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Resumo

Foi avaliada a atividade antimicrobiana do extrato aquoso de /lex paraguariensis sobre 14 diferentes sorovares de Salmonella spp. isolados
de aves. O método utilizado foi o de microdiluicdo em caldo. Distribuiu-se 160 pL de Caldo Miiller-Hinton (MH) em pogos de uma placa de
microdilui¢do, adicionou-se 8 pL de indculo bacteriano previamente padronizado e por tltimo 160 uL do respectivo extrato com concentragdes
de 50, 100, 150 e 200 mg/mL. As microplacas foram incubadas a 35°C/24h, em condi¢des de aerobiose. A determinagdo da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) teve como base a presenca ou auséncia de turvacgdo, sendo que a presenga de turvagao indica crescimento bacteriano
¢ auséncia ndo crescimento. A partir dos pogos que ndo apresentaram crescimento bacteriano visivel, foi retirada uma aliquota de 10 pL e
semeada na superficie do agar Miiller-Hinton incubado a 35°C e apds 48h foi determinada a Concentracdo Bactericida Minima. Verificou-se
através da Concentracdo Inibitoria Minima do extrato de llex paraguariensis, que 57% dos sorovares de Sa/monella spp (S. Derby, S. Orion, S.
Enteritidis, S. Enterica, S. Infantis, S. Mbandaka, S. Lexigton, S. Kentucky) apresentaram suscetibilidade ao extrato testado.
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Abstract

The antimicrobial activity of aqueous extract of llex paraguariensis on 14 Salmonella different serovars isolated from poultry was evaluated. The
method used was microdilution in broth. One hundred and sixty microliters of Miiller-Hinton broth were distributed in wells of a microdilution
plate, 8 uL of bacterial inoculum previously standardized and 160 uL of the respective extract with concentrations of 50, 100, 150 and 200 mg/
mL were added. The microplates were incubated at 35°C/24 h in aerobic conditions. The determination of Minimum Inhibitory Concentrations
(MICs) was based on the presence or absence of turbidity, considering the presence of turbidity as bacterial growth and absence as no
growth. From the wells that showed no visible bacterial growth an 10 uL aliquot was with drawing and seeded on the MH agar surface,
incubated at 35°C and after 48 hours the minimal bactericidal concentration was determined. It was verified, through the MIC of extract of
llex paraguariensis, that 57% of the serovars of Salmonella spp (S. Derby, S. Orion, S. Enteritidis, S. Enterica, S. Infantis, S. Mbandaka, S.
Lexigton, S. Kentucky) were susceptible to the extract of tested.

Keywords: Bactericidal. Bacteriostatic. Plant extract. Salmonella.

* Mestranda em Conservacio ¢ Manejo de Recursos Naturais -  publica. A ocorréncia e quantidade de Salmonella spp.
Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE). E-mail:
eliana_mira@hotmail.com.

Y Doutora em Microbiologia - Universidade Estadual de Londrina (UEL).
Docente da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE).
E-mail: fabianagsp@yahoo.com.br.

¢ Graduanda em Ciéncias Biolégicas - Universidade Estadual do Oeste do
Parana (UNIOESTE). E-mail: alinemonike@hotmail.com.

4 Graduanda em Ciéncias Biolégicas - Universidade Estadual do Oeste do
Parana (UNIOESTE). E-mail: layweber@gmail.com.

¢ Graduando em Ciéncias Biologicas - Universidade Estadual do Oeste do
Parana (UNIOESTE). E-mail: thomas_brr@yahoo.com.br.

f Doutor em Entomologia Agricola - Escola superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz”. Docente da Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE). E-mail: Ifaalves@unioeste.br.

& Mestre em Microbiologia - Universidade Estadual de Londrina
(UEL). Docente da Faculdade Assis Gurgacz (FAG). E-mail:

presente na carne de frango varia de acordo com as condigdes
de manejo durante a criagdo e com os cuidados higiénicos nas
operagdes de abate dos animais e posterior manipulagido das
carcagasl. Os dados epidemioldgicos disponiveis no Parana
indicam que a partir de 1995, a salmonelose passou a ser a
principal doenca transmitida por alimentos com 91 surtos de
salmonelose registrados entre 1999 e 20022.

Contudo, na busca constante por métodos eficientes para
combater a salmonelose e outras doengas de origem avicola,
o uso indiscriminado de antibidticos gerou outro problema:
a selecdo de bactérias resistentes. A resisténcia bacteriana
determinou a intensificagao no uso dos antimicrobianos, bem
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1 Introducao

A ampla distribuicdo de Salmonella spp. entre os animais
e sua capacidade de sobreviver por longos periodos no meio

ambiente contribuem para seu destacado papel em saude

como a elaboracao de medicamentos mais fortes e potentes,
cuja acdo contra esses micro-organismos fosse realmente
eficaz. A incidéncia de Salmonella spp. resistente as drogas
antimicrobianas representa dupla ameaca ao homem e
aos animais, sendo decorrente do intenso emprego de
antimicrobianos em medicina humana e veterinaria’.

O consumo de carne de aves tem aumentado notoriamente
em todo o mundo, em 2009 a produgdo de frango no Brasil
foi de 11,36 milhdes de toneladas alcangando o “ranking”

De Bona EAM, Pinto FGS, Borges AMC, Weber LD, Fruet TK, Alves LFA, et al / UNOPAR Cient., Ciénc. Biol. Saude. 2010;12(3):45-8 45



Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana de Erva-Mate (Ilex paraguariensis) sobre Sorovares de Salmonella spp. de Origem Avicola

das exportacdes com 3,8 milhdes de toneladas exportadas no
mesmo ano*. O aumento da produtividade avicola tem sido
obtido, em grande parte, pela crescente utilizagdo de produtos
sanitarios, antibidticos, probidticos, vacinas e diversos
produtos quimicos sintéticos. No entanto, sabe-se que 0 uso
intensivo e a aplicagdo inadequada desses insumos causam
diversos problemas ambientais e a saide dos consumidores.

A utilizacdo de extratos vegetais para combater a
salmonelose e outras doencas podera ser alternativa natural
representando uma forma menos danosa ao consumidor, que
estara livre das super dosagens dos antibidticos e possiveis
danos a satde. Embora os estudos com extratos vegetais ainda
sejam recentes, ja pode ser evidenciado que algumas plantas
produzem em seu metabolismo secundario, substancias com a
capacidade de inibir a atividade de bactérias e outros micro-
organismos’.

A Erva-Mate
compreendendo cerca de 400 espécies, das quais 50 ocorrem

pertence a familia Aquifoliaceae,
no Brasil®. A analise fitoquimica de erva-mate mostrou que o
aroma caracteristico das folhas se deve a mistura complexa de
cerca de 250 substancias volateis e tém como seus principais
constituintes fixos os alcaldides cafeina, teobromina e
teofilina, taninos e alguns compostos organicos derivados do
acido clorogénico, bem como flavonoides e varias saponinas
triterpenoides derivados dos acidos ursélico e oleandlico’.

Erva-Mate ¢ espécie nativa das regides subtropicais
e temperadas da América do Sul, encontrada mais
especificamente na Argentina, Brasil e Paraguai. Apresenta
expressiva participacdo na economia nacional, consagrado
como um dos importantes ciclos econdmicos®’. Ocupando
ainda, relevante posi¢do como cultura de bens sociais, sendo
largamente comercializada por pequenos produtores®. A
importancia da erva-mate concentra-se também na area de
bebidas por infusdo, como chas, chimarrio, tereré e sucos'.

O consumo da erva-mate atraiu a atencdo da comunidade
cientifica que vem desenvolvendo inumeras pesquisas em
relagdo a ela?. Dentre as aplicagdes ja existentes destaca-
se a utilizacdo como conservante natural, corante natural,
estimulante do sistema nervoso e no tratamento de hipertensao,
bronquite e pneumonia, bactericida, como esterilizante natural
e na fabricagdo de cosméticos'’.

Entre os trabalhos ja realizados sobre a capacidade de inibi¢ao
e/ou eliminacao bacteriana produzida pela erva-mate verificou-se
relatos de atividade antimicrobiana estudada por alguns autores.
Girolometto et al® verificaram a atividade do extrato aquoso e
etanolico em cepas padroes ATCC de bactérias gram positivas
e negativas e De Biasi et al.” em Candida albicans, bactérias
gram positivas e negativas, todos de colecao ATCC e Gongalves
et al®
gram positivas e negativas isolados de focos infecciosos.

estudaram o extrato hidro-alcodlico em bactérias

Baseado neste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito do extrato aquoso de folhas e cambitos
de erva-mate sobre cepas de Salmonella spp. isoladas de aves.

2. Material e Método
2.1 Amostras de bacterianas

As cepas de Salmonella spp. foram obtidas da bacterioteca
do Centro de Diagnoéstico Veterinario Brasil Sul Ltda —
MercoLab; todas foram isoladas de carcagas de aves: “swab”
de arrasto, o6rgdos, farinha de osso, forro de caixa, “swab”
de cloaca, visceras, ragdo e meconio. Sao elas: S. Derby, S.
Heidelberg, S. Cubana, S. Orion, S. Enteritidis, S. Enterica,
S. Infantis, S. Mbandaka, S. Agona, S. Lexigton, S. Give, S.
Newport, S. Montevedeo e S. Kentucky.

Os sorovares selecionados foram semeados em agar
Salmonella-Shigella e incubados a 35°C/24h e novamente
semeadas em agar estoque e incubados a 35°C/24h, sendo
entdo, levados para o laboratorio da Universidade Estadual do
Oeste do Parana (UNIOESTE).

2.2 Preparacio e avaliacido do extrato

O extrato aquoso de erva-mate foi obtido de acordo
com Stangarlin'® com modificagdes, a partir da trituracao de
cambitos e folhas (200 g em 1L de 4gua destilada) para o extrato
a 200 mg/mL em liquidificador. Para as demais concentragdes
testadas (150, 100 e 50 mg/mL) foram realizadas dilui¢des a
partir do extrato na maior concentracdo (200 mg/mL). Apods
ser homogeneizado e filtrado, avaliaram-se os extratos pelo
método de microdilui¢do em caldo para a determinagdo da
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e determinagdo da
Concentragdo Bactericida Minima (CBM).

A CIM foi determinada com base na metodologia descrita
no documento National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS)'” e consistiu na distribui¢do de 160 pL
de Caldo Miiller-Hinton (MH) em pogos de uma placa de
microdilui¢do. Os sorovares foram previamente inoculados
em meio de enriquecimento, “Brain Heart Infusion” (BHI)
e incubados a 35°C/16-18h. Em seguida foram diluidos em
solugéo salina (0,85%) até atingir a concentragdo de 1x10°
UFC/ mL na escala MacFarland. Posteriormente foi realizada
a diluicdo de 1:100 em caldo MH e a partir desta dilui¢ao
(1x10°UFC/ mL), adicionou-se 8 pL da bactéria e por ultimo
160 pL do respectivo extrato. Como controle positivo foi
utilizado solugdo de cloranfenicol 30mg/mL em caldo MH; e
para o controle negativo, 4gua destilada estéril. As microplacas
foram incubadas a 35°C/24h, em condi¢des de aecrobiose. A
determinag@o das CIMs teve como base presenga ou auséncia
de turvagao, sendo convencionado presenga de turvagdo como
crescimento bacteriano e auséncia como ndo crescimento
bacteriano. Dessa forma, foi analisada a menor concentragao
do extrato capaz de causar inibigao total do crescimento. Estes
ensaios foram realizados em quintuplicata.

Determinacdo da Concentragdo Bactericida Minima:
A partir dos pocos onde nao houve crescimento bacteriano
visivel, com base na metodologia de Santurio'®, foi retirada
uma aliquota de 10 pL e semeada na superficie do agar
MH. As placas foram incubadas a 35°C/48h foi definida a
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concentragao bactericida minima como a menor concentragao
do extrato em estudo capaz de causar a morte do inoculo. Os
ensaios de CIM e CBM foram realizados em quintuplicata.

3 Resultados e Discussao

A CBM e CIM dos extratos vegetais de erva-mate frente aos
14 diferentes sorovares de Salmonella spp testados estdo descritos
na tabela 1. Verificou-se através da CIM do extrato de erva-mate,
que 6 (43%) sorovares de Salmonella spp (S. Heidelberg, S.
Cubana, S. Agona, S. Give, S. Newport e S. Montevideo) nao
foram suscetiveis a este extrato em nenhuma das concentragdes
testadas. Ja nas 8 (57%) sorovares restantes (S. Derby, S.
Orion, S. Enteritidis, S. Enterica, S. Infantis, S. Mbandaka, S.
Lexigton, S. Kentucky) houve alguma atividade inibitdria.

Tabela 1: Atividade bactericida e bacteriostatica do extrato
vegetal de erva-mate sobre sorovares de Salmonella spp.

Concentragao do extrato (mg/mL)

Sorovar

50 100 150 200
S. Derby SA SA BT BC
S. Heidelberg SA SA SA SA
S. Cubana SA SA SA SA
S. Orion SA SA SA BT
S. Enteritidis SA SA BT BC
S. Enterica SA SA BT BC
S. Infantis SA SA SA BT
S. Mbandaka SA SA BT BT
S. Agona SA SA SA SA
S. Lexigton BT BT BC BC
S. Give SA SA SA SA
S. Newport SA SA SA SA
S. Montevideo SA SA SA SA
S. Kentucky SA SA SA BC

Legenda: BT=Bacteriostatico; BC=Bactericida; SA= Sem Atividade

A S. Lexigton demonstrou maior sensibilidade ao extrato,
sendo que as concentragdes de 50 ¢ 100 mg/mL apresentaram
efeito bacteriostatico e a partir de 150 mg/mL o efeito foi
bactericida.

Foi encontrada atividade bacteriostatica na concentragao
de 150 mg/mL para S. Mbandaka, S. Enteritidis, S. Enterica, S.
Derby e a 200 mg/mL para S. Infantis e S. Orion. A atividade
bactericida pode ser verificada na concentragdo de 150 mg/mL
para S. Lexigton e a 200 mg/mL para S. Derby, S. Kentucky,
S. Enterica e S. Enteritidis. Estes resultados coincidem com
Girolometto'” para S. Enteritidis.

Girolometto'? realizaram testes de diluigdo, em sistema de
tubos multiplos, com extratos hidricos (decocto), etandlicos
(alcoolatura e hidroalcoolatura) de cambitos e de folhas de
erva-mate, em concentragdo de 50%. Os testes foram sobre as
bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus
faecalis (ATCC 19433), Escherichia coli (ATCC 11229) e
também a Salmonella enteritidis (ATCC 11076) e mostraram

que todas as formas de extracdo apresentaram capacidade de
inativag@o e/ou inibigdo seletivas sobre as bactérias avaliadas.
Os extratos originados por destilagdo etanolica apresentaram
os melhores resultados, sendo que as cepas de Salmonella
enteritidis apresentaram maior sensibilidade ao extrato.

Gongalves et al.'’ estudaram a atividade antimicrobiana de
diversas plantas pelo método de difusdo em agar. Dentre eles o
extrato hidro-alcoolico de erva-mate na concentragao de 10%
demonstrou atividade para Shigella sonnei, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus spp. coagulase. Nao houve atividade
em Escherichia coli, Proteus mirabilis e Pseudomonas
aeruginosa.

De Biasi'*realizaram avaliagio da atividade antimicrobiana
de erva-mate nas concentra¢des de 50 ¢ 100 mg/mL nos micro-
organismos: Candida albicans, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis., utilizando o método de difusao
do disco com extratos hidro-alcoolicos das folhas e ramos. Os
extratos inibiram o crescimento de levedura, bacilos gram-
negativos e cocos gram-positivos, ndo apresentando atividade
frente a Escherichia coli. Para os autores as divergéncias
entre seus resultados com os de Gongalves et al.'’ podem
estar relacionados com a exposi¢do ou ndo da planta ao sol,
decorrentes da época da colheita da planta.

Embora o método de difusdo em agar seja o método
de escolha da maioria dos autores citados, o método da
microdilui¢do, desenvolvido por Eloff em 1998, vem sendo
bastante utilizado, principalmente devido a sua sensibilidade e
quantidade minimadereagentes, o que possibilitamaiornimero
de réplicas, aumentando a confiabilidade dos resultados®.
Porém, deve-se ressaltar que pode haver divergéncias quando
comparado os resultados entre diferentes metodologias. Deve-
se estar alerta para possiveis equivocos em conclusdes obtidas
pela comparagdo entre observagdes e experimentos que nao
utilizaram a mesma metodologia®.

Comparando os trabalhos citados na literatura com a
nossa pesquisa, verifica-se que a atividade antimicrobiana de
erva-mate nao esta diretamente relacionada com o emprego
de extratos aquosos ou alcoolicos, nem com a caracterizagao
do Gram, visto que Salmonella spp. inclui bacilos Gram-
negativos, os quais foram testados em todos os trabalhos com
suscetibilidade a erva-mate. Contudo, a atividade inibitoria em
Salmonella spp. pode estar relacionada a altas concentragdes
dos extratos de erva-mate, conforme demonstram os resultados.

Aatividade bacteriostatica ou bactericida demonstrada pelo
extrato aquoso de erva-mate pode ser atribuida a composi¢ao
quimica da planta, que ¢ composta por alcaldides como: a
cafeina, teobromina e teofilina, taninos, flavonoides ¢ varias
saponinas triterpendides e derivados do acido clorogénico
entre outros!' que apresentam atividade antimicrobiana
comprovada tanto para bactérias gram positivas como gram
negativas®’. Além disso, a presenca dessas substincias,
confere a planta um efeito antioxidante*2*,
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Os resultados obtidos neste estudo preliminar sugerem que
o0 extrato aquoso de erva-mate constitui uma perspectiva para a
utilizagdo desta planta como antibidtico natural por apresentar
evidente atividade antimicrobiana sobre diferentes sorovares
de Salmonella. Entretanto, ha a necessidade de investigagdo
fitoquimica mais apurada para certificagao dos resultados.

4 Conclusao

Concluiu-se que, 57% dos sorovares de Salmonella spp.
testados, apresentaram suscetibilidade ao extrato aquoso
de erva-mate. Os resultados obtidos, nas condi¢des desta
pesquisa sugerem a realizagdo de estudos mais aprofundados
sobre a eficacia deste extrato, para melhor caracterizacdao
das substancias ativas encontradas na planta. Bem como
a metodologia mais eficiente para a inibigdo dos micro-
organismos, visando o uso futuro como substituinte dos
promotores de crescimento nas ragdes para aves.
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