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RESUMO

Nos ultimos anos, estudos com extratos vegetais sédo desenvolvidos para tentar descobrir novggripdades
antimicrobianas provenientes de produtos naturaie®os agressivos a saude, e possivelmente utiizaal combate
de micro-organismos comoSalmonellaisoladas de carnes de aves e que tem causad@psepara a saide humana.
Sendo assim, o presente trabalho propde por meionétmdo de micro diluicdo em caldo a determinacdo d
concentracao inibitéria minima (CIM) e a concer@imdactericida minima (CBM) dos extratos vegetajigoao e
etandlico dePsidium guajavdgoiabeira vermelha) testados frente a quatro swesvdeSalmonellaS. enteretidisS.
heildelberge S. typhimuriumisoladas de carne de frangde heidelbergATCC 8326, afim de determinar a menor
concentracdo do extrato necessaria para inibir ausar a morte desses micro-organismos. O extratedlato
apresentou-se como bacteriostatico e bactericaddefraos sorovares &almonellasendo a CIM e CBMem mg/mL
respectivamente: 25/50 pafa enteretidis25/100para S. heidelberg25/25 paraS. typhimuriume 25/100 pars.
heidelberg ATCC 8326 e o extrato aquoso ndo apresentou atleidantimicrobiana para nenhum dos sorovares
testados. Contudo, o extrato etanodlico REdium guajavapode ser utilizado futuramente como antimicrobiano
alternativo para frangos de corte.

PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobianas, sorovares, concentracdo inikatémiinima (CIM), concentracéo bactericida
minima (CBM).

EXTRACTS ANTIMICROBIAL ACTIVITY EVALUATION OF AQUEO  US VEGETABLES AND Psidium
guajavaETHANOLIC

ABSTRACT

In recent years, studies of plant extracts haven lilsveloped to attempt to discover new antimiclopraperties
derived from natural and less harmful to healthdpits, and possibly used to combat micro-organiamsingle
Salmonella in poultry, and has caused damage t@huraalth. Thus, this work proposes, through thihateof micro

broth dilution, determining the minimum inhibitogoncentration (MIC) and minimum bactericidal cortcation

(MBC) of aqueous and ethanolic plant extracts Bsidjuajava (red guava) tested against four serstgh8almonella,
S. enteretidis, S. heidelberg and S. typhimuriuolaies from chicken, and S. heidelberg ATCC 832@rider to
determine the lowest concentration of extract neglito inhibit or cause the death of these micramigms. The
ethanol extract was presented as bacteriostatibacwricidal front of the serotypes of Salmonete, MIC and MBC
are in mg / mL respectively: 25/50 for S. enterigti@5/100 for S. heidelberg, 25/25 for S. typhimor and 25/100 for
S. heidelberg ATCC 8326 and the aqueous extraciesthoo antimicrobial activity for any of the testserotypes.
However, the ethanol extract of Psidium guajavalansed in the future as an alternative antimiatdbr broilers.

KEYWORDS: Antimicrobial, serovars, minimum inhibitory condeation (MIC), minimum bactericidal concentration
(MBC).

1. INTRODUCAO

Na década de 80, no Brasil e no mundo, os surtaswendoSalmonellaspp. aumentaram de

forma significativa, pois alimentos de origem alacoomo carne de frango e ovos apresentaram
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contaminacdo pelo micro-organismo (SILVA, 2007).sNdtimos anos, a producdo de carne de
frango no Brasil tem apresentado altos indicesregcitmento. O pais se tornou o terceiro maior
produtor de carnes de frango no mundo e lider groreacdo, sendo os estados do Rio Grande do
Sul e Parana os principais produtores (MAPA 2015).

Neste sentido, antimicrobianos sdo utilizados maeztacéo de frangos de corte e tém por
funcdo melhorar o rendimento do animal, atuandsusaconversao alimentar visando reducédo de
custos (LEITEet al,2012). O uso de antibidticos na dieta de avesynwente praticado devido a
sua atuacao no crescimento desses animais, potensgee preocupante para 0 consumo humano
em decorréncia da presenca de residuos e seleg@pale resistentes em produtos finais, podendo
assim, produzir reagfes alérgicas, serem toxicaaduzir ao surgimento de resisténcia bacteriana
(SANTOSet al, 2004).

No ano de 1998, a Unido Europeia (UE) proibiu o desaalguns antibiéticos que atuavam
como promotores de crescimento animal. Ja em 20@&e todos os medicamentos utilizados para
este fim foram banidos. No entanto, a partir de82ta@los os antibiéticos com essa funcdo néo
estdo mais sendo utilizados na alimentacdo animapa&ises da UE (BRUNAMO e GATTAS,
2009), com isso, o ministério da Agricultura, Pe@u@ Abastecimento (MAPA) no Brasil foram
proibidos de utilizar varios desses remédios pardirtuar a exportacdo de carne de frango para
esses paises (MAPA, 2004).

O géneroSalmonellaesta dividido em duas espéci&almonella entéricee Salmonella
bongori estando frequentemente relacionada a doencaslvendo pessoas e animais. A
Salmonellapode ser encontrada em quase todos 0s animaise @édes aves, animais domésticos,
animais de granja, e também seres humanos. Negtdosea contaminacdo de animais de origem
avicola ocorre muitas vezes pela ingestdo de ragdesaminadas pelo micro-organismo
(MURRAY et al, 2004).

A quantidade e ocorréncia @almonellaspp. encontradas em carne de frango oscilam em
relagdo as condi¢cbes de manuseio durante a creagdodados higiénicos durante o abate dos
animais e subsequente manuseamento das carcagaaoMem todos os avancgos tecnolégicos, €
possivel que haja a contaminacdo bacteriana eredmfrango, principalmente por patégenos do
géneroSalmonellague podem ser encontrados no trato gastrintestagabves causando possiveis
contaminacdes de carcacas e de outros produtosgeencavicola caso ndo haja devidos cuidados
higiénicos durante o processo de abate (CARVALHTGDRTEZ, 2005).

A carne de frango, como sendo produto de origemalnapresenta um papel importante na
epidemiologia de Salmoneloses em seres humanogngodiransformar-se em um problema

potencial no diagnéstico de infecgbes alimentarespessoas que a consomem. Sendo assim,
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medidas devem ser tomadas nas industrias avicolas por exemplo, maior fiscalizagéo por parte
da vigilancia sanitaria para tentar reduzir a cmimacao de carne de aves gamonellaevitando
também riscos a saude dos consumidores (CARVALIIORTEZ, 2005).

O wuso indiscriminado e descontrolado de antimienobé tem contribuido para o
aparecimento de bactérias multirresistentes (NO\&&I&, 2003). Com isso, a procura por métodos
seguros e que sejam saudaveis para serem introduzal producdo de aves, bem como outras
tecnologias que visam garantir a sustentabilidedieduziram ao desenvolvimento de estudos para
tentar encontrar meios alternativos para substitodutos quimicos baseando-se em principios
ativos naturais para atuar no controle de doenc@sagas. Porém, por serem considerados
“alternativos” ndo estdo livres de apresentarenmblpmas na relagdo com outros individuos,
considerados inimigos naturais (WEBER, 2013).

Dentre os meios alternativos utilizados no controlerobiolégico estdo os extratos vegetais,
gue vém se destacando por apresentarem grandéneficicomo antimicrobianos, podendo ser
utilizados na avicultura. Os principios ativos pnolos de extratos vegetais podem ser encontrados
em diferentes partes da planta como folhas, césdas, dentre outras, e sua atividade biologica
apresenta-se como forma alternativa de controle&ias doencas, zoonoses e também atuam
contra a resisténcia microbiana ndo agredindo o m®@ibiente, pois sdo meios naturais (WEBER,
2013).

Estudos recentes envolvendo a agcédo antimicrobiarexiatos vegetais apresentam a grande
potencialidade de aplicacdo de plantas de difeseogares do mundo contra micro-organismos
resistentes, dentre elesSalmonella No Brasil, a diversidade de plantas é extremamaiia e
muitas delas séo utilizadas pela medicina em digeéseas da salude apresentando metabolismos
secundarios e inibitérios contra micro-organisnem)do assim, estudos para esse fim sdo muito
importantes, principalmente como forma natural rdamento de doencas com um custo muito
menor que os demais medicamentos (DUARTEI, 2004).

A avaliagédo da atividade antimicrobiana provindaegtatos vegetais pode ser utilizada em
diferentes métodos, dentre eles: difusdo em agapgg, disco difusdo e macro e micro diluigao.
Os meétodos de difusdo em agar ou em caldo sapadiis para medir a quantidade Vitro” da
atividade antimicrobiana contra determinada espa#eimicro-organismo (BONAt al, 2014apud
CLSI, 2008).

Para determinar a Concentracdo Inibitéria MinimdaWV)ICe a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) de extratos vegetais, 0 método de onitituicio vem sendo utilizado com mais
frequéncia (OSTROSKYet al, 2008). Neste sentido, A CIM é a menor concentragé uma

determinada droga capaz de inibir o crescimentanderganismo, e a CBM é a concentragéo de
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uma determinada droga capaz de maté-lo ao invégpeeas inibi-lo (LEVINSON e JAWETZ,
2005).

Pertencente a familia das Myrtacea$sadium guajavalgoiabeira) € uma planta nativa da
Ameérica do Sul, e tem sido muito utilizada comonfamedicinal no mundo inteiro, sendo
encontradas duas espécies mais comuns, a goiab&nea e a vermelha, em que todas as partes da
planta sdo utilizadas para tratamentos de doengagspresentarem atividade anti-inflamatoria,
antiespasmaodico, antidiarreico, antioxidante deoditeos (BARBALHOet al, 2012).

A Familia Myrtaceae é composta por aproximadameddegéneros e cerca de 3000 espécies,
sendo a maior da ordem Myrtiflorae, ocorrendo ppi@mente nas Américas e Australia, apesar de
serem encontradas dispersas por todo o mundo. Pedempresentar na natureza como plantas
lenhosas ou em forma de arbustos (JOLY, 2002).

Com base no exposto, este trabalho tem por objataxaliacdo de extratos vegetais aquoso e
etandlico dePsidium guajaveem diferentes sorovares &almonellaque afetam a avicultura por
meio da determinagdo da Concentracdo Inibitoriaivin(CIM) e Concentragdo Bactericida

Minima (CBM) desses extratos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS

A coleta das folhas desidium guajavdgoiabeira vermelha) foi realizada nas primeirasa
da manha do dia 02 de julho de 2015, em um siticidede de Vera Cruz do Oeste, PR. Em
seguida, o material coletado foi seco a temperaaunmaiente. Posteriormente, as folhas foram
trituradas em moinho de facas até granulometrigriof a 0,42 mm, obtendo-se assim o pdé. Este
material foi armazenado em recipientes de vidrala@o da luz até ser utilizado na preparacdo dos
extratos.

Para a obtencéo dos extratos foi seguido a metgidalie Weber e colaboradores (2014) com
algumas adaptacdes. Para a obtencdo do extratdiedafoi utilizado etanol absoluto (P.A) como
solvente, adicionou-se 40g de p6é em 100 mL de stéwe foi deixado sob agitacdo por 24 horas no
SHAKER, ap0s esse periodo de tempo, a solucadtfada em papel filtro estérWhatman N° 1)

e submetida a rotoevaporacdo com auxilio do rojmeealor (marca FISATOM), a fim de se retirar

todo o solvente. Na sequéncia, esse soluto foiiddillcom agua destilada estéril seguindo a
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proporcdo de seu peso, atingindo a concentracddO8& e posteriormente foi realizada a
esterilizagdo a vacuo com membrana de porosida@¢28anm, em seguida, a solugéo final obtida
foi armazenada em frascos de vidro estéreis e fammervados em freezer com temperatura de
0°C, sendo entdo denominado “extrato vegetal atanal40%"”.

Para o preparo do extrato vegetal aquoso, foramssédas 20g do p6 da planta e 100mL de
agua destilada estéril e submetido a agitacdoreantio SHAKER por 24h. Em seguida, a solugéo
foi filtrada utilizando papel filtro estéril atéabtencdo de um filtrado homogéneo. Em seguida, foi
realizada a filtracdo a vacuo com membrana fileatd porosidade de 0,25 mm, e a solucao final
foi armazenada em frascos de vidro estéreis e o@wEs em freezer a uma temperatura de 0°C até
sua utilizacdo. Este portanto, é denominado “extragetal aquoso a 20%".

2.2 PREPARO DO INOCULO

Foram selecionados quatro sorovares SEmonellaspp. de origem avicola de maior
incidéncia na regido Oeste do ParaBalmonella enteretidis, Salmonella heidelhe3glmonella
typhimurium isoladas, eSalmonella heidelberlATCC 8326. As amostras bacterianas foram
recuperadas em caldo BHI e incubadas a 37°C pdrogds. Apds esse periodo de tempo, foi
transferido para um segundo crescimento em Mullatod (MH) caldo, também por 24 horas a
uma temperatura de 37°C. Depois, foram retiradgaahs do segundo crescimento e diluidos em
solucéo salina estéril a uma concentracédo de 0f%oqibtencdo de um indculo na concentracdo de

1x1C UFC/mL. A turvacdo da solucéo foi ajustada naleste McFarland.

2.3 TESTE DE MICRO DILUICAO EM CALDO

Para determinar a Concentracao Inibitoria MinimBv)Cfoi utilizada como base a técnica
apresentada por Weber e colaboradores (2014), tgumas adaptacdes. Primeiramente, foram
adicionados as placas de micro diluicdo10de Muller Hinton caldo em concentracdo dobrada
em todos 0s poc¢os. Posteriormente, foi adicion@fpllde extrato a uma concentracédo de 40%,
totalizando 400mg/mf, e foram realizadas diluicdes sucessivas entrpogss, em que a cada
diluicdo se diminuia pela metade o valor da comaeéb. Logo apds, aliquotasplOda diluicao
das bactérias foram adicionadas nos poc¢os. As flmram incubadas por 24 horas a 37°C.

Utilizou-se como controle positivo do experimentamtimicrobiano Cloranfenicol 30mg/mL, e
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para o controle negativo dgua destilada estérita Reeterminacdo das CIMs, levou-se em
consideracao a presenca ou auséncia de turvacgmgas, em que a presenca de turvagao indica o
crescimento bacteriano e a auséncia o nao credcinfeara confirmacao da CIM, utilizou-se uma
solucéo de Cloreto trifenil tetrazolio (CTT) que d&licionado em todos 0s pocos, incubando-se por
3 horas a uma temperatura de 37°C. Desta manawestigou-se a menor concentracdo do extrato
eficiente para causar completa inibicdo do cresaimbacteriano. Os testes foram realizados em
triplicata.

Para a determinacédo da Concentracédo Bactericidensli(CBM), teve-se por base o método
apresentado por Weber e colaboradores (2014). digsspla CIM que ndo apresentaram turvacao,
ou seja, que ndo houve crescimento bacterianoevViivretirado uma aliquota de {0, antes da
aplicacao da solucédo de CTT, inoculando-se em Uata ple Petri contendo Muller Hinton agar, e
incubando-se por 24 horas a uma temperatura de. 36¢b apos, definiu-se a CBM, menor
concentracdo bactericida capaz de causar a mostdatdérias. Os testes foram realizados em
triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se por meio da CIM e da CBM queextrato aquoso dEsidium guajavanao
apresentou atividade antimicrobiana frente aosvaoes deSalmonella, heidelbergTCC 8326,
enteretidis heidelberge typhimuriumisoladas nas diferentes concentracoes testadesa(th).

O extrato etandlico d@sidium guajavaapresentou-se como bacteriostatico e bactericida
frente aos sorovares testados. A atividade bastética foi encontrada na concentracdo de
25mg/mL para as cepas 8eheidelbergATCC 8326,S. enteretidis S. heidelberge S. typhimurium
isoladas. Verificou-se atividade bactericida nascentracbes de 100mg/mL para as cepaS.de
heidelbergATCC 8326,50mg/mL paraS. enteretidis 100mg/mL paraS. heidelberge 25mg/mL
paraS. typhimuriumsoladas(tabela 1).
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Tabela 1 — Concentracao inibitéria minima (CIM),nCentracdo bactericida minima (CBM), e
controles positivo e negativo dos extratos aquosetamolico dePsidium guajava(goiabeira
vermelha), frente aos diferentes sorovareSalenonellaspp.

CIM/CBM (mg/mL)

Sorovar Extrato Extrato CcpP CN
Aquoso Etandlico
S heidelbergATCC 8326 0/0 25/100 - +
S. enteretidis 0/0 25/50 -
S. heidelberg 0/0 25/100 -
S. typhimurium 0/0 25/25 -

*CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo; (Nao crescimento; (+): Crescimento

Sendo assim, 0 sorovar que apresentou menor resstéente ao extrato etandlico de
Psidium guajavaoi a S. typhimuriumisolada, e os que apresentaram maior resistéo@mfas
cepas dé&. heidelbergATCC 8326 €5. heidelbergsolada.

Bona e colaboradores (2014) demonstraram resultseloelhantes ao avaliar a atividade
antimicrobiana de extrato etandlico Bsidium guajavano teste de poco, sendo que as CIMs para
bactérias Gram-Negativas variaram de 0,39 a 25mg@mlara a CBM entre 0,39 e 50mg/mL, e
analisaram a presenca de halos de inibicdo emaelf8. typhimuriunpara o extrato etandlico de
goiabeira no teste de disco. A atividade bactiiims e bactericida dB. guajavapode ser
atribuida aos taninos e flavonoides encontradomeiabolismo secundario da planta (Il¢f\al,
2008).

Testes realizados com extratos vegetais hidro Bdosdde folhas e caule secos Risidium
guajava(goiaba vermelha), apontaram atividade antimienobifrente a bactérias Gram-Negativas
por meio do método de difusdo em disco pasaherichia coli Salmonellaspp, Shigella spp,
Proteusspp, ePseudomonas aeruginosan que os extratos das folhas apresentaram ate ke
Salmonellaspp. (CARVALHOZet al, 2002). O mesmo foi observado no presente trabgliamdo
testado o extrato etandlico de folhas secaPsldium guajavdrente aos diferentes sorovares de
Salmonellaspp. utilizando-se 0 método de micro diluicdo eha.

Amancio e colaboradores (2015) realizaram experiosecom extratos vegetais de plantas do
géneroPsidium e relataram atividade antimicrobiana frente a &t Gram-positivas e Gram-
negativas por meio do método de difusdo em agarpcolvente extrator para as folhas secas de
goiabeira vermelha foi utilizado alcool etilico ema concentracdo de 70%. No presente estudo
também foi encontrada atividade antimicrobianaizatiido-se planta do géneRsidium contra

bactérias Gram-Negativas.
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Os extratos vegetais tem se destacado como eésienttimicrobianos, e seu estudo é de
extrema importancia como meio alternativo para ipessubstituicdo de antibidticos utilizados
como aditivos em racdes de frangos de corte visegttlazdo de custos e diminuindo as chances de
cepas resistentes (WEBER, 2013). Como opcao destacaextrato etandlico de. guajava
(goiabeira vermelha), que pode ser considerado altemativa natural para possivel substituicdo
dos antibidticos na avicultura, pois se apresemmmo bacteriostatico e bactericida frente aos

sorovares d&almonelaspp. (BONAet al 2010).

4. CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que o extrato aquosoREdium guajavando apresentou atividade antimicrobiana
frente aos sorovares testados, e 0 extrato etargpiesentou atividade bacteriostatica e bactericid
frente aos sorovares @&almonellaspp., podendo ser utilizado futuramente como actohiano

natural para frangos de corte ap0s os testes aed@ate in vivo.
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