AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATO VEGETAL AQUOSO DE Cedrela odorata FRENTE À SOROVARES DE SALMONELLA DE ORIGEM AVÍCOLA
BENETE, Thais Bruna.[footnoteRef:1] [1: Academica do Centro Universitário da Fundação Assis Gurgacz – Pr.thaisbenete@hotmail.com] 

WEBER, Laís Dayane.[footnoteRef:2]- [2: Medica Veterinária. Mestre em Conservação e Manejo de Recursos Naturais (UNIOESTE). Docente do curso de Medicina Veterinária do Centro Universitário Assis Gurgacz. Email: laisweber@fag.edu.br] 

RESUMO
A Salmonella é uma bactéria que ocasiona patologias entéricas através da ingestão de alimentos contaminados. As de maior patogenicidade são as de origem avícola. O trabalho teve como objetivo, testar a atividade antimicrobiana do extrato vegetal aquoso de Cedrella odorata frente a sete sorotipos de Salmonella de origem avícola de maior ocorrência no ano de 2018 na região Oeste do Paraná. Foram determinadas a concentração inibitória mínima (CIM) e a concentração bactericida mínima (CBM) por meio da técnica de microdiluição em caldo. O extrato apresentou atividade inibitória de 50µg/mL a 100 µg/mL frente aos sorotipos de Salmonella Thyphimurium, S. Agona, S. Infantis, S. Newport, S. Heidelbeng e S. Minesota, além da Salmonella Thyphimurium ATCC 14028, que foi utilizada para controle. O extrato não apresentou efeito bactericida. 
PALAVRAS-CHAVE: proteína animal, vigilância sanitária, zoonoses, avicultura.

1. INTRODUÇÃO

O Brasil é o país que mais exporta no mundo e o terceiro maior produtor de aves de corte, onde o maior foco desta produção fica localizado no estado do Paraná. A carne de frango destaca-se por ser uma fonte de proteína animal de custo acessível e pelo grande consumo mundial, o que implica diretamente nas exigências do mercado consumidor em questão de sanidade avícola e qualidade dos alimentos (KOTTWITZ et al., 2012; TRAINOTTI et al., 2013).
O oeste do Paraná é uma região muito produtiva, embora apresente preocupação em relação a presença de microrganismos transmissores de doenças, como a Salmonella spp. tendo importância mundial e preocupando a vigilância sanitária e consequentemente a população. Seu desafio está na implementação de ações para gerir novas tecnologias voltadas para a conservação da biodiversidade e dos recursos naturais (WEBER et al., 2014).
Segundo Soares (2011) a Salmonella se enquadra nas DTA (doenças transmitidas por alimentos), que na atualidade implica diretamente na saúde publica. Esta bactéria se apresenta no sistema digestório de diversos animais, porém, é mais frequente em aves, o que trás preocupação, devido à carne de aves ser um dos alimentos mais consumidos no Brasil.
Novos meios para combater este microrganismo foram desenvolvidos, entre eles os extratos vegetais tem se destacado, tendo princípios ativos encontrados em diferentes partes da planta, como folhas, caule, casca, frutos. Sua atividade biológica apresenta-se como uma forma alternativa para o controle de doenças, zoonoses e também atuam contra a resistência microbiana, sem agredir o meio ambiente (WEBER et al., 2014).
O trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de extrato vegetal de Cedrela odorata e determinar a CIM (concentração inibitória mínima) e a CBM (concentração bactericida mínima) frente a diferentes sorovares de Salmonella de origem avícola com maior prevalência na região Oeste do Paraná no ano de 2018.
[bookmark: _Toc360478782][bookmark: _Toc358054192]
2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA

A avicultura brasileira passou a ter uma maior intensidade nos processos de produção na década de 1960 devido a fatores como o melhoramento genético, requerimento de novas tecnologias, instalações mais apropriadas, manejo adequado e alimentação racionada. A partir daí a avicultura passou a ter caráter industrial, tendo grande progresso conforme a demanda. No comércio ela representa importante espaço na economia nacional, apresentando destaque no Produto Interno Bruto (PIB) do País (SILVA, 2018). 
O estado do Paraná ganhou destaque como uma das principais unidades federativas brasileiras na avicultura, através da crescente demanda por alimentos. Diante de tal fator houve aumento das exigências do consumidor em questão á segurança alimentar, impondo condições cada vez mais rígidas, com finalidade de gerir qualidade dos produtos, fazendo com que o mercado brasileiro tomasse medidas para maximizar a produção e a qualidade (SOUSA, 2018). Assim, medidas sanitárias são tomadas nos plantéis, para a prevenção de patologias que posteriormente poderão acarretar em prejuízos econômicos, como as salmoneloses que estão entre as doenças com maior impacto negativo na avicultura. Alguns dos sorotipos causadores de salmoneloses aviárias, afetarem a produção e representam risco à saúde pública por serem responsáveis por epidemias de infecção alimentar em humanos (SILVA, 2018).
As bactérias do gênero Salmonella, são bacilos Gram negativos anaeróbios facultativos, que não formam esporos, capazes de utilizar o citrato como sua única fonte de carbono, sintetizando gás a partir da glicose. Pertencem à família Enterobacteriaceae Produzem ácido sulfídrico através da redução do enxofre por ação da enzima cisteína desulfidrase (MENDONÇA 2016).
A Salmonella spp. se adere ao intestino do hospedeiro através de fímbrias e se replica dentro das células, lesionando-as no momento de liberação dos microrganismos. Alguns sorotipos de Salmonella são hospedeiro específicos, já outros como Salmonella Thyphimurium tem ampla variedade de hospedeiros (QUINN 2005). A infecção por esta bactéria inicia-se no trato digestório, passa pelo proventrículo e pela moela, coloniza o intestino, principalmente a região cecal. Alguns sorotipos conseguem ultrapassar a barreira intestinal, gerando septicemia, sobrevivendo no interior de fagócitos e podendo levar o animal a óbito (SILVA, 2018).
A contaminação de alimentos com Salmonella spp. pode se dar em diversas etapas, como, durante a produção, principalmente se houver deficiência na higienização do ambiente, através de fômites e manipulação, tanto antes do abate quanto na mesa do consumidor através de contaminação cruzada (SOARES 2011; PERIN 2014).
A procura por métodos seguros para serem introduzidos na avicultura, visam garantir a sustentabilidade através de meios alternativos para substituir produtos químicos, baseando-se em princípios ativos naturais para atuar no controle de doenças e pragas. Dentre eles estão os extratos vegetais, que vêm se destacando por apresentarem grande eficácia como antimicrobianos (WEBER et al., 2014).
De acordo com Miranda (2016) o crescente interesse dos consumidores por produtos funcionais a partir de matérias primas naturais fez com que aumentasse a procura e pesquisas sobre os extratos vegetais, que consistem em metabólitos secundários extraídos de diversas partes de plantas, e possuem composição química complexa. São empregados nas indústrias de alimentos, produtos de higiene pessoal, bebidas e cosméticos para impedir ou diminuir deteriorações lipídicas e contaminações por microrganismos. O que corrobora com Haida (2007) e ainda complementa que os principais motivos para tal procura foram: a preconização por uma vida mais saudável, os efeitos adversos dos medicamentos sintéticos, a resistência de bactérias patogênicas aos antibióticos, a descoberta de propriedades terapêuticas ativas nas plantas, a comprovação científica dos mecanismos de ação em tratamentos de distintas enfermidades e, principalmente, o valor, que, se torna mais acessível a todas as classes sociais de diversas regiões do mundo.
O extrato de folhas de Cedrela odorata já é empregado na medicina brasileira e em vários países da América do Sul. Apresentando princípios ativos com potencial vermífugo, antirreumática, febrífuga, adstringente, e antimalárica. 
A Cedrela, é uma árvore nativa da região Amazônica brasileira, com em media 20-35 metros de altura, apresenta copa rala e ampla. Suas folhas têm tamanho variável de 8-15 cm de comprimento com flores pequenas, de coloração creme e seus frutos contém sementes aladas (GONÇALVES 2007).

3. METODOLOGIA
A elaboração do extrato vegetal e as análises microbiológicas foram realizadas no laboratório de microbiologia do Centro Universitário Fundação Assis Gurgacz, situado na Cidade de Cascavel, região Oeste do Estado do Paraná.
A coleta das folhas da planta realizou-se na reserva da FAG – Centro Universitário da Fundação Assis Gurgacz, nas primeiras horas do período matutino. Após coleta, o material foi desidratado em temperatura ambiente, e transferido para estufa de secagem regulada a 40ºC durante três dias.
As folhas secas passaram por processo de trituração em moinho de facas do Tipo Willye, TECNAL, modelo TE650, até granulometria inferior a 0,42 mm, obtendo-se um pó fino que foi armazenado em recipientes de vidro hermeticamente fechado, até seu uso na elaboração dos extratos.
Os materiais utilizados para a obtenção do extrato vegetal aquoso foram: 20g da planta, seca e triturada, diluída em 100mL de água destilada estéril (20%) deixado por 24 horas sobre agitação no SHAKER, a temperatura ambiente. Após esse período de agitação, a solução passou por repetitivas filtrações, em papel filtro estéril, de porosidade inferior a 0,42 mm, até a obtenção de um filtrado homogêneo. Em seguida, realizou-se a filtração na bomba a vácuo com membrana filtrante de porosidade de 0,45 mm, logo após, a solução final foi armazenada em frascos de vidro estéreis, identificados, lacrados e conservados em freezer a uma temperatura de 0°C, até sua utilização.
Foram utilizados sete sorotipos de Salmonella, sendo seis de origem avícola de maior ocorrência nos últimos cinco anos na região oeste do Paraná, as quais são: Salmonella Thyphimurium, S. Agona, S. Infantis, S. Newport, S. Heidelbeng e S. Minesota, além da Salmonella Thyphimurium ATCC 14028.
Os sorotipos de Salmonella foram previamente inoculados em caldo “Brain Heart Infusion” (BHI) e incubados a 37°C durante 24 horas. Em seguida, diluiu-se em solução salina (0,9%) até atingir a concentração de 1x108 UFC/ mL na escala MacFarlander e diluídos a concentração final de 105 UFC/mL para servir como inóculo. 
Para a determinação da CIM foram adicionados 150μL de caldo Muller Hinton em cada poço das placas de 96 poços, após, colocou-se 150μL do extrato vegetal, fazendo diluições sucessivas para que cada poço tivesse uma determinada concentração. Em seguida o inoculo foi distribuído na proporção de 10μL em cada poço. As microplacas foram incubadas a 37ºC/24h, em condições de aerobiose. 
Posteriormente, acrescentou-se 10μL de solução de cloreto de trifeniltetrazolium (TTC) a 1% do primeiro ao sexto poço e as microplacas foram re-incubadas por mais três horas a 37ºC. Ao avaliar as placas após o tempo necessário para o efeito do TTC, houve presença de coloração vermelha nos poços como prova negativa do efeito bactericida do extrato.
[bookmark: _Toc360478817][bookmark: _Toc358054228]Para avaliação do CBM, anterior a adição do TTC, utilizou-se placas de Petri com ágar Muller Hinton, que foram divididas em seis partes, inoculando 10μL da solução presente nas placas de 96 poços em cada campo, após, foram incubadas por 24 horas e em seguida avaliadas.

4. ANÁLISES E DISCUSSÕES

A atividade bacteriana teve variação de acordo com cada sorotipo. Os resultados demonstrados na Tabela 1 indicam que o extrato aquoso de Cedrela odorata apresentou atividade antimicrobiana frente aos sorotipos de Salmonella spp. No geral, todos os sorotipos não apresentaram atividade bactericida (CBM), porém, todos os sorovares apresentaram atividade bacteriostática com valores de CIM variando de 50 – 100 mg/mL. 




Tabela 1 - Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) do Extrato de Cedrela odorata frente aos sorotipos de Salmonella spp.
	Sorotipos
	CLO
	CIM
	CBM

	Agona
	100 mg/mL
	50 mg/mL
	Na

	Heidelbeng
	100 mg/mL
	50 mg/mL
	Na

	 Infantis
	100 mg/mL
	100 mg/mL
	Na

	 Minesota
	100 mg/mL
	100 mg/mL
	Na

	 Newport
	100 mg/mL
	50 mg/mL
	Na

	 Typhimurium 
	100 mg/mL
	50 mg/mL
	Na

	 Typhimurium ATCC
	100
	100 mg/mL
	Na


Fonte: Dados pessoais 2018.

Baseado nas CIM’s, a taxa de suscetibilidade dos sorotipos testados frente ao extrato aquoso foram de 100 – 50 mg/mL respectivamente, e sua concentração bactericida mínima CBM não foi encontrada em nenhum dos sorotipos testados.
O extrato apresentou valores baixos de CIM com 50 mg/mL para os sorotipos Agona, Heidelbeng, Newport e Typhimurium e na concentração de 100 mg/mL, para Infantis, Minesota e Typhimurium ATCC.
Os extratos testados apresentaram atividade antibacteriana, iguais ao antibiótico gentamicina 100 mg/mL, antimicrobiano usado como grupo controle no estudo. Assim, os extratos foram eficientes, como o antibiótico padrão, em inibir o crescimento microrganismos, porém insuficientes para mata-los.
A presente pesquisa indicou que o extrato obtido a partir da folha de Cedrela continha metabólitos secundários com potencial antimicrobiano, e que consegue inibir o crescimento de todos os sorotipos de Salmonella testados, o que concorda com Webber (2013).
Segundo Mendonça et al (2018), as atividades antimicrobianas de extrato vegetal aquoso tem maior efeito bacteriostático em bactérias Gram positivas do que em Gram negativas, tendo baixo efeito bactericida sobre a Salmonella, o que indica que é eficaz na inibição mas não na eliminação total.  
Uma alternativa é utilizar outras partes da planta, sendo que as folhas têm sua concentração reduzida quanto ao seu potencial ativo em comparação ao restante da planta (VASCONCELOS et al., 2004). 
É indispensável a realização de estudos mais aprofundados, na flora brasileira, para descobrir e comparar o teor de metabólitos em diferentes plantas nativas. Fazendo com que cresça a produção de produtos fitoquímicos com padrão comercial.

[bookmark: _Toc360478833][bookmark: _Toc358054244]5. CONSIDERAÇÕES FINAIS
O extrato de Cedrela odorata apresentou atividade antibacteriana para Salmonella spp. tendo variação nos resultados de acordo com cada sorotipo. Em geral, o extrato aquoso apresentou melhor resultado em relação a CIM do que em CBM frente a todas as cepas testadas, o que indica que tem potencial bacteriostático considerável, devendo ser levado em conta na substituição de fármacos que são utilizados na avicultura. 
[bookmark: _GoBack]Não apresentou potencial bactericida, necessitando de mais estudos em relação a concentrações, que no caso do presente trabalho foi utilizada a 20%.
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