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RESUMO

O género Salmonella constitui um problema para a satde animal e humana. Com a
finalidade de evitar a ocorréncia da transmissao deste microrganismo e a interrupcao da
doenca provocada por eles, deve-se utilizar desinfetantes e antibidticos. A exposicao
continuada a estes agentes pode resultar no surgimento de resisténcia microbiana. Tendo
em vista este fendbmeno, a pesquisa por novos agentes antimicrobianos a partir de
extratos vegetais se faz necesséria, pois existe a possibilidade de se encontrar
substancias eficazes contra a resisténcia de micro-organismos ja disseminados no
ambiente. Os objetivos deste estudo foram: monitorar a resisténcia das 134 amostras de
Salmonella isoladas em produtos de origem animal frente a antibiéticos comumente
utilizados na rotina veterindria; testar a atividade dos desinfetantes frente as Salmonellas
resistentes; testar a hipdtese de resisténcia cruzada entre grupos antibidticos e
desinfetantes; avaliar a atividade bactericida de extratos de plantas medicinais nativas
no Rio Grande do Sul sobre salmonelas padrdo; avaliar a atividade antibacteriana do
macerado hidroalcodlico de Achyrocline satureioides frente as salmonelas resistentes;
fazer prospecc¢édo fitoquimica do macerado hidroalcoodlico e do decocto de Achyrocline
satureioides, Realizou-se o teste de sensibilidade a antibioticos frente a 134 amostras de
Salmonella spp. isoladas em produtos de origem animal. Cinquenta e uma (51)
salmonelas foram resistentes a pelo menos um antibidtico. Apds, utilizou-se o teste de
suspensdo da avaliacdo quantitativa da atividade bactericida de desinfetantes. Foram
testados os desinfetantes cloreto de cetil trimetilamdnio (amdnia quaternaria),
digluconato de clorexidina (clorexidina), hipoclorito de sodio e iodéforo, em quatro
concentracdes frente salmonelas resistentes, nos tempos 5, 15 e 60 minutos, densidade
populacional 10" UFC/ mL. O iodéforo e o hipoclorito de sddio inativaram os isolados
na maior parte dos experimentos. Porém, cloreto de cetil trimetilaménio (aménia
quaternaria) e digluconato de clorexidina (clorexidina) mesmo nas maiores
concentragdes do desinfetante, houveram micro-organismos resistentes. Pode-se
perceber que ndo houveram relacdes concomitantes de resisténcia entre antibioticos e
desinfetantes, levando-se em consideracdo todas as variaveis testadas. Na triagem inicial
da atividade antibacteriana das plantas medicinais, utilizou-se a proporcéo de 10 g de
planta para 100 mL do liquido extrator, em 8 e 24 horas, densidade populacional de
Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708) 107, 10° e 10° UFC/ mL e formas decoccéo e
maceracdo hidroalcodlica das plantas Achyrocline satureioides, Bidens pilosa, Conyza
bonariensis, Jacaranda micrantha, Myrciaria cuspidata e Smilax cognata. A.
satureioides, como macerado hidroalcodlico apresentou inativacdo nos tempos 8 e 24
horas, mostrando maior reducdo logaritmica. A. satureioides no macerado
hidroalcodlico foi testada frente a 51 salmonelas resistentes. Observou-se que quanto
maior o tempo de contato, nas menores densidades populacionais, maior foi o nimero
de inativacbes. A atividade antibactericida do macerado hidroalcodlico de A.
satureioides sugere o seu uso como ingrediente antisséptico em pomadas para uso
animal ou humano, ou ser empregado na imersdo de utensilios e partes removiveis de
maquinarios das industrias alimenticias, frigorificos, tendo como objetivo promover a
desinfec¢do destes insumos. A prospecc¢éo fitoquimica realizada com o decocto e com o
macerado hidroalcodlico de A. satureioides detectou a presencga de compostos fendlicos,
taninos hidrolisaveis e condensados, flavondis e saponinas. O decocto de A.
satureioides, diferentemente do macerado hidroalcodlico, ndo apresentou taninos
hidrolisaveis e saponinas.



Palavras-chave: desinfetantes, antibi6ticos, extratos vegetais, atividade antibacteriana,
plantas medicinais, Salmonella Choleraesuis, Salmonella Enteritidis, prospecgéo
fitoquimica, Achyrocline satureioides, resisténcia bacteriana.

The genus Salmonella constitutes a problem for animal and human health. In order to
prevent the transmission of this organism and the interruption of the disease caused by
them, you should use disinfectants and antibiotics. Continued exposure to these agents
can result in the emergence of microbial resistance. In view of this phenomenon, the
search for new antimicrobials from plant extracts is necessary, because there is a
possibility to find effective substances against the resistance of microorganisms already
disseminated in the environment. The objectives of this study were: to monitor the
resistance of 134 samples of Salmonella isolated in products of animal origin in front of
antibiotics commonly used in veterinary routine; test the activity of disinfectants against
the salmonellas resistant; test the hypothesis of cross-resistance between antibiotics and
disinfectants; evaluate the bactericidal activity of extracts of medicinal plants native to
the Rio Grande do Sul on Salmonella standard; evaluate the antibacterial activity of
hydroalcoholic macerate to Achyrocline satureioides to Salmonella resistant; do the
hydroalcoholic macerate phytochemical prospecting and to Achyrocline satureioides
vegetable water, antibiotic sensitivity testing in front of 134 samples of Salmonella spp.
isolated in products of animal origin. Fifty-one (51) Salmonella were resistant to at
least one antibiotic. After, we used the suspension test of quantitative evaluation of
bactericidal activity of disinfectants. Have been tested the disinfectants cetyl
trimetilaménio  chloride  (quaternary ammonia), chlorhexidine  digluconate
(chlorhexidine), sodium hypochlorite, iodophor in four concentrations Salmonella
resistant front, 5 times, 15 and 60 minutes, population density 10’ CFU/ mL. The
iodophor and sodium hypochlorite inactivated isolates in most experiments. However,
cetyl trimetilaménio chloride (quaternary ammonia) and chlorhexidine digluconate
(chlorhexidine) even in the largest concentrations of disinfectant, there were resistant
microorganisms. One can notice that there were no concurrent relationships of
resistance between antibiotics and disinfectants, taking into account all the variables
tested. In the initial screening of antibacterial activity of medicinal plants, the
proportion of 10 g of plant for 100 mL of liquid Extractor, in 8 and 12:00 hour,
population density of Salmonella Choleraesuis (ATCC 10,708) 107, 10° and 10° CFU/
mL decoction and hydroalcoholic maceration and the plants Achyrocline satureioides,
Bidens pilosa, Conyza bonariensis, Jacaranda micrantha, Myrciaria cuspidata and
Smilax cognate. A. satureioides hydroalcoholic macerate as presented 8 and 12 hour in
inactivation, showing greater logarithmic reduction. A. satureioides in hydroalcoholic
macerate has been tested in front of Salmonella resistant 51. It was observed that the
longer the time of contact, the smallest population densities, higher number of
inactivation. The antibacterial activity of hydroalcoholic macerate of A. satureioides
suggests its use as an antiseptic ingredient in ointments for human or animal use, or be
employed in the immersion of utensils and removable parts of machinery of food
industries, refrigerators, aiming to promote the disinfection of these inputs. The
phytochemical held prospecting with the vegetable water and hydroalcoholic macerate
of A. satureioides detected the presence of phenolic compounds, hydrolysable and
condensed tannins, flavonols and saponins. The vegetable water of A. satureioides,
unlike the hydroalcoholic macerate, hydrolysable tannins and failed to provide
saponins.




Key-words: disinfectants, antibiotics, plant extracts, antibacterial activity, medicinal
plants, Salmonella Choleraesuis, Salmonella Enteritidis, phytochemical screening,
Achyrocline satureioides, bacterial resistance.
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1 INTRODUCAO

As bactérias do género Salmonella tém distribuicdo mundial e estdo amplamente
distribuidas na natureza (SHINOHARA et al., 2008), constituindo-se como potencial
problema para a salde animal e para a saude humana (SCHWARTZ, 2000). A
salmonelose € considerada uma das principais zoonoses, ou enfermidades transmissiveis
comuns entre animais e seres humanos (ACHA; ZYFRES, 2001; LOURENCO et al.,
2004) sendo que a transmissdo geralmente acontece através do consumo de alimentos de
origem animal contaminados (WHO, 2012). Em animais sdo relatadas tanto a forma
entérica quanto a septicémica de salmonelose (QUINN et al., 2007). No Brasil, esse
patogeno € o principal agente identificado em doengas transmitidas por alimentos
(DTAs), responsavel por 19,16% dos casos entre 2000 e 2011 com 1.660 surtos
confirmados (SVS, 2011).

Os principios da medicina veterindria preventiva sdo evitar a ocorréncia de
doencas e, quando esta ja desencadeada, interromper a sua evolucdo. Uma forma de
evitar a ocorréncia de enfermidades é intervir nos ambientes de saude, de producéo
animal e mesmo no das industrias de alimentos através da adequada agdo de
desinfeccdo. O uso de desinfetantes tem grande importancia nos programas de
biosseguranca em Medicina Veterinaria, pois sdo utilizados para evitar a multiplicacéo e
promover a eliminacdo de agentes potencialmente patogénicos em criadouros de
animais, nos caminhfes de transporte, frigorificos, industrias de alimentos, em
equipamentos e utensilios de agroindustrias, por exemplo. Ja os antibidticos sdo
utilizados na pecuéria como suplemento de racbes animais, tanto como substancias
promotoras de crescimento, como aditivos profilaticos para impedir doencas, além do
uso tradicional no tratamento de infec¢cbes (MADIGAN et al., 2011).

A utilizacdo generalizada dos antibiéticos ndo sé para fins terapéuticos, mas para
fins profilaticos e promoc¢do do crescimento animal tem intensificado o risco para o
surgimento e a difusdo de micro-organismos resistentes. 1sso se torna preocupante pelo
fato de que as classes de antibidticos utilizados nos animais sdo igualmente utilizadas
em humanos (WHO, 2007). Assim, resisténcia as multiplas substancias antimicrobianas
tornou-se um problema tanto de salde animal quanto publica, observado em nivel
mundial (OIE, 2012).

Tem sido investigado que diversos micro-organismos sobrevivem aos

procedimentos de desinfeccdo devido a higienizacdo deficiente ou & resisténcia
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intrinseca dos mesmos, sendo que as evidéncias indicam a constancia desse fendmeno.
Estudo realizado por Huet et al. (2008) alerta que produtos quimicos usados para
eliminar bactérias podem estar fazendo o contrario, deixando 0s micro-organismos
ainda mais resistentes. Se bactérias sdo expostas repetidamente a biocidas, por exemplo,
durante a atividade de higienizacdo, elas poderiam desenvolver resisténcia a
desinfetantes ou, em outros casos, a antibioticos. Tendo esse fendmeno sido observado,
foi que questionamo-nos sobre se, para adequada acdo sanitéaria, usando como modelo
isolados de Salmonella spp., é possivel decidir pela selecdo do desinfetante ou
antisséptico para uso nos ambientes de saude, seja humano ou animal pela observacao
de possiveis resisténcias cruzadas, co-resisténcias ou mesmo tolerancia entre compostos
quimicos antibioticos e desinfetantes. Se, baseado em antibiograma que estabelece o
perfil de resisténcia, intermediario e sensibilidade aos antibioticos seria possivel
selecionar os compostos quimicos desinfetantes que apresentem maior atividade
antibacteriana frente estes micro-organismos. Diversos estudos (RUSSELL, 2003;
RUSSELL, 2004; DAVIN-REGLI; PAGES, 2012; FERNANDEZ-FUENTES et al.,
2012) tem mostrado preocupacédo sobre o uso de biocidas e a relagédo a resisténcia aos
antibioticos, no entanto, na literatura foram encontradas teorias ndo solidificadas sobre o
assunto. A selecdo dos compostos quimicos desinfetantes escolhidos para essa pesquisa,
quaternario de amonio, clorexidina, iodoforo e hipoclorito de sédio, é devido ao uso
extensivo tanto na producéo animal quanto nos ambientes de manipulacéo de alimentos.

Levando em consideracao a resisténcia microbiana, a pesquisa por novos agentes
antimicrobianos a partir de extratos vegetais se faz necessaria, pois existe a
possibilidade de se encontrar substancias eficazes contra a resisténcia de micro-
organismos j& disseminados no ambiente. Esta também seria uma complementaridade
para a agricultura familiar, tornando-os menos dependentes dos insumos convencionais;
igualmente abrindo caminhos para a sustentabilidade da propriedade e de producéo,
tanto na agricultura quanto na pecuaria.

Na selecdo de plantas com potencial bioativo, frequentemente recorre-se ao
conhecimento tradicional ou popular. Neste projeto, para selecionar plantas tomamos
como referéncia o trabalho etnografico desenvolvido por Avancini e Wiest (2008a)
quando realizaram pesquisa sobre doencas de pele e recursos plantas consideradas
medicinais, nativas no sul do Brasil, para serem usadas em dermatites com possivel
origem microbiana. Nossa hipotese norteadora é a de que se Ihes séo atribuido potencial

antimicrobiano, podem ter acdo também frente ao género Salmonella. Estas extracdes
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vegetais poderiam ser utilizadas como principio ativo/antisséptico em pomadas para uso
animal ou humano, ou mesmo ser empregada na imersdo de utensilios e partes
removiveis de equipamento das industrias alimenticias, frigorificos, ordenhadeiras
mecanicas, entre outros, tendo como objetivo promover a desinfecgdo destes insumos.
Para triagem inicial foram selecionados o0s vegetais Achyrocline satureioides
(“macela”), Bidens pilosa (“picao-preto”), Conyza bonariensis (“buva”), Jacaranda
micrantha (“caroba”), Myrciaria cuspidata (“camboim”) e Smilax cognata
(“japecanga”).

As plantas medicinais nativas sao um recurso importante em um pais como o
Brasil que oferece uma imensa biodiversidade vegetal, no entanto, por ser um recurso
disponivel na natureza, torna-se necessario 0 estabelecimento de estratégias de
conservacdo e manejo para evitar que o extrativismo se torne insustentavel, podendo
colocar a espécie vegetal explorada na lista de extincdo. A Organizacdo Mundial da
Salde (OMS) e o estado brasileiro (OMS, 2002; BRASIL, 2006) reconhecendo a
importancia desse tipo de pesquisa, incentivam o estudo da medicina tradicional, das
plantas medicinais e de fitoterapicos, para serem usados na atencdo primaria a saude.

Frente ao exposto, justifica-se a avaliacdo da atividade antibacteriana de
antibioticos, desinfetantes e extracOes vegetais frente a salmonelas padronizadas e

Salmonella spp. isoladas em produtos de origem animal.



16

2 APRESENTACAO DO TEMA DO PROJETO DE PESQUISA QUE NORTEOU
O DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Atividade antibacteriana de antibidticos, de desinfetantes e de extratos vegetais

sobre Salmonella padrdo e salmonelas isoladas em produtos de origem animal.

2.1 Problemas de pesquisa

a) Qual a atividade dos antibidticos: amoxicilina, ampicilina, ceftiofur,
gentamicina, enrofloxacina, florfenicol, tetraciclina e sulfa-trimetoprim sobre
Salmonella padréo e os isolados?

b) Qual a capacidade dos compostos quimicos desinfetantes, clorexidina
(digluconato de clorexidina), iodoforo, hipoclorito de sédio e quaternario de amonio
(cloreto de cetil trimedilamdénio) em reduzir a densidade populacional e/ou promover a
inativacao sobre Salmonella?

c) Existe relacdo entre a capacidade de atividade antibacteriana dos compostos
quimicos antibioticos e a dos compostos quimicos desinfetantes frente Salmonella?

d) Qual planta medicinal nativa no Rio Grande do Sul, Achyrocline satureioides
(“macela”), Bidens pilosa (“picao-preto”), Conyza bonariensis (“buva”), Jacaranda
micrantha (“caroba”), Myrciaria cuspidata (“camboim”) ou Smilax cognata
(“japecanga”) apresentara maior reducdo logaritmica sobre Salmonella Choleraesuis
ATCC 10.708, na proporcao planta/volume do liquido extrator 10 g : 100 mL, frente as
seguintes variaveis: forma de extracdo (decoc¢do ou maceracao hidroalcoolica), tempo
de contato (8 ou 24 h) e densidade populacional do micro-organismo (10° 10° 10’
UFC/ mL)?

e) Em relacdo a planta com a melhor atividade: qual a que tem o melhor
desempenho frente aos isolados? Em qual forma de extracdo (decocgdo ou maceracdo
hidroalcodlica)? Qual tempo de contato (5 min., 15 min., 30 min., 1 hora até 24 horas)?

Sobre qual densidade populacional do micro-organismo (10°, 10°, 10" UFC/ mL)?
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2.2 Hipoteses

a) As cepas de Salmonella apresentardo resisténcia frente aos antibioticos,
independentemente do grupo quimico a que pertence, do sorovar e dos produtos de
origem animal de onde foram isolados.

b) As cepas de Salmonella serdo inativadas nas maiores concentracdes do
desinfetante e nos maiores tempo de contato. Quanto menor a concentragdo do
desinfetante e menor o tempo de contato, a acdo ndo serd de inativagcdo, mas sim, de
reducdo da densidade populacional.

c) Havera relacdo entre a pouca atividade antimicrobiana de compostos
antibioticos e a pouca capacidade de inativacdo ou reducdo antibacteriana de compostos
quimicos desinfetantes frente Salmonella spp.

d) O extrato que provem da maceracdo hidroalcoolica de Jacaranda micrantha
Cham. (“caroba”) apresentara maior reducdo logaritmica do que a decoccdo, frente
Salmonella padrdo, em tempo de contato de 24 horas, sobre densidade populacional
menor.

e) A melhor forma de extracdo sera a maceracdo hidroalcoolica em tempo de

contato menor do que 12 horas frente a densidade populacional menor.

2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivos gerais

- Monitorar a atividade dos antibioticos e desinfetantes visando o melhor
controle dos micro-organismos no ambiente.

- Ampliar dados disponiveis sobre a possivel recorréncia do fendmeno de
resisténcia cruzada, co-resisténcia ou tolerdncia (denominada neste trabalho por
“resisténcia concomitante”) dos micro-organismos frente aos antimicrobianos
antibioticos e desinfetantes. Basear a escolha de desinfetantes nos resultados dos
antibiogramas.

- Descobrir novos agentes antibacterianos a partir de extragdes de plantas nativas

medicinais, frente Salmonella, para possivel utilizagdo contra micro-organismos
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resistentes, bem como na prevencédo e controle de infec¢cbes em ambientes de producao

animal e processamento/manipulacéo de produtos de origem animal.

2.3.2 Objetivos especificos

- Submeter os isolados de Salmonella ao teste de antibiograma.

- Submeter os isolados de Salmonella ao teste de avaliacdo de atividade de
desinfetante.

- Fazer associacdo estatistica entre atividade dos desinfetantes e antibidticos
sobre Salmonella.

- Submeter/avaliar a atividade antibacteriana de extragcbes vegetais frente 0s

isolados de Salmonella atraves do teste de avaliacdo de eficacia de desinfetantes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Género Salmonella

Sdo bacilos moveis Gram-negativos, aerobios facultativos, ndo formadores de
esporos, catalase positivos, oxidase negativos, redutores de nitrato e nitritos, méveis
com flagelos peritriqueos com exce¢do da S. Gallinarum e S. Pullorum, pertencentes a
familia Enterobacteriaceae. Ndo sdo micro-organismos exigentes, podendo se
multiplicar externamente aos seres vivos, como em 4gua contaminada com restos de
alimentos ou fezes (MADIGAN et al, 2011; GERMANO; GERMANO, 2011).
Multiplicam-se em temperaturas entre 7 e 49,5 °C, sendo 37 °C a temperatura ideal de
crescimento. O pH minimo é de 3,8 (GERMANO; GERMANO, 2011). Ao contrario
dos estafilococos, as salmonelas ndo toleram grandes concentragcbes de sais, uma
salmoura com concentracdo acima de 9% ja é considerada bactericida (JAY, 2005).

O género Salmonella se divide em duas espécies: Salmonella bongori, a qual
contém 18 sorovares e Salmonella enterica, a qual contém 2.460 ou mais sorovares. A
sorotipagem de Kauffman-White ¢ a técnica de classificacdo mais empregada no género
Salmonella, baseada na hibridacdo do DNA/DNA e em propriedades bioquimicas,
permitindo diferenciar cada subespécie em sorovares com base nos antigenos somaticos
(O), flagelares (F) e capsulares (Vi) (GERMANO; GERMANO, 2011).

3.1.1 Salmonelose

As bactérias do género Salmonella possuem distribuicdo geografica mundial e
estdo amplamente distribuidas na natureza (ACHA; SZYFRES, 2001; SHINOHARA et
al., 2008), constituindo-se como problema tanto para a sadde animal quanto para a
salde humana (SCHWARTZ, 2000). A salmonelose, uma zoonose comum entre
homens e animais (ACHA; ZYFRES, 2001; LOURENCO et al., 2004), é decorrente, na
maioria das vezes, da contaminagéo de alimentos de origem animal (MADIGAN et al.,
2011) e é universalmente considerada a causa mais importante de doencga transmitida
por alimentos (GERMANO; GERMANO, 2011).

A maioria das salmonelas de importancia em veterinaria pertence a Salmonella

enterica subsp. enterica. A salmonelose ocorre comumente em animais domésticos,
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alguns sorotipos de Salmonella Pullorum e Gallinarum ocorrem em aves domésticas,
causando doenca clinica, Choleraesuis em suinos e Salmonella Dublin em bovinos. Na
maioria das espécies animal sdo relatadas tanto a forma entérica quanto a septicémica de
salmonelose. Varios sorotipos tém sido associados a abortos em animais de criacdo. A
Salmonella Dublin causa uma variedade de efeitos clinicos em bovinos. Gangrena seca
terminal e lesBes dsseas sdo manifestagdes comuns em infeccBes cronicas com
Salmonella Dublin em bezerros (QUINN et al., 2007).

O reservatorio das salmonelas zoondticas sdo 0s animais de sangue quente e 0
homem (ACHA; SZYFRES, 2001; GERMANO; GERMANO, 2011). Praticamente
qualquer alimento de origem animal pode ser fonte de infeccdo para os humanos. Os
veiculos mais comuns sdo as carnes contaminadas das aves, suinos e bovinos, ovos,
leites e 0s seus subprodutos. As aves constituem o reservatorio mais importante de
salmonelas que entram na cadeia alimentar humana (ACHA; SZYFRES, 2001). Os
produtos de origem vegetal também podem conter salmonela, seja pela irrigacdo com
aguas contaminadas por esgoto ou da adi¢cdo da matéria fecal utilizada como fertilizante
(GERMANO; GERMANO, 2011; JUNIOR, 2008). A falta de higiene nas plantas
processadoras e nas cozinhas, através do uso de utensilios contaminados ou até mesmo
através da contaminacdo por excretas humanas pelas mdos dos manipuladores podem
ser fontes de transmissao desse patdgeno aos alimentos (ACHA; SZYFRES, 2001).

O inicio dos sintomas da salmonelose em humanos ocorre de 8 a 48 horas apds a
ingestdo do alimento e inclui o aparecimento subito de cefaléia, calafrios, vomitos,
diarréia seguidos de febre que persiste por poucos dias. A doenca desaparece sem
qualquer intervencdo dentro de dois a cinco dias (MADIGAN et al., 2011). Estima-se
que a dose infectante deste género seja de 10° a 10° Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC), porém a epidemiologia de diversos surtos revelou que em muitos casos a dose
infectante pode ser mais baixa, dependendo da viruléncia de cada cepa, do alimento
envolvido, idade e a faixa imune do paciente (HUMPHREY, 2004).

A diminuicdo da carga microbiana nos alimentos, mais especificamente
Salmonella, deve ser realizada através do tratamento de efluentes e dejetos de origem
animal, uso de ragdo animal isenta de micro-organismos patogenos, higiene no abate e
no processamento, pasteurizacdo do leite, manipulacdo adequada de alimentos,
conservacdo, coccdo e reaquecimento corretos, tratamento dos animais enfermos e

prescricdo cuidadosa no caso de humanos e animais a fim de diminuir a ocorréncia de
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cepas resistentes (GERMANO; GERMANO, 2011; MADIGAN et al., 2011; EFSA,
2012).

A incidéncia de salmonelose tem se mantido estavel ao longo da Gltima década
com aproximadamente 40.000 a 45.000 casos documentados em cada ano, no entanto,
destes, menos de 4% sé&o relatados e a incidéncia pode ser superior a um milhdo de
casos ao ano (MADIGAN et al., 2011). No Brasil, esse patdgeno é responsavel por
19,16% dos casos entre 2000 e 2011 com 1.660 surtos confirmados (SVS, 2012), sendo
que na maioria das vezes ndo existe notificacdo da doenga a vigilancia sanitaria, em
virtude de serem casos menos graves cuja recuperacdo € considerada rapida. No
periodo de 2002 a 2004, dos 624 surtos investigados no Rio Grande do Sul, 202
(32,37%) foram ocasionados por salmonelas (WAGNER, 2010). Salmonella Enteritidis
€ 0 sorovar mais prevalente no mundo, seguida por S. Typhimurium (ACHA;
SZYFRES, 2001).

Em pesquisa sobre avaliagdo microbioldgica de hortalicas e frutas minimamente
processadas comercializadas no Ceara, comprovou-se a presenca de Salmonella spp. em
66,6% das amostras de hortalicas/tubérculos e em 26% das frutas (GERMANO;
GERMANO, 2011). Em um estudo realizado por Cardoso et al., 2009, dos 112 cortes de
peito de frango coletados do comércio de Botucatu/SP, 36 (32,14%) resultaram
positivos para Salmonella spp.

A grande incidéncia mundial desse patogeno fez com que diversos paises
aumentassem a vigilancia e o monitoramento sobre os alimentos. Na Unido Européia
(UE), o regulamento n° 2073/2005 (EU, 2005) aprova os padrdes microbiologicos dos
alimentos através do principio que a inocuidade dos alimentos é garantida através da
implementacdo dos programas de Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF), da Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) e dos Procedimentos Padrdo de Higiene
Operacional (PPHO). Este regulamento exige ainda, a auséncia de Salmonella em 10 a
25 gramas dependendo da categoria de alimento.

O Brasil através da Resolucdo n° 12/2001 da ANVISA (BRASIL, 2001) aprova
0 Regulamento Técnico sobre padrdes microbioldgicos para alimentos destinados ao
consumo humano, e preveem auséncia de Salmonella em 25 gramas de alimentos.
Como as aves constituem o reservatorio mais importante de salmonelas na cadeia
alimentar humana, o governo brasileiro através do Programa de Reducdo de Patdgenos
(PRP) (BRASIL, 2003) instituiu o monitoramento microbioldgico de controle de

Salmonella sp. em carcacas de frangos e perus, envolvendo todos os estabelecimentos
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de abate registrados no Servico de Inspecdo Federal (SIF) do DIPOA (Departamento de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal). Este programa verifica a prevaléncia de
Salmonella nestes alimentos e forma um banco para a analise dos indices de
contaminacdo dos produtos avicolas. A RDC n° 216/2004 da ANVISA (BRASIL,
2004), assim como a legislacdo n° 78/2009 da Secretaria Estadual de Saude do Rio
Grande do Sul (SES-RS) (BRASIL, 2009a) dispdem sobre o regulamento técnico de
Boas Praticas (BP) para Servicos de Alimentagdo. J4 para as Industrias de Alimentos, as
Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) sdo regulamentados pelas legislagdes RDC n°
368/1997 do MAPA (BRASIL, 1997) e 275/2002 da ANVISA (BRASIL, 2002).

3.2 Antibioticos

Os antibioticos sao utilizados na medicina humana e animal para matar ou inibir o
crescimento de micro-organismos dentro dos tecidos ou oOrgdos, quando as defesas
corporais ndo sdo capazes de impedir ou derrotar uma doenca (CERF et al., 2010;
TORTORA et al., 2012). Além disso, os antimicrobianos utilizados na producéo de
suinos, bovinos, caprinos, ovinos e aves agem de forma profilatica quando adicionados
as racOes para promover crescimento e aumentar a eficacia alimentar dos animais que
geram produtos para o consumo humano, como carne, leite e ovos (VAN DEN
BOGAARD; STOBBERINGH, 2000; NORMANNO et al., 2007; UNGEMACH et al.,
2006).

Estas substancias podem ser sintéticas, semi-sintéticas ou naturais, e através de
baixas concentracGes agem em um Unico processo Vital na fisiologia da célula do agente
patogénico (FAO/WHO/ OIE, 2007; CERF et al., 2010). A desvantagem é que essas
drogas destrdem também grande parte da microbiota normal do hospedeiro (TORTORA
et al., 2012).

Os antibidticos atuam de diversas formas na célula bacteriana: como inibidores da
sintese da parede celular (os betalactdmicos, como a penicilina e a cefalosporina), de
acidos nucléicos (quinolona), de proteinas (aminoglicosideo, tetraciclina e anfenicol) e
de metabdlitos essenciais (sulfonamidas).

Alguns dos antibioticos antibacterianos inibidores da sintese da parede celular séo
os betalactamicos: as penicilinas e as cefalosporinas. As penicilinas sdo antibidticos
altamente eficientes com uma toxicidade extremamente baixa (MURRAY et al., 2009).

Compreende um grupo que engloba mais de 50 antibi6ticos quimicamente relacionados.
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Todas as penicilinas apresentam uma estrutura central comum, contendo um anel f-
lactdmico, chamada de nucleo e as moléculas se diferenciam pelas cadeias laterais
conectadas a essa estrutura. Podem ser produzidas de forma natural, através do fungo
Penicillium chrysogenum, ou semissintética (MURRAY et al., 2009; TORTORA et al.,
2012). A ampicilina é uma penicilina semissintética eficaz contra algumas bactérias
Gram- negativas. A diferenca estrutural nos grupos N-acil dessas penicilinas permitem
0 seu transporte através da membrana externa Gram-negativa onde inibem a sintese da
parede celular (MADIGAN et al., 2010). A amoxicilina possui estrutura quimica e
espectro de acdo semelhante ao da ampicilina. A caracteristica mais marcante que as
diferencia é a sua absorcdo mais efetiva da amoxicilina no trato digestivo, podendo
alcancar até 90% da dose administrada (SPINOSA et al., 2011).

As cefalosporinas, em termos estruturais, possuem o nucleo semelhante ao das
penicilinas e inibem a sintese de parede celular de forma essencialmente similar. Elas
sdo mais utilizadas que qualquer outro antibiotico B-lactamico (TORTORA et al.,
2012). O ceftiofur pertence ao grupo da terceira geracdo das cefalosporinas (SPINOSA
et al., 2011).

Dentre os antibioticos inibidores da sintese de acidos nucléicos estdo as
quinolonas, que sdo uma das classes de antimicrobianos mais utilizadas. Esses agentes
quimioterapicos sintéticos inibem a DNA topoisomerase do tipo Il (girase) ou
topoisomerase tipo 1V das bactérias que sdo necessarias para a replicacdo do DNA,
recombinacdo e reparo. A subunidade A da DNA girase é o alvo principal das
quinolonas em bactérias Gram-negativas, enquanto que a topoisomerase tipo IV é o
principal alvo em bactérias Gram-positivas. A enrofloxacina é uma quinolona de
segunda geracdo, denominada de fluoroquinolona. Com a descoberta das
fluoroquinolonas, ampliou-se o espectro de atividade deste grupo, pois possuem além da
acdo contra Enterobacteriaceae, acao contra P. aeruginosa (SPINOSA et al., 2011).

Alguns dos antibioticos que atuam na inibicdo da sintese protéica sao o0s
aminoglicosideos, tetraciclinas e o anfenicol. Os aminoglicosideos sdo antibidticos
constituidos por aminoacucares, ligados por pontes glicosidicas a um anel aminocitosol.
A estreptomicina, neomicina, kanamicina e tobramicina foram originalmente isoladas a
partir de espécies de Streptomyces e a gentamicina e sisomicina foram isoladas a partir
de espécies de Micromonospora (LEVINSON et al., 2010). Esses antibidticos exercem
suas funcOes atravessando a membrana citoplasmatica bacteriana (nas Gram-negativas),

a parede celular e a membrana citoplasmatica até chegarem no citoplasma, onde inibem
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a sintese protéica por ligacOes irreversiveis as proteinas da regido 30S do ribossomo
(MURRAY et al., 2009; MADIGAN et al., 2010). Os aminoglicosideos sdo
bactericidas pela capacidade de ligarem-se irreversivelmente aos ribossomos. Utilizados
em tratamentos de infeccGes graves causadas por varios bacilos Gram-negativos e
alguns positivos (MURRAY et al., 2009). Os antibidticos mais utilizados nessa classe
sdo0 amicacina, gentamicina e tombramicina. Todos sdo utilizados no tratamento de
infeccOes sistémicas causadas por bactérias Gram-negativas sensiveis. A estreptomicina
ndo é facilmente disponivel, mas tém sido utilizada no tratamento da tuberculose,
tularemia e infecgdes causadas por Streptococcus ou Enterococcus resistentes a
gentomicina (em combinac¢do com a penicilina) (MURRAY et al., 2009). A gentamicina
é utilizada em combinagdo com a penicilina G contra enterococos (LEVINSON, 2010).

Tetraciclinas sdo produzidas por espécies de Streptomyces. Formam um dos
primeiros antibiéticos de amplo espectro inibindo praticamente todas as bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas (MADIGAN et al.,, 2010). Devido ao risco de
desenvolvimento de resisténcia, tetraciclinas sdao empregadas em infec¢fes causadas por
bactérias tipicas apenas quando outros antibidticos estiverem contraindicados ou forem
inefetivos (OPAS, 2011).

Os anfenicois pertencem a uma classe de antibioticos bacteriostaticos que inibem
a sintese dos polipeptideos bacterianos. Neste grupo estdo incluidos o cloranfenicol, o
tianfenicol e o florfenicol. O tianfenicol e o florfenicol possuem a estrutura similar ao
cloranfenicol e sdo administrados por via oral para controle de infeccbes em seres
humanos e prescrito para o tratamento de ovinos, bovinos e aves (BRASIL/ PAMVET,
2009).

As sulfomamidas sdo inibidores competitivos da sintese de metabolitos essenciais.
Também denominada de drogas sulfa, surgiram como o primeiro agente quimioterapico
eficaz usado no homem para profilaxia e cura de infeccdes bacterianas (OPAS, 2011;
TORTORA et al., 2012). Constituiam a principal terapéutica antibacteriana antes do
advento da penicilina. E um farmaco bacteriostatico, ativo contra bactérias Gram-
negativas e positivas, fungos e determinados protozoarios. Sdo bacteriostéticas,
impedem a sintese de &cido folico bacteriano pela inibicdo competitiva da di-
hidropteroato sintase (enzima responsavel pela incorporagdo de PABA ao acido di-
hidropterdico). Micrébios sensiveis as sulfas precisam sintetizar PABA, ao passo que
seres humanos obtém essa molécula em sua dieta (OPAS, 2011; TORTORA et al.,
2012).
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Provavelmente a sulfa mais utilizada hoje € a combinacdo de trimetoprim e
sulfametoxazol. Essa combinagdo é um excelente sinergismo de drogas. Ao serem
utilizadas em conjunto, apenas 10% da concentracdo de cada droga sdo necessarios, se
comparado a concentracdo necessaria quando cada droga é utilizada individualmente. A
combinagdo amplia o espectro de atividade e reduz muito o surgimento de cepas
resistentes (TORTORA et al., 2012).

Os antimicrobianos usados em animais pertencem essencialmente as mesmas
classes de antimicrobianos usados em seres humanos (ARIAS; CARRILHO, 2012). Em
aves, 0s principais antimicrobianos usados sao sulfonamidas, penicilinas, polipeptideos,
lincosamidas, cefalosporinas e quinolonas, enquanto que nos suinos utiliza-se
tetraciclinas, sulfonamidas, cefalosporinas, fluorquinolonas e aminoglicosideos
(GUARDABASSI et al., 2010).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) ¢
responsavel pela autorizacdo, normatizacdo do uso de medicamentos veterinarios, e
também a fixacdo e o controle dos niveis residuais desses medicamentos em tecidos e
produtos de origem animal. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
também analisa a presenca de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos de
origem animal, recolhidos em pontos de venda ao consumidor (PALERMO-NETO,
2005).

3.2.1 Resisténcia aos antibioticos

A utilizacdo de antibioticos é considerada indispensavel na pecuéria, sendo
amplamente utilizados em todas as fases de producdo, ou ciclo de vida dos animais.
Animais enfermos necessitam de tratamento por questdes éticas, para a garantia da
seguranca dos alimentos e para o controle e a prevencdo de varias zoonoses
(EMBRAPA, 2004). Na medicina humana, o uso desses compostos também é
indispensavel. No entanto, com o aumento da exposicdo dos micro-organismos aos
antibidticos, o uso inadequado através do uso de doses abaixo do padrdo ou o término
do tratamento realizado de forma inadequada, prescri¢des erradas, medicamento de
baixa qualidade, disseminacdo das doencas, a falta de compromisso do governo e da
vigilancia sanitaria e um arsenal cada vez menor para diagnosticar, tratar e prevenir,

fizeram com que os agentes etiolégicos se tornassem resistentes (WHO, 2011a).
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A resisténcia antimicrobiana é a habilidade de um micro-organismo de inativar
um antimicrobiano (WHO, 2011b). Os mecanismos de inativacdo podem ocorrer através
da mudanga da conformacgdo da membrana plasmatica, da alteracdo do sitio de acdo do
antimicrobiano, da bomba de efluxo e de mecanismos enzimaticos (BRASIL, 2007a).
Podem também ser originados da resisténcia intrinseca, através da mutacao e aquisi¢do
de plasmidios e transpossons (HUOVINEN, 2001). A resisténcia aos antimicrobianos
ndo é um fendmeno recente, e representa um problema critico de satde publica mundial
(WHO, 2012; OPAS, 2011; OIE, 2012a), visto que os antibidticos utilizados em
humanos sdo basicamente os mesmos utilizados em animais (WHO, 2012). Diversos
estudos epidemiolégicos sugerem que o consumo de alimentos de origem animal seja
considerado a mais importante via de transmisséo de bactérias resistentes entre humanos
e animais (EMBRAPA, 2004; WHO, 2012).

As consequéncias previsiveis da resisténcia antimicrobiana podem levar a uma
falha grave no tratamento antimicrobiano em seres humanos e em animais (OIE, 2012a),
0 prolongamento das doencas, maior risco de complica¢des e 0 aumento da morbidade e
da mortalidade, levando a humanidade a era pre-antibidtica. Além disso, representa um
enorme 6nus financeiro, que inclui a perda da produtividade (perda do rendimento,
diminuicdo da produtividade do trabalhador, tempo gasto pela familia) e 0 aumento dos
custos diagndsticos e de tratamento (consultas, infraestrutura, rastreamento, custo de
equipamentos, medicamentos), constituindo um problema econémico, pelos quais 0s
servicos de saude nacionais mal podem arcar (WHO, 2012).

Com a escassez de novos antibioticos no mercado, a necessidade de medidas
para evitar uma crise global na area da salde € cada vez mais urgente (WHO, 2012).
Desse modo, torna-se necessario promover o uso responsavel e prudente destes
medicamentos para preservar a eficacia terapéutica em animais e seres humanos (OIE,
2012a), realizado por meio de isolamento bacteriano e de testes de sensibilidade
antimicrobiana, além do uso destas medicacGes em doses corretas por periodo adequado
(MATEU; MARTIN, 2001). Deve-se criar sistemas nacionais de monitoramento
antimicrobiano e desenvolver protocolos padronizados para facilitar a harmonizacéo
global na vigilancia antimicrobiana em humanos e animais e de antimicrobiano de
resisténcia (WHO, 2011b). Promover a educacdo continuada de veterinarios e médicos,
em relacdo a prescri¢do criteriosa de antimicrobianos e ao esclarecimento a populagdo
sobre a real indicacdo destes produtos (SINGER et al., 2003). Deve-se, ainda,

implementar praticas modernas de criagcdo e de abate de animais, além da manipulagéo e
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do preparo adequado dos alimentos, minimizando assim, a transmissdo de bactérias
resistentes na cadeia alimentar (SINGER et al., 2003).

Por ser um problema de saude publica mundial, diversas organiza¢fes como a
Organizacdo Mundial da Satude Animal (OIE), a Organizacdo das Nag¢des Unidas para
Alimentacdo e Agricultura (FAO), a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e a
Comissdo do Codex Alimentarius (CAC) trabalham juntas para conter o
desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana de patdgenos que afetam a salde de
animais ou de humanos, em particular, atraves da cadeia alimentar (OIE, 2012a). No
Brasil, no ano de 2004, foi criada a Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia
Microbiana em Servicos de Saude, uma parceria da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) com a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) e a
Coordenacdo Geral de Laboratérios de Saude Puablica do Ministério da Saude
(CGLAB/MS). Em agosto de 2012, a agéncia instituiu a Camara Técnica de Resisténcia
Microbiana com a finalidade de elaborar normas e medidas para 0 monitoramento,
controle e prevencdo da resisténcia microbiana em servicos de salude no Brasil
(BRASIL, 2012). A RDC n° 44/2010 (BRASIL, 2010) exige que a venda de antibidticos
nas farmacias e drogarias do pais s6 podem ser entregues mediante receita médica. A
ANVISA promove palestras, treinamentos, capacitacbes e elaborou materiais
explicativos sobre o assunto.

A salmonelose € uma das causas mais comuns de doencas de origem alimentar.
A maioria das infeccbes causadas por Salmonella sdo atribuidas pelo consumo de
alimentos de origem animal contaminados. As infeccGes severas causadas por esse
patogeno frequentemente necessitam de terapia antimicrobiana. Um problema potencial
que vem se desenvolvendo hd décadas € o desenvolvimento de resisténcia aos
antimicrobianos (HUR et al., 2012) mais especificamente, sorotipos de Salmonella. A
maioria das enterobactérias, como Salmonella e E.coli, se mostra sensivel as
ampicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol, cotrimoxazol
e aos derivados quilénicos. As polimixinas também sdo bastante ativas contra essas
bactérias (TRABULSI et al., 1999).

3.2.2 Métodos de sensibilidade de antibi6ticos

Os resultados dos testes de susceptibilidade microbiana in vitro séo valiosos para

selecionar agentes quimioterapicos ativos contra o organismo infectante. A selegdo do
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agente e o resultado do tratamento no paciente séo influenciados por uma variedade de
fatores relacionados entre si, incluindo as propriedades farmacocinéticas e a toxicidade
do farmaco, a doenca clinica e o estado geral do paciente. Assim, alguns organismos
que sdo “sensiveis” a um antibidtico, por exemplo, persistirdo em uma infec¢ao e outros
organismos que sao “resistentes’” a um antibidtico poderao ser eliminados (MURRAY et
al., 2009).

Os testes de disco-difusdo, tambeém conhecidos como Kirby-Bauer
provavelmente sdo os mais utilizados. Uma placa de Petri com um meio solido é
previamente inoculada com o micro-organismo a ser testado. Em seguida discos de
papel impregnados com agentes terapéuticos em uma dose conhecida s&o colocados na
superficie do meio de cultura. Durante a incubacdo o0s agentes quimioterapicos se
difundem em direcdo ao agar. Quanto mais distante do disco o agente se difundir,
menor sera a sua concentracdo. Se 0 agente quimioterapico for efetivo contra o micro-
organismo testado, uma zona de inibi¢ao se formara ao redor do disco depois do periodo
de incubacdo. O didmetro da zona de inibi¢do deve ser medido e, quanto maior a zona,
maior a susceptibilidade do micro-organismo ao antibiético. O didmetro da zona €
comparado com valores em uma tabela padronizada da droga e 0 micro-organismo pode
ser classificado como sensivel, intermediario ou resistente (TORTORA et al., 2012).

O Teste-E é um teste de difusdo mais avancado. Permite ao técnico estimar a
concentracdo inibitoria minima (CIM), ou seja, a menor concentracdo do antibidtico que
previne o crescimento bacteriano visivel. Uma tira plastica € coberta com um gradiente
de concentracdo do antibidtico e a CIM pode ser avaliada por uma escala impressa na
tira plastica (TORTORA et al., 2012).

Concentracdo minima bactericida (CBM) em algumas infec¢des € importante
conhecer a concentracdo em que o farmaco mata o micro-organismo. Coleta-se uma
pequena amostra (0,01 ou 0,1 mL) dos tubos utilizados para o ensaio de CIM e
semeando-a sobre a superficie de uma placa de &gar sangue desprovida do farmaco.
Quaisquer organismos que forem inibidos, mas ndo mortos, inibem a possibilidade de
crescer, uma vez que o farmaco foi diluido significativamente. Apds a incubacéo a 35°C
por 48 horas, a menor concentragdo que reduziu o nimero de coldnias em 99,9%
comparando-se ao controle desprovido do farmaco, corresponde a CBM. Farmacos
bacteriostaticos apresentam CBM significativamente superior a CIM, ja os farmacos
bactericidas geralmente inibem CBM igual ou muito similar & CIM (LEVINSON,
2010).
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Concentracao Inibitéria Minima (CIM) (testes de diluicdo em meio liquido) € a
menor concentracdo do farmaco capaz de inibir o crescimento do organismo. A CIM €
determinada por meio da inoculagdo do micro-organismo isolado do paciente, em uma
serie de tubos ou frascos contendo dilui¢cbes do farmaco na base dois. Apds a incubacao
a 35°C por 18 horas a menor concentracao do farmaco que impede o crescimento visivel
do micro-organismo corresponde a CIM (LEVINSON, 2010).

3.3 Desinfetantes

Os biocidas ou agentes biocidas sdo produtos que possuem moléculas quimicas
ativas, as quais controlam o crescimento ou matam as bactérias (SCENIHR, 2009a).
Neste grupo, estdo incluidos, entre outros, 0s antissépticos, conservantes e 0s
desinfetantes (SCENIHR, 2009b). Os desinfetantes, segundo ANVISA (BRASIL,
2007a) sdo produtos que matam todos 0s micro-organismos patogénicos, mas ndo
necessariamente todas as formas microbianas esporuladas em objetos e superficies
inanimadas. Ja desinfeccdo, de acordo com o Codex Alimentarius, € a redugdo do
namero de micro-organismos no ambiente, a um nivel que ndo comprometa a seguranga
dos alimentos, nem a sua adequacdo (CAC, 2003). Os desinfetantes atuam como
barreira sanitaria na prevencdo de doencas transmitidas por alimentos, onde
desempenham papel importante na limitacdo de fontes potenciais de infeccdo. S&o
utilizados em superficies para manter a higiene em estabulos, frigorifico, instalagdes da
industria de alimentos e equipamentos, bem como para a descontaminacdo de carcacas
de animais, produtos, hortifrutigranjeiros, na agua, entre outros (CERF et al., 2010;
SCENIHR, 2009b).

No Brasil, a regulamentacdo dos desinfetantes esta a cargo da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) atuando no registro e notificacdo desses produtos antes da
comercializacdo, observando critérios de qualidade para garantir sua eficacia e
seguranca. A RDC n° 14/ 2007 da ANVISA (BRASIL, 2007b), legislacdo utilizada em
industria alimenticia e afins (além disso, aplicada para uso em hospitais e uso
especifico), aprova o Regulamento Técnico para produtos saneantes com agdo
antimicrobiana. A instru¢cdo normativa (IN) n® 26/2009, do MAPA regulamenta a
fabricagéo, o controle de qualidade e a comercializagdo de produtos antimicrobianos de
uso veterinario (BRASIL, 2009b).
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Os modos de agéo dos desinfetantes podem variar, interagindo na parede celular
bacteriana, na membrana celular, nos &cidos nucleicos e com outros constituintes
citoplasmaticos (QUINN et al., 2007), tais como proteinas (DNA, RNA, constituintes
da parede celular) através da interacdo fisico-quimica ou de reacdes quimicas
(MCDONNELL; RUSSELL, 1999). Ao atuarem em diversos alvos na célula
microbiana, geram danos, denominados como efeito bactericida. J4 a bacteriostasia €
alcancada pela baixa concentragdo de um biocida, e é resultado de uma atividade
reversivel na membrana do citoplasma e/ou a diminuicdo da atividade enzimatica
(MAILLARD, 2002). Dependendo do micro-organismo, a agdo dos desinfetantes é
mais ou menos efetiva, por exemplo, entre as bactérias vegetativas, a micobacteria é
provavelmente a mais resistente a desinfeccéo, seguida das bactérias Gram-negativas,
enquanto que as Gram-positivas estdo entre as mais sensiveis (MAILLARD, 2002).

Os desinfetantes com alto nivel de eficiéncia inativam todos 0s micro-organismos
com a excecdo de um alto nimero de esporos bacterianos (WEBER; RUTALA, 2006).
Alguns exemplos de desinfetantes de alto nivel sdo: glutaraldeido, peroxido de
hidrogénio, 4acido peracético e compostos de cloro (MURRAY et al., 2010).
Desinfetantes com um médio nivel de desinfeccdo, como os alcodis, compostos
iodoforos e os compostos fendlicos inativam M. tuberculosis, bactérias vegetativas e a
maioria dos virus e fungos (WEBER; RUTALA, 2006). A desinfeccdo considerada
baixa (compostos de amdnio quaternario) mata a maioria das bactérias e alguns virus e
fungos, mas ndo tem o poder de matar micro-organismos mais resistentes como o bacilo
da tuberculose ou esporos bacterianos (MURRAY et al., 2010; WEBER; RUTALA,
2006).

Os desinfetantes podem ter a atividade microbiana afetada através de diversos
fatores, tais como, concentracdo do produto, tempo de contato, pH, temperatura,
presenca de matéria- organica no local (ou outro interferente, como produtos quimicos),
a natureza do material a ser desinfetado, a quantidade e as condi¢des dos micro-
organismos existentes. A concentracdo € o fator de primordial importancia
(MCDONNELL; RUSSELL, 1999; RUSSELL; MCDONNELL, 2000; TORTORA et
al., 2008). Por isso, é fundamental seguir as intru¢bes do rotulo do produto quimico,
quando comercial, quanto as especificacbes de concentracdo, tempo de contato,
indicagbes contra quais grupos organismos se mostra efetivo e demais orientacdes de
aplicactes (TORTORA et al., 2008).
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O composto quimico desinfetante ideal deve possuir amplo espectro de
atividade; ser biocida e ndo somente biostatico; ndo ser corrosivo as superficies de
contato; ser compativel com tracos de produtos de limpeza caso algum descuido ocorra
e 0 enxague ndo tenha sido bem executado; ndo tdxico ao operador € nem ao meio
ambiente; ter acdo rapida; de facil enxague e de facil titulacdo (CONTRERAS, 2003);
poder residual quando necesséario; facilidade de aplicacdo; ndo devem alterar o odor ou
coloracdo das superficies tratadas e economia de uso (PESQUER, 1995;
MASSAGUER, 2006).

Nos ambientes de criacdo animal, frigorificos e industrias de alimentos os
desinfetantes amplamente utilizados na higienizacdo sdo: clorexidina (digluconato de

clorexidina), compostos de amdnia quaternaria, hipoclorito de sédio e ioddforo.

3.3.1 Tipos de desinfetantes

3.3.1.1 Clorexidina (Digluconato de clorexidina)

A clorexidina pertence ao grupo das biguanidas (TORTORA et al., 2008), sendo
empregada em diversas etapas da cadeia de producdo dos alimentos: utilizada como
agente desinfetante na industria de alimentos, por manipuladores, equipamentos,
utensilios, até mesmo no controle microbioldgico de salmouras no processamento de
queijo. Este desinfetante € rotineiramente utilizado na higienizacdo de matadouros
avicolas frente a amostras de Salmonella (GERMANO; GERMANO, 2011; COLLA et
al., 2012). Apresenta baixa toxicidade em animais, além de ndo provocar danos a pele,
membranas e mucosas dos manipuladores nas concentracfes que apresentam efeitos
germicidas (GERMANO; GERMANO, 2011).

A clorexidina pode ser inativada por precipitacdes de sais minerais, inclusive
aqueles que compdem a dureza da agua, no entanto, ndo € inativada pela presenca de
matéria organica. Estavel e ndo corrosiva. As solucbes aquosas desse germicida nao
possuem cor nem sabor (JUNIOR, 2007; GERMANO; GERMANO, 2011).

Apresenta atividade contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, esporos
bacterianos e fungos (JUNIOR, 2007; RIAZI; MATTHEWS, 2011). O mecanismo de
acdo da clorexidina se caracteriza pela rdpida absor¢do das celulas bacterianas
resultando em lesdo na membrana plasmatica (GERMANO; GERMANO, 2011;
TORTORA et al., 2008).
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3.3.1.2 Compostos de aménia quaternaria (QACs)

Os compostos de quaternario de amonio, utilizados amplamente na desinfeccéo
de ambientes, equipamentos, utensilios, sdo bactericidas fortes contra as bactérias
Gram-positivas e um pouco menos ativos contra as Gram-negativas. Os QACs tambem
sdo fungicidas, amebicidas e viricidas, porém ndao matam enddsporo ou micobactérias
(TORTORA et al., 2008; GERMANO; GERMANO, 2011). Seu modo de acdo €
inibicdo enzimatica, desnaturacdo protéica e lesdo da membrana citoplasméatica com
vazamento dos constituintes celulares. No entanto, se houver residuos de amdnia
quaternaria em alimentos ingeridos podem causar nauseas, vomitos, tonturas e até
diarréias em apenas cinco minutos (GERMANO; GERMANO, 2011; JUNIOR, 2007).

As concentracdes de uso mais comuns sdo de 200-400mg/L, em pH entre 9,5 e
10,5, exigindo um contato minimo de 10 a 15 minutos a temperatura ambiente
(GERMANO; GERMANO, 2011).

A resisténcia microbiana a aménia quaternaria € um problema potencial em
diferentes areas da industria de alimentos (SUNDHEIM et al., 1998). Em geral, as
bactérias isoladas depois da desinfeccdo apresentam mais resisténcia ao QAC que as
cepas de laboratorio (LANGSRUD et al., 2003a). As bactérias Gram-negativas podem
se adaptar a se desenvolver em altas concentracdes do QAC quando repetidamente
expostas a concentracdes subletais (ISHIKAWA et al, 2002; LANGSRUD;
SUNDHEIM, 1997; MANGALAPPALLI-ILLATHU; KORBER, 2006).

No Quadro 1 estdo as vantagens e as desvantagens dos compostos quaternarios

de amo6nio como desinfetante.
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Quadro 1 - Vantagens e desvantagens dos compostos quaternarios de aménio como

desinfetante.

Vantagens

Desvantagens

Pouco afetados por matéria-organica

Inodoros, incolores, ndo corrosivos e nao irritantes
Efeito bacteriostatico residual

N4o irritante a pele quando em limpeza mecénica

Facilmente controlados

Estaveis ao armazenamento

Vida de prateleira longa
Controlam odores desagradaveis
Nao toxicos
Compativeis com tensoativos ndo- ibnicos
formulagBes de detergentes

Ativos em ampla faixa de pH (melhor acima de 6)
Estaveis a temperatura ambiente e a quente

Eficazes contra bactérias Gram-positivas

Solaveis em &gua e boa penetracéo

Efetivos contra micro-organismos termoduricos
Estaveis & mudanca de temperatura

Efetivos em condicdes alcalinas

em

Incompativeis com  agentes  tensoativos
anibnicos

Caros

Baixa atividade em agua dura

Pouco efetivos contra esporos bacterianos,
bacteriofagos, coliformes e psicrotréficos

E necessario efetuar a rinsagem do
equipamento

Problemas com formacdo de espumas e sabores
estranhos em laticinios

Atividade reduzida na presenca de Ca, Mg e Fe

Mais caros que os compostos clorados

Fonte: Adaptado de GERMANO; GERMANO (2011).

3.3.1.3 Hipoclorito de Sddio

O hipoclorito de sodio pertence ao grupo dos compostos halogenados
(TORTORA et al., 2008) e é um composto clorado inorganico (GERMANO;

GERMANO, 2011). Utilizado amplamente como desinfetante doméstico, alvejante e

como desinfetante em fabricas de processamento de laticinios (nas fazendas de leite

também) e alimentos (sanitizantes de carnes frescas e carcacas de aves, de

equipamentos de servigos de alimentacdo e utensilios, lavagem de frutas citricas) e em
sistemas de hemodialise (TORTORA et al., 2008; MASSAGUER, 2006).

O hipoclorito de sodio € comercializado sob forma liquida em teores de 1 a 10%
de cloro residual total (GERMANO; GERMANO, 2011). Para a lavagem de produtos, a
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agua pode ter um conteudo de cloro de 5 a 7 ppm, nesta concentragdo e considerando
um baixo tempo de contato ndo acontecem grandes destruicdes de esporos resistentes,
mas apenas a destruicdo das formas vegetativas de bactérias. Em &gua para consumo
humano a quantidade do cloro é de 0,025-2 ppm (MASSAGUER, 2006).

Para minimizar a instabilidade dos compostos clorados, particularmente dos
inorganicos, a industria deve armazenar os produtos comerciais em recipientes escuros,
bem fechados, em locais bem ventilados e de temperatura ndo elevadas para que nao
haja reducdo do teor de cloro residual. O contato com a luz decompde os produtos
clorados e a temperatura elevada provoca a sua volatilizagdo (GERMANO;
GERMANO, 2011).

As hipoteses de mecanismos de a¢gdo dos compostos clorados séo: destruicdo da
sintese proteica; descarboxilacdo oxidativa de aminoacidos a nitrilas e aldeidos; reacdes
com acidos nucléicos, purinas e pirimidinas; desequilibrio metabolico apds destruicao
de enzimas essenciais; introductes de lesdes no DNA acompanhada da capacidade de
auto-duplicagéo; inibicdo da absorcao de oxigénio e fosforilacdo oxidativa conjugada a
quebra de macromoléculas e, formacdo de derivados nitroclorados de citosina
(GERMANO; GERMANO, 2011).

Os hipocloritos sdo eficientes a altas dilui¢ces frente a uma gama de bactérias,
algas, protozoarios, esporos, bolores, leveduras, fagos e virus. Sdo considerados mais
efetivos frente as Gram-positivas que frente a Gram-negativas. Os esporos sdo 10 a
10.000 vezes mais resistentes que as células vegetativas. S. aureus sdo mais resistentes
que as Pseudomonas e outros micro-organismos Gram-negativos. Em &gua, as
leveduras sdo mais resistentes que E .coli (MASSAGUER, 2006).

No Quadro 2 estdo as vantagens e as desvantagens do hipoclorito de sédio como

desinfetante.
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Quadro 2 - Vantagens e desvantagens do hipoclorito de s6dio como desinfetante.

Vantagens Desvantagens

Relativamente baratos Instaveis ao armazenamento

Agem rapidamente Inativos pela matéria organica

Néo afetados pela dureza da agua Corrosivos quando ndo usados corretamente

Efetivos contra uma grande variedade de micro- Irritantes para a pele

organismos

Efetivos em baixas concentracGes Podem provocar odores indesejaveis

Relativamente ndo toxicos nas condicoes de uso Precipitam em agua contendo ferro

Faceis de preparar e aplicar em equipamentos Menor eficiéncia com aumento de pH da
solucéo

Concentraces facilmente determinadas Podem ser usados em tratamento de agua

Podem ser usados em tratamento de agua

Concentracdo de 50 mg/L geralmente sdo aprovadas no
teste de suspensao

Os equipamentos ndo necessitam ser rinsados apds a

sanificacdo

Fonte: Adaptado de GERMANQO; GERMANO (2011).

3.3.1.4 lodoforo

Pertence ao grupo dos compostos iodados. Fazem parte deste grupo o iodo e 0
cloro. O ioddforo é uma combinacgéo de iodo e uma molécula orgénica, da qual o iodo é
lentamente liberado. Os iodoforos possuem a atividade antimicrobiana do iodo, no
entanto, sdo menos irritantes (TORTORA et al., 2012).

Utilizados nas médos dos manipuladores de industrias de alimentos (LITZ et al.,
2007), séo eficientes e de amplo espectro contra bactérias, sejam elas Gram-negativas
ou positivas, fagos, virus, protozoarios e esporos. Em muitos casos sdo mais eficientes
que os clorados. No entanto, sdo mais caros e corrosivos gue os clorados. Conseguem
penetrar na matéria organica e sao menos afetados por ela quando bem tamponada para
0 pH &cido. Néo séo afetados pela agua dura (MASSAGUER, 2006).

O efeito do pH é mais germicida a pH &acido de 2 até 5. A sua acdo bactericida é
rapida em agua fria ou dura. S8o corrosivos. Apresentam-se na cor amarela dependendo
da concentracdo; e menos efetivos em esporos do que clorados. Possuem odor e sabor
minimo. Como desvantagem, o seu contato com qualquer residuo de alimento que
contenha amido produz manchas azuis de complexo com iodo, e que sdo dificeis de

remover. Podem causar sabor desagradavel em leite e derivados (MASSAGUER, 2006).
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No Quadro 3 estdo as vantagens e as desvantagens dos ioddéforos como

desinfetante.

Quadro 3 - Vantagens e desvantagens dos iod6foros como desinfetante.

Vantagens

Desvantagens

Boa estabilidade

Acéo de molhagem

Eficientes contra todos o0s micro-organismos,
exceto sobre esporos bacterianos e bacteriofagos
N&o devem ser usados a temperatura acima de
49°C

Eliminam células de leveduras mais rapido que o
hipoclorito

Néo afetados pela agua dura

Relativamente ndo-tdxicos

N&o corrosivos e ndo penetrantes na pele

Boa penetracdo e propriedades de espalhamento
Previnem formacdo de incrustagcbes minerais por
serem de natureza 4cida

Facilmente preparados

Menos sensivel a matéria organica que o cloro

Sua concentracéo é facilmente determinada

Eficiéncia diminui com o aumento do pH

Menos eficientes que o cloro sobre esporos
bacterianos e bacteriéfagos

Podem causar odores desagradaveis em alguns
produtos.

Podem provocar descoloragdo

Mais caros que o cloro

Causam coloragdo de alguns materiais como o
pléastico

N&o devem ser empregados a temperaturas acima
de 43 °C, pois sublimam

N&o devem ser empregados em plantas de amido

Fonte: Adaptado de GERMANO; GERMANO (2011).

3.3.2 Testes de avaliacao desinfetante

Para se avaliar a efetividade dos desinfetantes e antissépticos utilizam-se testes,
sendo que os principais sdo: teste de determinacdo da concentracdo minima inibitoria,

teste de uso-diluicéo, teste de diluicdo em tubos e de disco difuséo.
3.3.2.1 Métodos de uso-diluicdo
Por muitos anos o padrdo utilizado foi o teste de coeficiente de fenol, onde se

comparava a atividade de um determinado desinfetante com a do fenol. Atualmente o

padrdo atual é o teste de uso-diluicio do American Official Analytical Chemist
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(AOAC). Nesta metodologia sdo utilizadas trés bactérias Salmonella Choleraesuis,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Anéis metalicos sdo mergulhados
em culturas padronizadas de bactérias-teste cultivadas em meio liquido, removidos e
secos a 37 °C por um breve periodo. As culturas secas sdo colocadas em uma solucao do
desinfetante na concentracdo recomendada pelo fabricante e deixadas por 10 minutos
em 20 °C. Apds essa exposicao, os anéis sdo colocados em um meio que permitird o
crescimento de quaisquer bactérias sobreviventes. A efetividade do desinfetante é
determinada pelo namero de culturas que se desenvolverem. Os testes de
antimicrobianos destinados a objetivos especiais, como desinfeccdo de utensilios
relacionados a laticinios, podem utilizar outra bactéria teste (TORTORA et al., 2008).

3.3.2.2 Método de diluigdo em tubos (CIM)

A atividade antimicrobiana pode ser determinada através da menor quantidade
de agente necessaria para inibir o crescimento de um organismo-teste, denominado de
concentracdo inibitéria minima (CIM). Para a determinacdo da CIM uma seérie de tubos
contendo meios de cultura sdo preparados e inoculados. Cada tubo contém uma
concentracdo diferente do agente. Apoés a incubacdo, os tubos sdo inspecionados,
verificando a ocorréncia do crescimento visivel, ou seja, a turbidez. A CIM corresponde
a menor concentracdo de agente capaz de inibir completamente o crescimento do
organismo teste. Este método é denominado técnica de diluicdo em tubos (MADIGAN
et al., 2010).

A CIM ndo € constante para um dado agente podendo variar conforme a
natureza do micro-organismo teste utilizado, o tamanho do inéculo, a composicdo do
meio de cultura, o tempo e as condicGes de incubacdo, como temperatura, pH e aeracao.
Quando as condic6es de cultivo sdo padronizadas é possivel comprar diferentes agentes
antimicrobianos (MADIGAN et al., 2010).

3.3.2.3 Métodos de disco-difusao

Um disco de papel-filtro € mergulhado em um produto quimico (concentragdes
conhecidas) e colocado em uma placa de agar que foi previamente inoculada com o
micro-organismo teste. Durante a incubacdo, o agente difunde-se do disco para o &gar.

Uma zona de inibi¢do é criada, cujo diametro é proporcional a quantidade de agente
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antimicrobiano adicionado ao disco, a solubilidade do agente, ao coeficiente de difusdo
e a eficécia global do agente. Discos com antibi6ticos estdo disponiveis comercialmente
e sdo usados para determinar a suscetibilidade microbiana a esses compostos
(TORTORA et al., 2008; MADIGAN et al., 2010).

Existem diversas publicacbes (CERF et al., 2010; JONES; 1995) posicionando-
se contra 0 uso do teste da concentracdo inibitria minima (CIM) em desinfetantes.
Uma dessas razdes € a concentracdo de desinfetante aplicada no teste, ndo sendo a
quantidade utilizada na prética (CERF et al., 2010). Além disso, o tempo de contato
entre o desinfetante e o indculo é de 24 horas e o contato na realidade €, muitas vezes,
de poucos segundos (JONES, 1995; CHAPMAN, 2003).

3.3.2.4 Teste de suspensdo qualitativa

Este teste é baseado na norma européia, EN 1040:2005 (BRITISH
STANDARD, 2006), conforme descrito na se¢cdo “Material e Métodos” deste trabalho.

3.3.3 Resisténcia aos desinfetantes

Os desinfetantes sdo utilizados amplamente na inddstria de alimentos, atuando
na diminuicdo dos riscos de transmissdo de patdgenos humanos através da cadeia
alimentar. Além disso, sdo amplamente empregados na limitacdo de potenciais fontes de
infeccdo (FERNANDEZ-FUENTES et al., 2012) como nos matadouros e criadouros
animais. Existe preocupacdo quanto a resisténcia ou até mesmo a diminuicdo da
tolerancia de bactérias frente aos desinfetantes, no entanto, esse ndo ¢ um fendmeno
recente (RUSSELL, 2004). Existem alguns pesquisadores, tal como Levy (2002), que é
da opinido de que, assim como os antibidticos, a resisténcia aos biocidas vai
eventualmente emergir em uma maior escala.

Acredita-se que essa resisténcia pode ter sido originada através de diversos
motivos, tais como: 0 aumento do uso de produtos quimicos sanitizantes, pois houve o
aumento da abordagem da importancia da higiene dos alimentos e nas industrias
alimenticias (RIAZI; MATTHEWS, 2011); pela presenca no ambiente de residuos
biocidas (THOMAS et al., 2000); pela exposicdo intermitente ou continua dos micro-
organismos a concentragoes sub-letais dos desinfetantes (TO et al., 2002; LANGSRUD

et al., 2003a,b); e pelo mal uso dos desinfetantes, através da concentragdo, diluicdo e
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tempo de contato incorretos (RUSSELL, 2003; CHAPMAN, 2003; MAILLARD, 2005;
MAILLARD, 2007). Aqueles micro-organismos que sobrevivem a essa exposi¢do
podem desenvolver diminuicdo na susceptibilidade a um ou mais agentes de
higienizacdo (RIAZI; MATTHEWS, 2011) correndo o risco de serem transferidos para
os manipuladores, equipamentos de processamento de alimentos, e para o préprio
alimento, criando prejuizos para a saide (KUSUMANINGRUM et al., 2003).

A resisténcia aos desinfetantes, assim como a resisténcia aos antibidticos, pode
ser intrinseca ou adquirida (RUSSELL, 2000), além disso, pode estar vinculada a
mecanismos, como inativacao da droga ou modificacdo, alteracdo do sitio-especifico de
acdo e alteragdo da concentracdo intracelular, diminuindo a permeabilidade ou
aumentando o efluxo (WEBER; RUTALA, 2006).

Em relacdo ao grupo quimico da amonia quaternaria (QACs), a resisténcia
bacteriana de alguns micro-organismos como 0s Gram-negativos (especialmente
Pseudomonas aeruginosa), esporos bacterianos, micobactérias, e em certas condicoes,
Staphylococcus, € intrinseca e em outros casos, adquirida (HEGSTAD et al., 2010). Em
um estudo de Riazi e Matthews (2011), cepas de Salmonella Enteritidis exibiram
diminuicdo na susceptibilidade a clorexidina (dicoglunato de clorexidina) depois de
serem expostas repetidamente a esse composto quimico em teste de suspensdo. Neste
mesmo estudo, E.coli O157:H7, S. Enteritidis, S. aureus e L. monocytogenes ndo
desenvolveram  resisténcia aos sanitizantes comumente utilizados, dentre eles,
hipoclorito de sddio. Borowski e colaboradores (2006) testaram amostras de Salmonella
Typhimurium isoladas m suinos com composto quimico iodofor, cerca de 4%
apresentaram resisténcia a concentracdo recomendada pelo fabricante em 60 minutos de
contato, e aproximadamente 61% apresentaram resisténcia a subconcentracdo do
produto quimico.

As adaptacOes aos desinfetantes podem e devem ser evitadas através de rigorosa
limpeza e desinfec¢do, evitando concentraces de desinfetantes abaixo da concentracdo
indicada (MEYER; COOKSON, 2010), assim como 0 uso prudente pode garantir a sua
continua eficacia contra os micro-organismos (RIAZI; MATTHEWS, 2011).

3.3.4 Resisténcia aos desinfetantes e antibi6ticos

Existem evidéncias cientificas que o uso ou o mau uso dos biocidas pode estar

contribuindo para o desenvolvimento de bactérias resistentes, ndo so aos biocidas, mas
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também aos antibidticos (SCENIHR, 2009b; RUSSELL, 2000; RUSSELL, 2002;
LEVY, 2000; LEVY, 2001; LEVY, 2002; FRAISE, 2002, GILBERT, 2003). Muitos
pesquisadores sugerem que a exposicdo a um agente antimicrobiano pode resultar na co-
resisténcia ou na resisténcia cruzada a outro agente antimicrobiano (GOLDING;
MATTHEWS, 2004).

A resisténcia cruzada (cross resistance) é quando existe um mecanismo de
resisténcia que neutraliza dois ou mais agentes antibacterianos (BUFFET-BATAILLON
et al., 2012), podendo ocorrer quando diferentes agentes atacam o mesmo alvo,
iniciando caminho comum para a morte celular ou partes de uma mesma rota de acesso
aos seus respectivos alvos. O resultado final é o desenvolvimento da resisténcia a um
agente antibacteriano sendo acompanhado pelo aparecimento da resisténcia de outro
agente (CHAPMAN, 2003). Algumas pesquisas (RANDALL et al., 2004; RANDALL
et al., 2005) mostraram que o crescimento de Salmonella enterica e E. coli quando
expostas a concentrac¢des subinibitorias de desinfetantes agricolas, levou ao aumento do
isolamento de cepas resistentes a maltiplos antibioticos. Ja& a co-resisténcia ocorre
quando existem dois ou mais mecanismos de resisténcia em um organismo (BUFFET-
BATAILLON et al., 2012), quando os genes que especificam os fendtipos resistentes
estdo localizados em conjunto em um elemento genético moével, como transposson,
plasmideo ou integron (CHAPMAN, 2003).

Existe uma fundamental diferenca entre 0 modo de acdo dos antibioticos e dos
desinfetantes. Os antibidticos sdo agentes seletivamente toxicos e geralmente possuem
um unico alvo na célula bacteriana inibindo um processo biossintético especifico. Os
desinfetantes sdo considerados agentes antimicrobianos ndo especificos devido ao seu
mecanismo de multiplicidade toxica e de possuirem um amplo espectro de micro-
organismos contra 0s quais mostra-se eficaz (MAILLARD, 2002; DENYER;
STEWARD, 1998). Entretanto, existem similaridades nas propriedades antibacterianas
e mecanismos de resisténcia empregados pelas bactérias contra esses dois grupos de
drogas (RUSSELL, 2002; RUSSELL, 2003; RUSSELL, 2004; RUSSELL et al., 1997;
SHELDON, 2005). Essas similaridades incluem: a penetracdo de agentes catibnicos e
antibioticos dentro de bactérias Gram- negativas (RUSSELL; CHOPRA, 1996); entrada
através da difusdo passiva em bactérias ndo esporuladas Gram-positivas; efeitos de
danos de membrana produzidos por biocidas e antibiéticos (GILBERT et al., 2002;
DENYER; STEWARD, 1998); mudancas morfoldgicas semelhantes (DENYER;
STEWARD, 1998), dentre outros.
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Esta claro que, quando usado apropriadamente, os antibioticos sdo ferramentas
valiosas no tratamento de infecgdes severas. Também, o uso adequado de desinfetantes
pode ser considerado benéfico na diminuicdo dos micro-organismos nao somente no
contexto clinico humano, mas também em aplicacbes veterinarias e na agricultura
(RUSSELL, 2002; DAVIN-REGLI; PAGES, 2012).

3.4 Plantas medicinais

Durante muitos séculos as plantas medicinais representavam a Unica fonte de
agentes terapéuticos para o homem. No inicio do século XIV, com o desenvolvimento
da quimica farmacéutica, as plantas eram consideradas a primeira fonte de substancias
para o desenvolvimento de medicamentos (MOTA, 2008). Acredita-se que cerca de
40% dos medicamentos atualmente disponiveis, foram obtidos de forma direta ou
indiretamente de fontes naturais, assim subdivididos: 25% de plantas, 12% de micro-
organismos e 3% de animais (CALIXTO, 2001). Das 252 drogas consideradas béasicas e
essenciais pela OMS, 11% sdo originarias de plantas e um numero significativo sdo
drogas sintéticas obtidas de recursos naturais (RATES, 2001). Cerca de 78% das drogas
antibacterianas e 60% dos medicamentos antitumorais sdo derivados de produtos
vegetais (SOLER, 2000). Segundo a OMS o interesse populacional pelas terapias
naturais vem aumentado nos paises industrializados e aproximadamente 85% da
populacdo mundial utiliza plantas medicinais para tratar agravos a saude (OMS, 2002).

O Estado brasileiro, através do Decreto n° 5.813 de 22 de junho de 2006 e da
criacdo de Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2006),
estimula estudos com plantas medicinais e fitoterapicos. A Organizacdo Mundial de
Salde (OMS) também estimula os paises a estudarem e explorarem aqueles aspectos da
medicina tradicional que possam fornecer praticas e medicamentos eficazes, e seguros,

para serem usados na atencdo primaria a saude (OMS, 2002).

3.4.1 Atividade antibacteriana de plantas medicinais

As plantas produzem muitos metabdlitos, os quais conferem efeitos inibitdrios
contra micro-organismos patégenos, dentre eles, bactérias e fungos (CARPINELLA et
al., 2011; DUARTE et al., 2004). Esses compostos derivados de plantas estdo sendo

valorizados (FLAMM et al., 2012), pois tornam-se uma alternativa contra 0os micro-
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organismos resistentes aos desinfetantes e antibidticos convencionais. A maioria dessas
propriedades antibacterianas é conferida por produtos do metabolismo secundario como
terpendides e compostos fendlicos, que também na forma pura exibem atividade
(DUARTE et al., 2004).

O Brasil é o pais de maior biodiversidade do planeta que, associada a uma rica
diversidade étnica e cultural detém um valioso conhecimento tradicional associado ao
uso de plantas medicinais, possuindo o potencial necessario para desenvolvimento de
pesquisas com resultados em tecnologias e terapéuticas apropriadas (BRASIL, 2006).
Assim, o estudo da atividade antimicrobiana de plantas medicinais, condimentares e
aromaticas vem ganhando énfase no pais, como nos trabalhos desenvolvidos por
Avancini e Wiest (2008b), que pesquisaram a atividade bactericida da Achyrocline
satureoides Lam. DC. (macela) e da Hypericum caprifoliatum Cham. Schlecht
(escadinha ou sinapismo) relacionada com mastites bovinas; Avancini e Wiest (2008a)
pesquisaram 36 plantas com indicativo etnografico medicinal da Mata Atlantica residual
em Porto Alegre, com énfase a etnomedicina veterinaria, etnosotaxia e etnoterapéutica
de doencas de pele; Carvalho et al. (2005), avaliou a atividade antibacteriana de 32
plantas condimentares frente a micro-organismos como Escherichia coli (ATCC
11.229), Staphylococcus aureus (ATCC 25.923), Salmonella Enteritidis (ATCC
13.076) e Enterococcus faecalis (ATCC 19.433); Asolini et al., (2006) testaram a
atividade antibacteriana dos compostos fendlicos dos extratos de plantas usadas como
chés, o estudo envolveu plantas como arruda (Ruta graveolens), camomila (Matricaria
chamomilla), macela (Achyrocline satureioides), alcachofra (Cynara scolymus), erva-
mate (llex paraguariensis), tanchagem (Plantago major), malva (Malva silvestris),
sélvia (Salvia officinalis), capim-limdo (Cymbopogon citratus) e alecrim (Rosmarinus

officinalis).

3.4.2 Achyrocline satureioide (LAM.) DC

Segundo Lorenzi e Matos (2002), A. satureioides tem como nomes populares:
macela, alecrim-de-parede, camomila-nacional, carrapichinho-de-agulha, cha-de-lagoa,
losna-do-mato, macela-amarela, macela-da-terra, macela-do-campo, macela-do-sertéo,
macelinha, marcela, marcela-do-campo, paina. E apresenta algumas sinonimias
cientificas: Achyrocline candicans (Kunth) DC, Achyrocline flaccida DC, Gnaphalium

satureioides Lam., Gnaphalium candicans Kunth.
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Apresenta-se como planta herbdcea perene, ereta, muito ramificada, atingindo
cerca de 60 a 120 cm de altura, pertencente a familia Asteraceae. Nativa do sul e sudeste
do Brasil, comum em campos e areas abertas (LORENZI, 2000; FERRARO et al.,
2008).

Esta planta € amplamente utilizada no costume popular, assumindo grande
importancia econdmica, cientifica, tecnoldgica, cultural, religiosa e de salde, tanto que
foi instituida como planta medicinal simbolo do estado do Rio Grande do Sul (BRASIL,
2002).

Na medicina caseira &€ amplamente utilizada, no Brasil e em outros paises da
América do Sul, como Argentina, Uruguai e Paraguai. O cha de suas flores, folhas e
ramos secos sdo usados na proporcdo de 5 gramas por litro de agua fervente para
problemas gastricos, epilepsia e colicas de origem nervosa (TOURSARKISSIAN, 1980;
ALMEIDA, 1993). Usada como anti-inflamatorio, antiespasmaodico, e analgésico, para
diarréia e disenteria, como sedativa e emenagoga (VARGAS et al., 1991; SAGGESE,
1959). Em uso externo é utilizada contra reumatismo, nevralgias, célicas, menstruacdes
dolorosas, dores musculares e articulares (PANIZZA, 1998).

Existem diversas pesquisas utilizando A. satureioides como antimicrobiano.
Mota et al., 2011, utilizou as inflorescéncias de macela sob forma de extracao etanolica
e decoccdo sobre micro-organismos padrdo de interesse em alimentos, como
Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Escherichia coli (ATCC 11229) e Salmonella enteritidis (ATCC 13.076), obtendo
inibicdo frente as bactérias Gram-positivas. Avancini e Wiest (2008b), pesquisaram a
atividade bactericida da Achyrocline satureoides Lam. DC. (macela) e da Hypericum
caprifoliatum Cham. Schlecht (escadinha ou sinapismo) relacionada com mastites
bovinas. Wiest et al. (2009a), que testaram a inibicdo e inativacdo de Escherichia coli
por extratos de plantas com indicativo etnografico medicinal ou condimentar, dentre
elas de A. satureioides. Wiest et al. (2009b) estudaram a inibicdo e inativacdo de
Salmonella spp. por extratos de plantas com indicativo etnografico medicinal ou

condimentar, junto, estava a macela.

3.4.3 Fatores que influenciam o conteido de metabdlitos secundarios

Os compostos vegetais, responsaveis pela atividade antibacteriana, sdo alguns

componentes dos metabdlitos secundarios das plantas. Para que a planta medicinal
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apresente grandes quantidades do composto quimico responsavel por essa atividade, sdo
necessarios alguns cuidados.

Em geral, as espécies apresentam épocas especificas em que contém maior
quantidade de principio ativo no seu tecido, podendo essa variacdo ocorrer tanto no
periodo de um dia como em épocas do ano. Sdo relatadas variacbes sazonais no
contetdo de praticamente todas as classes de metabdlitos secundarios (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007). O conhecimento do momento correto de coleta do material desejado
leva a obtencdo de produtos de melhor qualidade. Essa variacdo ocorre em funcéo do
estagio em que se encontra a planta, como na plena floracdo ou no periodo que antecede
a floracio (SIMOES et al., 2002). Além disso, a idade, o desenvolvimento da planta, 0s
diferentes 6rgdos vegetais, sdo de consideravel importancia e podem influenciar a
quantidade total de metabdlitos produzidos e também as proporcbes relativas dos
componentes da mistura (BOWERS; STAMP, 1993; HENDRIKS et al., 1997; JENKS
et al., 1996). Outro fator de importancia é a temperatura de cultivo das plantas. A faixa
em que ocorrem as variacdes anuais, mensais e diarias na temperatura é um dos fatores
que influencia grandemente o seu desenvolvimento, afetando a producao de metabdlitos
secundarios (EVANS, 1996). Outros fatores tais como, disponibilidade hidrica, radiagcdo
ultravioleta, uso de micro e macronutrientes no solo, altitude, polui¢do atmosférica e até
mesmo inducdo por estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos podem interferir na
sintese desses metabolitos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Para evitar possiveis danos as plantas é necessario utilizar ferramentas
adequadas. O instrumento de corte no momento da colheita deve ser afiado para que a
cicatrizacdo ocorra 0 mais breve possivel, pois as aberturas no tecido das plantas
favorecem a contaminacdo por doencgas e pragas. O recipiente de coleta ndo deve
danificar o material vegetal. A incidéncia solar sobre o material colhido também acelera
a degradacdo das mesmas. Por isso 0 material colhido deve ser ligeiramente levado ao
local onde sera realizada a secagem. O local de secagem das plantas deve ser limpo,
bem ventilado, protegido do ataque de insetos e de outros animais e ao abrigo de luz. A
secagem deve ser individual para ndo haver mistura de elementos volateis. O tempo de
armazenamento deve ser o menor possivel, pois com o passar do tempo podem ocorrer
perdas qualitativas/ quantitativas nas substancias ativas das plantas. As plantas devem
ser guardadas isoladamente, cada espécie em uma embalagem para que ndo ocorra
mistura (SIMOES et al., 2002).
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3.4.3.1 Compostos fendlicos

Pertencem a uma classe de compostos que possui pelo menos um anel
aromatico, no qual, um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila. Estdo
presentes no reino vegetal e nos micro-organismos. Nos compostos fendlicos,
pertencentes ao metabolismo secundario dos vegetais, estdo estruturas variadas como 0s
acidos fendlicos, os derivados da cumarina, os pigmentos hidrossollveis das flores, dos
frutos e das folhas. Esta classe inclui as ligninas e os taninos, que sdo polimeros com
importantes func¢des nos vegetais (CARVALHO et al., 2002).

Os compostos fendlicos sdo provenientes do metabolismo secundario das
plantas, sendo importantes para o0 seu crescimento e reproducdo. Formam-se em
condicdes de estresse, como infeccBes, ferimentos e radiacfes ultravioletas (NACZK;
SHAHIDI, 2004).

As partes aéreas de A. satureioides possuem diferentes acidos fendlicos, como
acidos caféicos, clorogénicos, isoclorogénicos e glicolipidios (DESMARCHELIER et
al., 1998; BROUSSALIS et al., 1989; MENDES et al., 2006).

o

HO

CH=CH—COOH

Figura 1- Acido caféico, um composto fenélico encontrado em A. satureioides
(NOLDIN et al., 2003).

3.4.3.2 Taninos

S&o substancias fendlicas sollveis em agua, que apresentam a habilidade de
formar complexos insoltveis em &gua com alcal6ides, gelatina e outras proteinas. Sdo
importantes pois sdo responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e outros produtos
vegetais. Podem ser classificados devido a sua estrutura quimica em dois grupos:
taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Os taninos condensados estdo amplamente
distribuidos em plantas lenhosas e os hidrosoliveis em dicotiledbnias herbaceas e
lenhosas (MELO; SANTOS, 2002). Os taninos exercem um efeito antisséptico —
antibacteriano e antifungico, demonstrando ser moléculas de interesse (D’AMELIO,
1998; BRUNETON, 2001).
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Figura 2- Estrutura de um tanino condensado. Fonte: da autora.

3.4.3.3 Flavonoides

Constituem uma classe importante de polifendis, presentes em abundancia entre
0s metabolitos secundarios de vegetais. Representam um dos grupos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe de compostos esta
amplamente distribuida no reino vegetal. Ja identificados em bri6fitas, pteridofitas. Em
abundancia em angiospermas. Conferem protecdo aos vegetais contra incidéncia de
raios ultravioletas e visivel, protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias, dentre as
demais atividades, também desempenham funcdo antioxidante. As flavonas e os
flavondis variam a sua cor do branco ao amarelo, sendo identificadas em quase todo o
reino vegetal (ZUANAZZI, 2002).

Analises fitogquimicas mostraram que A. satureioides é rica em flavondides,
incluindo sesquiterpenos e monoterpenos (HIRSCHMANN, 1984; MESQUITA et al.,
1986). O estudo de Joray et al. (2011) mostrou o isolamento de um principio
antibacteriano no extrato de A. satureioide, denominado de 23-metil-6-O-desmetil
auricepirona. Outra pesquisa resultou no isolamento de quercitina e 3-O-metilquercetina
(HNATYSZYN et al., 2004). Além desses compostos, Ferraro et al. (1981) relataram

que luteolina também é um dos principais constituintes flavondides. Os compostos
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quercitina, luteolina e O-metilquercetina sdo os principais flavondides existentes no
extrato etandlico de macela (FERRARO et al., 1981). Outro flavondide identificado foi
0 achyrobichalcona (HOLZSCHUH et al., 2010; CARINI et al., 2013).

Figura 3- Principais flavondides de A. satureioides. A) Quercitina; B) Luteolina; C) 3-
O-metilquercetina; D) Achyrobichalcona (CARINI et al., 2014).

3.4.3.4 Cumarinas

Pode ser encontrada em vegetais, mas também em fungos e bactérias. Em
relacdo a sua estrutura, sdo lactonas do acido O-hidréxi-cinamico (2H-1-benzopiran-2-

onas), sendo o representante mais simples a cumarina (1,2-benzopirona) (KUSTER;

ROCHA, 2002).

CUMARINAS SIMP LES
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Figura 4- Exemplos de cumarinas simples. Fonte: SIMOES et al. (2002).
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3.4.3.5 Quinonas

S&0 compostos organicos que podem ser considerados como produtos da
oxidacdo de fendis. Desde a antiguidade tém sido usadas por ter atividades bioldgicas
como fontes de corantes (FALKENBERG, 2002).

A principal caracteristica é a presenca de dois grupos carbonilicos que formam
um sistema conjugado com pelo menos duas ligacGes duplas entre carbonos. Estdo
divididas em trés grandes grupos: as benzoquinonas, as naftoquinonas e as
antraquinonas. Dentre estes grupos, as aftoquinonas apresentam atividade antibacteriana
e fungicida (BRUNETON, 2001).

O O o
(D o DX Or
S o ~ S >
O (@]
1,4-benzoquinona 1,2-benzoquinona 1,4-naftoquinona 1,2-naftoquinona
(ou p-benzoquinona) (ou o-benzoquinona) OH o OH
O
LS
SO
O
9,10-antraquinona hipericifa

Figura 5- Estruturas basicas de quinonas (SIMOES et al., 2002).

3.4.3.6 Saponinas

Séo glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos. Essa estrutura possui
uma parte com caracteristica lipofilica e a outra hidrofilica, determina a propriedade de
reducdo da tensdo superficial da dgua e suas acdes detergentes e emulsificante. Sdo
substancias de elevada massa molecular. Essas substncias tem sido de interesse
farmacéutico, usada em formulagdes, componentes ativos em drogas vegetais ou ainda
como matéria-prima para a sintese de esterdides (SCHENKEL et al., 2002). Cavalcante

(2009) descreve estar presente saponinas em A. satureioides.
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3.4.3.7 Alcaléides

S&o compostos nitrogenados farmacologicamente ativos, que s@o encontrados
predominantemente nas angiospermas. Na maioria, possuem carater alcalino. Aqueles
que possuem um atomo de hidrogénio em um anel heterociclico sdo chamados de
alcaloides verdadeiros e sdo classificados de acordo com sistema anelar presente na
molécula.

Constituem um vasto grupo de metabdlitos com grande diversidade estrutural.
Este grupo tem apresentado grande impacto através dos tempos na economia, medicina
e em outros setores sociais e politicos (HENRIQUES et al., 2002).

NO\@Q

2-Pirrolidinametanol 3-(1-Metil-2-pirrolidini) 2-Metil-5-propilpiperidina Decahidroguinolina

piridina

Figura 6 — Estrutura quimica de alguns alcaldides (LAGHARI et al., 2014).

ZI
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Micro-organismos

As 134 salmonelas foram isoladas em produtos de origem animal (suinos e
aves), na rotina de um laboratério de microbiologia de referéncia, credenciado pelo
Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), no periodo de junho de
2010 a agosto de 2011. O isolamento dos micro-organismos ocorreu conforme a
Instrucdo n° 62, de 26 de agosto de 2003, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2003).

Tomou-se o cuidado de evitar o risco de selecdo de amostras com possibilidade
de serem da mesma fonte de contaminag&o, ou seja, clones. As informagdes das origens
das salmonelas encontram-se no Anexo A.

A Organizacdo Mundial de Saude Animal, através do Cddigo de Saude para
Animais Terrestres (OIE, 2012b), informa que o monitoramento de bactérias de origem
animal resistentes a antibidticos podem ser coletadas de produtos de origem animal, em
diferentes etapas da cadeia de producdo dos alimentos, incluindo o processamento,
embalagem e venda.

As bactérias de referéncia utilizadas no teste de sensibilidade a antimicrobianos
(antibidticos) e no teste da atividade bactericida de desinfetantes foram Salmonella
Choleraesuis (ATCC 10.708) e Salmonella Enteritidis (ATCC 13.076). Salmonella
Choleraesuis (ATCC 10.708) é utilizada para a avaliacdo da atividade antimicrobiana
em produtos saneantes (BRASIL, 2007b; AOAC, 2006). Salmonella Enteritidis (ATCC
13.076) é um dos sorovares mais prevalentes no mundo (ACHA; SZYFRES, 2001). Ja
nos testes de sensibilidade aos antibidticos foi utilizado E. coli (ATCC 25.922) (CLSI,
2008).

Os isolados de Salmonella spp. foram mantidos congelados (-10 °C) em
criotubos contendo caldo de infusio cérebro e coracdo, caldo BHI (Himedia®, india) e
glicerol (Synth®, Brasil) na proporc¢édo de duas partes do caldo para uma de glicerol.

Para a reativagdo bacteriana, uma pequena quantia foi retirada por meio de alga
bacterioldgica e semeada em caldo BHI incubado a 36 °C (+/- 1°C) por 24 horas. Apés
esse periodo uma pequena quantia (al¢ada) foi inoculada através de esgotamento para o

4gar de infusdo cérebro e coragdo (4gar BHI- Himedia®, India) e para o agar xilose
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lisina desoxicolato (agar XLD- Oxoid®, Inglaterra) e incubada a 36 °C (+/- 1°C) por 24
horas (BRASIL, 2006).

4.2 Teste de sensibilidade a antimicrobianos por discos de antibidticos

O teste de sensibilidade a antimicrobianos foi realizado com as 134 salmonelas.
Foram utilizados oito antibiéticos (Laborclin®, Brasil), pertencentes a sete grupos
quimicos. Os antibidticos utilizados foram: amoxicilina 10 pg, ampicilina 10 ug,
ceftiofur 30 pg, gentamicina 10 pg, enrofloxacina 5 pg, florfenicol 30 ug, tetraciclina
30 pug e sulfa-trimetoprim 1,25/ 23,75 pg. Esses compostos foram selecionados a partir
de informag&o obtida de médicos veterinarios responsaveis pela produgdo animal.

Para a preparacdo do inoculo (método de suspensdo direta das col6nias), foram
selecionadas coldnias bem isoladas, com o mesmo tipo morfologico em placa de agar
tripsina sodio (agar TSA- Oxoid®, Inglaterra), previamente incubada a 37 °C por 24
horas. As coldnias foram colocadas em 5 mL de peptona salina 0,1%. A cultura foi
ajustada para que a turbidez coincidisse com a da solucdo padrdo McFarland de 0,5,
resultando em uma suspensdo contendo aproximadamente de 1 a 2,0 x 108 UFC/mL
(CLSI, 2008).

Depois de ajustada a suspensdo, um swab de algodéo estéril foi mergulhado no
tubo da cultura teste, o excesso do liquido foi retirado através da pressdo na parede
interna do tubo. O in6culo foi espalhado na superficie do agar Mueller- Hinton
(Oxoid®, Inglaterra) em diversas dire¢oes. ApOs a secagem, em um tempo maximo de
15 minutos, os discos de antibioticos foram colocados sobre a placa com o auxilio de
pincas flambadas. A incubacdo foi entre 35 a 37 °C por 24 horas. As placas foram
colocadas em uma superficie escura para a leitura do halo, o didmetro da zona de
inibicdo foi medido com régua e em seguida realizada a interpretacdo (Sensivel- S,
Intermediario- | ou Resistente —R) conforme tabelas padronizadas disponiveis. Utilizou-
se E. coli (ATCC 25.922) como cepa de referéncia (CLSI, 2008).

4.3 Testes da atividade bactericida de desinfetantes
Foram testados desinfetantes pertencentes a quatro grupos quimicos: quaternario

de amdnio (cloreto de cetil trimetilamdnio), clorexidina (digluconato de clorexidina),

iod6foro (iodofor concentrado) e hipoclorito de sdédio (Delaware®, Brasil). As
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concentracdes dos desinfetantes utilizadas foram 200, 100, 50 e 25 ppm. A dilui¢do dos
compostos quimicos foi feita em agua destilada estéril. As concentracdes testadas foram
escolhidas por referéncia de uso indicadas em produtos comerciais que utilizam esse
principio ativo na formulacdo, bem como por indicac@es bibliograficas (BRASIL, 2007;
BRASIL, 2010b). O laudo quimico, com o certificado de andlise de cada um dos

desinfetantes encontra-se nos Anexos B, C, D e E.

4.4 Teste de avaliacdo da eficiéncia desinfetante

Utilizou-se o teste de suspensdo quantitativo para avaliar a atividade bactericida
de desinfetantes e antissépticos quimicos, conforme a técnica do protocolo do Comité
Europeu de Padronizacéo (BRITISH STANDARD, 2006).

A densidade populacional inicial do in6culo usado nos testes foi padronizada
utilizando-se um controle de turbidez equivalente a uma solucdo padrdo McFarland de

0,5 (equivalente a uma suspenséo contendo de 10% UFC/mL).

As cepas padrdo e os isolados foram submetidos aos desinfetantes na dilui¢éo
10® UFC/ mL, nos tempos de contato 5, 15 e 60 minutos. Adicionou-se 1 mL da
suspensao bacteriana a tubos contendo 9 mL da solucdo dos desinfetantes. Apds o
tempo de contato determinado, uma aliquota de 1 mL foi retirada e adicionada a 9 mL
de caldo BHI com agentes neutralizadores (3% de polissorbato - Sinth®, Brasil; 0,3%
de lecitina - Delaware®, Brasil; e 0,1% de histidina - Sinth®, Brasil), permanecendo
por cinco minutos apds os quais foram retiradas aliquotas de 0,1 mL, em duplicata e
inoculada por espalhamento de superficie em placa de Petri com agar BHI (Himedia®,
india) e 4gar XLD (Oxoid®, Inglaterra), incubando-se a 36 °C por 24 horas. Apds,
procedeu-se a leitura das placas visando quantificar o crescimento de coldnias
(UFC/mL).

Considerou-se resistentes 0s micro-organismos que apresentaram qualquer
reducdo logaritmica diferente da Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708) frente aos

desinfetantes testados.

A “resisténcia concomitante” foi considerada a resisténcia simultanea entre
antibidticos e desinfetantes, uma consequéncia da resisténcia intrinsica, ou do aumento
de tolerancia, ainda podendo ser adquirida, seja através da resisténcia cruzada ou co-

resisténcia.
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4.5 Preparo das extracdes e dos extratos vegetais

As plantas medicinais nativas no Rio Grande do Sul testadas foram: Achyrocline
satureioides (“macela” ICN: 176251), Bidens pilosa (“picdo-preto”- ICN: 176250),
Conyza bonariensis (“buva” ICN: 176249), Jacaranda micrantha (“caroba”- ICN
176815), Myrciaria cuspidata (“camboim” ICN 176813) e Smilax cognata
(“japecanga”- 176814). As amostras vegetais foram adquiridas de um unico fornecedor,
obtidas por cultivo em sistema de permacultura e do Centro Agricola Demonstrativo
(CAD), localizado na cidade de Porto Alegre/RS. Foram identificadas botanicamente e
depositadas no acervo do Herbario do Instituto de Biociéncias da UFRGS, sob registros
acima descritos.

As extracOes foram preparadas tendo como referéncia a Farmacopéia Brasileira
(FARMACOPEIA, 1959). A decoccio procedeu-se em frasco Erlenmeyer, na proporgéo
de 10 g da planta para 100 mL de agua destilada (peso da planta: volume do solvente),
em fogo brando, durante 15 minutos, contados a partir do inicio da fervura, tendo a boca
do frasco fechada com uma placa de Petri de vidro estéril. Apos o tempo de cocgéo, 0
decocto foi deixado em repouso, até atingir temperatura de 40 °C, e em seguida
transferido para uma proveta estéril. Verificado o volume do decocto recuperado,
acrescentou-se agua destilada estéril para obter o volume final de 100 mL. Os decoctos
foram preparados no dia em que foram utilizados.

Para o preparo do macerado hidroalcodlico, as partes dos componentes vegetais
das plantas medicinais foram colocadas em frasco de vidro com alcool etilico de cereais
(Farmaquimica®, Brasil) a 70 °GL, na proporcdo 10 g de planta para 100 mL de alcool
(triagem inicial) e na proporcdo de 5 g de inflorescéncias para 100 mL de alcool
(triagem final com macela). Estes frascos foram mantidos no escuro, agitando-0 uma
vez ao dia. Ap6s um periodo de quinze dias, o alcool foi retirado com aparelho
evaporador rotativo (FISATON® 802D), na temperatura de 60 °C, desprezando-se a
porcdo alcodlica extraida e reconstituindo-o com agua destilada estéril, constituindo
assim, o macerado hidroalcodlico (FARMACOPEIA, 1959; LORENZI; MATOS, 2002;
AVANCINI, 2002; SOUZA; WIEST, 2007; AVANCINI; WIEST, 2008a).

Fez-se o controle de esterilidade dos extratos vegetais através do plagueamento
de 0,1 mL em &gar BHI. O extrato foi espalhado com alca de Drigalski e em seguida as

placas foram incubadas a 36 °C (+/- 1 °C) por 24 horas.
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Na selecdo de plantas com potencial bioativo, frequentemente recorre-se ao
conhecimento tradicional ou popular. Neste estudo, tomou-se como referéncia o
trabalho etnogréafico desenvolvido por Avancini e Wiest (2008a) quando realizaram
pesquisa sobre doencas de pele e recursos plantas consideradas medicinais, nativas no
sul do Brasil, para serem usadas em dermatites com possivel origem microbiana. Apesar
de terem utilizado metodologia diferente, selecionou-se aquelas plantas que tiveram
desempenho quanto a atividade bactericida e bacteriostatica frente a bactérias Gram-
negativas igual ou maior do que cinco (AVANCINI E WIEST, 2008a). A hipotese
norteadora é a de que se lhes sdo atribuido potencial antimicrobiano, podem ter acdo

também frente ao género Salmonella.

4.6 Testes da atividade bactericida de extratos vegetais

Utilizou-se o teste de suspensdo quantitativo para avaliar a atividade bactericida
de desinfetantes e antissépticos quimicos, conforme o protocolo do Comité Europeu de
Padronizagdo (CEN) (BRITISH STANDARD, 2006).

Colbnias foram retiradas da placa semeada e colocadas em 5 mL de peptona
salina. Para a padronizacdo da densidade do inoculo foi utilizada a escala padrao 0,5 de
McFarland, resultando em aproximadamente 10® UFC/mL de micro-organismos.

Foi utilizado um mL do inoculo preparado e 9 mL da extracdo vegetal. Apés o
tempo de contato estabelecido (experimentos iniciais: 8 e 24 horas, experimentos finais:
5, 15, 60 minutos, 1, 2 horas, até 0 momento em que houve esgotamento total de
colénias) um mL dessa solucdo foi adicionada a 9 mL de caldo BHI com neutralizantes
(Tween 80- polissorbato, lecitina e histidina), onde permaneceram por cinco minutos.
Em seguida, trés sucessivas dilui¢bes logaritmicas foram feitas de cada tubo, passando
um mL do neutralizador para 9 mL de peptona salina. Cada uma dessas diluicdes foram
plaqueadas 0,1 mL em agar BHI e agar XLD e o in6culo foi espalhado com o auxilio de
uma alca de Drigalski. As placas foram incubadas a 36 °C (+/- 1 °C) por 24 horas. Em

seguida foi realizada a contagem das colénias em UFC/ mL.

4.7 Prospeccao fitoquimica

A prospeccdo fitoquimica foi realizada a partir de adaptagdes de Harborne

(1998), Farmacopéia Brasileira (1988) e Simdes et al. (2004). Utilizou-se os extratos
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vegetais de A. satureioides (macela) no mesmo modo de uso no teste de suspensdo
quantitativa, forma de decocto e de macerado hidroalcodlico. Os principais grupos
quimicos selecionados para teste foram os compostos fendlicos, taninos, flavonoides,
cumarinas, quinonas, saponinas e alcaldides. Os resultados da prospeccdo fitoquimica

encontram-se nos Anexos F e G.

4.8 Analise estatistica

Seguiu-se a apresentacdo descritiva dos dados. Utilizou-se também a analise de
variancia (ANOVA) e teste t (p<0,05), empregando o Excel (versdo Microsoft Office
2007) para verificar se ocorreu diferenca significativa entre os desinfetantes, tempos de
contato e concentracdes frente as cepas resistentes. Para a avaliagdo das salmonelas
quanto a resisténcia concomitante entre desinfetantes e antibidticos utilizou-se o teste de
analise do grau de concordancia, teste Kappa, realizado através do Software R, v.2.15.2
(R Development Core Team, 2012).
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5SARTIGO 1

SALMONELAS ISOLADAS EM PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL.:
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS, A DESINFETANTES E RESISTENCIA
CONCOMITANTE A ANTIBIOTICOS E A DESINFETANTES

Ménica Jachetti Maciel'; Gustavo Machado"; César Augusto Marchionatti Avancini'

' Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, 91540.000, Porto Alegre, RS, Brasil. E-mail: monicajm@univates.br

"' Laboratério de Epidemiologia Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, 91540.000, Porto Alegre, RS, Brasil.

RESUMO

O género Salmonella possui distribuicdo geografica mundial e esta amplamente
disperso na natureza, constituindo-se como potencial problema para a saude animal e
salde humana. O uso irracional bem como a exposi¢do continuada aos antibioticos e
aos desinfetantes pode resultar no surgimento de resisténcia, seja pelo aumento da
tolerancia ou mesmo alteracbes cromossdémicas desses micro-organismos frente aos
compostos antimicrobianos. Os objetivos do trabalho foram monitorar a ocorréncia de
resisténcia a antibidticos e a desinfetantes, e buscar evidéncias empiricas da
concomitancia desse fenémeno o que, do ponto de vista pratico, possibilitaria indicar a
escolha de desinfetantes a partir do antibiograma. Através do teste de sensibilidade a
antimicrobianos (TSA) com 134 cepas de salmonelas isoladas em produtos de origem
animal, 51 (38%) apresentaram resisténcia a pelo menos um antibidtico. Vinte e oito
salmonelas (55% das resistentes) mostraram-se multirresistentes. As cepas resistentes
foram submetidas ao teste de suspensdo tendo a maior parte das amostras apresentado
resisténcia, comparado com cepa padrdo, frente diversas concentracdes e tempos de
contato dos desinfetantes cloreto de cetil trimetilamdnio (aménia quaternaria) e
digluconato de clorexidina (clorexidina), 88% e 80%, respectivamente, mas foram
sensiveis aos compostos quimicos iodoforo e hipoclorito de sodio. Nao houveram
relacGes estatisticamente significativas de resisténcia concomitante entre os antibidticos
e os desinfetantes, ndo tendo sido possivel através das evidéncias observadas indicar a

selecdo do desinfetante a partir dos resultados do antibiograma.

Palavras- chave: resisténcia aos desinfetantes, resisténcia aos antibioticos, Salmonella

resistente, produtos de origem animal, resisténcia concomitante.
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ABSTRACT

The genus Salmonella has worldwide geographical distribution and is widely dispersed
in nature, constituting as a potential problem for animal health and human health. The
irrational use and continued exposure to disinfectants and antibiotics may result in
emergence of resistance or tolerance increasing forward these microorganisms to
antimicrobial compounds. The objectives were to monitor the occurrence of resistance
to antibiotics and disinfectants, and seek empirical evidence of concurrence of this
phenomenon which, from a practical point of view, enable indicate the choice of
disinfectants from the sensitivity. Through the antimicrobial susceptibility testing (TSA)
with 134 isolated Salmonella strains in animal products, 51 (38%) were resistant to at
least one antibiotic. Twenty-eight Salmonella (55%) proved multiresistant. Resistant
strains were subjected to the quantitative suspension test with most samples (88 and
80%) shown resistance against various concentrations and contact times of disinfectants
chloride, cetyl trimethylammonium bromide (quaternary ammonium) and chlorhexidine
digluconate (chlorhexidine), but they were sensitive to chemical compounds iodophor
and sodium hypochlorite. There were no statistically significant relationships of co-
resistance between antibiotics and disinfectants, it was not possible through the
evidence observed to indicate the selection of disinfectant from the antibiotic

susceptibility results.

Key words: resistance to disinfectants, antibiotic resistance, resistant Salmonella,

animal products, concomitant resistance.

INTRODUCAO
As bactérias do género Salmonella tém distribuicdo mundial e estdo amplamente
distribuidas na natureza (SHINOHARA et al., 2008), constituindo-se como potencial
problema para a salde animal e a humana (SCHWARTZ, 2000). A Organizacao
Mundial para Saude Animal (OIE) e a Organizacdo Mundial da Saude (WHO)
consideram Salmonella spp. uma das bactérias prioritarias para avaliacdo da resisténcia
em animais de producdo e em seus respectivos alimentos (FRANKLIN et al., 2001;
WHO/ FAO, 2000).
Os antibidticos sdo utilizados na pecuaria e na medicina humana para matar ou
inibir o crescimento de micro-organismos dentro do corpo, quando as defesas corporais

ndo sdo capazes de impedir ou derrotar uma doenga (TORTORA et al., 2012). Além
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disso, os antibidticos também s&o utilizados rotineiramente em suinos e aves de forma
profilatica quando adicionados as ragdes como promotores de crescimento e aumentar a
eficacia alimentar dos animais (NORMANNO et al., 2007; UNGEMACH et al., 2006).

A utilizacdo generalizada dos antibidticos tem intensificado o risco para o
surgimento de micro-organismos resistentes. 1sso se torna preocupante pelo fato de que
classes de antibidticos utilizados nos animais sdo igualmente utilizadas em humanos
(WHO, 2007). Também as bactérias, constantemente confrontadas aos desinfetantes
podem estar se tornando resistentes seja pelo aumento da tolerdncia ou mesmo
alteracbes cromossdmicas. Existem alguns pesquisadores, como LEVY (2002), que € da
opinido de que, assim como 0s antibidticos, a resisténcia aos biocidas vai eventualmente
emergir em uma maior escala.

Estudo realizado por HUET et al. (2008) alerta que produtos quimicos usados
para eliminar bactérias do ambiente podem estar fazendo o contrério, ou seja, deixando
0S micro-organismos ainda mais resistentes. Se bactérias sdo expostas repetidamente a
desinfetantes, por exemplo, durante a atividade de higienizacdo, elas poderiam
desenvolver resisténcia a eles ou, em outros casos, a antibioticos. Existem evidéncias
cientificas que o uso, ou 0 mau uso, dos biocidas pode estar contribuindo para o
desenvolvimento de bactérias resistentes ndo sé aos biocidas/desinfetantes/antissépticos,
mas tambem aos antibidticos (SCENIHR, 2009; LEVY, 2002; GILBERT, 2003).

Neste artigo o termo “resisténcia concomitante” designara a resisténcia
simultdnea dos micro-organismos frente a compostos quimicos antibidticos e
desinfetantes. Os objetivos deste trabalho foram monitorar a resisténcia a antibidticos e
a desinfetantes de Salmonella spp. isoladas em alimentos de origem animal, e buscar
evidéncias empiricas de concomitancia de resisténcia o que, do ponto de vista prético,

possibilitaria indicar a escolha de desinfetantes ja a partir do antibiograma.

MATERIAL E METODOS

A cepa de referéncia Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708) foi considerada
como padrdo nos testes por ser utilizada para avaliar a atividade antimicrobiana dos
desinfetantes destinados ao uso em industria alimentares e afins, conforme a legislacao
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), RDC n° 14, de 28 de fevereiro
de 2007 (BRASIL, 2007).

As 134 salmonelas foram isoladas, conforme BRASIL (2003), em produtos de

origem animal (suinos e aves) em um laboratério de microbiologia credenciado pelo
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Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), entre junho de 2010 a
agosto de 2011. Imediatamente apds o isolamento elas foram congeladas, tomando-se o
cuidado de evitar o risco de selecdo de amostras com possibilidade de serem da mesma
fonte de contaminacdo, ou seja, possiveis clones.

A Organizacdo Mundial de Saide Animal, através do Codigo de Salde para
Animais Terrestres (OIE, 2012), informa que o monitoramento de bactérias de origem
animal resistentes a antibi6ticos podem ser coletadas de produtos de origem animal, em
diferentes etapas da cadeia de producdo dos alimentos, incluindo o processamento,
embalagem e venda.

Os isolados foram submetidos ao teste de sensibilidade a antimicrobianos (TSA)
conforme a técnica do CLSI (2008). Foram utilizados os antibioticos (Laborclin®,
Brasil): amoxicilina 10 pg, ampicilina 10 pg, ceftiofur 30 pg, gentamicina 10 ug,
enrofloxacina 5 pg, florfenicol 30 ug, tetraciclina 30 pg e sulfa-trimetoprim 1,25/23,75
Hg. O critério de selecdo dos antibioticos e dos desinfetantes foi por entrevistas
informais feita com médicos veterindrios responsaveis pelo fomento de empresas
avicolas e de suinos, bem como com responsaveis técnicos de matadouros.

Os microrganismos resistentes aos antibioticos (n=51) foram confrontados com
os desinfetantes cloreto de cetil trimetilamdnio, digluconato de clorexidina, iod6foro e
hipoclorito de sodio (Delaware®), nas concentragdes 200, 100, 50 e 25 ppm e em
tempos 5, 15 e 60 minutos. Utilizou-se o teste de suspensdo quantitativo para avaliar a
atividade bactericida de desinfetantes quimicos (BRITISH STANDARD, 2006).

Na apresentacdo dos resultados da atividade dos desinfetantes frente a referéncia
Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708), considerou-se como bactéria resistente (R)
quando a reducdo logaritmica da densidade populacional final em relacdo inicial fosse
menor do que 5 logs. Por outro lado, sensivel (S) quando a reducédo fosse igual ou maior
do que 5 logs. Esse critério deve-se ao fato de que o protocolo do Comité Europeu de
Padronizacdo (CEN), que define a técnica (desinfectograma) utilizada nesse trabalho,
determina que para ser demonstrada a eficacia de um composto quimico € necessaria a
reducdo da densidade populacional inicial do in6culo em, no minimo, cinco unidades
logaritmicas ap6s determinado tempo de contato (obrigatério de 5 minutos e tempos
adicionais opcionais de 1, 15, 30 e 60 minutos) com o desinfetante. A conversdo dos
dados quantitativos obtidos com o teste, para dados qualitativos dicotdmicos foi

necessario para a comparagao com os resultados dos antibiogramas.
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Quanto a apresentacdo dos resultados das salmonelas isoladas, foram
consideradas como resistentes frente aos desinfetantes testados as bactérias que
apresentaram reducdo logaritmica menor do que a bactéria padrdo de referéncia, e
sensivel quando a reducdo foi igual ou maior. A “resisténcia concomitante” foi
considerada a resisténcia simultdnea entre compostos antibidticos e compostos
desinfetantes.

Além da apresentacdo descritiva dos dados, utilizou-se a andlise de variancia
(ANOVA) e teste t quando apropriado, utilizou-se como diferenga significativa o valor
de P critico de 5% para comparacdo entre os diferentes tempos de contato e
concentracdo dos desinfetantes, levando em consideracdo a classificacdo quanto a
resisténcia dos isolados, controlados por amostras. Para a avaliagdo da resisténcia
concomitante utilizou-se o teste de analise do grau de concordancia, teste Kappa para
cada concentracdo utilizada comparativamente para cada tempo de exposicao, realizado

através do Software R, v.2.15.2 (R Development Core Team, 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 esta apresentada a distribuicdo da resisténcia das cepas isoladas de
Salmonella spp. Das 134 cepas (29 isolada em produtos de suinos, e 105 de aves), 38%
(51) apresentaram resisténcia a pelo menos um antibidtico. Dos isolados resistentes, 33
% (n=17) com origem em produtos de matéria-prima suina e 67 % (n=34) de aves.

Frente aos compostos tetraciclina, amoxicilina e ampicilina um maior nimero de
cepas apresentaram resisténcia, sendo de 76%, 76% e 67%, respectivamente.

A expressdo “multirresisténcia” pode ser empregada quando um micro-
organismo apresentar resisténcia a trés ou mais grupos de agentes antimicrobianos
(SCHWARZ et al., 2010). Observou-se gque dos isolados, 18 (35%) foram resistentes a
um grupo antibiético, 5 (10%) a dois, 9 (18%) a trés, 17 (33%) a quatro, 1 (2%) a cinco
e 1 (2%) a seis grupos quimicos. Cerca de 55% (28) das cepas apresentaram resisténcia
a trés ou mais grupos quimicos antibidticos sendo, assim, consideradas
multirresistentes. Somente uma amostra foi resistente a seis antibioticos e a cinco
diferentes grupos de agentes antimicrobianos. Das multirresistentes, 75% (21) foram
isoladas em produtos de aves e 25% (7) de suinos. GOMES- NEVES et al. (2014)

também encontraram salmonelas multirresistentes isoladas em suinos.
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Na Tabela 2 estd o resultado do confronto da cepa padrdo. Considerando o
critério de reducdo de 5 ou mais logaritmos para considerar eficaz um desinfetante,
constatou-se que o hipoclorito de sodio e o iod6foro cumpriram esse requisito em
todas as concentragdes e tempos de contato. O mesmo ndo ocorreu com o cloreto de
cetil trimetilamdnio apenas na concentracdo 25 ppm, aos 5 minutos. Ja o digluconato
de clorexidina ndo conseguiu eficacia em nenhuma concentracdo ao tempo de contato
de 5 min, e nem aos 15 min na menor concentragéo.

Na Tabela 3 pode ser observado o resultado do confronto dos desinfetantes com
as 51 salmonelas que apresentaram resisténcia frente aos antibidticos. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre os resultados de resisténcia e sensibilidade
em cada composto desinfetante, levando em consideracdo as variaveis concentracéo e
tempo de contato.

O confronto do hipoclorito de sédio e do iodoforo frente os isolados resistentes
apresentou praticamente 0 mesmo resultado que frente a cepa padrdo, excec¢ao nas duas
menores concentracdes do hipoclorito de sddio e da menor no iodéforo, com um isolado
resistente, considerando todos os tempos de contato.

Em relacdo ao QAC e a clorexidina, que a cepa padrdo foi sensivel em
praticamente todas as concentragfes e tempos de contato, 0 mesmo ndo aconteceu com
os isolados. A diferenca do maior nimero de isolados resistentes a esses dois compostos
quimicos, comparado com o hipoclorito de sodio e o iodéforo merece estudos, mas
hipdteses podem ser levantadas, tais como as diferencas de mecanismo de acao entre 0s
halogénios, o quaternario de amdnia e a biguanida; aumento da tolerancia, por haver
confronto mais frequente; desenvolvimento de alteracdo cromossdmica ou de bombas
de efluxo, por exemplo. Ou entdo, com os dados ja obtidos, pode-se tentar responder a
questdo perguntando: terd relacdo a resisténcia dos isolados aos antibidticos e a
resisténcia aos desinfetantes?

Existem poucas demonstraces cientificas de que as bactérias resistentes aos
antibioticos sdo significativamente menos suscetiveis aos desinfetantes, ou do modo
contrario, que bactérias resistentes aos desinfetantes podem ser menos suscetiveis aos
antibioticos. MOLINA-GONZALEZ et al. (2014) testaram 10 cepas (ndo padronizadas)
de Salmonella enterica multirresistentes a antibidticos contra compostos quimicos
normalmente empregados na industria de alimentos, em concentragfes comumente

utilizadas e em subdoses, e concluiram que houve a diminuicdo da suscetibilidade das
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culturas frente aos antibioticos testados masque a suscetibilidade € dependente da cepa
bacteriana e do grupo de antibidtico testado.

Os agentes catidnicos, como 0s compostos de quaternario de aménia (QAC) e
clorexidina tém sido implicados como possivel causa na selecdo e persisténcia de cepas
bacterianas com baixo nivel de resisténcia a antibidticos. Porém, estudos in vitro
realizados com esses compostos ndo conseguiram mostrar qualquer associar a
resisténcia a eles e resisténcia a antibiéticos (RUSSEL, 2002).

Para a avaliacdo da resisténcia concomitante utilizou-se o teste de analise do
grau de concordancia, cotejando o resultado dos isolados frente cada antibidtico com
cada composto desinfetante em cada concentragdo utilizada comparativamente para
cada tempo de exposicdo e, assim como Russel (op.cit.), também ndo se confirmaram

relacbes concomitantes de resisténcia entre antibioticos e desinfetantes.

CONCLUSAO

Das 134 cepas de salmonelas isoladas em produtos de origem animal, 51 (38%)
apresentaram resisténcia a pelo menos um antibiotico e destas, 28 mostraram-se
multirresistentes.

Cepas resistentes a antibidticos, comparado com cepa padrdo, apresentaram
resisténcia também frente diversas concentracGes e tempos de contato dos desinfetantes
cloreto de cetil trimetilaménio (amdnia quaternaria) e digluconato de clorexidina, mas
foram sensiveis aos compostos quimicos iodoforo e hipoclorito de sodio.

Ndo houveram relagbes estatisticamente significativas de resisténcia
concomitante dos isolados frente os antibioticos e os desinfetantes, ndo tendo sido
possivel através das evidéncias observadas indicar a selecdo do desinfetante a partir dos

resultados do antibiograma.
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Tabelal- Distribuicdo da resisténcia das 51 amostras
de Salmonella spp. isoladas em produtos de origem

animal (aves e suinos), frente a antibidticos testados.

Antimicrobiano Resistentes n (%)
Amoxicilina 39 (76)
Ampilicina 35 (67)
Ceftiofur 18 (35)
Enrofloxacina 3 (6)
Florfenicol 6 (12)
Gentamicina 23 (45)
Tetraciclina 39 (76)

Sulfa-trimetoprim 6 (12)




Tabela 2 — Resisténcia (R) e sensibilidade (S) de
Salmonella Choleraesuis- ATCC 10.708 em
densidade populacional de 10’ UFC/mL, frente a
quatro concentracgdes dos desinfetantes: cloreto de
cetil trimetilamdnio (QAC- aménia quaternaria),
Clorexidina (C- digluconato de clorexidina),
Hipoclorito de sodio (HS) e lodoforo (1), em trés
tempos de contato,.

I
w

Conc. Tempo QAC C
(ppm)  (minutos)

200 5 S R S S
15 S S S S

60 S S S S

100 5 S R S S
15 S S S S

60 S S S S

50 5 S R S S

15 S S S S

60 S S S S

25 5 R R S S

15 S R S S

60 S S S S

66
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Tabela 3 — NUmero (absolutos e relativos) de Salmonella spp. n=51 resistentes
frente a quatro concentragdes dos desinfetantes: cloreto de cetil trimetilamdnio
(QAC- Amoénia quaternéria), Clorexidina (C- digluconato de clorexidina),
Hipoclorito de s6dio (HS) e lodoforo (1), em trés tempos de contato.

Concentracéo Tempo QAC C HS I

(ppm) de contato n (%) n (%) n(%) n(%)
(minutos)

200 5 12 (24) 19 (37) 0 0

15 4 (8) 22 (43) 0 0

60 3(6) 2 (4) 0 0

100 5 13 (25) 17 (33) 0 0

15 7 (14) 27 (53) 0 0

60 2 (4) 0 0 0

50 5 29 (57) 22(43) 1(2) 0

15 17(33) 29 (57) 0 0

60 5 (10) 5 (10) 0 0
25 5 42 (82) 31(61) 2(4) 2(4)
15 40(78) 17(33) 12 1(2

60 25(49) 17 (33) 0 1)
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6 ARTIGO 2

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE EXTRATOS VEGETAIS DE PLANTAS
MEDICINAIS NATIVAS NO RIO GRANDE DO SUL, FRENTE SALMONELAS
PADRONIZADAS

Moénica Jachetti Maciel'; César Augusto Marchionatti Avancinit

'Programa de Pos- Graduacdo em Ciéncias Veterinarias (PPGCV)- Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

RESUMO

As salmonelas séo distribuidas mundialmente e estdo por todos os lugares, constituindo
assim, problema para a satude animal e humana, pois este € o agente etiologico da
salmonelose, uma das principais zoonoses ou enfermidades transmissiveis comuns entre
animais e seres humanos. Publicacbes mostram que 0S micro-organismos estdo
apresentando resisténcia a desinfetantes e antibidticos. Dessa forma, a busca por novos
agentes antimicrobianos torna-se necessaria e 0s extratos vegetais constituem uma
possibilidade. O objetivo deste trabalho foi o de selecionar o extrato de planta medicinal
nativa no Rio Grande do Sul que apresente maior reducdo logaritmica de micro-
organismos frente a Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708). E depois testa-lo frente a
Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708) e Salmonella Enteritidis (ATCC 13.076) com
a finalidade de determinar o tempo de reducdo microbiana até a inativacdo total dos
micro-organismos. Inicialmente, confrontou-se 0s extratos, decocto e macerado
hidroalcodlico, das plantas medicinais nativas no Rio Grande do Sul frente a Salmonella
Choleraesuis (ATCC 10.708), utilizando o teste de suspensdo quantitativo bactericida.
Em seguida, a planta/ forma de extracdo que apresentou maior reducdo logaritmica,
macerado hidroalcodlico de Achyrocline satureioides, foi testado contra Salmonella
Choleraesuis (ATCC 10.708) e Salmonella Enteritidis (ATCC 13.076), até a inativacao
dos isolados. O mesmo extrato frente a Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708)
inativou & uma hora de contato a densidade populacional 10° UFC/mL, levando quatro
horas para que todos os isolados fossem inativados. Porém, o macerado hidroalcoodlico
de A. satureioides frente a Salmonella Enteritidis (ATCC 13.076), a 3 horas de contato,
inativou a densidade populacional 10° UFC/mL. A inativacdo de todas as cepas ocorreu
as 5 horas de contato.

Palavras- chave: Atividade antibacteriana, decocto, macerado hidroalcodlico,
Achyrocline satureioides, plantas medicinais nativas no Rio Grande do Sul.

ABSTRACT

Salmonella is worldwide distributed, being found everywhere. It consists in a problem
for animal and human health, as it is the causative agent of salmonellosis, one of the
major zoonoses or common diseases between animals and humans. Studies show that
microorganisms are resistant to antibiotics and disinfectants. Thus, the search for new
antimicrobial agents becomes necessary and the plant extracts are a possibility. The
aim of this study was to select the native medicinal plants from Southern Brazil showing
the highest logarithmic reduction of microorganisms front of Salmonella Choleraesuis
(ATCC 10.708). Then we test it against the Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708)
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and Salmonella Enteritidis (ATCC 13.076) in order to determine the time of microbial
reduction until the complete inactivation of the colonies. Initially, extracts, decoction
and macerated hydroalcoholic of native medicinal plants in Rio Grande do Sul were
compared to  Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708) using the bactericidal
quantitative suspension test. Then, the plant/extraction method showing the highest log
reduction, macerated hydroalcoholic of Achyrocline satureioides, was tested against
Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708) and Salmonella Enteritidis (ATCC 13.076),
until the inactivation of the isolates. The same front extract Salmonella Choleraesuis
(ATCC 10.708) inactivated the population density 10® CFU/mL at one hour of contact,
and after four hours all isolates were inactivated. However, the macerated
hydroalcoholic A. satureioides front to Salmonella Enteritidis (ATCC 13.076)
inactivated the population density 10° CFU/mL in three contact hours. The inactivation
of all strains occurred at 5 hours of contact.

Key-words: Antibacterial activity, decoction, macerated hydroalcoholic, Achyrocline
satureioides, native medicinal plants from Southern Brazil.

1 INTRODUCAO
As bactérias do género Salmonella possuem distribuicdo geografica mundial e

estdo amplamente distribuidas na natureza (ACHA; SZYFRES, 2001; SHINOHARA et
al., 2008), constituindo-se como problema tanto para a sadde animal quanto para a
salude humana (SCHWARTZ, 2000). A salmonelose é considerada uma das principais
zoonoses, ou enfermidades transmissiveis comuns entre animais e seres humanos
(ACHA; ZYFRES, 2001; LOURENCO et al., 2004), sendo que a transmissao
geralmente acontece através do consumo de alimentos de origem animal contaminados
(MADIGAN et al., 2011) e é universalmente considerada a causa mais importante de
doenca transmitida por alimentos (GERMANO; GERMANO, 2011).

S&o principios da medicina veterinaria preventiva e da salde publica evitar a
ocorréncia de doencas, e quando estas ja desencadeadas interromper a sua evolucdo,
estando, além do uso de antibidticos, a desinfeccdo entre as principais medidas de
prevencdo ou de controle aplicaveis em programa sanitario para esta enfermidade. O
procedimento “desinfec¢do” visa agir sobre o agente causal quando em vida-livre nas
superficies dos ambientes seja de salde, de producdo animal ou mesmo nos de
manipulacdo de alimentos de origem animal. Limitacdes no uso dos antimicrobianos
convencionais podem ocorrer como devido a demanda por insumos sanitéarios aplicaveis
em modelos sustentdveis de produgdo animal (orgénico, agroecologico), o custo dos
produtos quimicos artificialmente sintetizados e mesmo o fendmeno de resisténcia de
micro-organismos motivam a investigacdo por novos recursos antimicrobianos. Entre as

possibilidades, investigamos extragdes vegetais.
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Na selecdo de plantas com potencial bioativo, frequentemente recorre-se ao
conhecimento tradicional ou popular. Neste estudo, para selecionar plantas tomou-se
como referéncia o trabalho etnogréfico desenvolvido por Avancini e Wiest (2008)
quando realizaram pesquisa sobre doengas de pele e recursos plantas consideradas
medicinais, nativas no sul do Brasil, para serem usadas em dermatites com possivel
origem microbiana. A hipétese foi a de que se lhes sdo atribuido potencial
antimicrobiano, podem ter acdo também frente ao género Salmonella. Para a triagem
inicial foram selecionados os vegetais Achyrocline satureioides (“macela”), Bidens
pilosa (“picao-preto”), Conyza bonariensis (‘“buva”), Jacaranda micrantha (“caroba”),
Myrciaria cuspidata (“camboim”) e Smilax cognata (“japecanga”). Todas as plantas
medicinais foram utilizadas na forma de extrato total, ou seja, ndo houve isolamento de
compostos fitoquimicos.

Este trabalho teve como objetivos selecionar o extrato de planta medicinal nativa
no Rio Grande do Sul que apresente maior reducdo logaritmica de micro-organismos
frente a Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708). E depois testa-lo frente a Salmonella
Choleraesuis (ATCC 10.708) e Salmonella Enteritidis (ATCC 13.076) com a finalidade
de determinar o tempo de reducdo microbiana até a inativacdo total dos micro-

organismos.

2 MATERIAL E METODO

2.1 Micro-organismos

No teste da atividade bactericida de extratos vegetais inicial utilizou-se
Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708), no experimento final também, juntamente
com Salmonella Enteritidis (ATCC 13.076).

Para a reativacdo bacteriana, uma pequena quantia foi retirada por meio de alca
bacterioldgica e semeada em caldo de infusdo cérebro e coracdo (BHI- Himedia®,
India) a 36 °C (+/- 1 °C) por 24 horas. Ap0s esse periodo uma pequena quantia (alcada)
foi inoculada através de esgotamento para o agar de infusdo cérebro e coracdo (agar
BHI- Himedia®, india) e para o agar xilose lisina desoxicolato (agar XLD -Oxoid®,
Inglaterra) e incubada a 36 °C (+/- 1 °C) por 24 horas (BRASIL, 2006).
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2.2 Padronizacéo do inoculo para os testes

A densidade populacional inicial do in6culo usado no teste para avaliar a
atividade bactericida foi padronizada utilizando-se um controle de turbidez equivalente
a uma solucdo padrdo McFarland de 0,5 (equivalente a uma suspens&o contendo de 10°
UFC/mL) (BRITISH STANDARD, 2006). Nos testes da atividade bactericida de
extratos vegetais utilizaram-se diluicdes logaritmicas do indculo: 10°, 10° e 10°
UFC/mL.

2.3 Extrac0Oes vegetais: Preparo das extracoes e dos extratos vegetais

As plantas medicinais nativas no Rio Grande do Sul testadas foram: Achyrocline
satureioides (“macela” ICN: 176251), Bidens pilosa (“picdo-preto”- ICN: 176250),
Conyza bonariensis (“buva” ICN: 176249), Jacaranda micrantha (“caroba”- ICN
176815), Myrciaria cuspidata (“camboim” ICN 176813) e Smilax cognata
(“japecanga”™ ICN 176814). As amostras vegetais foram adquiridas de um dnico
fornecedor, obtidas por cultivo em sistema de permacultura e do Centro Agricola
Demonstrativo (CAD), localizado na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Foram
identificadas botanicamente e depositadas no acervo do Herbario do Instituto de
Biociéncias da UFRGS, sob registros acima descritos.

As extracOes foram preparadas tendo como referéncia a Farmacopéia Brasileira
(FARMACOPEIA, 1959). A decoccao procedeu-se em frasco Erlenmeyer, na proporgéo
de 10 g da planta para 100 mL de agua destilada (peso da planta: volume do solvente),
em fogo brando, durante 15 minutos, contados a partir do inicio da fervura, tendo a boca
do frasco fechada com uma placa de Petri de vidro estéril. Apds o tempo de coccéo, o
decocto foi deixado em repouso, até atingir temperatura de 40 °C, e em seguida
transferido para uma proveta estéril. Verificado o volume do decocto recuperado,
acrescentou-se agua destilada estéril para obter o volume final de 100 mL. Os decoctos
foram preparados no dia em que foram utilizados.

Para a preparacdo da maceracdo hidroalcodlica, as partes dos componentes
vegetais das plantas medicinais foram colocadas em frasco de vidro com alcool etilico
de cereais (Farmaquimica ®, Brasil) a 70 °GL, na proporcdo 10 g de planta para 100
mL de alcool (triagem inicial) e na propor¢éo de 5 g de inflorescéncias para 100 mL de
alcool (triagem final com A. satureioides). Este frasco foi mantido no escuro, agitando-o
uma vez ao dia. Apds um periodo de quinze dias, o alcool foi retirado com aparelho

evaporador rotativo (Fisaton® 802D), na temperatura de 60 °C, desprezando-se a
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porcdo alcodlica extraida e reconstituindo-o com &gua destilada estéril, constituindo
assim, 0 macerado hidroalcodlico (FARMACOPEIA, 1959; LORENZI; MATOS, 2002;
AVANCINI, 2002; SOUZA; WIEST, 2007; AVANCINI; WIEST, 2008).

Fez-se o controle de esterilidade dos extratos vegetais através do plaqueamento
de 0,1 mL em &gar BHI. O extrato foi espalhado com alca de Drigalski e em seguida as
placas foram incubadas a 36 °C (+/- 1 °C) por 24 horas.

2.4 Testes da atividade bactericida de extratos vegetais

Foi utilizado o teste de suspensdo quantitativo para avaliar a atividade
bactericida de desinfetantes e antissepticos quimicos, conforme o protocolo do Comité
Europeu de Padronizacéo (BRITISH STANDARD, 2006).

Apos a padronizacdo, foi utilizado um mL do inéculo preparado e 9 mL do
extrato vegetal. Apos o tempo de contato estabelecido (para a triagem inicial: 8 e 24
horas, para a triagem final: utilizou-se 5, 15 e 60 minutos até as 5 horas), um mL dessa
solucéo foi adicionada a 9 mL de caldo BHI com neutralizantes (3% de polissorbato 80-
Sinth®, Brasil; 0,3% de lecitina de soja- Delaware®, Brasil e 0,1% de histidina-
Sinth®, Brasil), onde permaneceram por cinco minutos. Em seguida, uma diluicdo
logaritmica foi feita de cada tubo, passando um mL do neutralizador para 9 mL de
peptona salina. Cada uma dessas diluicdes foram plaqueadas 0,1 mL em &agar BHI e
agar XLD e o inoculo foi espalhado com alga de Drigalski. As placas foram incubadas a
36 °C (+/- 1 °C) por 24 horas. Em seguida realizou-se a contagem das col6nias em
UFC/mL.

2.5 Analise estatistica

Seguiu-se a apresentacdo descritiva dos dados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
O método de suspensdo quantitativo do Comité Europeu de Padronizagéo

(BRITISH STANDARD, 2006) foi escolhido e considerado como adequado para
avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais, pois fornece maiores
informacdes sobre a atividade antimicrobiana e também proporciona dados da atividade

desinfetante.
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A bactéria utilizada no teste da atividade bactericida de extratos vegetais foi
Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708), pois esta cepa € empregada para a avaliacdo
da atividade antimicrobiana dos desinfetantes destinados ao uso em indUstria
alimentares e afins (BRASIL, 2007; AOAC, 2006). Além disso, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) relaciona Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708)
entre 0s micro-organismos eleitos para avaliar os desinfetantes de alto nivel e de nivel
intermediario (BRASIL, 2010). Nos experimentos, posteriormente, utilizou-se também
Salmonella Enteritidis (ATCC 13.076) porque sabe-se que este sorovar € 0 mais
prevalente no mundo, segundo Acha e Szyfres (2001).

Para que os resultados da acdo bactericida sobre os produtos testados sejam
confidveis, utilizou-se o caldo BHI com neutralizador. Esse procedimento objetivou
evitar observacdes falsas negativas, expressas somente pela acdo bacteriostéatica, e sendo
confundida com a acdo bactericida das extracdes vegetais. Os neutralizantes atuam
inativando os residuos da substancia antimicrobiana, ap6s a exposicdo do indculo.
Como os neutralizadores ndo sdo padronizados para o uso especifico de A. satureioides,
manteve-se aqueles indicados nos protocolos, que correspondem aos utilizados nos
estudos de Sperotto et al. (2012) e Mota et al. (2008).

Na Tabela 1 encontram-se os resultados da triagem inicial. As 8 horas de
contato, em todas as densidades populacionais, A. satureioides no macerado
hidroalcodlico foi o extrato que apresentou maior reducdo logaritmica, frente a
Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708). Nas 24 horas, na densidade populacional 10’
isso igualmente ocorreu. Na diluicdo seguinte, essa mesma forma de extracdo/planta
também apresentou igual comportamento, juntamente com J. micrantha, no macerado
hidroalcodlico. Na diluicdo 10°, as duas formas de extracdo/plantas também
apresentaram inativacdo, juntamente com o decocto de M. cuspidata e macerado
hidroalcodlico de S. cognata.

M. cuspidata, no decocto, diferentemente das demais plantas, na menor
densidade populacional, em ambos os tempos de contato, aconteceu a maior reducao
decimal. Existe a possibilidade dos compostos responsaveis pela atividade
antibacteriana deste vegetal serem preservados e extraidos através da extragdo com o
emprego do calor.

J. micrantha, em ambos os tempos de contato, M. cuspidata, as 24 horas, S.
cognata as 8 e 24 horas, todos 0os macerados hidroalcodlicos, quanto maior o tempo de
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contato e menor a densidade populacional, maior a reducdo logaritmica microbiana,
indo ao encontro do que foi evidenciado no estudo de Avancini e Wiest (2008).

Tabela 1- Reducdo logaritmica de cepa padrdo Salmonella Choleraesuis (ATCC
10.708) frente plantas medicinais nativas no Rio Grande do Sul, em diferentes
formas de extracdo (decoccdo e maceracdo hidroalcodlica), propor¢do 10 g de
planta para 100 mL do liquido extrator, em tempos de contatos de 8 e 24 horas,
sob densidade populacional do inéculo 107, 10° e 10° UFC/mL.

8 horas 24 horas
PLANTA EXTR. 10~ 10 10 107 10 10~
o D. 1 1 1 1 1 1
A. satureioides
M.H. IN IN IN IN IN IN
_ D. SR SR SR SR SR SR
B. pilosa
M.H 1 1 1 1 1 1
. . D. 1 1 1 1 1 1
C. bonariensis
M.H 1 1 1 1 1 1
_ D. SR SR SR SR 1 1
J. micrantha
M.H 1 1 2 3 IN IN
_ D. SR 1 IN 1 1 IN
M. cuspidata
M.H 1 1 1 1 1 1
D. SR SR SR SR SR SR
S. cognata
M.H. SR 1 2 SR 2 IN

EXTR.: Forma de extracdo; D.. Decoccdo; M.H.: Maceracdo hidroalcoolica;
*Densidade populacional da cepa padrdo (UFC/mL); SR: Sem reducéo
logaritmica; IN: inativacao total.

Com metodologia diferente da utilizada nesta pesquisa, Mota et al., 2011
testaram a atividade antibacteriana do decocto de A. satureioides contra Salmonella
Enteritidis e constataram ndo haver atividade antibacteriana no extrato. Igualmente
Wiest et al. (2009), testaram o decocto frente a Salmonella Choleraesuis as 24 horas de
contato, a inibicdo foi considerada baixa e a inativacdo menor ainda. Quando
confrontados com Salmonella Enteritidis, no decocto 5% com reposi¢do, em tempos de
contato 24 a 144 horas o resultado ndo foi significativo. Porém, em ambos estudos, a
atividade antibacteriana do macerado hidroalcodlico foi significativa frente as
salmonelas estudadas. Estas informacGes podem ser comparadas com as encontradas
neste estudo, pois 0 macerado hidroalcodlico de macela obteve resultados eficazes
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frente as salmonelas padrdo, principalmente ap6s as 5 horas de contato, ja o decocto ndo
apresentou tais resultados.

Mota (2008) testou extratos vegetais de Achyrocline satureioides em micro-
organismos padronizados, entre eles, Salmonella Enteritidis (ATCC 11.076). Constatou
que o macerado hidroalco6lico apresentou capacidade de inibicdo e inativacdo eficaz. Ja
0s decoctos mostraram-se completamente ineficazes frente a bactérias Gram-negativas
como Salmonella Enteritidis (ATCC 11.076) e Escherichia coli (ATCC 11.229). Neste
estudo o macerado hidroalcodlico também obteve bons resultados na atividade

antibacteriana, porém sdo necessarios tempos maiores de contato.

Os resultados do confronto do macerado hidroalcoolico de A. satureioides e de
cepas padrédo de Salmonella encontram-se na Tabela 2. O macerado hidroalcodlico de A.
satureioides sobre Salmonella Choleraesuis, a uma hora de contato, frente as densidades
populacionais mais baixas, apresentou reducdo maxima de logaritmicos. A inativacao
total aconteceu as 4 horas de contato. Sobre S. Enteritidis, nesta mesma hora, porém em
densidades populacionais mais baixas ja ocorreu inativa¢do. A inativacdo total ocorreu
nas 5 horas de contato. Conclui-se dessa forma, que o macerado hidroalcoolico de A.
satureioides inativou S. Choleraesuis nas menores densidades populacionais e em
menor tempo de contato.

Joray et al. (2011) com o objetivo de encontrar compostos que podem inibir
agentes causadores de doencas, observaram que o extrato etandlico de A. satureioides
foi um dos mais eficazes frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, como

Salmonella enterica sorovar Enteritidis, resistente a ampicilina.
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Tabela 2- Reducéo logaritmica de cepas padrdo Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708)
e Salmonella Enteritidis (ATCC 13.076) frente ao macerado hidroalcodlico de A.
satureioides (macela), na propor¢do 5 g de planta para 100 mL do liquido extrator, nos
tempos de contato necessarios até a inativacao total dos micro-organismos, em diferentes
densidades populacionais do inéculo 107, 10° e 10°> UFC/mL.

Salmonella Choleraesuis Salmonella Enteritidis
Tempo 10™* 10°%* 10°* 10"* 10°%* 10°*
5 min. SR SR SR SR SR SR
15 min. SR SR SR SR SR SR
1h 4 IN IN SR SR SR
2h 4 IN IN SR 1 1
3h 4 IN IN SR 2 IN
4 h IN IN IN 3 IN IN
5h IN IN IN IN IN IN

*Densidade populacional da cepa padrdo (UFC/mL); SR: Sem reducédo logaritmica; IN:
inativacao total.

S. Choleraesuis, quanto maior o tempo de contato e menor a densidade
populacional, maior é a reducdo logaritmica. Da mesma forma isso se aplica a S.
Enteritidis, porém apos as 2 horas de contato.

Voss-Rech et al. (2011), embora tenha utilizado metodologia diferente, testaram
a atividade antibacteriana de extratos vegetais (extratos hidroetandlicos) contra diversos
sorovares de Salmonella. A. satureioides foi uma das plantas que apresentou acdo contra
a maioria dos sorovares. E também apresentou atividade bacteriostatica contra 61,1%

dos sorovares, dentre eles S. Enteritidis e S. Choleraesuis.

4 CONCLUSAO

Na triagem inicial, o macerado hidroalcodlico de Achyrocline satureioides
inativou todas as densidades populacionais de Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708),
mostrando-se como a planta/forma de extracdo que mais reduziu o nimero de micro-
organismos. O mesmo extrato, na segunda triagem, frente a Salmonella Choleraesuis
(ATCC 10.708) inativou & uma hora de contato a densidade populacional 10° UFC/mL,
levando quatro horas para que todas as densidades populacionais fossem inativadas.
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Porém, o macerado hidroalcodlico de A. satureioides frente a S. Enteritidis, a 3 horas de
contato, inativou a densidade populacional 10° UFC/mL. A inativacéo de todas as cepas
ocorreu as 5 horas de contato.
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7 ARTIGO 3

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE EXTRATO VEGETAL DE Achyrocline
satureioides FRENTE SALMONELAS RESISTENTES ISOLADAS EM
PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL

Ménica Jachetti Maciel'; César Augusto Marchionatti Avancinit

Programa de P6s-Graduacio em Ciéncias Veterinarias (PPGCV)- Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS).

RESUMO

Diversos estudos descrevem a resisténcia dos microrganismos patdgenos frente a
desinfetantes e antibidticos convencionais. Dessa forma, surge a necessidade de haver
monitoramento desses antimicrobianos e também a procura por novos recursos. As
extracOes vegetais surgem como uma possibilidade a essa resisténcia. Para a sele¢do de
plantas com o potencial bioativo, frequentemente recorre-se ao conhecimento
tradicional ou popular. Um dos objetivos deste trabalho foi realizar o monitoramento da
ocorréncia de resisténcia aos antibidticos por parte de salmonelas isoladas em produtos
de origem animal. Objetivou-se também, testar o macerado hidroalcoolico de A.
satureioides frente as salmonelas resistentes. E por fim, detectar os compostos
fitogquimicos do macerado hidroalcoolico de macela. Realizou-se teste de sensibilidade a
antimicrobianos (TSA) por discos de antibidticos com 134 cepas de Salmonella spp.
isoladas em diferentes produtos de origem animal (aves e suinos). Destas, 51 (38%)
apresentaram resisténcia a pelo menos um antibidtico — e de uma forma geral, 39 cepas
apresentaram resisténcia a amoxicilina, 35 a ampilicina, 18 a ceftiofur, 3 a
enrofloxacina, 6 a florfenicol, 23 a gentamicina, 39 a tetraciclina e 6 a sulfa-
trimetoprim. Vinte e oito salmonelas (55%) foram multirresistentes, destas, 74%
provenientes de aves e 26% de suinos. Pelo método quantitativo de diluicdo e técnica de
suspensao, utilizou-se o macerado hidroalcodlico, na proporcdo 5 g das inflorescéncias
de A. satureioides para 100 mL do liquido extrator. Este extrato vegetal foi testado
frente as densidades populacionais 107, 10° e 10° UFC/mL das 51 salmonelas resistentes
aos antibidticos, nos tempos de contato 5, 15, 60 minutos, até 10 horas. Pode-se
observar que quanto maior o tempo de contato, nas menores densidades populacionais,
mais inativacdes microbianas aconteceram. As 9 horas, em densidades populacionais
mais baixas, todas as salmonelas ja haviam sido inativadas. A atividade antibactericida
do macerado hidroalcodlico de A. satureioides sugere o seu uso como ingrediente
antisséptico em pomadas para uso animal ou humano, ou ser empregada na imersdo de
utensilios e partes removiveis de maquinarios das industrias alimenticias, frigorificos,
tendo como objetivo promover a desinfeccdo destes insumos. Na prospeccdo
fitogquimica, o macerado hidroalcodlico de A. satureioides apresentou compostos
fendlicos, como os taninos hidrolisaveis e condensados, flavondis e saponinas.

Palavras- chave: Atividade antibacteriana, macerado hidroalcodlico, Achyrocline
satureioides, resisténcia aos antibiéticos, Salmonella resistente, produtos de origem
animal.
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ABSTRACT

Publications have described the resistance of pathogenic microorganisms against
conventional antibiotics and disinfectants leading to the need of constant monitoring of
these antimicrobials and also looking for new resources. Thereby, plant extractions are
possible. The popular knowledge is often call for the selection of plants with bioactive
potential. A goal of this study was to monitor the occurrence of antibiotic resistance by
Salmonella isolated in animal products. Besides, we tested the macerated
hydroalcoholic A. satureioides front to resistant salmonella and we also detected
phytochemicals compounds of macerated hydroalcoholic of macela. We conducted
antimicrobial susceptibility test (AST) for antibiotic disks with 134 strains of Salmonella
spp. isolated in different animal products (poultry and pork). Of these, 51 (38%) were
resistant to at least one antibiotic - and generally, 39 strains were resistant to
amoxicillin, 35 to ampicillin, 18 to ceftiofur, 3 to enrofloxacin, 6 to florfenicol , 23 to
gentamicin and 39 to tetracycline and 6 to trimethoprim-sulfa. Twenty-eight Salmonella
(55%) were multiresistant, out of these, 74% were from poultry and 26% from swine.
For the quantitative dilution method and suspension technique, we used the
hydroalcoholic macerate in the proportion of 5 g of inflorescences A. satureioides to
100 mL of the liquid extractor. This extract was tested on the population densities of
107, 10° and 10° CFU / mL of 51 resistant Salmonella in contact times 5, 15, 60
minutes, 2 hours, 3 hours, until the moment that there was the total inactivation of all
bacterial colonies. It is possible to note that the longer the contact time at lower
densities the more microbial inactivation occurred. All salmonella have been inactivate
at 9 hour, at lower densities. The antibacterial activity of the hydroalcoholic macerate
A. satureioides suggests its use as an ingredient in antiseptic ointments for animal or
human use, or be employed in the immersion of utensils and moving parts of machinery
for food industries, slaughterhouses, aiming to promote the disinfection of these inputs.
In phytochemical screening, the hydroalcoholic macerate of A. satureioides showed
phenolic compounds such as condensed and hydrolyzable tannins, flavonols and
saponins.

Key-words: Antibacterial activity, macerated hydroalcoholic, Achyrocline satureioides,
antibiotic resistance, resistant Salmonella, animal products.

1 INTRODUCAO
As bactérias do género Salmonella possuem distribuicdo geografica mundial e

estdo amplamente distribuidas na natureza (ACHA; SZYFRES, 2001; SHINOHARA et
al., 2008), constituindo-se como problema tanto para a sadde animal quanto para a
salde humana (SCHWARTZ, 2000). A salmonelose é considerada uma das principais
zoonoses, ou enfermidades transmissiveis comuns entre animais e seres humanos
(ACHA; ZYFRES, 2001; LOURENCO et al., 2004), sendo que a transmisséo
geralmente acontece através do consumo de alimentos de origem animal contaminados
(MADIGAN et al., 2011) e é universalmente considerada a causa mais importante de
doenca transmitida por alimentos (GERMANO; GERMANO, 2011).
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Os compostos quimicos, como os antibidticos e os desinfetantes sdo amplamente
utilizados na medicina veterindria preventiva e também na saide puablica, pois visam
evitar a ocorréncia de doengas e quando ja desencadeadas, interromper a sua evolucéo.
Estas sdo as principais medidas de prevencdo e de controle aplicaveis em programa

sanitéario para enfermidades.

A utilizacdo generalizada dos antibi6ticos ndo s6 para fins terapéuticos, mas para
fins profilaticos e promoc¢édo do crescimento animal também tem intensificado o risco
para 0 surgimento e a difusdo de micro-organismos resistentes. 1sso se torna
preocupante pelo fato de que as classes de antibidticos utilizados nos animais sao
igualmente utilizadas em humanos (WHO, 2007).

Tendo em vista o fato da resisténcia, a pesquisa por novos agentes
antimicrobianos a partir de extratos vegetais se faz necesséria, pois existe a
possibilidade de se encontrar substancias eficazes contra a resisténcia de micro-
organismos j& disseminados no ambiente. Esta também seria uma complementaridade
para a agricultura familiar, tornando-os menos dependentes dos insumos convencionais;
igualmente abrindo caminhos para a sustentabilidade da propriedade e de producao,

tanto na agricultura quanto na pecuaria.

O Brasil é o pais de maior biodiversidade do planeta que, associada a uma rica
diversidade étnica e cultural detém um valioso conhecimento tradicional associado ao
uso de plantas medicinais, possuindo o potencial necessario para desenvolvimento de
pesquisas com resultados em tecnologias e terapéuticas apropriadas (BRASIL, 2006a).
O Estado brasileiro, através do Decreto n° 5.813 de 22 de junho de 2006 e da criacdo de
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2006a), estimula
estudos com plantas medicinais e fitoterapicos. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) também estimula os paises a estudarem e explorarem aqueles aspectos da
medicina tradicional que possam fornecer préaticas e medicamentos eficazes, e seguros,
para serem usados na atencdo primaria a saude (OMS, 2002).

As plantas produzem muitos metabolitos, os quais conferem efeitos inibitorios
contra micro-organismos patdgenos, dentre eles, bactérias e fungos (CARPINELLA et
al., 2011; DUARTE et al., 2004). Esses compostos derivados de plantas estdo sendo
valorizados (FLAMM et al., 2012), pois tornam-se uma alternativa contra 0Ss micro-

organismos resistentes aos antibidticos convencionais. A maioria dessas propriedades
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antibacterianas é conferida por produtos do metabolismo secundéario como, por
exemplo, os compostos fendlicos (DUARTE et al., 2004).

Este trabalho teve como objetivos monitorar a ocorréncia de resisténcia aos
antibidticos por parte de salmonelas isoladas em produtos de origem animal. Objetivou-
se também, testar 0 macerado hidroalcodlico de A. satureioides frente as salmonelas
resistentes. E por fim, detectar os compostos fitoquimicos do macerado hidroalcodlico
de macela com o proposito de indicar grupos de metabdlitos secundarios presentes.

2 MATERIAL E METODO

2.1 Micro-organismos

As 134 salmonelas foram isoladas em produtos de origem animal (suinos e
aves), na rotina de um laboratorio de microbiologia de referéncia, credenciado pelo
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), no periodo de junho de
2010 a agosto de 2011. O isolamento dos micro-organismos ocorreu conforme a
Instrucdo Normativa n° 62, de 26 de agosto de 2003, do MAPA (BRASIL, 2003).
Tomou-se o cuidado de evitar o risco de selecdo de amostras com possibilidade de
serem da mesma fonte de contaminacéo, ou seja, clones.

As amostras de Salmonella spp. foram congeladas (-10 °C), imediatamente apds
o0 isolamento em criotubos contendo caldo de infusdo cérebro e coracdo (caldo BHI-
Himedia®, india) e glicerol (Synth®, Brasil) na proporc¢do de duas partes do caldo para
uma de glicerol.

Para a reativacdo bacteriana, uma pequena quantia foi retirada por meio de alca
bacterioldgica e semeada em caldo BHI incubado a 36 °C (+/- 1 °C) por 24 horas. Apo6s
esse periodo uma pequena quantia (alcada) foi inoculada através de esgotamento para o
4gar de infusdo cérebro e coracdo (4gar BHI®- Himedia, india) e para o agar xilose
lisina desoxicolato (agar XLD -Oxoid®, Inglaterra) e incubada a 36 °C (+/- 1 °C) por 24
horas (BRASIL, 2006b).

2.2 Padronizacdo do inoculo para os testes

A densidade populacional inicial do in6culo usado nos testes foi padronizada
utilizando-se controle de turbidez equivalente a solucdo padrdo McFarland de 0,5
(equivalente a uma suspensdo contendo 10® UFC/ mL) (BRITISH STANDARD, 2006).
No teste de sensibilidade a antimicrobianos por disco de antibioticos (TSA) foi utilizada
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somente a densidade populacional 102 UFC/ mL, j& nos testes da atividade bactericida
do macerado de Achyrocline satureioides utilizou-se as densidades populacionais do
indculo: 107, 10°e 10° UFC/ mL.

2.3 Teste de sensibilidade a antimicrobianos por discos de antibi6ticos

As amostras de Salmonella spp. foram submetidas ao teste de sensibilidade
conforme a técnica do CLSI (2008). O teste de sensibilidade a antimicrobianos foi
realizado com os 134 isolados. Foram utilizados oito antibidticos (Laborclin®, Brasil)
pertencentes a sete grupos quimicos: amoxicilina 10 pg, ampicilina 10 ug, ceftiofur 30
Hg, gentamicina 10 pg, enrofloxacina 5 g, florfenicol 30 ug, tetraciclina 30 pug e sulfa-
trimetoprim 1,25/ 23,75 ug. Esses compostos foram selecionados a partir de informagao
de uso obtida de médicos veterinarios relacionados ao fomento de empresas
integradoras da producdo de aves e suinos, na regido do Vale do Taquari (Rio Grande
do Sul/ Brasil).

2.4 ExtracOes vegetais: Preparo das extracoes e dos extratos vegetais

A Achyrocline satureioides (“macela”) foi adquirida de um unico fornecedor,
obtida por cultivo em sistema de permacultura. Foi identificada botanicamente e
depositada no acervo do Herbéario do Instituto de Biociéncias da UFRGS, sob registro
ICN: 176251.

A extracdo vegetal foi preparada tendo como referéncia a Farmacopéia Brasileira
(FARMACOPEIA, 1959). Para a preparacdo do macerado hidroalcodlico, as
inflorescéncias de Achyrocline satureioides foram colocadas em frasco de vidro com
alcool etilico de cereais (Farmaquimica®, Brasil) a 70 °GL, na proporcéo de 5 g de
inflorescéncias para 100 mL de alcool 70° GL. Este frasco foi mantido no escuro,
agitando-o uma vez ao dia. Apds um periodo de quinze dias, o alcool foi retirado com
aparelho evaporador rotativo (FISATON® 802D), na temperatura de 60 °C,
desprezando-se a porcdo alcodlica extraida e reconstituindo-o com &gua destilada
estéril, constituindo assim, o macerado hidroalcodlico (FARMACOPEIA, 1959;
LORENZI; MATOS, 2002; AVANCINI, 2002; SOUZA; WIEST, 2007; AVANCINI;
WIEST, 2008).
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Fez-se o controle de esterilidade dos extratos vegetais através do plaqueamento
de 0,1 mL em &gar BHI. O extrato foi espalhado com alga de Drigalski e em seguida as
placas foram incubadas a 36 °C (+/- 1 °C) por 24 horas.

2.5 Testes da atividade bactericida de extratos vegetais

Foi utilizado o teste de suspensdo quantitativo para avaliar a atividade
bactericida de desinfetantes e antissépticos quimicos, conforme o protocolo do Comité
Europeu de Padronizacdo (BRITISH STANDARD, 2006).

Apos a padronizacdo, foi utilizado um mL do inéculo preparado e 9 mL do
extrato vegetal. Apos o tempo de contato de 5, 15, 60 minutos, até 10 horas um mL
dessa solucdo foi adicionada a 9 mL de caldo BHI com neutralizantes (3% de
polissorbato 80- Sinth®, Brasil; 0,3% de lecitina de soja- Delaware®, Brasil e 0,1% de
histidina- Sinth®, Brasil), onde permaneceram por cinco minutos. Em seguida, uma
diluicdo logaritmica foi feita de cada tubo, passando um mL do neutralizador para 9 mL
de peptona salina. Cada uma dessas diluicdes foram plaqueadas 0,1 mL em agar BHI e
agar XLD e o inoculo foi espalhado com o auxilio de algca de Drigalski. As placas foram
incubadas a 36 °C (+/- 1 °C) por 24 horas. Em seguida realizou-se a contagem das

colonias em UFC/mL.

2.6 Prospeccdao fitoquimica

A prospeccdo fitoquimica foi realizada a partir de adaptacGes de Harborne
(1998), Farmacopéia Brasileira (1988) e Simdes et al. (2004), com alteragdes, tendo em
vista que as referéncias preconizam a utilizacdo da planta, de forma que foram
necessarias adaptacdes para avaliacdo do macerado hidroalcodlico. Utilizou-se o extrato
vegetal de A. satureioides (macela) no mesmo modo de uso no teste de suspensdo
quantitativo. Os principais grupos quimicos selecionados para o teste foram os

compostos fendlicos, taninos, flavonodides, cumarinas, quinonas, saponinas e alcal6ides.

2.7 Analise estatistica

Seguiu-se a apresentacédo descritiva dos dados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resisténcia aos antibioticos

Isolou-se 134 salmonelas em produtos de origem animal, destas, 51 (38%)
apresentaram resisténcia a pelo menos um antibidtico testado. Cerca de 67% (34) das
amostras foram isoladas em produtos de origem avicola e 17 (33%) suinicola. Outras
pesquisas, diferentemente deste estudo, ao avaliar a atividade antimicrobiana de
salmonelas isoladas em carnes bovinas e suinas, apresentaram nimero maior de cepas
resistentes a antibidticos (MAKA et al., 2014; GOMES-NEVES et al., 2014).

Observa-se que a maioria dos isolados (76%) apresentou resisténcia aos
compostos tetraciclina e amoxicilina e também a ampicilina (67%). Somente trés
salmonelas foram resistentes a enrofloxacina, provenientes de aves (1) e suinos (2). Um
nimero pequeno de isolados provenientes de aves e de suinos foram resistentes a
florfenicol (2 e 4) e a sulfa-trimetoprim (3 e 3). Alguns autores, igualmente a este
estudo, relataram que grande parte das salmonelas isoladas em alimentos de origem
animal apresentaram resisténcia principalmente a tetraciclina (FIGUEIREDO et al.,
2013; COLLA et al., 2014; BERMUDEZ et al., 2014).

Oito amostras (24%) de Salmonella spp. isoladas em aves foram resistentes

simultaneamente a amoxicilina, ampicilina, ceftiofur, gentamicina e tetraciclina.

Fazendo a relacdo de Salmonella spp. resistentes e o nimero total de grupos
antibidticos aos quais apresentaram resisténcia, 35% (18) foram resistentes a um grupo
de antimicrobiano, 10% (5) a dois, 18% (9) a trés, 33% (17) a quatro, 2% (1) a cinco e
2% (1) a seis grupos de antibidticos. Esses dois ultimos perfis de resisténcia pertencem
a amostras isoladas em produtos de origem animal suina. Pode-se fazer a relacédo de que
28 isolados (55%) foram considerados multirresistentes, ou seja, esta expressao,
segundo Schwarz et al. (2010) pode ser empregada quando um micro-organismo

apresentar resisténcia a trés ou mais grupos antimicrobianos.

Aproximadamente 65% das cepas (33) apresentaram resisténcia cruzada a
penicilina, isso quer dizer que foram resistentes a dois antibidticos pertencentes ao
mesmo grupo quimico (KAHLMETER; MENDAY, 2003). Apenas 8% das amostras

foram resistentes simultaneamente a amoxicilina e a ampicilina.
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Observando os produtos de origem animal dos quais foram isoladas as
salmonelas, praticamente todas estavam em alimentos ndo cozidos. O tratamento
térmico como a coccdo, fervura e forneamento, tem sido o método mais eficiente de
controle de crescimento de micro-organismos patogénicos e deteriorantes em alimentos.
Esse processo pode ser o suficiente, se adequado em tempo e temperatura, para eliminar
aproximadamente 1 x 10° UFC/g de patégenos entéricos (FORSYTHE, 2013), como
Salmonella spp., por exemplo. Grande parte das amostras de produtos de origem animal
das quais as salmonelas foram isoladas, antes de serem consumidas precisam passar por
tratamento térmico, reduzindo assim, a possibilidade de doenca. No entanto, sabe-se que
a dose infectante de Salmonella varia amplamente, devido a espécie, o hospedeiro e 0
alimento que serve como veiculo (KASPER; FAUCI, 2013). Levinson (2014) definiu
que para Salmonella Enteritidis, também denominada de Salmonella enterica, a dose
infectante é de pelo menos 100.000 organismos.

3.2 Atividade antibacteriana do macerado hidroalcodlico de A. satureioides sobre
salmonelas resistentes
Na Tabela 1 estdo as frequéncias absoluta e relativa de isolados de Salmonella

spp. que apresentaram reducdo logaritmica ou inativacdo, em diferentes densidades
populacionais e tempos de contato, quando confrontados com o macerado
hidroalcoolico de inflorescéncias de A. satureioides, na proporcédo de 5 g de planta e 100
mL do liquido extrator.

No confronto do macerado hidroalco6lico com as cepas resistentes isoladas em
produtos de origem animal, observa-se que nos primeiros tempos de contato, na maior
densidade populacional do inéculo (10° UFC/mL) n&o ocorreu reducéo logaritmica.
Somente a partir da 1 hora € que um isolado (3%) apresentou reducao de 3 logs, as 2h, 4
(12%) isolados apresentaram reducdo de 2 logs. Nota-se que no decorrer do tempo
(Tabela 3), o nimero de salmonelas que ndo apresentaram reducéo logaritmica diminui.
Nesta mesma densidade, as 6 horas de contato, cerca de 53% dos isolados ja haviam
sido inativados, porém, somente as 10 horas é que 100% das amostras foram inativadas.

Percebe-se ndo haver diminuicdo de cinco logs nesta densidade populacional.

Em densidades populacionais menores, como 10° e 10° UFC/mL, ja nos
primeiros minutos de contato ocorreu a redugdo de um log em trés salmonelas (10%).

Na densidade populacional intermedidria (10° UFC/mL) 55% da populagdo de
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salmonelas foram inativadas as 6 horas de contato, assim como ocorreu com a
densidade citada acima (10’ UFC/mL). Em 7 horas, 75% dos isolados ja haviam sido
inativados. Observa-se que as 9 horas ocorreu a inativacdo de 100% das amostras. Nao
houve diminuicao de 4 e de 5 logs nesta densidade populacional.

Na densidade populacional menor (10° UFC/mL), a reduc&o de um pouco mais
da metade das amostras (51%) ocorreu as 5 horas. Ressaltando, que as demais
densidades levaram 6 horas para que pelo menos, metade dos isolados fossem
inativados. E assim como ocorreu na densidade populacional intermediaria (10°
UFC/mL), todas as salmonelas foram inativadas nas 9 horas de contato. Nesta diluicdo,

observa-se ndo haver diminuicdo logaritmica de 4 logs.

De uma maneira geral, o comportamento do macerado hidroalcodlico de
Achyrocline satureioides frente as densidades populacionais testadas foi semelhante.
Também verifica-se que quanto maior o tempo de contato, menor a densidade

populacional, maior € o nimero de inativacdes.

Nos primeiros tempos de contato, tais como 5 e 15 minutos, ocorreu a reducao
de um log em algumas densidades populacionais. A partir da 1 hora, ocorreram
reducdes logaritmicas maiores. De uma forma geral, a densidade populacional 10’
UFC/mL apresentou predominio de reducéo de 2 e 3 logs, a densidade populacional 10°
UFC/mL, 1, 2 e 3 logs e a densidade populacional 10° UFC/mL, 1 e 2 logs. O protocolo
do Comité Europeu de Padronizacdo (CEN) (BRITISH STANDARD, 2006) que
descreve a técnica utilizada, determina que para ser demonstrada a eficacia do
antimicrobiano, é necessaria a reducdo da densidade populacional do in6culo em, no
minimo, cinco unidades logaritmicas apds tempo de contato com o agente bactericida. O
Comité Europeu de Padronizacdo preconiza ainda, que deve-se utilizar obrigatoriamente
5 minutos de contato e 0s tempos de contato adicionais, 1, 15, 30 e 60 minutos. Nesta
pesquisa, as 2 horas de contato, na densidade populacional 10’ UFC mL, somente 9%
dos isolados foram inativados, ou seja, houve reducdo de 7 logs. Na densidade
populacional intermediéria (10° UFC/mL), neste mesmo tempo de contato, 12% das
amostras de Salmonella spp. haviam sido inativadas. JA& na menor densidade
populacional (10° UFC/mL) & uma hora de contato 6% das salmonelas haviam reduzido
5 logs. Constatou-se que ao longo das horas ocorreram mais inativag0es, ou seja,

reducdes de 7, 6 e 5 logs.
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Pode-se perceber a escassez de publicagdes (AVANCINI; WIEST, 2008; MOTA
et al.,, 2011; WIEST et al.,, 2009; JORAY et al., 2011; VOSS-RECH et al., 2011)
relacionando a atividade antibacteriana de extratos vegetais de Achyrocline satureioides
e Salmonella spp. Todos esses estudos utilizaram métodos distintos ao abordado neste
trabalho, alguns autores utilizaram micro-organismos padronizados (AVANCINI;
WIEST, 2008; MOTA et al., 2011; WIEST et al., 2009) outros ndo (JORAY et al.,
2011; VOSS-RECH et al., 2011), tempos de contatos distintos (AVANCINI; WIEST,
2008; MOTA et al., 2011; WIEST et al., 2009; JORAY et al., 2011; VOSS-RECH et al.,
2011) e concentragOes e formas de preparo do extrato diferentes da usada neste estudo
(AVANCINI; WIEST, 2008; MOTA et al., 2011; WIEST et al., 2009; JORAY et al.,
2011; VOSS-RECH et al., 2011).
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Tabela 1- Frequéncias absoluta e relativa de isolados de Salmonella spp. que apresentaram reducdo logaritmica ou inativacdo, em diferentes densidades
populacionais e tempos de contato, quando confrontadas com o macerado hidroalcodlico de inflorescéncias de A. satureioides, na proporcdo de 5 g da
planta para 100 mL do liquido extrator.

DP* RL  5min. 15 min. 1h 2h 3h 4 h 5h 6h 7h 8h 9h 10 h
Fa Fr Fr | Fa Fr Fr Fa Fr Fr |[Fa Fr |Fa Fr |Fa Fr |Fa Fr |Fa Fr
29 100 100 | 30 96 79 23 66 43 |14 27 | 3 6 1 2 0 01O 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 01O 0
0 0 0 0 0 0 12 4 11 6 7 14 |8 16 |5 10 |2 4 |0 0
10’ 0 0 0 0 1 3 0 1 3 10 | 2 4 4 8 3 6 1 210 0
0 0 0 0 0 0 0 2 6 6 1 2 3 6 1 2 2 4|0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 01O 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 01O 0
0 0 0 0 0 0 9 5 14 35 |27 53 |33 65 |40 78 |46 90 |51 O
26 90 | 25 86 | 23 74 61 10 29 4 1 2 1 2 0 0 0 01O 0
3 10 4 14 5 16 12 13 37 27 |6 12 | O 0 0 0 0 01O 0
0 0 0 0 2 7 12 4 11 14 |10 20 | 6 12 |1 2 0 0O 0
10° 0 0 0 0 1 3 3 2 6 6 | 6 12 | 6 12 | 2 4 0 01O 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 01O 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0O 0
0 0 0 0 0 0 12 6 17 39 |28 55 |38 75 |48 96 |51 100|51 100
26 90 | 23 79 | 20 65 55 7 20 2 1 2 0 0 0 0 0 01O 0
3 10 6 21 7 23 24 13 37 29 | 2 4 1 2 0 0 0 01O 0
10° 0 0 0 0 2 6 6 4 11 18 |15 29 | 5 10 |1 2 0 01O 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0 01O 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 01O 0
[ 0 0 0 0 2 6 15 11 32 51 |32 68 |45 88 |50 98 |51 100|51 100
TOTAL 29 100 | 29 100 | 31 100 100 100 35 100 100 |51 100 |51 100 |51 100 |51 100 |51 100
*DP= Densidade populacional (UFC/mL); RL= Reducédo logaritmica; SR= Sem reducdo logaritmica; I= Inativacdo; Fa= Frequéncia absoluta; Fr= Frequéncia

relativa (% de n).
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Avancini e Wiest (2008), empregando a técnica dos tubos multiplos, diferente da
metodologia desta pesquisa, utilizaram Staphylococcus aureus (ATCC 25.923) e
Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708) como micro-organismos de referéncia. As 144
horas de contato, 0 macerado hidroalcodlico de Achyrocline satureioides promoveu a
acdo sobre 2,1 x 10° UFC/mL e a inativacdo de 2,1 x 10" UFC/mL de cepas de
Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708). No presente estudo, diferentemente do que
foi realizado no experimento de Avancini e Wiest (2008), utilizou-se amostras isoladas
em produtos de origem animal, ou seja, cepas nao-padronizadas. Além disso, a
inativacdo de todos os isolados ocorreu as 10 horas de contato para a densidade
populacional maior, ja nas menores densidades, a inativagdo ocorreu as 9 horas de

contato.

Mota et al. (2011) testaram Salmonella Enteritidis (ATCC 11.076) frente a
maceragdo hidroalcoodlica de Achyrocline satureioides e obtiveram resultados
significativos de inibicdo e inativacao, as 24, 48, 72 e 144 horas de contato. Na maioria
dos experimentos, houve acdo sobre 8 logs. Mota et al. (2011), assim como Avancini e
Wiest (2008) utilizaram a técnica dos tubos multiplos, sendo esta metodologia distinta

ao do referido trabalho.

Wiest et al. (2009) atraves da técnica dos tubos mdltiplos, testaram cepas
padronizadas de Salmonella Enteritidis (ATCC 13.076) e Salmonella Choleraesuis
(ATCC 10.708) frente ao macerado hidroalcoolico de A. satureioides. A atividade
antibacteriana do extrato frente a Salmonella Enteritidis (ATCC 13.076) foi
significativa, pois a atividade de inibic4o e a inativacdo das células correspondeu a 10’
UFC/ mL, em um periodo de 24 a 144 horas. Ja a atividade antibacteriana do extrato
frente Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708) ndo foi expressiva, as 24 horas de

contato.

Nos experimentos de Voss-Rech et al. (2011) e Joray et al. (2011) houve o
confronto de extratos hidroetanolicos de A. satureioides com salmonelas de diferentes
sorovares, isoladas em aves e suinos. As metodologias utilizadas foram método de
difusdo de placas e técnica de difusdo em agar, respectivamente. VVoss-Rech et al.
(2011) utilizaram o extrato hidroetandlico de macela a 80% e concluiram que 70% dos

sorovares foram inibidos. Por enquanto que no experimento de Joray et al. (2011) a
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concentracdo inibitéria e bactericida minima frente a Salmonella enterica Enteritidis foi

de 1 mg/ mL.

3.3 Prospeccéo fitoquimica do macerado hidroalcodlico de Achyrocline satureioides
A avaliacdo fitoquimica foi importante para averiguar a identidade e qualidade

de A. satureioides. Segundo a Farmacopéia Brasileira (1997) e Oliveira et al. (2001), os
flavonoides sdo os componentes preponderantes das inflorescéncias, aos quais também
se atribui algumas atividades farmacoldgicas interessantes, tal como atividade
antimicrobiana. A prospec¢do fitoquimica do macerado hidroalcodlico de A.
satureioides apresentou compostos fendlicos, taninos hidrolisaveis e condensados,

flavondis e saponinas.

Diversos estudos (DESMARCHELIER et al.,1998; BROUSSALIS et al., 1989)
estdo de acordo com esta pesquisa, pois comprovaram que as partes aéreas de A.
satureioides possuem diferentes acidos fenolicos, tais como acidos caféicos,
clorogénicos, isoclorogénicos e glicolipidios. Desmarchier et al. (1998) néo cita o tipo
de extrato/ extracdo empregada para que chegassem a tal conclusdo, porém no
experimento utilizaram a infusdo e a extracdo metandlica para a comprovacdo da
atividade antioxidante. Broussalis et al. (1989) utilizaram o extrato metandlico de
macela.

Outros autores (LORENZI; MATOS, 2002; ALMEIDA et al., 1998) citaram que
esta planta, A. satureioides, é rica em flavonoides, incluindo sesquiterpenos e
monoterpenos e polissacarideos. No estudo de Joray et al. (2011) ocorreu o isolamento
de um composto antibacteriano no macerado etandlico de A. satureioides, proveniente
das partes aéreas da planta, denominado de 23-metil-6-O-desmetil auricepirona. Outra
pesquisa mostrou estar presente 0 composto quercitina e 3-O-metilquercetina
(HNATYSZYN et al.,, 2004) no extrato metanolico de A. satureioides. Ferraro et al.
(1981) identificaram os compostos quercitina, luteolina e O-metilquercetina como
sendo os principais flanovoides existentes no extrato etandlico de macela.

Outro flavondide identificado foi o achyrobichalcona (HOLZSCHUH et al.,
2010; CARINI et al.,, 2013), galangina e isognafalina (CAVALCANTE, 2009). O
mesmo autor descreve estar presente em A. satureioides ésteres de caleriana, saponinas,
taninos, lactonas (substdncias amargas) e 6leo essencial. Todos esses estudos estdo de

acordo com o que foi relatado nesta pesquisa.
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Diversos autores estudaram o efeito de diferentes métodos de extracdo e
concluiram que dependendo do método, varia¢des fitoquimicas podem ser encontradas.
A infusdo de parte aéreas de A. satureioides, em 5%, por exemplo, encontrou-se
flavondides (ARREDONDO et al.,, 2004; KADARIAN et al., 2002; GUGLIUCCI,
MENINI, 2002) &cidos caféicos e protocatecuico (KADARIAN et al., 2002), indo ao
encontro do que foi encontrado neste estudo. No extrato etanélico de inflorescéncias,
encontrou-se  flavondides (LANGELOH, 1985), assim como nos extratos
hidroalcod6licos também, cujos efeitos retardam a multiplicacdo bacteriana
(POLYDORO et al., 2004). No macerado etandlico de partes aéreas Hnatyszyn et al.
(2004) encontraram quercetina e quercetina-3-metil éter.

4 CONCLUSAO

Das 134 salmonelas isoladas em produtos de origem animal, 38% apresentou
resisténcia a pelo menos um antibiotico. Destas, 55% foram multirresistentes, ou seja,
apresentaram resisténcia a trés ou mais grupos de antibioticos. De uma forma geral, 39
isolados apresentaram resisténcia a amoxicilina, 35 a ampilicina, 18 a ceftiofur, 3 a
enrofloxacina, 6 a florfenicol, 23 a gentamicina, 39 a tetraciclina e 6 a sulfa-
trimetoprim.

O macerado hidroalcoolico de Achyrocline satureioides apresentou atividade
antimicrobiana, porém com uma menor capacidade de inativacao frente aos isolados de
Salmonella spp. resistentes aos antibidticos. Observou-se que quanto maior o tempo de
contato, nas menores densidades populacionais, mais inativacbes microbianas
aconteceram. As 10 horas todas as salmonelas haviam sido inativadas. A atividade
antibactericida do macerado hidroalcodlico de A. satureioides sugere 0 seu Uso como
ingrediente antisséptico em pomadas para uso animal ou humano, ou ser empregada na
imersdo de utensilios e partes removiveis de equipamentos das industrias alimenticias,
matadouros, tendo como objetivo promover a desinfeccdo destes insumos.

Na prospeccdo fitoquimica do macerado hidroalcodlico de A. satureioides
estavam presentes compostos fendlicos, taninos hidrolisaveis e condensados, flavondis e

saponinas.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os produtos de origem animal constituem-se como agentes transmissores de
zoonoses, quando ha falta de higiene ou préticas ineficazes de controle de infeccgéo.
Essas doengas podem ser minimizadas através da melhoria na limpeza e desinfeccéo, e
também através do uso correto dos antibidticos. Uma pequena parte das salmonelas
isoladas foi resistente a pelo menos um antibidtico, e destas, 55% foram
multirresistentes. Em relacdo a atividade bactericida demonstrada pelos desinfetantes, o
iodéforo e o hipoclorito de sddio inativaram os isolados na maior parte dos
experimentos. Porém, cloreto de cetil trimetilaménio (amdnia quaternaria) e digluconato
de clorexidina (clorexidina) mesmo nas maiores concentragdes do desinfetante,
houveram micro-organismos resistentes.

Pode-se perceber que ndo houveram relacbes concomitantes de resisténcia entre
antibioticos e desinfetantes, levando-se em consideracdo todas as variaveis testadas.
Neste trabalho, de uma forma geral, ndo foi possivel determinar a escolha dos
desinfetantes a partir do antibiograma.

Os experimentos realizados com as plantas medicinais nativas no Rio Grande do
Sul frente a cepa padrdo Salmonella Choleraesuis (ATCC 10.708) permitiu avaliar qual
planta/ extracdo vegetal apresentou reducdo logaritmica maior. Achyrocline
satureioides, no macerado hidroalcodlico apresentou os melhores resultados, ou seja,
inativou todas as densidades populacionais nos tempos de contato oito e 24 horas,
tornando-se assim, uma possivel alternativa como agente antimicrobiano.

Os resultados apresentados neste estudo, quanto a atividade bactericida da
Achyrocline satureioides sobre as salmonelas resistentes, Salmonella Choleraesuis
(ATCC 10.708), Salmonella Enteritidis (ATCC 13.076) sdo de importancia médico-
veterinaria. No macerado hidroalcodlico, ocorreu inativacdo de todas as salmonelas
resistentes as 10 horas de contato. A atividade antibactericida do macerado
hidroalcodlico de A. satureioides sugere 0 seu uso como ingrediente antisséptico em
pomadas para uso animal ou humano, ou ser empregado na imersdo de utensilios e
partes removiveis de maquinarios das industrias alimenticias, matadouros, tendo como
objetivo promover a desinfeccdo destes insumos. Dessa forma, ressalta-se a necessidade
de haver mais estudos cientificos nesta area, buscando utilizar a macela como barreira

sanitaria, de forma alternativa ou complementar aos antimicrobianos convencionais.
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ANEXO A- Origem das salmonelas isoladas em produtos de origem animal
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Amostra Isolada de Ano de isolamento | Numeracgéo
3 Farinha de visceras de frango- racdo 2010 1
5 Frango resfriado sem mitdo 2010 2
8 Carcaca de frango 2010 3
9 Linguica de carne suina 2010 4
10 Farinha de visceras de frango 2010 5
14 Carcaca de peru 2010 6
15 Carcaca de frango 2010 7
17 Linguica toscana- suina 2010 8
18 Carcaca de frango 2010 9
19 Carcaca de peru 2010 10
20 Carcaca de frango 2010 11
24 Carcaca de frango 2010 12
29 Farinha de pele de frango 2010 13
30 Carcaca de frango 2010 14
32 Carcaca de frango 2010 15
33 Carcaca de peru 2010 16
34 Carcaca de frango 2010 17
35 Carcaca de frango 2010 18
36 CMS* frango 2010 19
42 Carcaca de frango 2010 20
43 Linguica defumada mista (bovino e 2010 21
44 Carcaca frango 2010 22
45 Carcaca de frango 2010 23
46 Carne de bochecha suino 2010 24
50 Carcaca de frango 2010 25
51 Carcaca de peru 2010 26
52 Linguica frescal mista 2010 27
53 Carne de bochecha suina 2010 28
54 Carcaca de frango 2010 29
55 Banha suina 2010 30
56 Carcaca de frango 2010 31
59 Carcaca de frango 2010 32
65 Carcaca de frango 2010 33
66 Linguica toscana mini (suino) 2010 34
67 Carcaca de peru 2010 35
68 Peito de frango sem pele, sem 0ss0 2010 36
70 Carcaca de frango 2010 37
72 Embutido de suino - bodeguin 2010 38
73 CMS* aves 2010 39
76 Carcaca de frango 2010 40
77 Carcaca de frango 2010 41
78 Carcaca de frango 2010 42
79 Farinha de visceras de frango 2010 43
80 Carcaca de peru 2010 44
81 Carcaca de frango 2010 45
82 Banha suina 2010 46
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83 Farinha de visceras de aves 2010 47
84 Carcaca de frango 2010 48
85 Carcaca de frango 2010 49
86 Miudo suino 2010 50
87 Carcaca de frango 2010 51
88 Carcaca de peru 2010 52
96 CMS* de frango 2010 53
97 Linguica toscana (suino) 2011 54
98 Carcaca de frango 2011 55
101 Carcaca de frango 2011 56
106 Carcaca de frango 2011 57
107 Carcaca de frango 2011 58
108 CMS* de frango 2011 59
111 Carcaca de peru 2011 60
112 Carcaca de frango 2011 61
113 Linguica de suino 2011 62
114 Focinho de suino 2011 63
117 Farinha de visceras de frango 2011 64
120 Linguiga suina 2011 65
121 Carcaca de frango 2011 66
123 Ovos vermelhos 2011 67
124 Carne suina sem 0SS0 2011 68
125 Copa (suino) 2011 69
126 Carcaca de frango 2011 70
127 Focinho congelado suino 2011 71
128 Miudos congelados suinos 2011 72
130 Carcaca de frango 2011 73
132 Carcaca de peru 2011 74
133 Carcaca de frango 2011 75
134 Carcaca de frango 2011 76
137 Farinha de visceras de frango 2011 77
139 Linguica toscana (suino) 2011 78
141 Frango resfriado 2011 79
142 Frango resfriado 2011 80
149 Farinha de visceras de frango 2011 81
152 Carcaca de frango 2011 82
153 Linguica suina defumada 2011 83
154 Farinha de visceras de frango 2011 84
157 CMS* de aves 2011 85
158 Linguica suina defumada 2011 86
159 CMS* de aves 2011 87
160 Carcaca de frango 2011 88
161 Linguica toscana 2011 89
162 Carcaca de frango 2011 90
163 Carcaca de frango 2011 91
164 Carcaca de frango 2011 92
165 Carcaca de frango 2011 93
166 Carne suina resfriada (traseiro) 2011 94
167 Carcaca de frango 2011 95
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169 Queijo de suino 2011 96
170 Carcaca de franao 2011 97
174 Carcaca de frango 2011 98
176 Carcaca de frango 2011 99
178 Carcaca de frango 2011 100
181 Cortes resfriados peru (coxa) 2011 101
182 Carcaca de frango 2011 102
184 Rabo de porco salgado 2011 103
186 Carcaca de frango 2011 104
187 Carcaca de frango 2011 105
188 Carcaca de frango 2011 106
191 Carcaca de frango 2011 107
192 Peito de frango sem 0sso sem pele 2011 108
194 Carcaca de frango 2011 109
195 Carcaca de frango 2011 110
196 CMS* de aves 2011 111
201 Culatello fatiado (suino) 2011 112
205 Carcaca de frango 2011 113
207 CMS* de aves 2011 114
225 CMS* de aves 2011 115
227 Linguica toscana 2011 116
232 Carcaca de frango 2011 117
233 Linglica suina frescal 2011 118
234 Carcaca de frango 2011 119
235 Carcaca de frango 2011 120
236 Carcaca de frango 2011 121
244 Carcaca de frango 2011 122
246 Carcaca de frango 2011 123
247 Farinha de pena hidrolizada 2011 124
248 Carcaca de frango 2011 125
249 Farinha de suino 2011 126
251 Farinha de pena 2011 127
252 Carcaca de frango 2011 128
253 Ovos vermelhos 2011 129
254 Carcaca de frango 2011 130
255 Carcaca de frango 2011 131
258 Farinha de pena 2011 132
259 Carcaca de frango 2011 133
260 Carcaca de frango 2011 134

CMS: Carne mecanicamente separada.




ANEXO B- Laudo quimico do desinfetante lodofor concentrado (lodoforo).
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CERTIFICADO DE ANALISE
Delaware Documento: N 43737/11
Data Emissao: 04/10/2011 Ordem de Fracionamento: 3797
Insumo IODOFOR CONCENTRADO
Origem BRASIL Procedéncia BRASIL
Lote Interno 2028/M11 Lote Fabricante 4508
Data Fabricagio 01/09/2011 Data Validade 01/09/2013

Analises Fisico-Quimicas

Testes Especificagoes Resultados
Aspecto Liguido viscoso de cor marrom escuro. De acordo
pH (Solugdo Aquosa a 10 %) 20a40 2,18
Teor de lodo ativo Minimo 19,0 % 20,51 %

Os resultados presentes neste Certificado de Analise tem seus valores restritos a este lote.

[ Referéncia Bibliografica: Conforme literatura do fomecedor.

[ Conservacio: Em recipientes herméticos, ao abrigo da luz, calor e umidade.

*Copia do Certificado de Analise original do fornecedor.

Resultado APROVADO

ﬂf‘f%ﬂ_é@_,
Mariana Brandalise

Farmacéutica Responsavel
CRF-RS 12356
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ANEXO C- Laudo quimico do desinfetante Hipoclorito de sédio.

ﬂ

IMPORTADORA QUIMICA DELAWARE LTDA.

CERTIFICADO DE ANALISE

Documento: N° 47157/13

Data Emissao: 14/08/2013 Ordem de Fracionamento: 7398

Insumo HIPOCLORITO DE SODIO

Farmuia Molecular NaCIC Peso Molecular 74,44

Ongem BRASIL Procedéncia BRASIL

Uso SANEANTE oce 04731

Lote Internc 919/13 CAS 7681-52-9
Lote Fabricante 3182

Data Fabricagdo 29/06/2013 Data Validade 29/08/2013

Anélises Fisico-Quimicas

Testes Especificagdes Resultados
*Aspecto Liquido limpido, amarelo esverdeado, odor De acordo
caracteristico de cloro
*|dentificacéo (A, B, C. D e E) Positivo Pesitiva
*Densidade (20 “C) Minimo 1,180 g/ mL 1227 g/ mL
—Teor de Cloro Alivo Minima 10,0 % 1,77 %
*Teor de Hipaclorito de Sodio Minimo 10,0 % 12,37 %
*pH Minime 10,00 13,9

“Os resultados presentes neste Certiiicado de Analise tem seus valores restrilos 2 este lote

[Referancia Bibliografica: Conforme fiteratura do fomecedor.

[Conservagao. Em recipientes herméticos, 8o abrigo da luz, calor e umidade. ]

*Testes realzados em nosso Laboratdrio de Contrele de Qualidade.

Resultado APROVADO

T MRewe.

Mariana Brancalise
Farmacéutica Responsavel
CRF-RS 12356
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ANEXO D- Laudo quimico do desinfetante Digluconato de clorexidina (Clorexidina).

CERTIFICADO DE ANALISE

Delaware

Documenta: N* 43111711

Data Emissaa: 27/06/2011 Ordem de Fracionamento: 3175 e 3286
Insumo DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA SOLUCAO 20%
Formula Molecular (C;;H;”chlz).(cd‘l'zo?); Peso Molecular 897.77 (AN'DRO)
Ornigem INDIA Procedéncia BRASIL
Classe Terapéutica ANTISEPTICO DCB 02437
Laote Interno 136011 CAS 18472-51-0
Fabricante CADILA PHARM. Lote Fabricante 0CG227

Data Fabricagéo 01/11/2010 Data Validade 0111072013

Analises Fisico-Quimicas

Testes Especificacoes Resultados

- Liguide incolor @ amarelo palido, limpido a

Aspacto ligeiramente opalescente De acordo
< Miscivel em agua, com no maxime 3 partes de

Solubllidade acelona e com no mAaximo 5 partes de etanol 96 %, De acorde
*Teor 190a210% 20,28 %
*pH (Solugdo Aquosa a 5 %) 55a70 6,53
*Densidade a 20 'C 1.060a1,070g/mL 1064 g/mL
Identificagdo (LV. / TLC) Teste Passa teste
Cloroanilina Maximo 0,25 % < 0,25 %
Substancias Relatadas Maximo 3 % 0.72 %
Cor (Solugao a 20 %) Abs. Maximo 0,03 a 480 nm _0,0118,

Os resultados presentes neste Certificade de Analise tem seus valores restritos a este lote,

[Referéncia Bibliografica: Conforme literatura do fornecedor; Farmacopéia Britanica, 2008, |

| Conservagio. Em recipientes herméticos, ao abrigo da luz, calor e umidade. —_«

*Testes realizados em nosso Laboratorio de Controle de Qualidade.

Resultado APROVADO

}Yl%( LA
Mariana Brandalise

Farmacéutica Responsavel
CRF-RS 12356



ANEXO E- Laudo quimico do desinfetante Cloreto de cetil trimedilamdnio
(Quaternério de amonio).

ﬂ

IMPORTADORA QUIMICA DELAWARE LTDA.
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ERTIF DE ISE

Documento: N* 44874/12

Data Emissado: 13/04/2012 Crdem de Fracionamento: 5000

Insumo QUARTENARIO DE AMONIO 50%

Nome Quimico Cioreto de Cetll Trimetilaménio

Origem BRASIL Procedéncia BRASIL
Lote Interno 8697112 CAS 8030-78-2
Fabricante DEGANI-VADUZ Lote Fabricante 030801
Data Fabricacde  08/03/2012 Data Validade 08/03/2013

Analises Fisico-Quimicas

Testes ____Especificagdes Resultados
“Aspecto {a 25 *C) Liguido incoler a levemente amarelado, De acordo
odor caracteristico.
*pH {Solugao aquosa a 10 %) 50a80 6,26
*Densidade (20 °C) 0.852095g/mL 0892g/mL
Principio Ativo (Catidnico) 49.0% a510% 504 %

Os resultados presentes neste Certificado de Andlise, tem seus valores restritos a este iote,

[Referéncia Bibliografica: Conforme ieratura do fornecedor,

{Conservacao: Em recipientes herméticos, ao abngo da luz, calor e umidade

“Testes realizados em nosso Laboratéric de Controfe de Quaslidade.
Resultado APROVADO

T hReue

Mariana Brandalise
Farmacautica Responsavel
CRF-RS 12356
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ANEXO F- Resultados da prospecgdo fitoquimica da Achyrocline satureioides —

Decocto.

Prospeccao fitoquimica

Planta: Achyrocline satureioides

Extrato: Decocto

Data: 21/10/2013

Caracteristica confirmatorias Positivo | Negativo
Compostos | Aparecimento ou intensificagdo da cor X
fenolicos amarela ou laranja.
Taninos Taninos hidrolisaveis - desenvolvimento de X
coloracdo azulada
Taninos condensados - desenvolvimento de X
coloracgéo verde
Flavonéis | Flavonois = desenvolvimento de cor X
vermelha
Cumarinas | Cumarinas volateis - fluorescéncia azul e X
amarela
Quinonas Quinonas glicosidicas - desenvolvimento de X
coloracdo vermelha na fase aquosa
Saponinas Desenvolvimento de espuma com altura X
superior a 1 cm e persisténcia da mesma apos
repouso de 15 minutos e adicdo de &cido
cloridrico 10%
Alcalo6ides Aparecimento de um precipitado X
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ANEXO G- Resultados da prospecgdo fitoquimica da Achyrocline satureioides —
Macerado hidroalcodlico.

Prospeccao fitoquimica

Planta: Achyrocline satureioides

Extrato: Macerado hidroalcoélico

Data: 21/10/2013

Caracteristica confirmatorias Positivo | Negativo
Compostos | Aparecimento ou intensificagdo da cor X
fenolicos amarela ou laranja.
Taninos Taninos hidrolisaveis - desenvolvimento de X
coloracdo azulada
Taninos condensados - desenvolvimento de X
coloracgéo verde
Flavonéis | Flavonois - desenvolvimento de cor X
vermelha
Cumarinas | Cumarinas volateis - fluorescéncia azul e X
amarela
Quinonas Quinonas glicosidicas - desenvolvimento de X
coloracdo vermelha na fase aquosa
Saponinas Desenvolvimento de espuma com altura X
superior a 1 cm e persisténcia da mesma apos
repouso de 15 minutos e adicdo de &cido
cloridrico 10%
Alcalo6ides Aparecimento de um precipitado X
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