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Resumo 
 
 
 

MATOS, Adriane Dalla Costa. Fitoterapico e sua ação antibacteriana: uma 
alternativa para o tratamento de diarreia neonatal bovina. 2020. 33f. Dissertação 
(Mestrado em Ciências) - Programa de Pós-Graduação em Veterinária, Faculdade 
de Veterinária, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020. 
 

 
A grande incidência de diarreia neonatal e a falta de diagnóstico dificulta o tratamento 
efetivo desta enfermidade, aumentando assim os microrganismos que apresentam 
resistência as moléculas utilizadas na rotina clínica das propriedades. A fitoterapia 
vem mostrando-se uma alternativa eficaz e sustentável ao uso de moléculas químicas 
nas diferentes áreas da medicina humana e animal. A utilização de preparados de 
folhas e frutos no combate de doenças supre não somente as questões de 
sustentabilidade e produção orgânica, mas também a demanda de novas moléculas 
para o combate de microorganismos resistentes aos medicamentos disponíveis no 
mercado. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos in vitro de 
dois extratos obtidos da casca do fruto da Planta A frente a cepas de Escherichia coli 
e Salmonella sp. Isoladas em laboratório provenientes das fezes de bezerras 
acometidas por diarreia neonatal. Foram utilizados extratos hidroalcólico 70% e 
aquoso 1% extraídos a partir da casca do fruto. A concentração bactericida mínima 
(CBM) dos extratos foram determinadas atráves da verificação de crescimento ou não 
de microorganismos. Ambos extratos se mostraram eficientes frente as cepas de 
Salmonella sp., ambos não demostraram eficiência frente as diferentes cepas de E. 
coli em nenhuma das concentrações testadas. Sendo assim, o estudo inicial demostra 
potencial antimicrobiano dos extratos podendo futuramente ser uma alternativa as 
moléculas químicas utilizadas na rotina clínica. 
 
 

Palavras-chave: Bezerros. Bovinocultura. Pecuária de leite. Antibioticoterapia. 

 
  



 
 

 

 

 
Abstract 

 
 
 

MATOS, Adriane Dalla Costa. Diarrhea in calves in Southern Brazil. 2020. 33f. 
Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de Pós-Graduação em 
Veterinária, Faculdade de Veterinária, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 
2020.  
 
 
The high incidence of neonatal diarrhea and the lack of diagnosis hinder the effective 
treatment of this disease, thus increasing the microorganisms that show resistance to 
the molecules used in the clinical routine of the properties. Phytotherapy has been 
shown to be an effective and sustainable alternative to the use of chemical molecules 
in different areas of human and animal medicine. The use of leaf and fruit preparations 
to fight diseases not only addresses the issues of sustainability and organic production, 
but also the demand for new molecules to fight microorganisms resistant to the drugs 
available on the market. Therefore, the objective of the present study was to evaluate 
the in vitro effects of two extracts obtained from the peel of the fruit of Plant A against 
strains of Escherichia coli and Salmonella sp. isolated in the laboratory from the feces 
of calves affected by neonatal diarrhea. Hydroalcoholic extracts 70% and aqueous 1% 
extracted from the fruit peel were used. The minimum bactericidal concentration (CBM) 
of the extracts was determined by checking the growth or not of microorganisms. Both 
extracts proved to be efficient against the strains of Salmonella sp., both did not show 
efficiency against the different strains of E. coli in any of the tested concentrations. 
Thus, the initial study demonstrates the antimicrobial potential of the extracts and may 
in the future be an alternative to the chemical molecules used in the clinical routine.  
 
 
Keywords: Calves. Cattle farming. Dairy farming. Antibiotic therapy. 
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1 Introdução  

 

Ao nascerem os neonatos bovinos necessitam da transmissão da imunidade 

passiva através do colostro materno, pois, pelo tipo de placentação epiteliocoreal não 

ocorre a transferência de imunoglobulinas durante a gestação. (HULBERT; MOISÁ, 

2016), entretanto, os índices de falhas nessa transferência de anticorpos ainda são 

altos nas propriedades leiteiras, elevando a mortalidade neonatal e 

consequentemente os prejuízos na produção. (WEAVER et al., 2000; USDA, 2007) 

O ambiente, exerce uma grande influência sobre a incidência de enfermidades 

neonatais (SVENSSON; LIBERG, 2006), pois determina o grau de exposição dos 

neonatos a microrganismos patogênicos e a fatores climáticos, que predispõem os 

animais a desenvolverem enfermidades. 

Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (UNITED 

STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE- USDA, 2011) aproximadamente 92% 

das causas de mortalidade dos bezerros são devido a doenças e fatores climáticos, 

sendo essa taxa de mortalidade de 7,6% do total do rebanho durante o aleitamento. 

No Brasil, esse índice de mortalidade deve ser maior devido a menor adoção de 

tecnologia pela grande parte dos produtores, com índice de mortalidade de até 5% 

entre o nascimento até o terceiro mês de idade é considerado aceitável  (ROY, 1990). 

Outro estudo relata que a morte de bezerros durante o aleitamento chega aos 8,4% e 

que 52% destes óbitos se devem a diarreia causada por dois principais motivos, a 

falta de higinização do ambiente e utensílios e a ingestão inadequada de colostro. 

Com isso, a diarreia e suas consequências como acidose e desidratação, são 

responsáveis pela principal causa de mortalidade de bezerros antes do 

desaleitamento (LEAL et al., 2008; NAYLOR; ZELLO; ABEYSEKARA, 2006). 

Estima-se que, mundialmente, as perdas relacionadas a diarreia neonatal estão 

entre 20% e 52%, e tenham custo aproximado de US$ 33,50 bezerro/ano, elevando 

os custos da produção e resultando em prejuízos econômicos (SANTOS et al., 2015). 

Os prejuízos estão ligados a perda de animais por óbito, gastos com tratamento, perda 

de peso, comprometimento do futuro desempenho dos animais, acarretando em
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bezerras com a capacidade reprodutiva reduzida (AGHAKESHMIRI; AZIZZADEH, 

2017). 

A campo é difícil obter um diagnóstico preciso do agente etiológico que está 

desencadeando o quadro clínico. Além disso, na maior parte dos casos mais de um 

microrganismo está desencadeando o quadro simultaneamente (LACERDA, 2014). 

Segundo SOARES 2013, a diarreia de origem infecciosa ocorre pela ação de 

microrganismos oportunistas encontrados no meio ambiente, com estes provocando 

a enterite quando os animais apresentam quedas na imunidade. 

 Os principais microrganismos envolvidos na etologia da diarreia são as 

bactérias (Escherichia coli, Salmonella spp., Clostridium perfringens, Campylobacter), 

vírus (coronavírus, rotavírus, torovírus, norovírus) e protozoários (Cryptosporidium sp. 

e Eimeria bovis, Eimeria zuernii) podendo ser agentes causadores da infecção, juntos 

ou isolados. (FAGAN; DWYER; QUINLAN, 1995; MILLEMANN, 2009). As infecções 

por Salmonella, principalmente pelos sorotipos Dublin e Typhimurium, são as causas 

mais importantes de diarreias em bezerros, um estudo revelou que, na Inglaterra, 12% 

dos surtos de diarreia neonatal em bezerros estavam relacionados aos sorotipos de 

Salmonella (SANTOS et al., 2002). Já no Brasil, os poucos estudos sobre o assunto 

revelam taxa de prevalência de bactérias do gênero Salmonella entre 3,43 e 10,6% 

em amostras de fezes de bezerros leiteiros com diarreia, com predomínio do sorotipo 

Dublin (LANGONI et al., 2004; PEREIRA et al., 2004). 

Além da Salmonella spp. outro microrganismo de grande importância na 

diarreia neonatal de bovinos é a Escherichia coli, uma enterobacteria gram-negativa 

e anaeróbica facultativa. A E. coli faz parte da microbiota residente do lúmen intestinal 

e não causa dano ao indivíduo, entretanto, cepas patogênicas podem causar 

enfermidades em variados vertebrados (STELLA, 2009). Os principais fatores de 

patogenicidade são: as fímbrias e exotoxinas, conforme o mecanismo patogênico as 

cepas de E. coli podem ser divididas em 3 grupos: enterotoxigênicas (ETEC), 

enteropatogênicas (EPEC) e enterro-hemorrágica  (COURA; LAGE; HEINEMANN, 

2014).  

A homeostase do animal é essencial para a sua sobrevivência, manter o 

balanço eletrolítico nos fluidos e nos tecidos de um organismo é fundamental para o 

equilíbrio homeostático em vários aspectos relacionados ao metabolismo de absorção 

(DAVIS, C. L. ; DRACKLEY, 1998). Independente da diarreia e da sua etiologia, a 

intensidade de desidratação pode chegar até 13% de perdas de líquidos do peso 
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corpóreo animal em 24 horas. Além da perda de água pode ocorrer déficit de íons do 

organismo, como o bicarbonato de sódio, cloreto e potássio através da defecação 

(RAVARY- PLUMIOEN, 2009).  

Levando em consideração as diversas causas primárias e secundárias da 

diarreia, é de fundamental importância que o correto diagnóstico seja realizado 

anterior ao tratamento, tendo em vista que a resistência dos microrganismos às 

moléculas antimicrobianas disponíveis no mercado vem se tornando cada dia maior, 

e uma preocupação não só na saúde animal, mas também na humana. O uso 

irracional de antibióticos fez com que bactérias previamente suscetíveis, se tornassem 

resistentes. São inúmeros os problemas acarretados devido a este quadro de 

resistência e a descoberta de novos compostos antimicrobianos é de importância para 

a saúde pública. 

A utilização de plantas medicinais para tratamento de enfermidades é 

conhecida desde as mais antigas civilizações. A herança cultural e o conhecimento 

empírico da comunidade em relação a utilização de plantas para tratamento de 

enfermidades são responsáveis pela aceitação da população ao uso de fitoterápicos 

na terapêutica humana e animal (OLIVEIRA; SIMÕES; SASSI, 2006). 

Nesse cenário, fatores econômicos e sociais vêm colaborando com o 

desenvolvimento de práticas de saúde, que envolvem o uso de plantas medicinais 

empregadas na medicina popular, em função das expectativas de cura e de prevenção 

de doenças (WERKMAN et al., 2008). 

A biodiversidade da flora brasileira instiga a busca por novos compostos 

isolados da vegetação em nosso país.  Fitoterápicos como ácido acetilsalicílico e a 

vincristina, vem sendo amplamente utilizados como anti-inflamatório e 

anticancerígeno (BRANDÃO et al., 2010). 

 A pesquisa de antibióticos em plantas medicinais é uma alternativa para 

descoberta de novos agentes capazes de sensibilizar bactérias multirresistentes. 

Entre os constituintes das plantas, os polifenóis têm recebido muita atenção, nos 

últimos anos, devido à sua diversidade funções biológicas. A atividade antimicrobiana 

dos polifenóis, taninos e flavonóides, está bem documentado (Ahmad e Beg, 2001; 

Machado et al., 2003; Naz et al., 2007; Shan et al., 2007). 

Os taninos são compostos fenólicos de alto peso molecular que estão 

presentes em diversas plantas, incluindo pericarpo de frutas, estas possuem 

características atividades antimicrobianas (Machado et al., 2003; Voravuthikunchai et 



15 
 

 

al., 2004).  Frutos, cascas e raízes de Planta A tem sido comumente usada em 

remédios fitoterápicos por curandeiros e na medicina tradicional para o tratamento de 

diarréia e disenteria (Ahmad e Beg, 2001; Braga et al., 2005; Voravuthikunchai et al., 

2005; Reddy et al., 2007). Atualmente, estudos científicos in vitro e in vivo com 

diferentes preparações de planta têm respaldado suas propriedades antimicrobianas 

e anti-inflamatórias (ISMAIL; SESTILI; AKHTAR, 2012). Estas atividades têm 

demonstrado o potencial terapêutico de seu fruto, de partes como a casca, folhas e 

sementes.    

Segundo (MENEZES; PINTO; CORDEIRO, 2008), a Planta A é utilizada como 

adstringente, hemostática, antidiabética, anti-helmíntica, antidiarréica, antisséptico e 

antiviral. A casca do fruto apresenta princípios ativos antimicrobianos efetivos contra 

microrganismos Gram positivos e leveduras (PEREIRA et al., 2006). O extrato 

metanólico da planta demonstrou potencial de inibição de bactérias como 

Staphylococcus aureus (PRASHANTH; ASHA; AMIT, 2001). 

O perfil químico dos extratos da casca demonstrou que entre os seus principais 

fitoconstituintes estão os flavonóides (apigenina e narigenina), antocianinas, taninos 

(ácido gálico e elágico), alcalóides, ácido ascórbico, ácidos graxos conjugados (ácido 

púnico) e o ácido ursólico (LANSKY; NEWMAN, 2007). Por ser rica em polifenóis 

também apresenta efeito antisséptico (NEGI; JAYAPRAKASHA; JENA, 2003). 

Segundo Haslam (1996) os compostos fenólicos agem inespecificamente sobre os 

microrganismos, rompendo a parede celular bacteriana, inibindo os sistemas 

enzimáticos e diminuindo os lipossacarídeos e as proteínas do biofilme dental. 

Baseado nas considerações apresentadas, a hipótese deste estudo é de que a 

utilização de extratos da casca de Planta A é capaz de inibir in vitro o crescimento de 

bactérias isoladas de animais que foram acometidos por diarreia. Portanto, o objetivo 

foi testar in vitro diferentes concentrações de duas extrações utilizando a casca do 

fruto para verificar atividade antimicrobiana frente a cepas de E. coli e Salmonella spp. 

 

 

  



 
 

 

 

 

2 Artigo  

 

 

 

 

Fitoterápico e sua ação antibacteriana: uma alternativa para o tratamento de diarreia 
neonatal bovina 

 

Matos D.C.A; Corrêa N.M ; Rabassa  R.V 
 
 

Submetido à revista Nactural Product Research 
 
 
 



17 
 

 

Fitoterápico e sua ação antibacteriana: uma alternativa para o tratamento 

de diarreia neonatal bovina 

 

 

 
RESUMO 

 

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos in vitro de dois extratos da casca da Planta A frente 

a cepas de Escherichia coli e Salmonella sp. isoladas de bezerras acometidas por diarreia 

neonatal. Para avaliação do efeito antibacteriano foram utilizadas duas cepas isoladas de 

bezerros e duas cepas ATCC de Escherichia Coli e Salmonella sp. Após passarem pelo teste de 

suscetibilidade a antimicrobianos, as cepas bacterianas foram semeadas em microplacas em 

meio de infusão cérebro-coração e adicionados os extratos nas concentrações de 10, 6, 4, 2.4, 

1.2 e 0.2%. As placas foram incubadas por 24h em estufa bacteriológica a 35°C e a 

concentração bactericida mínima dos extratos foi determinada por crescimento ou não de 

colônias bacterianas nas diferentes concentrações. Ambos extratos se mostraram eficientes 

frente as cepas de Salmonella e não eficientes quanto a Escherichia coli, demonstrando o efeito 

bactericida da planta e seu potencial uso frente a bactérias resistentes a antibióticos. 

 

 

 Palavras-chave: Bezerros; Pecuária leiteira; Bovinocultura.  
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INTRODUÇÃO 

 

Apesar da alta relevância desta doença e da constante busca por novas alternativas 

terapêuticas antimicrobianas (CONSTABLE; GRÜNBERG; CARSTENSEN, 2009), não se 

observam reflexos consistentes na redução da taxa de mortalidade de bezerros neonatos nos 

últimos anos.  

Atualmente a preocupação com bactérias resistentes a antibióticos se exacerbou, devido 

a redução do número de moléculas eficientes no combate aos microrganismos.  Além disso, o 

conhecimento sobre os efeitos tóxicos dos resíduos do antibiótico em produtos de origem 

animal é uma crescente preocupação dos consumidores (MOTA et al., 2005). Esta preocupação 

da sociedade, aliado à necessidade de produzir com maior seguridade alimentar vem fazendo 

com que a discussão sobre alternativas ao uso de antibióticos seja abordada, tanto na saúde 

humana quanto no animal.  

A pecuária leiteira é uma das atividades mais importantes para a economia brasileira. 

Tal setor é desafiado por diversos limitantes sendo a alta taxa de mortalidade de bezerras no 

primeiro mês de vida, um dos maiores gargalos nessa cadeia produtiva (UNITED STATES 

DEPARTMENT OF AGRICULTURE- USDA, 2007). A fase de cria e recria de bezerras dentro 

do sistema de produção leiteira por vezes é negligenciada, pois, trata-se de uma categoria que 

não traz resultados monetários a curto prazo. Com isso o tempo e cuidados desprendido a essa 

fase da criação é subestimado, doenças neonatais configuram-se como pontos críticos do 

sistema, pois prejudicam o potencial produtivo com reflexos negativos na primeira gestação, 

aumentando ainda mais os custos de produção (VIRTALA et al., 1996). 

A falha na colostragem e nos manejos do neonato podem facilitar a ocorrência de 

doenças como onfaloblebites, pneumonias e diarreia. A diarreia é uma enfermidade 

multifatorial resultante da interação entre agentes infecciosos e fatores não-infecciosos 

relacionados à alimentação, condições de higiene dos criatórios, densidade populacional, 

manejo, condições sanitárias das mães, entre outros (BARRINGTON; GAY; EVERMANN, 

2002).  

Este cenário requer controle sobre o uso dos antimicrobianos existentes, além de 

pesquisa e desenvolvimento de novas moléculas. Desta forma, torna-se crucial elaborar 

alternativas de tratamento antimicrobiano, como o uso de compostos fitoterápicos, que possam 



19 
 

 

ser usados de forma estratégica combatendo a proliferação de bactérias patogênicas intestinais 

e assim evitando o uso indiscriminado de antibióticos.  

A utilização de compostos a extraídos de plantas e frutos para a obtenção de novas 

alternativas de antimicrobianos pode ser uma opção acessível financeiramente e que vai ao 

encontro da ideia de sustentabilidade produzindo com menores quantidades de moléculas 

químicas colaborando com a conservação da flora do país. A fitoterapia, está entre os programas 

preventivos e curativos e tem estimulado pesquisas que avaliam os extratos de plantas, devido 

ao seu menor efeito citotóxico e custo, além da procura por maior prevenção e ação curativa 

(PINTO, et al., 2015). No ano de 2011 a ANVISA listou mais de 60 produtos naturais que 

podem ser usados para tratamento de diversas doenças, entre eles está alguns dos comumente 

utilizados, como aloe vera (babosa), calêndula e cravo, além destas outra planta que demonstra 

propriedades antimicrobiana é pertencente à família X, cultivada em todo o mundo, a Planta A, 

tem sido estudada como uma alternativa aos antimicrobianos sintéticos (JAIN; NAFIS, 2011; 

MOORTHY et al., 2013; RAJAN et al., 2013). Seus componentes principais são alcaloides, 

taninos, compostos fenólicos e flavonoides (LANSKY; NEWMAN, 2007), essas possivelmente 

são responsáveis pela sua atividade terapêutica. Assim, a ação antimicrobiana desta planta pode 

ser uma alternativa eficiente no combate contra bactérias causadoras de diarreia neonatal em 

bovinos. 

Dessa forma, o presente trabalho objetivou avaliar os efeitos in vitro de dois extratos 

obtidos da casca do fruto da Planta A frente a cepas de Escherichia coli e Salmonella spp. 

isoladas de bezerras acometidas por diarreia neonatal. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Para realização do estudo foi utilizado o pó proveniente da casca do fruto da Planta A 

seco e triturado (Spacegreen, Curitiba, BR). Foram realizados dois tipos de extração para os 

testes, hidroalcóolica e aquosa. Para extração hidroalcóolica 70% foram utilizados 30g de 

material em 190mL de álcool etílico P. A. e 80 mL de água destilada sob agitação mecânica 

constante por 24 horas em temperatura ambiente. 

Posteriormente foi efetuado filtração a vácuo três vezes consecutivas para melhor 

filtração da solução, sendo o volume filtrado levado ao rotaevaporador, em temperatura de 60°C 

e secagem em estufa a 37°C por 24 horas após, com a utilização de pistilo e graal, o produto foi 

macerado até resultar um pó o qual foi armazenado à temperatura ambiente para posterior 

utilização.  
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Para a extração aquosa 1% foram adicionadas 5g da matéria prima em 500 mL de água 

destilada mantendo em agitação mecânica por 2 horas em temperatura ambiente, após a solução 

foi filtrada e colocada em estufa à 40°C durante 48h até a secagem completa. 

Para pesquisa e caracterização das cepas de Salmonella sp. e Escherichia coli utilizadas 

neste estudo, foi feito o isolamento de 100 amostras de fezes de bezerros neonatos criados em 

sistema de baias individuais suspensas, acometidos por diarreia, provenientes de uma 

propriedade localizada no sul do Rio Grande do Sul (coordenadas geográficas: 32,8 º 16 'S, 52,8 

° 32' L). Em laboratório as cepas de Salmonella sp. e Escherichia coli foram identificadas de 

acordo com a técnica de QUINN et al., (1994). 

  As amostras suspeitas de Escherichia coli e Salmonella sp. através da caracterização 

bioquímica foram confirmadas através da técnica de PCR. A extração do DNA genômico dos 

isolados considerados suspeitos para Escherichia coli e Salmonella sp. foi realizada de acordo 

com o protocolo descrito por Green; Sambrook (2012). A confirmação molecular dos isolados 

de E. coli foi realizada por reação em cadeia da polimerase (PCR), o gene uspA onde foi 

utilizado para confirmação de espécie e gênero, gerando um fragmento de 884 pares de base 

(pb) (CHEN; GRIFFITHS, 1998).  

Já para a confirmação do gênero Salmonella spp. o gene hilA foi utilizado, gerando um 

fragmento de 413 pb (CRÂCIUNAŞ et al., 2012). Nos isolados confirmados como E. coli, 

foram pesquisados por PCR os genes de virulência eae (384 pb), stx1 (180 pb), hlyA (534 pb) 

e estIa (157 pb), que codificam para a intimina (presente em EPEC e STEC), toxina Stx1 

(presente em STEC), hemolisina (presente em EHEC) e toxina termoestável A (presente em 

ETEC), respectivamente. Os primers, condições e referências utilizadas estão descritos na 

tabela 1. Para a realização da PCR foi utilizado 12,5 µL de Taq polimerase master mix 2x 

(Cellco®), 8,5 µL de água para PCR (Ludwig Biotec®), 10 pmol dos primers (Exxtend®) 

específicos 10 րg/mL de DNA, totalizando um volume final de 25 µL. Após a amplificação em 

termociclador LGC XP Cycler (Bioer) os produtos de PCR foram submetidos à eletroforese em 

gel de agarose 1,5% (para fragmentos maiores que 200 pb) e 2% (para fragmentos menores que 

200 pb) com um marcador de peso molecular de 1kb (Invitrogen®). Então, os produtos 

amplificados foram visualizados em transiluminador (Loccus®, L-Pix Touch). 
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Tabela 1. Sequências dos primers e condições utilizadas neste estudo 

 

 

 

Para a avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos foram utilizados os seguintes 

microrganismos: Salmonella ATCC 14028, E. coli ATCC 25922 e os isolados E. coli e 

Gene Proteína Sequência dos primers Tam. do 

amp.(pb) 

Número 

de ciclos 

Temp. anel. 

(° C) 

Referência 

hilA Hyper 

Invasibility 

F- 

GCGAGATTGTGAGTAAAAACAC

C 

413 35 63 Craciunas 

et al. (2012) 

R- 

CTGCCCGGAGATATAATAATCG 

uspA Universal 

stress protein 

F-CCGATACGCTGCCAATCAGT 884 30 70 Chen; 

Griffiths 

(1998) 
R-ACGCAGACCGTAGGCCAGAT 

eae Intimina F-GACCCGGCACAAGCATAAGC 384 35 60 Paton; 

Paton 

(1998) 
R-CCACCTGCAGCAACAAGAGG    

stx1 Shiga toxina 

1 

F-

ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 

180 35 60 Paton; 

Paton 

(1998) 
R-AGAACGCCCACTGAGATCATC 

estIa Toxina 

termoestável 

A 

F- 

CCTCTTTTAGCAGACACTGAATC

ATTG 

157 30 63 Mueller et 

al. (2007) 

R-

CAGGCAGGATTACAACAAAGTT

CACAG 

hlyA Hemolisina F- GCATCATCAAGCGTACGTTCC 534 35 60 Paton; 

Paton 

(1998) 
R- 

AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT 
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Salmonellla sp. Para a determinação da concentração bactericida mínima dos extratos, foram 

utilizadas placas de 96 poços conforme metodologia descrita no manual (Methods for Dilution 

Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; Approved Standard—

Ninth Edition) do Instituto de padrões clínicos e laboratoriais (CLSI, 2012). Foram adicionados 

50 µL caldo cérebro-coração em concentração dupla em todos os poços da placa, em seguida 

foram adicionados 50 µL da solução fitoterápica nas seguintes diluições: 10%, 6%, 2,4%, 1,2% 

e 0,6% nas linhas B, C, D, E e F da placa respectivamente. Após, foram adicionadas 10 µL da 

suspensão bacteriana das quatro cepas em água salina estéril na escala de 0,5 de MacFarland, o 

que corresponde aproximadamente 2,5 x 104 UFC/mL de Salmonella ATCC adicionada nas 

colunas 1 e 2 da placa; 3,7x106 UFC/mL de Salmonella typhimurium adicionadas nas colunas 

3 e 4; 5,3x106 UFC/mL de E. coli ATCC adicionadas nas colunas 5 e 6 da placa e 1,04x107 

UFC/mL de E.coli nas colunas 7 e 8. As linhas A e G das placas foram utilizadas como controle 

negativo e positivo, respectivamente. As placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 

35°C por 48 horas. Ambos os extratos foram testados em quadruplicata. 

Para avaliação da Concentração Bactericida Mínima (CBM), decorridas 24 e 48 horas 

de incubação das placas, 10 µL de cada poço da placa foi re-semeado em placas de ágar cérebro-

coração e incubados em estufa bacteriológica à 35°C por 24h, após, as placas foram analisadas 

observando-se a ausência ou presença de crescimento bacteriano. Foi considerada como CBM 

a menor concentração dos extratos capaz de exercer efeito bactericida nas placas contendo meio 

BHI. 

  A fim de verificar a resistência bacteriana, as cepas de E.coli e Salmonella sp. isoladas 

foram submetidas ao teste sensibilidade à fármacos químicos rotineiramente utilizados na 

clínica veterinária, sendo: ampicilina, enrofloxacina, ciprofloxacino, sulfazotrin, amoxicilina 

com clavulanato e cefalotina através da técnica de difusão em disco sobre ágar, os resultados 

foram comparados a tabela (BrCAST ,2017). 

 

RESULTADOS 

Através da técnica de PCR foram possíveis confirmar 12 cepas do gênero Escherichia 

coli e uma cepa do gênero Salmonella typhimurium. 

O teste de antibiograma pela técnica de difusão em ágar Mueller-Hinton demonstrou 

que as cepas ATCC de ambas bactérias são sensíveis a todos os antimicrobianos testados. O 

isolado de Salmonella Typhimurim é sensível a Cefalotina e demonstrou resistência aos demais 

antibióticos utilizados na rotina clínica, já a cepa de Escherichia Coli possui resistência 
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bacteriana aos antibióticos químicos comerciais: ampicilina, enrofloxacina, ciprofloxacino, 

sulfazotrin e amoxicilina com clavulanato e suscetíbilidade a cefalotina.(tabela 2). 

 

 

Tabela 2: Resultados do teste de suscetibilidade a antimicrobianos 

 

 

 Enrofloxacina Ciprofloxacina Ampicilina Sulfazotrim Cefalotina  Amoxicilina 

+ 

Clavulanato 

halo(mm) S/R halo(mm) S/R halo(mm) S/R halo(mm) S/R halo(mm) S/R halo(mm) S/R 

E. coli ATCC 

25922 

36 S 34 S 30 S 33 S 25 S 26 S 

E. coli 1407 14 R 13 R - R - R 22 S - R 

Salmonella 

Typhimurium 

16 R 13 R - R - R 20 S - R 

Salmonella 

ATCC 14028  

42 S 40 S 34 S 39 S 33 S 34 S 

Legenda: S- Sensível; R- Resistente 

 

Os testes de CBM demonstraram que ambos extratos de foram eficientes frente as cepas 

de Salmonella spp., A extração hidroalcóolica possui maior efetividade na ação bactericida 

frente a cepas de Salmonella typhimurium, sendo eficiente nas concentrações de 10, 6 e 4 % 

nos isolados que possuem resistência conhecida a antimicrobianos químicos comerciais e nas 

concentrações de 10, 6, 4, 2,4 e 1,2% na cepa Salmonella ATCC (Tabela 3).  

A extração aquosa testada também se mostrou eficiente inibindo o crescimento de 

Salmonella typhimurium resistente na concentração de 10% e nas concentrações 10%, 6% e 4% 

na cepa Salmonella ATCC, possivelmente pelo fato do princípio ativo ser diluído em maior 

quantidade de solvente nesta extração. 

Em contrapartida frente as cepas de E. coli o princípio não foi eficiente não demostrando 

crescimento em todas as concentrações testadas dos dois extratos utilizados. (Tabela 3) 
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Tabela 3: Resultado Concentração Bactericida Minima dos extratos Hidroalcoolico e Aquoso 

de Planta A 

 

Legenda: (-) sem crescimento bacteriano; (+) com crescimento bacteriano. 

 

DISCUSSÃO 

Na última década os fitoterápicos têm ganhado uma importância significativa, devido 

ao seu sucesso no combate a microrganismos que demonstram resistência a antimicrobianos 

(WERKMAN et al., 2008). O resultado positivo do extrato da Planta A frente a cepas de 

Salmonella spp. pode indicar uma alternativa eficaz no controle de diarreia neonatal. O uso 

destes compostos naturais representa uma forma sustentável de tratamento, diminuindo a 

necessidade da utilização de princípios sintéticos e minimizando os resíduos provenientes 

destes nos produtos de origem animal.  

A resistência bacteriana aos antibióticos comerciais vêm sendo um problema de grande 

magnitude tanto na saúde humana quanto no animal. No presente estudo foi possível constatar 

que grande parte das cepas de Salmonella spp. isoladas apresentaram resistência aos principais 

antimicrobianos utilizados na rotina clínica (tabela 2). Um estudo realizado por Catão 

et.al.(2006), comparando a eficiência de antimicrobianos utilizados na rotina de clínica médica 

aos resultados apresentados pelo extrato etanólico a 10%, avaliando 17 cepas de Staphylococcus 

ESPÉCIE   

EXTRAÇÃO 

Concentrações Salmonella 

Resistente 

Salmonella ATCC E coli 

Resistente 

E coli ATCC 

P
la

n
ta

 A
 

 

 

Hidroalcoolic

a 

10% - - + + 

6% - - + + 

4% - - + + 

2,40% + - + + 

1,20% + - + + 

0,60% + + + + 

 

 

Aquosa 

10% - - + + 

6% + - + + 

4% + - + + 

2,40% + + + + 

1,20% + + + + 

0,60% + + + + 
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aureus de origem humana ambulatorial e registraram que o extrato da Planta A foi eficiente em 

100% das cepas, as quais 67% apresentavam resistência a penicilina e ampicilina. 

O efeito antimicrobiano do extrato da casca da planta pode estar ligado aos seus altos 

níveis de taninos, principalmente a punicalagina. Os taninos possuem efeito inibitório sobre 

bactérias e fungos, sendo três mecanismos descritos como forma de ação frente os 

microrganismos:  inibição das enzimas de bactérias e fungos e/ou a complexação dos substratos 

as enzimas; ação sobre as membranas celulares dos microrganismos modificando o seu 

metabolismo (MELLO e SANTOS, 2002), complexação dos taninos com íons metálicos, 

diminuindo a disponibilidade destes elementos essenciais para o metabolismo dos 

microrganismos. 

 Estudos realizados por Machado et al., (2003) avaliando o potencial antimicrobiano de 

14 extratos de plantas tradicionais brasileiras no tratamento de doenças infecciosas frente a 

microrganismos de importância médica e multirresistentes demonstraram que os extratos da 

Plants A foram eficazes contra cepas de Staphylococcus aureus, nosso trabalho demostra que 

além das cepas já estudadas, os extratos também são eficazem frente a cepas de Salmonella spp.  

A não inibição das cepas de E. coli neste estudo pode ser explicada pelos extratos de 

plantas serem geralmente uma mistura de compostos ativos e inativos e suas atividades 

antimicrobianas, anti-inflamatórias e antioxidantes variarem de acordo com o local, período e 

tipos de solventes utilizados na extração dos princípios ativos, pois estes podem interferir na 

atividade biológica do extrato (MELO et al., 2012).  

Outro fato que possivelmente justifique esse resultado é a Escherichia coli possuir uma 

via secundária denominada via de Entner-Doudoroff capaz de conservar uma parte da energia 

sob a forma de ATP. Os taninos presentes no extrato quelam importantes íons metálicos como 

Fe, Cu, Zn e Mg, sendo o último importante cofator que atua na fosforilação da glicose no 

citosol na fase preparatória da glicólise, inibindo assim o seu início. Sendo assim a E. coli tem 

capacidade de obtenção de ATP para manutenção por uma via secundária. 

Apesar dos resultados positivos in vitro das extrações frente as cepas de Salmonella spp. 

isoladas de bezerras acometidas por diarreia neonatal, são necessários mais estudos para o 

desenvolvimento de fármacos utilizando este principio ativo, tento em vista que, a via de 

aplicação pode influenciar na farmacocinética e farmacodinâmica do extrato. 
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CONCLUSÃO 

Os extratos da Planta A mostraram-se eficientes in vitro frente as cepas de Salmonella 

spp. sendo que a extraçao hidroalcoolica demonstrou-se a melhor forma de utilização. Quanto 

a E. coli este princípio não apresentou resultados satisfatórios. 
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3 Considerações Finais 

 

Com base nos recentes estudos utilizando a Planta A é possível afirmar que a 

mesma possui atividade antimicrobiana. Baseado nos dados apresentados em nosso 

trabalho, é possível afirmar que as concentrações de 10%, 6%, 4% e 2,4 % do extrato 

hidroalcoolico exerce efeito antimicrobiano quando utilizado frente a cepas de 

Salmonella spp, enquanto que o extrato aquoso apenas exerce efeito bactericida em 

concentrações mais altas (10%, 6% e 4%), porém não podemos afirmar sua ação 

sobre a Escherichia coli, pois neste estudo ambos extratos não demonstraram 

eficiência quando testados frente à estas cepas. 

Os resultados encontrados demonstram potencial utilização das extrações 

como uma alternativa ao uso dos antibióticos frequentemente utilizados na rotina 

clínica das propriedades, no entanto, mais estudos in vitro e in vivo são necessários 

para esclarecer o mecanismo de ação dos compostos e assim tornar uma alternativa 

viável para utilização em propriedades diminuindo o uso de moléculas sintéticas e 

minimizando os problemas desencadeados pela resistência bacteriana. 
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