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RESUMO 
 

A atividade antimicrobiana de plantas medicinais frente a isolados de 
Salmonella spp. tem sido bastante pesquisada, com o intuito de caracterizar as 
plantas como alternativa na terapia, devido  principalmente ao surgimento de 
cepas bacterianas resistentes a vários antibióticos. Este trabalho teve como 
objetivo avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos de (Caroá) Neoglaziovia 
variegata; (Amburana) Amburana cearenses; (Jatobá) Hymenaea martiana; 
(Jurema-preta) Mimosa tenuiflora; (Angico-de-bezerro) Pityrocarpa moniliformis 
e (Pereiro-de-tinta) Simira gardneriana e quantificar a formação de biofilme 
frente a isolados  de Salmonella spp. obtidos de caprinos e ovinos do Vale do 
São Francisco. Foram utilizados 60 isolados bacterianos de Salmonella spp., 
sendo que destes 30 eram provenientes de fezes de caprinos e 30 de ovinos. A 
ação antibacteriana foi avaliada através da Concentração Bactericida Mínima 
(CBM) dos extratos alcoólicos sobre as cepas bacterianas, sendo utilizado o 
método de diluição em microplacas. A determinação da formação do biofilme 
foi realizada utilizando o cristal violeta e com base na densidade óptica 
produzida pelos biofilmes, as estirpes bacterianas foram classificadas. Os 
extratos de N. variegata, H. martiana, S. gardneriana independente da 
concentração, não inibiram o crescimento dos isolados de Salmonella spp. 
utilizados no presente estudo. O extrato de A. cearensis apresentou ação 
inibitória nas concentrações de 12.500 µg/mL e 6.250 µg/mL em quatro 
isolados, três provenientes de caprinos e um de ovino. O extrato de M. 
tenuiflora apresentou ação antimicrobiana em todos os 60 isolados de 
Salmonella com valor de CBM: 781,3 µg/mL. O extrato de P. moniliformes 
também apresentou ação antimicrobiana em todos os isolados estudados, com 
CBM: 1.562,5 µg/mL. Os extratos de A. cearensis e M. tenuiflora e P. 
moniliformis possuíram atividade antimicrobiana, enquanto que os extratos de 
N. variegata e H. martiana não apresentaram ação antimicrobiana sobre as 
bactérias pesquisadas. Os isolados também foram classificados em dois 
grupos: Fraca Produção de Biofilme (FPB) e Moderada Produção de Biofilme 
(MPB). Os 11 isolados de Salmonella spp. com Moderada Produção de 
Biofilme tratados com os extratos de Mimosa tenuiflora e Pityrocarpa 
moniliformis  apresentaram redução no Biofilme em formação, diminuição na 
medida de densidade óptica, sendo reclassificados  em fraco e não produtores 
de biofilme. Estes achados indicam o potencial de plantas do bioma Caatinga 
no controle de patógenos como Salmonella spp. obtidos de caprinos e ovinos, 
o que representa um reflexo positivo sobre a produção animal no Vale do São 
Francisco e Saúde Pública. 
 

Palavras-chave: Plantas Medicinais. Alternativas Antimicrobianas. Isolados 
Bacterianos. 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 
 

The antimicrobial activity of medicinal plants against isolates of Salmonella spp. 
has been extensively investigated in order to characterize the plants as an 
alternative therapy, mainly due to the emergence of multiple antibiotic resistant 
bacterial strains.This study aimed to evaluate the antimicrobial activity of the 
extracts (Caroá) Neoglaziovia variegata; (Amburana) Amburana cearensis; 
(Jatobá) Hymenaea martiana; (Jurema-preta) Mimosa tenuiflora; (Angico-de-
bezerro) Pityrocarpa moniliformis and (Pereiro-de-tinta) Simira gardneriana and 
quantify biofilm formation against Salmonella isolates obtained from goats and 
sheep Valley San Francisco. A total of 60 bacterial isolates of Salmonella spp., 
and of these 30 were from feces of goats and 30 sheep. The antibacterial 
activity was evaluated by the minimum bactericidal concentration (MBC) of the 
ethanolic extracts of the bacterial strains, by using the microplate dilution 
method. The determination of biofilm formation was performed using the crystal 
violet, based on O.D produced by the biofilms, the bacterial strains were 
classified. Extracts of N. variegata , H. Martiana, S. gardneriana independent of 
concentration, did not inhibit the growth of Salmonella isolates surveyed. The 
extract of A. cearensis showed inhibitory activity at concentrations of 12.500 
mg/ mL and 6.250 mg / mL for 4 isolates, 3 from goats and 1 from sheep. The 
extract of M. tenuiflora showed antimicrobial action in all 60 Salmonella isolates 
with MBC value: 781.3 mg/ mL. The extract of P. moniliformes also showed 
antimicrobial activity in all isolates studied, with MBC: 1,562.5 g / mL. The 
extracts of A. cearensis e M. tenuiflora e P. moniliformes showed antimicrobial 
activity, while extracts of N. variegata e H. martiana does not have an 
antimicrobial action against the bacteria studied. The 60 Salmonella were 
classified into two groups: Weak Production of Biofilm and Moderate Production 
of Biofilm. The 11 Salmonella isolates with Moderate Production of Biofilm 
treated with the extracts of Mimosa tenuiflora and Pityrocarpa moniliformis 
showed action on Biofilm formation, decrease the measure of optical density, 
being reclassified as weak and biofilm non-producers. These findings indicate 
the potential of plants of Caatinga to control pathogens such as Salmonella spp. 
obtained from goats and sheep, which is a positive reflection on animal 
production in the São Francisco Valley and Public Health. 
 
Keywords: Medicinal Plants. Alternative Antimicrobial. Bacterial Isolates. 
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1 INTRODUÇÃO 

A criação de caprinos e ovinos vêm se destacando no cenário do 

agronegócio brasileiro.  São estimados 14 milhões de animais, os quais estão 

distribuídos em 436 mil estabelecimentos agropecuários. Na região Nordeste 

encontra-se a maior parte do rebanho caprino, compreendendo os estados da 

Bahia, Pernambuco, Piauí e Ceará. A ovinocultura tem maior 

representatividade nos estados da Bahia, Ceará, Piauí e Pernambuco, Rio 

Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Paraná e Mato Grosso do Sul (BRASIL, 

2013). 

As doenças de origem infecciosa e/ou parasitária constituem um sério 

entrave ao desenvolvimento da caprino-ovinocultura, pelas perdas na produção 

animal, com grande repercussão econômica. Nesse contexto, surgem as 

enfermidades causadas por bactérias, que representam uma ameaça ao 

desenvolvimento da caprino-ovinocultura brasileira (EMPARN, 2006). 

O uso indiscriminado das drogas antimicrobianas na produção animal é 

comum, trazendo importantes impactos ao meio ambiente e a saúde humana 

(GOULD et al., 2010). Nos últimos anos, a resistência dos micro-organismos 

patogênicos a múltiplos fármacos tem aumentado devido uso indiscriminado de 

antimicrobianos em animais, como promotores de crescimento e no tratamento 

de doenças infecciosas (PAPHITOU, 2013; TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU, 

2013). Estas ações podem contribuir para o aumento da resistência aos 

antimicrobianos em seres humanos, bem como a presença destes resíduos na 

carne e derivados (FULLER, 1989).  

O surgimento de micro-organismos resistentes a antimicrobianos 

demonstra que o tratamento dos animais não deve se basear no uso de 

antimicrobianos sem reflexão crítica. A multirresistência às drogas 

antimicrobianas em Salmonella spp. é um assunto de grande  interesse a 

comunidade científica, visto seu potencial de transmissão aos seres humanos 

pelos alimentos (MOLLA et al., 2007). A formação de biofilme pelos micro-

organismos é uma estratégia que contribui para reduzir a  susceptibilidade aos 

antibióticos e desinfetantes, tornando a sua eliminação um grande desafio 

(MULCAHY, CHARRON-MAZENOD e LEWENZA, 2008; SIMÕES e VIEIRA, 

2009). 
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Devido à crescente resistência microbiana aos fármacos, a busca de 

novos agentes antimicrobianos a partir de plantas é intensa (RADULOVIC et 

al., 2013), principalmente devido aos menores custos de pesquisa, 

provavelmente  por apresentar menor risco de efeitos colaterais e um grande 

potencial de efeito sinérgico (SALEEM et al.,  2010; VUUREN e VILJOEN, 

2011). 

 Essa situação tem estimulado cada vez mais os pesquisadores, que 

buscam novos compostos em diferentes fontes. Os vegetais por terem 

potencial antimicrobiano e uma diversidade molecular muito superior àquelas 

derivadas de produtos químicos, tem se tornando um importante objeto de 

estudo científico com relação às suas variadas propriedades medicinais 

(NOVAIS et al., 2003). O interesse na diversidade molecular das plantas tem 

estimulado a busca pelo conhecimento do seu metabolismo secundário, o qual 

é responsável pela síntese de grande parte dos compostos vegetais com 

atividade biológica, bem como seus derivados que tem sido alvo de 

investigação a respeito de suas propriedades medicinais, aromáticas e 

curativas (ALVES, 2001). 

A região Nordeste do Brasil abriga em seu ecossistema, uma grande 

biodiversidade, com um habitat específico para plantas medicinais e aromáticas 

não encontradas em outras regiões do globo. Desta forma, diante do potencial 

botânico da Caatinga e da necessidade de se encontrar novos compostos 

capazes de controlar a ação de micro-organismos, buscou-se realizar um 

trabalho que viabilize um maior conhecimento das espécies existentes na 

região. Tendo em vista as infecções por Salmonella em pequenos ruminantes, 

a preocupação com a resistência aos antimicrobianos e a formação de 

biofilmes, por estas bactérias, torna-se de grande importância a realização 

deste estudo que vise avaliar a possível ação antimicrobiana dos extratos 

vegetais da Caatinga,  (Caroá) Neoglaziovia variegata; (Amburana) Amburana 

cearenses; (Jatobá) Hymenaea martiana; (Jurema-preta) Mimosa tenuiflora; 

(Angico-de-bezerro) Pityrocarpa moniliformis e (Pereiro-de-tinta) Simira 

gardneriana sobre Salmonella spp.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2. 1 Gênero Salmonella 

      Salmonella é um gênero da família Enterobacteriaceae, definido como 

bastonetes gram-negativos, não esporogênicos, anaeróbios facultativos e 

oxidase negativos. O gênero Salmonella é composto por duas espécies, 

Salmonella bongori e  S. enterica, sendo que a última inclui seis subespécies,  

S. arizonae, S. diarizonae, S. enterica, S. houtenae, S. indica e S. salamae 

(TINDALL et al., 2005). Existem no total 2.610 diferentes sorovares de 

Salmonella, das quais 1.547 pertencem ao grupo Salmonella enterica subsp. 

enterica (GUIBOURDENCHE et al., 2010). Essas bactérias estão amplamente 

distribuídas na natureza e podem ser encontradas na água, frutas, grãos, 

flores, árvores e no trato gastrointestinal do homem e de vários mamíferos, 

além de répteis, aves e insetos (HOLT et al., 1994; CDC, 2002). 

As colônias do gênero Salmonella em ágar sangue medem 1 a 3 mm 

após incubadas durante 24 horas a 37ºC, variando muito na forma, podendo 

ser lisas, circulares, convexas e achatadas. Não são hemolíticas. Os meios 

seletivos de enriquecimento mais usados são caldo Selenito-cistina, que 

contém cistina para estimular o crescimento das Salmonelas; caldo Rappaport- 

Vassiliadis (RV), que contém verde malaquita, cloreto de magnésio e um pH 

ligeiramente reduzido como fator seletivo; e  o caldo Tetrationato Muller-

Kauffman, contendo verde brilhante, tetrationato e bile. Já os meios seletivos 

sólidos mais usados são ágar Xilose Lisina Deoxicolato (XLD), ágar SS 

(Salmonella-Shigella), ágar Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose 

Sacarose (BV/BPLS), e o ágar Deoxicolato Citrato Lactose Sacarose (DCLS). 

No ágar MacConkey, as colônias se apresentam incolores, pois não fermentam 

a lactose, em 24 horas de incubação a 37ºC (OLIVEIRA, 2012). 

Em estudos realizados na Inglaterra, País de Gales e Austrália, a 

salmonelose é considerada como a principal doença transmitida por alimentos 

juntamente com a infecção pelo gênero Campylobacter. Nos Estados Unidos 

estima-se que o gênero Salmonella seja responsável por 11% (1,0 milhão) dos 

casos de doenças transmitidas por alimentos notificados, além de 35% dos 
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casos que resultam em hospitalização e 28% dos óbitos em decorrência de 

Doenças Transmitidas por Alimentos - DTAs (SCALLAN et al., 2011).  

No Brasil, segundo dados epidemiológicos da ANVISA o sorovar S. 

enteritidis possui a maior taxa de prevalência nos surtos de salmonelose em 

humanos (BRASIL, 2011), sendo o mesmo reportado pelo “Centers for Disease 

Control and Prevention” (CDC) em Atlanta e pelo Centro de Referência “Robert 

Koch Institute” na Alemanha (RABSCH et al., 2001). 

 O agente etiológico mais prevalente em surtos alimentares são 

Salmonella spp. seguido de Staphylococcus aureus. As regiões aonde mais 

ocorrem os surtos são a região sul e sudeste do Brasil com maior notificação 

de surtos alimentares, a região sul com 42,1%, sudeste com 37,3% e nordeste 

com 12%, no período de 2000 a 2011 (BRASIL, 2011). Salmonella é o principal 

agente identificado em DTAs,  responsável por 19,16% dos casos entre 2000 a 

2011, com 1660 casos confirmados (SVS, 2011). Em humanos as doenças 

mais comuns causadas por salmonelas são a febre tifóide e as gastroenterites 

(MADIGAN et al., 2010). 

 

2. 2 Salmonelose em Pequenos Ruminantes 

As infecções pelo gênero Salmonella em animais de produção estão 

associadas a uma grande variedade de manifestações clínicas entéricas e 

extra-entéricas (RADOSTITS et al., 2007), com sinais clínicos e severidade 

variável, dependendo da faixa etária dos animais e principalmente pelos 

sorotipos envolvidos (UZZAU et al., 2001). Os sorovares  Abortusovis, Dublin e 

Typhimurium, que estão associados com a doença em ovelhas (JACK , 1971). 

Os caprinos e ovinos podem apresentar a salmonelose na forma 

subclínica ou latente, sendo apenas portadores de salmonelas 

(WOLDEMARIAN et al., 2005; MILNES et al., 2008; BONKE et al., 2012). 

Porém, fatores como estresse, transporte, superlotação, prenhez, temperatura 

ambiental extrema, privação de água podem ativar a doença para a forma 

clínica (QUINN et al., 2005), principalmente quando estão associadas a 

infecções intercorrentes e doenças secundárias e influenciadas pelo número de 

salmonelas ingeridas, da virulência do sorotipo e da suscetibilidade do 

hospedeiro, podendo levar a altas taxas de mortalidade em ovelhas, 
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associadas a retenção da placenta (UZZAU, BOSSI, FIGUEROA-BOSSI, 

2002). A mortalidade dos animais decorrente de infecções por Salmonella 

geram grandes perdas econômicas, sendo o aborto um dos principais 

problemas na produção de pequenos ruminantes (RUSHTON, 2009). 

Não existe um padrão de sinais clínicos característicos em rebanhos 

infectados por Salmonella spp. (SANDBERG et al., 2002). Porém, na 

salmonelose entérica aguda, comum em ovelhas adultas, é frequentemente 

observado nos animais:  febre, anorexia, depressão e diarreia, enquanto  que a 

septicemia é comum em animais jovens (SHARMA, et al., 2001; KUSILUKA, 

KAMBARAG, 1996). 

O sorotipo Abortusovis pode levar à morte fetal, metrite, retenção de 

placenta, peritonite, sendo que as ovelhas infectadas podem apresentar febre, 

anorexia e depressão antes do aborto. Os sorotipos Typhimurium e Dublin 

também foram relatados, como causa de aborto, porém menos frequentes que 

os relados por  Salmonella Abortusovis (UZZAU  et al., 2001; HABRUN, et al., 

2006; JACK, 1968). 

Os recém-nascidos morrem muitas vezes dentro de horas após o 

nascimento. Os cordeiros que sobrevivem por algumas semanas, podem 

manifestar poliartrite, pneumonia e diarreia severa. A infecção por Salmonella 

Abortusovis em ovelhas não prenhes e em carneiros é predominantemente 

assintomática, porém a sintomatologia venérea tem sido descrita, em alguns 

casos (UZZAU, BOSSI, FIGUEROA-BOSSI, 2002). 

A prevalência de Salmonella entre pequenos ruminantes pode variar 

consideravelmente dependendo dos sorotipos, rebanhos e regiões geográficas. 

Surtos de S. Abortusovis em ovelhas foram relatados, na Suíça, em que as 

infecções pelo sorotipo Abortusovis contribuíram com até 70% de perdas no 

pós-parto entre 2003 e 2007 (BELLOY, 2009). 

S. diarizonae é o agente causador da disenteria do inverno, uma doença 

comum em ovelhas, que também está associada à abortos e animais 

natimortos. A prevalência deste sorotipo em rebanhos ovinos da Noruega tem 

sido estimada em aproximadamente 12%, com a prevalência dentro do 

rebanho de 0-45% quando as amostras foram coletadas no matadouro e o 

estresse pode ter contribuído para o aumento da prevalência observada 
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(ALVSEIKE; SKJERVE, 2002). Segundo Edrington et al. (2009) a 

contaminação ambiental por Salmonella spp. é bastante elevada em fazendas. 

Estes autores relataram isolamento de Salmonella em 50% das amostras de lã, 

mas somente 7% nas amostras fecais coletadas de ovinos confinados nos 

EUA, indicando um  importante papel de reservatórios ambientais. 

 

2. 3  Formação de Biofilme por Salmonella spp. 

O conhecimento sobre os biofilmes tem avançado, assim como as 

pesquisas que vêm sendo realizadas em muitas áreas relacionadas com a 

ecologia microbiana. A microbiologia moderna estuda os principais 

mecanismos fisiológicos e de controle entre as formas microbianas sésseis 

(biofilme) e planctônicas (livres) (CAPELLETI, 2006). 

O biofilme microbiano é definido como uma associação de células 

bacterianas e fúngicas, fixadas às superfícies, bióticas ou abióticas, inclusas 

em uma complexa matriz extracelular de substâncias poliméricas (LUCCHESI, 

2006). Os biofilmes são constituídos  tipicamente por água, micro-organismos, 

substâncias poliméricas extracelulares (EPS, Extracellular Polymeric 

Substances), substâncias dissolvidas, adsorvidas e partículas retidas  

(PEREIRA, 2001).  Sendo as fímbrias e celulose os principais componentes da 

matriz em biofilmes de Salmonella spp. (COLLINSON et al., 1996). 

A capacidade de um micro-organismo isolado em aderir ou não a uma 

superfície, formar ou se manter em biofilme está relacionada com o  seu 

fenótipo e genótipo. Alguns aparatos celulares, quando presentes, como pili, 

flagelos e fímbrias, algumas proteínas da superfície, assim como sistemas 

quorum sensing, garantem um incontestável diferencial à bactéria, em nível de 

aderência e formação do biofilme (STOODLEY et al., 2002; BOARI, 2008). 

Para ocorrer o desenvolvimento do biofilme, deve haver uma interação 

entre as células bacterianas, a superfície a qual elas vão se aderir e a 

composição do meio circundante (DAVEY e O’TOOLE, 2000; DONLAN, 2002; 

DUNNE, 2002; STOODLEY et al., 2002). As salmonelas conseguem formar 

biofilmes em várias superfícies abióticas, como plástico, borracha, cimento, 

vidro e aço inoxidável (JOSEPH et al., 2001; SOLANO et al., 2002; PROUTY e 
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GUNN, 2003; ARNOLD e YATES, 2009; HURRELL et al., 2009; MORETRO et 

al., 2009). 

Diversos microrganismos podem participar de processos de adesão e 

gerar problemas de saúde pública e/ou de ordem econômica como: Salmonella 

thyphimurium, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus 

aureus, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fragi, Pseudomonas 

fluorescens, Micrococcus sp., Enterococcus faecium, Yersinia enterocolitica, 

Bacillus cereus, Alcaligenes e Flavobacterium (CAIXETA, 2008; CAPELLETTI, 

2006; LUCCHESI, 2006). 

A formação do biofilme é uma estratégia dos micro-organismos para sua 

sobrevivência em ambientes com condições adversas (TRACHOO, 2003), 

podendo provocar uma alteração fenotípica de células planctônicas (vida livre) 

para a forma séssil. Células que crescem em biofilme expressam propriedades 

distintas das células planctônicas, uma destas é o aumento da resistência aos 

agentes antimicrobianos e biocidas (LECHEVALIER; CAWTHON; LEE, 1988; 

HOLAH et al., 1990; MOSTELLER; BISHOP, 1993; WALKER; ROGERS; 

KEEVIL, 1994; EGINTON et al., 1998; TRACHOO, 2003).  

Esta resistência é, em parte, atribuída à matriz polimérica, pois parece 

funcionar como uma barreira protetora contra fatores agressivos externos, 

como os biocidas (PEREIRA, 2001). A elevada resistência de biofilmes 

bacterianos, pode ser explicada pela difusão limitada de agentes 

antimicrobianos por meio da matriz do biofilme,  interações de agentes 

antimicrobianos com a matriz (células e polímeros), resistência mediada por 

enzimas, adaptação genética, níveis de atividade metabólica dentro do 

biofilme, e outros fatores inter-relacionados, como as  barreiras de difusão, 

ultraestrutura da parede celular e atividade metabólica diferencial (CAIXETA, 

2008). 

Tal resistência gera um impacto negativo em várias atividades, podendo 

ocasionar perdas significativas nestas (SIMÕES, PEREIRA e VIEIRA, 2003). A  

formação da  matriz pode atuar como um substrato para outros micro-

organismos menos propensos a formação de biofilme, aumentando a 

probabilidade da sobrevivência destes e sua disseminação (LAPIDOT, 

ROMLING e YARON, 2006). A formação do biofilme pelas células bacterianas, 
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oferece tolerância ao estresse, contribuindo para reduzir a  susceptibilidade aos 

antibióticos e desinfetantes, tornando a sua eliminação um grande desafio 

(MULCAHY, CHARRON-MAZENOD e LEWENZA, 2008; SIMÕES e VIEIRA, 

2009).  

 

2. 4 Resistência aos Antimicrobianos 

 

Um número crescente de agentes infecciosos está se tornando cada vez 

mais resistentes aos compostos antimicrobianos comerciais (HANCOCK, 

NIJNIK, PHILPOTT et al. 2012). A necessidade de desenvolver novos 

medicamentos exige estratégias variadas, entre elas, a bioprospecção de 

metabólitos secundários produzidos por plantas medicinais (DIONISI; LOZADA; 

OLIVERA 2012; BENKO-ISEPPON e CROVELLA 2010). 

Os antibióticos vegetais possuem uma estrutura química que difere 

daquela dos antibióticos sintéticos, podendo regular o metabolismo 

intermediário de patógenos, ativando ou bloqueando reações e síntese 

enzimática ou mesmo alterando a estrutura de membranas (MICHELIN et al., 

2005). O uso de antimicrobianos naturais, como temperos, condimentos e 

extratos vegetais, tende a ser uma alternativa interessante (SILVA et al., 2010). 

A resistência antimicrobiana é uma questão importante, tanto na produção 

animal quanto na saúde pública (BARZA, 2002), o que também é  relatado pela 

World Health Organization, 2009. Na Medicina Veterinária a utilização dos 

antimicrobianos tem como objetivo manter ou melhorar a saúde dos animais.  

Porém, em animais saudáveis é comum, o uso profilático de antimicrobianos, 

com o intuito de evitar alguma infecção que possa acarretar perdas na 

produtividade (PALERMO-NETO, 2011).  

 Os antimicrobianos também são utilizados como aditivo zootécnico 

melhorador de desempenho (promotor de crescimento), levando a um aumento 

da eficiência alimentar (GUARDABASSI;  JENSEN; KRUSE;  2010). De acordo 

com a Instrução Normativa nº 26/2009, os antimicrobianos indicados como 

promotores de crescimento devem apresentar eficácia e segurança 

comprovada na quantidade e espécies alvo, para as quais o produto é indicado 
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(BRASIL, 2009a). Entretanto, a subdosagem de antimicrobianos usados como 

promotores de crescimento podem aumentar a chance de seleção de cepas 

resistentes de bactérias e levar ao surgimento de outras cepas multirresistentes 

(GUARDABASSI; JENSEN; KRUSE;  2010; SCHWARZ et al., 2010). 

 

 
2. 5 Plantas Medicinais - Antimicrobianos Alternativos 

Com o aumento da resistência bacteriana às múltiplas drogas 

antimicrobianas surge a preocupação e a procura de novas alternativas 

terapêuticas, como fonte importante para obtenção destes medicamentos. A 

atividade antimicrobiana de extratos e óleos essenciais de plantas medicinais 

foi comprovada em vários estudos realizados em países que possuem uma 

flora diversificada (NOVAIS et al., 2003).  

De acordo com a World Health Organization, os remédios extraídos de 

plantas são utilizados por 80% da população mundial, em especial nas áreas 

rurais dos países em desenvolvimento ou em locais em que a população não 

tem acesso ou condições de adquirir medicamentos. No Brasil, um número 

significativo de plantas é usado na forma de extratos brutos para o tratamento 

de infecções comuns embora, poucas evidências científicas sejam relatadas 

comprovando a eficácia desse tratamento (LIMA et al., 2006).  

A estrutura química dos antibióticos vegetais diferem daqueles derivados 

de micro-organismos, podendo regular o metabolismo intermediário de 

patógenos, ativando ou bloqueando reações e síntese enzimática ou mesmo 

alterando a estrutura de membranas (MICHELIN et al., 2005). As plantas são 

capazes de produzir diferentes substâncias tóxicas em grandes quantidades, 

aparentemente para sua defesa contra vírus, bactérias, fungos e animais 

predadores. Muitas dessas substâncias são responsáveis pelas suas 

propriedades medicinais e aromáticas que são utilizadas na medicina popular e 

despertam interesse científico pelas suas atividades biológicas. No entanto, 

plantas utilizadas como medicamentos são xenobióticos e como todo corpo 

estranho, os produtos de sua biotransformação são potencialmente tóxicos até 

que se prove o contrário (LAPA et al., 2002).  
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O metabolismo das plantas é dividido em primário (ou de macromoléculas 

- proteínas, lipídios e carboidratos) que são amplamente distribuídos nos 

organismos vivos, e secundário (ou de micromoléculas - tais como, alcalóides, 

terpenóides e flavonóides) de ocorrência restrita, embora estes sejam 

essenciais para os organismos que os produzem (PERES, 2004; 

HASSANPOUR et al., 2011; RENSHENG e WEININ, 2011).  

Os metabólitos secundários têm importantes funções ecológicas para as 

plantas, e são frequentemente associados a mecanismos de defesa contra 

agentes externos, como por exemplo, pragas, radiação solar, predação por 

micro-organismos, insetos, herbívoros e outros causadores de estresse. Para 

os seres humanos, estes compostos são importantes, por apresentarem várias 

propriedades terapêuticas: calmante, antiviral, contraceptivo, antibacteriana, 

antifúngica, anti-inflamatória e inseticida que são utilizadas pelas indústrias 

farmacêuticas, químicas, alimentos e de cosméticos (GOTTLIEB, 1981; FOOD 

INGREDIENTS BRASIL, 2010; MAFFEI; GERTSCH; APPENDINO, et al., 

2011;. CARTAXO et al., 2010). 

O uso de antimicrobianos naturais, como extratos vegetais tende a ser 

uma alternativa interessante para reduzir ou eliminar patógenos transmitidos 

por alimentos, possibilitando uma combinação com métodos já existentes 

(BURT, 2004; SILVA et al., 2010). Além disso, devido ao aumento de cepas 

bacterianas resistentes, houve um aumento no número de publicações sobre 

atividade antibacteriana de extrato de plantas (ELOFF, 1998). 

Trabalhos realizados por Wiest et al., (2009) sobre a atividade 

antimicrobiana de extratos vegetais frente a  isolados de Salmonella spp., 

constataram dentre os extratos aquosos,  alcoólicos/hidroalcoólicos de 86  

plantas, em estudo, 58% apresentaram alguma inibição ou inativação sobre 

Salmonella spp. 
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2. 6 Hymenaea martiana Hayne  – Jatobá 

 

Hymenaea martiana Hayne, conhecida popularmente como Jatobá,  Jataí 

e Jitaí, é uma árvore conhecida na região Nordeste do Brasil, típica dos biomas 

Cerrado e Caatinga, ocorre nos estados da Bahia, Alagoas, Pernambuco, 

Paraíba, Ceará, Piauí, Goiás e Mato Grosso do Sul e no Distrito Federal 

(SIQUEIRA FILHO et al., 2009; RIBEIRO, 2010). As espécies do gênero 

Hymenaea também ocorrem na Floresta Amazônica, Floresta Atlântica e 

Pantanal (RIBEIRO, 2010). O gênero engloba 14 espécies, destas 12 ocorrem  

no Brasil, Hymenaea aurea Y.T. Lee & Langenh., H.  courbaril L., H. eriogyne 

Benth., H. intermedia Ducke,  H. maranhensis Y.T.Lee & Langenh., H. martiana  

Hayne, H. oblongifolia Huber, H. parvifolia Huber, H. reticulata Ducke, H. 

rubliflora Ducke, H. stigonocarpa  Mart. ex Hayne e H. velutina Ducke 

(RIBEIRO, 2010). 

 As plantas do gênero Hymenaea são utilizadas na medicina tradicional 

brasileira para o tratamento  de processos inflamatórios, infecções bacterianas, 

reumatismo e anemia (GAZZANEO, 2005; AGRA; FREITAS; BARBOSA-

FILHO, 2007). Esta árvore é indicada para recuperação de áreas degradadas e 

arborização de jardins, parques e rodovias, sua madeira é utilizada na 

construção civil, carpintaria, marcenaria e no artesanato (SIQUEIRA-FILHO et 

al., 2009). 

Esta planta é caracterizada por apresentar tronco com exsudado resinoso, 

podendo ser reconhecida por conter folhas bifolioladas, flores grandes com 

pétalas e frutos robustos, lenhosos e indeiscentes (QUEIROZ, 2009). O tronco 

exsuda uma resina , a qual é utilizada localmente na medicina popular para o 

tratamento de feridas, bronquite e distúrbios estomacais. Atividades biológicas 

de extratos desta espécie têm sido relatados. Em  estudos anteriores 

observaram atividade anti-inflamatória relacionada com extrato hidroalcoólico 

obtido a partir da casca do Jatobá (MARSAIOLI; LEITÃO-FILHO; CAMPELLO, 

1975).   
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Figura 1 –  Hymenaea martiana Hayne  – Jatobá 
(Foto: J.A. Siqueira-Filho) 

 

2. 7 Amburana cearensis (Allemão) A.C. Sm. – Amburana 

 

 A Amburana cearensis (Alemão) AC Smith, pertence à família Fabaceae, 

conhecida como Cumaru, Amburana ou Amburana-de-cheiro, é uma árvore 

que atinge 10-12 m de altura (ANDRADE-LIMA, 1989). É encontrada no Brasil, 

nos estados de Pernambuco, Bahia, Sergipe, Paraíba, Rio Grande do Norte, 

Ceará, Tocantins, Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Espírito Santo, 



28 

 

São Paulo, Minas Gerais, Distrito Federal e  em outros países como Paraguai, 

Peru, Argentina e Bolívia (SIQUEIRA-FILHO et al., 2009). 

Tem sido explorada para fabricação de móveis, esculturas e marcenaria, 

sendo listada como uma espécie ameaçada de extinção (HILTON-TAYLOR, 

2000).  Devido ás suas propriedades medicamentosas, a casca e as sementes 

são utilizadas para o tratamento de tosse, asma, bronquite e coqueluche 

(BEZERRA; CANUTO; SILVEIRA; 2005). As sementes também são utilizadas 

para facilitar a digestão, tratar enxaquecas, cólicas e derrames. Suas folhas e 

frutos são palatáveis aos caprinos (SIQUEIRA-FILHO et al., 2009).  

 

 

Figura 2  –  Amburana cearensis (Allemão) A.C. Sm. – Amburana 
 (Foto: J.A. Siqueira-Filho) 
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Estudos demonstraram atividade antiespasmódica, anti-inflamatória, 

antitussígena, bronco-dilatadora e analgésica do extrato hidroalcoólico 

(BRAGA, 1976; CORREA, 1984; LEAL , 1997; LEAL et al., 2003). A partir do 

tronco da casca de A. cearensis vários compostos foram isolados, incluindo 

cumarinas, flavonóides e os glicosídeos de fenol (CANUTO e SILVEIRA, 2006; 

BRAVO e SAUVAIN, 1999). 

 

2. 8 Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez – Caroá 

 

 

Figura 3  –  Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez – Caroá 
(Foto: J.A. Siqueira-Filho) 

 

Neoglaziovia variegata pertence à família Bromeliaceae, subfamília 

Bromelioideae, é popularmente conhecida no Brasil como "Caroá". Esta espécie 

pode ser geralmente encontrada em regiões semiáridas do Nordeste do Brasil 

(PEREIRA; QUIRINO, 2008).  
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As sementes  de N. variegata são difíceis de serem encontradas, devido ao 

hábito alimentar de alguns animais e pássaros que consomem as bagas verdes 

e principalmente, as maduras (XAVIER, 1982), dificultando  assim a coleta na 

época ideal da maturação dos frutos (SILVEIRA et al., 2009). 

O Caroá constitui uma das matérias-primas mais utilizadas para o 

artesanato na região semiárida do Brasil, gerando emprego e renda para muitas 

famílias. As folhas são usadas na extração de fibras para fabricação de cordas, 

chapéus, bolsas, tapetes, redes, redes de pesca e tecidos (SILVEIRA et al., 

2011). No entanto, esta espécie tem sido coletada diretamente na Caatinga de 

forma extrativista, sem qualquer sistematização de cultivo, por isto praticamente 

desapareceu em algumas regiões (SILVEIRA et al., 2009).  

 

2. 9  Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. – Jurema-preta  

A jurema-preta é uma planta arbustiva encontrada em larga escala na 

Caatinga, é disseminada nos estados do Piauí, Ceará, Rio Grande do Norte, 

Paraíba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia (OLIVEIRA et al., 1999). 

Na medicina popular a casca do caule é a principal parte da planta 

utilizada no tratamento de diversas enfermidades como queimaduras e 

inflamações. No México, onde também é muito conhecida popularmente por 

“tepescohuite”, a Mimosa tenuiflora tem sido muito estudada quanto ao seu 

potencial terapêutico. Trabalhos realizados no México avaliando as 

propriedades antimicrobianas do caule de M. tenuiflora demonstraram a ação 

inibitória dos extratos aquoso e etanólico contra bactérias Gram-positivas, 

Gram-negativas e fungos dermatófitos (LOZOYA et al., 1989). 

Devido à sua importância como forrageira no semiárido nordestino, 

estudos sobre a Mimosa tenuiflora têm sido mais direcionados para seu valor 

nutricional bem como ao seu caráter tóxico, fatores que interferem diretamente 

na produtividade animal. No nordeste do Brasil, a ingestão de Mimosa 

tenuiflora (jurema-preta) tem sido associada a malformações congênitas, 

incluindo anomalias ósseas craniofaciais, malformações oculares em ovinos, 

caprinos e bovinos (MEDEIROS et al., 2005, NÓBREGA JÚNIOR et al., 2005, 

DANTAS et al., 2010). Casos espontâneos de anomalias congênitas também 
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são descritos em ovinos criados extensivamente no semiárido associados ao 

consumo de M. tenuiflora (DANTAS et al., 2010). 

 O efeito teratogênico é dose-dependente e a incidência, o tipo e a 

severidade da malformação dependem da composição do principio ativo, do 

estágio da gestação em que ocorre a ingestão e da quantidade do teratógeno 

ingerido (PANTER et al., 1998, WELCH et al., 2011). A ingestão de altas doses 

destes princípios ativos pode causar toxicidade materna resultando em morte 

embrionária ou fetal (PANTER et al., 1994; BERNARDI 2002; WELCH et al., 

2011). O princípio ativo da M. tenuiflora é, ainda desconhecido, mas alguns 

autores relatam que os alcalóides derivados da triptamina já foram isolados em 

folhas e sementes (GARDNER et al., 2011). 

 

 

Figura 4  –  Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. – Jurema-preta 
(Foto: J.A. Siqueira-Filho) 

 
 

Dentre as espécies forrageiras destacam-se a jurema-preta (Mimosa 

tenuiflora (Wild) Poiret), e a jurema-branca (Piptadenia stipulacea (Benth) 

Ducke) abundantes na Caatinga e muito apreciadas como alimento por ovinos, 

caprinos e bovinos, principalmente na estação seca quando não há pastagens 

para sua alimentação. Porém, seu uso pelas populações locais vai além do seu 
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valor forrageiro, sendo utilizada também como madeira, carvão e usada na 

medicina caseira em tratamentos de queimaduras, acne, problemas de pele e 

ainda pelo seu potencial antimicrobiano, analgésico, regenerador de células, 

antitérmico e adstringente peitoral (MAIA, 2004). 

 

2. 10 Pityrocarpa moniliformis (BENTH.) LUCKOW & R. W. JOBSON – 
Angico-de-bezerro 

Pityrocarpa moniliformis (= Piptadenia moniliformis) Benth (Leguminosae - 

Mimosoideae) é uma planta lenhosa do Nordeste do Brasil conhecida 

popularmente como Catanduva, Catanduba, Rama-de-bezerro (PI), Muquém, 

Angico-de-bezerro, Surucucu (BA), Quipembé (PE) (LORENZI, 2002; 

AZÊREDO, 2009). É frequentemente encontrada nos estados do  Maranhão, 

Piauí, Ceará, Bahia e particularmente frequente no Vale do Rio São Francisco 

e em florestas secas na região de Sucre (Venezuela) (LORENZI, 2002; SILVA 

et al., 2012; TRENTIN et al., 2011). 

O angico-de-bezerro é uma espécie pioneira, rústica e de rápido 

crescimento, indicada para reflorestamentos heterogêneos com fins 

preservacionistas. Devido ao pequeno porte que esta árvore atinge, sua 

madeira é utilizada em pequenas obras de construção civil, marcenaria  leve,  

lenha e carvão (LORENZI, 2002). A apicultura da região Nordeste do Brasil tem 

como fonte as flores de plantas nativas, sendo esta espécie uma planta 

melífera de destaque e potencial. Suas flores são apreciadas pelas abelhas, 

fornecendo mel de excelente qualidade. Esta espécie também apresenta 

propriedades medicinais e fornece forragem para a caprinocultura e 

bovinocultura (SILVA et al., 2004). 

Alguns pesquisadores mostraram que esta planta é uma fonte de 

compostos ativos com atividade antimicrobiana, antibacteriana, anti-biofilme e 

antioxidante (SILVA et al, 2011, 2012; TRENTIN et al, 2011). O elevado 

potencial da Pityrocarpa monilifomis está na sua grande diversidade de 

estrutura e propriedades físico-químicas (NEWMAN e CRAGG, 2012). 
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Figura 5  –   Pityrocarpa moniliformis (BENTH.) LUCKOW & R. W. JOBSON – 
Angico-de-bezerro (Foto: J.A. Siqueira-Filho) 

 

2.11 Simira gardneriana M.R.V. Barbosa & Peixoto   –  Pereiro-de-Tinta 

Simira gadneriana (Rubiaceae, Rondeletieae) é uma árvore pequena, que 

atinge de 4 - 7 m de altura.  Ocorre em áreas com terreno arenoso e 

precipitação anual de 500-700 mm (BARBOSA & PEIXOTO, 2000; SIQUEIRA-

FILHO et al., 2013). 

Simira gardneriana M. R. Barbosa & A. L. Peixoto, havia sido previamente 

listada como endêmica para a Caatinga e mapeada em Prado (1991) sob 

Simira sp.  Pode ser encontrada nos estados da Bahia, Ceará, Pernambuco e 

Piauí, em que é conhecida como Pereiro-de-Tinta ou Pereiro-Vermelho 

(SIQUEIRA-FILHO et al., 2013).  

A madeira de Simira gardneriana  é usada na construção civil e na 

produção de cercas. Durante a estação seca, pode ser  utilizada como 

forragem para alimentação animal (BARBOSA & PEIXOTO, 2000). 
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Esta espécie está ameaçada de extinção e encontra-se presente na lista 

de espécies da Flora Brasileira, na categoria dados deficientes (SIQUEIRA-

FILHO et al., 2013). 

 

Figura 6 –  Simira gardneriana M.R.V. Barbosa & Peixoto   –  Pereiro-de-Tinta 
(Foto: J.A. Siqueira-Filho) 
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3 OBJETIVOS 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais de plantas da 
Caatinga frente a Salmonella spp. isoladas de fezes de caprinos e ovinos do 
Vale do São Francisco. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Determinar a concentração bactericida mínima (CBM) dos extratos de 
Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez (Caroá); Amburana cearensis (Allemão) 
A.C. Sm. (Amburana); Hymenaea martiana Hayne (Jatobá);  Mimosa tenuiflora 
(Willd.) Poir. (Jurema-preta); Simira gardneriana M.R.V. Barbosa & Peixoto 
(Pereiro-de-tinta); Pityrocarpa moniliformis (BENTH.) LUCKOW & R. W. 
JOBSON (Angico-de-bezerro) frente às cepas de Salmonella spp. proveniente 
de fezes de caprinos e ovinos. 

 

Quantificar a formação de biofilme pelos isolados de Salmonella spp. 

 

Verificar a interação dos extratos vegetais com o biofilme em formação e 
consolidado. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4. 1 Local de Estudo 

 

 O experimento foi desenvolvido no Laboratório de Microbiologia e 

Imunologia Animal da Universidade Federal do Vale do São Francisco, 

localizado no Campus de Ciências Agrárias, Rodovia BR 407, 12 Lote 543 - 

Projeto de Irrigação - Nilo Coelho - S/N C1 - Petrolina/PE - CEP: 56300-000. 

 

4. 2 Isolados de Salmonella spp. 

 

Para as avaliações antimicrobianas foram utilizadas  uma cepa bacteriana 

de referência da American Type Culture Collection (ATCC): 14023 e sessenta 

isolados de Salmonella spp., 30 provenientes de caprinos e 30 de ovinos de 

raças diferentes. Estes isolados foram mantidos em ágar Tryptone Soya Broth 

(TSB) e incubados a 37oC por 24 h.  Os animais eram provenientes de 12 

propriedades e do Abatedouro Municipal de Petrolina (Latitude S09º23’55”; 

Longitude W40º30’03”), localizada na região do Submédio São Francisco, 

estado de Pernambuco. As amostras provenientes do abatedouro pertenciam a 

animais oriundos dos municípios de Dormentes-PE e Casa Nova-BA. Antes da 

coleta os animais foram avaliados clinicamente quanto a presença de sinais 

clínicos de diarreia, foram coletadas apenas amostras de animais 

assintomáticos.  

 

4.3 Material Vegetal 

 

O material vegetal para obtenção dos extratos vegetais foram cedidos 

pelo biólogo José Alves de Siqueira Filho. As plantas foram coletadas na 

cidade de Petrolina, Estado de Pernambuco, Brasil, no período de 2011 - 2012. 

As amostras foram identificadas por um botânico do Centro de Recuperação de 

Áreas Degradadas da Caatinga (CRAD) e as exsicatas foram codificadas e 

depositadas no Herbário do Vale do São Francisco (HVASF) da Universidade 

Federal do Vale São Francisco. 
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4.4 Extratos Vegetais 

 

Os extratos vegetais das seis plantas utilizadas no experimento, foram 

cedidos gentilmente pelos professores  farmacêuticos Jackson Roberto Guedes 

da Silva Almeida e Xirley Pereira Nunes, do Núcleo de Estudos e Pesquisas de 

Plantas Medicinais  da Univasf. Estes extratos foram obtidos por dessecação 

em estufa com circulação forçada, com temperatura média de 400C, durante 

três dias, seguido de processamento em moinho, para obtenção de um material 

vegetal seco e pulverizado, o qual foi submetido à maceração exaustiva com 

etanol 95% em um recipiente de aço inoxidável. Após várias extrações, com 

intervalos de 72 horas, obteve-se o completo esgotamento do material vegetal. 

A solução extrativa passou então pela destilação do solvente, obtendo-se os 

seguintes extratos etanólicos bruto (EEB): 

 

1-  Hymenaea martiana Hayne  (Jatobá): Extrato etanólico bruto da casca 

(EEB); 

2- Amburana cearensis (Allemão) A.C. Sm. (Amburana):  Extrato etanólico 

bruto da casca (EEB); 

3- Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez (Caroá): Extrato etanólico bruto das 

flores; 

4- Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. (Jurema-preta) Extrato etanólico bruto da 

casca (EEB); 

5- Pityrocarpa moniliformis (BENTH.) LUCKOW & R. W. JOBSON (Angico-

de-bezerro): Extrato etanólico bruto das folhas (EEB); 

6- Simira gardneriana M.R.V. Barbosa & Peixoto (Pereiro-de-Tinta): Extrato 

etanólico bruto das folhas (EEB). 

 

4.5 Verificação da Qualidade Microbiológica dos Extratos 

 

Os extratos foram avaliados quanto à contaminação bacteriana e fúngica  

previamente aos testes antimicrobianos. Sendo que para determinação da 

presença de bactérias foi realizada semeadura em meio ágar triptona de soja 
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(TSA - trypticase soy agar) com incubação em estufa bacteriológica  por 24 h a 

35°C. Para a determinação dos fungos foi utilizado o meio ágar Sabouraud com 

incubação à  temperatura ambiente por cinco dias. Após a incubação observou-

se o  aparecimento ou não de colônias nos meios de cultura, o que indicaria 

contaminação bacteriana ou fúngica. 

 

 

4. 6 Bioensaio da Atividade Antibacteriana in vitro 

 

Para os bioensaios da atividade antibacteriana foram utilizadas os 60 

isolados de Salmonella spp. e  a ATCC 14023, disponíveis no Laboratório de 

Microbiologia e Imunologia Animal da Universidade Federal do Vale do São 

Francisco. Utilizou-se como meio de cultura o caldo Mueller-Hinton (MH). O  

preparo do inóculo bacteriano foi realizado de acordo com a metodologia dos 

Testes de  Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluição para Bactéria 

de Crescimento Aeróbio:  Norma Aprovada – Sexta Edição (Normas do CLSI - 

Clinical and Laboratory Standards Institute) (NCCLS, 2003). A atividade 

antimicrobiana foi determinada por meio da Concentração Bactericida Mínima 

(CBM) dos extratos de N. variegata;  A. cearensis; H. martiana; M. tenuiflora; P. 

moniliformis  e S. gardneriana sobre as cepas bacterianas. Foi adicionado 

1,25g do extrato etanólico a 50 mL de água destilada, obtendo-se uma solução 

de concentração de 25 mg/mL. A metodologia empregada foi a Microdiluição 

em Placa, baseando-se no protocolo M7-A7 do CLSI (CLSI, 2006), que 

consistiu na distribuição de 200 µL de caldo Muller-Hinton (MH) em placas de 

microtitulação. Em seguida foram adicionados 200 µL da solução estoque do 

extrato no primeiro poço, com posterior homogeneização, seguido de diluições 

seriadas, a fim de se obter as oito (08) concentrações finais: (1): 12.500 µg/mL; 

(2): 6.250 µg/mL; (3): 3.125 µg/mL; (4): 1.562,5 µg/mL;  (5): 781,3 µg/mL; (6): 

390,6 µg/mL; (7): 195,3 µg/mL e (8): 97,6 µg/mL. Na preparação do inóculo, 

colônias desenvolvidas em Ágar MH, foram utilizadas para obtenção de uma 

suspensão bacteriana com turvação equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mac 

Farland, resultando em uma  suspensão contendo aproximadamente 1 a 2 x 

108 células/mL. Esta solução foi então diluída  (1:10) para obter o inóculo com 
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concentração de 107 células/mL. Quando cada poço da microplaca recebeu o 

inóculo, a concentração final ficou entre 5 x 105 e 7,5 x 105 células/mL (NCCLS, 

2003).   Desta suspensão, 10 µL foram inoculados nos poços das microplacas 

contendo a diluição do extrato etanólico. O material foi incubado a 37°C por 

24h, em condições de aerobiose. De todos os poços, foi retirada uma alíquota 

de 10 µl, semeando-a na superfície de ágar MH e incubando por 24 h a 37 ºC.  

A CBM é a menor concentração de um agente antimicrobiano que é capaz de 

causar danos irreversíveis à célula microbiana, impedindo o crescimento do 

micro-organismo (MAHBOUBI et al., 2012). Assim, a concentração bactericida 

mínima (CBM) foi definida como sendo a menor concentração do extrato 

etanólico em estudo capaz de causar a morte do inóculo. Como controle 

positivo, foram utilizados poços contendo apenas bactérias e meio de cultura e 

como controle negativo poços contendo apenas meio de cultura. A coloração 

dos extratos dificulta a visualização da turvação na microplaca, por isto não foi 

realizada a concentração inibitória mínima (CIM), sendo considerados apenas 

os resultados da concentração bactericida mínima (CBM). 

 

4. 7 Quantificação de Biofilme para Salmonella spp. 

 

Cada isolado de Salmonella foi incubado overnight em TSB. Em seguida, 

do TSB diluído 1:10 foi retirado 200 µl, adicionado em microplacas e incubados 

a 30°C durante 48h. Como controle negativo foram utilizados poços contendo 

apenas meio de cultura e como controle positivo a ATCC 14023. A 

determinação da formação do biofilme em placas de microdiluição foi realizada 

utilizando a coloração cristal violeta conforme descrito por Patel e Sharma 

(2010). Após 48h de incubação em microplaca, 200 ul da cultura foi 

completamente removido por aspiração, e o poço foi lavado cinco vezes com 

água destilada estéril. As placas foram deixadas secar em temperatura 

ambiente durante 45 minutos, em seguida os poços foram corados com 200 ul  

com solução de cristal violeta (0,41% de corante w/v) à temperatura ambiente 

durante 45 min.  A solução de cristal violeta foi completamente removida por 

aspiração e os poços foram lavados cinco vezes com água destilada estéril. 

Depois de permitir que os poços fossem secos durante 45 min, 200 ul de etanol 
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a 95% foi adicionado a cada poço, para dissolver o corante cristal violeta. A 

formação do biofilme no poço foi medida usando a densidade óptica (D.O.) de 

600 nm (D.O. 600) utilizando um leitor de microplacas modelo EXPERT PLUS-

UV.  Com base na D.O. produzida pelos biofilmes, as estirpes bacterianas 

foram classificadas nas seguintes categorias: não produtora de biofilme, fraca, 

moderada ou forte produtoras de biofilme, como previamente descrito por 

(STEPANOVIC et al., 2000). A densidade óptica de corte (D.O.c) foi definida 

como três desvios padrão acima da média D.O. do controle negativo. As cepas 

foram classificadas da seguinte forma: D.O. ≤ D.O.c = não produtora de 

biofilme (NPB), D.O.c < D.O. ≤ (2 x D.O.c) = fraca produtora de biofilme (FPB),  

(2 x D.O.c) < D. O. ≤ (4 x D.O.c) = moderada produtora de biofilme (MPB) e (4 

x D.O.c) < D. O. = forte produtora de biofilme (FoPB).  Todos os testes foram 

realizados em triplicata e os resultados foram calculados.  

 

 4.8 Interação do Extrato com o Biofilme Consolidado  

 A formação de biofilme em microplacas foi obtida a partir da incubação 

de 100 µl da suspensão bacteriana dos isolados de Salmonella que foram 

classificados com MPB (moderada produtora de biofilme) e/ou FoPB (forte 

produtora de biofilme) por 48 h a 30 oC. Em seguida, os poços foram lavados 

três vezes com água destilada, para a remoção de células planctônicas, e 

então acrescidos de 100 µl do extrato (0,5 CBM), que apresentou a melhor 

ação bactericida no experimento, como descrito por Nostro et al., 2007, com 

algumas modificações. A densidade ótica (DO) foi determinada imediatamente 

após a adição do extrato (0 h) e (24 h) depois. 

 4.8.1 Interação do Extrato com o Biofilme em Formação  

 De acordo com os resultados obtidos da CBM, a concentração de 0,5 

CBM foi utilizada sobre o biofilme em formação. Este ensaio foi realizado em 

microplacas. Os inóculos bacterianos classificados com MPB (moderada 

produtora de biofilme) e/ou  FoPB (forte produtora de biofilme) foram cultivados 

em 10 ml de TSB diluído  por 48 h a 30oC, sendo 100 µl acrescidos nos poços 

da placa, que previamente havia sido adicionada  de 100 µl do extrato vegetal e 
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100 µl de meio de cultura nos controles. Após 48 h de incubação a 30oC, as 

placas foram submetidas à coloração com cristal violeta, acima descrita. Para a 

interpretação dos resultados as cepas foram classificadas da seguinte forma: 

D.O. ≤ D.O.c = não produtora de biofilme, D.O.c < D.O. ≤ (2 x D.O.c) = fraca 

produtora de biofilme,  (2 x D.O.c) < D. O. ≤ (4 x D.O.c) = moderada produtora 

de biofilme e (4 x D.O.c) < D. O. = forte produtora de biofilme. Todos os testes 

foram realizados em triplicata e a os resultados foram calculados 

(STEPANOVIC et al., 2000).   

 

4. 9 Análise Estatística  

 

Os dados referentes ao Bioensaio da atividade antimicrobiana in vitro 

foram analisados adotando o modelo de regressão logística múltipla com 

interação, empregando-se SAS (versão 9.3) procedure  logistic e o método de 

seleção de variáveis “passo atrás” (backward).  Utilizou-se o teste qui-quadrado 

de Wald para verificar a significância dos parâmetros do modelo utilizado. Os 

60 isolados de Salmonella spp.; Fonte/Origem das Salmonellas (1- Ovino, 2- 

Caprino e 3- ATCC); Extratos com atividade (1- M. tenuiflora, 2- P. 

moniliformes, 3- A. cearenses), as concentrações e a interação destes foram 

utilizados como parâmetros. 

A análise de variância dos isolados quanto a produção de biofilme foi 

realizada através do procedure npar1way, opção anova do SAS. Para o 

biofilme consolidado foi realizada a análise de variância de classificação 

hierárquica, empregando-se o procedure glm do SAS.  

 

 

 

 

 

 



42 

 

5 RESULTADOS   

5.1 Bioensaio da Atividade Antibacteriana in vitro  

Os extratos de M. tenuiflora (Jurema-preta) e P. moniliformes  (Angico-de-

bezerro) em estudo apresentaram atividade antimicrobiana em 100%  (n=60/60) 

dos isolados testados. Já o extrato de A. cearensis (Amburana) apresentou a 

menor atividade antimicrobiana 6,6% (4/60)  entre os extratos que tiveram 

atividade, sendo que desses isolados sensíveis três eram provenientes de 

caprinos e um de ovino. Os extratos de N. variegata (Caroá), H. martiana 

(Jatobá), S. gardneriana (Pereiro-de-tinta) independente da concentração 

testada, não apresentaram atividade antimicrobiana sobre os isolados de 

Salmonella  spp. utilizados no presente estudo.    
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Figura 7 – Frequência de ação antimicrobiana de acordo com o extrato e 

concentrações utilizadas, (1): 12.500 µg/mL; (2): 6.250 µg/mL; (3): 3.125 µg/mL; (4): 

1.562,5 µg/mL;  (5): 781,3 µg/mL; (6): 390,6 µg/mL; (7): 195,3 µg/mL e  (8): 97,6 

µg/mL e os extratos: 1 - M. tenuiflora (Jurema-preta), 2- P. moniliformes (Angico-de-

bezerro) e 3- A. cearenses (Amburana). 
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5.1.2 Bioensaio da Atividade Antibacteriana in vitro - Modelo de 

Regressão Logística Múltipla (Backward)  

Na Tabela 1, observa-se a significância dos coeficientes (p < 0,05), após 

aplicação do modelo de regressão logística múltipla (backward), com efeitos 

individuais e efeitos de interação das variáveis. 

 

Tabela 1-  Análises das Estimativas de Máxima Verossimilhança 

Parâmetros gl Estimativa 
dos 

Coeficientes 

Erro 
padrão 

Qui-
quadrado 
de Wald 

Prob > Qui-
quadrado 

Constante/Intercepto 1 -0,1770 1,0470 0,0286 0,8658 

Isolado(X1) 1 -0,1007 0,0252 15,9753 < 0,0001 

Fonte(X2) 1 1,5926 0,7617 4,3717 0,0365 

Extratos(X3) 1 -4,7115 0,8164 33,3016 <0,0001 

Concentração(X4) 1 0,00535 0,000628 72,7825 <0,0001 

Isolado x 
Concentração(X1*X4) 

1 0,000114 0,000017 42,3951 <0.0001 

Fonte x 
Concentração(X2*X4) 

1 -0,00147 0,000446 10,8189 0,0010 

Extratos x 
Concentração(X3*X4) 

1 -0,00148 0,000226 42,8549 <0,0001 

gl: grau de liberdade 

 

A significância individual dos coeficientes de regressão foi testada empregando 

a estatística de qui-quadrado de Wald (Tabela 1). De acordo com a Tabela 1 foram 

significativos os parâmetros: isolado, fonte, extratos, concentração e as interações: 

isolado x concentração, fonte x concentração e extratos x concentração (p < 0,05). O 

teste para a constante (p > 0,05) sugere que um modelo alternativo sem o intercepto 

pode ser aplicado aos dados.  
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5.1.2.1 Análise da Significância Individual 

 

Em relação aos isolados de Salmonella spp. e fonte/origem das salmonelas, 

houve resposta diferenciada para cada um destes, influenciando na atividade 

antimicrobiana. Assim como houve resposta diferenciada para cada um dos extratos 

e as concentrações em estudo, influenciando diretamente a atividade 

antimicrobiana. 

 

5.1.2.2 Análise da Significância Interação 

 

A interação das variáveis: isolado x concentração, fonte x concentração, 

extrato x concentração,  influenciaram conjuntamente na resposta diferenciada 

da atividade antimicrobiana.  

 

5.1.3 Bioensaio da Atividade Antibacteriana in vitro - Método de regressão 

logística múltipla de efeitos individuais e  interação entre as variáveis 

Quando consideramos apenas o modelo logístico com efeitos individuais 

e de interação entre as variáveis: extrato e concentração, observou-se a 

significância dos coeficentes (p < 0,001), após aplicação do método de 

regressão múltipla, conforme representado na Tabela 2. 

 

Tabela 2 - Análises das Estimativas de Máxima Verossimilhança para 

regressão logística múltipla de efeitos individuais e  interação entre as variáveis 

Parâmetros gl Estimativa 
dos 

Coeficientes 

Erro 
padrão 

Qui-
quadrado 
de Wald 

Prob > Qui-
quadrado 

Constante/Intercepto 1 -0,8463 0,7193 1,3844 0,2394 

Extratos (X3) 1 -2,8776 0,6291 20,9264 <0,0001 

Concentração (X4) 1 0,00390 0,000423 85,0173 <0,0001 

Extratos x 
Concentração (X3*X4) 

1 -0,00087 0,000205 18,2051 <0,0001 

gl: grau de liberdade 
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5.1.3.1 Análise Gráfica das Interações 

 

A figura 8 representa as curvas de probabilidades de ação para os 

extratos vegetais 1, 2 e 3, em função das  concentrações, quando considera-se 

o modelo logístico com efeitos individuais e de interação entre as variáveis, 

extrato e concentração. Observou-se que o extrato 1 (M. tenuiflora), tem maior 

probabilidade estimada de ação em concentrações menores, seguidos dos 

extratos 2 (P. moniliformes) e 3 (A. cearenses), o que sugere melhor ação 

antimicrobiana do extrato de M. tenuiflora em relação aos demais. O extrato 1 

(M. tenuiflora) atinge a sua probabilidade estimada máxima de ação à partir da 

concentração 3.125 µg/mL,  o extrato 2 (P. moniliformes) à partir de 6.250 

µg/mL e o extrato 3 (A. cearenses) à partir de 12.500 µg/mL.   

 

 

Figura 8 –  Probabilidade de ação antimicrobiana dos extratos 1- M. tenuiflora 

(Jurema-preta), 2- P. moniliformes (Angico-de-bezerro) , 3- A. cearenses 

(Amburana), em função das concentrações testadas.  

 

A figura  9 representa as curvas de probabilidades de ação para as fontes 

1, 2 e 3, em função das concentrações. Foi possível verificar que a 

probabilidade estimada de ação são aproximadamente iguais para as três 

fontes estudadas.   
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Figura 9 –  Probabilidade de ação antimicrobiana em função das concentrações 

testadas no estudo de acordo com a fonte/origem dos isolados. (1): Ovino, (2): 

Caprino e (3) Bactéria de referência – ATCC. 

 

5.2 Quantificação de Biofilme para Salmonella spp. 

 

Os resultados da quantificação do biofilme para Salmonella spp. nas 

superfícies plásticas das microplacas revelaram que todos os isolados testados 

produziram biofilme no meio TSB diluído (1/10-TSB).  As bactérias 

classificadas em NPB apresentaram D.O ≤ 0,055;  FPB  0,55 < D.O ≤ 0,11;    

MPB  0,11< D.O ≤ 0,22;   FoPB > 0,22.  Na Tabela 3, observa-se a 

classificação dos isolados para a produção de biofilme. 

 

Tabela 3 -  Número de  isolados de Salmonella spp. e suas classificações de 
acordo com a produção de biofilme. 

Classificação No de Isolados Percentual (%) 

Fraca Produção de Biofilme (FPB) 50 81,97 

Moderada Produção de Biofilme (MPB) 11 18,03 

Forte Produção de Biofilme (FoPB) - - 

Não Produtor de Biofilme (NPB) - - 

Total 61 100,00 
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Os 60 isolados de Salmonella e a ATCC foram classificadas em dois 

grupos: Fraca Produção de Biofilme (FPB) e Moderada Produção de Biofilme 

(MPB).  De acordo com a fonte /origem,  50 isolados foram classificados com 

FPB, 28 de origem caprina, 21 ovina e 01 ATCC. Os 11 isolados classificados 

com MPB, 09 eram de origem ovina e 02 caprina. A análise de variância, na 

Tabela 4, demonstra diferença significativa entre bactérias, Prob > F (< 

0,0001), concluindo que as bactérias diferem quanto  à produção de Biofilme 

(Fraca Produção de Biofilme  e  Moderada Produção de Biofilme), mas não 

houve diferença entre as repetições. 

 

Tabela 4 - Análise de variância dos isolados quanto à produção de biofilme. 

Fonte de Variação gl Soma de 
Quadrados 

Quadrado 
Médio 

Valor de F Prob > F 

Entre Bactérias 60 0,109335 0,001822 12,3421 < 0,0001 

Dentro de Bactérias 
(Repetições) 

122 0,018013 0,000148   

gl: grau de liberdade 

 

 5.2.1 Interação do Extrato com o Biofilme em Formação  

 

Os extratos de Mimosa tenuiflora (Jurema-preta)  e Pityrocarpa moniliformis 

(Angico-de-bezerro)   apresentaram ação sobre o Biofilme em Formação nos 11 

isolados de Salmonella com Moderada Produção de Biofilme, diminuindo a 

medida da densidade óptica, sendo estes isolados reclassificados em fraco e 

não produtores de biofilme.  

 A figura 10,  representa a comparação dos extratos de 1-Mimosa 

tenuiflora e 2- Pityrocarpa moniliformis, em que se observou que o extrato 1 

apresentou maior número de isolados reclassificados como Não Produtores de 

Biofilme, possuindo uma melhor ação anti-biofilme em relação ao extrato 2. O 

presente estudo demonstrou a capacidade dos extratos de Mimosa tenuiflora 

(Jurema-preta)  e Pityrocarpa moniliformis (Angico-de-bezerro)  em interagir com o 

biofilme, diminuindo assim sua formação.  

 



48 

 

 

 

Figura 10 –  Reclassificação dos isolados após tratamento com os extratos (1- M. 

tenuiflora, 2- P. moniliformes) sobre o Biofilme em Formação.  (FPB) Fraca Produção 

de Biofilme e  (NPB) Não Produtora de Biofilme.  

 

 5.2.2 Interação do Extrato com o Biofilme Consolidado  

 

Os extratos de Mimosa tenuiflora (Jurema-preta)  e Pityrocarpa moniliformis 

(Angico-de-bezerro) não tiveram ação sobre o biofilme consolidado, pois não 

houve diferença significativa entre as densidades ópticas no tempo dentro de 

extratos, quando foi empregado o modelo de análise de variância de 

classificação hierárquica, conforme resultados  que podem ser observados na 

Tabela 5. 

 
 
Tabela 5 - Análise de variância de classificação hierárquica (biofilme 
consolidado). 

Fonte de Variação gl Soma de 
Quadrados 

Quadrado 
Médio 

Valor de F Prob > F 

Extrato 1 1,41462368 1,41462368 109,55 < 0,0001 

Tempo 1 0,00664541 0,00664541 0,51 0,4746 

Tempo (Extrato) 1 0,02399841 0,02399841 1,86 0,1754 

gl: grau de liberdade 
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6 DISCUSSÃO 

6.1 Bioensaio da Atividade Antibacteriana in vitro 

Vários estudos têm demonstrado que as plantas da Caatinga são uma 

rica fonte de compostos de notável atividade antimicrobiana (DA SILVA et al., 

2012;. SILVA et al., 2012).  Assim, como os extratos das plantas Mimosa 

tenuiflora (Jurema-preta)  e Pityrocarpa moniliformis (Angico-de-bezerro)  e A. 

cearensis (Amburana) que apresentaram atividade antimicrobiana sobre os 

isolados de Salmonella spp. provenientes de caprinos e ovinos do Vale do São 

Francisco.  

O extrato etanólico da jurema-preta (M. tenuiflora) apresentou a melhor 

atividade antimicrobiana quando avaliada no presente estudo. Trabalhos 

realizados por grupos de pesquisa mexicanos sugerem que muitas das 

atividades biológicas de M. tenuiflora se devem pela existência de compostos 

como os esteróides, terpenóides, alcalóides, flavonóides, taninos e outros 

compostos fenólicos (RIVERA-ARCE et al., 2007). Estes dados são 

promissores e incentivam novas pesquisas sobre os aspectos fitoquímicos, 

toxicológicos e farmacológicos de M. tenuiflora, com o objetivo de padronizar a 

sua utilização racional na terapia antimicrobiana de infecções por Salmonella 

spp. 

Estudos fitoquímicos da plantas de Mimosa tenuiflora (Jurema-preta) tem 

atraído bastante interesse, principalmente devido à presença de seus 

alcalóides e taninos (RIVERA-ARCE et al., 2007).  Segundo Meckes-Lozoya et 

al. 1990; os taninos são, provavelmente, os principais compostos  responsáveis 

pela maior parte da atividade antimicrobiana. Padilha, (2006); verificou a 

atividade antimicrobiana in vitro do extrato hidroalcoólico de Mimosa tenuiflora 

(Jurema-preta) o qual apresentou potencial atividade sobre linhagens 

hospitalares de Staphylococcus aureus. Entretanto, o extrato de Mimosa 

tenuiflora a 10% apresentou atividade bactericida significativa sobre as 

linhagens estudadas por ele.  

Figueiredo et al., (2013), indicaram que os extratos etanólicos de 

Amburana cearensis e  Anadenanthera macrocarpa contra Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus de referência e multirresistentes são uma fonte 
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alternativa natural com ação antibacteriana. Esta ação é justificada devido à 

presença de várias substâncias antibacterianas, que podem ser responsáveis 

pelos efeitos modulatórios  que foram observados, indicando a possibilidade de 

utilização de produtos combinados com aminoglicosídeos para aumentar o 

potencial antimicrobiano das drogas contra micro-organismos multirresistentes. 

 Da Silva et al.,  em 2013,  avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato 

das folhas e as frações de P. moniliformis contra os seguintes micro-

organismos: Staphylococcus aureus (UFPEDA02), Micrococcus luteus 

(UFPEDA100), Escherichia coli (UFPEDA 224), Klebsiella pneumaniae 

(UFPEDA 396), Salmonella enteritidis (UFPEDA 414), Pseudomonas 

aeruginosa (UFPEDA416) e algumas estirpes de S. aureus (UFPEDA 660, 

UFPEDA 663, UFPEDA 676, UFPEDA 687, UFPEDA 712, UFPEDA 733) e 

observaram que o extrato hidroalcóolico bruto inibiu apenas bactérias Gram-

positivas. Outras frações deste extrato apresentaram atividade contra todos os 

microrganismos testados, com exceção de E. coli. Para Salmonella enteretidis 

as concentrações inibitórias foram de 12,5 mg/ml (acetato de etilo, ciclo-hexano 

e as frações de n-butanol) e 25 mg/ml (fração aquosa). Em outro estudo 

realizado por como SÁ et al., (2011), foi avaliado o extrato de A. cearensis, 

observaram atividade antimicrobiana sobre E. coli (166.7µg/mL), Salmonella 

spp. (145.8µg/mL) e S. aureus (145.8µg/mL). 

Na literatura não foram encontrados relatos, sobre a utilização da Simira 

gardneriana, na medicina popular, nem trabalhos que avaliem a possível 

atividade antimicrobiana do extrato desta espécie. No entanto, no presente 

trabalho os extratos de S. gardneriana, N. variegata, H. martiana, não 

apresentaram atividade antimicrobiana sobre os isolados de Salmonella spp. 

pesquisados. Segundo VLIETINCK et al., (1995), RABE et al., (1997), LIN et al. 

(1999) e KELMANSON et al., (2000), muitas plantas com atividade 

antimicrobiana que já foram estudadas são ativas apenas contra cepas de 

bactérias Gram-positivas. URZUA et al., (1998) sugeriram que a membrana 

externa das bactérias Gram-negativas poderia agir como uma barreira contra 

as substâncias ativas presentes nos extratos de plantas. No entanto, vários 

autores encontraram extratos vegetais com atividade tanto para bactérias 

Gram-positivas como para as negativas (KHAN et al., 2009; KUETE et al., 
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2010; AZIZ et al., 2011; STEFANOVIC e COMIC, 2012). O que foi verificado 

por Oliveira-Júnior et al., (2012), os quais demostraram que o extrato etanólico  

de N. variegata apresentou atividade antibacteriana sobre a maior parte dos 

micro-organismos testados, especialmente para as cepas Gram-positivas: 

Bacillus cereus, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus, como 

também,  atividade antimicrobiana sobre estirpes Gram-negativas: Salmonela 

choleraesuis, Escherichia coli, Serratia marcescens, Shigella flexneri  e 

principalmente, Klebsiella pneumoniae, sendo os flavonóides presentes nos 

extratos os possíveis responsáveis pela atividade antibacteriana apresentada 

na pesquisa (OLIVEIRA-JÚNIOR et al., 2012).  

Diferentemente do observado em nosso estudo, Almeida et al., 2012, 

demonstraram que o extrato etanólico  de N. variegata apresentou atividade 

bactericida sobre Salmonela enterica (ATCC 10708) com CBM de 3.120 µg/mL, 

como também para outros micro-organismos, Escherichia coli (ATCC 25922), 

Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Serratia marcescens (ATCC 13880), 

Shigella flexneri (ATCC 12022) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923), sendo 

sugerido que os flavonóides presentes nos extratos podem ser responsáveis 

pela atividade antibacteriana apresentada. Os diferentes padrões de resistência 

observados em outros trabalhos pelas cepas dos micro-organismos, podem 

estar relacionadas com a origem das cepas e características inerentes ao 

gênero em estudo, assim como a composição química de algumas 

preparações vegetais influenciadas pela técnica da colheita, partes escolhidas, 

crescimento no ambiente, ciclo vegetativo, condições do solo e a sazonalidade. 

Estas diferenças nas técnicas empregadas para investigação da ação dos 

compostos,  podem dificultar a comparação entre os estudos já realizados 

(SIVROUPOULOU et al., 1995; OSTROSKY et al., 2008; BOUADBELLI et al., 

2012). 

As concentrações de 500 µg/mL e 250 µg/mL de acordo com critérios 

sugeridos por Holetz et al., (2002) seriam de moderada atividade 

antimicrobiana. Fabry et al., (1998) e Sartoratto et al., (2004), consideram  

critérios menos rigorosos, sendo que os extratos nas concentrações estudadas 

em nosso trabalho teriam uma forte atividade antimicrobiana. Evidencia-se, 

dessa maneira, a necessidade de estudos mais avançados, visando padronizar 
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a concentração aceitável da atividade antimicrobiana de extratos vegetais com 

potencial de aproveitamento para fitoterápicos ou para pesquisa de novas 

drogas antimicrobianas. Já que utilizamos concentrações finais máximas de 

12.500 µg/mL e  mínimas de  97,6 µg/mL. 

 
 
6.2 Quantificação de Biofilme para Salmonella spp. e Interação do Extrato 

com o Biofilme em Formação e Consolidado 

 
Todos os isolados de Salmonella spp. avaliados em nosso estudo 

produziram Biofilme, sendo classificados em dois grupos: Fraca Produção de 

Biofilme (FPB) 81,97% e Moderada Produção de Biofilme (MPB) 18,03%.  Esta 

formação de biofilmes e à adesão bacteriana não dependem apenas da 

fisiologia do micro-organismo, da expressão de fatores de virulência,  do estado 

fisiológico das células bacterianas no momento da análise, mas também da 

natureza do substrato, como as características físico-químicas, a área  e o 

material da superfície (FLACH et al., (2005); MACEDO, 2006; MEDONLINE, 

(2008).  

Dentre os outros fatores que influenciam a formação de biofilme, a 

composição do meio de cultura  também é bastante importante (DEWANTI e 

WONG, 1995; HOOD e ZOTTOLA, 1997; GERSTEL e ROMLING 2001; 

STEPANOVIC et al. 2003), mas ainda pouco compreendida (DONLAN, 2002).  

Hood e Zottola (1997),  avaliaram a formação de biofilme bacteriano para cinco 

diferentes  espécies e verificaram que para cada microrganismo testado o meio 

de cultura induziu diferentes  produções de biofilme. Segundo Stepanovic et al. 

2004, o  meio TSB Diluído (1/10-TSB) utilizado no nosso trabalho também  foi o 

meio mais eficaz na produção de biofilme  testado em  cepas de Salmonella 

spp. Este meio de cultura possui poucos nutrientes, o que pode gerar um 

ambiente hostil para a sobrevivência destas bactérias, estimulando a produção 

de biofilme por elas. Geralmente, Salmonella  typhimurium  produz mais 

biofilme em meios com limitada quantidade de nutrientes, diferentemente da L. 

monocytogenes que intensifica sua produção em meios mais ricos (HOOD e 

ZOTTOLA (1997). Stepanovic, et al., (2004), verificaram que 

independentemente da composição do meio de cultura, a produção de Biofilme 
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pelas  cepas de Salmonella spp. e L. monocytogenes foram classificadas 

apenas como moderadas ou fracas produtoras de biofilme, assim como os 

resultados obtidos neste estudo. 

Os extratos de Mimosa tenuiflora (Jurema-preta)  e Pityrocarpa moniliformis 

(Angico-de-bezerro)  tiveram ação sobre o biofilme em formação. A atividade 

anti-biofilme de óleos essenciais e do carvacrol sobre o biofilme de Salmonella 

Typhimurim foi demonstrado por Soni et al. (2013), sendo esta capacidade 

dependente da concentração do agente antimicrobiano utilizado. Entretanto os 

extratos testados não apresentaram ação sobre o biofilme consolidado, o que 

pode ser justificado pela forte adesão gerada pelas bactérias à superfície, 

dificultando a remoção de biofilmes já constituídos (MEDONLINE, 2008).  

A composição destas comunidades em biofilme oferece mais proteção 

aos micro-organismos com estilo de vida séssil, que resistem  mais aos 

agentes empregados nos procedimentos de higienização, podendo ser até mil 

vezes mais resistentes que as células planctônicas (DRENKARD, 2003).  A 

rede de EPS seria uma das grandes responsáveis por conferir esta proteção, 

agindo como barreira física, impedindo que os agentes sanitizantes cheguem a 

seus sítios de ação, como à membrana externa em  bactérias Gram-negativas, 

por exemplo. O EPS é também capaz de adsorver cátions, metais e toxinas e 

conferir proteção contra radiações UV, alterações de pH, choques osmóticos e 

dessecação. Conhecer as condições que propiciam a sua formação e as suas 

fragilidades é fundamental para que estratégias de controle, mais econômicas 

e eficazes, sejam direcionadas para a eliminação da introdução destes micro-

organismos na cadeia alimentar (HERRERA et al., 2007). 
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7 CONCLUSÕES 
 
 

Os extratos de Amburana cearenses (Amburana) e principalmente 

Mimosa tenuiflora (Jurema-preta)  e Pityrocarpa moniliformis (Angico-de-bezerro)  

apresentaram atividade antimicrobiana sobre os isolados de Salmonella spp. 

obtidos de caprinos e ovinos do Vale do São Francisco, podendo ser uma 

alternativa terapêutica.  

Os extratos de M. tenuiflora, P. moniliformes  podem ter importantes 

aplicações para  implementação de estratégias como agentes de suporte  aos 

antimicrobianos e ação anti-biofilme em formação, sendo alternativas 

promissoras para combater micro-organismos patogênicos,  particularmente 

Salmonella spp.  

São necessários outros estudos para a verificação do isolamento,  

identificação, toxicidade de compostos ativos responsáveis pela atividade 

antimicrobiana das plantas e  aprimorar a técnica de verificação da produção 

de biofilme por Salmonella spp. A compreensão do mecanismo de sinergismo é 

fundamental, para o uso com sucesso, das plantas medicinais no tratamento de 

infecções causadas por bactérias. 
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RESUMO 
 

A atividade antimicrobiana de plantas medicinais frente a isolados de 
Salmonella spp. tem sido bastante pesquisada, com o intuito de caracterizar as 
plantas como alternativa na terapia, devido  principalmente ao surgimento de 
cepas bacterianas resistentes a vários antibióticos. Este trabalho teve como 
objetivo avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos de (Caroá) Neoglaziovia 
variegata; (Amburana) Amburana cearenses; (Jatobá) Hymenaea martiana; 
(Jurema-preta) Mimosa tenuiflora; (Angico-de-bezerro) Pityrocarpa moniliformis 
e (Pereiro-de-tinta) Simira gardneriana e quantificar a formação de biofilme 
frente a isolados  de Salmonella spp. obtidos de caprinos e ovinos do Vale do 
São Francisco. Foram utilizados 60 isolados bacterianos de Salmonella spp., 
sendo que destes 30 eram provenientes de fezes de caprinos e 30 de ovinos. A 
ação antibacteriana foi avaliada através da Concentração Bactericida Mínima 
(CBM) dos extratos alcoólicos sobre as cepas bacterianas, sendo utilizado o 
método de diluição em microplacas. A determinação da formação do biofilme 
foi realizada utilizando o cristal violeta e com base na densidade óptica 
produzida pelos biofilmes, as estirpes bacterianas foram classificadas. Os 
extratos de N. variegata, H. martiana, S. gardneriana independente da 
concentração, não inibiram o crescimento dos isolados de Salmonella spp. 
utilizados no presente estudo. O extrato de A. cearensis apresentou ação 
inibitória nas concentrações de 12.500 µg/mL e 6.250 µg/mL em quatro 
isolados, três provenientes de caprinos e um de ovino. O extrato de M. 
tenuiflora apresentou ação antimicrobiana em todos os 60 isolados de 
Salmonella com valor de CBM: 781,3 µg/mL. O extrato de P. moniliformes 
também apresentou ação antimicrobiana em todos os isolados estudados, com 
CBM: 1.562,5 µg/mL. Os extratos de A. cearensis e M. tenuiflora e P. 
moniliformis possuíram atividade antimicrobiana, enquanto que os extratos de 
N. variegata e H. martiana não apresentaram ação antimicrobiana sobre as 
bactérias pesquisadas. Os isolados também foram classificados em dois 
grupos: Fraca Produção de Biofilme (FPB) e Moderada Produção de Biofilme 
(MPB). Os 11 isolados de Salmonella spp. com Moderada Produção de 
Biofilme tratados com os extratos de Mimosa tenuiflora e Pityrocarpa 
moniliformis  apresentaram redução no Biofilme em formação, diminuição na 
medida de densidade óptica, sendo reclassificados  em fraco e não produtores 
de biofilme. Estes achados indicam o potencial de plantas do bioma Caatinga 
no controle de patógenos como Salmonella spp. obtidos de caprinos e ovinos, 
o que representa um reflexo positivo sobre a produção animal no Vale do São 
Francisco e Saúde Pública. 
 

Palavras-chave: Plantas Medicinais. Alternativas Antimicrobianas. Isolados 
Bacterianos. 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 
 

The antimicrobial activity of medicinal plants against isolates of Salmonella spp. 
has been extensively investigated in order to characterize the plants as an 
alternative therapy, mainly due to the emergence of multiple antibiotic resistant 
bacterial strains.This study aimed to evaluate the antimicrobial activity of the 
extracts (Caroá) Neoglaziovia variegata; (Amburana) Amburana cearensis; 
(Jatobá) Hymenaea martiana; (Jurema-preta) Mimosa tenuiflora; (Angico-de-
bezerro) Pityrocarpa moniliformis and (Pereiro-de-tinta) Simira gardneriana and 
quantify biofilm formation against Salmonella isolates obtained from goats and 
sheep Valley San Francisco. A total of 60 bacterial isolates of Salmonella spp., 
and of these 30 were from feces of goats and 30 sheep. The antibacterial 
activity was evaluated by the minimum bactericidal concentration (MBC) of the 
ethanolic extracts of the bacterial strains, by using the microplate dilution 
method. The determination of biofilm formation was performed using the crystal 
violet, based on O.D produced by the biofilms, the bacterial strains were 
classified. Extracts of N. variegata , H. Martiana, S. gardneriana independent of 
concentration, did not inhibit the growth of Salmonella isolates surveyed. The 
extract of A. cearensis showed inhibitory activity at concentrations of 12.500 
mg/ mL and 6.250 mg / mL for 4 isolates, 3 from goats and 1 from sheep. The 
extract of M. tenuiflora showed antimicrobial action in all 60 Salmonella isolates 
with MBC value: 781.3 mg/ mL. The extract of P. moniliformes also showed 
antimicrobial activity in all isolates studied, with MBC: 1,562.5 g / mL. The 
extracts of A. cearensis e M. tenuiflora e P. moniliformes showed antimicrobial 
activity, while extracts of N. variegata e H. martiana does not have an 
antimicrobial action against the bacteria studied. The 60 Salmonella were 
classified into two groups: Weak Production of Biofilm and Moderate Production 
of Biofilm. The 11 Salmonella isolates with Moderate Production of Biofilm 
treated with the extracts of Mimosa tenuiflora and Pityrocarpa moniliformis 
showed action on Biofilm formation, decrease the measure of optical density, 
being reclassified as weak and biofilm non-producers. These findings indicate 
the potential of plants of Caatinga to control pathogens such as Salmonella spp. 
obtained from goats and sheep, which is a positive reflection on animal 
production in the São Francisco Valley and Public Health. 
 
Keywords: Medicinal Plants. Alternative Antimicrobial. Bacterial Isolates. 
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1 INTRODUÇÃO 

A criação de caprinos e ovinos vêm se destacando no cenário do 

agronegócio brasileiro.  São estimados 14 milhões de animais, os quais estão 

distribuídos em 436 mil estabelecimentos agropecuários. Na região Nordeste 

encontra-se a maior parte do rebanho caprino, compreendendo os estados da 

Bahia, Pernambuco, Piauí e Ceará. A ovinocultura tem maior 

representatividade nos estados da Bahia, Ceará, Piauí e Pernambuco, Rio 

Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Paraná e Mato Grosso do Sul (BRASIL, 

2013). 

As doenças de origem infecciosa e/ou parasitária constituem um sério 

entrave ao desenvolvimento da caprino-ovinocultura, pelas perdas na produção 

animal, com grande repercussão econômica. Nesse contexto, surgem as 

enfermidades causadas por bactérias, que representam uma ameaça ao 

desenvolvimento da caprino-ovinocultura brasileira (EMPARN, 2006). 

O uso indiscriminado das drogas antimicrobianas na produção animal é 

comum, trazendo importantes impactos ao meio ambiente e a saúde humana 

(GOULD et al., 2010). Nos últimos anos, a resistência dos micro-organismos 

patogênicos a múltiplos fármacos tem aumentado devido uso indiscriminado de 

antimicrobianos em animais, como promotores de crescimento e no tratamento 

de doenças infecciosas (PAPHITOU, 2013; TOUTAIN e BOUSQUET-MELOU, 

2013). Estas ações podem contribuir para o aumento da resistência aos 

antimicrobianos em seres humanos, bem como a presença destes resíduos na 

carne e derivados (FULLER, 1989).  

O surgimento de micro-organismos resistentes a antimicrobianos 

demonstra que o tratamento dos animais não deve se basear no uso de 

antimicrobianos sem reflexão crítica. A multirresistência às drogas 

antimicrobianas em Salmonella spp. é um assunto de grande  interesse a 

comunidade científica, visto seu potencial de transmissão aos seres humanos 

pelos alimentos (MOLLA et al., 2007). A formação de biofilme pelos micro-

organismos é uma estratégia que contribui para reduzir a  susceptibilidade aos 

antibióticos e desinfetantes, tornando a sua eliminação um grande desafio 

(MULCAHY, CHARRON-MAZENOD e LEWENZA, 2008; SIMÕES e VIEIRA, 

2009). 



17 

 

Devido à crescente resistência microbiana aos fármacos, a busca de 

novos agentes antimicrobianos a partir de plantas é intensa (RADULOVIC et 

al., 2013), principalmente devido aos menores custos de pesquisa, 

provavelmente  por apresentar menor risco de efeitos colaterais e um grande 

potencial de efeito sinérgico (SALEEM et al.,  2010; VUUREN e VILJOEN, 

2011). 

 Essa situação tem estimulado cada vez mais os pesquisadores, que 

buscam novos compostos em diferentes fontes. Os vegetais por terem 

potencial antimicrobiano e uma diversidade molecular muito superior àquelas 

derivadas de produtos químicos, tem se tornando um importante objeto de 

estudo científico com relação às suas variadas propriedades medicinais 

(NOVAIS et al., 2003). O interesse na diversidade molecular das plantas tem 

estimulado a busca pelo conhecimento do seu metabolismo secundário, o qual 

é responsável pela síntese de grande parte dos compostos vegetais com 

atividade biológica, bem como seus derivados que tem sido alvo de 

investigação a respeito de suas propriedades medicinais, aromáticas e 

curativas (ALVES, 2001). 

A região Nordeste do Brasil abriga em seu ecossistema, uma grande 

biodiversidade, com um habitat específico para plantas medicinais e aromáticas 

não encontradas em outras regiões do globo. Desta forma, diante do potencial 

botânico da Caatinga e da necessidade de se encontrar novos compostos 

capazes de controlar a ação de micro-organismos, buscou-se realizar um 

trabalho que viabilize um maior conhecimento das espécies existentes na 

região. Tendo em vista as infecções por Salmonella em pequenos ruminantes, 

a preocupação com a resistência aos antimicrobianos e a formação de 

biofilmes, por estas bactérias, torna-se de grande importância a realização 

deste estudo que vise avaliar a possível ação antimicrobiana dos extratos 

vegetais da Caatinga,  (Caroá) Neoglaziovia variegata; (Amburana) Amburana 

cearenses; (Jatobá) Hymenaea martiana; (Jurema-preta) Mimosa tenuiflora; 

(Angico-de-bezerro) Pityrocarpa moniliformis e (Pereiro-de-tinta) Simira 

gardneriana sobre Salmonella spp.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2. 1 Gênero Salmonella 

      Salmonella é um gênero da família Enterobacteriaceae, definido como 

bastonetes gram-negativos, não esporogênicos, anaeróbios facultativos e 

oxidase negativos. O gênero Salmonella é composto por duas espécies, 

Salmonella bongori e  S. enterica, sendo que a última inclui seis subespécies,  

S. arizonae, S. diarizonae, S. enterica, S. houtenae, S. indica e S. salamae 

(TINDALL et al., 2005). Existem no total 2.610 diferentes sorovares de 

Salmonella, das quais 1.547 pertencem ao grupo Salmonella enterica subsp. 

enterica (GUIBOURDENCHE et al., 2010). Essas bactérias estão amplamente 

distribuídas na natureza e podem ser encontradas na água, frutas, grãos, 

flores, árvores e no trato gastrointestinal do homem e de vários mamíferos, 

além de répteis, aves e insetos (HOLT et al., 1994; CDC, 2002). 

As colônias do gênero Salmonella em ágar sangue medem 1 a 3 mm 

após incubadas durante 24 horas a 37ºC, variando muito na forma, podendo 

ser lisas, circulares, convexas e achatadas. Não são hemolíticas. Os meios 

seletivos de enriquecimento mais usados são caldo Selenito-cistina, que 

contém cistina para estimular o crescimento das Salmonelas; caldo Rappaport- 

Vassiliadis (RV), que contém verde malaquita, cloreto de magnésio e um pH 

ligeiramente reduzido como fator seletivo; e  o caldo Tetrationato Muller-

Kauffman, contendo verde brilhante, tetrationato e bile. Já os meios seletivos 

sólidos mais usados são ágar Xilose Lisina Deoxicolato (XLD), ágar SS 

(Salmonella-Shigella), ágar Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose 

Sacarose (BV/BPLS), e o ágar Deoxicolato Citrato Lactose Sacarose (DCLS). 

No ágar MacConkey, as colônias se apresentam incolores, pois não fermentam 

a lactose, em 24 horas de incubação a 37ºC (OLIVEIRA, 2012). 

Em estudos realizados na Inglaterra, País de Gales e Austrália, a 

salmonelose é considerada como a principal doença transmitida por alimentos 

juntamente com a infecção pelo gênero Campylobacter. Nos Estados Unidos 

estima-se que o gênero Salmonella seja responsável por 11% (1,0 milhão) dos 

casos de doenças transmitidas por alimentos notificados, além de 35% dos 
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casos que resultam em hospitalização e 28% dos óbitos em decorrência de 

Doenças Transmitidas por Alimentos - DTAs (SCALLAN et al., 2011).  

No Brasil, segundo dados epidemiológicos da ANVISA o sorovar S. 

enteritidis possui a maior taxa de prevalência nos surtos de salmonelose em 

humanos (BRASIL, 2011), sendo o mesmo reportado pelo “Centers for Disease 

Control and Prevention” (CDC) em Atlanta e pelo Centro de Referência “Robert 

Koch Institute” na Alemanha (RABSCH et al., 2001). 

 O agente etiológico mais prevalente em surtos alimentares são 

Salmonella spp. seguido de Staphylococcus aureus. As regiões aonde mais 

ocorrem os surtos são a região sul e sudeste do Brasil com maior notificação 

de surtos alimentares, a região sul com 42,1%, sudeste com 37,3% e nordeste 

com 12%, no período de 2000 a 2011 (BRASIL, 2011). Salmonella é o principal 

agente identificado em DTAs,  responsável por 19,16% dos casos entre 2000 a 

2011, com 1660 casos confirmados (SVS, 2011). Em humanos as doenças 

mais comuns causadas por salmonelas são a febre tifóide e as gastroenterites 

(MADIGAN et al., 2010). 

 

2. 2 Salmonelose em Pequenos Ruminantes 

As infecções pelo gênero Salmonella em animais de produção estão 

associadas a uma grande variedade de manifestações clínicas entéricas e 

extra-entéricas (RADOSTITS et al., 2007), com sinais clínicos e severidade 

variável, dependendo da faixa etária dos animais e principalmente pelos 

sorotipos envolvidos (UZZAU et al., 2001). Os sorovares  Abortusovis, Dublin e 

Typhimurium, que estão associados com a doença em ovelhas (JACK , 1971). 

Os caprinos e ovinos podem apresentar a salmonelose na forma 

subclínica ou latente, sendo apenas portadores de salmonelas 

(WOLDEMARIAN et al., 2005; MILNES et al., 2008; BONKE et al., 2012). 

Porém, fatores como estresse, transporte, superlotação, prenhez, temperatura 

ambiental extrema, privação de água podem ativar a doença para a forma 

clínica (QUINN et al., 2005), principalmente quando estão associadas a 

infecções intercorrentes e doenças secundárias e influenciadas pelo número de 

salmonelas ingeridas, da virulência do sorotipo e da suscetibilidade do 

hospedeiro, podendo levar a altas taxas de mortalidade em ovelhas, 
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associadas a retenção da placenta (UZZAU, BOSSI, FIGUEROA-BOSSI, 

2002). A mortalidade dos animais decorrente de infecções por Salmonella 

geram grandes perdas econômicas, sendo o aborto um dos principais 

problemas na produção de pequenos ruminantes (RUSHTON, 2009). 

Não existe um padrão de sinais clínicos característicos em rebanhos 

infectados por Salmonella spp. (SANDBERG et al., 2002). Porém, na 

salmonelose entérica aguda, comum em ovelhas adultas, é frequentemente 

observado nos animais:  febre, anorexia, depressão e diarreia, enquanto  que a 

septicemia é comum em animais jovens (SHARMA, et al., 2001; KUSILUKA, 

KAMBARAG, 1996). 

O sorotipo Abortusovis pode levar à morte fetal, metrite, retenção de 

placenta, peritonite, sendo que as ovelhas infectadas podem apresentar febre, 

anorexia e depressão antes do aborto. Os sorotipos Typhimurium e Dublin 

também foram relatados, como causa de aborto, porém menos frequentes que 

os relados por  Salmonella Abortusovis (UZZAU  et al., 2001; HABRUN, et al., 

2006; JACK, 1968). 

Os recém-nascidos morrem muitas vezes dentro de horas após o 

nascimento. Os cordeiros que sobrevivem por algumas semanas, podem 

manifestar poliartrite, pneumonia e diarreia severa. A infecção por Salmonella 

Abortusovis em ovelhas não prenhes e em carneiros é predominantemente 

assintomática, porém a sintomatologia venérea tem sido descrita, em alguns 

casos (UZZAU, BOSSI, FIGUEROA-BOSSI, 2002). 

A prevalência de Salmonella entre pequenos ruminantes pode variar 

consideravelmente dependendo dos sorotipos, rebanhos e regiões geográficas. 

Surtos de S. Abortusovis em ovelhas foram relatados, na Suíça, em que as 

infecções pelo sorotipo Abortusovis contribuíram com até 70% de perdas no 

pós-parto entre 2003 e 2007 (BELLOY, 2009). 

S. diarizonae é o agente causador da disenteria do inverno, uma doença 

comum em ovelhas, que também está associada à abortos e animais 

natimortos. A prevalência deste sorotipo em rebanhos ovinos da Noruega tem 

sido estimada em aproximadamente 12%, com a prevalência dentro do 

rebanho de 0-45% quando as amostras foram coletadas no matadouro e o 

estresse pode ter contribuído para o aumento da prevalência observada 
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(ALVSEIKE; SKJERVE, 2002). Segundo Edrington et al. (2009) a 

contaminação ambiental por Salmonella spp. é bastante elevada em fazendas. 

Estes autores relataram isolamento de Salmonella em 50% das amostras de lã, 

mas somente 7% nas amostras fecais coletadas de ovinos confinados nos 

EUA, indicando um  importante papel de reservatórios ambientais. 

 

2. 3  Formação de Biofilme por Salmonella spp. 

O conhecimento sobre os biofilmes tem avançado, assim como as 

pesquisas que vêm sendo realizadas em muitas áreas relacionadas com a 

ecologia microbiana. A microbiologia moderna estuda os principais 

mecanismos fisiológicos e de controle entre as formas microbianas sésseis 

(biofilme) e planctônicas (livres) (CAPELLETI, 2006). 

O biofilme microbiano é definido como uma associação de células 

bacterianas e fúngicas, fixadas às superfícies, bióticas ou abióticas, inclusas 

em uma complexa matriz extracelular de substâncias poliméricas (LUCCHESI, 

2006). Os biofilmes são constituídos  tipicamente por água, micro-organismos, 

substâncias poliméricas extracelulares (EPS, Extracellular Polymeric 

Substances), substâncias dissolvidas, adsorvidas e partículas retidas  

(PEREIRA, 2001).  Sendo as fímbrias e celulose os principais componentes da 

matriz em biofilmes de Salmonella spp. (COLLINSON et al., 1996). 

A capacidade de um micro-organismo isolado em aderir ou não a uma 

superfície, formar ou se manter em biofilme está relacionada com o  seu 

fenótipo e genótipo. Alguns aparatos celulares, quando presentes, como pili, 

flagelos e fímbrias, algumas proteínas da superfície, assim como sistemas 

quorum sensing, garantem um incontestável diferencial à bactéria, em nível de 

aderência e formação do biofilme (STOODLEY et al., 2002; BOARI, 2008). 

Para ocorrer o desenvolvimento do biofilme, deve haver uma interação 

entre as células bacterianas, a superfície a qual elas vão se aderir e a 

composição do meio circundante (DAVEY e O’TOOLE, 2000; DONLAN, 2002; 

DUNNE, 2002; STOODLEY et al., 2002). As salmonelas conseguem formar 

biofilmes em várias superfícies abióticas, como plástico, borracha, cimento, 

vidro e aço inoxidável (JOSEPH et al., 2001; SOLANO et al., 2002; PROUTY e 
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GUNN, 2003; ARNOLD e YATES, 2009; HURRELL et al., 2009; MORETRO et 

al., 2009). 

Diversos microrganismos podem participar de processos de adesão e 

gerar problemas de saúde pública e/ou de ordem econômica como: Salmonella 

thyphimurium, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus 

aureus, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fragi, Pseudomonas 

fluorescens, Micrococcus sp., Enterococcus faecium, Yersinia enterocolitica, 

Bacillus cereus, Alcaligenes e Flavobacterium (CAIXETA, 2008; CAPELLETTI, 

2006; LUCCHESI, 2006). 

A formação do biofilme é uma estratégia dos micro-organismos para sua 

sobrevivência em ambientes com condições adversas (TRACHOO, 2003), 

podendo provocar uma alteração fenotípica de células planctônicas (vida livre) 

para a forma séssil. Células que crescem em biofilme expressam propriedades 

distintas das células planctônicas, uma destas é o aumento da resistência aos 

agentes antimicrobianos e biocidas (LECHEVALIER; CAWTHON; LEE, 1988; 

HOLAH et al., 1990; MOSTELLER; BISHOP, 1993; WALKER; ROGERS; 

KEEVIL, 1994; EGINTON et al., 1998; TRACHOO, 2003).  

Esta resistência é, em parte, atribuída à matriz polimérica, pois parece 

funcionar como uma barreira protetora contra fatores agressivos externos, 

como os biocidas (PEREIRA, 2001). A elevada resistência de biofilmes 

bacterianos, pode ser explicada pela difusão limitada de agentes 

antimicrobianos por meio da matriz do biofilme,  interações de agentes 

antimicrobianos com a matriz (células e polímeros), resistência mediada por 

enzimas, adaptação genética, níveis de atividade metabólica dentro do 

biofilme, e outros fatores inter-relacionados, como as  barreiras de difusão, 

ultraestrutura da parede celular e atividade metabólica diferencial (CAIXETA, 

2008). 

Tal resistência gera um impacto negativo em várias atividades, podendo 

ocasionar perdas significativas nestas (SIMÕES, PEREIRA e VIEIRA, 2003). A  

formação da  matriz pode atuar como um substrato para outros micro-

organismos menos propensos a formação de biofilme, aumentando a 

probabilidade da sobrevivência destes e sua disseminação (LAPIDOT, 

ROMLING e YARON, 2006). A formação do biofilme pelas células bacterianas, 
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oferece tolerância ao estresse, contribuindo para reduzir a  susceptibilidade aos 

antibióticos e desinfetantes, tornando a sua eliminação um grande desafio 

(MULCAHY, CHARRON-MAZENOD e LEWENZA, 2008; SIMÕES e VIEIRA, 

2009).  

 

2. 4 Resistência aos Antimicrobianos 

 

Um número crescente de agentes infecciosos está se tornando cada vez 

mais resistentes aos compostos antimicrobianos comerciais (HANCOCK, 

NIJNIK, PHILPOTT et al. 2012). A necessidade de desenvolver novos 

medicamentos exige estratégias variadas, entre elas, a bioprospecção de 

metabólitos secundários produzidos por plantas medicinais (DIONISI; LOZADA; 

OLIVERA 2012; BENKO-ISEPPON e CROVELLA 2010). 

Os antibióticos vegetais possuem uma estrutura química que difere 

daquela dos antibióticos sintéticos, podendo regular o metabolismo 

intermediário de patógenos, ativando ou bloqueando reações e síntese 

enzimática ou mesmo alterando a estrutura de membranas (MICHELIN et al., 

2005). O uso de antimicrobianos naturais, como temperos, condimentos e 

extratos vegetais, tende a ser uma alternativa interessante (SILVA et al., 2010). 

A resistência antimicrobiana é uma questão importante, tanto na produção 

animal quanto na saúde pública (BARZA, 2002), o que também é  relatado pela 

World Health Organization, 2009. Na Medicina Veterinária a utilização dos 

antimicrobianos tem como objetivo manter ou melhorar a saúde dos animais.  

Porém, em animais saudáveis é comum, o uso profilático de antimicrobianos, 

com o intuito de evitar alguma infecção que possa acarretar perdas na 

produtividade (PALERMO-NETO, 2011).  

 Os antimicrobianos também são utilizados como aditivo zootécnico 

melhorador de desempenho (promotor de crescimento), levando a um aumento 

da eficiência alimentar (GUARDABASSI;  JENSEN; KRUSE;  2010). De acordo 

com a Instrução Normativa nº 26/2009, os antimicrobianos indicados como 

promotores de crescimento devem apresentar eficácia e segurança 

comprovada na quantidade e espécies alvo, para as quais o produto é indicado 
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(BRASIL, 2009a). Entretanto, a subdosagem de antimicrobianos usados como 

promotores de crescimento podem aumentar a chance de seleção de cepas 

resistentes de bactérias e levar ao surgimento de outras cepas multirresistentes 

(GUARDABASSI; JENSEN; KRUSE;  2010; SCHWARZ et al., 2010). 

 

 
2. 5 Plantas Medicinais - Antimicrobianos Alternativos 

Com o aumento da resistência bacteriana às múltiplas drogas 

antimicrobianas surge a preocupação e a procura de novas alternativas 

terapêuticas, como fonte importante para obtenção destes medicamentos. A 

atividade antimicrobiana de extratos e óleos essenciais de plantas medicinais 

foi comprovada em vários estudos realizados em países que possuem uma 

flora diversificada (NOVAIS et al., 2003).  

De acordo com a World Health Organization, os remédios extraídos de 

plantas são utilizados por 80% da população mundial, em especial nas áreas 

rurais dos países em desenvolvimento ou em locais em que a população não 

tem acesso ou condições de adquirir medicamentos. No Brasil, um número 

significativo de plantas é usado na forma de extratos brutos para o tratamento 

de infecções comuns embora, poucas evidências científicas sejam relatadas 

comprovando a eficácia desse tratamento (LIMA et al., 2006).  

A estrutura química dos antibióticos vegetais diferem daqueles derivados 

de micro-organismos, podendo regular o metabolismo intermediário de 

patógenos, ativando ou bloqueando reações e síntese enzimática ou mesmo 

alterando a estrutura de membranas (MICHELIN et al., 2005). As plantas são 

capazes de produzir diferentes substâncias tóxicas em grandes quantidades, 

aparentemente para sua defesa contra vírus, bactérias, fungos e animais 

predadores. Muitas dessas substâncias são responsáveis pelas suas 

propriedades medicinais e aromáticas que são utilizadas na medicina popular e 

despertam interesse científico pelas suas atividades biológicas. No entanto, 

plantas utilizadas como medicamentos são xenobióticos e como todo corpo 

estranho, os produtos de sua biotransformação são potencialmente tóxicos até 

que se prove o contrário (LAPA et al., 2002).  
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O metabolismo das plantas é dividido em primário (ou de macromoléculas 

- proteínas, lipídios e carboidratos) que são amplamente distribuídos nos 

organismos vivos, e secundário (ou de micromoléculas - tais como, alcalóides, 

terpenóides e flavonóides) de ocorrência restrita, embora estes sejam 

essenciais para os organismos que os produzem (PERES, 2004; 

HASSANPOUR et al., 2011; RENSHENG e WEININ, 2011).  

Os metabólitos secundários têm importantes funções ecológicas para as 

plantas, e são frequentemente associados a mecanismos de defesa contra 

agentes externos, como por exemplo, pragas, radiação solar, predação por 

micro-organismos, insetos, herbívoros e outros causadores de estresse. Para 

os seres humanos, estes compostos são importantes, por apresentarem várias 

propriedades terapêuticas: calmante, antiviral, contraceptivo, antibacteriana, 

antifúngica, anti-inflamatória e inseticida que são utilizadas pelas indústrias 

farmacêuticas, químicas, alimentos e de cosméticos (GOTTLIEB, 1981; FOOD 

INGREDIENTS BRASIL, 2010; MAFFEI; GERTSCH; APPENDINO, et al., 

2011;. CARTAXO et al., 2010). 

O uso de antimicrobianos naturais, como extratos vegetais tende a ser 

uma alternativa interessante para reduzir ou eliminar patógenos transmitidos 

por alimentos, possibilitando uma combinação com métodos já existentes 

(BURT, 2004; SILVA et al., 2010). Além disso, devido ao aumento de cepas 

bacterianas resistentes, houve um aumento no número de publicações sobre 

atividade antibacteriana de extrato de plantas (ELOFF, 1998). 

Trabalhos realizados por Wiest et al., (2009) sobre a atividade 

antimicrobiana de extratos vegetais frente a  isolados de Salmonella spp., 

constataram dentre os extratos aquosos,  alcoólicos/hidroalcoólicos de 86  

plantas, em estudo, 58% apresentaram alguma inibição ou inativação sobre 

Salmonella spp. 
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2. 6 Hymenaea martiana Hayne  – Jatobá 

 

Hymenaea martiana Hayne, conhecida popularmente como Jatobá,  Jataí 

e Jitaí, é uma árvore conhecida na região Nordeste do Brasil, típica dos biomas 

Cerrado e Caatinga, ocorre nos estados da Bahia, Alagoas, Pernambuco, 

Paraíba, Ceará, Piauí, Goiás e Mato Grosso do Sul e no Distrito Federal 

(SIQUEIRA FILHO et al., 2009; RIBEIRO, 2010). As espécies do gênero 

Hymenaea também ocorrem na Floresta Amazônica, Floresta Atlântica e 

Pantanal (RIBEIRO, 2010). O gênero engloba 14 espécies, destas 12 ocorrem  

no Brasil, Hymenaea aurea Y.T. Lee & Langenh., H.  courbaril L., H. eriogyne 

Benth., H. intermedia Ducke,  H. maranhensis Y.T.Lee & Langenh., H. martiana  

Hayne, H. oblongifolia Huber, H. parvifolia Huber, H. reticulata Ducke, H. 

rubliflora Ducke, H. stigonocarpa  Mart. ex Hayne e H. velutina Ducke 

(RIBEIRO, 2010). 

 As plantas do gênero Hymenaea são utilizadas na medicina tradicional 

brasileira para o tratamento  de processos inflamatórios, infecções bacterianas, 

reumatismo e anemia (GAZZANEO, 2005; AGRA; FREITAS; BARBOSA-

FILHO, 2007). Esta árvore é indicada para recuperação de áreas degradadas e 

arborização de jardins, parques e rodovias, sua madeira é utilizada na 

construção civil, carpintaria, marcenaria e no artesanato (SIQUEIRA-FILHO et 

al., 2009). 

Esta planta é caracterizada por apresentar tronco com exsudado resinoso, 

podendo ser reconhecida por conter folhas bifolioladas, flores grandes com 

pétalas e frutos robustos, lenhosos e indeiscentes (QUEIROZ, 2009). O tronco 

exsuda uma resina , a qual é utilizada localmente na medicina popular para o 

tratamento de feridas, bronquite e distúrbios estomacais. Atividades biológicas 

de extratos desta espécie têm sido relatados. Em  estudos anteriores 

observaram atividade anti-inflamatória relacionada com extrato hidroalcoólico 

obtido a partir da casca do Jatobá (MARSAIOLI; LEITÃO-FILHO; CAMPELLO, 

1975).   
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Figura 1 –  Hymenaea martiana Hayne  – Jatobá 
(Foto: J.A. Siqueira-Filho) 

 

2. 7 Amburana cearensis (Allemão) A.C. Sm. – Amburana 

 

 A Amburana cearensis (Alemão) AC Smith, pertence à família Fabaceae, 

conhecida como Cumaru, Amburana ou Amburana-de-cheiro, é uma árvore 

que atinge 10-12 m de altura (ANDRADE-LIMA, 1989). É encontrada no Brasil, 

nos estados de Pernambuco, Bahia, Sergipe, Paraíba, Rio Grande do Norte, 

Ceará, Tocantins, Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Espírito Santo, 
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São Paulo, Minas Gerais, Distrito Federal e  em outros países como Paraguai, 

Peru, Argentina e Bolívia (SIQUEIRA-FILHO et al., 2009). 

Tem sido explorada para fabricação de móveis, esculturas e marcenaria, 

sendo listada como uma espécie ameaçada de extinção (HILTON-TAYLOR, 

2000).  Devido ás suas propriedades medicamentosas, a casca e as sementes 

são utilizadas para o tratamento de tosse, asma, bronquite e coqueluche 

(BEZERRA; CANUTO; SILVEIRA; 2005). As sementes também são utilizadas 

para facilitar a digestão, tratar enxaquecas, cólicas e derrames. Suas folhas e 

frutos são palatáveis aos caprinos (SIQUEIRA-FILHO et al., 2009).  

 

 

Figura 2  –  Amburana cearensis (Allemão) A.C. Sm. – Amburana 
 (Foto: J.A. Siqueira-Filho) 
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Estudos demonstraram atividade antiespasmódica, anti-inflamatória, 

antitussígena, bronco-dilatadora e analgésica do extrato hidroalcoólico 

(BRAGA, 1976; CORREA, 1984; LEAL , 1997; LEAL et al., 2003). A partir do 

tronco da casca de A. cearensis vários compostos foram isolados, incluindo 

cumarinas, flavonóides e os glicosídeos de fenol (CANUTO e SILVEIRA, 2006; 

BRAVO e SAUVAIN, 1999). 

 

2. 8 Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez – Caroá 

 

 

Figura 3  –  Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez – Caroá 
(Foto: J.A. Siqueira-Filho) 

 

Neoglaziovia variegata pertence à família Bromeliaceae, subfamília 

Bromelioideae, é popularmente conhecida no Brasil como "Caroá". Esta espécie 

pode ser geralmente encontrada em regiões semiáridas do Nordeste do Brasil 

(PEREIRA; QUIRINO, 2008).  
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As sementes  de N. variegata são difíceis de serem encontradas, devido ao 

hábito alimentar de alguns animais e pássaros que consomem as bagas verdes 

e principalmente, as maduras (XAVIER, 1982), dificultando  assim a coleta na 

época ideal da maturação dos frutos (SILVEIRA et al., 2009). 

O Caroá constitui uma das matérias-primas mais utilizadas para o 

artesanato na região semiárida do Brasil, gerando emprego e renda para muitas 

famílias. As folhas são usadas na extração de fibras para fabricação de cordas, 

chapéus, bolsas, tapetes, redes, redes de pesca e tecidos (SILVEIRA et al., 

2011). No entanto, esta espécie tem sido coletada diretamente na Caatinga de 

forma extrativista, sem qualquer sistematização de cultivo, por isto praticamente 

desapareceu em algumas regiões (SILVEIRA et al., 2009).  

 

2. 9  Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. – Jurema-preta  

A jurema-preta é uma planta arbustiva encontrada em larga escala na 

Caatinga, é disseminada nos estados do Piauí, Ceará, Rio Grande do Norte, 

Paraíba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia (OLIVEIRA et al., 1999). 

Na medicina popular a casca do caule é a principal parte da planta 

utilizada no tratamento de diversas enfermidades como queimaduras e 

inflamações. No México, onde também é muito conhecida popularmente por 

“tepescohuite”, a Mimosa tenuiflora tem sido muito estudada quanto ao seu 

potencial terapêutico. Trabalhos realizados no México avaliando as 

propriedades antimicrobianas do caule de M. tenuiflora demonstraram a ação 

inibitória dos extratos aquoso e etanólico contra bactérias Gram-positivas, 

Gram-negativas e fungos dermatófitos (LOZOYA et al., 1989). 

Devido à sua importância como forrageira no semiárido nordestino, 

estudos sobre a Mimosa tenuiflora têm sido mais direcionados para seu valor 

nutricional bem como ao seu caráter tóxico, fatores que interferem diretamente 

na produtividade animal. No nordeste do Brasil, a ingestão de Mimosa 

tenuiflora (jurema-preta) tem sido associada a malformações congênitas, 

incluindo anomalias ósseas craniofaciais, malformações oculares em ovinos, 

caprinos e bovinos (MEDEIROS et al., 2005, NÓBREGA JÚNIOR et al., 2005, 

DANTAS et al., 2010). Casos espontâneos de anomalias congênitas também 



31 

 

são descritos em ovinos criados extensivamente no semiárido associados ao 

consumo de M. tenuiflora (DANTAS et al., 2010). 

 O efeito teratogênico é dose-dependente e a incidência, o tipo e a 

severidade da malformação dependem da composição do principio ativo, do 

estágio da gestação em que ocorre a ingestão e da quantidade do teratógeno 

ingerido (PANTER et al., 1998, WELCH et al., 2011). A ingestão de altas doses 

destes princípios ativos pode causar toxicidade materna resultando em morte 

embrionária ou fetal (PANTER et al., 1994; BERNARDI 2002; WELCH et al., 

2011). O princípio ativo da M. tenuiflora é, ainda desconhecido, mas alguns 

autores relatam que os alcalóides derivados da triptamina já foram isolados em 

folhas e sementes (GARDNER et al., 2011). 

 

 

Figura 4  –  Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. – Jurema-preta 
(Foto: J.A. Siqueira-Filho) 

 
 

Dentre as espécies forrageiras destacam-se a jurema-preta (Mimosa 

tenuiflora (Wild) Poiret), e a jurema-branca (Piptadenia stipulacea (Benth) 

Ducke) abundantes na Caatinga e muito apreciadas como alimento por ovinos, 

caprinos e bovinos, principalmente na estação seca quando não há pastagens 

para sua alimentação. Porém, seu uso pelas populações locais vai além do seu 
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valor forrageiro, sendo utilizada também como madeira, carvão e usada na 

medicina caseira em tratamentos de queimaduras, acne, problemas de pele e 

ainda pelo seu potencial antimicrobiano, analgésico, regenerador de células, 

antitérmico e adstringente peitoral (MAIA, 2004). 

 

2. 10 Pityrocarpa moniliformis (BENTH.) LUCKOW & R. W. JOBSON – 
Angico-de-bezerro 

Pityrocarpa moniliformis (= Piptadenia moniliformis) Benth (Leguminosae - 

Mimosoideae) é uma planta lenhosa do Nordeste do Brasil conhecida 

popularmente como Catanduva, Catanduba, Rama-de-bezerro (PI), Muquém, 

Angico-de-bezerro, Surucucu (BA), Quipembé (PE) (LORENZI, 2002; 

AZÊREDO, 2009). É frequentemente encontrada nos estados do  Maranhão, 

Piauí, Ceará, Bahia e particularmente frequente no Vale do Rio São Francisco 

e em florestas secas na região de Sucre (Venezuela) (LORENZI, 2002; SILVA 

et al., 2012; TRENTIN et al., 2011). 

O angico-de-bezerro é uma espécie pioneira, rústica e de rápido 

crescimento, indicada para reflorestamentos heterogêneos com fins 

preservacionistas. Devido ao pequeno porte que esta árvore atinge, sua 

madeira é utilizada em pequenas obras de construção civil, marcenaria  leve,  

lenha e carvão (LORENZI, 2002). A apicultura da região Nordeste do Brasil tem 

como fonte as flores de plantas nativas, sendo esta espécie uma planta 

melífera de destaque e potencial. Suas flores são apreciadas pelas abelhas, 

fornecendo mel de excelente qualidade. Esta espécie também apresenta 

propriedades medicinais e fornece forragem para a caprinocultura e 

bovinocultura (SILVA et al., 2004). 

Alguns pesquisadores mostraram que esta planta é uma fonte de 

compostos ativos com atividade antimicrobiana, antibacteriana, anti-biofilme e 

antioxidante (SILVA et al, 2011, 2012; TRENTIN et al, 2011). O elevado 

potencial da Pityrocarpa monilifomis está na sua grande diversidade de 

estrutura e propriedades físico-químicas (NEWMAN e CRAGG, 2012). 
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Figura 5  –   Pityrocarpa moniliformis (BENTH.) LUCKOW & R. W. JOBSON – 
Angico-de-bezerro (Foto: J.A. Siqueira-Filho) 

 

2.11 Simira gardneriana M.R.V. Barbosa & Peixoto   –  Pereiro-de-Tinta 

Simira gadneriana (Rubiaceae, Rondeletieae) é uma árvore pequena, que 

atinge de 4 - 7 m de altura.  Ocorre em áreas com terreno arenoso e 

precipitação anual de 500-700 mm (BARBOSA & PEIXOTO, 2000; SIQUEIRA-

FILHO et al., 2013). 

Simira gardneriana M. R. Barbosa & A. L. Peixoto, havia sido previamente 

listada como endêmica para a Caatinga e mapeada em Prado (1991) sob 

Simira sp.  Pode ser encontrada nos estados da Bahia, Ceará, Pernambuco e 

Piauí, em que é conhecida como Pereiro-de-Tinta ou Pereiro-Vermelho 

(SIQUEIRA-FILHO et al., 2013).  

A madeira de Simira gardneriana  é usada na construção civil e na 

produção de cercas. Durante a estação seca, pode ser  utilizada como 

forragem para alimentação animal (BARBOSA & PEIXOTO, 2000). 
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Esta espécie está ameaçada de extinção e encontra-se presente na lista 

de espécies da Flora Brasileira, na categoria dados deficientes (SIQUEIRA-

FILHO et al., 2013). 

 

Figura 6 –  Simira gardneriana M.R.V. Barbosa & Peixoto   –  Pereiro-de-Tinta 
(Foto: J.A. Siqueira-Filho) 
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3 OBJETIVOS 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais de plantas da 
Caatinga frente a Salmonella spp. isoladas de fezes de caprinos e ovinos do 
Vale do São Francisco. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Determinar a concentração bactericida mínima (CBM) dos extratos de 
Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez (Caroá); Amburana cearensis (Allemão) 
A.C. Sm. (Amburana); Hymenaea martiana Hayne (Jatobá);  Mimosa tenuiflora 
(Willd.) Poir. (Jurema-preta); Simira gardneriana M.R.V. Barbosa & Peixoto 
(Pereiro-de-tinta); Pityrocarpa moniliformis (BENTH.) LUCKOW & R. W. 
JOBSON (Angico-de-bezerro) frente às cepas de Salmonella spp. proveniente 
de fezes de caprinos e ovinos. 

 

Quantificar a formação de biofilme pelos isolados de Salmonella spp. 

 

Verificar a interação dos extratos vegetais com o biofilme em formação e 
consolidado. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4. 1 Local de Estudo 

 

 O experimento foi desenvolvido no Laboratório de Microbiologia e 

Imunologia Animal da Universidade Federal do Vale do São Francisco, 

localizado no Campus de Ciências Agrárias, Rodovia BR 407, 12 Lote 543 - 

Projeto de Irrigação - Nilo Coelho - S/N C1 - Petrolina/PE - CEP: 56300-000. 

 

4. 2 Isolados de Salmonella spp. 

 

Para as avaliações antimicrobianas foram utilizadas  uma cepa bacteriana 

de referência da American Type Culture Collection (ATCC): 14023 e sessenta 

isolados de Salmonella spp., 30 provenientes de caprinos e 30 de ovinos de 

raças diferentes. Estes isolados foram mantidos em ágar Tryptone Soya Broth 

(TSB) e incubados a 37oC por 24 h.  Os animais eram provenientes de 12 

propriedades e do Abatedouro Municipal de Petrolina (Latitude S09º23’55”; 

Longitude W40º30’03”), localizada na região do Submédio São Francisco, 

estado de Pernambuco. As amostras provenientes do abatedouro pertenciam a 

animais oriundos dos municípios de Dormentes-PE e Casa Nova-BA. Antes da 

coleta os animais foram avaliados clinicamente quanto a presença de sinais 

clínicos de diarreia, foram coletadas apenas amostras de animais 

assintomáticos.  

 

4.3 Material Vegetal 

 

O material vegetal para obtenção dos extratos vegetais foram cedidos 

pelo biólogo José Alves de Siqueira Filho. As plantas foram coletadas na 

cidade de Petrolina, Estado de Pernambuco, Brasil, no período de 2011 - 2012. 

As amostras foram identificadas por um botânico do Centro de Recuperação de 

Áreas Degradadas da Caatinga (CRAD) e as exsicatas foram codificadas e 

depositadas no Herbário do Vale do São Francisco (HVASF) da Universidade 

Federal do Vale São Francisco. 
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4.4 Extratos Vegetais 

 

Os extratos vegetais das seis plantas utilizadas no experimento, foram 

cedidos gentilmente pelos professores  farmacêuticos Jackson Roberto Guedes 

da Silva Almeida e Xirley Pereira Nunes, do Núcleo de Estudos e Pesquisas de 

Plantas Medicinais  da Univasf. Estes extratos foram obtidos por dessecação 

em estufa com circulação forçada, com temperatura média de 400C, durante 

três dias, seguido de processamento em moinho, para obtenção de um material 

vegetal seco e pulverizado, o qual foi submetido à maceração exaustiva com 

etanol 95% em um recipiente de aço inoxidável. Após várias extrações, com 

intervalos de 72 horas, obteve-se o completo esgotamento do material vegetal. 

A solução extrativa passou então pela destilação do solvente, obtendo-se os 

seguintes extratos etanólicos bruto (EEB): 

 

1-  Hymenaea martiana Hayne  (Jatobá): Extrato etanólico bruto da casca 

(EEB); 

2- Amburana cearensis (Allemão) A.C. Sm. (Amburana):  Extrato etanólico 

bruto da casca (EEB); 

3- Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez (Caroá): Extrato etanólico bruto das 

flores; 

4- Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. (Jurema-preta) Extrato etanólico bruto da 

casca (EEB); 

5- Pityrocarpa moniliformis (BENTH.) LUCKOW & R. W. JOBSON (Angico-

de-bezerro): Extrato etanólico bruto das folhas (EEB); 

6- Simira gardneriana M.R.V. Barbosa & Peixoto (Pereiro-de-Tinta): Extrato 

etanólico bruto das folhas (EEB). 

 

4.5 Verificação da Qualidade Microbiológica dos Extratos 

 

Os extratos foram avaliados quanto à contaminação bacteriana e fúngica  

previamente aos testes antimicrobianos. Sendo que para determinação da 

presença de bactérias foi realizada semeadura em meio ágar triptona de soja 
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(TSA - trypticase soy agar) com incubação em estufa bacteriológica  por 24 h a 

35°C. Para a determinação dos fungos foi utilizado o meio ágar Sabouraud com 

incubação à  temperatura ambiente por cinco dias. Após a incubação observou-

se o  aparecimento ou não de colônias nos meios de cultura, o que indicaria 

contaminação bacteriana ou fúngica. 

 

 

4. 6 Bioensaio da Atividade Antibacteriana in vitro 

 

Para os bioensaios da atividade antibacteriana foram utilizadas os 60 

isolados de Salmonella spp. e  a ATCC 14023, disponíveis no Laboratório de 

Microbiologia e Imunologia Animal da Universidade Federal do Vale do São 

Francisco. Utilizou-se como meio de cultura o caldo Mueller-Hinton (MH). O  

preparo do inóculo bacteriano foi realizado de acordo com a metodologia dos 

Testes de  Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluição para Bactéria 

de Crescimento Aeróbio:  Norma Aprovada – Sexta Edição (Normas do CLSI - 

Clinical and Laboratory Standards Institute) (NCCLS, 2003). A atividade 

antimicrobiana foi determinada por meio da Concentração Bactericida Mínima 

(CBM) dos extratos de N. variegata;  A. cearensis; H. martiana; M. tenuiflora; P. 

moniliformis  e S. gardneriana sobre as cepas bacterianas. Foi adicionado 

1,25g do extrato etanólico a 50 mL de água destilada, obtendo-se uma solução 

de concentração de 25 mg/mL. A metodologia empregada foi a Microdiluição 

em Placa, baseando-se no protocolo M7-A7 do CLSI (CLSI, 2006), que 

consistiu na distribuição de 200 µL de caldo Muller-Hinton (MH) em placas de 

microtitulação. Em seguida foram adicionados 200 µL da solução estoque do 

extrato no primeiro poço, com posterior homogeneização, seguido de diluições 

seriadas, a fim de se obter as oito (08) concentrações finais: (1): 12.500 µg/mL; 

(2): 6.250 µg/mL; (3): 3.125 µg/mL; (4): 1.562,5 µg/mL;  (5): 781,3 µg/mL; (6): 

390,6 µg/mL; (7): 195,3 µg/mL e (8): 97,6 µg/mL. Na preparação do inóculo, 

colônias desenvolvidas em Ágar MH, foram utilizadas para obtenção de uma 

suspensão bacteriana com turvação equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mac 

Farland, resultando em uma  suspensão contendo aproximadamente 1 a 2 x 

108 células/mL. Esta solução foi então diluída  (1:10) para obter o inóculo com 
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concentração de 107 células/mL. Quando cada poço da microplaca recebeu o 

inóculo, a concentração final ficou entre 5 x 105 e 7,5 x 105 células/mL (NCCLS, 

2003).   Desta suspensão, 10 µL foram inoculados nos poços das microplacas 

contendo a diluição do extrato etanólico. O material foi incubado a 37°C por 

24h, em condições de aerobiose. De todos os poços, foi retirada uma alíquota 

de 10 µl, semeando-a na superfície de ágar MH e incubando por 24 h a 37 ºC.  

A CBM é a menor concentração de um agente antimicrobiano que é capaz de 

causar danos irreversíveis à célula microbiana, impedindo o crescimento do 

micro-organismo (MAHBOUBI et al., 2012). Assim, a concentração bactericida 

mínima (CBM) foi definida como sendo a menor concentração do extrato 

etanólico em estudo capaz de causar a morte do inóculo. Como controle 

positivo, foram utilizados poços contendo apenas bactérias e meio de cultura e 

como controle negativo poços contendo apenas meio de cultura. A coloração 

dos extratos dificulta a visualização da turvação na microplaca, por isto não foi 

realizada a concentração inibitória mínima (CIM), sendo considerados apenas 

os resultados da concentração bactericida mínima (CBM). 

 

4. 7 Quantificação de Biofilme para Salmonella spp. 

 

Cada isolado de Salmonella foi incubado overnight em TSB. Em seguida, 

do TSB diluído 1:10 foi retirado 200 µl, adicionado em microplacas e incubados 

a 30°C durante 48h. Como controle negativo foram utilizados poços contendo 

apenas meio de cultura e como controle positivo a ATCC 14023. A 

determinação da formação do biofilme em placas de microdiluição foi realizada 

utilizando a coloração cristal violeta conforme descrito por Patel e Sharma 

(2010). Após 48h de incubação em microplaca, 200 ul da cultura foi 

completamente removido por aspiração, e o poço foi lavado cinco vezes com 

água destilada estéril. As placas foram deixadas secar em temperatura 

ambiente durante 45 minutos, em seguida os poços foram corados com 200 ul  

com solução de cristal violeta (0,41% de corante w/v) à temperatura ambiente 

durante 45 min.  A solução de cristal violeta foi completamente removida por 

aspiração e os poços foram lavados cinco vezes com água destilada estéril. 

Depois de permitir que os poços fossem secos durante 45 min, 200 ul de etanol 
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a 95% foi adicionado a cada poço, para dissolver o corante cristal violeta. A 

formação do biofilme no poço foi medida usando a densidade óptica (D.O.) de 

600 nm (D.O. 600) utilizando um leitor de microplacas modelo EXPERT PLUS-

UV.  Com base na D.O. produzida pelos biofilmes, as estirpes bacterianas 

foram classificadas nas seguintes categorias: não produtora de biofilme, fraca, 

moderada ou forte produtoras de biofilme, como previamente descrito por 

(STEPANOVIC et al., 2000). A densidade óptica de corte (D.O.c) foi definida 

como três desvios padrão acima da média D.O. do controle negativo. As cepas 

foram classificadas da seguinte forma: D.O. ≤ D.O.c = não produtora de 

biofilme (NPB), D.O.c < D.O. ≤ (2 x D.O.c) = fraca produtora de biofilme (FPB),  

(2 x D.O.c) < D. O. ≤ (4 x D.O.c) = moderada produtora de biofilme (MPB) e (4 

x D.O.c) < D. O. = forte produtora de biofilme (FoPB).  Todos os testes foram 

realizados em triplicata e os resultados foram calculados.  

 

 4.8 Interação do Extrato com o Biofilme Consolidado  

 A formação de biofilme em microplacas foi obtida a partir da incubação 

de 100 µl da suspensão bacteriana dos isolados de Salmonella que foram 

classificados com MPB (moderada produtora de biofilme) e/ou FoPB (forte 

produtora de biofilme) por 48 h a 30 oC. Em seguida, os poços foram lavados 

três vezes com água destilada, para a remoção de células planctônicas, e 

então acrescidos de 100 µl do extrato (0,5 CBM), que apresentou a melhor 

ação bactericida no experimento, como descrito por Nostro et al., 2007, com 

algumas modificações. A densidade ótica (DO) foi determinada imediatamente 

após a adição do extrato (0 h) e (24 h) depois. 

 4.8.1 Interação do Extrato com o Biofilme em Formação  

 De acordo com os resultados obtidos da CBM, a concentração de 0,5 

CBM foi utilizada sobre o biofilme em formação. Este ensaio foi realizado em 

microplacas. Os inóculos bacterianos classificados com MPB (moderada 

produtora de biofilme) e/ou  FoPB (forte produtora de biofilme) foram cultivados 

em 10 ml de TSB diluído  por 48 h a 30oC, sendo 100 µl acrescidos nos poços 

da placa, que previamente havia sido adicionada  de 100 µl do extrato vegetal e 
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100 µl de meio de cultura nos controles. Após 48 h de incubação a 30oC, as 

placas foram submetidas à coloração com cristal violeta, acima descrita. Para a 

interpretação dos resultados as cepas foram classificadas da seguinte forma: 

D.O. ≤ D.O.c = não produtora de biofilme, D.O.c < D.O. ≤ (2 x D.O.c) = fraca 

produtora de biofilme,  (2 x D.O.c) < D. O. ≤ (4 x D.O.c) = moderada produtora 

de biofilme e (4 x D.O.c) < D. O. = forte produtora de biofilme. Todos os testes 

foram realizados em triplicata e a os resultados foram calculados 

(STEPANOVIC et al., 2000).   

 

4. 9 Análise Estatística  

 

Os dados referentes ao Bioensaio da atividade antimicrobiana in vitro 

foram analisados adotando o modelo de regressão logística múltipla com 

interação, empregando-se SAS (versão 9.3) procedure  logistic e o método de 

seleção de variáveis “passo atrás” (backward).  Utilizou-se o teste qui-quadrado 

de Wald para verificar a significância dos parâmetros do modelo utilizado. Os 

60 isolados de Salmonella spp.; Fonte/Origem das Salmonellas (1- Ovino, 2- 

Caprino e 3- ATCC); Extratos com atividade (1- M. tenuiflora, 2- P. 

moniliformes, 3- A. cearenses), as concentrações e a interação destes foram 

utilizados como parâmetros. 

A análise de variância dos isolados quanto a produção de biofilme foi 

realizada através do procedure npar1way, opção anova do SAS. Para o 

biofilme consolidado foi realizada a análise de variância de classificação 

hierárquica, empregando-se o procedure glm do SAS.  
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5 RESULTADOS   

5.1 Bioensaio da Atividade Antibacteriana in vitro  

Os extratos de M. tenuiflora (Jurema-preta) e P. moniliformes  (Angico-de-

bezerro) em estudo apresentaram atividade antimicrobiana em 100%  (n=60/60) 

dos isolados testados. Já o extrato de A. cearensis (Amburana) apresentou a 

menor atividade antimicrobiana 6,6% (4/60)  entre os extratos que tiveram 

atividade, sendo que desses isolados sensíveis três eram provenientes de 

caprinos e um de ovino. Os extratos de N. variegata (Caroá), H. martiana 

(Jatobá), S. gardneriana (Pereiro-de-tinta) independente da concentração 

testada, não apresentaram atividade antimicrobiana sobre os isolados de 

Salmonella  spp. utilizados no presente estudo.    
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Figura 7 – Frequência de ação antimicrobiana de acordo com o extrato e 

concentrações utilizadas, (1): 12.500 µg/mL; (2): 6.250 µg/mL; (3): 3.125 µg/mL; (4): 

1.562,5 µg/mL;  (5): 781,3 µg/mL; (6): 390,6 µg/mL; (7): 195,3 µg/mL e  (8): 97,6 

µg/mL e os extratos: 1 - M. tenuiflora (Jurema-preta), 2- P. moniliformes (Angico-de-

bezerro) e 3- A. cearenses (Amburana). 
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5.1.2 Bioensaio da Atividade Antibacteriana in vitro - Modelo de 

Regressão Logística Múltipla (Backward)  

Na Tabela 1, observa-se a significância dos coeficientes (p < 0,05), após 

aplicação do modelo de regressão logística múltipla (backward), com efeitos 

individuais e efeitos de interação das variáveis. 

 

Tabela 1-  Análises das Estimativas de Máxima Verossimilhança 

Parâmetros gl Estimativa 
dos 

Coeficientes 

Erro 
padrão 

Qui-
quadrado 
de Wald 

Prob > Qui-
quadrado 

Constante/Intercepto 1 -0,1770 1,0470 0,0286 0,8658 

Isolado(X1) 1 -0,1007 0,0252 15,9753 < 0,0001 

Fonte(X2) 1 1,5926 0,7617 4,3717 0,0365 

Extratos(X3) 1 -4,7115 0,8164 33,3016 <0,0001 

Concentração(X4) 1 0,00535 0,000628 72,7825 <0,0001 

Isolado x 
Concentração(X1*X4) 

1 0,000114 0,000017 42,3951 <0.0001 

Fonte x 
Concentração(X2*X4) 

1 -0,00147 0,000446 10,8189 0,0010 

Extratos x 
Concentração(X3*X4) 

1 -0,00148 0,000226 42,8549 <0,0001 

gl: grau de liberdade 

 

A significância individual dos coeficientes de regressão foi testada empregando 

a estatística de qui-quadrado de Wald (Tabela 1). De acordo com a Tabela 1 foram 

significativos os parâmetros: isolado, fonte, extratos, concentração e as interações: 

isolado x concentração, fonte x concentração e extratos x concentração (p < 0,05). O 

teste para a constante (p > 0,05) sugere que um modelo alternativo sem o intercepto 

pode ser aplicado aos dados.  
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5.1.2.1 Análise da Significância Individual 

 

Em relação aos isolados de Salmonella spp. e fonte/origem das salmonelas, 

houve resposta diferenciada para cada um destes, influenciando na atividade 

antimicrobiana. Assim como houve resposta diferenciada para cada um dos extratos 

e as concentrações em estudo, influenciando diretamente a atividade 

antimicrobiana. 

 

5.1.2.2 Análise da Significância Interação 

 

A interação das variáveis: isolado x concentração, fonte x concentração, 

extrato x concentração,  influenciaram conjuntamente na resposta diferenciada 

da atividade antimicrobiana.  

 

5.1.3 Bioensaio da Atividade Antibacteriana in vitro - Método de regressão 

logística múltipla de efeitos individuais e  interação entre as variáveis 

Quando consideramos apenas o modelo logístico com efeitos individuais 

e de interação entre as variáveis: extrato e concentração, observou-se a 

significância dos coeficentes (p < 0,001), após aplicação do método de 

regressão múltipla, conforme representado na Tabela 2. 

 

Tabela 2 - Análises das Estimativas de Máxima Verossimilhança para 

regressão logística múltipla de efeitos individuais e  interação entre as variáveis 

Parâmetros gl Estimativa 
dos 

Coeficientes 

Erro 
padrão 

Qui-
quadrado 
de Wald 

Prob > Qui-
quadrado 

Constante/Intercepto 1 -0,8463 0,7193 1,3844 0,2394 

Extratos (X3) 1 -2,8776 0,6291 20,9264 <0,0001 

Concentração (X4) 1 0,00390 0,000423 85,0173 <0,0001 

Extratos x 
Concentração (X3*X4) 

1 -0,00087 0,000205 18,2051 <0,0001 

gl: grau de liberdade 
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5.1.3.1 Análise Gráfica das Interações 

 

A figura 8 representa as curvas de probabilidades de ação para os 

extratos vegetais 1, 2 e 3, em função das  concentrações, quando considera-se 

o modelo logístico com efeitos individuais e de interação entre as variáveis, 

extrato e concentração. Observou-se que o extrato 1 (M. tenuiflora), tem maior 

probabilidade estimada de ação em concentrações menores, seguidos dos 

extratos 2 (P. moniliformes) e 3 (A. cearenses), o que sugere melhor ação 

antimicrobiana do extrato de M. tenuiflora em relação aos demais. O extrato 1 

(M. tenuiflora) atinge a sua probabilidade estimada máxima de ação à partir da 

concentração 3.125 µg/mL,  o extrato 2 (P. moniliformes) à partir de 6.250 

µg/mL e o extrato 3 (A. cearenses) à partir de 12.500 µg/mL.   

 

 

Figura 8 –  Probabilidade de ação antimicrobiana dos extratos 1- M. tenuiflora 

(Jurema-preta), 2- P. moniliformes (Angico-de-bezerro) , 3- A. cearenses 

(Amburana), em função das concentrações testadas.  

 

A figura  9 representa as curvas de probabilidades de ação para as fontes 

1, 2 e 3, em função das concentrações. Foi possível verificar que a 

probabilidade estimada de ação são aproximadamente iguais para as três 

fontes estudadas.   
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Figura 9 –  Probabilidade de ação antimicrobiana em função das concentrações 

testadas no estudo de acordo com a fonte/origem dos isolados. (1): Ovino, (2): 

Caprino e (3) Bactéria de referência – ATCC. 

 

5.2 Quantificação de Biofilme para Salmonella spp. 

 

Os resultados da quantificação do biofilme para Salmonella spp. nas 

superfícies plásticas das microplacas revelaram que todos os isolados testados 

produziram biofilme no meio TSB diluído (1/10-TSB).  As bactérias 

classificadas em NPB apresentaram D.O ≤ 0,055;  FPB  0,55 < D.O ≤ 0,11;    

MPB  0,11< D.O ≤ 0,22;   FoPB > 0,22.  Na Tabela 3, observa-se a 

classificação dos isolados para a produção de biofilme. 

 

Tabela 3 -  Número de  isolados de Salmonella spp. e suas classificações de 
acordo com a produção de biofilme. 

Classificação No de Isolados Percentual (%) 

Fraca Produção de Biofilme (FPB) 50 81,97 

Moderada Produção de Biofilme (MPB) 11 18,03 

Forte Produção de Biofilme (FoPB) - - 

Não Produtor de Biofilme (NPB) - - 

Total 61 100,00 



47 

 

Os 60 isolados de Salmonella e a ATCC foram classificadas em dois 

grupos: Fraca Produção de Biofilme (FPB) e Moderada Produção de Biofilme 

(MPB).  De acordo com a fonte /origem,  50 isolados foram classificados com 

FPB, 28 de origem caprina, 21 ovina e 01 ATCC. Os 11 isolados classificados 

com MPB, 09 eram de origem ovina e 02 caprina. A análise de variância, na 

Tabela 4, demonstra diferença significativa entre bactérias, Prob > F (< 

0,0001), concluindo que as bactérias diferem quanto  à produção de Biofilme 

(Fraca Produção de Biofilme  e  Moderada Produção de Biofilme), mas não 

houve diferença entre as repetições. 

 

Tabela 4 - Análise de variância dos isolados quanto à produção de biofilme. 

Fonte de Variação gl Soma de 
Quadrados 

Quadrado 
Médio 

Valor de F Prob > F 

Entre Bactérias 60 0,109335 0,001822 12,3421 < 0,0001 

Dentro de Bactérias 
(Repetições) 

122 0,018013 0,000148   

gl: grau de liberdade 

 

 5.2.1 Interação do Extrato com o Biofilme em Formação  

 

Os extratos de Mimosa tenuiflora (Jurema-preta)  e Pityrocarpa moniliformis 

(Angico-de-bezerro)   apresentaram ação sobre o Biofilme em Formação nos 11 

isolados de Salmonella com Moderada Produção de Biofilme, diminuindo a 

medida da densidade óptica, sendo estes isolados reclassificados em fraco e 

não produtores de biofilme.  

 A figura 10,  representa a comparação dos extratos de 1-Mimosa 

tenuiflora e 2- Pityrocarpa moniliformis, em que se observou que o extrato 1 

apresentou maior número de isolados reclassificados como Não Produtores de 

Biofilme, possuindo uma melhor ação anti-biofilme em relação ao extrato 2. O 

presente estudo demonstrou a capacidade dos extratos de Mimosa tenuiflora 

(Jurema-preta)  e Pityrocarpa moniliformis (Angico-de-bezerro)  em interagir com o 

biofilme, diminuindo assim sua formação.  
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Figura 10 –  Reclassificação dos isolados após tratamento com os extratos (1- M. 

tenuiflora, 2- P. moniliformes) sobre o Biofilme em Formação.  (FPB) Fraca Produção 

de Biofilme e  (NPB) Não Produtora de Biofilme.  

 

 5.2.2 Interação do Extrato com o Biofilme Consolidado  

 

Os extratos de Mimosa tenuiflora (Jurema-preta)  e Pityrocarpa moniliformis 

(Angico-de-bezerro) não tiveram ação sobre o biofilme consolidado, pois não 

houve diferença significativa entre as densidades ópticas no tempo dentro de 

extratos, quando foi empregado o modelo de análise de variância de 

classificação hierárquica, conforme resultados  que podem ser observados na 

Tabela 5. 

 
 
Tabela 5 - Análise de variância de classificação hierárquica (biofilme 
consolidado). 

Fonte de Variação gl Soma de 
Quadrados 

Quadrado 
Médio 

Valor de F Prob > F 

Extrato 1 1,41462368 1,41462368 109,55 < 0,0001 

Tempo 1 0,00664541 0,00664541 0,51 0,4746 

Tempo (Extrato) 1 0,02399841 0,02399841 1,86 0,1754 

gl: grau de liberdade 
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6 DISCUSSÃO 

6.1 Bioensaio da Atividade Antibacteriana in vitro 

Vários estudos têm demonstrado que as plantas da Caatinga são uma 

rica fonte de compostos de notável atividade antimicrobiana (DA SILVA et al., 

2012;. SILVA et al., 2012).  Assim, como os extratos das plantas Mimosa 

tenuiflora (Jurema-preta)  e Pityrocarpa moniliformis (Angico-de-bezerro)  e A. 

cearensis (Amburana) que apresentaram atividade antimicrobiana sobre os 

isolados de Salmonella spp. provenientes de caprinos e ovinos do Vale do São 

Francisco.  

O extrato etanólico da jurema-preta (M. tenuiflora) apresentou a melhor 

atividade antimicrobiana quando avaliada no presente estudo. Trabalhos 

realizados por grupos de pesquisa mexicanos sugerem que muitas das 

atividades biológicas de M. tenuiflora se devem pela existência de compostos 

como os esteróides, terpenóides, alcalóides, flavonóides, taninos e outros 

compostos fenólicos (RIVERA-ARCE et al., 2007). Estes dados são 

promissores e incentivam novas pesquisas sobre os aspectos fitoquímicos, 

toxicológicos e farmacológicos de M. tenuiflora, com o objetivo de padronizar a 

sua utilização racional na terapia antimicrobiana de infecções por Salmonella 

spp. 

Estudos fitoquímicos da plantas de Mimosa tenuiflora (Jurema-preta) tem 

atraído bastante interesse, principalmente devido à presença de seus 

alcalóides e taninos (RIVERA-ARCE et al., 2007).  Segundo Meckes-Lozoya et 

al. 1990; os taninos são, provavelmente, os principais compostos  responsáveis 

pela maior parte da atividade antimicrobiana. Padilha, (2006); verificou a 

atividade antimicrobiana in vitro do extrato hidroalcoólico de Mimosa tenuiflora 

(Jurema-preta) o qual apresentou potencial atividade sobre linhagens 

hospitalares de Staphylococcus aureus. Entretanto, o extrato de Mimosa 

tenuiflora a 10% apresentou atividade bactericida significativa sobre as 

linhagens estudadas por ele.  

Figueiredo et al., (2013), indicaram que os extratos etanólicos de 

Amburana cearensis e  Anadenanthera macrocarpa contra Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus de referência e multirresistentes são uma fonte 
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alternativa natural com ação antibacteriana. Esta ação é justificada devido à 

presença de várias substâncias antibacterianas, que podem ser responsáveis 

pelos efeitos modulatórios  que foram observados, indicando a possibilidade de 

utilização de produtos combinados com aminoglicosídeos para aumentar o 

potencial antimicrobiano das drogas contra micro-organismos multirresistentes. 

 Da Silva et al.,  em 2013,  avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato 

das folhas e as frações de P. moniliformis contra os seguintes micro-

organismos: Staphylococcus aureus (UFPEDA02), Micrococcus luteus 

(UFPEDA100), Escherichia coli (UFPEDA 224), Klebsiella pneumaniae 

(UFPEDA 396), Salmonella enteritidis (UFPEDA 414), Pseudomonas 

aeruginosa (UFPEDA416) e algumas estirpes de S. aureus (UFPEDA 660, 

UFPEDA 663, UFPEDA 676, UFPEDA 687, UFPEDA 712, UFPEDA 733) e 

observaram que o extrato hidroalcóolico bruto inibiu apenas bactérias Gram-

positivas. Outras frações deste extrato apresentaram atividade contra todos os 

microrganismos testados, com exceção de E. coli. Para Salmonella enteretidis 

as concentrações inibitórias foram de 12,5 mg/ml (acetato de etilo, ciclo-hexano 

e as frações de n-butanol) e 25 mg/ml (fração aquosa). Em outro estudo 

realizado por como SÁ et al., (2011), foi avaliado o extrato de A. cearensis, 

observaram atividade antimicrobiana sobre E. coli (166.7µg/mL), Salmonella 

spp. (145.8µg/mL) e S. aureus (145.8µg/mL). 

Na literatura não foram encontrados relatos, sobre a utilização da Simira 

gardneriana, na medicina popular, nem trabalhos que avaliem a possível 

atividade antimicrobiana do extrato desta espécie. No entanto, no presente 

trabalho os extratos de S. gardneriana, N. variegata, H. martiana, não 

apresentaram atividade antimicrobiana sobre os isolados de Salmonella spp. 

pesquisados. Segundo VLIETINCK et al., (1995), RABE et al., (1997), LIN et al. 

(1999) e KELMANSON et al., (2000), muitas plantas com atividade 

antimicrobiana que já foram estudadas são ativas apenas contra cepas de 

bactérias Gram-positivas. URZUA et al., (1998) sugeriram que a membrana 

externa das bactérias Gram-negativas poderia agir como uma barreira contra 

as substâncias ativas presentes nos extratos de plantas. No entanto, vários 

autores encontraram extratos vegetais com atividade tanto para bactérias 

Gram-positivas como para as negativas (KHAN et al., 2009; KUETE et al., 
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2010; AZIZ et al., 2011; STEFANOVIC e COMIC, 2012). O que foi verificado 

por Oliveira-Júnior et al., (2012), os quais demostraram que o extrato etanólico  

de N. variegata apresentou atividade antibacteriana sobre a maior parte dos 

micro-organismos testados, especialmente para as cepas Gram-positivas: 

Bacillus cereus, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus, como 

também,  atividade antimicrobiana sobre estirpes Gram-negativas: Salmonela 

choleraesuis, Escherichia coli, Serratia marcescens, Shigella flexneri  e 

principalmente, Klebsiella pneumoniae, sendo os flavonóides presentes nos 

extratos os possíveis responsáveis pela atividade antibacteriana apresentada 

na pesquisa (OLIVEIRA-JÚNIOR et al., 2012).  

Diferentemente do observado em nosso estudo, Almeida et al., 2012, 

demonstraram que o extrato etanólico  de N. variegata apresentou atividade 

bactericida sobre Salmonela enterica (ATCC 10708) com CBM de 3.120 µg/mL, 

como também para outros micro-organismos, Escherichia coli (ATCC 25922), 

Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Serratia marcescens (ATCC 13880), 

Shigella flexneri (ATCC 12022) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923), sendo 

sugerido que os flavonóides presentes nos extratos podem ser responsáveis 

pela atividade antibacteriana apresentada. Os diferentes padrões de resistência 

observados em outros trabalhos pelas cepas dos micro-organismos, podem 

estar relacionadas com a origem das cepas e características inerentes ao 

gênero em estudo, assim como a composição química de algumas 

preparações vegetais influenciadas pela técnica da colheita, partes escolhidas, 

crescimento no ambiente, ciclo vegetativo, condições do solo e a sazonalidade. 

Estas diferenças nas técnicas empregadas para investigação da ação dos 

compostos,  podem dificultar a comparação entre os estudos já realizados 

(SIVROUPOULOU et al., 1995; OSTROSKY et al., 2008; BOUADBELLI et al., 

2012). 

As concentrações de 500 µg/mL e 250 µg/mL de acordo com critérios 

sugeridos por Holetz et al., (2002) seriam de moderada atividade 

antimicrobiana. Fabry et al., (1998) e Sartoratto et al., (2004), consideram  

critérios menos rigorosos, sendo que os extratos nas concentrações estudadas 

em nosso trabalho teriam uma forte atividade antimicrobiana. Evidencia-se, 

dessa maneira, a necessidade de estudos mais avançados, visando padronizar 
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a concentração aceitável da atividade antimicrobiana de extratos vegetais com 

potencial de aproveitamento para fitoterápicos ou para pesquisa de novas 

drogas antimicrobianas. Já que utilizamos concentrações finais máximas de 

12.500 µg/mL e  mínimas de  97,6 µg/mL. 

 
 
6.2 Quantificação de Biofilme para Salmonella spp. e Interação do Extrato 

com o Biofilme em Formação e Consolidado 

 
Todos os isolados de Salmonella spp. avaliados em nosso estudo 

produziram Biofilme, sendo classificados em dois grupos: Fraca Produção de 

Biofilme (FPB) 81,97% e Moderada Produção de Biofilme (MPB) 18,03%.  Esta 

formação de biofilmes e à adesão bacteriana não dependem apenas da 

fisiologia do micro-organismo, da expressão de fatores de virulência,  do estado 

fisiológico das células bacterianas no momento da análise, mas também da 

natureza do substrato, como as características físico-químicas, a área  e o 

material da superfície (FLACH et al., (2005); MACEDO, 2006; MEDONLINE, 

(2008).  

Dentre os outros fatores que influenciam a formação de biofilme, a 

composição do meio de cultura  também é bastante importante (DEWANTI e 

WONG, 1995; HOOD e ZOTTOLA, 1997; GERSTEL e ROMLING 2001; 

STEPANOVIC et al. 2003), mas ainda pouco compreendida (DONLAN, 2002).  

Hood e Zottola (1997),  avaliaram a formação de biofilme bacteriano para cinco 

diferentes  espécies e verificaram que para cada microrganismo testado o meio 

de cultura induziu diferentes  produções de biofilme. Segundo Stepanovic et al. 

2004, o  meio TSB Diluído (1/10-TSB) utilizado no nosso trabalho também  foi o 

meio mais eficaz na produção de biofilme  testado em  cepas de Salmonella 

spp. Este meio de cultura possui poucos nutrientes, o que pode gerar um 

ambiente hostil para a sobrevivência destas bactérias, estimulando a produção 

de biofilme por elas. Geralmente, Salmonella  typhimurium  produz mais 

biofilme em meios com limitada quantidade de nutrientes, diferentemente da L. 

monocytogenes que intensifica sua produção em meios mais ricos (HOOD e 

ZOTTOLA (1997). Stepanovic, et al., (2004), verificaram que 

independentemente da composição do meio de cultura, a produção de Biofilme 
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pelas  cepas de Salmonella spp. e L. monocytogenes foram classificadas 

apenas como moderadas ou fracas produtoras de biofilme, assim como os 

resultados obtidos neste estudo. 

Os extratos de Mimosa tenuiflora (Jurema-preta)  e Pityrocarpa moniliformis 

(Angico-de-bezerro)  tiveram ação sobre o biofilme em formação. A atividade 

anti-biofilme de óleos essenciais e do carvacrol sobre o biofilme de Salmonella 

Typhimurim foi demonstrado por Soni et al. (2013), sendo esta capacidade 

dependente da concentração do agente antimicrobiano utilizado. Entretanto os 

extratos testados não apresentaram ação sobre o biofilme consolidado, o que 

pode ser justificado pela forte adesão gerada pelas bactérias à superfície, 

dificultando a remoção de biofilmes já constituídos (MEDONLINE, 2008).  

A composição destas comunidades em biofilme oferece mais proteção 

aos micro-organismos com estilo de vida séssil, que resistem  mais aos 

agentes empregados nos procedimentos de higienização, podendo ser até mil 

vezes mais resistentes que as células planctônicas (DRENKARD, 2003).  A 

rede de EPS seria uma das grandes responsáveis por conferir esta proteção, 

agindo como barreira física, impedindo que os agentes sanitizantes cheguem a 

seus sítios de ação, como à membrana externa em  bactérias Gram-negativas, 

por exemplo. O EPS é também capaz de adsorver cátions, metais e toxinas e 

conferir proteção contra radiações UV, alterações de pH, choques osmóticos e 

dessecação. Conhecer as condições que propiciam a sua formação e as suas 

fragilidades é fundamental para que estratégias de controle, mais econômicas 

e eficazes, sejam direcionadas para a eliminação da introdução destes micro-

organismos na cadeia alimentar (HERRERA et al., 2007). 
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7 CONCLUSÕES 
 
 

Os extratos de Amburana cearenses (Amburana) e principalmente 

Mimosa tenuiflora (Jurema-preta)  e Pityrocarpa moniliformis (Angico-de-bezerro)  

apresentaram atividade antimicrobiana sobre os isolados de Salmonella spp. 

obtidos de caprinos e ovinos do Vale do São Francisco, podendo ser uma 

alternativa terapêutica.  

Os extratos de M. tenuiflora, P. moniliformes  podem ter importantes 

aplicações para  implementação de estratégias como agentes de suporte  aos 

antimicrobianos e ação anti-biofilme em formação, sendo alternativas 

promissoras para combater micro-organismos patogênicos,  particularmente 

Salmonella spp.  

São necessários outros estudos para a verificação do isolamento,  

identificação, toxicidade de compostos ativos responsáveis pela atividade 

antimicrobiana das plantas e  aprimorar a técnica de verificação da produção 

de biofilme por Salmonella spp. A compreensão do mecanismo de sinergismo é 

fundamental, para o uso com sucesso, das plantas medicinais no tratamento de 

infecções causadas por bactérias. 
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