda de

relevancia os microrganismos de carater oportunista, que tornam o diagndstico mais dificil.

A terapia e profilaxia de infec¢Oes genitais nas espécies domésticas possuem um complicador associado
ao uso indiscriminado e incorreto de drogas e falhas no manejo sanitdrio. Dessa forma, considerando o baixo
custo e grande disponibilidade de matéria prima, tornam-se necessdrios estudos acerca da atividade in vitro de

extratos de plantas, a fim de se produzir alternativas de tratamento e controle.
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Sheep farming has developed in recent decades, however there is still little
information on the composition and pathogenic potential of cervical-vaginal flora of
sheep. The purpose of the present study was to determine the main constituents of
microorganisms cervical-vaginal flora of sheep and their antimicrobial susceptibility.
Samples were taken in 60 healthy animals belonging to herds of Petrolina and
region. Bacterial isolation was performed on blood agar and MacConkey agar, and
the microorganisms identified according to morphological, gram stainingl and
biochemical characteristics. The samples were subjected to disk diffusion test to
determine the sensitivity to the following antimicrobial drugs: sulfamethazine,
enrofloxacin, doxycycline, tetracycline, penicillin, amoxicillin, cephalothin and
lincomycin. We obtained 94 isolates and found a higher frequency of Staphylococcus
spp., Escherichia coli and Micrococcus spp., is also observed isolates of
Acinetobacter spp., Shigella spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., and
Streptococcus spp. The isolates were highly sensitive to the antibiotics tested was
observed the lowest percentage of susceptibility to lincomycin.
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Resumo.-A criagdo de ovinos tem se desenvolvido nas Ultimas décadas, entretanto
ainda sao escassas informagdes sobre a composicdo e potencial patogénico da
microbiota cérvico-vaginal de ovelhas. O presente estudo teve como objetivo
conhecer os principais microrganismos constituintes da microbiota cérvico-vaginal de
ovelhas, bem como sua susceptibilidade aos antimicrobianos. Foram realizadas
coletas em 60 animais sadios, pertencentes a rebanhos de Petrolina e regido. Foi
realizado o isolamento bacteriano em agar sangue e agar MacConkey, sendo o0s
microrganismos identificados de acordo caracteristicas morfoldgicas, tintoriais e
bioquimicas. As amostras foram submetidas ao teste de difusdo em disco para
determinar o perfil de sensibilidade aos seguintes antimicrobianos: sulfametazina,
enrofloxacina, doxiciclina, tetraciclina, penicilina, amoxicilina, cefalotina e
lincomicina. Foram obtidos 94 isolados, sendo constatada uma maior freqiéncia de
Staphylococcus spp. (32,97%), Escherichia coli e Micrococcus spp.,sendo
observado ainda, isolados de Acinetobacter spp., Shigella spp., Enterobacter spp.,
Klebsiella spp., € Streptococcus spp. Os isolados apresentaram alta sensibilidade
aos antimicrobianos testados sendo observado o menor percentual de sensibilidade
para lincomicina.

TERMOS DE INDEXACAO: ovino, microbiota, sensibilidade antimicrobiana



INTRODUGAO

A ovinocultura vem crescendo nos ultimos anos no Brasil, sendo em grande parte
explorada na regido nordeste do Brasil. O estado de Pernambuco possui cerca de
1,3 milhées de ovinos (IBGE 2009), concentrados principalmente na regidao do
municipio de Petrolina. Nesta regido, a criacdo de pequenos ruminantes se
caracteriza como uma atividade intensificada nas propriedades rurais a fim de
diversificar culturas, sendo constituida de animais deslanados destinados a
producdo de carne e pele, explorados de forma tradicional para subsisténcia e/ou
complemento de renda (Simplicio et al. 2004). As principais causas da baixa
eficiéncia reprodutiva em ovelhas sdo as infecgdes do trato reprodutivo causadas
por bactérias, principalmente durante o periodo pds-parto, tendo como consequiéncia
perdas econbmicas com o descarte de matrizes e redugcdo do numero de crias
(Bouters & Vandesplassche 1977, Gregory & Rizzo 2009).

Sob condi¢cées normais, a microbiota vaginal apresenta composi¢cdo e numero
variavel de microrganismos, sendo estes também encontrados na pele e fezes, e
devido suas propriedades invasivas, podem estar em pequeno nimero no Utero de
animais sadios (Ramaswamy et al. 1991). Os microrganismos habituais da vagina
tornam-se patogénicos quando os animais apresentam o sistema imunoldgico
comprometido, em decorréncia do estresse causado por fatores variados tais como
subitas mudancgas de temperatura, nutricido deficiente, final de gestacao e parto,
demonstrando seu carater oportunista na origem de infeccdes (Verma et al. 1994,
Lianjuan et al. 1995, Kuntze & Aurich 1995). Apesar das fémeas possuirem barreiras
fisicas que impedem a colonizacédo do trato genital por patégenos oportunistas, as
mesmas podem se tornar susceptiveis aos microrganismos que passam pela cérvix
e alcancam o utero (Rocha et al. 2004). Elliot et al. (1968) afirmaram que durante o
periodo pés-parto ocorre a migracao dos microrganismos presentes na vulva e
vagina para a cérvix e Utero. Parte das bactérias isoladas de conteudo vaginal
constitui-se de bastonetes gram negativos provenientes do trato gastrintestinal (TGl),
especialmente Escherichia coli e cocos gram positivos como Staphylococcus spp. €
Streptococcus spp. (Ramaswamy et al. 1991, Sharda et al. 1991, Balassu et al.1992,
Campero et al. 1992, Arthur et al. 1996, Kunz et al. 2002).

A comunidade cientifica tem manifestado, nos ultimos anos, preocupacao em
relacdo a resisténcia as drogas antimicrobianas, devido suas graves consequéncias,

no tratamento de doencas. Vérias publicagdes cientificas relatam a relacao entre os



antibiéticos usados em animais e a selecdo de cepas bacterianas resistentes e de
importancia na génese de enfermidades nos seres humanos e nos animais (Piddock
1996, Witte 1998, Torres & Zarazaga 2002, Carneiro et al. 2007, Macedo et al.
2007).

Devido a presenca de agentes com potencial oportunista no trato genital e
ainda a caréncia de estudos cientificos sobre a utilizacdo de antimicrobianos
relacionados as infecgdes genitais de ovelhas, é de fundamental importancia o
conhecimento da microbiota aerdébia parcial, bem como a determinacdo de sua
susceptibilidade as drogas antimicrobianas, a fim de que a terapia correta e
planejada seja estabelecida.



MATERIAL E METODOS

Para realizacdo do experimento foram visitadas propriedades com rebanhos ovinos
da regidao de Petrolina, Pernambuco. Os 60 animais utilizados se destinavam a
producédo de carne, sendo a amostragem constituida por fémeas mesticas, sadias,
nao-prenhes, de diferentes idades e criadas em sistema extensivo e semi-extensivo.

Amostras da mucosa cérvico-vaginal foram obtidas a partir de swabs estéreis
que apo6s higiene da regidao vulvar foram introduzidos por meio de espéculo
asséptico até o fundo de saco vaginal, realizaram-se movimentos de rotacao visando
obter maior quantidade de material. Apds a coleta, os swabs foram acondicionados
em tubos esterilizados contendo meio de transporte Stuart modificado e
encaminhados ao Laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal do Campus de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco para
processamento. Os swabs foram semeados em cada quadrante em placa contendo
agar - sangue contendo 5% de sangue desfibrinado de carneiro e agar MacConkey e
incubados em estufa a 37 °C por 24 horas. Nao se empregou metodologia para o
isolamento de bactérias anaerdbias. As bactérias foram identificadas de acordo
caracteristicas morfoldgicas, tintoriais e bioquimicas conforme descrito por Quinn et
al.(1994).

A metodologia utilizada para verificar a sensibilidade dos agentes isolados
aos antimicrobianos foi o0 método de difusdo em disco Kirby-Bauer modificado (CLSI
2006). Os cultivos foram repassados para tubos de ensaio contendo caldo Muller-
Hinton e incubados a 37° C até apresentar uma turbidez equivalente a 0,5 da escala
padrdao de Mac Farland. Com auxilio de um swab, os isolados foram semeados em
placas de Petri contendo agar Muller Hinton. A etapa seguinte consistiu na aplicacao
dos discos, em que uma leve pressdo permitiu o contato entre os mesmos e a
superficie do meio inoculado. Os agentes antimicrobianos avaliados foram: penicilina
(10 pg), tetraciclina (30 pg), sulfametazina (300 pg), doxiciclina (30 pg), amoxicilina
(10 pg), enrofloxacina (5 ug), cefalotina (30 ug) e lincomicina (2 pg). As placas foram
incubadas em estufa durante 24h a 37° C. Apdés a leitura dos halos foi determinado o
perfil de sensibilidade dos isolados. Foi determinado o indice de resisténcia aos
antimicrobianos dividindo o numero de grupos de antimicrobianos aos quais 0s
isolados foram resistentes pelo total de grupos de antimicrobianos testados
(Krumperman 1983).



RESULTADOS

Das 60 amostras analisadas foram obtidos 94 isolados bacterianos. Foram
observadas as seguintes frequéncias de microrganismos: Staphylococcus spp.
(32,97%), Escherichia coli (14,90%), Micrococcus spp. (12,76%), Acinetobacter spp.
(10,64%), Enterobacter spp. (10,64%), Klebsiella spp. (9,58%), Streptococcus spp.
(7,45%) e Shigella spp. (1,06%). No género Staphylococcus foram identificadas as
seguintes espécies: S. schleiferi (63,3%), S. epidermidis (20%), Staphylococcus spp.
(6,66%) e S. saprophyticus, S. arlettae e S. lentus respectivamente com 3,33%.

O perfil de sensibilidade dos isolados aos antimicrobianos estd demonstrado
no quadro 1. O género Staphylococcus apresentou melhor sensibilidade a
doxiciclina e a enrofloxacina com percentuais de 93,8% e 90,6% respectivamente.
Micrococcus spp. demonstrou sensibilidade de 100% a doxiciclina obtendo menores
percentuais a sulfametazina, penicilina e lincomicina. O género Streptococcus spp.
mostrou-se altamente sensivel a doxicilina e tetraciclina (100%) e menores
percentuais referentes a cefalotina, penicilina e lincomicina com valores de 42,9% e
0,0% respectivamente.

Escherichia coli apresentou maior sensibilidade a sulfametazina,
enrofloxacina e doxiciclina (92,9%) e nenhuma sensibilidade a cefalotina, penicilina e
lincomicina. Resultados semelhantes foram encontrados para o género Enterobacter
spp., que se mostrou menos sensivel as mesmas drogas, com melhor percentual
para amoxicilina, tetraciclina (100%) e doxiciclina (90%). O género Acinetobacter
spp. obteve percentual de 100% a doxiclina, sendo a sensibilidade mais baixa
relacionada a lincomicina (30%). De modo geral o género Klebsiella spp. apresentou
alta sensibilidade a maioria dos antimicrobianos, obtendo menor percentual a
penicilina e lincomicina (20%). O género Shigella spp. apresentou sensibilidade de
100% as drogas sulfametazina, enrofloxacina, amoxicilina e doxiciclina. Em média a
maioria dos antimicrobianos testados apresentou um alto percentual de
sensibilidade, tendo a penicilina e lincomicina alcangado os menores valores. O
indice de resisténcia multipla dos isolados variou de 0,15 a 0,5 entre os géneros
testados, sendo os indices obtidos respectivamente para isolados de
Staphylococcus spp. e Shigella spp.



DISCUSSAO

Os principais microrganismos isolados neste estudo foram Staphylococcus spp. €
Escherichia coli, o que corrobora com estudos semelhantes sobre o levantamento da
microbiota presente na mucosa cérvico-vaginal de fémeas domésticas (Rocha et al.
2004, Gomes 2006, Andrade 2006 ). Concorda ainda com outros autores que
afirmam que em condicdes normais a composicdo e o numero de agentes da
microbiota sdo variaveis (Ramaswamy et al.1991, Sharda et al.1991, Balassu et
al.1992, Campero et al.1992, Arthur et al. 1996, Kunz et al. 2002).

Microrganismos como Streptococcus spp., Staphylococcus spp. e coliformes
sdo considerados habitantes da regido vulvar, vagina, pele e trato gastrintestinal e
possuem propriedades invasivas nos tecidos (Oliveira 1995). Streptococcus spp.,
quando associado a outros microrganismos, pode favorecer a proliferacdo de
bactérias de maior patogenicidade, pois estes produzem penicilinase e protegem
outras bactérias (Panangala et al. 1978, Kreplin 1990).

A predominancia de Staphylococcus spp. deve-se possivelmente a este
microrganismo ser originario da pele e mucosas, uma vez que sdo encontrados
comumente em outros ruminantes (Rocha et al. 2004). Em um estudo da microbiota
vaginal de vacas associadas a infec¢ces uterinas, Gani et al. (2008) verificou a
predominancia do género Staphylococcus spp., corroborando com os dados
descritos na literatura. Relatos semelhantes foram descritos em ovelhas por Moorthy
& Singh (1982). Martins et al. (2009) verificaram a prevaléncia de
Staphylococcus spp coagulase positiva na mucosa cérvico-vaginal de ovelhas.
Entretanto, S. epidermidis foi isolado de seis animais, corroborando com os achados
do presente estudo. O isolamento de S. schleiferi na mucosa genital ja foi descrita
em algumas espécies como em jabutis (Pessoa 2009), caes (Coggan et al. 2008) e
em humanos (Campos et al. 2008), entretanto sdo escassos estudos referentes a
este microrganismo no sistema genital de ovelhas. Bactérias do género Micrococcus
sao descritas como habitantes das mucosas de diversas espécies animais
(Fornazari et al. 2007, Uchbéa et al. 2009), sendo considerado de baixa
patogenicidade (Wunder et al 1976). Um levantamento da microbiota vaginal de
cabras verificou predominancia de Micrococcus spp. em diferentes fases
reprodutivas, sendo considerado componente da microbiota vaginal de cabras
higidas (Gomes 2006).



Segundo Kuntze & Aurich (1995), as enterobactérias predominantes na
mucosa da vulva e vagina sdo oriundas do trato gastrintestinal e podem causar
processos infecciosos e deslocamento de células inflamatérias para os tecidos. No
presente estudo, os principais géneros de enterobactérias foram isolados,
demonstrando a importancia desses microrganismos na composicao da microbiota
genital de ovelhas e o risco de desenvolvimento de enfermidades reprodutivas,
principalmente no pds- parto, quando a cérvix esta relaxada, facilitando a invasao
desses agentes oportunistas. Husted et al. (2003) em um levantamento de
microbiota vaginal comparando vacas sadias e com vaginite, descreveu um
percentual de 33% para E. coli e 20% para Staphylococcus spp.. Entretanto
Acinetobacter Iwoffii foi o microrganismo predominante em ambos 0s grupos,
apresentando um percentual de 95%, enquanto que no presente estudo o percentual
desse género foi 10,64%. A alta prevaléncia do microrganismo tanto em animais
sadios como em enfermos o caracteriza como primario ou secundario da infeccao,
todavia sdo escassas informacdes sobre esse agente como constituinte da
microbiota de ovelhas, sendo isolado nessa espécie principalmente em casos de
mastite (Drescher et al. 2010, Domingues et al. 2006).

E de suma importancia o conhecimento da microbiota dos animais sadios
para que esta possa ser comparada com resultados de culturas obtidas de animais
doentes. O presente estudo verificou a presenca de microrganismos considerados
de baixa patogenicidade, mas também agentes de carater oportunista, que em
situacées de desequilibrio podem desencadear doencas reprodutivas. O
oportunismo dessas infeccoes é decorrente do manejo que é aplicado as fémeas,
principalmente o manejo alimentar no pés-parto, em que o animal se apresenta mais
susceptivel as doencas. Torres et al. (1997) observaram associacao entre estresse
e a ocorréncia de infeccdes bacterianas no Utero de vacas leiteiras, principalmente
durante o periodo pés-parto. A microbiota normal residente protege o hospedeiro
contra a colonizagdo por essas bactérias potencialmente patogénicas. Esse
antagonismo ocorre por meio da competicdo por nutrientes, producdo de
substancias nocivas, alteracéo de pH e disponibilidade de oxigénio, reduzindo dessa
forma a proliferagdo dos patégenos (Trabulsi 1999).

Em relacdo a sensibilidade aos antimicrobianos, observou-se alta
sensibilidade dos isolados as drogas antimicrobianas utilizadas neste estudo. O

menor percentual de sensibilidade foi encontrado para a lincomicina e penicilina.



Segundo Aiello (2001), a lincomicina possui um espectro limitado contra patégenos
aerdbios, sendo o0s microrganismos gram negativos resistentes. O autor ainda
ressalta que a resisténcia a lincomicina surge lentamente talvez como resultado de
uma mutagcdo cromossdmica, podendo exibir resisténcia cruzada com outros
antibiéticos in vitro. Streptococcus spp. isolados de vacas com mastite foram
resistentes a lincomicina (Faublée et al. 2002). Segundo os autores, o fendtipo
comum envolvido na resisténcia em cocos gram positivos € o MLSg, com resisténcia
cruzada entre macrolideos, lincosamidas e estreptograminas do grupo B, que ocorre
devido a metilagdo do 23S do rRNA, resultando em diminuicdo da afinidade para
drogas antimicrobianas destes grupos.

A baixa sensibilidade dos microrganismos frente a penicilina ja foi
demonstrada em inumeros artigos cientificos (Riedner et al. 1987, Fthenakis 1998,
Freitas et al. 2005, Machado et al. 2008). A resisténcia aos p-lactamicos,
principalmente pelos gram positivos, pode ser oriunda tanto pela alteracdo das
proteinas de ligacdo a droga quanto pela produgcdo de B-lactamases (Lyon et al
1987, Livermore et al. 1995). Jacob et al. (2002) avaliando a susceptibilidade de
bactérias isoladas de swab uterino e da fossa clitoriana de éguas, observou um
percentual médio de sensibilidade a penicilina de 29,16% e 16,6% respectivamente.
Neste mesmo estudo, as bactérias gram negativas foram totalmente resistentes a
esta droga, sendo esses achados semelhantes aos descritos aqui. Apesar da
pressao de selecdo oriunda da utilizagdo massiva da droga constantemente relatada
na literatura, os géneros gram positivos apresentaram um percentual de
sensibilidade relativamente bom frente a penicilina, podendo este farmaco ser
utilizado no tratamento de infecgbes causadas por esses agentes. Um estudo de
dez anos realizado por Lollai et al. (2008) verificou que Staphylococcus spp.
coagulase negativa, S.aureus, S. uberis e E.coli, apresentaram sensibilidade a
penicilina superior aos descritos na literatura, e ainda que estes patégenos
causadores de mastite em ovinos sdo mais sensiveis aos antimicrobianos quando
comparados aos de bovinos. Bactérias gram negativas apresentam resisténcia
intrinseca a penicilina, principalmente as enterobactérias, que no presente estudo
foram os microrganismos isolados em maior numero, justificando dessa forma a
baixa efetividade dessa droga.

Martins et al.; (2009) avaliando a susceptibilidade de bactérias isoladas da

mucosa vaginal de ovelhas observaram que os coliformes apresentaram baixa



sensibilidade a amoxicilina, tetraciclina e cefalotina, ndo corroborando com os
achados deste estudo, que verificou alta sensibilidade os isolados frente as mesmas
drogas. O perfil de sensibilidade dos microrganismos frente aos antimicrobianos
pode variar de acordo com a regido em que o estudo foi realizado, visto que o
presente experimento foi realizado no nordeste e aquele no sudeste do pais onde as
condicées de producdo de ovinos e a terapia de infecgcbes podem ser distintas.
Resultados semelhantes a este experimento foram encontrados por Gani et al.
(2008), em que os antimicrobianos amoxicilina e sulfametazina obtiveram alta
sensibilidade contra Staphylococcus spp. e coliformes.

Perante o numero de drogas antimicrobianas testadas neste estudo, e célculo
de IRMA segundo Krumperman (1983), os géneros de microrganismos nao se
apresentaram multirresistentes. Porém, um isolado de Enterobacter spp. apresentou
um indice de 0,83. A multirresisténcia dos microrganismos é oriunda do uso
inadequado das drogas antimicrobianas, apresentando um risco potencial para a
saude publica que pode dificultar o tratamento de doencgas animais e de humanos,
agravando quadros clinicos curaveis (Sena 2000).

De acordo os resultados de sensibilidade, as drogas testadas, de maneira
geral, apresentam um alto potencial para utilizacao em tratamentos de enfermidades
do trato genital. Entretanto, Andrade et al.(2005) verificaram maiores percentuais de
susceptibilidade para a gentamicina e a neomicina para o tratamento de transtornos
reprodutivos. Resultados de alguns estudos descrevem as tetraciclinas como
eficientes na terapéutica de endometrites e metrites sendo a conduta mais utilizada
a aplicacao via parenteral (Pimentel 2001, Smith 1993, Smith et al. 1998). Vacas
acometidas de metrite puerperal téxica foram tratadas com penicilina, oxitetraciclina
e ceftiofur, sendo os trés tratamentos efetivos contra a enfermidade (Smith et al.
1998). A doxiciclina possui um amplo espectro de acado para microrganismos
envolvidos em transtornos reprodutivos, principalmente infeccées venéreas (Vicente
et al. 2010), sendo confirmado pelo alto percentual de sensibilidade encontrado,
caracterizando-a como a droga de escolha para o tratamento de infecgdes, inclusive

causadas pelos agentes isolados neste estudo.



CONCLUSOES

A microbiota da mucosa cérvico-vaginal de ovelhas criadas na regido de Petrolina-
PE é constituida principalmente por microrganismos do género Staphylococcus e
enterobactérias, entretanto, estudos semelhantes devem ser realizados em
diferentes regides do Estado, e até mesmo em microrregides, a fim de verificar a
variabilidade na microbiota nessa espécie. Os isolados bacterianos obtidos neste
estudo sdo sensiveis a maioria dos grupos de drogas antimicrobianas testadas,
principalmente a classe das tetraciclinas e quinolonas, representadas pelas drogas
doxiciclina, tetraciclina e enrofloxacina indicando seu potencial de uso em infec¢oes
genitais em ovinos da regido de estudo. Além disso, a auséncia de multirresisténcia
frente aos grupos de antimicrobianos permite uma maior disponibilidade de escolha
para o tratamento dessas enfermidades.
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Quadro 1. Percentual de sensibilidade aos antimicrobianos de microrganismos

isolados da mucosa cérvico vaginal de ovelhas

ISOLADOS (N) SUT ENO CEF PEN AMO DOX TET LIN IRMA
S. epidermidis 06 100 100 100 833 100 100 66,6 833 0.06
S.saprophyticus 01 100 100 0O 0 0 100 100 0 05
S. schieiferi 19 684 894 842 736 842 947 894 684 0,14
S-lentus 1 100 0 100 100 100 100 100 O 0,16
S.arletae 1 100 100 0 0 0 100 0 0 05
Staphylococcusspp- - 5 400 100 100 50 50 100 100 50 0,33
Escherichia coli 14 928 929 0 0 786 929 786 ° 0.9
Micrococcus spp. 15 417 917 667 41,7 50 100 75 417 030
Acinetobacter spp. 11 70 70 70 70 90 100 70 30 0,25
Enterobacter spp. 10 80 80 20 0 100 90 100 0 0,33
Klebsiella spp. 10 80 9 9 20 9 100 90 20 026
Streptococcus spp. 7 714 571 429 429 714 100 100 0 0,26
Shigella spp. 1 100 100 0 0O 100 100 0 0 050
Média sensibilidade (%) 849 823 51,8 370 703 982 746 225

N (numero de isolados), SUT (sulfametazina), ENO (enrofloxacina), CEF (cefalotina), PEN
(penicilina), AMO (amoxicilina), DOX (doxiciclina), TET (tetraciclina), LIN (lincomicina).



CAPITULO 3

Potencial antibacteriano in vitro do extrato etandlico de plantas pertencentes a
flora do Nordeste do Brasil frente a Staphylococcus spp. isolados da mucosa
cérvico-vaginal de ovelhas
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Potencial antibacteriano do extrato etandlico de plantas pertencentes a flora
nordestina frente a Staphylococcus spp. isolados da mucosa cérvico-vaginal

de ovelhas

Valdenice Félix da Silva, Mateus Matiuzzi da Costa

Resumo

A utilizacdo de antibiéticos geralmente é o tratamento de escolha para infeccées do
trato reprodutivo das fémeas domésticas. Entretanto, o surgimento de estirpes
bacterianas resistentes tem incitado pesquisas referentes a alternativas que
poderiam ser utilizadas para o mesmo fim. Staphylococcus spp. sdo considerados
como componentes da microbiota genital de ovelhas, embora, em situagdes de
estresse pode causar doenca, caracterizando-os como agentes oportunistas. A
fitoterapia tem sido alvo de inimeros estudos a fim de verificar a eficacia de extratos
de plantas contra esses microrganismos. Este estudo teve como objetivo verificar a
atividade antibacteriana de extratos de plantas pertencentes a flora nordestina do
Brasil frente a Staphylococcus spp. isolados da mucosa cérvico-vaginal de ovelhas.
Foram selecionadas quatro plantas do bioma caatinga: Encholirium spectabile,
Bromelia laciniosa, Amburana cearensis e Hymenaea martiana. O material vegetal
foi processado até obtencdo do extrato bruto. Este foi testado por meio da
microdiluigio em placa e determinagdo da concentragdo bactericida minima,
segundo documento do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), sendo os
extratos diluidos em agua destilada e alcool. Foram utilizados 30 isolados de
Staphylococcus spp.. Na diluicdo aquosa, o maior percentual de inibicdo foi

observado com E. spectabile e H. martiana, respectivamente, em 63,3 e 76,6% dos



isolados. Enquanto que na diluicdo alcodlica a maior atividade inibitoria foi
propiciada pelos extratos de H. martiana e B. laciniosa, que inibiram 50% dos
isolados, enquanto que os extratos de E. spectabile e A. cearensis inibiram 43,3 e
36,6% respectivamente.

Palavras-chave: microbiota vaginal, sensibilidade, extrato de plantas

Abstract

The use of antibiotics is usually the treatment of choice for infections of the
reproductive tract of female domestic. However, the emergence of resistant bacterial
strains has prompted research regarding alternatives that could be used for the same
purpose. Staphylococcus spp. are considered as components of the genital
microflora of sheep, although in situations of stress can cause disease,
characterizing them as opportunistic agents. Phytotherapy has been the subject of
numerous studies to verify the effectiveness of plant extracts against these
microorganisms. This study aimed to verify the antibacterial activity of extracts of
plants of northeastern flora against Staphylococcus spp. isolated from cervical-
vaginal mucosa of sheep. We selected four plants in caatinga biome: Encholirium
spectabile, Bromelia laciniosa, Amburana cearensis and Hymenaea martiana. The
plant material was processed to obtain the crude extract. This was tested by
microdilution plate and determining the minimum bactericidal concentration, the
second document of Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) and the
extracts diluted in water and alcohol.We used 30 strains of Staphylococcus spp.. In
aqueous dilution, the highest percentage of inhibition was observed with E.
spectabile and H. martiana, respectively, 63.3 and 76.6% of isolates. While the

dilution alcoholic highest inhibitory activity was generated by the extracts of H.



martiana and B. laciniosa, which inhibited 50% of isolates, as the extracts of E.
spectabile and A. cearensis inhibited 43.3 and 36.6% respectively.

Key words: vaginal microbiota, sensitivity, plants extracts

1. Introducao

A antibioticoterapia é a terapéutica comumente utilizada em infec¢des do trato
reprodutivo, porém, a crescente preocupacdo com a presenca de residuos de
drogas nos produtos de origem animal e o aparecimento de estirpes bacterianas
resistentes, tem estimulado a busca por meios alternativos que reduzam ou
eliminem tais problemas (Pinto et al. 2001).

Staphylococcus spp. sao considerados habitantes da pele e trato
gastrintestinal  (Oliveira et al. 1995), e sado constantemente isolados tanto da
microbiota vaginal normal (Rocha et al. 2004, Gomes, 2006, Martins et al. 2009,)
como de amostras oriundas de infec¢des do trato reprodutivo (Husted 2003, Gani et
al. 2008), sendo considerados microrganismos de carater oportunista.

Alguns artigos foram publicados demonstrando a atividade antimicrobiana de
plantas, sendo utilizadas em tratamentos tanto em humanos (Ahmad et al. 2001,
Pessini et al., 2003, Seyydnejad et al., 2010;) como em animais (Pinto et al., 2001;
Santurio et al., 2007; Schuch et al., 2008) principalmente na terapia de infec¢des
oculares e em transtornos dos sistemas digestivo e reprodutivo (Lans et al., 2007). A
atividade antimicrobiana de alguns extratos de espécies vegetais nativas ou
endémicas encontradas no semiarido brasileiro foi testada, apresentando resultados

satisfatérios principalmente contra bactérias gram positivas (Novais et al. 2003).



Em medicina veterinaria, evidéncias cientificas sugerem um potencial
significativo do uso de plantas para melhorar a saude animal em geral,
particularmente em ruminantes (Viegi et al. 2003). O conhecimento da influéncia de
bioativos de plantas (principalmente contendo saponinas e taninos), na eficiéncia
reprodutiva, producao de leite e melhoria da qualidade da carne tém sido objetivo de
inUmeras pesquisas (Rochfort et al., 2008).

Desta forma este artigo teve por objetivo avaliar in vitro a atividade
antibacteriana de quatro extratos de plantas oriundas do bioma caatinga frente a
Staphylococcus spp. isolados da mucosa cérvico-vaginal de ovelhas criadas na

microrregido de Petrolina, Pernambuco.



2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Microbiologia e Imunologia do
Campus de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco,
no municipio de Petrolina — PE, a uma latitude de -09° 23' 55" e longitude de 40° 30'

03", sendo localizada no Nordeste do Brasil.

2.1. Coleta do material vegetal

As espécies vegetais selecionadas foram Encholirium spectabile Mart. Ex Schult.
f. (6443), Amburana cearensis (Fr. Allemao) A.C.Smith (5545) Bromelia laciniosa
Mart. Ex Schult. f. (6442) e Hymenaea martiana Hayne (6444). O material vegetal foi
identificado por um botanico sendo as exsicatas das espécies depositadas no
Herbario da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (HVASF).

2.2. Processamento do material vegetal

O material vegetal foi dessecado em estufa com circulacdo forcada a
temperatura média de 40 °C durante trés dias. Apdés a secagem e completa
estabilizacdo (eliminacdo de agua, inativacdo de enzimas, etc.) o material foi

processado em moinho, obtendo-se um material vegetal seco e pulverizado.

2.3. Obtencao do Extrato Etandlico Bruto

O material vegetal seco e pulverizado foi submetido a maceracdo exaustiva
com etanol 95% em um recipiente de aco inoxidavel. Foram feitas varias extragdes
num intervalo de 72 horas entre cada extracdo até completo esgotamento do
material vegetal. A solucdo extrativa obtida passou por um processo de destilagéo
do solvente em evaporador rotativo a pressao reduzida a uma temperatura média de
50 °C. Apos este processo de evaporagdo do solvente, obteve-se o extrato etandlico
bruto.



2.4. Testes de sensibilidade aos extratos etandlicos
Foram utilizados 30 isolados de Staphylococcus spp. obtidos da mucosa cérvico-

vaginal de ovelhas pertencentes aos rebanhos do municipio de Petrolina e regiao.
Foi utilizada uma cepa “methicillin-resistant de Staphylococcus aureus” (MRSA)
como controle, conforme recomendado por Cos et al. (2006). Foram testados 0,25 g
de cada extrato etandlico, os quais foram diluidos em agua destilada estéril e alcool
absoluto, sendo utilizados 10 mL em ambos os diluentes, obtendo-se uma solucao
estoque na concentragao de 25 mg/mL. A microdiluicdo, baseada no documento M7-
A7 (CLSI, 2006), consistiu na distribuicdo de 200 puL de caldo Muller-Hinton em
placas de microtitulagéo; a seguir, 200 pyL da solugdo estoque do extrato eram
acrescidos ao primeiro pocgo e, apés homogeneizacao, transferia-se para o segundo
e assim sucessivamente, sendo obtidas as seguintes concentragdes finais: 12.500;
6.250; 3.125; 1.562,5; 781,3; 390,6; 195,3 e 97,6 pg/mL.

Na preparacdo do inéculo, colonias desenvolvidas em Agar Muller-Hinton
foram utilizadas na obtencdo de uma suspensdao bacteriana com turvacao
equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland. Desta suspensao, foi inoculado
10 puL nos pocgos das microplacas contendo a diluicdo do extrato etandlico. O
material foi incubado a 37 °C por 24h, em condicbes de aerobiose. De todos os
pocos, retirou-se uma aliquota de 10 ul, semeando-se na superficie de agar MH e
incubando por 24 horas a 37 °C. A concentracdo bactericida minima (CBM) foi
definida como a menor concentracdo do extrato etandlico em estudo capaz de
causar a morte do inéculo. Para os extratos diluidos em &lcool, além do controle
positivo e negativo, foi realizada a diluicdo do etanol absoluto sem os extratos,
sendo consideradas as CBM dos extratos, quanto menores que aquelas obtidas

para o etanol absoluto. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.



2.5. Analise estatistica

O delineamento utilizado foi do tipo inteiramente casualizado em arranjo
fatorial de 30 (isolados de Staphylococcus spp.) x 4 (extratos etandlicos vegetais),
em trés repeticdes. Avaliou-se o efeito dos isolados, dos extratos e a interacao entre
estes fatores, e os tratamentos que apresentaram significancia foram comparados

pelo teste de Tukey a 5%.

3. Resultados

Foram obtidas as seguintes médias de CBM para a MRSA frente as espécies
vegetais: Encholirium spectabile (10.417 ug/mL), Bromelia laciniosa (10.417 pg/mL),
Amburana cearensis (12.500 yg/mL) e Hymenaea martiana (10.417 ug/mL). As
quatro espécies de plantas apresentaram atividade antimicrobiana em ambas as
diluicbes. De modo geral, os isolados apresentaram sensibilidade aos extratos
vegetais utilizados, assim como diferenca significativa de sensibilidade entre os
isolados para um determinado extrato, sendo as médias de CBM listadas na Tabela
1. O extrato de E. spectabile apresentou atividade antimicrobiana com
diferencas significativas entre os isolados de Staphylococcus spp., assim como 0s
de B. laciniosa em que observou-se 11 isolados com respostas similares, diferindo
significativamente dos demais e apresentando menor susceptibilidade ao extrato,
enquanto em apenas dois isolados (24 e 25) houve efeito ativo do extrato. Frente ao
extrato etandlico de H. martiana, 20 isolados foram estatisticamente semelhantes,
apresentando médias abaixo de 1.562,5 ug/mL, demonstrando uma maior atividade
do extrato. Perante o extrato de A. cearensis os isolados foram significativamente
diferentes entre si, destacando-se o isolado 20 que foi 0 mais sensivel.

As médias de CBM para os extratos quando diluidos em alcool sdo listadas

na tabela 2. Perante o extrato de E. spectabile um isolado apresentou diferenca



estatistica dos demais, com média de 5.208 pg/mL. Enquanto que frente a B.
laciniosa, observou-se nove isolados semelhantes, sendo estes mais sensiveis ao
extrato. O extrato de A. cearensis inibiu o crescimento de 11 isolados de
Staphylococcus spp., com CBM variando de 195.3 a 3.125 (Tabela 2), dentre estes,
8 isolados nao diferiram entre si, com CBM de 195,3 a 781,3, mas apresentaram
diferencas em relagdo aos demais. Assim como na diluicdo aquosa, a maioria dos
isolados (n=11) foram estatisticamente semelhantes frente ao extrato de H. martiana
diluido em élcool, apresentando médias inferiores a 781,3 ug/mL.

Em relacdo ao percentual de atividade antibacteriana, quando diluidos em
agua, o maior percentual de inibicdo foi observado com E. spectabile e H.
martiana, respectivamente em 63,3 e 76,6% dos isolados. Enquanto que na diluicao
alcodlica a maior atividade inibitéria foi propiciada pelos extratos de  H. martiana e
B. laciniosa, que inibiram 50% dos isolados, a medida que os extratos de E.

spectabile e A. cearensis inibiram 43,3 e 36,6% respectivamente.



Tabela 1. Susceptibilidade de Staphylococcus spp. isolados da mucosa cérvico

vaginal de ovelhas frente aos extratos etandlicos de plantas, da flora nordestina,

diluidos em agua

Extratos etandlicos (Média CBM (ug/mL))

Isolados E. spectabile B. laciniosa A. cearensis H. martiana

1 s/a s/a s/a s/a
2 3.125b 6.250b 6.250b 390,6¢
3 10.416ab 12.500a s/a 521c
4 s/a s/a s/a 8.463ab
5 s/a s/a s/a 156¢
6 12.500a 12.500a s/a 12.500a
7 6.250b s/a s/a 1.562,5¢
8 1.562,5¢ 1.562,5e 6.250b 390,6¢
9 s/a s/a s/a s/a
10 12.500a 12.500a 8.333b 1.562,5¢
11 10.416ab 5.208c s/a 781,3c
12 s/a s/a s/a s/a
13 s/a s/a s/a s/a
14 1.562,5¢ 12.500a 12.500a 1.562,5¢
15 1.562,5¢ s/a s/a 651c
16 6.250b 6.250b s/a 651c
17 12.500a 12.500a 12.500a 651c
18 s/a s/a s/a s/a
19 12.500a 12.500a s/a 781,3c
20 s/a s/a 2.604c 1.562,5¢
21 s/a s/a s/a s/a
22 12.500a 12.500a 12.500a 97,6¢
23 6.250b s/a s/a 195,3¢c
24 6.250b 3.125d s/a 97,6¢c
25 6.250b 3.125d s/a 195,3¢
26 12.500a 12.500a s/a 781,3c
27 12.500a 12.500a s/a 6.250b
28 12.500a 12.500a s/a 1.562,5¢
29 s/a 12.500a 12.500a 1.562,5¢
30 s/a s/a s/a s/a

Média 8.415,5 9.589,5% 9.179,7° 1.866,5

"'h=19, ?n= 17, °n=8, *n=23 n= nUmero de amostras s/a= sem atividade



Tabela 2. Susceptibilidade de Staphylococcus spp. isolados da mucosa cérvico
vaginal de ovelhas frente aos extratos etandlicos de plantas, da flora nordestina,

diluidos em alcool.

Extratos etandlicos (Média CBM ( pg/mL))

Isolados E. spectabile B. laciniosa A. cearensis H. martiana
1 5.208a 2.6042 s/a 2.604a
2 s/a 1.562,5b s/a 1.562,5b
3 s/a s/a s/a s/a
4 s/a s/a s/a s/a
5 1.562,5b 1.562,5b s/a s/a
6 s/a s/a s/a s/a
7 s/a s/a s/a s/a
8 s/a s/a s/a s/a
9 781,3b 781,3c 781,3c 781,3bc
10 s/a s/a s/a s/a
11 1.562,5b 1.562,5b 781,3c 781,3bc
12 1.562,5b 3.1252 3.125a 1.562,5b
13 781,3b 781,3c 781,3c 390,6¢
14 s/a s/a s/a s/a
15 390,6b 390,6¢d 195,3c 195,3¢c
16 781,3b 781,3c 781,3c 781,3bc
17 390,6b 390,6¢d s/a 195,3¢c
18 s/a s/a s/a s/a
19 s/a s/a s/a s/a

20 s/a s/a s/a s/a
21 781,3b 781,3c 390,6¢cd 195,3¢c
22 s/a s/a s/a s/a
23 s/a s/a s/a s/a
24 s/a s/a s/a s/a
25 s/a s/a s/a 97.6¢
26 s/a 1.562,5b 2.083b 2.083a
27 1.562,5b 781,3c 1.562,5b 195,3¢c
28 s/a s/a s/a s/a
29 781,3b 781,3c 781,3c 97,6¢
30 651b 781,3c 390,6¢cd 195,3¢c
Média 1.292' 1.215,3° 1.059,4° 781,3*

'h=13, °n=15, °n=11, “n=15 n= nlmero de amostras s/a= sem atividade
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Figura 1. Distribuicdo das concentragées inibitérias minimas dos extratos de plantas
do bioma caatinga, diluidos em agua, sobre isolados de Staphylococcus spp. obtidos

da mucosa genital de ovelhas.
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Figura 2. Distribuicdo das concentragfes inibitérias minimas dos extratos de plantas
do bioma caatinga, diluidos em alcool, sobre isolados de Staphylococcus spp.

obtidos da mucosa genital de ovelhas.

4. Discussao

No presente estudo verificou-se que a agua foi capaz de extrair
compostos com agdo antimicrobiana das espécies de plantas, entretanto, pesquisas
posteriores devem ser realizadas a fim de caracterizar essas substancias bioativas.
O maior percentual de inibicao foi propiciado pelas espécies E. spectabile (63,3%) e
H. martiana (76,6%). Resultados semelhantes foram encontrados por Peixoto
(2009), que, avaliando a atividade antimicrobiana das mesmas espécies frente a

Staphylococcus spp. oriundos de mastite ovina e caprina, verificou um percentual de



49,9% e 99,4% respectivamente. Segundo Salisbury & Ross (1992), a atividade
biolégica demonstrada por plantas advém de metabdlitos secundarios como:
flavondides, lignanas, terpenos, alcalbides, esterdis, acidos graxos, taninos,
acucares, suberinas, acidos resindicos, carotendides entre outros. Manetti et al.
(2009) relataram a presenca de triterpenos, esterdides e flavondides em espécies da
familia Bromeliaceae, entretanto, do ponto de vista farmacoldgico existem poucos
estudos, principalmente referentes a B. laciniosa. O extrato de A. cearensis
apresentou o menor percentual de inibicdo frente a Staphylococcus spp., embora
seja relatada atividade antimicrobiana dessa espécie de planta, inclusive contra
bactérias gram negativas (Bravo et al. 1999, Peixoto, 2009).

Quando diluidos em élcool, o extrato de H. martiana apresentou maior
atividade antibacteriana, com média de 781 pg/mL. Gongalves et al. (2005), por
meio de difusdo em 4&gar, verificaram atividade antimicrobiana do extrato hidro-
alcéolico a 10% de H. courbaril frente a S. aureus. Esta espécie de planta é
conhecida por conter terpenos e compostos fendlicos com comprovada propriedade
antimicrobiana (Marsaioli, 1975). Em um estudo da atividade antibacteriana do
extrato hidroalcoolico de H. courbaril frente a Staphylococcus spp., Fernandes et al.
(2005) verificaram uma CIM de 1,25 mg/mL que corresponde a 1.250 ug/mL, valor
semelhante ao que foi encontrado neste estudo, demonstrando que a planta
apresenta atividade biolégica semelhante frente a amostras do mesmo género,
embora de origens diferentes. Pereira et al. (2007) verificaram atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de H. courbaril e obtiveram alta inibicdo frente a
Pseudomonas aeruginosa. Os autores ainda observaram a toxicidade do 6leo frente
a larvas de Artemia salina, sendo classificada como eficiente por apresentar uma

CLso de 8,83 pug/mL, inferior ao limite que é 1.000 pg/mL.



Os extratos das espécies testadas, quando diluidos tanto em agua, como em
alcool apresentaram grandes variagcbes nas médias de CBM. Segundo Duarte
(2007), nao existe um consenso sobre o nivel de inibicao ideal para produtos
naturais, entretanto, uma classificacao de extratos vegetais com base em resultados
de CBM foi proposta, sendo considerado como forte inibicdo - CBM até 500 ug/mL;
inibicdo moderada — CBM entre 600 e 1.500 pug/mL e como fraca inibicao - CBM
acima de 1.600 pg/mL (Aligianis et al. 2001). Entretanto Cos et al.(2006) consideram
uma ICso com valores inferiores a 100 pg/mL para extratos naturais. A classificagcao
de resultados como de alta ou baixa inibicado apresenta carater subjetivo, em que
nao sao considerados fatores como o tipo de microrganismo testado, o0 numero de
amostras utilizadas no teste, assim como a variabilidade e disponibilidade dos
compostos ativos presentes no extrato. Ao analisarmos a distribuicdo das CBM nos
diferentes isolados (Figuras 1 e 2), podemos observar uma grande variacdo nos
resultados, logo, uma interpretacdo pouco criteriosa dos resultados, pode levar a
erros (Cos et al., 2006).

Dessa forma, deve-se levar em consideracao o numero de amostras testadas,
principalmente com relacdo ao estabelecimento das concentracbes do produto que
seriam indicadas em tratamentos. Também nao existe um consenso com relacéo a
um numero minimo de amostras que devam ser testadas ao se avaliar a atividade
antimicrobiana de produtos naturais, sendo encontrada grande variacdo nesse tipo
de experimento (Chah et al. 2000, Fernandes et al. 2005, Degéaspari et al. 2005,
Santurio et al. 2007). Souza et al. (2007) verificaram atividade anti-séptica de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville em trés amostras, sendo estas
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e E. coli, obtendo concentracao

bactericida minima entre 50.000 e 75.000 pg/mL. Enquanto Peixoto (2009) avaliou a



atividade de seis plantas da flora nordestina frente a 160 isolados de Staphylococcus

spp. com médias de CBM entre 2.811 e 11.995 pg/mL.

5. Conclusoes

Nos dois diluentes testados, agua e alcool, o extrato de H. martiana
apresentou melhor atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus spp. Os
extratos diluidos em agua induziram maiores percentuais de sensibilidade nos
isolados, contudo as CBMs foram menores quando os mesmos foram diluidos em
alcool, sugerindo que o tipo de diluente é importante nos testes de atividade
antibacteriana de produtos naturais. Levantamentos referentes as concentragdes
dos extratos que seriam consideradas como ideais para tratamentos, principalmente
nas espécies estudadas, sdo limitados. Pesquisas referentes a estes fatores tém
grande relevancia, uma vez que propiciam uma perspectiva para o desenvolvimento
de fitoterapicos, principalmente na regidao nordeste, que possui alta disponibilidade

dessas espécies de plantas.
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CAPITULO 4

Potencial antimicrobiano “in vitro” de extratos etandlicos de plantas frente a
bacilos gram negativos isolados da mucosa cérvico-vaginal de ovelhas criadas
na regiao de Petrolina-PE.
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Potencial antimicrobiano de extratos etandlicos de plantas frente a bacilos gram
negativos isolados da mucosa cérvico-vaginal de ovelhas criadas na regiao de Petrolina-
PE.

Valdenice Félix da Silva, Mateus Matiuzzi da Costa

Resumo

Infecgdes do trato reprodutivo sdo as principais causas de baixa eficiéncia reprodutiva de
ovelhas. Bacilos gram negativos pertencentes a microbiota genital podem ser patdgenos
oportunistas. Falhas na antibioticoterapia e a preocupac¢do com residuos destas drogas nos
animais de producdo tém incitado pesquisas referentes a alternativas para o tratamento de
enfermidades. A fitoterapia tem sido considerada nesse ambito, sendo alvo de intimeras
pesquisas. Este estudo teve por objetivo avaliar o potencial antibacteriano de extratos
etandlicos de plantas pertencentes a flora nordestina frente a bacilos gram negativos isolados
da mucosa cérvico-vaginal de ovelhas. Foram selecionadas seis plantas do bioma caatinga:
Encholirium spectabile, Bromelia laciniosa, Neoglaziovia variegata, Amburana cearensis,
Hymenaea martiana e Selaginella convoluta. O material vegetal foi processado até obtencdo
do extrato bruto. Este foi testado por meio da microdiluicdo em placa e determinacdo da
concentracdo bactericida minima, segundo documento do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), sendo os extratos diluidos em 4dgua destilada e dlcool. Foram utilizados 43
isolados gram negativos, sendo: 14 E. coli, 10 Enterobacter spp., 10 Acinetobacter spp. € 9
Klebsiella spp.. Na diluicdo aquosa o género Klebsiella apresentou resposta somente as
espécies B. laciniosa, S. convoluta e H. martiana. Todos os extratos testados apresentaram
atividade antimicrobiana perante Acinetobacter spp e nenhuma atividade frente E. coli e
Enterobacter spp. Dentre os extratos diluidos em &agua, H. martiana demonstrou a maior
atividade antibacteriana. Na diluicdo alcodlica todos os extratos apresentaram atividade
inibitéria perante todos os géneros bacterianos, porém ndo apresentaram diferencga estatistica
entre eles.

Palavras — chave: trato reprodutivo, bactérias oportunistas, fitoterapia

Abstract

Reproductive tract infections are the main causes of losses from the low reproductive
efficiency of sheep. Gram negative bacilli belonging to the normal flora of the genital region
can trigger diseases. The pathogenicity of these agents is expressed when females are with
weakened immune system, either by food or stress management. Flaws in and concern about
antibiotic residues in animal production have prompted research regarding alternatives for the
treatment of diseases. The herbal medicine has been considered in this context is the subject
of numerous studies. This study aimed to evaluate the antibacterial potential of ethanol
extracts of plants belonging to the flora of the Northeast against gram negative bacilli isolated
from cervical-vaginal mucosa of sheep. Six plants were selected from Caatinga biome:
Encholirium spectabile, Bromelia laciniosa, Neoglaziovia variegata, Amburana cearensis
Hymenaea martiana and Selaginella convoluta. The plant material was processed to obtain
the crude extract. This was tested by microdilution plate and determining the minimum
bactericidal concentration, the second document of Clinical and Laboratory Standards



Institute (CLSI) and the extracts diluted in water and alcohol. We used 43 gram negative
isolates, as follows: 14 E. coli, 10 Enterobacter spp., 10 Acinetobacter spp. 9 and Klebsiella
spp. In the aqueous dilution Klebsiella spp. showed response only to species B. laciniosa, S.
convoluta and H. martiana. All tested extracts showed antibacterial activity against
Acinetobacter spp and no activity against E. coli and Enterobacter spp. Among the extracts
diluted in water H. martiana showed the highest antibacterial activity. In all dilution alcoholic
extracts showed inhibitory activity against all bacterial genera, but no statistical difference
between them.

Key words: reproductive tract, opportunistic bacteria, phytotherapy

1. INTRODUCAO

A principal causa da baixa eficiéncia reprodutiva de ovelhas estd relacionada as
infec¢des do trato reprodutivo, que sdo responsdveis por perdas ocasionadas pelo descarte de
fémeas e diminui¢do do nimero de crias destinadas ao abate (Forar et al., 1995). Bacilos gram
negativos sdo componentes da microbiota normal da regido cérvico-vaginal em diversas
espécies domésticas (Rocha et al., 2004, Martins et al., 2009). Esses microrganismos,
principalmente  enterobactérias, sdo considerados como patdégenos oportunistas,
desencadeando doenga em situacdes de estresse, como o final da gestacdo e pOs-parto.
Mudangas bruscas de temperatura, deficiéncias nos manejos alimentar, de transporte e
praticas como vacinagdes podem desencadear desequilibrios entre os hospedeiros e
microrganismos fazendo com que estes expressem sua patogenicidade (Verma et al., 1994).
Artigos demonstram a prevaléncia de enterobactérias na etiologia de enfermidades do trato
reprodutivo (Husted, 2003, Andrade et al., 2005), sendo a Escherichia coli o principal agente
isolado.

Resultados insatisfatérios frente a utilizagao de drogas antimicrobianas, a preocupacao
com a resisténcia bacteriana e os residuos teciduais deixados pelas drogas nos animais
destinados a produgdo de alimentos enfatizam a necessidade de alternativas para o tratamento
das enfermidades do trato reprodutivo (Aiello, 2001). Estudos referentes a fitoterapicos t€m se

desenvolvido no Brasil nas dltimas décadas, sendo parte deles envolvendo espécies nativas do



nordeste, especificamente do bioma caatinga (Agra et al., 2008, Albuquerque et al., 2005).
Alguns trabalhos vém demonstrando a atividade antimicrobiana de extratos etandlicos de

plantas da flora nordestina. Pode-se citar a Amburana cearensis (Bravo et al., 1999),

Hymenaea courbaril, (Nogueira et al., 2001), Borreria verticillata (Peixoto-Neto et al.
2002), Croton sonderianus (McChesney, 1991), Hyptis suaveolens (Iwu et al. 1990),
Maytenus rigida (Kloucek et al. 2005), Pithecellobium cochliacarpum (Aratjo et al.

2002), Plumbago scandens (Paiva et al. 2003), Ximenia americana (Koné et al., 2004),
Guazuma ulmifolia (Caceres et al., 1993).

A utilizagdo dessa alternativa terapéutica por criadores e veterindrios tem sido
descrita, sendo os mesmos administrados aos animais em forma de solu¢cdes e pomadas para
uso local ou administracdo de plantas verdes ou secas via oral (Schuch et al., 2008).
Fernandes et al. (2005) verificaram atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcéolicos de
G. ulmifolia e H. courbaril frente E. coli.

Sendo assim esse trabalho teve por objetivo avaliar a atividade antibacteriana in vitro
do extrato etandlico de seis plantas pertencentes a flora nordestina (bioma caatinga) frente a
bacilos gram negativos isolados da mucosa cérvico-vaginal de ovelhas mesticas criadas na

regido de Petrolina — PE.



2. MATERIAL E METODOS
O experimento foi conduzido no Laboratério de Microbiologia e Imunologia animal

da Universidade Federal do Vale do Sido Francisco, Petrolina — PE.

2.1. Coleta do material vegetal

As espécies vegetais selecionadas foram.: Encholirium spectabile Mart. Ex Schult. f.
(6443), Amburana cearensis (Fr. Allemao) A.C.Smith (5545) Bromelia laciniosa Mart. Ex
Schult. f. (6442) e Hymenaea martiana Hayne (6444), Selaginella convoluta (Arn.) Spring
(6440) e Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez (6441). O material vegetal foi identificado por
um botanico sendo as exsicatas das espécies depositadas no Herbario da Universidade Federal

do Vale do Sao Francisco (HVASF).

2.2. Processamento do material vegetal

O material vegetal foi dessecado em estufa com circulacdo forcada a temperatura
média de 40°C durante trés dias. Apds a secagem e completa estabilizacdo (eliminagdo de
dgua, inativacdo de enzimas, etc.) o material foi processado em moinho, obtendo-se um

material vegetal seco e pulverizado.

2.3. Obtencao do Extrato Etanélico Bruto

O material vegetal seco e pulverizado foi submetido a maceracao exaustiva com etanol
95% em um recipiente de aco inoxiddvel. Foram feitas varias extracdes num intervalo de 72
horas entre cada extracdo até completo esgotamento do material vegetal. A solu¢do extrativa
obtida passou por um processo de destilagdo do solvente em evaporador rotativo a pressao
reduzida a uma temperatura média de 50 °C. Apoés este processo de evaporagdo do solvente,

obteve-se o extrato etandlico bruto.

2.4. Testes de sensibilidade aos extratos etanélicos

Foram utilizados 43 isolados, sendo distribuidos da seguinte forma: 14 E. coli, 10

Enterobacter spp., 10 Acinetobacter spp. € 9 Klebsiella spp. obtidos da mucosa cérvico-



vaginal de ovelhas sadias, ndo-prenhes pertencentes aos rebanhos do municipio de Petrolina e
regido. Foram testados 0,25 g de cada extrato etandlico, os quais foram diluidos em dgua
destilada estéril e alcool absoluto, sendo utilizados 10 mL em ambos os diluentes, obtendo-se
uma solucdo estoque na concentra¢do de 25 mg/mL. A microdiluicdo, baseada no documento
M7-A7 (CLSI, 2006), consistiu na distribuicao de 200 uL de caldo Muller-Hinton em placas
de microtitulagao; a seguir, 200 uL. da solucdo estoque do extrato eram acrescidos ao primeiro
poco e, apdés homogeneizagdo, transferia-se para o segundo e assim sucessivamente, sendo
obtidas as seguintes concentracdes finais: 12.500; 6.250; 3.125; 1.562,5; 781,3; 390,6; 195,3 ¢
97,6 ug/mL.

Na preparacdo do inéculo foi utilizado cultivo bacteriano em Agar Muller-Hinton,
para obtencdo de uma suspensao bacteriana com turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de
Mac Farland. Desta suspensdo, foi inoculado 10 uL nos pocos das microplacas contendo a
diluicdo do extrato etandlico. O material foi incubado a 37 °C por 24h em condicdes de
aerobiose. De todos os pogos retirou-se uma aliquota de 10 pl, semeando-se na superficie de
agar MH e incubando por 24 horas a 37 °C. A concentracio bactericida minima (CBM) foi
definida como a menor concentra¢ido do extrato etandlico em estudo capaz de causar a morte
do indculo. Para os extratos diluidos em élcool, além do controle positivo e negativo, foi
realizada a diluicdo do etanol absoluto sem os extratos, sendo consideradas as CBM dos
extratos, quanto menores que aquelas obtidas para o etanol absoluto. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

2.5. Analise estatistica

O delineamento utilizado foi do tipo inteiramente casualizado em arranjo fatorial de 2
géneros bacterianos x 6 (extratos etandlicos vegetais), em 6 repeticdes para a diluicdo em

dgua enquanto para a diluicdao em alc6ol em arranjo de 4 géneros x 6 (extratos etandlicos) em



18 repeticdes. Avaliou-se o efeito dos isolados, dos extratos e a interacdo entre estes fatores, e

os tratamentos que apresentaram significancia foram comparados pelo teste de Tukey a 5%.

3. RESULTADOS

As atividades antimicrobianas dos extratos etandlicos de plantas diluidos em dgua
estdo dispostas na tabela 1. O género Klebsiella apresentou resposta somente as espécies
Bromélia laciniosa, Selaginella convoluta e Hymenaea martiana, respectivamente com as
seguintes médias para CBM: 6.250 pg/mL, 4.167 pg/mL e 12.500 ug/mL. Todos os extratos
testados apresentaram atividade inibitdria frente a Acinetobacter spp., obtendo as seguintes
médias para CBM: 10.417 ug/mL (E. spectabile), 8.333 ug/mL (B. laciniosa), 6.250 pg/mL
(N. variegata), 9.375 ng/mL (A. cearensis), 1.042 ug/mL (H. martiana) e 2.604 ug/mL (S.
convoluta).

Quanto ao percentual de atividade, a H. martiana apresentou a maior atividade entre
as espécies de plantas testadas, inibindo 70% (7/10) dos isolados de Acinetobacter spp.,
enquanto que no género Klebsiella a espécie de maior atividade foi a S. convoluta, que inibiu
20% (2/10) dos isolados. O género Enterobacter spp. e os isolados de E. coli ndo
apresentaram sensibilidade a nenhum dos extratos testados.

Todos os extratos etandlicos quando diluidos em dlcool apresentaram atividade
antimicrobiana perante os isolados avaliados, porém nao demonstraram diferenca estatistica
entre eles. As menores médias de CBM foram observadas no género Acinetobacter spp. e
foram propiciadas pelos extratos de N. variegata, A. cearensis, H. martiana e S. convoluta,
com um valor de 1.302 pug/mL (Tabela 2). Enterobacter spp. apresentou os melhores
resultados com valores médios de CBM de 520,83 pg/mL e 390,6 pg/mL, respectivamente
para N. variegata e A. cearensis. E. coli apresentou a média de CBM de 1.302 ug/mL para

todos os extratos testados. Os extratos de H. martiana e A. cearensis foram os extratos que



apresentaram melhores resultados de CBM para o género Klebsiella spp. com médias de

954,9 ug/mL e 911,4 pg/mL respectivamente.

Tabela 1. Concentracdo Bactericida Minima dos extratos etandlicos de plantas do bioma

caatinga diluidos em dgua frente a bactérias gram negativas obtidas da microbiota cérvico-

Géneros Bacterianos

Concentracao Bactericida Minima

Familia/Espécie Médias (ng/mL)
E.coli Enterobacter spp. Acinetobacter spp. Klebsiella spp
Bromeliaceae
Encholirium spectabile S/A S/A 10.417* S/A
Bromelia laciniosa S/A S/A 8.333% 6.250"
Neoglaziovia variegata S/A S/A 6.250* S/A
Fabaceae
Amburana cearensis S/A S/A 9.375% S/A
Caesalpiniaceae
Hymenaea martiana S/A S/A 1.042° 4.167°
Selaginellaceae
Selaginella convoluta S/A S/A 2.604bc 12.500a

vaginal de ovelhas

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey.

S/A= sem atividade



Tabela 2. Concentracdo Bactericida Minima dos extratos etandlicos de plantas do bioma
caatinga diluidas em dlcool frente a bactérias gram negativas obtidas da microbiota cervico-

vaginal de ovelhas.

Géneros Bacterianos

Concentracao Bactericida Minima

Familia/Espécie Médias (ng/mL)
E.coli Enterobacter spp. Acinetobacter spp. Klebsiella spp
Bromeliaceae
Encholirium spectabile 1.302,1 585,9 1.563 1.041,7
Bromelia laciniosa 1.302,1 781,3 1.475,7 1.041,7
Neoglaziovia variegata 1.302,1 520,8 1.302,1 1.041,7
Fabaceae
Amburana cearensis 1.302,1 390,6 1.302,1 9114
Caesalpinaceae
Hymenaea martiana 1.302,1 542,5 1.302,1 954,9
Selaginellaceae

Selaginella convoluta 1.302,1 781,3 1.302,1 1.041,7




4. DISCUSSAO

Os extratos etandlicos das plantas, quando diluidos em dgua apresentaram baixa
atividade antimicrobiana frente as bactérias gram negativas testadas. Microrganismos dessa
natureza possuem uma parede celular quimicamente mais complexa que os demais, podendo
ndo ser atingida pelos ativos das plantas que foram extraidos pela dgua (Quinn et al. 2005).
Resultados semelhantes foram relatados por Souza et al. (2004), que de dezoito plantas
testadas nenhuma apresentou atividade contra E. coli. Entretanto, Bravo et al. (1999),
avaliando substancias bioativas presentes em A. cearensis encontraram atividade bioldgica
contra E. coli isolada de humanos. A atividade antibacteriana de extratos de plantas frente ao
género Acinetobacter spp. ja foram relatadas (Borges et al. 2007). Manetti et al. (2009)
relatam diferentes classes de substancias bioativas nas espécies da familia Bromeliaceae, entre
eles triterpenos, esterdides, flavondides e glicerdis. Entretanto, do ponto de vista
farmacolégico, existem poucos estudos disponiveis. A atividade inibitdria das plantas testadas
sugere a presenca de substincias ativas contra microrganismos, porém estudos devem ser
implantados a fim de identifica-las. Pesquisas desenvolvidas com A. cearensis revelaram a
presenca de flavondides e cumarinas, compostos tidos como responsdveis pela agdo
farmacoldgica da planta (Canuto e Silveira, 20006).

A melhor média de CBM, no extrato diluido em &4gua, foi propiciada pela H.
martiana tanto para Klebsiella spp. como para Acinetobacter spp.. Nogueira et al. (2001) em
estudos fitoquimicos dessa espécie de planta verificaram a presenca de diterpenos nas cascas e
na resina exsudada do tronco, sendo estes considerados protetores contra infec¢des (Robbers
et al., 1997). O género Hymenaea tem sido um dos mais estudados do ponto de vista
antibacteriano, sendo relatada a presenca de substancias ativas como oligopolissacarideos e
polissacarideos (Valentim, 2006). Sua utilizacdo na medicina popular para o tratamento de

diversas enfermidades € demonstrada em alguns artigos, tanto para uso humano (Silva &



Albuquerque, 2005) como animal (Rochfort, 2008). Fernandes et al. (2005) avaliando a
atividade antimicrobiana de plantas, entre elas H. courbaril, com o extrato diluido em 4gua
destilada estéril, verificaram atividade inibitéria perante E. coli, ndo corroborando com os
achados deste estudo.

Todos os extratos testados, quando diluidos em &lcool, demonstraram atividade
inibitéria, sugerindo que alguns compostos com agdo antibacteriana foram extraidos pelo
dlcool e ndo pela dgua. Silva et al.(2009) avaliando a atividade antibacteriana do extrato de
Anacardium occidentale Linn. diluido em dlcool absoluto verificaram inibicio do mesmo
perante E. coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella spp. Girolometto et al. (2009)
avaliando diferentes métodos para extragdo de principios ativos da Ilex paraguariensis A.St.-
Hil. (erva mate), verificaram que, independente da bactéria testada, a alcoolatura (folhas
verdes em etanol absoluto) apresentou melhor atividade antibacteriana. Souza & Conceicdo
(2007) verificaram que solugdes alcodlicas de Rosmarinus officinalis L. de 1 e 3%
apresentaram atividade perante bactérias gram positivas mas ndo contra E. coli em ambas as
concentracdes. A atividade antibacteriana propiciada pelo extrato hidroalcodlico de Syzygium
cumini (L.) Skells a 10%, avaliada por Loguercio et al. (2005), ndo apresentou diferenca de
sensibilidade entre microrganismos gram positivos e gram negativos. O autor relaciona ainda
a atividade antimicrobiana a presenca de grande quantidade de taninos na planta. Segundo
Scalbert et al. (1991) pressupde-se que os taninos inibem enzimas bacterianas e agem sobre as
membranas celulares dos microrganismos, modificando seu metabolismo.

O estudo do potencial antimicrobiano de plantas pertencentes a flora nordestina € de
grande importancia, pois estes estudos servirdo como base para producdo de fitoterdpicos.
Pesquisas referentes a utilizacdo de plantas em Medicina Veterindria revelaram o uso de
inimeras espécies na teraputica dos animais domésticos (Marinho et al., 2007).

Esclarecimentos a criadores e veterindrios com relacdo a utilizacdo dessa alternativa se



tornam pertinentes, j4 que se trata de uma opg¢do de baixo custo e alta disponibilidade

(Marinho et al., 2007).



5. CONCLUSOES

Os extratos etandlicos quando diluidos em dlcool apresentaram melhor atividade
bacteriana frente as bactérias gram negativas. Entretanto, pesquisas referentes a fatores como
toxicidade, em virtude da utilizacdo desse diluente devem ser consideradas. Na dilui¢ao
aquosa, as espécies H. martiana e A. cearensis apresentaram maior atividade
antibacteriana, demonstrando o potencial de utilizacdo dessas plantas para o desenvolvimento

de fitoterdpicos.
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Consideracoes finais

Microrganismos oportunistas de potencial patogénico como Staphylococcus
spp. € E. coli, estdo presentes na microbiota cérvico-vaginal de ovelhas
criadas na regidao de Petrolina. Esse conhecimento permite um melhor
direcionamento diagnéstico e terapéutico de infecgdes do trato reprodutivo.

As bactérias isoladas neste estudo sdo sensiveis a diversos grupos
antimicrobianos, demonstrando o potencial destes para utilizagdo na regiéo.

Alguns géneros bacterianos constituintes da microbiota de ovelhas
apresentam sensibilidade aos extratos etandlicos vegetais, confirmando
dessa forma, o grande potencial de utilizacdo de plantas pertencentes a flora
do bioma caatinga. Entretanto pesquisas in vivo devem ser instituidas a fim
de considerar a farmacodinamica dos compostos.

Apesar da grande disponibilidade das plantas na regido, fatores como a
exploracao sustentdvel dessas espécies devem ser consideradas, caso sejam
utilizadas para o desenvolvimento de fitoterapicos em grande escala.



