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RESUMO: A bacteriose, principal doenga com importancia econdémica para a cultura do maracujazeiro,
também conhecida como mancha bacteriana, causada por uma bactéria, Xanthomonas campestris pv.
passiflorae Per., constitui fator limitante para a cultura em vérias regides produtoras do Brasil devido a forma
severa com que ocorre sob condigcbes de altas temperaturas e umidade. Seu controle é preventivo, com
técnicas fitossanitarias que evitem a introducdo da bactéria na cultura. Porém quando a doenga esta
instalada, faz-se o uso de antibi6ticos nos pomares nas areas afetadas. Sendo assim, este trabalho visou
identificar efeito bacteriostatico ou bactericida de medicamentos homeopaticos sobre 0 agente etiolégico da
mancha bacteriana para auxiliar no seu controle. Foram realizados testes de Microdiluicao (MIC), avaliando
quantitativamente e de Antibiograma com os medicamentos Cuprum metalicum, Ferrum metalicum, Propolis
e Sulphur sob diversas dinamizagbes. Os resultados demonstram que os medicamentos sdo promissores
para o controle dessa doenga.

PALAVRAS-CHAVE: Homeopatia; Maracuja; Bacteriose.

1 INTRODUGAO

A bacteriose, principal doenca com importancia econbémica para a cultura do
maracujazeiro, frutifera da familia Passifloraceae e do género Passiflora originario da
América Tropical. Também conhecida como mancha bacteriana, causada por uma
bactéria, Xanthomonas campestris pv. passiflorae Per., foi descrita pela primeira vez no
Estado de Sao Paulo, regiao de Araraquara (MIRANDA, 2004). Atualmente, Goncalves &
Rosato (2000) por meio de técnicas de hibridacdo DNA-DNA, mostraram a existéncia de
alto grau de polimorfismo entre isolados de X. campestris pv. passiflorae, encontrando
niveis de similaridade variando de 35% a 85%, propondo sua reclassificacdo como X.
axonopodis pv. passiflorae.

Atualmente a mancha bacteriana é um dos principais problemas fitossanitarios da
cultura do maracujazeiro e constitui fator limitante para a cultura em varias regides
produtoras do Brasil devido a forma severa com que ocorre sob condi¢cdes de altas
temperaturas e umidade. (MALAVOLTA Jr., 2001)

Quanto as medidas de controle adotadas atualmente sdo conhecidas como
controle cultural, com técnicas fitossanitarias que evitem a introducao desta na producao
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de mudas e sementes, bem como a utilizacdo de mudas mais resistentes, execucao de
poda de limpeza e uso de quebra ventos. Porém quando a doenca esta instalada, faz-se o
uso de antibiéticos nos pomares nas areas afetadas.

Podem ser utilizados como métodos alternativos para o controle de doencas de
plantas, produtos elaborados a partir de extratos de plantas e recentemente o uso
medicamentos homeopaticos.

A ciéncia em que se baseia a homeopatia esta apoiada principalmente na Lei dos
Semelhantes (Similia similibus curentur — semelhante cura semelhante), usada
empiricamente pelo médico naturalista, Hipdcrates (460 a.C) e pelo médico e alquimista,
Paracelso (1493 a 1541) e comprovada, experimentalmente, por Samuel Hahnemann, o
descobridor da Homeopatia.

Com o presente trabalho, objetiva-se observar o efeito bacteriostatico ou
bactericida de diversos medicamentos homeopaticos sobre o agente etiolégico da
mancha bacteriana.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratério de Homeopatia e Fisiologia
Vegetal e de Microbiologia da Universidade Estadual de Maringa.

A cultura de bactéria purificada foi obtida do Instituto Biolégico (CEIB) na Colecao
de Culturas de Fitobactérias (IBSBF), referéncias 120; 121.

Inicialmente foram realizados testes com a Metodologia de Microdiluicdo (MIC) e
avaliando quantitativamente com o espectofotdbmetro, posteriormente avaliado pela
Metodologia de Antibiograma objetivando-se avaliar os efeitos diretos dos medicamentos
Cuprum metalicum, Ferrum metalicum, Propolis e Sulphur sob diversas dinamizacées
para o controle de X. campestris pv. passiflorae.

Preparo dos medicamentos homeopaticos

Os medicamentos homeopaticos Ferrum phosphoricum, Cuprum metallicum,
Sulphur e Propolis foram adquiridos na menor dinamizagdo possivel em Laboratério de
Homeopatia especializado. As dinamizagbes de 6CH até 30CH (CH=Centesimal
Hahnemanniana) foram feitas no Laboratério de Homeopatia e Fisiologia (UEM) com
auxilio de dinamizador brago mecanico (Marca Autic, Mod. Denise 50), segundo o Manual
de Normas Técnicas para a Farmacia Homeopatica (2003).

Preparo do inoculo .

As bactérias foram inoculadas em meio Agar Nutriente (AN) em placas de petri e
incubada em estufa a 28°C durante 24 a 72 h. Apds este periodo inocularam-se 5
colénias em tubo de ensaio com tampa, contendo 3 mL de Caldo Nutriente (CN), em
incubadora a 28°C por 24h. A partir da cultura em caldo, foi corrigida a suspensao a fim
de se obter uma turvacdo idéntica ao do tubo 0,5 da Escala Mc Farland (cerca de 10°
células/mL em 3 mL de salina 0,85%).

Preparo dos antibiéticos

Vancomicina

O antibiético Vancomicina padrao (teste negativo) foi preparado adicionando-se
0,0050g da droga em 100ul de 4gua destilada estéril. Apés homogeneizacéo, as aliquotas
de 10uL foram separadas e congeladas para uso posterior. Dez microlitros desta solucéao
foram adicionados a 990uL do CN (diluicao 1:100). Cem microlitros da solugcdo obtida
foram adicionadas a 900uL do meio CN (diluicdo 1:10). Desta solugao final, 100uL foram
colocados em cada well, totalizando 96 amostras para cada placa.

Os produtos comerciais do laboratério PFizer® (Agrimicina, Agrimaicin-500,
Micoshield), foram utilizados na concentracdo de 2,4g/L, diluidos em agua destilada e
submetidos ao teste de antibiograma.

Bioensaio in vitro

VI EPCC

CESUMAR - Centro Universitario de Maringa
Maringa — Parana - Brasil



Método de microdiluicao (MIC)

A suspensao bacteriana foi diluida na proporcao de 1:10 (100uL em 900uL de
meio): 107 células/mL e 5 pL (10* células/poco) desta suspensao final colocada em cada
uma das 96 depressdes (well) da placa.

Aos 100 pL de CN depositado em cada depressao (well), foi adicionado 100 uL dos
diferentes medicamentos homeopaticos e suas respectivas dinamizacdes (6CH a 30CH).
Os controles negativo e positivo foram constituidos de 100uL do antibiético (vancomicina)
ou do produto comercial e agua destilada estéril, respectivamente. Em seguida foi
adicionado 5 pL do inéculo em cada depressio e incubado em camara Gmida, a 28°C, por
aproximadamente 24 h.

Apos a incubagéo, os resultados foram avaliados pela turbidez da solu¢do, sendo
que quanto menor a turbidez menor o crescimento bacteriano. Foi utilizado uma solucéao
de 2,3,5 trifeniltetrazdlio para verificar a atividade desidrogenativa das bactérias e
avaliacao da absorbancia (560nm) com espectofotometro.

As porcbes translicidas foram avaliadas pelo cultivo em meio sélido (AN),
conforme descrito anteriormente, para verificar-se se ha crescimento bacteriano.

Antibiograma

Preparo dos discos de papel

Foi utilizado papel-filtro de boa qualidade, tipo “Whatman n° 1”, qualitativo e os
discos foram preparados com o auxilio de um furador de papel comum. Os discos eram
uniformes e aceitavelmente circulares. Ap6s acondicionados em placas de Petri, foram
esterilizados em calor seco, por seis horas, a 100°C.

Procedimento para o teste )

As placas de petri, devidamente esterilizadas, foram preenchidas com Agar
Nutriente, formando uma camada uniforme de aproximadamente de 5mm.

Apé6s a solidificacdo e atingido o equilibrio térmico com o ambiente, as placas
foram devidamente inoculadas, sendo previamente corrigido e com o auxilio de Swabs
estéreis, semeado em 3 niveis, incubando posteriormente na geladeira por 1-2 horas.

Em seguida os discos estéreis foram dispostos sobre a superficie do meio em
ambiente estéril, acrescidos 10ul da droga-teste (homeopatia) sendo entdo estes
incubados a 28°C por 24hr. A partir disto, foi medido o halo de inibigao.

Delineamento estatistico

Os experimentos foram estudados individualmente, ou seja, um medicamento
homeopatico e suas respectivas dinamizagdes. O delineamento foi realizado em blocos
casualisados com 4 repeticbes. Os dados, avaliados pela ANOVA e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliando os dados do Teste de Microdiluicao (MIC) para verificacdo do
crescimento da bactéria, ndo houve controle efetivo da bactéria em questdo, pelos
medicamentos homeopaticos testados. A maioria dos tratamentos foi “negativo” quanto ao
controle, sendo que em algumas células (well) da placa ndo foi observada turvacao.
Porém, ao realizar-se o teste de crescimento em meio sélido, com uso de trifeniltetrazdlio,
pode-se observar crescimento das células bacterianas, embora em menor quantidade.

Todos os medicamentos homeopaticos testados apresentaram concentracdo de
células bacterianas superior ao controle com Vancomicina (antibiético padrao). Porém,
observou-se que a maioria das dinamizacdes utilizadas (exceto Propolis 14CH e 16CH e
Sulphur 16CH), apresentou crescimento bacteriano menor que o controle negativo
(apenas com a concentracao inicial bacteriana), com destaque para os medicamentos
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Sulphur 11CH, 13CH, 14CH e 15CH que apresentaram as menores concentragdes.
Aparentemente, pelo menos em algumas concentragdes, as homeopatias foram efetivas
em reduzir as unidades formadoras de col6nias (UFC). (Figura 1)

Os medicamentos Cuprum e Ferrum metalicum, de maneira geral, afetaram o
crescimentos da bactéria X. campestris. As dinamizacées de 8 a 15CH de Cuprum
reduziram significativamente o crescimento bacteriano e, em geral, a absorbancia foi
inversamente proporcional ao aumento da dinamizagdo. As que mais suprimiram o
crescimento bacteriano foram as dinamizacées 11, 12, 14 e 15CH. A mesma tendéncia foi
observada quando se aplicou Ferrum metalicum. Todas as dinamizagdes, exceto 6 e
7CH, inibiram o crescimento bacteriano, com maior significancia para as dinamizagées 11,
12, 13, 14 e 15CH. A medida que se aumentou a dinamizacdo homeopatica, houve
reducdo no crescimento bacteriano. Poucos sdo os trabalhos na literatura que relacionam
o controle de doencas fitopatogénicas com o uso de medicamentos homeopaticos
(KHANNA & CHANDRA, 1983; VERMA et al, 1989; KUMAR, 1980). Muito menos se tem
sobre o controle de bactérias. (Figura 2)

Tabela 2 - Antibiograma com produtos comerciais do laboratério PFizer® comumente utilizados
para o controle de Xanthomonas campestris pv. Passiflorae

DROGAS DIAM DO HALO (mm) INTERPRETAGCAO

Agri-500 10,6 Intermediario
Agrimicina 17,0 Sensivel
Micoshield 16,6 Sensivel

Agua 0,0 Resistente
Alcool 1% 0,0 Resistente

Dentre os trés produtos avaliados, a Agrimicina proporcionou melhor resultado (Tabela 2),
as bactérias utilizadas mostram-se sensiveis a esta droga, assim como o produto
Micoshield, que € mais recomendado para o controle de fungos fitopatogénicos.

Tabela 3- Avaliagéo da sensibilidade da bactéria a diferentes antibioticos (Antibiograma)

DROGAS DIAM DO HALO (mm) INTERPRETACAO

Vancomicina 30ug 30 Sensivel
Clindamicina 2ug 24 Sensivel
Clorofenicol 30ug 12 Resistente
Tetraciclina 30ug 30 Sensivel
Gentamicina 10ug 26 Sensivel

Ampicilina 10ug 10 Resistente

Cefalexina 30ug 9 Resistente
Tobramicina 10ug 17 Sensivel
Canamicina 30ug 22 Sensivel
PolimixinaB 300ug 16 Sensivel

Dentre os antibidticos testados, apenas o Clorofenicol 30ug, Ampicilina 10ug e
Cefalexina 30ug, ndo se mostraram eficientes para o controle. Dos produtos utilizados
para o controle da Xanthomonas, observou-se que Vancomicina 30ug e Tetraciclina 30ug
induziram a formacdo de halos de inibicdo maiores, Tetraciclina apresentou colénias
resistentes em seu halo.
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Os medicamentos homeopaticos utilizados nao foram efetivos para o controle de
Xanthomonas campestris pv. Passiflorae, em relagdo a Agrimicina, ndo havendo a
formagéo de halo de inibi¢ao.

4 CONCLUSAO

Os ensaios “in vitro” demonstraram, de modo geral, que os medicamentos
homeopaticos sdo promissores no controle da bacteriose, entretanto, mais estudos e
avaliacb6es sao necessarias.
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Figura 1 - Concentracao bacteriana utilizando os medicamentos Propolis e Sulphur
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Figura 2 - Concentracao bacteriana utilizando os medicamentos Cuprum metalicum e Ferrum
metalicum
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