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RESUMO:

Parte deste estudo foi realizado para determinar a incidéncia e resisténcia
antimicrobiana de sorovares de Salmonella isolados a partir de fezes, ragao e
camas em aviarios de frangos de corte na regido oeste do Parana entre os anos
de 2003 a 2010. Foram confirmadas 118 amostras de Salmonella spp.,
pertencentes a 38 diferentes sorovares sendo os mais prevalentes: S. Enteritidis,
S. Heidelberg e S. Typhimurium. Todos os sorovares de Salmonella spp. também
foram examinados quanto a resisténcia a 13 antimicrobianos segundo o método
de difusdo em disco, verificando-se 82 amostras resistentes em 26 diferentes
padroes. Em maior incidéncia, encontraram-se o0s multirresistentes a
estreptomicina, acido nalidixico e tetraciclina. Em outro estudo, voltado a
pesquisa de plantas como fonte natural e alternativa de substancias
antimicrobianas, realizou-se testes in vitro para testar diferentes métodos de
ensaio para avaliar a atividade antimicrobiana de extratos vegetais. As
metodologias empregadas para a determinagao da atividade antimicrobiana de
extratos vegetais da familia Myrtacea foram os métodos de microdiluicdo em
caldo e de difusdo em &gar por pogco e por disco, sendo o método de
microdiluicdo em caldo considerado o melhor por ter apresentado maior
reprodutibilidade, relagdo linear entre a concentragcao do extrato e a atividade
inibitéria e maior economia de materiais e espago. Como ultima etapa da
pesquisa utilizou-se, portanto, o método de microdiluicdo em caldo seguido de
repique em placas de agar, para verificar in vitro a inibigdo bacteriana e a
inativagao bacteriana determinando-se a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e
Concentragao Bactericida Minima (CBM) de diferentes extratos, aquosos ou
etandlicos de folhas de 6 plantas nativas encontradas na regido Oeste do Parana,
sendo elas: Maytenus aquifolium (espinheira-santa), Myrciaria cauliflora
(jabuticabeira), Ocotea spixiana (canela-branca), Psidium guajava (goiabeira), e
Ricinus communis (mamona) e Schinus molle (aroeira-branca) frente a 36
Salmonella spp., de origem aviaria e S. Typhimurium ATCC 14028. Todas as
plantas apresentaram alguma atividade seletiva sobre Salmonella spp., € os
extratos etandlicos apresentaram maior atividade antimicrobiana comparado aos
extratos aquosos. Os extratos etandlicos de Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg e
Psidium guajava L., apresentaram os melhores resultados. As CIMs variaram
entre 1,56-100 mg.mL™" e a CBM entre 3,13-100 mg.mL™.

Palavras-chave: Salmonella spp., frangos de corte, resisténcia/multiresisténcia,

Atividade inibitoria, métodos, plantas nativas.



1. Introdugao

Devido a intensiva demanda de produgdo na avicultura e apesar do
investimento existente em tecnologias que permitram o melhoramento da
qualidade da carne de frango, esta ainda é passivel de contaminag¢ao bacteriana,
especialmente por micro-organismos do género Salmonella, uma vez que esse
género faz parte da microbiota desses animais. A ocorréncia e a quantidade de
Salmonella presente na carne variam de acordo com as condigbes de manejo
durante a criagcdo e com os cuidados higiénicos nas operagdes de abate dos
animais e posterior manipulacéo das carcagas (CARVALHO & CORTEZ, 2005).

A introducao de antimicrobianos para tratar infeccbes bacterianas ha quase
50 anos levou a uma melhoria significativa na produgdo animal. Porém, com a
busca constante por um método eficiente para combater a salmonelose e outras
doencgas de origem avicola, o uso indiscriminado de antimicrobianos gerou outro
problema: a selegdo de bactérias resistentes (BUTAYE et al., 2003). Com isso,
muitas agroindustrias acatam a proibi¢do ao uso de antimicrobianos que vigoram
em paises como na Unido Européia. O Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA, 2004) proibiu a utilizagdo de diversos antimicrobianos
visando manter a exportagao de frango aos paises da UE.

O surgimento de micro-organismos resistentes a antimicrobianos
demonstra que o tratamento de infecgcdes bacterianas ndo pode se basear no uso
de antimicrobianos sem alguma reflexao critica. Especial atengdo tem sido dada
ao uso de antimicrobianos em animais, incluindo promotores de crescimento,
porque estes antimicrobianos podem contribuir para os problemas com a
resisténcia aos antimicrobianos em seres humanos bem como, a presenga de
residuos destes na carne e derivados que podem causar problemas ambientais e
a saude (FULLER, 1989). Isto tem enfatizado a necessidade de introduzir outros
meétodos de prevencgao e tratamento de doengas em aves.

Apesar do empenho da ciéncia nas buscas de novas formas de controle
microbiano, a situacdo € preocupante principalmente nos paises em
desenvolvimento, nos quais poucos recursos sdo empregados no monitoramento
de acdes sobre o uso racional de antimicrobianos. Dentre os métodos seguros e
saudaveis de produgao agricola/agropecuaria, esta o desenvolvimento de

pesquisas por produtos sanitarios alternativos, baseados em principios ativos



vegetais, plantas e minerais no controle de pragas e doengas (DUARTE, 2004;
UTIYAMA, 2004).

O uso de preparagdes a base de plantas € antigo e tem se intensificado
nas ultimas décadas devido a resultados negativos na medicina convencional,
prejuizo causado pelo uso abusivo de medicamentos de origem sintética, falta de
acesso aos medicamentos por grande parte da populagcido, pelo crescimento da
consciéncia ecologica e pela crenga popular de que o natural € inofensivo
(RATES, 2001).

No Brasil, foi observado que sorovares de S. enterica, isolados de carcacgas
de aves, apresentaram variagdes significativas de suscetibilidade aos extratos
vegetais de orégano e tomilho (SANTURIO et al., 2007). Ja pdde ser evidenciado
que algumas plantas produzem, em seu metabolismo secundario, substancias
com a capacidade de inibir a atividade de bactérias e outros micro-organismos
(DUARTE et al., 2004).

Baseados neste contexto e, tendo em vista a crescente demanda de
consumo de carne de frango, a alta incidéncia de surtos relacionados a
salmonelose e a preocupagao com a resisténcia a antimicrobianos, torna-se de
grande valia a realizagdo deste estudo para a avaliagdo da atividade
antimicrobiana dos extratos vegetais sobre Salmonella, visando garantir a
qualidade de vida da populagdo que consome a carne de frango, bem como a

exigéncia do mercado externo.



2. Revisao Bibliografica

2.1. Cadeia avicola no Brasil

O consumo de carne de aves tem aumentado notoriamente em todo o
mundo, sendo que em 2010 a produgdo de frango no Brasil foi de 11,36 milhdes
de toneladas alcancando o “ranking” das exportagdes com 3,81 milhdes de
toneladas exportadas no mesmo ano. O Parana foi o estado brasileiro com a
maior produgédo de aves em 2010 responsavel por 27,8% do abate de frangos e
responsavel por 26,2% da exportagdo de frangos do Brasil no mesmo ano
equivalente a mais de 1 milhdo de toneladas de carne de frango exportada
obtendo a lideranga nas exportagdes a partir de julho de 2011 o que torna a
avicultura o segundo item mais forte nas exportacbes do Parang, ficando atras
somente do complexo soja. Em muitas cidades a produgdo de frangos é a
principal atividade econdmica. Essa posicdo demonstra o papel cada vez mais
fundamental do setor quando inserido na economia do estado (UBABEF, 2011;
SINDIAVIAPAR, 2011).

No Brasil, a avicultura emprega mais de 4,5 milhdes de pessoas, direta e
indiretamente, com dezenas de milhares de produtores integrados, centenas de
empresas beneficiadoras e dezenas de empresas exportadoras. A importancia
social da avicultura no Brasil se verifica também pela presenca macica no interior
do pais, principalmente nos estados do Sul e Sudeste. A avicultura possui um
papel determinante a economia do Parana: gera empregos, renda e cria postos
de trabalho por todas as areas do estado, desenvolvendo as regides do interior e
mantendo o trabalhador no campo (SINDIAVIAPAR, 2011).

Fatores como qualidade, sanidade e preco contribuiram para aperfeicoar a
produtividade no setor avicola. O Brasil buscou modernizagdo e empregou
instrumentos como 0 manejo adequado do aviario, sanidade, alimentacao
balanceada, melhoramento genético e produgao integrada. A parceria entre
industria e avicultores também contribuiu para a exceléncia técnica em todas as
etapas da cadeia produtiva, reduzindo custos na produgdao e melhorando a

qualidade, que atende as demandas de todo o mundo.



2.2. Salmonelose aviaria

Dentre as bactérias comumente encontradas em carne de frango, as do
género Salmonella spp., apresentam maior importancia na avicultura por
representarem risco de contaminacao alimentar em seres humanos, uma vez que
geralmente as pessoas sao infectadas pelo consumo ou contato com alimentos
contaminados (DAl PRA, 2009).

Para que os produtos de origem alimentar sejam considerados aptos para
consumo humano, a resolugao da RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001 estabelece
como padrao de qualidade de alimentos a auséncia de Salmonella sp e Listeria
monocytogenes em 25g de alimentos (BRASIL, 2001). Salmonella, porém, faz
parte da flora normal do intestino das aves; assim, durante o abate, quando n&o
sdo obedecidos os critérios higiénicos sanitarios, esses micro-organismos podem
contaminar a carcaca e outras partes com relativa facilidade (SILVA et al., 2001).

O termo salmonelose € utilizado para definir um grupo de doencas
causadas por qualquer membro do género Salmonella que é formado por mais de
2500 sorovares de Salmonella capazes de infectar o homem e uma grande
variedade de espécies animais (AARESTRUP et al., 2003).

No Brasil, dados epidemiolégicos da ANVISA sobre surtos ocorridos entre
os anos de 1999 a 2008, relataram 1275 casos de surtos causados por
Salmonella spp., sendo Salmonella Enteritidis o sorovar mais isolado. No Parana
entre 1999 e 2008, dos 399 municipios que compde o estado, 52 (13,0%)
notificaram surtos de salmonelose. Os alimentos mais freqlientes nos surtos de
intoxicagao alimentar s&o os ovos crus ou mal cozidos, alimentos mistos e carnes
vermelhas (BRASIL, 2008).

Salmonella € um género da familia Enterobacteriaceae, definido como
bastonetes Gram negativos ndo esporogénicos, anaerdbios facultativos e oxidase
negativos. De acordo com a decisdo do Comité Internacional sobre a Sistematica
de Procariotos, o género Salmonella é composto por duas espécies, Salmonella
bongori e enterica. Este ultimo inclui seis subespécies, arizonae, diarizonae,
enterica, houtenae, indica e salamae (TINDALL et al., 2005).

Nas aves, Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Pullorum

(Pulorose) e Salmonella Gallinarum (Tifo aviario) determinam doenca clinica



caracteristica que pode produzir grandes prejuizos a avicultura. Estas duas
salmonelas, assim como Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi em humanos,
sdao hospedeiro-especificas. Ja a Salmonella Typhimurium e Salmonella
Enteritidis sdo excegdes, como ndo sao espécies especificas podem colonizar o
trato gastrointestinal de diferentes espécies. Nas aves, as salmonelas persistem
no intestino, sem sinais clinicos, invadem a corrente sanguinea e chegam a
diferentes 6rgéos internos, favorecendo a contaminagdo de carcagas e ovos
(TURNER et al., 1998).

O monitoramento e observagcao da granja sdo extremamente importantes
para a prevengao da Salmonella aviaria. De acordo com o Programa Nacional de
Sanidade Avicola (PNSA) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
instrucdo normativa/DAS n°® 3 de 9/01/2002, toda granja de reprodutoras de aves
deve ser sorologica e bacteriologicamente monitorada para detecgdo dos
sorovares da doenca. Amostra de 6rgaos, sangue, suabe cloacal, fezes e
mecdnio devem ser submetidos a exame laboratorial periodicamente para
tentativa de isolamento durante o crescimento e durante a producao das aves
(BRASIL, 1994).

Dados epidemioldgicos da ANVISA relatam que a S. Enteritidis € o sorovar
com maior taxa de prevaléncia nos surtos de salmonelose no Brasil nos ultimos
anos (BRASIL, 2008), sendo o mesmo reportado pelo “Centers for Disease
Control and Prevention” (CDC) em Atlanta e pelo Centro de Referéncia “Robert
Koch Institute” na Alemanha (RABSCH et al., 2001).

Ressalta-se que a salmonelose € uma doenga de monitoramento e
vigilancia oficial dentro do Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) da
Portaria Ministerial n® 193/1994 que preconiza o controle para Salmonella
Gallinarum, Salmonella Pullorum, Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium (BRASIL, 1994).

A prevencao da salmonelose continua sendo pauta em varios debates do
setor avicola. O foco da preveng¢ao da doenca por parte dos responsaveis pela
criacdo e abate de aves é recorrente devido ao aumento constante do consumo
de carne de frango no Brasil e no mundo. Por este motivo, a preocupagcdo com a
salmonelose existe mesmo que bactérias como a S. Pullorum e a S. Galinarum,

especificas de aves, estejam controladas. Outros sorovares, inclusive os que tém



envolvimento com saude publica, devem ser constantemente monitorados e
controlados. Técnicos de diferentes paises concordam que € praticamente
impossivel erradicar a Salmonella dos plantéis e que se faz necessario uso de
novas tecnologias e adog¢ao de medidas de controle, para combater o problema
(SINDIAVIAPAR, 2011).

2.3. Uso de antimicrobianos sintéticos, resisténcia antimicrobiana e a

contaminagao ambiental

O tratamento da salmonelose em aves & convencionalmente realizado por
antibidticoterapia. A producao de aves convencionais atualmente esta pautada na
intensa utilizacdo de produtos sanitarios, antimicrobianos, probiéticos, vacinas e
diversos produtos quimicos sintéticos. Os promotores de crescimento,
responsaveis pelo rapido desenvolvimento de frangos de corte, agem por seu
efeito antibacteriano, provavelmente pelas seguintes hipoteses: os nutrientes séo
protegidos da destruicdo de bactérias, a absorgdo de nutrientes € melhorada por
causa de um afinamento da barreira intestinal, os antimicrobianos diminuem a
produgao de toxinas pelas bactérias intestinais, ou ainda, pode haver redu¢éo na
incidéncia de infec¢des subclinicas intestinal (BUTAYE et al., 2003).

Entretanto o uso intensivo e inadequado provoca o desenvolvimento de
populagao bacteriana resistentes a diversos principios ativos, bem como, causam
diversos problemas ambientais e a saude dos produtores e consumidores pela
presenca de residuos destes na carne e derivados (FULLER, 1989; BILA &
DEZOTTI, 2003; SAKARIDIS et al., 2011).

Além da utilizacdo de antimicrobianos na nutrigdo animal, uma série de
praticas humanas tem levado as bactérias a resisténcia a antimicrobianos, como o
uso extensivo, errébneo e indiscriminado de antimicrobianos pelos médicos; 0 uso
de antimicrobianos em pacientes imunodeprimidos para prevenir infeccdes; a
dificuldade dos pacientes em seguir o tratamento prescrito; o transporte de
bactérias resistentes a novas areas em fung¢ao das viagens no mundo (TORTORA
et al., 2000).

Elevadas taxas de resisténcia aos antimicrobianos sdo registradas em

estudos realizados no mundo todo e na medicina humana e veterinaria (MANIE et



al., 1997; MOTA et al., 2005). Para Salmonella, também, ha registros de alta
resisténcia aos principios antimicrobianos normalmente utilizados em avicultura
(CORTEZ et al., 2006; RIBEIRO et al., 2008).

Genes resistentes, adquiridos por micro-organismos, podem ser facilmente
transferidos para organismos de diferentes ecossistemas, sendo levados da agua
para o solo e vice-versa (BILA & DEZOTTI, 2003). No meio aquatico, o contato
fisico entre as bactérias possibilita alta frequéncia de troca de plasmideos
codificadores de resisténcia aos antimicrobianos (RHODES et al., 2000).

A resisténcia a antimicrobianos pode ocorrer pela inativagdo do composto
por enzimas desintoxicantes, redugao da permeabilidade celular ou expulsdo da
droga por bombas especificas ou nao-especificas e modificagcdo dos alvos dos
antimicrobianos. Além disso, as bactérias podem adquirir um fendtipo de
resisténcia via reguladores transcricionais globais ou especificos. Estes
mecanismos podem ser induzidos pelo antibiético em si ou por sinais ambientais
(BARBOSA & LEVY, 2000; BOERLIN & REID-SMITH, 2008).

Além do fator de resisténcia, Barbosa e Levy (2000) mencionam que
residuos de antimicrobianos excretados nas fezes em uma area particular podem
ter impacto sobre os ecossistemas geograficamente distantes, bem como eles
podem ser facilmente dispersos em solo e aguas através de esgoto, estrume, etc.

Ressalta-se a importancia de compreender o mecanismo de resisténcia
microbiana, bem como na busca de novos compostos antimicrobianos, sintéticos
ou naturais, no intuito de controlar a agcdo de micro-organismos patogénicos
(CASTRO et al., 2002).

2.4. Antimicrobianos alternativos

Os extratos vegetais podem ser uma importante alternativa em substituicéo
aos antimicrobianos promotores de crescimento nas racdes. Estudos adicionais
sdo fundamentais para o rapido desenvolvimento desta questdo, de significativo
impacto sobre a avicultura brasileira (SANTURIO et al., 2007).

A forma de acao dos principios ativos de extratos vegetais sobre as células
bacterianas s&do muito similares ao dos antimicrobianos convencionais. Pesquisas

ja comprovaram que algumas plantas produzem em seu metabolismo secundario,



substancias com a capacidade de inibir a atividade de bactérias e de outros
micro-organismos (DUARTE, 2004).

A diversidade quimica associada a diversidade biolégica encontrada em
ecossistemas terrestres e aquaticos € um importante aspecto a ser considerado
em processos e diretrizes de desenvolvimento de novos biofarmacos. Como
caracteristica geral, os compostos vegetais mostram um padrdo de ocorréncia
restrito a alguns grupos taxonémicos, ndo sendo considerados essenciais ao
metabolismo basal da célula vegetal, donde surge a denominagao metabdlitos
secundarios (MARASCHIN e VERPOORTE, 1999).

Segundo Ferronatto et al. (2007), deve-se enfatizar a busca por
antimicrobianos de origem vegetal, uma vez que o Brasil apresenta a maior
biodiversidade do planeta e que muitas plantas ja vém sendo vastamente
testadas e utilizadas ha dezenas de anos com as mais diversas finalidades por
populagdes do mundo inteiro.

O cultivo e producdo de extratos por pequenos produtores € uma
alternativa agroecoldgica, baseada em um cultivo sustentavel, que respeita o
meio ambiente, em oposicdo ao modelo agricola convencional, centrado na
exploracado e uso de agroquimicos. A Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, aprovada por meio do Decreto N° 5.813, de 22 de junho de 2006,
estabelece diretrizes para o desenvolvimento de acbes voltadas ao
desenvolvimento de tecnologias e inovagdes, ao fortalecimento das cadeias e dos
arranjos produtivos, ao uso sustentavel da biodiversidade brasileira entre outras
providéncias (BRASIL, 2007).

Além dos extratos desempenharem um importante papel, garantindo a
sobrevivéncia das espécies no ecossistema, metabdlitos secundarios sao
utilizados em escala industrial para a produgcdo de inseticidas, corantes,
flavorizantes, aromatizantes e medicamentos (MARASCHIN e VERPOORTE,
1999).

Entre os trabalhos ja realizados sobre a atividade inibitéria de extratos
vegetais frente a Salmonella spp., encontra-se o realizado por Wiest et al. (2009),
que constataram entre 86 plantas, em extratos aquosos ou
alcodlicos/hidroalcodlicos, 58% apresentaram alguma inibi¢do ou inativagao sobre

Salmonella sp.



Com esta perspectiva, € fundamental avaliar, a partir de técnicas
microbiolégicas modernas e padronizadas, a atividade de extratos vegetais sobre
diferentes sorovares de Salmonella.

2.5 Métodos para avaliagao da atividade antimicrobiana

Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade antibacteriana
e antifungica dos extratos vegetais, sendo que os mais conhecidos incluem:
método de difusdo em agar, método de macrodiluicdo e microdiluicdo que sao
realizados em caldo (OSTROSKY et al., 2008). Os métodos de diluigdo em caldo
ou difusdo em agar séo técnicas usualmente aceitas internacionalmente para
medir quantitativamente a atividade in vitro de um agente antimicrobiano contra
um determinado isolado bacteriano, sendo estas técnicas padronizadas para o
uso de antimicrobianos comerciais (CLSI, 2003; CLSI, 2006).

Pesquisas realizadas anteriormente por diversos autores com o objetivo de
avaliar métodos de avaliagdo de extratos vegetais, sugerem uso de diferentes
metodologias para que os resultados possam ser comparados com estudos de
diferentes grupos de pesquisas (ZGODA & PORTER, 2001; OSTROSKY et al.,
2008; OTHMAN et al., 2011). Contudo, ainda n&o existe uma padronizagao para a

utilizagao das técnicas.
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3. CAPITULO 1: Incidéncia e resisténcia antimicrobiana de sorovares de Salmonella de

aviarios do oeste do Parana

Revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Incidéncia e resisténcia antimicrobiana de sorovares de Salmonella de aviarios do oeste
do Parana

Incidence and antimicrobial resistance of Salmonella serovars of aviaries the West of Parana

RESUMO

Este estudo foi realizado para determinar a incidéncia e resisténcia antimicrobiana de
sorovares de Salmonella isolados a partir de fezes, ragdo e camas em avidrios de frangos de
corte na regido oeste do Parand entre os anos de 2003 a 2010. Foram confirmadas 118
amostras de Salmonella spp., pertencentes a 38 diferentes sorovares sendo os mais
prevalentes: S. Enteritidis (16,1%), S. Heidelberg (5,9%), S. Typhimurium (5,9%), S. Hadar
(5,0%), S. Albany (4,2%), S. Enterica (4,2%) e S. Saintpaul (4,2%). Todos os sorovares de
Salmonella spp. também foram examinados quanto a resisténcia a 13 antimicrobianos
segundo o método de difusdo em disco. Trinta e seis amostras (30,5 %) foram suscetiveis a
todos os antimicrobianos e entre as 82 amostras resistentes foram verificados 26 diferentes
padrdes. Em maior incidéncia, encontraram-se os multirresistentes a estreptomicina, acido
nalidixico e tetraciclina (20,7%), a 4cido nalidixico (13,4%) e a 4cido nalidixico e tetraciclina
(11,0%). Os resultados deste estudo demonstram uma elevada incidéncia de Salmonella spp.
em ambiente de criagdao de frangos e uma grande porcentagem de amostras resistentes aos
antimicrobianos convencionais.

PALAVRAS-CHAVE: Salmonella spp., incidéncia, frangos de corte,
resisténcia/multiresisténcia, Parana

ABSTRACT

This study was conducted to determine the prevalence and antimicrobial resistance of
Salmonella serovars isolated from feces, feed and bedding in broiler chicken farms in western
Parana between the years 2003 to 2010. There were 118 confirmed Salmonella spp.,
belonging to 38 different serovars were the most prevalent: S. Enteritidis (16,1%), S.
Heidelberg (5,9%), S. Typhimurium (5,9%), S. Hadar (5,0%), S. Albany (4,2%), S. Enterica
(4,2%) and S. Saintpaul (4,2%). All serovars of Salmonella spp. were also examined for

resistance to 13 antimicrobials according to the disk diffusion method. Thirty-six samples
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(30.5%) were susceptible to all antimicrobials and between the 82 strains resistant 26
different patterns were observed. In the highest prevalence, we found the multiresistant
streptomycin, nalidixic acid and tetracycline (20.7%), nalidixic acid (13.4%) and nalidixic
acid and tetracycline (11.0%). The results of this study demonstrate high prevalence of
Salmonella spp. environment of chicken and a large percentage of strains resistant to
conventional antibiotics.

KEY-WORDS: Salmonella spp., incidence, Resistance/multidrug resistance, broilers, Parana.

INTRODUCAO

O Parana, no ano de 2010, foi responsavel por 27 % do abate e 26 % da exportacao de frangos
no Brasil alcangando destaque no setor (UBABEF, 2011). A qualidade, sanidade e prego
foram os principais fatores que contribuiram para melhorar a produtividade. Contudo, as aves
ainda sdo passiveis de contaminagdo por patogenos, como pelas bactérias do género
Salmonella, que sdo responsaveis por prejuizos a industria avicola (SINDIAVIPAR, 2011).
Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), entre os anos de 1999 a
2008, 42,9% dos surtos de intoxicacOes alimentares ocorridos no Brasil atribui-se a
salmonelose, sendo notificada no Parana em 13% dos municipios. Os ovos, carnes e derivados
sdo os alimentos mais freqlientes relacionados aos surtos (Brasil, 2008).

Técnicos de diferentes paises concordam que ¢ praticamente impossivel erradicar a
Salmonella dos plantéis e controlar a sua transmissdo em virtude de sua capacidade de
colonizar o trato digestorio dos animais e por apresentar grande nimero de reservatorios
envolvidos na excre¢do fecal e contaminacdo ambiental. Todos os sorovares, inclusive os que
tém envolvimento com saude publica, devem ser constantemente monitorados e controlados
(Andreatti-Filho et al., 2009; SINDIAVIPAR, 2011).

O uso de antimicrobianos contribuiu para melhorar a sanidade avicola e reduzir o tempo de
criagdo, porém seu uso indiscriminado proporcionou a sele¢do e incidéncia de diferentes
sorovares de Salmonella e outros micro-organismos resistentes a antimicrobianos, reduzindo
sua efetividade em casos clinicos além de contribuir para a presenga de residuos destes na
carne ¢ derivados (Bila e Dezotti, 2003; Sakaridis et al., 2011).

Em diversas partes do mundo, foram isolados sorovares de Salmonella de origem aviaria, com
resisténcia a distintos grupos de antimicrobianos. Nesse sentido, destacam-se estudos em que
foram encontrados isolados de Salmonella spp. com altas taxas de resisténcia, no Brasil

(Cardoso et al., 2006; Ribeiro et al., 2006; Duarte et al., 2009; Souza et al., 2011), assim como
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na Espanha (Carramifiana et al., 2004), Holanda (Hasman et al., 2005), Lituania (Ruzauskas
et al., 2005), Nigéria (Okoli et al., 2006), Estados Unidos (Alali et al., 2010) e Grécia
(Sakaridis et al., 2011). Estes estudos afirmam que as salmonelas de origem avidria sao
resistentes a uma grande gama dos antimicrobianos mais comumente usados e confirmam que
as aves sao um importante reservatorio de Sa/monella multirresistentes. Além disso, tem-se
observado também nas ultimas décadas a propagac¢do da resisténcia através de toda a
populacdo bacteriana e nichos ecologicos (Boerlin e Reid-Smith, 2008).

Assim, este estudo busca ampliar o conhecimento sobre a incidéncia e a resisténcia
antimicrobiana de Salmonella isoladas de granjas de frango de corte no Parand, visto que nao
ha informagdes sobre incidéncia de Salmonella no Estado, em aviarios de frango de corte, que
¢ fonte de contaminagdo e origem dos sorovares envolvidos. O objetivo do trabalho foi
determinar a incidéncia e resisténcia antimicrobiana de sorovares de Sa/monella isolados a

partir de aviarios de criagdo de frangos de corte no Oeste do Parana dos ltimos oito anos.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 118 amostras de Salmonella isoladas de fezes (suabe de cloaca), cama
(suabe de arrasto) e ragdes (farinhas/insumos de ragdes) de frango de corte entre 2003 e 2010,
provenientes de diferentes aviarios da regido Oeste do Parand, Brasil, fornecidas pelo
Laboratorio Veterinario MercoLab, Cascavel, PR Brasil, sendo sua caracterizagdo antigénica
completa e identificagcdo de sorovar realizadas pelo Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo, Brasil.

As amostras foram recuperadas em caldo Brain-Heart Infusion (BHI) (HIMEDIA®) a 37°C
por 18h antes do teste. Avaliou-se a suscetibilidade antimicrobiana de acordo com as
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2007). Os
agentes antimicrobianos testados foram (LABORCLIN®): 4cido nalidixico (30 pg),
ampicilina (10 pg), cloranfenicol (30 pg), cefalotina (30 pg), ciprofloxacina (5 pg),
enrofloxacina (10 pg), estreptomicina (10 pg), imipenem (10 pg), gentamicina (10 pg),
norfloxacina (10 pg), sulfazotrin (25 pg), tetraciclina (30 ug) e tobramicina (10 pg). Todas as
amostras que apresentaram resisténcia intermediaria foram agrupadas com as amostras
sensiveis para evitar superestimagdo da resisténcia. Utilizaram-se como cepas referéncia,
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 (American Type Culture Collection) e Escherichia
coli ATCC 25922. Os resultados obtidos foram comparados com os dados da Tabela 2A, do
documento M100-S17 do CLSI (2007). Foram consideradas multirresistentes as amostras

resistentes a 3 ou mais antimicrobianos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que as 118 amostras analisadas pertenciam a 38 diferentes sorovares, sendo os
mais prevalentes S. Enteritidis, S. Heidelberg, S. Typhimurium, S. Hadar, S. Albany, S.
Enterica e S. Saintpaul (Tab.1).

Os resultados se encontram de acordo com estudos prévios realizados por outros
pesquisadores, que confirmam a prevaléncia de S. Enteritidis em diversas regides do Brasil,
incluindo o estado do Parana (Souza et al., 2011), Sao Paulo (Hofer et al., 1998; Lima et al.,
2009), os Estados da Bahia, Ceara, Goias, Parana, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Santa
Catarina (Kanashiro et al., 2005), Rio Grande do Sul (Ribeiro et al., 2007), e Nordeste
(Duarte et al.,, 2009). Da mesma forma, em outros paises foi igualmente observada a
prevaléncia de S. Enteritidis, nos isolados de aves de corte em Portugal (Antunes et al., 2003),
na Espanha (Carramifana et al., 2004) e na Litudnia (Ruzauskas et al., 2005).

Todas as salmonelas podem causar infecgdes extra-intestinais, sendo que os sorovares mais
prevalentes como S. Typhimurium, S. Enteritidis e S. Heidelberg estdo normalmente
associados a casos de infec¢des em humanos por estarem em um numero elevado dentre a
populacdo de Salmonella (Su e Chiu, 2007).

Quanto a origem das amostras de Salmonella spp., foram observadas 73 isolados de cama de
aviarios (61,9 %), 23 de ragdes/insumos de aves (19,5%) e 22 de fezes de aves (18,6%) (Tab.
1). Ressalta-se que ha poucos estudos realizados sobre a incidéncia de Sa/monella em camas,
fezes e ragdes de frango no Brasil, sendo um dos poucos estudos realizados em fezes e
carcaca de aves de corte no estado do Ceard, Brasil, mostrou que apenas as amostras isoladas
de carcagas estavam contaminadas, constatando que os avidrios analisados estavam livres de
infec¢do por Salmonella, diferentemente dos aviarios analisados no atual estudo (Oliveira et

al., 2006).
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Tabela 1. Distribuicdo de 118 amostras de Sal/monella spp. isoladas de granjas de frangos de corte, de acordo
com a incidéncia e fonte de isolamento no periodo entre 2003 a 2010, na regido Oeste do Parand, Brasil.

Sorovar
Enteritidis
Heidelberg

Typhimurium
Hadar

Albany

Enterica

Saintpaul

Derby
Mbandaka

Newport

Infantis

Tennesse
Livingstone

Kentucky

Give

Anatum

Panama

Schwarzengrund

Corvallis
Gallinarium
Brandenburg
Cerro
Braenderup
Montevideo
Ohio
Agona
Senftenberg
Gafsa
Cubana
Lexigton
Minnesota
Pullorum
Muenchen
Rissen
Morehead
Worthington
Grumpensis
Orion
Total

138

N° (%)
19 (16,1)

7(5.9)
7(5.9)
6 (5,0)
5(4,2)
5(4,2)
5(4,2)
4(3,4)
4(3,4)
3(2,5)
3(2,5)
3(2,5)
3(2,5)
3(2,5)
2(1,7)
2(1,7)
2(1,7)
2(1,7)
2(1,7)
2(1,7)
2(1,7)
2(1,7)
2(1,7)
2(1,7)
2(1,7)
2(1,7)
2(1,7)
2(1,7)
2(1,7)
2(1,7)
2(1,7)
1(0.,8)
1(0.,8)
1(0.,8)
1(0,8)
1(0,8)
1(0.,8)
1(0,8)

118 (100)

fezes

6
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0

22 (18,6)

cama

o
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1

73 (61,9)

ragao/insumos

4
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0
23 (19,5)

139 A incidéncia de Salmonella spp. também foi relatada em isolados de fezes por Kottwitz et al.

140  (2008), no Parana, com prevaléncia do sorovar S. Enterica e, ao contrario desta pesquisa, nao

141 isolaram nenhuma S. Enteritidis.

142  Quanto as amostras de cama observou-se no atual estudo, 33 diferentes sorovares de amostras

143  de cama, sendo S. Enteritidis o sorovar mais frequente, seguido de S. Typhimurium, S. Hadar,
144  §. Heidelberg, S. Enterica, S. Derby, S. Mbandaka, S. Infantis, S. Livingstone e S. Kentucky
145 (Tab.1). Corroborando os resultados, Andreatti Filho et al. (2009) reportaram no Estado de
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Sao Paulo, Brasil, isolados como S. Enteritidis, S. Infantis e S. Kentuky presentes em cama de
aviarios.

A contaminacao da cama de aviario torna-se um problema para a cadeia avicola, visto que, ao
estar infestada por Salmonella, ha a propensdo de se transmitir as aves e posteriormente, aos
seres humanos através do consumo da carne e derivados, de forma que o controle da
disseminagdo de Salmonella ¢ dependente do controle das fontes de transmissao (Frederick e
Huda, 2011).

Em relacdo a ragdo, 23 sorovares foram isolados sendo os mais frequentes S. Enteritidis, S.
Heidelberg, S. Panama4, S. Corvallis, S. Senftenberg e S. Gafsa (Tab. 1).

No entanto, Hofer et al. (1998) verificaram diferentes sorovares isolados de matérias-primas e
de ragdo em sete regides distintas do Brasil, sendo os mais frequentes: S. Montevideo, S.
Senftenberg, S. Havana, S. Mbandaka, S. Tennessee, S. Infantis e S. Agona. Os autores
mencionam que o elevado numero de sorovares reconhecidos, provavelmente, decorre da
mistura de um grande nlimero de insumos de diferentes origens no preparo da ragao.
Observou-se que apenas 36 amostras (30,5 %) foram suscetiveis a todos os antimicrobianos,
sendo aquelas que apresentaram maior sensibilidade: oriundas da racdo (13/23), amostras de
cama (20/73) e fezes (3/22), ou seja, as amostras isoladas de fezes e cama apresentam-se

resistentes a um nimero maior de antimicrobianos por amostra (Tab. 2).

Tabela 2. Origem, suscetibilidade e resisténcia a antimicrobianos de 118 amostras de Salmonella spp. isoladas
de aviarios de frango de corte no Oeste do Parand no periodo de 2003 a 2010.

N° de antimicrobianos Origem e N° de amostras
(Resisténcia) Fezes Cama Racdo/Insumo N° Total (%)

Suscetivel 3 20 13 36 (30,5)
1 3 8 4 15 (12,7)
2 3 14 5 22 (18,6)
3 6 23 1 30 (25,4)
4 5 9 0 14 (11,9)
5 1 0 0 1(0,8)

Observou-se que 35 amostras apresentaram multirresisténcia, sendo que, 25,2% do total de
amostras apresentaram multirresisténcia a 3 antimicrobianos, 11,9% a 4 antimicrobianos e
0,8% a 5 antimicrobianos (Tab. 2).

Em relacdo as 82 amostras que apresentaram resisténcia, 54,2% sdo reportadas a tetraciclina,
44.9% ao 4acido nalidixico, 37,2% a estreptomicina, 11,9% a ampicilina, 6,8% ao
cloranfenicol, 5,9% a gentamicina e 3,4% a cefalotina (Tab. 3).

Nenhum sorovar apresentou resisténcia a tobramicina e as menores taxas de resisténcia se
atribuiram a imipenem e sulfazotrin, juntamente com enrofloxacina, ciprofloxacina e

norfloxacina (trés fluoroquinolonas), ao contrario do 4cido nalidixico (1* geracdo de
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quinolonas). Estes dados concordam com Sakaridis et al. (2011), que verificaram a
suscetibilidade de amostras de Salmonella frente aos antimicrobianos enrofloxacina e
ciprofloxacina e altas taxas de resisténcia a tetraciclina, acido nalidixico e estreptomicina.

No atual estudo, foram verificados 26 diferentes padrdes de resisténcia antimicrobiana,
embora, nenhuma das amostras testadas apresentou 100% de resisténcia aos antimicrobianos
utilizados (Tab. 3).

Observou-se ainda que 11 padroes foram associados a somente um sorovar, enquanto os
outros padrdes foram associados a dois ou mais sorovares. Em maior incidéncia encontraram-
se os multirresistentes a estreptomicina, acido nalidixico e tetraciclina (20,7%), os que
apresentaram resisténcia somente ao dacido nalidixico (13,4%) e os que apresentaram
resisténcia a acido nalidixico e tetraciclina (11,0%). Contudo, nos Estados Unidos foi
observado que nenhuma das salmonelas isoladas de amostras de fezes e racdo de aves foi
resistente ao acido nalidixico ou ciprofloxacina (Alali et al., 2010). O acido nalidixico foi a
primeira quinolona produzida com atividade antimicrobiana em enterobactérias e amplamente
utilizada no Brasil (Silva e Hollenbach, 2010).

Exceto uma amostra, S. Lexington, todos os sorovares resistentes a ampicilina também
apresentaram resisténcia a tetraciclina, sendo que apenas duas amostras resistentes a
estreptomicina ndo apresentaram resisténcia a tetraciclina.

Nos sorovares que podem produzir grandes prejuizos a avicultura como S. Gallinarum, que
determina uma doenca clinica conhecida como febre tiféide ¢ S. Pullorum, causador da
pulorose, foi observado resisténcia a tetraciclina e 4cido nalidixico. Em trabalho realizado por
Lima et al.(2009) quanto a suscetibilidade antimicrobiana de amostras isoladas de produtos
avicolas, os mesmos sorovares apresentaram resisténcia ao dacido nalidixico, porém,
sensibilidade a tetraciclina.

Uma amostra de S. Mbandaka apresentou resisténcia a 5 diferentes antimicrobianos e duas S.
Newport a 4 antimicrobianos. Okoli et al. (2006), na Nigéria, avaliaram amostras de ragdo de
aves comerciais para determinar a freqiiéncia de isolamento de Sa/monella sp. e os seus perfis
de resisténcia frente a 14 antimicrobianos e verificaram 8 diferentes padroes de resisténcia
variando de 3 a 8 antimicrobianos. As taxas de resisténcia aos mesmos antimicrobianos foram
maiores as aqui obtidas, sendo registrado alta taxa de resisténcia a ampicilina e tetraciclina,
moderada 4 cloranfenicol e baixa resisténcia para a ciprofloxacina. Por outro lado, difere desta
pesquisa por apresentar todas as amostras sensiveis a gentamicina, estreptomicina e acido
nalidixico. Tais diferengas podem estar relacionadas a incidéncia de determinadas amostras

em distintas regides geograficas, visto que os autores ndo descreveram 0s sorovares, mas
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também pode ser atribuido a diferenca na sucetibilidade das aves aos antimicrobianos ou ao

controle sanitario local deficiente.

Tabela 3. Distribuigdo dos padrdes de resisténcia de 82 amostras de Salmonella spp isoladas de fezes,
ragOes/farinhas para aves e cama de aviarios no Oeste do Parana.

Padrio de resisténcia* N° (%) Sorovares
Tet 44,9 Enterica (1), Mbandaka (1), Cubana (1), Derby (1)
Nal 11 (13,4) Enteritidis (7), Heidelberg (1), Kentucky (1), Minnesota (2)
Amp, Cef 1(1,2) Lexington (1)
Gen, Nal 44,9 Typhimurium (3), Infantis (1)
Tet, Amp 1(1,2) Agona (1)
Tet, Str 7 (8,5) Hadar (1), Derby (3), Corvalis (1), Enterica (1), Panama (1)
Tet, Nal 9 (11,0) Enteritidis (1), Hadar (3), Muenchen (1), Gallinarium (1), Pullorum (1),
Infantis (1), Cubana (1)
Amp, Cef, Tet 2(24) Livingstone (2)
Tet, Cef, Imi 1(1,2) Give (1)
Str, Nal, Tet 17 (20,7) Typhimurium (3), Enteritidis (6), Hadar (2), Kentucky (1), Enterica (2),
Infantis (1), Tennnesee (2)
Tet, Nal, Enr 2(24) Enteritidis (2)
Nal, Str, Clo 1(1,2) Saintpaul (1)
Amp, Str, Tet 5(6,1) Heidelberg (5)
Amp, Nal, Tet 2(2,4) Albany (2)
Amp, Str, Tet, Nor 1(1,2) Mbandaka (1)
Amp, Str, Tet, Clo 1(1,2) Mbandaka (1)
Nal, Str, Enr, Nor 1(1,2) Newport (1)
Nal, Str, Tet, Gen 1(1,2) Typhimurium (1)
Nal, Str, Tet, Clo 3(3,6) Saintpaul (1), Schwarzengrund (1), Enterica (1)
Nal, Str, Tet, Enr 1(1,2) Anatum (1)
Nal, Str, Enr, Cip 1(1,2) Newport (1)
Nal, Str, Tet, Sul 2(2,4) Saintpaul (1), Anatum (1)
Str, Tet, Gen, Clo 2(2,4) Albany (2)
Str, Tet, Clo, Sul 1(1,2) Montevideo (1)
Str, Tet, Amp, Nor, Cip 1(1,2) Mbandaka (1)

*36 amostras foram sensiveis aos antimicrobianos testados; Tob: Tobramicina; Imi: Imipenem; Gen: gentamicina; Nal:
acido nalidixico; Sul:sulfazotrin; Tet: tetraciclina; Cef: cefalotina; Str: estreptomicina; Enr: enrofloxacina; Amp:
ampicilina; Cip: ciprofloxacina; Clo: cloranfenicol; Nor: norfloxacin.

Entre os 18 sorovares de S. Enteritidis isolados, 16 (88,9%) apresentaram resisténcia a
tetraciclina e/ou 4cido nalidixico e 6 (33,3%) a estreptomicina (Tab. 3). Estes resultados
concordam com Vaz et al. (2010), que isolaram S. Enteritidis de surtos de salmonelose e
produtos relacionados a aves e reportaram menores taxas de resisténcia a acido nalidixico,
estreptomicina e tetraciclina. Além disso, semelhantemente ao presente trabalho, todos os
sorovares foram suscetiveis a ampicilina, ciprofloxacina e cloranfenicol. Também, Cardoso et
al. (2006) mencionam, além de ciprofloxacina, suscetibilidade a gentamicina, norfloxacin e
sulfazotrin, semelhante aos nossos resultados.

Ressalta-se que S. Enteritidis emergiu como um grande problema avicola e de satde publica
no Brasil a partir de 1993, introduzido, provavelmente, pela importagdo, no final da década de
80, de ovos férteis de galinha e pintos de um dia contaminados. Além disso, a rapida

expansdo da avicultura brasileira na década de 1990, concomitante com o uso indiscriminado
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de antimicrobianos em aves criou condigdes favoraveis para a manutengdo e proliferagdo da
S. Enteritidis, bem como induziu a manutengdo de lotes positivos para S. Enteritidis (Peresi,
1998; Silva e Duarte, 2002).

Os seis sorovares de S. Hadar apresentaram resisténcia a trés diferentes padrdes de
multirresisténcia, tetraciclina-acido nalidixico, estreptomicina-acido nalidixico-tetraciclina e
tetraciclina-estreptomicina. Os resultados desta pesquisa corroboram com os valores
anteriormente relatados por Antunes et al. (2003) e Ribeiro et al. (2006), que embora tenham
realizados trabalhos com carcagas e outros produtos de aves, verificaram que todos os
isolados de S. Hadar (100%) apresentavam resisténcia aos antimicrobianos testados, com
elevadas taxas de resisténcia a tetraciclina, 4cido nalidixico, enrofloxacina e estreptomicina.
Assim como S. Hadar, todos os sorovares de S. Typhimurium apresentaram trés diferentes
padrdes de multirresisténcia sendo: gentamicina-acido nalidixico, estreptomicina-acido
nalidixico-tetraciclina e &cido nalidixico-estreptomicina-tetraciclina-gentamicina. Bauer-
Garland et al. (2006) verificaram a transmissdo de S. Typhimurium multirresistente e
sensivel, observando que salmonelas multirresistentes sdo mais virulentas sob pressdo de
selecdo permitindo que elas se espalhem mais rapidamente de animal para animal e também
respondem mal ao tratamento antimicrobiano.

Ja, o sorovar S. Heidelberg apresentou uma amostra com resisténcia a somente acido
nalidixico e 5 sorovares com multirresisténcia a ampicilina-estrptomicina-tetraciclina.

Assim, verifica-se a clara necessidade de se aplicar restricdes sobre o uso de antimicrobianos
na avicultura, e nesse sentido, nas ultimas décadas, tem-se visto evolu¢do significativa na
preocupagdo do consumidor na compra de produtos cuja produgdo garanta a seguranca
ambiental e alimentar, como os alimentos organicos. Além disso, a elevada taxa de resisténcia
aos antimicrobianos testados ressalta, também, a importancia da busca de novos compostos,
sintéticos ou naturais, no intuito de controlar a acdo de micro-organismos patogénicos por

métodos seguros e saudaveis de produgao agricola/agropecudria.

CONCLUSOES

Os sorovares de Salmonella compdem diferentes padrdes de resisténcia apresentando grande
varia¢do na sensibilidade e elevada resisténcia aos antimicrobianos testados, principalmente a
tetraciclina e ao acido nalidixico. Os dados obtidos enfatizam a importancia do controle de
Salmonella nos produtos avicolas e sugerem a necessidade de uso responsavel dos

antimicrobianos visando manter a biosseguridade.
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4. Capitulo 2: Comparacio de Métodos para determinacdo da Atividade

Antimicrobiana de Extratos Vegetais aquosos e etanolicos

Revista Arquivos do Instituto Biologico
COMPARACAO DE METODOS PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE

ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS VEGETAIS AQUOSOS E ETANOLICOS

E.A.M. De Bona', F.G.S. Pinto', T.K. Fruet', L.F.A.Alves' T.C.M. Jorg?; A.C. Moura °*

! Universidade Estadual do Oeste do Parana, Centro de Ciéncias Biologicas e da Satde, Laboratorio de
Biotecnologia, Rua Universitaria n® 2069, Caixa Postal 701, Jardim Universitario, CEP 85819-110, Cascavel,

PR, Brasil. E-mail: fabianagsp@yahoo.com.br

RESUMO

A auséncia de padronizagdo de métodos utilizados para a avaliagdo de extratos
vegetais com potencial antimicrobiano dificulta a comparagdo de resultados. Considerando
que alguns pesquisadores tém relatado a necessidade de estabelecer um método com
resultados consistentes para avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais, este
trabalho propos-se a avaliar a atividade antimicrobiana de plantas da familia Myrtaceae sobre
diferentes micro-organismos utilizando de forma comparativa trés métodos comumente
utilizados para avaliacdo de antimicrobianos. Os métodos empregados foram microdilui¢ao
em caldo e de difusdo em agar por disco e pogo. Foram avaliados os extratos de Psidium

guajava L., Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg e Syzygium cumini L. sobre bactérias Gram

% Universidade Estadual do Oeste do Parana, Centro de Ciéncias Biologicas e da Satude, Laboratério de
Farmacognosia, Cascavel, Parana
3 Universidade Federal da Fronteira Sul, Laboratdrio de Microbiologia, Campus Realeza, Parana
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positivas, negativas e levedura. Em geral, a inibicdo promovida pelos extratos no teste de
difusdo em agar por poco foi maior do que os valores obtidos por disco, independentemente
do extrato vegetal testado. Contudo, a atividade inibitéria de todos os micro-organismos so foi
possivel ser determinada com o método de microdilui¢do em caldo, que também apresentou
os resultados mais reprodutiveis e, mostrou-se o mais econdmico e confiavel para se avaliar a

atividade antimicrobiana de extratos vegetais quando comparado aos outros métodos.

PALAVRAS-CHAVE: Myrtaceae, difusdo em agar, disco difusdo, microdilui¢ao

METHOD-COMPARISON ANALYSIS FOR THE DETERMINATION OF
ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF WATER AND ETHANOL PLANT EXTRACTS
ABSTRACT

The lack of standardization of methods for the evaluation of plant extracts with
antimicrobial potential hinders result comparisons. Taking into consideration that some
researchers have reported the need to establish a method with consistent results to evaluate the
antimicrobial activity of plant extracts, this study aimed at evaluating the antimicrobial
activity of plants of the Myrtaceae family on different micro-organisms employing in a
comparative way three methods commonly used for the evaluation of antimicrobials. The
methods used were broth microdilution, and agar diffusion by disc and well. The evaluated
extracts were those of Psidium guajava L., Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg and
Syzygium cumini L. for Gram positive, negative, and yeast. In general, inhibition extracts
promoted by the agar diffusion test by well was higher than the values obtained by the disc,
regardless of plant extracts tested. However, the inhibitory activity of all micro-organisms
was only possible to be determined with the microdilution broth methods, which also
presented the more reproducible results, and proved to be the most economical and reliable

way to evaluate the antimicrobial activity of plant extracts in contrast to other methods.

KEY WORDS: Myrtaceae, agar diffusion, disc diffusion, microdilution
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INTRODUCAO

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos e direcionados na descoberta de novos
agentes antimicrobianos provenientes de extratos vegetais € outros produtos naturais, com o
objetivo de descobrir compostos com atividade comparada aos tradicionalmente utilizados,
porém, com menor toxicidade, mais eficazes contra a resisténcia de micro-organismos
patogénicos € com menor impacto ambiental.

Na avaliacdo da atividade antibacteriana e antifiingica dos extratos diferentes métodos
podem ser utilizados, sendo os mais conhecidos: método de difusao em agar por pogo, disco
difusdo e métodos de macrodiluicdo e microdiluicao que sdo realizados em caldo. Os métodos
de difusdo em 4gar ou em caldo sdo igualmente aceitaveis para medir quantitativamente a
atividade in vitro de um agente antimicrobiano contra um determinado isolado bacteriano
(CLst, 2003). Na determinagdo da Concentragao Inibitoria Minima (CMI) ou da Concentragao
Bactericida Minima (CBM) de extratos vegetais tem-se utilizado mais frequentemente o
método de microdiluicao em caldo (OSTROSKY et al., 2008).

O método de disco difusdo foi proposto por varios autores para verificar a atividade
antimicrobiana de extratos vegetais, como por exemplo, NASCIMENTO et al., (2000) e
KARAMAN ef al., (2003). J4, OSTROSKY et al. (2008) mencionam o método de microdilui¢do
em caldo como mais confidvel para avaliar agentes antimicrobianos, por fornecer resultados
quantitativos e ndo ser influenciado pela velocidade de crescimento do micro-organismo. Por
outro lado, OTHMAN ef al. (2011) propdem que, tanto o uso em base caldo como em base agar
¢ necessario para avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de plantas para obtengdo de
resultados confiaveis.

Embora geralmente sejam utilizadas as normatizagdes internacionalmente conhecidas

do CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI) como base para testes de
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suscetibilidade antimicrobiana, as diretrizes sdo direcionadas para antimicrobianos com
parametros ja conhecidos, havendo poucos estudos comparativos, relatando qual o melhor
método a ser utilizado para avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos vegetais, mesmo
no que se refere as metodologias usualmente utilizadas. Além disso, ha a necessidade da
uniformizagdo dos métodos de extracdo e testes in vitro, para que a pesquisa possa ser mais
eficiente e a interpretacdo dos resultados mais facilitada e confidvel (COWAN, 1999).

A auséncia de padronizagdo de metodologias limita as pesquisas sobre atividade
antimicrobiana de extratos vegetais no que tange a comparagdo de resultados obtidos por
diferentes pesquisadores ao avaliarem a mesma amostra com diferentes metodologias, e esta
relacionada a um cardter multifatorial que pode modificar a inibicao in vitro de crescimento
de micro-organismos, como o método de obtencao dos extratos, a espécie de micro-organismo
utilizado, a concentracdo da amostra e do in6culo e o0 método para a avaliagdo da atividade
antimicrobiana empregado (RIOS et al.,1988; KING et al., 2008).

Em relagdo a atividade antibacteriana de extratos de plantas, estudos prévios
comprovaram a eficacia de extratos de espécies da familia Myrtaceae, como o de Psidium
guajava L., com uso de diferentes solventes (etanol-agua, metanol, acetona e N,N-
dimetilformamida) sobre o crescimento dos micro-organismos Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp, Shigella spp, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella Typhimurium, Candida sp e Aspergillus sp pelo método de difusdo
em agar (CARVALHO et al., 2002; CHAH et al., 2006; NAIR; CHANDA, 2007).

Com base no exposto, o objetivo do presente estudo foi comparar os métodos
microdiluicdo em caldo e de difusdo em &gar por poco e por disco para a avaliacdo da
atividade antimicrobiana de extratos de trés espécies de Myrtaceae (Psidium guajava L.,
Mpyrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg e Syzygium cumini L.) sobre bactérias Gram-positivas,

Gram-negativas e levedura.
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MATERIAL E METODOS

Plantas e extratos

As folhas das plantas P. guajava (goiabeira - 6900), M. cauliflora (jabuticabeira -
6882) e S. cumini (jambolao - 6898) foram coletadas nas primeiras horas da manha, nos
meses de janeiro e fevereiro, em propriedades rurais no municipio de Medianeira, PR. Foram
selecionadas baseadas em suas atividades inibitorias verificadas anteriormente e identificadas
no Herbario da Universidade Estadual do Oeste do Parand (UNOP), Cascavel, PR, Brasil,
sendo uma exsicata de cada planta depositada no Herbario com o registro do exemplar
voucher apresentado adjacente ao nome popular.

As folhas das plantas coletadas foram secas a 40°C e trituradas em moinho de facas do
Tipo Willye, até obtencao de pd de granulometria inferior a 0,42 mm. Prepararam-se os
extratos com base na metodologia de SANTURIO ef al. (2007) com modificagdes. Para
obtenc¢do do extrato etandlico adicionou-se ao pé alcool etilico PA na proporc¢ao de 2:10 (p/v)
para maceracdo por 24 horas em shaker rotativo a 23°C. Realizou-se a concentra¢do do
extrato em rota-evaporador a 40°C. O extrato obtido foi diluido com agua destilada estéril
contendo 10% de dimetilsulféxido (DMSO) para a propor¢ao final de 200 mg.mL! e
esterilizado por filtragdo em membrana filtrante com porosidade de 0,45mm. Para a obtencao
do extrato aquoso, a macera¢do foi realizada utilizando-se como solvente extrator a agua
destilada estéril contendo 10% de DMSO, seguindo os mesmos padrdes de proporg¢ao,
armazenamento e filtragem do extrato etandlico. Uma ultima filtragdo a vacuo foi realizada
utilizando uma membrana filtrante com porosidade de 0,45mm. Ambos os extratos foram

armazenadas em freezer a -18 °C.
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Padronizacio dos indculos bacterianos

As culturas de micro-organismos foram mantidas a 4°C em agar nutriente (AN). As
amostras foram recuperadas em caldo Mueller-Hinton (MH) para bactérias e caldo Caseina
Soja (TSA) para levedura e incubadas sem agitacdo durante 24 h a 36°C, com exceg¢do de B.
subtilis que foi incubado a 30°C. Posteriormente, os indculos foram repicados em placas de
agar Mueller Hinton (AMH) e (TSB) 24 h antes do teste. Foram preparadas suspensoes de
cultura e diluida em solu¢ao salina 0,85% utilizando a escala de 0,5 de MacFarland até obter
aproximadamente 1,5 x 108 Unidades Formadoras de Colonia (UFC/mL-!) para bactérias e 2,0

x 106 UFC/mL! para levedura.

Determinacio da atividade antimicrobiana

Os testes foram realizados com cepas padrao de Bacillus subtilis subsp. spizizenii
CCCD BO005, Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Salmonella enterica subsp. enterica Typhimurium ATCC 14028;

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. Os extratos

foram diluidos e avaliados nas concentragdes que variaram de 100 a 0,04 mg.mL_l.

Foram utilizados os métodos microdiluicdo em caldo, com base na metodologia de
SANTURIO et al. (2007) com modificagdes e as metodologias de difusdo em 4gar por pogo e
por disco, realizadas conforme recomendacdes do CLSI (2009a). Utilizou-se como controle

positivo os antimicrobianos cloranfenicol, gentamicina e nistatina (CLSI, 2009b).

Avaliacdo da atividade antimicrobiana por de difusio em agar pelas metodologias de

disco e de poco
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Previamente a realizacdo dos experimentos, as amostras bacterianas foram recuperadas
em caldo Brain Heart Infusion (BHI) a 36°C por 18h antes. Avaliou-se a suscetibilidade
antimicrobiana de acordo com o método de disco difusdo de acordo com recomendagdes do
CLSI (2008) com adaptacdes. Para tal, discos de papel filtro medindo 6 mm de diametro estéril
receberam uma aliquota de 20 puL de cada extrato a ser testado aplicado com pinga estéril
sobre uma placa de Petri contendo agar Mueller-Hinton (MH) previamente inoculada com o
micro-organismo a ser testado. Para o teste de difusdo em disco foram considerados com
atividade inibitoria os halos com diametro > a 6mm.

O teste de difusdo por poco diferencia-se pela perfuracdo das placas de Petri contendo
agar MH em trés orificios de 6 mm de diametro com o auxilio de um molde formando os
pocos. As placas foram inoculadas em sua superficie pelos micro-organismos com o uso de
um suabe e entdo, os pogos foram preenchidos com 40 puL. do extrato na concentragdo a ser
testada.

Os dados obtidos nas avaliacdes de difusdo em éagar foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), sendo as médias das medidas dos halos comparadas pelo teste Tukey,

ambos a 5% de significancia, utilizando-se o programa SISVAR ® (FERREIRA, 2007).

Metodologia de microdiluicio em caldo para determinacdo da Concentrac¢io Inibitoria
Minima (CIM), da Concentracio Fungicida Minima (CFM) e da Concentracio

Bactericida Minima (CBM)

As amostras foram recuperadas em caldo BHI a 36°C por 18h antes do teste.
Distribuiu-se em placa de microtitulacdo de 96 pocos, 150 pL de MH (concentragdo dupla)

para bactérias e caldo RPMI-1640 com glutamina, sem bicarbonato de sodio e com 2% de



535

536

537

538

539

540

541

542

543

544

545

546

547

548

549

550

551

552

553

554

555

556

557

558

559

29

glicose (concentracao dupla) para Candida albicans em todos os pogos. Adicionou-se a
primeira coluna 150 pL de extrato, homogeneizou-se e retirou-se 150 pul de cada pogo da
coluna 1 para a coluna 2 e assim sucessivamente até a coluna 12, obtendo-se entdo, as
concentragoes do extrato (100 — 0,04 mg.mL!). Em seguida, adicionou-se uma aliquota de 15
puL do indéculo em cada poco da microplaca e incubou-se a 35°C por 24h. Decorrido este
intervalo de tempo, foi acrescido a cada um dos orificios 20 pL. de uma solucao aquosa de
cloreto de trifeniltetrazolio (CTT) a 0,5% e as microplacas foram novamente incubadas a
36°C por mais 3 h.

A CIM foi definida como a menor concentracdo do extrato em mg.mL-! capaz de
impedir o crescimento microbiano. J& a CFM/CBM foi determinada com base na metodologia
de SANTURIO ef al. (2007). A partir dos pogos onde nao houve crescimento bacteriano visivel,
no teste da CIM anterior a adigdo de CTT, foi retirada uma aliquota de 10 pL e inoculada na
superficie do agar MH. As placas foram incubadas a 36°C e apo6s 24h foi definida a
CFM/CBM como a menor concentragdo do extrato em estudo capaz de causar a morte do

ino6culo. Os ensaios de CIM e CFM/CBM foram realizados em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliaciao da atividade antimicrobiana por difusdo em agar pelas técnicas de disco e de

poco

Os resultados obtidos com os extratos aquosos e etanolicos de goiabeira, jabuticabeira
e jamboldo apoés a realizacdo dos ensaios de difusdo em &4gar pelo método do pogo
demonstraram que houve inibicdo de todas as bactérias, pela verificagdo da formacao de halos

de inibi¢do ao redor dos pogos onde foram depositadas as solugdes testadas. Pelo método de
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disco, verificou-se a inibigdo da maioria das bactérias, exceto de K. pneumoniaea. No entanto,
nao foi verificada a inibicao da levedura C. albicans por nenhum método de difusdo em agar
(Tab. 1).

Verificou-se a presenga do halo de inibi¢ao nas concentragdes dos extratos entre 50-

100 mg.mL-1, e para a comparagdo das medidas dos halos entre as metodologias de difuso

por poco e por disco utilizou-se a média do didmetro dos halos na concentragdo de 100

mg.mL'l, em teste de Tukey (significancia de 5%) (Tab. 1).

Houve diferenca significativa em 57% das medidas dos halos de inibicdo entre as
metodologias testadas, observando melhor desempenho dos extratos com a utilizagdo do
método de pogo. No método de disco ndo houve formagao de halos de inibi¢ao em 47% do
total de testes realizados (Tab. 1). A diferenca entre os métodos ficou mais evidente quando
analisados os extratos frente a S. Typhimurium (Gram-negativa) e S. aureus (Gram-positiva),
sendo observada diferenca significativa entre as metodologias de disco e pogo (p<0,05).

Através dos resultados do teste de difusdo em &gar pela metodologia de pogo foi
possivel verificar a presenga de halos de inibicdo para todos os extratos frente a K.
pneumonieae. CHATTOPADHYAY et al. (1998) obtiveram resultado semelhante ao atual
trabalho utilizando a técnica de disco difusdo para testar a atividade de extratos aquosos e
etanolicos de jambolao. Os autores atribuem a atividade inibitéria do jambolao a presenca de
polifendis derivados do acido gélico e elagico. Ambos os trabalhos demosntraram atividade
inibitéria dos extratos, em concentragdes variaveis, frente as bactérias Gram-positivas (S.
aureus € B.subtilis) e para a maioria das Gram-negativas (como E.coli, S. Typhimurium e P.
aeruginosa).

Houve diferenca significativa entre os halos de inibi¢ao verificados na metodologia do
pogo e do disco para extrato aquoso de jamboldo e todos os demais extratos etandlicos.

Resultados semelhantes foram obtidos por NASCIMENTO et al. (2000), ao avaliarem a
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atividade antimicrobiana do extrato etandlico de S. cumini sobre cepas bacterianas de

referéncia (P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans e K. pneumonia), pelo método de disco

difusdo em concentragdes entre 50 a 300 mg.mL-1.

Em relagdo as diferentes atividades apresentads pelos extratos, o extrato etandlico de
goiabeira, assim como os demais extratos etandlicos, apresentaram maiores halos de inibigado
do crescimento microbiano no teste de pogo quando comparados aos extratos aquosos (Tab.
1). A atividade inibitoria de goiabeira pode ser atribuida aos fitoconstituintes da espécie que
possuem agdo antimicrobiana como cumarinas, flavondides como a guaijaverina e quercetina,
ao acido psidiolico, triterpenos taninos e elagitaninos que promovem preciptacdo de proteinas
(MARTINS et al., 2000).

Nao foram encontradas publicagdes referentes a atividade antimicrobiana das folhas da
jabuticabeira com a utilizagdo dos métodos de difusdo em 4agar frente a micro-organismos
referéncia. A atividade bacteriostatica e bactericida da jabuticabeira, pode estar relacionada a
presenca de compostos da classe do seu principal constituinte, os taninos (REYNERTSON ef al.,
2006), substancias que apresentam uma atividade antimicrobiana relevante atribuida a
propriedade destes em se complexar com proteinas podendo atuar na inativagdo de enzimas
(MARTINS et al., 2000; MELLO; SANTOS, 2002).

O controle realizado com antimicrobianos comerciais comprovou que na metodologia
de pogo houve uma melhor difusdo dos antimicrobianos, que possibilitou a medi¢ao de halos
maiores do que no teste de disco. Isto provavelmente se explique pela metodologia do pogo
propiciar maior facilidade de contato entre antimicrobianos e os micro-organismos testados

(ALVES ef al., 2008).

Metodologia de microdiluicio em caldo e determinaciao das CIM’s e CFM/CBM’s
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Em geral, a CIM variou entre 0,39-100 mg.mL-1, sendo que para as bactérias Gram-

positivas a variacao das CIM’s foi entre 6,25-100 mg.mL'1 e de 0,39-25 mg.mL'1 para as

Gram-negativas, indicando estas como as bactérias mais suscetiveis. J4 a CIM para a levedura

C. albicans variou de 6,25-12,5 mg.mL‘1 (Tab. 3).

Excetuando-se o extrato etandlico de S. cumini, todos os demais apresentaram

atividade bactericida somente para as Gram-negativas com CBM entre 0,39 ¢ 50 mg.mL'1
(Tab. 3). Estes resultados discordam de SANCHES et al. (2005) que verificaram os maiores
efeitos bactericidas dos extratos hidro-alcoolicos de P. guajava sobre as bactérias Gram-
positivas S. aureus e B. subtilis. Esses resultados discrepantes podem estar relacionados ao
uso de diferentes fragdes etanol-dgua do extrato, resultando na extragdo de moléculas capazes
de penetrar a membrana de bactérias Gram-negativas, mas ndo de Gram-positivas (DUFFY;
POWER, 2001).

Nenhum extrato apresentou atividade fungicida nos métodosde difusdo em agar ou de
microdilui¢do testados (Tab. 1 e 3). Entretanto, COSTA et al., (2009) utilizaram o método de
microdilui¢do e observaram atividade antifingica do extrato de S. cumini L. sobre cepas
clinicas de C. albicans. As divergéncias encontradas no presente estudo em relagdo as
pesquisas acerca da atividade antifiingica ja publicadas com S. cumini podem ser devidas as
diversas formas de preparo e as diferengas na composicao quimica da planta. Esta composi¢ao
¢ determinada por diferentes fatores como: local, condi¢des de cultivo e época de colheita.

Nao foi possivel comparar os resultados obtidos pelo método de microdiluigdo em
caldo dos extratos de M. cauliflora, j4 que ainda ndo foram publicados trabalhos
demonstrando as CIM’s deste extrato pelo mesmo método.

Em relacdo aos antimicrobianos comerciais utilizados como controles positivos, todos

foram capazes de inibir o crescimento microbiano em baixas concentragdes (Tab. 2).
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Comparacio dos métodos

Os valores referentes as atividades inibitérias dos extratos aquosos, seja por difusao
em disco, em pogo ou microdiluicdo, foram menores do que os obtidos para os extratos
etanolicos. Esse fato provavelmente esta relacionado aos distintos metabolitos que podem ser
obtidos nas diferentes extracdes aquosa e etandlica, podendo conferir maior atividade aos
extratos etanolicos quando comparados com os aquosos (COWAN, 1999; SANCHES et al.,
2005).

O método de microdilui¢do em caldo possibilitou a visualizagao da atividade inibitoria
dos extratos em menores concentragdes, 0 mesmo nao ocorreu nos métodos de difusao em
agar. Pode ser observado também que, ao contrario do método de microdilui¢do em caldo,
alguns extratos nem mesmo apresentaram atividade inibitéria quando foram utilizados nos
testes de difusdo. A auséncia de uma zona de inibicdo ndo significa necessariamente que o
extrato seja inativo frente ao micro-organismo testado, mas sim que a difusdo ndo foi
completa, especialmente para os compostos menos polares que se difundem mais lentamente
no meio de cultura (MORENO et al. 2006).

Resultados semelhantes foram descritos por ALVES et al. (2008), ao avaliar a atividade
antimicrobiana de extratos etanolico e diclorometanico de Miconia rubiginosa
(Melastomataceae) utilizando os métodos de difusdo em agar e em caldo frente as bactérias

Gram-positivas e negativas. Observaram que no teste de microdilui¢do em caldo, os extratos

apresentaram atividade antibacteriana em que as CIM’s variaram entre 250 e >400 pg.mL-1,

superior ao teste de difusdo em agar ou disco, sendo verificadas as medidas dos halos somente

entre 100 e 300 mg.mL-1. Segundo os autores isto pode estar relacionado com a dificuldade
de difusdo do extrato no meio de cultura s6lido, ou ainda, devido as caracteristicas lipofilicas

de algumas amostras e/ou da natureza quimica das substancias isoladas (RIOS et al., 1988).
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OTHMAN et al. (2011) avaliaram a atividade dos extratos de folhas de Duabanga
grandiflora e Acalypha wilkesiana, utilizando os mesmos ensaios em agar do atual trabalho,
acrescentando para disco difusdo o espalhamento em profundidade e ainda, ensaio
turbidiométrico em caldo. Os melhores resultados foram obtidos nos métodos turbidiométrico
que mede a contagem total de células bacterianas, que incluem células vivas, bem como as
células mortas, e com o teste de difusdo em agar por “pour plate”, o qual reflete a contagem
de bactérias vidveis, sendo mais pontual e preciso. Assim, ou autores propuseram o uso de
ambos os ensaios em agar e caldo para avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de
plantas para se obter resultados confiaveis.

Verificou-se que os resultados da CIM e CFM/CBM obtidos nesse estudo refletem o
efeito inibitorio dos extratos sobre o crescimento celular dos micro-organismos em caldo, ¢ a
confirmacao da presenca de células vivas com o uso do CTT ou a presenca de células viaveis
em agar, exclui a necessidade da utilizacdo de outros testes em base agar.

ZGODA e PORTER (2001) avaliaram extratos organicos das plantas Lemma minor L. e
llex cornuta Lindl. pela metodologia de microdilui¢ao em caldo e afirmaram que esse método
se mostrou confiavel para a triagem de produtos naturais contra bactérias e fungos, sendo que
permite realizar triagem antimicrobiana determinando a CIM em testes com um grande
numero de extratos, utilizando uma escala de nanogramas a microgramas dos compostos a
serem testados.

Apesar dos testes em agar serem os mais utilizados e apresentarem como vantagem a
simples avaliagdo dos resultados pela visualizacdo do halo, possuem como desvantagem
consistirem em métodos muito trabalhosos, no que se refere a preparacdo das placas e do
indculo bacteriano, e o uso do disco imerso no extrato deixa residuo adjacente ao disco,
influenciando na medi¢do dos halos e na concentragdo do proprio disco. J& o teste de

microdilui¢do, gera uma economia de espago, meios de cultura e reagentes, possibilitando a
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determinagdo quantitativa da CIM, sendo possivel realizar varias repetigdes e diversas
diluicdes uniformes dos extratos em apenas uma placa por micro-organismo, aumentando a

confiabilidade dos testes.

CONCLUSOES

Quando comparados os resultados da atividade antibacteriana dos extratos aquosos e
etanolicos utilizando-se o método de difusdo em agar observou-se que houve diferenca
significativa entre as metodologias de difusdo em &gar analisadas, sendo que o ensaio de
difusdo em agar pelo método do poco demonstrou melhor desempenho, ja que houve inibigao
da maioria das bactérias testadas. Embora essa tenha sido a melhor técnica de difusao
observada nesse estudo, pode-se considerar que o método de microdiluicdo em caldo foi a
melhor opcao para se determinar a atividade antimicrobiana por fornecer dados quantitativos,
ser mais confidvel e econdmico para se determinar a atividade antimicrobiana dos extratos

vegetais.
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(CAPES), pela concessdao de bolsa de mestrado, Conselho Nacional de Desenvolvimento
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Tabela 2 — Comparacdo entre as medidas dos didmetros dos halos de inibicdo do crescimento microbiano
(mm) obtidas pelas metodologias de difusdo por disco e poco utilizando antimicrobianos comerciais
(nistatina, cloranfenicol e gentamicina) frente a micro-organismos padrao

Nistatina Cloranfenicol Gentamicina
Micro-organismos . .
Disco Poco Disco Poco Disco Poco
Candida albicans ATCC  41,6£1,5a 433+ 1,0a
10231 (cv=3,6%) (cv=2,2%) - - - -
Escherichia coli ATCC 27,0£2,0b 51,0£3,6 a
2592 - - (cv=7,4%) (cv="17,0%) - -
Klebsiella pneumoniae 36,0£1,0b 440+ 1,0 a
ATCC 13883 - - (cv=11%) (cv=2,2%) - -
Pseudomonas aeruginosa 36£43b 45+ 0,0a
ATCC 27853 - - - - (cv=12,1%) (cv=10,00%)
Salmonella enterica subsp 283£32b 408+ 1.6a

enterica Typhimurium
14028

Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Bacillus subtilis subsp
spizizenii CCCD B005

(cv=11,3%)

(cv=13,9%)

28,0£2,6b
(cv=9,4%)

36,6+ 2.0 b
(cv=15,6%)

343+0,5a
(cv=1,17%)

47,6+23 a
(cv=4,8%)

cv = coeficiente de variagdo; Letras distintas na mesma linha indicam diferenga significativa entre as metodologias de
acordo com o teste de Tukey (a = 0,05); (0) ndo apresentou inibi¢do; (-) = teste ndo aplicavel.

Tabela 3 - Concentragdo Inibitéria Minima, Concentragcdo Funcida/Bactericida Minima (mg/mL'l) dos extratos
de Myciaria cauliflora, Psidium guajava ¢ Syzygium cumini ¢ antimicrobianos comerciais frente a micro-
organismos padrao
Candida Escherichia  Klebsiella  Pseudomonas  Salmonella  Staphylococcus Bacillus
Extratos . . . . . . .
albicans coli pneumoniae  aeruginosa  Typhimurium aureus subtilis
CIM CFM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
'§ §Etan(’)lico 6,25 ND 039 039 0,78 3,13 039 039 039 0,78 125 ND 6,25 ND
S
SIRS
S § Aquoso 125 ND 3,13 313 625 25 313 313 3,13 625 25 ND 75 ND
§ S Etandlico 12,5 ND 1,56 1,56 1,56 625 1,56 1,56 1,56 1,56 12,5 ND 6,25 ND
S 3
£ B Aquoso 12,5 ND 3,13 6,25 25 50 6,25 6,25 6,25 12,5 50 ND 100 ND
§.N Etandlico 6,25 ND 0,78 0,78 3,13 625 0,78 3,13 0,78 6,25 12,5 100 6,25 ND
S =
=5
o ° Aquoso 6,25 ND 3,13 3,13 3,13 625 156 1,56 156 3,13 25 ND 100 ND
q
Cloranfenicol - - 0,04 0,04 0,04 0,04 - - 0,04 0,04 - - - -
Gentamicina - - - - - - 0,04 0,09 - - 0,04 0,09 0,04 0,04

Nistatina 0,04 0,04

ND= ndo determinado na faixa de concentrag@o testada; (-)= teste ndo aplicavel
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5. Capitulo 3: Potencial Antimicrobiano de Extratos de Plantas Nativas Brasileiras

sobre Sorovares de Salmonella de Origem Aviaria

Revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Potencial antimicrobiano de extratos de plantas nativas brasileiras sobre sorovares de
Salmonella de origem aviaria
[Antimicrobial potential of Brazilian native plant extracts upon avian-origin Salmonella

serovars|

RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a atividade antimicrobiana
dos extratos de seis plantas nativas brasileiras frente a sorovares de Salmonella spp. de
origem avidria isolados entre 2006 a 2010 na regido Oeste do Parand. Os ensaios foram
realizados pelo método de microdiluigdo em caldo determinando-se a Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) e a Concentragdo Bactericida Minima (CBM) dos extratos
aquosos e etandlicos das plantas Maytenus aquifolium, Myrciaria cauliflora, Ocotea
spixiana, Psidium guajava, Ricinus communis e Schinus molle. Os resultados
demonstraram que todas as plantas apresentaram atividade inibitéria sobre Salmonella
spp., sendo os extratos etandlicos mais efetivos quando comparados aos extratos aquosos.
Os extratos etandlicos de M. cauliflora (Mart.) O. Berg e P.guajava L., apresentaram as
maiores atividades inibitorias. As CIMs variaram entre 1,56-100 mg.mL'1 e a CBM entre
3,13-100 mg.mL™". A suscetibilidade aos extratos variou entre os sorovares de Salmonella,

independente da resisténcia aos antimicrobianos testados.

PALAVRAS-CHAVE: antimicrobiano alternativo, Salmonella spp., concentracao

inibitdria minima, extratos vegetais.

ABSTRACT: The purpose of this study was to evaluate in vitro the antimicrobial activity of

extracts of six Brazilian native plants acting upon avian-origin Salmonella spp. serovars,
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isolated between 2006 to 2010 in western Parand. Assays were performed by the

microdilution broth method to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
and minimum bactericidal concentration (MBC) of water and ethanol extracts of the plants
Maytenus aquifolium, Myrciaria cauliflora, Ocotea spixiana, Psidium guajava, Ricinus
communis and Schinus molle. The results showed that all plants had inhibitory activity
against Salmonella spp., being the ethanol extracts more effective when compared to
aqueous extracts. The ethanol extracts of M. cauliflora (Mart.) O. Berg and P.guajava
showed the highest inhibitory activities. The MICs ranged from 1.56-100 mg.mL™” and
CBM from 3.13-100 mg.mL™. The susceptibility to the extracts varied among Salmonella

serovars, regardless of resistance to antimicrobials.

KEYWORDS: alternative antimicrobial, Salmonella spp., minimum inhibitory

concentration, plam‘ extracts.

INTRODUCAO

A bactéria Salmonella ¢ um patégeno comumente encontrado em toda a cadeia de
producdo avicola e consequentemente, na carne de frango, podendo causar surtos de
intoxicagio alimentar em humanos e prejuizos econdomicos a industria avicola. E
considerado de dificil controle, por apresentar como reservatorio natural o trato
gastrointestinal de animais e apresentando ocorréncia de sorovares com variagdes regionais
(Shinohara et al., 2008).

Com o intuito de controlar e prevenir a contaminagdo por patdgenos, O USO
intensivo e a aplicacdo inadequada de antimicrobianos conduziu a selecdo de Salmonella
spp. resistentes a antimicrobianos, bem como, a presenca de residuos destes na carne e

derivados que podem causar problemas ambientais e a saide humana (Fuller, 1989).
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Desde 2002, Castro et al. vem chamando atengdo para a necessidade de a

investigacdo de novos compostos antimicrobianos naturais, de baixo impacto ambiental,
ser intensificada no intuito de controlar a a¢do de micro-organismos patogénicos.

Os extratos vegetais vém ganhando espago nas pesquisas sobre inibicdo de
diferentes micro-organismos patogénicos (Nascimento et al., 2000; Loguercio et al., 2005;
Ushimaru et al., 2007; Gongalves et al., 2008; Carvalho et al., 2009). Novas plantas estao
sendo estudas a fim de que os extratos sejam considerados como um produto sanitario
alternativo, seguro e saudavel quando comparado aos antimicrobianos sintéticos (Duarte,
2004). Nesse aspecto, destaca-se o Brasil por apresentar a maior biodiversidade do planeta,
e consequentemente grande potencial para o desenvolvimento de novos produtos de
origem vegetal. Além disso, muitas plantas ja vém sendo vastamente utilizadas e testadas
ha dezenas de anos com as mais diversas finalidades por popula¢des do mundo inteiro
(Ferronatto et al. 2007).

Como exemplo, Wiest et al. (2009) determinaram in vitro a intensidade de
atividade de inibi¢do e inativacdo bacteriana de diferentes extratos, aquosos ou
alcoolicos/hidroalcodlicos, de 86 plantas com indicativo etnografico medicinal ou
condimentar sobre Salmonella spp. e verificaram que, 50 plantas apresentaram alguma
atividade seletiva antissalmonela.

Contudo, grande parte das pesquisas realizadas mencionam testes de extratos frente
aos micro-organismos referéncia, sendo necessario o estabelecimento de pardmetros mais
precisos quanto ao real potencial antimicrobiano de extratos em diferentes sorovares de
Salmonella, uma vez que tem sido relatado diversos sorovares responsaveis por casos €
surtos de salmonelose humana no Brasil e no exterior, muitos deles envolvendo alimentos
de origem avicola. (Gongalves et al. 2005, Kottwitz et al. 2008).

Considerando que sdo raros ou inexistentes os relatos cientificos sobre o
comportamento dos extratos etanolicos e aquosos de plantas sobre diferentes sorovares de
Salmonella, e ainda, a importancia econdmica, agroambiental ¢ de saude publica que
envolve a contaminagdo de aves por este patdgeno, nesta pesquisa objetivou-se avaliar a
atividade antimicrobiana de extratos aquosos e etanolicos das folhas de diferentes espécies

vegetais nativas sobre 36 diferentes sorovares de Salmonella spp. de origem aviaria.



88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118

45

MATERIAL E METODOS

Foram isoladas 118 amostras de Salmonella provenientes de fezes (suabe de cloaca),
cama (suabe de arrasto) e ragdes (farinhas/insumos de ragdes) de frango de corte entre
2006 e 2010, provenientes de diferentes aviarios da regido Oeste do Parana, Brasil,
fornecidas pelo Laboratorio Veterinario MercoLab, Cascavel, PR, Brasil, sendo sua
caracterizagdo antigénica completa e identificacdo de sorovar realizadas pelo Instituto
Adolfo Lutz, Sao Paulo, Brasil. As amostras corresponderam a 36 diferentes sorovares de
Salmonella e um representante de cada sorovar foi selecionado para avaliar a
suscetibilidade a antimicrobianos comerciais e aos extratos vegetais. Utilizou-se como
cepa referéncia, Salmonella Typhimurium ATCC 14028 (American Type Culture
Collection).

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizado pelo método de difusao
em agar (CLSI M100-S17; 2007, utilizando-se os seguintes antibidticos: acido nalidixico
(30 pg), ampicilina (10 pg), cloranfenicol (30 pg), cefalotina (30 pg), ciprofloxacina (5
ng), enrofloxacina (10 pg), estreptomicina (10 pg), imipenem (10 pg), gentamicina (10
ng), norfloxacina (10 pg), sulfazotrin (25 pg), tetraciclina (30 pg) e tobramicina (10 pg).

As plantas de Maytenus aquifolium Mart. (espinheira-santa), Myrciaria cauliflora
(Mart.) O. Berg (jabuticabeira), Ocotea spixiana (Nees) Mez. (canela-branca), Psidium
guajava L. (goiabeira), e Ricinus communis L. (mamona) e Schinus molle L. (aroeira-
branca) foram coletadas em diferentes localidades na regido oeste do Parand, sendo
selecionadas baseando-se em suas atividades inibitdrias reportadas anteriormente (Sanches
et al., 2005; Fenner et al.. 2006; Caffarini et al., 2008; Lorenzi e Matos, 2008; Macedo-
Costa et al., 2009; Santos-Oliveira et al., 2009). Todas as plantas foram identificadas e
incorporadas no Herbario da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNOP).

As folhas das plantas coletadas foram secadas a 40°C e moidas em moinho de facas
até granulometria inferior a 0,42 mm. O pd obtido foi armazenado em recipientes de vidro
hermeticamente fechados, protegidos da luz, até seu uso na elaboracdo dos extratos. Para a
obtencao do extrato etanolico, adicionou-se ao p6 alcool etilico P.A. na proporc¢ao de 2:10

(p/v) para maceracdo por 24 h em agitador rotativo a 23°C. A concentragdo do extrato



119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149

46
realizou-se em rota-evaporador a 40°C. O extrato obtido foi diluido com agua destilada

estéril na propor¢io de 200 mg.mL" e filtrado. Para a obtencdo do extrato aquoso, a
maceragdo foi realizada utilizando-se como solvente extrator a dgua destilada estéril,
seguindo o mesmo padrdo de propor¢do, armazenamento e filtragem do extrato etandlico.
Uma ultima filtragcdo a vacuo foi realizada, utilizando uma membrana filtrante com
porosidade de 0,45mm. Ambas as solugdes foram armazenadas em freezer entre -18°C e -
20°C.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos foi determinada pela técnica
da microdilui¢do em caldo com base na metodologia descrita no documento M100-S17 do
CLSI (2007), com modificagdes. As amostras foram crescidas em caldo Brain Heart
Infusion (BHI-HIMEDIA) a 36°C/18 h. Foram preparadas suspensdes destas culturas em
solugdo salina 0,85% até obter turbidez correspondente a 0,5 na escala McFarland (1,5.108
UFC.mL™). Distribuiu-se em placas de microtitulacio de 96 pogos, 150 pL de caldo
Mueller Hinton (MH -HIMEDIA) (2x), 150 uL de extrato (em dilui¢des seriadas entre 100
¢ 0,04 mg. mL™" a cada linha) e por fim, adicionou-se uma aliquota de 15 pL do indculo e
incubou-se a 36°C/24 h em condic¢des de aerobiose. Decorrido este intervalo de tempo, foi
acrescido em cada um dos pocos 20 uL uma solucdo aquosa de cloreto de trifenil
tetrazolium (CTT) a 0,5% e as placas foram re-incubadas por 3h/36°C. A auséncia de
coloragdo vermelha foi considerada prova positiva da agdo inibitoria do extrato. A CIM foi
definida como a menor concentragdo do extrato em mg.mL'1 capaz de impedir o
crescimento microbiano.

A concentracdo bactericida minima (CBM) foi determinada com base na
metodologia de Santurio et al., (2007). A partir dos pogos onde nao houve crescimento
bacteriano visivel no teste da CIM, anterior a adicdo de CTT, foi retirada uma aliquota de
10 pL e inoculada, com auxilio de uma micropipeta, na superficie do agar MH. As placas
foram incubadas a 36°C e apos 24h foi definida a CBM como a menor concentragdo do
extrato em estudo capaz de causar a morte do inoculo. Os ensaios de CIM e CBM foram

realizados em triplicata.

RESULTADOS
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Os sorovares testados apresentaram variagdes na suscetibilidade frente aos

diferentes extratos, conforme indicam os valores de Concentragado Inibitoria Minima (CIM)
e Concentra¢do Bactericida Minima (CBM) dos extratos vegetais etandlicos e aquosos
sobre sorovares de Salmonella isolados de granjas aviarias no Oeste do Parand entre 2006 e

2011 (Tab 1 e 2).

.....

extratos vegetais etandlicos e aquosos sobre sorovares de Salmonella isolados de
granjas aviarias no Oeste do Parana entre 2006 e 2011.

Extratos etanolicos

Extratos aquosos

Perfil de
SOROVARES resisténcia Mc Sm Rc Pg Os Ma Mc Sm Pg Ma
Morehead Sensivel 3,13 50 12,5 6,25 25 12,5 12,5 100 50 50
Lexington AMP-CEF 3,13 100 25 6,25 25 12,5 25 100 100 50
Give Sensivel 1,56 100 25 6,25 25 12,5 12,5 100 100 50
Panama Sensivel 3,13 50 25 6,25 25 12,5 25 100 100 100
Typhimurium GEN-NAL 1,56 100 25 6,25 25 12,5 25 100 100 50
Rissen Sensivel 3,13 100 50 6,25 25 12,5 25 100 100 50
Albany Sensivel 3,13 100 100 3,13 25 12,5 12,5 100 50 50
Gallinarum Sensivel 1,56 100 100 6,25 25 12,5 50 100 50 50
Cerro Sensivel 3,13 100 12,5 6,25 25 12,5 12,5 100 100 50
Infantis GEN-NAL 3,13 100 12,5 6,25 25 12,5 25 100 100 100
Schwarzengrund Sensivel 3,13 100 12,5 6,25 25 12,5 25 100 100 100
Worthington Sensivel 3,13 100 12,5 3,13 25 12,5 25 100 100 100
Saintpaul Sensivel 3,13 100 12,5 3,13 25 12,5 25 100 100 100
Braenderup Sensivel 3,13 100 12,5 3,13 25 12,5 25 100 100 100
Montevideo Sensivel 3,13 100 12,5 3,13 25 12,5 12,5 100 100 100
Mbandaka TET 3,13 100 12,5 3,13 25 12,5 25 100 100 50
Ohio Sensivel 1,56 100 25 3,13 25 12,5 25 100 100 100
Agona Sensivel 1,56 100 25 6,25 25 12,5 25 100 100 50
Senftenberg Sensivel 1,56 100 25 6,25 50 12,5 25 100 100 50
Corvallis Sensivel 1,56 100 25 3,13 25 6,25 12,5 100 100 100
Hadar TET-NAL 1,56 100 50 3,13 25 12,5 25 100 100 50
Grumpensis Sensivel 1,56 100 25 3,13 25 12,5 12,5 100 100 50
Gafsa Sensivel 1,56 100 25 3,13 25 12,5 50 100 100 50
Orion Sensivel 1,56 100 25 3,13 25 12,5 50 100 100 50
Tennessee Sensivel 3,13 100 25 6,25 25 12,5 12,5 100 100 50
Cubana TET 1,56 100 25 6,25 25 25 25 100 100 50
Kentucky Sensivel 1,56 100 12,5 6,25 25 25 12,5 100 100 50
Bareilly Sensivel 3,13 100 25 3,13 25 25 25 100 100 50
Livingstone Sensivel 3,13 100 25 6,25 25 25 25 100 100 50
Minnesota NAL 3,13 100 12,5 6,25 25 12,5 12,5 100 100 50
Branderburg Sensivel 3,13 100 12,5 6,25 25 12,5 25 100 100 50
Enteritidis Sensivel 3,13 100 12,5 6,25 25 12,5 25 100 50 50
Newport TET 3,13 100 12,5 6,25 25 12,5 25 100 100 50
Entérica TET 3,13 100 12,5 6,25 25 12,5 25 100 50 100
Derby TET 1,56 100 12,5 6,25 25 12,5 12,5 100 100 100
Heidelberg Sensivel 3,13 100 12,5 6,25 25 12,5 25 100 50 50
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Typhimurium
ATCC Sensivel 3,13 100 12,5 6,25 25 12,5 12,5 100 50 50
AMP= Ampicilina; CEF= Cefalotina; GEN= Gentamicina; NAL= Acido Nalidixico;
TET=Tetraciclina; Mc=Myrciaria cauliflora; Sm= Schinus molle; Rc= Ricinus communis; Pg=
Psidium guajava; Os = Ocotea spixiana; Ma= Maytenus aquifolium;

Os extratos aquosos de R. communis ¢ O. spixiana ndo apresentaram atividade
inibitoria, portanto, ndo foram apresentados nas tabelas.

Em relacdo a resisténcia, 10 sorovares apresentaram-se resistentes aos
antimicrobianos: S. Lexington (AMP-CEF), S. Typhimurium e S. Infantis (GEN-NAL), S.
Hadar (TET-NAL), S. Minnesota (NAL), S. Cubana, S. Mbandaka, S. Newport, S. Enterica
e S. Derby (TET). Porém, ndo foi estabelecida uma relacdo entre o perfil de resisténcia
destes sorovares com a suscetibilidade aos extratos (Tab.1). J& quanto a sensibilidade dos
sorovares aos extratos, verificou-se diferentes respostas dependo do extrato a ser testado,
ndo sendo possivel identificar um padrao de sensibilidade homogéneo entre os sorovares.

A efetividade dos extratos etandlicos sobre os sorovares foi maior do que os
extratos aquosos (Tab. 1, 2 e 3). As maiores CIMs e CBMs obtidas frente aos sorovares de
Salmonella foram apresentadas pelo extrato etanolico de M. cauliflora que foi capaz de
inibir todos os sorovares com valores de CIM entre 1,56 ¢ 3,13 mg.mL'1 e CBM entre 3,13
e 6,25 mg.mL™". J4 o extrato aquoso de M. cauliflora apresentou CIM e CBM entre 12,5 ¢
50 mg.mL'l promovendo a inibi¢ao dos sorovares S. Kentucky, S. Corvallis, S. Cerro, S.

Albany e S. Morehead a 12,5 mg. mL! (Tab. 1 e 2).

Tabela 2 - Concentracio bactericida minima (mg.mL’) de extratos vegetais aquosos e
etandlicos sobre sorovares de Salmonella isolados de granjas aviarias no QOeste do Parana
entre 2006 e 2010.

Extratos etanolicos Extratos aquosos
SOROVARES CLO Mc Rc Pg Os Ma Mc Pg
Morehead 0,04 6,25 100 12,5 50 100 12,5 50
Lexington 0,04 6,25 ND 12,5 ND 100 25 ND
Give 0,04 6,25 ND 12,5 100 100 50 ND
Panama 0,04 6,25 ND 12,5 100 100 50 ND
Typhimurium 0,04 3,13 ND 12,5 ND 100 25 ND
Rissen 0,04 6,25 ND 12,5 50 100 50 ND
Albany 0,09 6,25 100 3,13 50 100 12,5 50
Gallinarum 0,09 6,25 100 6,25 ND 100 50 100
Cerro 0,09 6,25 100 6,25 ND 100 12,5 100
Infantis 1,5 3,13 50 12,5 ND 100 25 ND

Schwarzengrund 0,09 6,25 100 6,25 ND ND 25 ND
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Worthington 0,09 6,25 100 12,5 ND ND 50 100
Saintpaul 0,04 6,25 100 12,5 ND 100 25 100
Braenderup 0,09 6,25 100 12,5 ND 100 25 ND
Montevideo 0,04 6,25 100 12,5 ND 100 25 ND
Mbandaka 0,04 6,25 100 6,25 ND ND 25 ND
Ohio 0,04 3,13 25 12,5 50 ND 25 100
Agona 0,09 3,13 25 12,5 50 ND 50 ND
Senftenberg 1,5 6,25 ND 12,5 100 ND 50 ND
Corvallis 0,09 3,13 ND 6,25 ND 12,5 12,5 100
Hadar 0,09 3,13 ND 6,25 ND ND 25 ND
Grumpensis 0,09 3,13 ND 6,25 ND ND 25 100
Gafsa 0,09 6,25 ND 12,5 ND ND 50 100
Orion 0,09 3,13 ND 6,25 ND ND 50 100
Tennessee 0,04 6,25 100 25 50 ND 25 ND
Cubana 0,04 3,13 ND 6,25 ND ND 25 100
Kentucky 0,09 3,13 ND 12,5 50 ND 12,5 100
Bareilly 0,09 6,25 ND 12,5 50 ND 50 ND
Livingstone 0,04 6,25 ND 12,5 50 ND 25 ND
Minnesota 0,04 6,25 100 12,5 50 ND 25 ND
Branderburg 0,15 6,25 100 12,5 50 ND 50 100
Enteritidis 0,15 6,25 25 12,5 ND ND 50 100
Newport 0,04 6,25 ND 12,5 ND ND 25 100
Enterica 0,04 6,25 ND 12,5 50 ND 25 100
Derby 0,15 3,13 ND 12,5 50 ND 25 100
Heidelberg 0,15 3,13 ND 12,5 50 ND 25 100
Typhimurium ATCC 0,15 6,25 ND 12,5 100 ND 25 100

ND: Néo determinado; Clo=cloranfenicol; Mc= Myrciaria cauliflora; Sm= Schinus molle; Rc= Ricinus
communis; Pg= Psidium guajava; Os= Ocotea spixiana; Ma= Maytenus aquifolium

O extrato etandlico de R. communis apresentou valores de CIM entre 12,5 e 25
mg.mL" para a maioria dos sorovares exceto para S. Rissen que apresentou CIM de 50
mgmL" e S Albany e S. Gallinarum de 100 mg.mL(Tab. 1). O extrato aquoso nio
apresentou atividade inibitoria para os sorovares testados (Tab. 2).

O extrato etanolico de P. guajava apresentou elevada inibicao frente a todos os
sorovares, sendo que apresentou CIM e CBM entre 3,13 e 12,5 mg.mL'1 (Tab.1 e 2). No
entanto, o extrato aquoso desta planta apresentou atividade inibitdria somente nas
concentracdes mais elevadas (50-100 mg.mL™") e atividade bactericida frente a poucos
sorovares (Tab. 2).

O extrato etanolico de M. aquifolium também apresentou elevada atividade
inibitoria frente a todos os sorovares de Salmonella diferentemente do aquoso, que ndo
apresentou atividade bactericida. Um dado relevante foi o resultado do extrato etandlico

frente ao sorovar S. Corvallis, pois, somente frente a esta bactéria a atividade
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187  bacteriostatica e bactericida foram verificadas na concentragdo de 6,25 mg.mL'1 ,

188  diferente de todos os outros sorovares, que foram inibidos em concentragdes mais elevadas.
189 Apenas o extrato etanolico de O. spixiana apresentou atividade antimicrobiana com
190  valores da CIM em 25 mg.mL" para todos os sorovares, exceto para S. Senftenberg, que
191  apresentou CIM de 50mg.mL" e atividade bactericida somente para uma minoria dos
192  sorovares em concentracdes entre 25-100 mg.mL™".

193 Verificou-se o potencial inibidor decrescente dos extratos, sendo eles: M. cauliflora
194  etandlico > P. guajava etandlico> M. aquifolium etandlico > R. communis etanolico > M.
195  cauliflora aquoso > O. spixianaa etandlico > M. aquifolium aquoso> P. guajava aquoso >

196  S. molle etandlico > S. molle aquoso (Tab. 3).

Tabela 3 - Atividade antimicrobiana (mg.mL™) dos extratos de Myrciaria cauliflora, Schinus
molle, Ricinus communis, Psidium guajava, Ocotea spixiana e Maytenus aquifolium frente a
sorovares de Salmonella isolados de granjas aviarias no Oeste do Parana entre 2006 e 2011.

CIM CBM

Extratos Faixa CIM50 CIMgO MG FaiXa CBM50 CBMgo MG

Mc 1,56-3,13 1,56 3,13 2,4 3,13-6,25 6,25 6,25 5,0

Sm 50-100 100 100 96,3 100 100 ND ND

i1 Rc 12,5-100 12,5 12,5 19,8 25-100 100 ND ND
Etandlicos

Pg 3,13-6,25 6,25 6,25 4.8 6,25-25 12,5 12,5 10,4

Os 25-50 25 25 25,5 50-100 100 ND ND

Ma 6,25-25 12,5 12,5 13,3 12-100 ND ND ND

Mc 12,5-50 25 25 21,1 12,5-50 25 50 28,5

Sm 100 100 100 100,0 ND ND ND ND

Rc ND ND ND ND ND ND ND ND
Aquosos

Pg 50-100 100 100 87,7 50-100 100 ND ND

Os ND ND ND ND ND ND ND ND

Ma 50-100 50 100 61,4 ND ND ND ND

ND: Nao determinado; CIM =Concentra¢do Inibitoria Minima; CBM = Concentra¢dao Bactericida Minima; CIM;s, =
Concentragdo Inibitdria Minima capaz de inibir 50% dos isolados; CIMgy, = Concentrag@o Inibitéria Minima capaz de inibir
90% dos isolados; CBM;, = Concentragdo Bactericida Minima para 50% dos isolados; CBMy, = Concentragdo Bactericida
Minima para 90% dos isolados; MG = Média Geométrica, Mc= Myciaria cauliflora; Sm= Schinus molle;, Rc= Ricinus
communi; Pg= Psidium guajava; Os= Ocotea spixiana; Ma= Maytenus aquifolia

197

198 As médias geométricas para as Concentragdes Inibitorias Minimas (CIMs) e
199  Concentragoes Bactericidas Minimas (CBMs) frente aos sorovares de Salmonella avicola
200 foram: Extratos etandlicos de M. auliflora (CIM=2,40 ¢ CBM=5,26), S. molle (CIM=96,3,
201 ndo apresentou atividade bactericida sobre os sorovares), R. communi (CIM=20, nao
202 apresentou atividade bactericida sobre todos sorovares), P. guajava (CIM=4,9 e

203 CBM=10,51), O. spixiana (CIM=25,5 nao apresentou atividade bactericida sobre todos
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sorovares), M. aquifolium (CIM=13,22, ndo apresentou atividade bactericida sobre

todos sorovares) e extratos aquosos de M. auliflora (CIM=21,12 e CBM=28,72), S. molle
(CIM=100, nao apresentou atividade bactericida), P. guajava (CIM=87,71, ndo apresentou
atividade bactericida) e M. aquifolium (CIM=61,44, ndo apresentou atividade bactericida)
(Tab. 3).

DISCUSSAO

De maneira geral, os extratos etandlicos apresentaram maior atividade inibitoria
frente aos sorovares de Salmonella quando comparados aos extratos aquosos. Embora,
ambos os solventes agua e etanol sejam solventes polares, a extracdo aquosa e etanolica
podem conferir a extracdo de diferentes metabolitos, sendo a 4gua capaz de extrair
anticioninas, amidos, taninos, saponinas, terpenoides, polipeptideos e lecitinas, ja o alcool,
por sua vez, € responsavel pela extracdo além de taninos e terpenodides também de
polifendis, poliacetilenos, esterdis, alcaldides e os flavonodides (Cowan, 1999).

Embora o solvente etandlico tenha apresentado maior eficiéncia na extracdo de
metabolitos na inibicdo das Salmonella spp., do que o solvente aquoso, os testes com
extratos aquosos sdo importantes, visto que, a producdo destes extratos podera contribuir
para o estabelecimento de um processo de desenvolvimento agricola economicamente
vidvel no controle de contaminagdo aviaria em substitui¢do dos compostos inorganicos
convencionais.

A sensibilidade aos antimicrobianos e aos extratos testados variou dependente do
sorovar, conforme descrito anteriormente por Carraminana et al., (2004), que testaram a
suscetibilidade de Salmonella spp., frente a diferentes antibidticos e relacionam essa
variagdo, também, a origem do sorovar.

A atividade bacteriostatica e bactericida de M. cauliflora, pode estar relacionada a
presenga de compostos da classe do seu principal constituinte, os taninos (Reynertson et
al., 2006), substancias que apresentam uma atividade antimicrobiana relevante atribuida a
propriedade destes em se complexar com proteinas, podendo atuar na inativagcdo de

enzimas dos micro-organismos (Martins et al., 2000; Mello e Santos, 2002).



234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263

52
A atividade inibitoria de R. communis esta relacionada aos seus constituintes

como ricina € rutina, que sdo antimicrobianos que atuam na inibicdo de atividade
enzimatica dos micro-organismos € que, provavelmente, foram extraidos pelo solvente
etanol e ndo pela dgua (Martins et al., 2000; Henriques et al., 2002; Lorenzi e Matos
2008).

Nao foram encontrados na literatura pesquisas sobre as propriedades
farmacoldgicas dos extratos aquosos ou etandlicos de S. molle. Porém, estudos atribuem ao
6leo essencial de S. molle a atividade repelente e anti-séptica, normalmente atribuida a
presenca de compostos fenolicos, aldeidos e alcodis, substancias que, podem ter sido
extraidas por etanol e d4gua no atual trabalho (Lorenzi e Matos, 2008).

A atividade inibitoria de P. guajava pode ser atribuida aos fitoconstituintes da
espécie que possuem agdo antimicrobiana como cumarinas, flavondides como a
guaijaverina e quercetina, ao acido psididlico, triterpenos taninos e elagitaninos que
promovem preciptacao de proteinas (Martins et al., 2000; Gutiérrez et al., 2006; Vargas-
Alvarez et al., 2006).

Embora n3o tenham sido encontrados na literatura trabalhos que explorem a
atividade de M. aquifolium, Lorenzi e Matos (2008) afirmam que esta espécie possui
caracteristicas e propriedades muito similares ao da espécie M. ilicifolia Mart. ex Reiss,
como a presenca de terpendides, taninos, alcaldides, macrolideos e flavonoides (Martins et
al., 2000; Oliveira et al., 2009).

O extrato etanolico de O. spixiana apresentou atividade inibitéria sobre os
sorovares, € em contrapartida, Bara e Veneti (1998) relataram que o extrato alcodlico de
casca de O. spixiana a 3% sobre S. Thyphimurium ndo exerceu qualquer efeito
antibacteriano. Essa discordancia dos dados pode ser atribuida a baixa concentra¢do em
que o extrato foi testado no trabalho anterior, e pela parte vegetal utilizada para o extrato
ser a casca, € nao a folha como no presente trabalho. Além disso, a composicao dos
extratos pode também variar de acordo com as condi¢des ambientais, estacdes do ano em
que foram coletadas, bem como, as diferentes técnicas empregadas para avaliagdo da
atividade, por ndo haver uma padroniza¢do internacional para avaliacdo de extratos

vegetais (Alves et al., 2008; Santurio et al.,2011).
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Informagdes sobre os sorovares de Salmonella presentes no ambiente avicola,

quanto a incidéncia, resisténcia a antimicrobianos e procedéncia sao importantes fatores
para o controle de contaminagdo e transmissdo. A verificacdo de que a atividade dos
extratos de M. cauliflora, P. guajava, M. aquifolium, R. communis, O. spixiana € S. molle ¢
independente da suscetibilidade ou ndo aos antibacterianos testados ¢ uma importante
constatacdo para incentivar a futura utilizagdo dos extratos vegetais em substitui¢do aos
antimicrobianos comerciais usados na alimentacao de aves.

Testes de toxicidade devem ser os proximos passos para atestar a seguranga no
uso dos extratos vegetais com potencial antimicrobiano. Rizzo et al.( 2010) relatam que
dietas de frango de corte contendo misturas de extratos vegetais promovem desempenho
semelhante ao obtido com dietas contendo antibidticos, sem qualquer efeito sobre as
caracteristicas de carcaca e a utilizagdo da energia e da proteina das dietas, demonstrando a
seguridade da sua utilizagdo em substituicao aos antibidticos convencionais.

Com isso, espera-se que o presente estudo contribua para busca de produtos
alternativos que assegurem a producdo avicola, baseados em um cultivo sustentavel, que
respeitam o meio ambiente e que reduzam as contaminagdes produzidas por salmonelas no

ambiente de criagdo aviario.

CONCLUSAO

Os extratos de Mpyrciaria cauliflora, Psidium guajava, Maytenus aquifolium,
Ricinus communis, Ocotea spixiana € Schinus molle apresentaram atividade inibitéria em
diferentes concentracdes sobre os sorovares de Salmonella variando de acordo com o
solvente extrator. A suscetibilidade aos extratos variou entre os sorovares de Salmonella,

independente da resisténcia aos antimicrobianos testados.

AGRADECIMENTOS - Ao Dr. Alberto Bach por ter cedido os sorovares de
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Anexo 1 - Normas da Revista Cap. 1

Revista Arquivos do Instituto Biolégico

Normas Editoriais

A Revista Arquivos do Instituto Bioldégico aceita, para submisséo,
artigos originais de pesquisa cientifica em sanidade animal e vegetal voltados ao
agronegocio e suas implicagdes no agroambiente, incluindo nesse escopo a
qualidade e a seguranca alimentar. Aceita, também, artigos sobre pragas
sinantropicas. Todos os trabalhos devem se enquadrar nas normas redatoriais.
Os trabalhos enviados para publicagdo deverdao ser inéditos e destinados
exclusivamente a esta Revista. A matéria publicada sera de inteira
responsabilidade do(s) autor(es). Os trabalhos nao aceitos para publicagdo serao
comunicados aos autores pelo Comité Editorial.

O Comité Editorial farda andlise dos trabalhos antes de submeté-los aos
Consultores Cientificos.

A publicacao dos trabalhos dependera da andlise efetuada pelo Corpo de
Consultores Cientificos e da aprovacao do Comité Editorial.

Os artigos serao publicados em ordem de aprovagéo.

Serdo considerados para publicacdo Artigos Cientificos e Comunicagdes
Cientificas. Artigos de Revisao poderao ser aceitos a critério do Comité Editorial.
A transcrigao parcial ou total de trabalhos dos "Arquivos do Instituto Biologico"
para outras revistas é permitida desde que citada a origem.

O original deve ser submetido apenas na forma eletrbnica através do e-mail

arquivos@biologico.sp.gov.br. O arquivo ndo devera exceder 2Mb. No e-mail de

encaminhamento devera constar nome por extenso, endereco completo
(Instituicdo/Universidade, Centro/Faculdade, Laboratério/Departamento, enderego
postal), endereco eletrénico e CPF de todos os autores.

Eventuais duvidas podem ser encaminhadas ao editor da Revista "Arquivos do
Instituto Bioldgico", Dra. Silvia Regina Galleti, Instituto Bioldgico - Av. Cons.
Rodrigues Alves, 1252, CEP 04014-002, Sao Paulo, SP - Fone: (11) 5087 -1749,
(11) 5087-1749 - E-mail: arquivos@biologico.sp.gov.br.
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A versao impressa da revista sera publicada exclusivamente em preto e branco.
Nao serao fornecidas separatas. Os artigos estardo disponiveis para consulta e

download gratuitos no site da revista www.biologico.sp.gov.br/arquivos.

A taxa para publicagcdo na revista “Arquivos do Instituto Bioldgico” é de R$ 25,00
(vinte e cinco reais) por pagina diagramada. Apés o aceite do trabalho,
comunicado pelo editor responsavel, os autores deverdo efetuar o depdsito do
valor correspondente a publicagdo em nome da Fundacéo de Desenvolvimento da
Pesquisa do Agronegocio - FUNDEPAG (CNPJ 50.276.237/0001-78) (Banco do
Brasil (001), Agéncia 1199-1, Conta Corrente 30.200-7 ou Banco Banespa (033),
Agéncia 0637, Conta Corrente 13-001316-9). Enviar comprovante de depdsito, via
carta, fax ou e-mail, mencionando o numero do trabalho, para o seguinte
endereco:

Revista Arquivos do Instituto Bioldgico. Instituto Biolégico - Av. Cons. Rodrigues
Alves, 1252, CEP 04014-002, Sao Paulo, SP — Fone: (11) 5087-1749, (11) 5087-
1749/ Fax: (11) 5087-1790 — E-mail:arquivos@biologico.sp.gov.br

Forma de apresentacdo: os trabalhos deverdo ser digitados em Word 97 ou

versao superior, pagina A4, com margens de 2,5 cm, fonte Times New Roman,
tamanho 12, espaco duplo e paginas numeradas em sequéncia. As linhas
deverao ser numeradas de forma continua, utilizando a ferramenta Layout em
Configurar Pagina. O maximo de paginas sera 25 para artigos de reviséo, 20 para
artigos cientificos e 10 para comunicagao cientifica, incluindo tabelas e figuras.
Artigo de revisao: compreendera os seguintes itens: titulo, nome do(s) autor(es),
endereco do primeiro autor e local de origem dos demais autores, resumo em
portugués, palavras-chave, titulo em inglés, abstract, key words, texto sem
subdivisdes e referéncias.

Artigo cientifico: compreendera os seguintes itens: titulo, nome do(s) autor(es),
endereco do primeiro autor e local de origem dos demais autores, resumo em
portugués, palavras-chave, titulo em inglés, abstract, key words, introducgao,
material e métodos, resultados, discussdo, conclusdes, agradecimentos e
referéncias.

Comunicacao cientifica: compreendera os seguintes itens: titulo, nome do(s)

autor(es), endereco do primeiro autor e local de origem dos demais autores,
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resumo em portugués, palavras-chave, titulo em inglés, abstract, key words, texto
sem subdivisdes e referéncias.

Quando o trabalho envolver estudos em animais de experimentacdo e/ou
organismos geneticamente modificados, incluir o numero do processo no trabalho
e encaminhar uma cépia da aprovacao fornecida pelo respectivo Comité
responsavel da Instituicdo de origem do primeiro autor.

Idioma: o trabalho podera ser redigido em portugués, espanhol ou inglés. Quando
escrito em portugués, o resumo devera ter uma versdo em inglés. No caso de
artigo escrito em inglés ou espanhol devera ter um resumo em inglés ou espanhol
e outro em portugués.

Titulo: embora breve, devera indicar com precisdo o assunto tratado no artigo,
focalizando bem a sua finalidade principal.

Endereco(s) do(s) autor(es): abaixo do(s) nome(s) do(s) autor(es), com chamada
numeérica. Descrever enderego postal (Instituigdo/Universidade,
Centro/Faculdade, Laboratdério/Departamento, estado, pais) e eletronico do autor
principal. No rodapé da primeira lauda descrever somente a Instituicdo e
Departamento dos demais autores.

Resumo: devera apresentar concisamente o objetivo do trabalho, material e
métodos e conclusdes, em um unico paragrafo. Nao ultrapassar 250 palavras.
Palavras-chave: abaixo do resumo e separado por um espaco, citar no maximo
cinco palavras-chave, separadas por virgula. Evitar termos que apare¢am no
titulo.

Abstract: apresentar uma tradugédo para o inglés, do titulo do trabalho e do
resumo. A seguir, relacionar também em inglés (ou espanhol) as mesmas
palavras-chave (key words, palabras-clave) ja citadas. Nao ultrapassar 250
palavras.

Introdugao: descrever a natureza e o objetivo do trabalho, sua relacdo com outras
pesquisas no contexto do conhecimento existente e a justificativa da pesquisa
feita.

Material e Métodos: apresentar descricao breve, porém suficiente para permitir
uma repeticdo do trabalho. Técnicas e processos ja publicados, exceto quando
modificados, deverdo ser apenas citados. Nomes cientificos de espécies, bem

como drogas, deveréao ser citados de acordo com regras e padrdes internacionais.

67



Resultados: apresenta-los acompanhado de tabelas e/ou figuras, quando
necessario. As tabelas e figuras devem ser inseridas apos as referéncias.
Discussédo: discutir os resultados obtidos comparando-os com os de outros
trabalhos publicados (resultados e discussdo poderdo fazer parte de um unico
item).

Tabelas e Figuras: incluir titulo claro e conciso que possibilite 0 seu entendimento
sem consultas ao texto. As tabelas nao deverao conter linhas verticais. No texto,
use a palavra abreviada (ex.: Fig. 3). As figuras devem estar no formato jpg (fotos)
ou gif (graficos e esquemas) e com tamanho inferior a 500 Kb. As figuras originais
ou com maior resolugdo poderdo ser solicitadas apos o aceite. Devem ser
enviadas em arquivos individuais € nomeadas de acordo com o numero da figura.
Exemplos: Fig1.gif, Fig2.jpg.

Conclusdes: serao citadas em ordem de importancia. Poderdo constituir um item
a parte ou serem incluidas na discussao.

Agradecimentos: poderao ser incluidos a pessoas ou institui¢gdes.

Referéncias e citagdes no texto: citacdes no texto e referéncias estao diretamente
vinculadas. Todos os autores citados devem figurar nas referéncias, excegao para
informacgdes obtidas por canais informais que deverado ser citadas apenas no
texto: (JUNQUEIRA, comunicagao pessoal), (JUNQUEIRA, informacao verbal). A
referéncia no texto deve seguir o sistema sobrenome do autor e ano de
publicacdo e devera estar em caixa alta reduzida ou versalete, tal como: 1 autor -
ALLAN (1979) ou (ALLAN, 1979); 2 autores — LOPES; MACEDO (1982) ou
(LOPES; MACEDO, 1982); mais de 2 autores - BESSE et al. (1990) ou (BESSE et
al., 1990); coincidéncias de autoria e ano de publicagdo - (CURI, 1998a), (CURI,
1998b) ou (CURI, 1998a, 1998b). Nas referéncias seguir as recomendacdes da
Norma NBR 6023/2002, da Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT); as
referéncias deverdo estar em ordem alfabética de primeiro autor e serem
apresentadas em folha a parte. A exatiddo dos dados nas referéncias € da

responsabilidade dos autores.
Senhores autores,

Para submissdo de trabalhos aos processos editoriais da revista “Arquivos do

Instituto  Biolégico”, favor encaminha-los por meio do enderego:
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arquivos@biologico.sp.qgov.br

Atenciosamente,

Silvia Regina Galleti

Editor-Chefe
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Anexo 2 - Normas da Revista Cap.1e 3

Revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia

ISSN 0102-0935 versao impressa
ISSN 1678-4162 versao online

INSTRUGOES AOS AUTORES
Tipos de artigos aceitos para publicagao
Artigo Cientifico. E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na
premissa de que os resultados s&o posteriores ao planejamento da pesquisa.
Secbes do texto: Introducdo, Material e Métodos, Resultados e Discussao e
Conclusdes. O numero total de paginas nao deve exceder a 15.
Relato de Caso. Contempla principalmente as areas médicas, em que o
resultado é anterior ao interesse de sua divulgagdo ou a ocorréncia dos
resultados ndo € planejada. Seg¢des do texto: Introdugéo, Casuistica, Discussao e
Conclusées (quando pertinentes). O numero total de paginas ndao deve exceder a
10.
Comunicagdo. E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho
experimental, dignos de publicagdo, embora insuficientes ou inconsistentes para
constituirem um artigo cientifico. Levantamentos de dados (ocorréncia,
diagnodsticos, etc.) também se enquadram aqui. Deve ser compacto, com no
maximo seis paginas impressas, sem distingdo das se¢des do texto especificadas
para "Artigo Cientifico", embora seguindo aquela ordem. Quando a comunicagao
for redigida em portugués deve conter um "Abstract" e quando redigida em inglés
deve conter um "Resumo”.
Politica editorial

Publicar trabalhos cientificos originais (artigos, relatos de casos e
comunicagdes) que sejam de interesse para o desenvolvimento da ciéncia animal.
Serao recomendados para publicagdo somente os trabalhos aprovados pelos
editores, baseados na recomendacdo de dois revisores cientificos da area
pertinente e/ou do corpo editorial.

Preparagao dos manuscritos para publicagao
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Os trabalhos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma
impessoal. Para ortografia em inglés recomenda-se o Webster's Third New
International Dictionary. Para ortografia em portugués adota-se o Vocabulario
Ortogréfico da Lingua Portuguesa, da Academia Brasileira de Letras. Os trabalhos
submetidos em inglés deverao conter resumo em portugués e vice-versa.

Os trabalhos e ilustragbes deverao ser apresentados em Microsoft Word, folha no
formato A4, fonte Times New Roman tamanho 12, espacgo entre linhas 1,5,
margens de 3cm, com paginas e linhas numeradas (humeragao continua).
Secgodes de um trabalho

Titulo. Em portugués e em inglés. Deve ser o resumo do resumo e nao
ultrapassar 100 digitos.

Autores. Os nomes dos autores virdo abaixo do titulo, com identificacdo da
instituicdo a que pertencem. Deve estar indicado o autor para correspondéncia
com enderego completo, telefone, fax e e-mail.

Resumo e Abstract devem conter no maximo 200 palavras em um s6 paragrafo.
Nao repetir o titulo. Cada frase € uma informacdo. Atencdo especial as
conclusdes.

Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco.

Introdugao. Explanagdo concisa, na qual sdo estabelecidos brevemente o
problema, sua pertinéncia, relevancia e os objetivos do trabalho.

Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o material envolvido, a
descricdo dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja
publicados. N&o usar subtitulos.

Nos trabalhos que envolvam animais ou organismos geneticamente modificados
devera constar o numero do protocolo de aprovacdo do Comité de Bioética e/ou
de Biosseguranca.

Resultados. Apresentar clara e objetivamente os principais resultados
encontrados.

Discussao. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho.

Obs.: As sec¢des Resultados e Discussao poderao ser apresentadas em conjunto.
Conclusées. As conclusbes devem estar apoiadas nos dados da pesquisa

executada.
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llustracdes. S&o tabelas e figuras. Toda ilustragdo que ja tenha sido publicada
deve conter, abaixo da legenda, dados sobre a fonte (autor, data) e a
correspondente referéncia deve figurar na lista bibliografica final.
Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar
linhas horizontais na separagcao do cabecalho e no final da tabela. A legenda
recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo numero de ordem em
algarismo arabico e é referida no texto como Tab., mesmo quando se referir a
varias tabelas.
Figura. Qualquer ilustragdo constituida ou que apresente linhas e pontos:
desenho, fotografia, grafico, fluxograma, esquema etc. As legendas recebem
inicialmente a palavra Figura, seguida do numero de ordem em algarismo arabico
e é referida no texto como Fig., mesmo se referir a mais de uma figura. As figuras
devem ser enviadas em arquivo separado, extenséo.jpg.
Agradecimentos. Devem ser concisamente expressados.
Referéncias bibliograficas. As referéncias devem relacionadas em ordem
alfabética.
Citagoes bibliograficas
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