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RESUMO

Ao longo dos anos, diversos microrganismos adaptaram-se e adquiriram resisténcia aos
farmacos. A resisténcia aos antimicrobianos é considerada um problema global para os sistemas
de saude, no &mbito humano e animal. Salmonella consta como um dos patégenos de veiculacédo
alimentar de grande impacto para a satde publica. A ocorréncia de isolados com perfis de
multirresisténcia é real em todos os continentes e métodos alternativos devem ser investigados.
Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito antimicrobiano de extratos de
prépolis verde sobre Salmonella enterica, bem como determinar o teor de compostos bioativos
e perfil de sensibilidade a antimicrobianos convencionais no uso terapéutico. A prdpolis foi
submetida a dois tipos de extracdo, etanodlica e ultrassénica, decorrendo em extratos de igual
terminologia. Foram quantificados os compostos fendlicos totais, teor de flavonoides totais e
atividade antioxidante total pelo radical livre DPPH. Estes extratos foram diluidos em etanol
nas concentragdes: 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,8; 0,4; 0,2 e 0,1 mg/mL"1. Duas cepas
referenciais e 30 isolados do género Salmonella procedentes de alimento avicola e do ambiente
subsidiaram os ensaios de viabilidade celular pelo método de microdiluigdo. Analisou-se 0
perfil de suscetibilidade de todas as cepas para amicacina (30ug), norfloxacina (10ug),
ceftriaxona (30pg), ceftiofur (30ug) e doxiciclina (30ug), pelo método de disco-difusdo. Os
resultados evidenciaram que os isolados de campo apresentaram resisténcia cruzada e multipla,
sendo que 83,3% (25/30) das amostras foram resistentes a um ou mais agentes antimicrobianos
utilizados, apenas cinco isolados ndo apresentaram resisténcia e 21 isolados foram
multirresistentes. A resisténcia cruzada ocorreu em 63,3% (19/30) dos isolados frente as
cefalosporinas. Em relacdo a acdo do extrato etandlico de prépolis verde, identificou-se que
para os sorotipos Agona, Anatum, Cerro, Saintpaul e todas as estirpes de Schwarzengrund
apresentaram respostas igualitarias quanto a concentracao inibitéria minima. Para os sorovar
Heidelberg observou-se variabilidade para CIM, encontrando-se concentracfes de 6,25 a 25
mg/mL* bem como para a concentragdo bactericida minima com variagdes entre 50 e 100
mg/mL1. Para o extrato ultrassénico de prdpolis verde a CIM apresentou respostas iguais para
0s sorotipos Agona, Cerro e Saintpaul. Para o sorovar Heidelberg ocorreu variacdo para CIM
entre 6,25 a 25 mg/mL?, para o sorovar Schwarzengrund ocorreu variagdo entre 6,25 a 12,5
mg/mLL. Conclui-se que isolados de campo reforcam o alerta sobre cepas multirresistentes para
bases antimicrobianas eleitas para uso terapéutico no contexto da satde animal e humana. Os
extratos de prépolis verde, por suas concentracdes de compostos fendlicos/ flavonoides e seus
componentes antioxidantes, apresentaram acdo biologica antimicrobiana que inibiram, em
concentracOes variadas, sorotipos de Salmonella enterica oriundos do ambiente avicola. Por
tais observacgdes, pode-se considerar ambos extratos de propolis verde como alternativa dose-
dependente a inibi¢do de Salmonella.

Palavras-chave: Antibiograma, concentracdo bactericida minima, concentragdo inibitoria
minima, extratos, resisténcia.
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ABSTRACT

Over the years, several microorganisms have adapted and bought resistance to drugs.
Antimicrobial resistance is considered a global problem for health systems, with no human and
animal scope. Salmonella consumes as one of the foodborne pathogens of great impact on
public health. The occurrence of episodes with multidrug resistance is real on all continents and
alternative methods should be investigated. In this context, the aim of this study was to evaluate
the antimicrobial effect of green propolis extracts on Salmonella enterica, as well as to
determine the content of bioactive compounds and the sensitivity profile to antimicrobials used
in therapeutic use. A propolis was subjected to two types of extraction, ethanolic and ultrasonic,
resulting from equal extractions of terminology. Total phenolic compounds, total flavonoid
content and total antioxidant activity were quantified by the free radical DPPH. These extracts
were diluted in ethanol in the applications: 100; 50; 25; 12.5; 6.25; 3.125; 1.56; 0.8; 0.4; 0.2
and 0.1 mg / mL-1. Two reference strains and 30 species of Salmonella genus processed by
agricultural food and environment subsidized by cell viability tests using the microdilution
method. Analyze the susceptibility profile of all strains for amikacin (30ug), norfloxacin
(10pg), ceftriaxone (30ug), ceftiofur (30ug) and doxycycline (30ug), using the disk-diffusion
method. The results showed those that presented a studied and crossed resistance field, and
83.3% (25/30) of the samples were resistant to one or more antimicrobial agents used, only five
times without resistance and 21 caused by multiresistants. Cross resistance occurred in 63.3%
(19/30) of individuals facing cephalosporins. Regarding the action of ethanol extraction of
green propolis, it was identified that the serotypes Agona, Anatum, Cerro, Saintpaul and all as
strains of Schwarzengrund are the same or equal responses to minimal inhibition. To serovar,
Heidelberg reduced the variability for MIC, using 6.25 to 25 mg / mL-1, as well as for the
minimum bactericidal concentration with variations between 50 and 100 mg / mL-1. To extract
ultrasound of green propolis from CIM, it presents equal responses for serotypes Agona, Cerro
and Saintpaul. For Heidelberg serovar there was a variation for MIC between 6.25 to 25 mg /
mL-1, for Schwarzengrund serovar there was a variation between 6.25 to 12.5 mg / mL-1. It is
concluded that field isolates reinforce the alert about multidrug-resistant strains for
antimicrobial bases chosen for therapeutic use in the context of animal and human health. The
extracts of green propolis, due to their concentration of phenolic / flavonoid compounds and
their antioxidant components, showed biological antimicrobial action that inhibited, in varying
concentrations, Salmonella enterica serotypes from the poultry environment. For these
observations, both extracts of green propolis can be considered as a dose-dependent alternative
to Salmonella inhibition.

Keywords: Antibiogram, minimum bactericidal concentration, minimum inhibitory
concentration, extracts, resistance.



1. INTRODUCAO

Pode-se definir antimicrobianos (ATM), como substancias de origem natural,
semissintética ou sintética que tém por objetivo inibir a multiplicacdo ou eliminar
microrganismos, causando pouco ou nenhum dano ao hospedeiro®. A utilizagdo dos ATM, com
0 intuito de curar vérias doencas, levou ao aumento da expectativa e qualidade de vida da
populacéo, porém, com o passar do tempo, alguns microrganismos desenvolveram resisténcia
a acdo de determinados ATM?2,

A preocupagdo com 0 aumento da resisténcia aos antimicrobianos (RAM) é
mundial e abrange tanto a medicina humana quanto a animal, devido a utilizacao indiscriminada
de ATM para profilaxia, tratamentos inadequados prescritos para humanos e automedicacao,
bem como, para melhorar os indices zootécnicos dos animais de produc¢éo, contribuindo assim
para o surgimento de microrganismos multirresistentes®. A solugdo do problema sera possivel
apenas com uma abordagem de Salde Unica (One Health), ou seja, na interface humano-
animal-ambiente* e seu principal objetivo é que os ATM sejam usados com prudéncia em
medicina humana e veterinaria para preservar a sua eficacia e evitar a multirresisténcia®.

Durante muito tempo os ATM foram adicionados as dietas de animais criados para
a producdo de carne em niveis subterapéuticos, levando a uma melhoria significativa da
eficiéncia alimentar®. Porém, o uso prolongado na producdo de alimentos de origem animal
contribuiu para o surgimento da resisténcia bacteriana a diferentes ATM’. Dessa forma, como
esses animais sdo destinados ao consumo humano, essas bactérias e seus genes de resisténcia
podem ser transmitidas e incorporadas a microbiota humana, reduzindo a eficacia dos ATM®®.

Salmonella spp. estd entre os principais agentes responsaveis por doencas
veiculadas por alimentos (DVAs) em diversos paises, incluindo o Brasil’®!. O risco de
infecgBes em humanos normalmente estd associado com o consumo de alimentos de origem
animal contaminados, sendo a carne de frango e seus derivados, 0s principais envolvidos em
surtos, no qual, Salmonella enterica é a espécie mais envolvida em DVAs em humanos e a mais
frequentemente isolada em aves vivas e em carne de frangos'>*3. Legislagbes e medidas de
biosseguranca sdo empregadas na industria avicola, incluindo descarte das aves infectadas em
granjas matrizes, porém, estd associada a perdas econdmicas para a avicultura, seja pela queda
na producéo ou por agravos a satde pablica.

A emergéncia de cepas resistentes, dificulta os procedimentos clinicos, além de
aumentar os custos do tratamento e das doengas na populagido humana®®. Diversos paises tém

buscado alternativas viaveis para reduzir o uso de ATM na producdo animal, com o objetivo de



restaurar e preservar a eficacia dos ATM no combate a doengas, propiciando beneficios a satde
humana?®.

A propolis € uma mistura complexa formada por um material resinoso coletado de
diversas fontes por abelhas meliferas'’. Os extratos da propolis s&o obtidos por meio de técnicas
convencionais, como a extracdo etandlica, extracdo aquosa ou por Soxhlet!®1°20 além da
extragdo supercritica e extracdo assistida por ultrassom, a qual é uma alternativa para obter
compostos derivados de matrizes naturais?*?2. Devido a grande biodiversidade do Brasil,
diferentes propriedades biologicas e composicGes quimicas sao descritas para as amostras de
prépolis coletadas no pais. Atualmente, a propolis brasileira pode ser classificada em 13 tipos
diferentes, de acordo com suas propriedades fisico-quimicas e regido onde foi coletada?.

Devido as diversas propriedades terapéuticas, a propolis vem se destacando, sendo
a atividade antimicrobiana, uma das propriedades biolégicas mais extensivamente estudada?*.
Isso se deve principalmente a efeitos relacionados a sua baixa toxicidade e a possibilidade de
sua utilizacdo como antimicrobiano alternativo a inibicdo de microrganismos resistentes a
antibioticos, bem como por ser uma matriz natural>>?%, A RAM é considerada um problema de
salde publica global, que mobiliza diversas organizacdes internacionais, industrias, academia
e governos, todos em prol de isolar e identificar novos compostos com atividades
antimicrobianas?’ e os produtos naturais representam fontes valiosas para o desenvolvimento
desses novos compostos?e,

Atualmente, em varias partes do mundo, a prépolis é comercializada pela inddstria
farmacéutica como composto da medicina alternativa, a qual é utilizada como complemento
alimentar e/ou medicamento?®. Neste contexto, 0 objetivo deste estudo foi identificar e
quantificar compostos bioativos de extratos da prépolis verde obtidos por extracdo ultrassdnica
e etandlica e avaliar sua atividade antimicrobiana in vitro sobre Salmonella enterica subespécie

enterica de origem alimentar e ambiental.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Resisténcia antimicrobiana (RAM)

O uso irregular de ATM, acelerou o processo natural de resisténcia aos ATM, pois,
no ambiente natural sdo produzidos por populagdes microbianas como forma de competicéo
por recursos nutricionais e espaco dentro do micro-habitat que ocupam?. Além disso, 0 uso
inadequado desses medicamentos, a baixa qualidade dos farmacos, uma rede laboratorial
ineficiente, estratégias de prevencdo e controle de infec¢des pouco eficientes, potencializam a
RAM?®, Essa resisténcia gera uma série de consequéncias que comprometem toda a populagéo,
como o prolongamento da doenga, 0 aumento da taxa de mortalidade, a permanéncia
prolongada no ambiente hospitalar e tratamentos preventivos ineficientes®.

A RAM ¢é uma das principais ameacas a prevencdo e tratamento eficazes de
infeccbes causadas por microrganismos, causando impacto na saude da populacdo. Os
microrganismos resistentes estdo presentes entre os seres humanos e 0s animais por meio da
alimentacdo, da agua e do meio ambiente, sendo que sua transmissao esta diretamente ligada
ao comercio, viagens e migracdo humana e/ou animal. Sendo assim, a abordagem multisetorial
no combate a resisténcia ¢ mais eficaz do que agdes focadas apenas na area de satide humana®2.

NUmero crescente de governos em todo o mundo estdo dedicando esforcos a um
problema td0 sério que ameaca a evolugdo da medicina moderna®®. A RAM é amplamente
discutida no contexto mundial em diversos foruns, como na Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), na Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), na Organizacdo das Na¢des Unidas
para a Alimentacéo e Agricultura (FAO), na Comisséo do Codex Alimentarius e na Assembleia
Geral da Organizacdo das Nacgdes Unidas (ONU), onde levam em consideracdo a One Health
(Saude Unica), trabalhando em conjunto a satde humana, animal e ambiental®*.

A abordagem da Satde Unica consiste em uma estratégia mundial criada pela OIE,
no inicio dos anos 2000, para a colaboragdo interdisciplinar e global entre os organismos
relacionados com a saude das pessoas e dos animais. O conceito de Satde Unica baseia-se na
aplicacdo de préticas relacionadas a prevencéo, a vigilancia e a detec¢do das zoonoses, assim
como a notificacdo dessas situagdes e a determinacdo de respostas eficazes e oportunas. O
conceito também engloba aplicacdes relacionadas a inocuidade dos alimentos e a seguranca
alimentar. Mesmo sendo uma abordagem elencada para a satde animal, tem impacto direto na
salide humana e no meio ambiente?.

Em 2015, os Estados membro da OMS endossaram o “Plano de A¢ao Global para

0 Enfrentamento a Resisténcia aos Antimicrobianos”, organizado em parceria com a FAO e a



OIE. O principal objetivo deste documento foi garantir a continuidade da capacidade de tratar
e prevenir doencas infecciosas com medicamentos eficazes, seguros e de qualidade, utilizados
de forma responsavel e acessiveis a todos que deles necessitem®. Esse plano fornece ampla
orientacdo para a elaboracdo dos planos nacionais dos paises signatarios, que se
comprometeram a apresenta-los em maio de 2017, para enfrentamento do problema no periodo
de cinco a dez anos®".

O plano global elencou cinco eixos estratégicos de atuacdo que visam ampliar o
estado de atencdo e promover mais conhecimento sobre a RAM, fortalecer a vigilancia
epidemiologica, reduzir a incidéncia de infecgdes, otimizar o uso de medicamentos
antimicrobianos na salde humana e animal e garantir investimento sustentavel para sua
implementagao®!.

O Brasil, como pais membro da OMS, apoiou a adocdo de metas graduais de
implementacdo dos planos nacionais e a priorizagéo das ag0es de acesso a medicamentos como
estratégia fundamental para assegurar a abordagem integral e efetiva do problema®. O
Ministério da Saude (MS) coordenou diversas reunides e formou um comité com o objetivo de
definir o Plano de Acao Nacional de Prevencéo e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos
com o apoio da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)3.

Destaca-se ainda que, antes mesmo do Plano Global, em 2005 no Brasil, 0 MS e a
ANVISA, em parceria com a OPAS, estabeleceram a “Rede Nacional de Monitoramento da
Resisténcia Microbiana em Servigos de Saude”, para melhorar a deteccdo, a prevengédo e o
controle da emergéncia de resisténcia nos servicos de saude no pais. Em 2011, a ANVISA
regulamentou a venda de antibioticos para o controle da dispensagio de ATM de uso humano®..
Antes dessa resolucdo, ja havia a exigéncia de prescri¢do de antibioticos, medida considerada
eficaz pela OMS para o enfrentamento ao uso desnecessario desses medicamentos®.

Em relacdo a salde animal, em 1969 o Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) foi responsavel pela regulamentacdo do registro, da fabricacdo, do
comércio e do uso de ATM em animais (Decreto-lei n° 467/1969) %¢. De acordo com a Instrucéo
Normativa n°® 65/2006, o MAPA regulamentou também a utilizacdo de produtos de uso
veterinario ATM para alimentacdo animal®’. Através do Plano Global, em maio de 2015, a
Comissdo sobre Prevengdo da Resisténcia aos Antimicrobianos em Animais (CPRA), no
ambito da Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA/MAPA), em conjunto com a Secretaria de
Inovacdo, Desenvolvimento Rural e lIrrigacdo (SDI/MAPA), elaborou o Plano de Acgéo
Nacional para Prevencéo e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos (PAN-BR), para ser

executado em cinco anos (2018 a 2022). Assim, o objetivo geral foi o de tentar garantir que se


http://www.agricultura.gov.br/assuntos/insumos-agropecuarios/insumos-pecuarios/programas-especiais/resistencia-antimicrobianos/arquivos/copy_of_PANBRdez2018.pdf

mantenha a capacidade de tratar e prevenir doengas infecciosas com medicamentos seguros e
eficazes, que sejam de qualidade assegurada e que sejam utilizados de forma responséavel e

acessivel a todos que deles necessitem®,

2.1.1 Resisténcia antimicrobiana na satde publica

O uso indevido e excessivo de ATM, na maior parte sem supervisdo profissional,
favorece o surgimento de resisténcia, sendo muito comum o uso de forma indiscriminada por
individuos com infecgbes virais, como gripes e resfriados®. Além disso, os microrganismos
que transportam genes de resisténcia se disseminam diretamente ou indiretamente por meio da
contaminacdo dos esgotos, dos alimentos, da agua e do meio ambiente®.

Cerca de 700.000 pessoas morrem a cada ano devido a cepas resistentes causadoras
de infec¢bes bacterianas comuns, e possivelmente, este nimero € subestimado devido a
subnotificacBes e acdes de vigilancia menos eficientes*®. Ressalta-se que a RAM representa alto
risco a qualidade de vida humana, o que compromete o orcamento dos sistemas de salde, sejam
eles publicos ou privados, além de intensificar as infeccdes hospitalares?®.

Este tipo de infeccdo pode estar ligada a falhas de biosseguranca, como a utilizagéo
de equipamentos de protecdo individual, lavagem das méaos, técnicas de assepsia, ineficiéncia
dos controles microbioldgicos e de vigilancia de pacientes sob suspeita ou risco de infeccéo
causada por patdgenos resistentes, o isolamento inadequado de pacientes, servico de atencao
farmacéutica deficiente em relacdo a orientacdes sobre a patologia e a prescri¢do do farmaco,
sua concentragdo, forma de uso, duragdo do tratamento e armazenamento do medicamento®.

Outros fatores de natureza socioeconémica que influenciam no uso néo racional e
abusivo desses medicamentos, sdo o nivel social e acesso inadequado a estes farmacos, que
consomem produtos de qualidade duvidosa, adulterados, falsificados ou contendo
concentracbes menores do principio ativo*?. Pacientes com infeccdes causadas por
microrganismos resistentes apresentam alto risco de pior desfecho clinico ou morte,
consumindo mais recursos em cuidados de saude do que pacientes infectados com cepas nédo

resistentes de uma mesma bactéria®.

2.1.2 Resisténcia antimicrobiana no setor agropecuario

O uso de ATM na agricultura, pecudria e piscicultura para prevencéo e tratamento
também causa impacto negativo a saude publica, por selecionar cepas resistentes que podem
ser transmitidas e incorporadas a microbiota humana e transferir genes de resisténcia aos

patdgenos e comensais humanos que podem se tornar patdégenos oportunistas, reduzindo assim



a eficacia dos ATM*. Os desafios para seu uso racional sio no sentido de efetivamente
aumentar a supervisdo veterinaria respeitando a real necessidade, a dosagem prescrita, a
duracéo do tratamento e o periodo de retirada, bem como a aquisi¢ao*,

A utilizacdo dos ATM em animais tem como principais objetivos visar a promocao
de crescimento e o controle de doencas infecciosas. Além disso, sdo utilizados para protecao
do bem-estar animal, prevencgéo da propagacéo epidémica de doengas infecciosas, prevencao
da transferéncia de zoonoses de animais aos seres humanos, seguranca dos produtos de origem
animal e prevencdo de doencas de origem alimentar. As praticas incorretas do uso de ATM em
animais acarretam em concentra¢fes de residuos no ambiente, na carne e derivados desses
animais e contribui para a RAM ativa, e consequente disseminacdo de genes de
resisténcia®.

Aves, suinos e bovinos, sdo criados, muitas vezes, de maneira intensiva, com alta
densidade populacional, o que favorece rapida disseminacdo de patdgenos, sendo necessario 0 uso
de ATM*. Entre 2010 e 2030, estima-se que o consumo global de ATM utilizados para animais de
producio aumentara em 67% e, para os paises como Brasil, Rissia, india, China e Africa do Sul, o

aumento podera ser de até 99%*'.

2.2 Prépolis como alternativa antimicrobiana

Em varias partes do mundo, a prépolis é comercializada pela industria farmacéutica
como componente da medicina alternativa?®, sendo utilizada como complemento alimentar e
medicamento®’. Desde a década de 1980, este produto vem sendo largamente utilizado em
suplementos alimentares e beberagens, como preventivo de infeccdes®® e em aplicacOes
topicas®. O interesse global de pesquisas na propolis tem duas justificativas principais: a
primeira devido a suas caracteristicas de panaceia, ou seja, a capacidade que a propolis tem de
possuir inimeras atividades bioldgicas simultaneamente e a segunda devido ao seu alto valor
agregado®.

A prépolis € composta por diversas substancias resinosas, gomosas e balsamicas,
de consisténcia viscosa, recolhida de certas partes dos vegetais, como brotos e cascas de arvores
ou de outras partes do tecido vegetal, por abelhas, que a transportam até a colmeia, onde
adicionam e modificam sua composicao, através de secregcdes proprias como a cera e secre¢des
salivares essenciais, ou, ainda, resultante do processo de digestdo do poélen pelas préprias
abelhas®!.

Essa substancia é conhecida e utilizada desde os tempos mais remotos. Era bastante

conhecida pelos sacerdotes do antigo Egito, que a utilizavam como substancia medicinal e como



parte integrante dos unguentos e cremes de embalsamar. Mais tarde, persas, romanos e incas
também fizeram uso da propolis para tratar infecges®®. Também era conhecida dos Antigos
Gregos, que originou o termo propolis, onde pro significa “em defesa” e polis, que quer dizer
“cidade” %2, pois, a propolis pode ser observada na entrada da colmeia®..

Os primeiros estudos sobre a origem da prépolis ocorreram no inicio do século XX.
No ano de 1908 surgiu o primeiro trabalho cientifico sobre suas propriedades e composi¢do
quimica®® e em 1927, foi comprovado a origem vegetal da propolis de diversas variedades de
plantas®*. Ja o primeiro estudo que avaliou a atividade biolégica da prépolis foi realizado no
Instituto de Veterinaria de Kazan (URSS), em 1947, investigando suas propriedades curativas
e antimicrobianas®. No Brasil, a primeira publicacdo sobre a propolis, em 1984, apresentou
estudo comparativo do efeito da propolis e antibioticos na inibi¢do de Staphylococcus aureus.
A propolis brasileira estudada apresentou mais atividade do que varios antibidticos testados®.

A prépolis constitui-se de um material de construcdo, reparacdo, isolamento e
protecdo que as abelhas utilizam na colmeia para diversos fins, como por exemplo, vedar
rachaduras, protegé-las contra insetos e microrganismos, permitir o melhor isolamento térmico
possivel, no preparo de locais assépticos para a postura da abelha rainha e na mumificacéo de
insetos invasores®l. E comum encontrar na colmeia pequenos animais ou parte deles envoltos
deste material, em perfeito estado de conservacio®®, ja que ha agdo antimicrobiana, que se opde
a qualquer processo de decomposicdo®’. Além disso, os constituintes volateis da propolis
diminuem a aeroflora no interior da colmeia®®.

As abelhas encontradas no Brasil sdo geneticamente distintas das abelhas
encontradas na Europa e na América do Norte. No Brasil houve uma extensiva hibridizacéo
entre as abelhas europeias (Apis mellifera e Apis mellifera lingustica) com as abelhas africanas
(Apis mellifera scutellata). Atualmente, as abelhas Apis mellifera no Brasil sdo chamadas de

africanizadas®®.

2.2.1 Propolis no Brasil

Comercialmente, a propolis tem ocupado lugar de destaque no mercado nacional e
internacional de produtos apicolas. Tal insercdo se deve, essencialmente, as constatacdes das
inimeras atividades biologicas atribuidas aos seus constituintes quimicos. Como consequéncia,
observou-se aumento do valor agregado ao produto®, onde o extrato alcodlico da substancia no
Japéo é vendido a U$110 o frasco contendo 35 ml, de acordo com os dados da Japan External
Trade Organization (JETRO) .



O Brasil é o segundo maior exportador, ficando atras somente da China® e o
terceiro maior produtor mundial da prépolis. As condi¢Bes climaticas, geograficas e as
caracteristicas da vegetacdo favorecem esta producao que tem sua maior demanda voltada para
0 mercado japonés. De toda a prépolis in natura consumida no Japao, cerca de 92% é de origem
brasileira®2. A producéo estimada de propolis no Brasil gira em torno de 140 toneladas, sendo
que, 100 toneladas s&o oriundas da propolis verde®?.

Devido a grande biodiversidade do Brasil, ocorre uma variacdo da composicao da
prépolis de acordo com a regido geografica, tipos distintos de propolis foram descritos no pais®.
Atualmente, a propolis brasileira pode ser classificada em 13 tipos, de acordo com suas
propriedades quimicas e a area geografica em que foi encontrada?®. Park et al. % classificaram
as amostras de prépolis coletadas em diferentes regides do Brasil em 12 grupos, de acordo com
a aparéncia e coloracdo dos extratos. Posteriormente, uma nova propolis foi encontrada em
colmeias localizadas ao lado do litoral e manguezais no nordeste brasileiro e foi classificado
como prépolis do grupo 13. Esta prépolis é chamada de prépolis vermelha, com origem
botanica de Dalbergia ecastophyllum®>,

A propolis verde pertencente ao grupo 12, tem como principal fonte botanica a
Baccharis dracunculifolia, mais conhecida como “alecrim-do-campo” ou “vassourinha”, € uma
planta nativa muito abundante no sudeste do Brasil®*®’. No Brasil é produzido em média 100
toneladas anuais de prépolis verde e 90% dessa extracdo estd em Minas Gerais, sendo que, dos
250 apicultores associados a Cooperativa Nacional de Apicultura (Conap), 95% deles sdo de
Minas Gerais®®. Na propolis verde ja foram identificados mais de 200 compostos quimicos e
mesmo apresentando uma varia¢do quimica em sua composicao, todos apresentam o composto
polifendlico Artepelin C como principal composto bioativo (acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico)®.

As exigéncias do mercado obrigaram o Brasil a estabelecer normas para definir
padrGes minimos de qualidade para comercializacdo destes produtos. Tanto a prépolis bruta
quanto o extrato de prépolis devem atender a algumas especificacbes, conforme Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

No Brasil, o “Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Extrato de
Propolis”, presente na normativa n°. 03, de 19 de janeiro de 2001 do Ministério da Agricultura
e Abastecimento, visa manter a qualidade do extrato alcodlico de prépolis brasileiro e
determinar os requisitos minimos de qualidade destinada ao comércio nacional. Algumas dessas
especificacbes consideram determinar caracteristicas sensoriais como aroma, cor, sabor,

aspecto, caracteristicas fisico-quimicas como teor minimo de extrato seco (11% m/v), teor



maximo de cera do extrato seco (1% m/m), teor minimo de flavonoides (0,25% m/m) teor
minimo de compostos fendlicos (0,25% m/m), propriedades antioxidantes (méaximo 22
segundos), ndo autorizacdo de uso de aditivos, critérios macroscopicos e microscopicos,

acondicionamento e rotulagem, dentre outros’*.

2.2.2 Caracteristicas fisico-quimicas da propolis

Geralmente, a propolis constitui-se como um material quebradi¢co quando frio e se
torna ddctil e maleavel quando aquecido. Sua remogdo da pele humana é dificil, pois parece
interagir fortemente com 6leos e proteinas presentes na pele®. Seu ponto de fusédo é variavel
entre 60°C a 70°C, sendo que, pode atingir em alguns casos, até 100 °C*. A coloracéo da
prépolis é dependente de sua procedéncia, podendo variar do marrom escuro passando a uma
tonalidade esverdeada até o marrom avermelhado, dependendo da flora de origem e idade®>*®,
Além disso, possui aroma caracteristico (balsémico e resinoso), que pode variar de uma amostra
para outra dependendo da origem botanica e sabor de suave balsdmico a forte, amargo e
picante’?.

Alguns solventes, tais como éter, etanol, acetona, tolueno e tricloroetileno,
permitem a solubilizacdo de muitos constituintes. A parte insoltvel é constituida de matéria
organica, tecidos vegetais, grdos de pélen e outros. Os compostos sollveis da prépolis sdo
constituidos por materiais cerosos, balsamos, dleos essenciais e derivados fendlicos’?.

Apesar de possiveis diferencas na composic¢do devido a fonte floral, a maioria das
prépolis tem praticamente a mesma natureza quimica, em geral a propolis é composta de 50%
de resina e balsamo (composta de flavonoides e acidos fenolicos), 30% de cera, 10% de 6leos
essenciais e aromaticos, 5% de pdlen e 5% de outros compostos organicos®. Considerada uma
das misturas mais heterogéneas de fontes naturais, aproximadamente 420 constituintes ja foram
identificados e caracterizados em diferentes amostras de propolis’3, dentre eles acidos graxos e
fenolicos, ésteres, ésteres fenodlicos, flavonoides (flavonas, flavononas, flavondis, di-
hidroflavonadis, etc.), terpenos, esteroides, aldeidos e acidos aromaticos, sesquiterpenos e
naftaleno, vitaminas B1, B2, B6, E, C e minerais como, manganés, ferro, célcio e aluminio
também ja foram identificados em amostras de propolis®?©3,

Em termos de acdo farmacoldgica, os principais constituintes da propolis sdo 0s
compostos fendlicos. Existem diversas classes de compostos fenolicos que ocorrem de maneira
universal nas plantas e que podem desempenhar importantes papéis na biologia dos animais.
Como exemplos, podem-se citar os &cidos fenolicos, como os &cidos benzdicos, cafeico,

cumarico e ferulico, os flavonoides, como a apigenina, o canferol e a quercetina’,
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Entre os compostos fenolicos, destacam-se os flavonoides e os acidos fendlicos.
Sabe-se que a ingestdo de flavonoides interfere em diversos processos fisioldgicos, e auxilia na
absorcéo e na acdo de vitaminas, por atuar nos processos de cicatrizacdo, como antioxidantes,
além de apresentarem atividade antimicrobiana”. Pesquisas recentes sugerem que na propolis
brasileira os &cidos fendlicos sdo bem mais abundantes que os flavonoides. Talvez seja essa
particularidade um dos fatores responsaveis pela enorme preferéncia do mercado internacional
em relacéo a propolis produzida no Brasil®647¢,

Os flavonoides sdo quantitativa e qualitativamente um dos maiores grupos de
produtos naturais conhecidos no mundo. S0 constituintes das células vegetais superiores,
atuam em atividades regulatérias de vitaminas lipossoliveis e eliminam odores que servem
como sinais biogquimicos para diversos organismos do meio ambiente®®.

Os flavonoides geralmente encontram-se oxigenados e vasto numero ocorre
conjugado com acgucares, sendo que ja foram descritos mais de 80 tipos diferentes de agUcares.
A forma conjugada também é chamada de heterosideo e quando o flavonoide ndo esta ligado
ao acglcar é denominado aglicona, genina ou forma livre’’. As estruturas de flavonoides
comumente encontrados em propolis sdo o canferol, a quercetina, a isorramnetina e a galangina
sdo flavonois; a apigenina, a luteolina, a crisina e a tectocrisina sdo exemplos de flavonas; a
pinocembrina é uma flavanona e a pinobanksina é um diidroflavonol™.

Os flavonoides exercem diversas funcOes nas plantas, absorvem radiacéo
eletromagnética na faixa do ultravioleta (UV) e do visivel, assim apresentam um papel de defesa
das plantas frente a radiacdo UV da luz solar. Além disso, conferem protecdo contra insetos,
bactérias, fungos e virus, atividade antioxidante, controle da acdo de hormdnios vegetais e
inibicdo de enzimas. Entretanto, os flavonoides também atuam em relacionamentos harménicos
entre plantas e insetos, atraindo e orientando esses animais até o néctar, contribuindo assim para
a polinizagéo’.

Os é&cidos fendlicos estdo inseridos no grupo dos compostos fendlicos e sdo
divididos em trés grupos. O primeiro é composto pelos acidos benzdicos, que possuem sete
atomos de carbono (Ce-C1), considerados os acidos fenolicos mais simples encontrados na
natureza. O segundo é formado pelos &cidos cindmicos, que possuem nove atomos de carbono
(Cs-C3). Ambos constituidos por nucleo basico hidroxifenilpropendico, sendo considerados 0s
principais acidos fendlicos encontrados. Entre esses ultimos sobressaem os &cidos cafeicos, p-
cumarico e feralico. O terceiro grupo é formado pelas cumarinas, que sdo derivadas do acido
cindmico’™.  Na propolis brasileira, os acidos fendlicos sdo mais abundantes que o0s

flavonoides™.
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Os &cidos fendlicos conferem propriedades antioxidantes para os alimentos e para
0 organismo, sdo indicados para o tratamento e prevencao do cancer, doencas cardiovasculares
e outras doencas’®. Os ésteres de &cidos fendlicos, como os cafeatos e ferulatos foram
identificados por sua agdo antibacteriana, antifiingica e antiviral®®"®8°, O principal componente
com maior atividade antibacteriana presente na prépolis verde brasileira é o &cido 3-prenil-4-
hidroxicinamico (Artepelin C)%. O éster fenetilico do acido cafeico (CAPE) inibe varios
processos associados a carcinogénese, suprimindo o crescimento de varias linhagens de células

cancerigenas humanas®, além disso, possui atividade anti-inflamatoria®? e vasorelaxante®?,

2.2.3 Atividades bioldgicas
As atividades biologicas decorrem da composi¢do quimica da propolis®®. No

QUADRO 1 estdo as atividades bioldgicas da propolis ja& comprovadas.

QUADRO 1 - Atividades bioldgicas de diversas propolis

Atividades bioldgicas

Referéncias

Antimicrobiana

Ghisalberti®®; Park et al.>”; Marcucci®; Ishida et

al.®: Tosi et al.®; Santana et al.?®

Anti-inflamatoria

Marcucci®; Borrelli et al.?; Silva et al.?”; Conti

et al.88
Cicatrizante Ghisalberti®*; Park et al.5”
Anticariogénica Park et al.>’

Antiulcerogénica

Barros et al.®°

Antitumoral

Frozza et al.*%; Aradjo et al.®*; Chan et al.%2

Antiparasitaria

Pontin®; Gressler et al.%

Antioxidante

Oldoni et al.*; Lopes®; Lustosa et al.%;

Bankova®
Antifingica Lustosa et al.””; Bufalo et al.®
Antiviral Ramos et al.1%%; Cueto et al.1°!; Bankova et al.1%?
Anestésica Marcucci’

Imunomoduladora

Fisher et al.1%: Batista et al.1%*

Anti-hipertensiva

Kubota et al.1%; Mishima et al.1%

Redutora dos niveis de colesterol

Yu et al.27

Ansiolitica e antidepressiva

Reis et al.108
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A caracterizacdo destas atividades bioldgicas aliada com o crescente estimulo da
utilizacdo de produtos naturais, tem resultado no aumento da demanda de prépolis e seus

108 - Além disso, 0

derivados, como extratos etanolicos, tabletes, capsulas, sprays ou pomadas
uso indiscriminado e prolongado de antimicrobianos quimicos sintéticos tem levado a selecédo
de microrganismos patogénicos mutantes resistentes, o que torna o uso de antimicrobianos de
origem natural uma alternativa eficaz e economicamente viavel, como a propolis’®. Os extratos
de propolis também tém demonstrado potencializar o efeito bactericida quando associados a
determinados antibidticos, o que permite a reducdo da dose clinica de determinados
antibidticos, diminuindo assim a incidéncia de efeitos colaterais € a0 mesmo tempo
potencializar a antibioticoterapia no tratamento de infecgGes em que a resisténcia bacteriana se
torna fator determinante”110,

As abelhas secretam uma resina com poder antibidtico extraordinario que as
defende contra qualquer ataque de microrganismos. Esse antibiotico natural ndo oferece
capacidade de resisténcia por parte das bactérias, pois 0s constituintes possuem um padréo de
absorcéo, distribuicdo e excrecdo que assegura os niveis bactericidas por tempo necessario até
a cura*'!, além de ser uma mistura complexa, fazendo com que haja maiores dificuldades para
adaptabilidade bacteriana®!?,

A atividade antimicrobiana da propolis tém sido uma das propriedades bioldgicas
mais extensivamente estudada®® O mecanismo da atividade antimicrobiana da prépolis ¢ devido
a inibicdo da divisdo celular, pois, a propolis age na inibicdo da replicacdo do DNA e
indiretamente na divisdo celular'’. Essa atividade ¢ atribuida aos flavonoides, acidos aromaticos
e seus ésteres presentes na resina®. Em relagio aos flavonoides, a flavanona pinocembrina,
flavonol, galagina e o éster feniletil do &cido cafeico, atuam na inibigdo da RNA-polimerase
bacteriana. Os flavonoides como kaempferol, quercetina, galangina e pinocembrina bem como,
os acidos cafeico, benzoico, cinamico e clorogénico afetam a capacidade das camadas
lipoproteicas dos microrganismos de trocar ions, realizar transporte ativo e combinar com
substratos. Além disso, a quercetina eleva a permeabilidade da membrana dificultando o
transporte, a sintese de ATP e a mobilidade*31%4,

Outro mecanismo comprovado de acdo da propolis em relacdo as bactérias € o efeito
sobre a permeabilidade da membrana citoplasmatica aos ions, causando a dissipacdo do
potencial de membrana, o que a caracteriza como substancia iondfora. O gradiente
eletroquimico de protons através da membrana é essencial para a bactéria manter a sintese de
ATP, o transporte por meio da membrana plasmatica e a motilidade, o que contribui para a acdo

citotoxica da propolis, podendo ainda diminuir a resisténcia das células a outros compostos
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antibacterianos, explicando a maior sensibilidade frente aos microrganismos Gram-positivos
do que Gram-negativos!'®. Isso ocorre porque a parede celular dos microrganismos Gram-
positivos € mais permeavel, possibilitando que agentes externos alterem mais facilmente a
membrana plasmatica®?®,

Acentuada atividade da propolis principalmente contra bactérias Gram-positivas e
acdo limitada contra Gram-negativas ja foram descritas. A menor acdo nas Gram-negativas,
ocorre devido as diferencas na constituicdo quimica da parede celular por ser mais complexa e
possuir maior teor de fosfolipidios que as Gram-positivas®®t’. A parede celular das bactérias
Gram-positivas € mais espessa, possui varias camadas de glicopeptideos, com proteinas e
polissacarideos inseridos. A parede celular das bactérias Gram-negativas ¢ mais fina, porém
mais complexa, pois, possui uma unica camada de glicopeptideos, uma membrana externa com
constitui¢do similar a membrana citoplasmatica, e uma camada de lipopolissacarideo (LPS) que

sdo glicolipidios complexos que conferem resisténcia as bactérias!*e.

2.2.4 Métodos de extracdo

A propolis comercializada e consumida é um extrato da propolis bruta, sendo que
0s componentes e os efeitos da prépolis comercializada depende do tipo da propolis bruta e do
método de producéo de seu extrato®, De acordo com os diferentes tipos de processos utilizados
ao redor do mundo para obtencdo de extratos de propolis, o etanol é a principal escolha de
solventes, devido a afinidade de suas caracteristicas quimicas com a matriz. Tambeém é utilizado
outros solventes como, éter etilico, agua, metanol e cloroformio que também podem ser usados
para a extracdo de classes especificas de constituintes da propolis®®.

Os extratos de propolis sdo obtidos por diferentes métodos de extracdo. Os extratos
podem ser obtidos por meio de técnica convencional que utiliza etanol como solvente de
extragdo, ou por método alternativo, como a extracdo supercritica (ESC)*?°. Sabe-se que o0
método de extracdo influencia o extrato obtido e diferentes extratos da mesma amostra de
prépolis podem exibir propriedades diferentes. O rendimento e a seletividade de alguns

compostos sdo diretamente afetados pelo método de extragdo*?:.

2.3 Salmonella spp.

Bactérias do género Salmonella estido amplamente distribuidas na natureza'??. Est&o
presentes em varias espéecies animais, principalmente nas aves e suinos, sdo bactérias
patogénicas para humanos e muitas outras espécies animais?®. Sio bastonetes Gram-negativos,

anaerdbios facultativos, ndo formadores de esporos, possuem flagelos peritriquios para sua
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locomocdo, tém a capacidade de descarboxilacdo dos aminoacidos lisina e ornitina, reduzir
nitratos a nitritos e utilizacdo do citrato como Unica fonte de carbono, fermentam glicose e
geralmente ndo fermentam a lactose ou o fazem lentamente, compondo o grupo mais complexo
pertencente a familia Enterobacteriaceae!?.

O género possui duas espécies, Salmonella enterica e Salmonella bongori e mais
de 2680 sorovares foram identificados até o momento®. Além da divisdo de espécies a S.
enterica € dividida em seis subespécies, enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e
indica. Cada subespécie possui diferentes sorovares, 0s pertencentes a S. enterica subsp.
enterica sdo designados por um nome geralmente relacionado com o local geografico do seu
primeiro isolamento. Este nome é escrito em letras romanas normais (ndo em itélico) e a
primeira letra em maiusculo. Sorovares pertencentes as outras subespécies e a espécie S.
bongori sdo designados por seus antigenos, somaticos (O), flagelares (H) e capsulares (Vi)
seguidos do nome da subespécie. Entre as espécies, a subespécie S. enterica é a mais importante,
pois, apresenta maior nimero de sorovares, sendo responsavel por 99% dos isolados em
humanos'?*.

Os antigenos de Salmonella spp. sdo diferenciados e identificados por meio de
testes de imunoaglutinacdo com a utilizacdo de antissoros, que sdo preparados em coelhos e sua
apresentacdo comercial é em forma de plasma liofilizado!?®. Os antigenos O sdo designados
através de nimeros arabicos e caracterizam os sorogrupos de Salmonella spp., sendo comum a
varios sorovares. O polissacarideo do lipopolissacarideo (LPS), presente na camada
peptidoglicana, € o principal antigeno de superficie dessas bactérias e sua especificidade
antigénica deve-se a unidades repetidas de agUcares (tri, tetra ou pentassacarideos), quanto ao
antigeno Vi, este esta presente no sorotipo Typhi, Paratyphi e Dublin!?®.

Ja os antigenos H ocorrem em duas fases (1 e 2) e sdo designados por letras
minusculas. A sua quantidade € bem maior do que as letras do alfabeto, por isso a letra z é
utilizada com indicadores numéricos (z1, z2, z3). A diferenciacdo entre as fases 1 e 2 ocorre
quando uma célula de Salmonella spp. possuidora de um determinado antigeno flagelar se
multiplica e da origem a um clone que expressa outro antigeno flagelar. Os antigenos de fase 1
(ou especifica) caracterizam alguns sorovares e os de fase 2 sd0 comuns a varios sorovares.
Essa informagc&o é bastante utilizada e muito importante para classificar Salmonella spp. 1%’

Em relagéo aos fatores intrinsecos de um alimento, a atividade de agua (Aa) pode
afetar o crescimento de Salmonella, sendo seu valor minimo igual a 0,94 (Aa étimo: 0,99). Esse

microrganismo pode viver um ano ou mais em alimentos com baixa Aa, como chocolate,
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pimenta e gelatina. Em relacéo ao pH, o valor minimo para o crescimento ¢é 3,8 e 0 maximo,
9,5, sendo o 6timo entre 7 e 7,52,

As espécies de Salmonella possuem temperatura 6tima de crescimento de 35 a
43°C, com intervalo de crescimento de 2°C a 54°C®. O crescimento da Salmonella pode ser
evitado se o alimento for mantido sob refrigeragdo abaixo de 5°C. Alimentos quentes mantidos
acima de 55°C ja é uma temperatura segura, porém 63°C é a recomendada em

regulamentacdes'?®

. A habilidade de crescer em temperaturas abaixo de 7°C vai depender do
sorovar envolvido. Cepas de Salmonella Typhimurium séo capazes de crescer em temperaturas
entre 5°C e 6°C e as de Salmonella Agona, abaixo de 6°C'%2. Os microrganismos desse género
sdo resistentes a dessecacgdo, ao congelamento e podem sobreviver por mais de nove meses em
solos Umidos e protegidos da luz'?°.

O habitat natural das salmonelas pode ser dividido em trés categorias: altamente
adaptadas ao homem, incluindo S. Typhi e S. Paratyphi A, B e C, agentes da febre entérica
(febres tiféide e paratifoide); altamente adaptadas aos animais, representadas por S. Dublin
(bovinos), S. Choleraesuis e S. Typhisuis (suinos), S. Abortusequi (equinos), S. Pullorum e S.
Gallinarum (aves), responsaveis pelo paratifo dos animais; e as salmonelas zoonoticas,
responsaveis por quadro de gastroenterite ou por DVAs. Sua distribuicdo € mundial, sendo o0s
alimentos os principais veiculos de sua transmissdo. Sdo responsaveis por significantes indices
de morbidade e mortalidade, tanto nos paises emergentes quanto nos desenvolvidos,
determinando pequenos e grandes surtos'?4,

Devido Salmonella ser encontrada no intestino de varios animais, sobreviver em
ambientes diversos e ser facilmente disseminada, o risco de infec¢gdes em humanos geralmente
esta associado com o consumo de alimentos de origem animal contaminados como ovos, carnes
e leitel?. Frangos de corte sdo os principais reservatorios desta bactéria, podendo aumentar a

contaminagéo durante as operagdes de abate?130,

2.3.1 Salmonella na avicultura de corte

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), Salmonella spp. continua
sendo o principal agente responsavel por DVAs em diversos paises, incluindo o Brasil'®!!. A
cada ano mais de 600 milhGes de pessoas do mundo ficam doentes ap6s consumirem alimentos
contaminados, resultando em mais de 420 mil mortes®®. Infecces causadas por Salmonella spp.
correspondem por mais de 33% de todas as DVAs no Brasil de 2000 a 2017*. Salmonella esta

entre as quatro principais causas globais de doengas diarreicas em humanos®®.
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A avicultura brasileira € um importante segmento do agronegocio nacional, sendo
o0 Brasil o maior exportador mundial de carne de frango. Varios fatores produtivos aliados com
a qualidade, sanidade e sustentabilidade agregam valor ao produto final e conquistam cada vez
mais mercados internacionais®3l. De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA), o Brasil é o segundo produtor mundial de carne de frango, sendo superado
pelos Estados Unidos®®2.

Mais de 150 mercados sdo importadores da carne de frango produzida no Brasil.
Em média sdo quase 4 milhdes de toneladas embarcadas anualmente, quase um terco de tudo o
que se produz no pais, sendo o terceiro maior produtor mundial de carne de frango, com mais
de 12 milhdes de toneladas anuais de carne de frango. Sendo assim, o controle da Salmonella
spp. nas etapas de producdo é de extrema importancia, pois, a presenca da bactéria na carne é
parametro de qualidade e interfere na relacdo comercial entre os paises, havendo devolucéo do
produto exportado caso seja detectada a sua presencal®,

De acordo com o aumento da producdo e comercializagdo dos produtos avicolas,
foi necessario, por parte dos 6rgdos competentes, amparar e estabelecer normas e regras para
que a cadeia produtiva mantivesse rigidos padrdes de qualidade, assegurando por consequéncia
a qualidade do seu produto final*3*, Apesar de todas as legislaces, o controle de Salmonella no
setor avicola ainda representa um grande desafio, principalmente pela diversidade e emergéncia
de novos sorovares, queda na producéo e pela sua relagdo com a satde publica®. O fator de
maior dificuldade para o controle desta bactéria € a falta de sinais clinicos e de lesGes, pois, as

aves podem ser portadoras assintomaticas na maioria dos casos**®.

2.3.2 Ocorréncia de Salmonella spp. em carcacas de frango

A ocorréncia e a frequéncia no Brasil de Salmonella spp. em carcacas de frango
variam em relacdo as condi¢des de manejo na criacdo e aos cuidados higiénicos nas operacgdes
de abate seguido da manipulagdo das carcacas™®’. As falhas nos procedimentos de higienizacéo
em industrias de alimentos permitem que os residuos aderidos aos equipamentos e superficies
transformem-se em potencial fonte de contaminagao®3e.

Cardoso et al.'™*® investigaram a ocorréncia de Salmonella spp. em carcagas de
frangos de abatedouros em Sao Paulo-SP, Brasil. Analisaram 609 amostras entre 2000 e 2010,
sendo que, a presenca de Salmonella spp. foi confirmada em 89 (14,6%) carcacas. S. Enteritidis
(49,4%) foi o mais prevalente, seguida pelos sorovares S. Albany (15,7%), S. Infantis (11,2%),
S. Agona (5,6%), S. Tennessee (4,5%), S. Heidelberg (3,4%), Salmonella spp. (3,4%), S.
Kentucky (2,3%), S. enterica O:4,5 (2,3%), S. Montevideo (1,1%) e S. Newport (1,1%).
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Baptista et al.}4? detectaram a presenca Salmonella spp. em frangos vivos e carcacas
de frango em matadouros do Estados do Rio de Janeiro. Foram coletadas 60 amostras cloacais
de frangos vivos e 60 amostras de carcaca de seis matadouros sob Inspecdo Estadual (SIE). Os
resultados mostraram prevaléncia de Salmonella spp. de 1,66% (1/60) em amostras de suabe de
cloaca e de 26,66% (16/60) em carcacas. No total, foram isolados sete sorotipos diferentes nas
carcacas: Senftenberg (15%) o mais frequente, sequido por Mbandaka (8,3%), Schwarzengrund
(3,3%), Cerro (3,3%), Ohio (3,3%), Minnesota (1,66%) e Tennessee (1,66%). Os resultados
encontrados demonstram contaminacgdo por Salmonella spp. no Estado do Rio de Janeiro, além
da presenca de varios sorotipos de Salmonella spp.

Von Ruckert et al.}*! avaliaram a presenca de Salmonella spp. em swabs de
superficies de 135 carcacas de frangos, coletadas em cinco diferentes pontos do abate, chuveiro
inicial, eventracdo mecanica e evisceracdo manual, chuveiro final, pré-resfriamento e
gotejamento. Salmonella spp. foi encontrada em todas as fases de abate. O aumento da
frequéncia de Salmonella spp. ocorreu ap6s o chuveiro de lavagem das carcacas, localizado
entre a evisceracdo e o pré-resfriamento. J& a menor contaminacéo foi encontrada na saida do
pré-resfriamento, devido a baixa temperatura e alta concentracdo de cloro na agua, com
frequéncias de 3,7% (metodologia convencional), 0% (PCR) e 16,7% (imunoanalise).

Borsoi et al. 142 analisaram 180 carcagas de frango oriundas de varejos da regido
nordeste do Rio Grande do Sul no periodo de fevereiro a novembro de 2004 e obtiveram um
percentual de isolamento de Salmonella de 12,2%. Os sorovares e frequéncia de isolamento de
Salmonella nas amostras foram: S. Enteritidis (31,81%), S. Agona (31,81%), S. Rissen (22,7%),
S. Heidelberg (9,10%) e S. Livingstone (4,54%).

Lcio et al.*® tiveram como objetivo investigar a ocorréncia de Salmonella spp. em
fezes de frangos de corte localizados em municipios da regido central do estado de Minas
Gerais, Brasil. O estudo analisou 845 amostras de fezes de diferentes granjas de aves e
mostraram que 213 amostras estavam contaminadas com Salmonella, e os sorotipos
encontrados foram: S. Minnesota, S. Sandiego, S. Schwarzengrund, S. Infantis, S. Hadar, S.
enterica subsp. enterica (O: 4.5), S. Montevidéu, S. Miami, S. Heidelberg, S. Cerro, S. Ndolo,
S. Panama, S. Anatum, S. Tennessee, S. Agona, S. Newport e S. Muenster.

Moreira et al.** avaliaram um total de 363 carcacas de frangos abatidos em
frigorificos no estado de Goiés, a presenca de Salmonella spp. foi constatada em 52 carcacas,
ou seja, 14,32% amostras contaminadas. O sorovar predominante foi Salmonella Albany
seguido por Salmonella Enteritidis, indicando risco a satde coletiva e seguranca alimentar dos

produtos e subprodutos de frangos devido a associagdo destes sorovares aos surtos.
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Boni et al.1*® pesquisaram a ocorréncia de Salmonella spp. em aviarios de frangos
de corte e em produtos de abatedouro na regido central de Mato Grosso do Sul. Foram
analisados 134 swabs de arrasto em aviarios de frangos de corte localizados em cinco
municipios e 123 amostras de carcacas de frango, visceras e agua de chiller provenientes do
abatedouro, sendo que, 11,28% das 257 tinham presenca de Salmonella, dos quais 1, 95%
provenientes do campo e 9,33% do abatedouro. Os sorovares encontrados foram: S. Enteritidis
(1,16%), S. Typhimurium (1,94%), S. Senftenberg (0,77%), S. Schwarzengrund (4,28%), S.
.Livingstone (0,38%), S. Corvallis (1,55%) e S. Enterica com 1,16%.

2.3.3 Frequéncia de isolamento de Salmonella e seu comportamento quanto a acdo dos
antimicrobianos

Estudos foram realizados com o objetivo de verificar a resisténcia antimicrobiana
do patdgeno, frequéncia de isolamento de Salmonella e seu comportamento quanto a acdo dos
ATM identificados sdo realizados. Neste sentido, destacam-se pesquisas em que foram
encontrados isolados de Salmonella spp. com elevadas taxas de resisténcia no Brasil'*®.

Cardoso et al.'*’ avaliaram a susceptibilidade antimicrobiana de 80 isolados
de Salmonella Enteritidis de carcacas de frango no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. O
antibiograma apresentou 100% de resisténcia a colistina, novobiocina, eritromicina e
tetraciclina. Tiveram resisténcia em diferentes niveis a canamicina (1,25%), enrofloxacina
(3,75%), neomicina (3,75%), fosfomicina (20%), sulfonamida (86,25%) e nitrofurantoina
(90%) e por outro lado ndo apresentaram resisténcia a ciprofloxacina, norfloxacina,
gentamicina, polimixina B, sulfametrim e sulfazotrim.

Duarte et al.**® avaliaram isolados de Salmonella em carcacas de frangos de corte
guanto a resisténcia antimicrobiana. Dezenove isolados de Salmonella foram testados quanto a
resisténcia antimicrobiana, e os resultados indicaram que 94,7% eram resistentes a pelo menos
um agente antimicrobiano. A resisténcia a estreptomicina (73,7%), nitrofurantoina (52,3%),
tetraciclina (31,6%) e acido nalidixico (21%) foram as prevalentes nas cepas de Salmonella
testadas, sendo que, Salmonella Enteritides foi o sorovar mais frequente.

Souza etal.!*® tiveram como objetivo a avaliagio da susceptibilidade
antimicrobiana de 212 cepas de Salmonella isoladas de pacientes e alimentos e 45% foram
resistentes ao acido nalidixico. As estirpes resistentes ao acido nalidixico mostraram uma
concentragdo inibitdéria minima mais alta para a ciprofloxacina do que as estirpes sensiveis.

Pandini et al.}*® verificaram o perfil de resisténcia de diferentes sorotipos de

Salmonella spp. isolados em aviarios de frango de corte. Foram 342 swabs de arrasto de granjas
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avicolas do oeste do Parand, sendo isoladas 39 amostras de Salmonella spp., 0 maior percentual
de resisténcia foi a tetraciclina (30,8%), e 0 menor a gentamicina e cloranfenicol (2,6%).

Baptista et al.**? detectaram a presenca Salmonella spp. em frangos vivos e carcacas
em abatedouros do Estado do Rio de Janeiro, identificaram o0s sorotipos e avaliaram a
susceptibilidade antimicrobiana dessas cepas para fluoroquinolonas e betalactamicos. Foram
coletadas 60 amostras cloacais de frangos vivos e 60 amostras de carcaca de seis abatedouros
sob Inspecdo Estadual (SIE). Os isolados foram sorotipificados e testados frente a oito
antimicrobianos pelo método de difusdo em disco. Em relacdo a susceptibilidade
antimicrobiana, 29 (87,87%) isolados foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados e 4
(12,12%) isolados foram resistentes a pelo menos trés antimicrobianos betalactdmicos ou mais.
Ndo foi observada resisténcia as fluoroquinolonas. A resisténcia encontrada para
betalactamicos alerta para a disseminacao dessas cepas pela cadeia alimentar.

Brito et al.’*® determinaram o perfil de resisténcia antimicrobiana de 19 isolados de
Salmonella spp.. Observaram que quatro isolados (21,05%) foram sensiveis a todos 0s
antimicrobianos e 15 (78,95%) apresentaram resisténcia no minimo a dois antimicrobianos. Das
quatro amostras sensiveis a todos os farmacos, trés (75%) eram S. Schwarzengrund e uma
(25%) S. enterica subsp O:4,5. Dois isolados (S. Agona e S. Albany) foram resistentes a cinco
antimicrobianos. Enquanto que S. Typhimurium foi resistente a cefepime, ceftriaxona, ceftiofur
e ceftaxima. Verificaram que 78,9% das amostras foram resistentes a ceftriaxona e ceftaxima.

Minharro et al.*>! estudaram carcagas e mitidos comestiveis (figados e coracio), em
60 lotes de aves abatidos no estado do Tocantins e avaliaram o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos. Foram isoladas 26 amostras indicativas de Salmonella spp. em 11 lotes
(18,33%), sendo mais de uma estirpe por tipo de amostra. Foram testados 12 principios
farmacoldgicos, sendo a maioria sensivel as tetraciclinas, porém apresentaram 100% de
resisténcia a um ou mais principio ativo, principalmente para Sulfamethoxazole (30 mcg) e
Amoxicilina/Acido Clavulanico (30 mcg).

A sensibilidade de Salmonella spp. aos ATM depende diretamente do sorotipo,
pois, possuem diversidade para o perfil de resisténcia entre diferentes sorotipos de Salmonella
spp.1*®. A maioria dos sorotipos de Salmonella existentes podem ser patogénicos ao ser
humano. Sendo assim, a sorotipificacdo e a avaliacdo do perfil de resisténcia antimicrobiana
sdo importantes ferramentas para investigacdes epidemiologicas e para a criacdo de estratégias
eficientes para o uso dos ATM®. O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro o potencial
antimicrobiano de extratos de propolis verde do Brasil, obtidos por métodos de extracao

etanolica e ultrassonica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Identificar e quantificar compostos bioativos de extratos da propolis verde e avaliar

sua atividade antimicrobiana in vitro sobre Salmonella enterica subespécie enterica.
3.2 Objetivos especificos
e Quantificar compostos fenolicos e flavonoides dos extratos de propolis verde;
e Determinar a capacidade antioxidante dos extratos de propolis verde;

e Identificar a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos da propolis verde

frente a isolados de Salmonella spp.;

e Identificar a concentragdo bactericida minima (MBC) dos extratos da propolis verde

frente a isolados de Salmonella spp.;
e Avaliar a melhor resposta de inibicdo de extrato/ sorotipo;

e Auvaliar a sensibilidade de isolados de Salmonella spp. a cinco antibiéticos utilizados

no setor de producéo avicola.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao dos extratos

Os extratos de propolis em sua forma solida foram extraidos e caracterizados no
Centro Universitario SENAI CIMATEC - Bahia. Extratos provenientes da propolis verde
(Quadro 2) foram diluidos em etanol para que fosse avaliada sua atividade antimicrobiana sobre

diferentes sorotipos de Salmonella enterica.

QUADRO 2 - Extrato da propolis verde obtido por extracdo etandlica e ultrassdnica

Tipo de prépolis Tipo de extracdo Localidade Ano
Etandlica Queluzito - Minas Gerais 2018

Verde
Ultrassonica Queluzito - Minas Gerais 2018

4.1.1 Determinacdo dos compostos fendlicos totais

A determinacdo de compostos fendlicos totais dos extratos de prépolis foi feita de
acordo com o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Woisky e
Salatino®2, usando 4cido galico como padrdo. O etanol (95%) foi usado para dissolver os
extratos, a fim de se obter uma concentragdo de 0,1 mg/mL. Em seguida, retirou-se 0,5 mL da
aliquota do extrato e misturou-se com 2,5 mL de solucdo aquosa de Folin-Ciocalteau (10%) e
2,0 mL de carbonato de sodio a 7,5%. A solucdo foi colocada em banho maria com regulacao
térmica a 50° C durante 5 minutos (Marconi, M127, Brasil), e depois a absorbancia foi medida
num espectrofotdmetro (Femto- 700 plus) a 765 nm, utilizando cubeta de quartzo com caminho
optico de 10 mm e volume de 3,5 mL. Os resultados das concentracdes de compostos fendlicos
totais foram comparados a uma curva padrdo de acido galico (equivalentes de acido galico)

(mgGAE.g™) nas mesmas condigBes. Todas as analises foram executadas em triplicata.

4.1.2 Determinacéo do teor de flavonoides totais

A determinacéo de flavonoides dos extratos foi realizada de acordo com o método
colorimétrico do cloreto de aluminio®. Inicialmente, 2,0 mL de cada extrato (0,3 mg/mL) foram
transferidos para o tubo de ensaio e adicionados 2,0 mL de solucdo metanolica de cloreto de
aluminio (AICIz) a 2%. As amostras foram homogeneizadas e deixadas sob o abrigo da luz por

um periodo de 30 min. A absorbancia das amostras foi medida em um espectrofotdmetro
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(Femto - 700 plus) a 415 nm. O mesmo procedimento foi realizado utilizando solucGes
conhecidas de padrdo de quercetina para elaborar uma curva padrdo. Além disso, uma amostra
em branco foi preparada nas mesmas condices e a quantidade de teor de flavonoides foi
expressa como equivalentes de quercetina (EQ) (mg EQ/g). Todas as analises foram executadas

em triplicata.

4.1.3 Determinacéo da atividade antioxidante total pelo radical livre DPPH

A capacidade antioxidante dos extratos das prépolis foi determinada utilizando-se
1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH), de acordo com a metodologia descrita por Molyneux®3. Os
extratos foram diluidos na concentragio de 50 pg.mL™ em triplicatas. Em seguida, 1,0 mL de
cada diluicdo foi transferido para um tubo de ensaio contendo 3,0 mL de solu¢éo etandlica de
DPPH (0,004%). Apd6s 30 minutos de incubacdo no escuro a temperatura ambiente, mediu-se a
reducdo do radical livre DPPH lendo a absorbancia em um espectrofotdometro (Femto -700 plus)
a 517 nm. Procedimento similar foi realizado substituindo a amostra de extrato por etanol,
obtendo dessa forma o branco. A porcentagem de inibicdo do radical DPPH foi calculada
através da equacdo abaixo:

% de sequestro = 100-[(média das absorbancias X 100 )/absorbancia em branco] (Equagéo 1).

4.2 Bactérias de colecdes e isolados de Salmonella spp.

Duas cepas da colecdo americana American Type Culture Collection (ATCC)
subsidiaram os ensaios, sendo utilizadas Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) e Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028). Além destas cepas referéncia, 30 isolados de Salmonella
enterica, isolados de alimento de origem avicola e swab de superficie, foram selecionados de
acordo com a ocorréncia em campo, ragdes, carcacas e pelos surtos registrados no mundo
(Quadro 3).

A sorotipificacdo foi realizada por Laboratério Nacional Referéncia Fundacgéo do
Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), pelo Laboratério de Enterobactérias.



QUADRO 3 - Cepas ATCC e estirpes de Salmonella utilizadas e suas respectivas fontes
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Sorovar Fonte
Salmonella Enteritidis ATCC 13076
Salmonella Typhimurium ATCC 14028
Salmonella Agona Swab de superficie AM
Salmonella Anatum Swab de superficie AM

Salmonella Cerro

Swab de superficie AM

Salmonella Infantis

Filé de peito AL

Salmonella Minnesota

Asa AL

Salmonella Saintpaul

Asa AL

Salmonella Heidelberg*

Filé de peito AL

Salmonella Heidelberg?

Filé de peito AL

Salmonella Heidelberg?

Filé de peito AL

Salmonella Heidelberg®

Filé de peito AL

Salmonella Heidelberg®

Filé de peito AL

Salmonella Heidelberg®

Filé de peito AL

Salmonella Heidelberg’

Carcaca resfriada de frango AL

Salmonella Heidelberg®

Filé de peito AL

Salmonella Heidelberg®

Carcaca resfriada de frango AL

Salmonella Heidelberg®®

Linguica resfriada de frango AL

Salmonella Heidelberg™!

Coxa desossada AL

Salmonella Heidelberg*?

Carcaca de frango resfriada AL

Salmonella Heidelberg®®

Filé de peito AL

Salmonella Heidelberg**

Swab de superficie AM

Salmonella Heidelberg?®

Coxa e sobrecoxa desossadas AL

Salmonella Heidelberg®®

Carcaga de frango resfriada AL

Salmonella Heidelberg®’

Carcaga de frango resfriada AL

Salmonella Heidelberg*®

Swab de superficie AM

Salmonella Heidelberg®®

Swab de superficie AM

Salmonella Schwarzengrund?

Carcaca de frango resfriada AL

Salmonella Schwarzengrund?

Ovo Integral Desidratado AL

Salmonella Schwarzengrund®

Carcaga de frango resfriada AL

Salmonella Schwarzengrund*

Filé de peito AL

Salmonella Schwarzengrund®

Empanado de frango AL

Legenda: Ambiental — AM; Alimentar — AL.
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4.3 Avaliacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM) dos extratos de propolis

As culturas bacterianas, previamente armazenada em ultrafreezer (-80°C) foram
descongeladas a temperatura ambiente. Em seguida, pipetou-se 0,2 mL da suspensao em 10 mL
de caldo BHI (Broth Heart Infusion) para sua ativagdo, os tubos foram incubados em estufa a
37+1°C por 21+3 horas. Apds o crescimento bacteriano, foi realizado estriamento em placas
contendo o agar BHI, incubadas a 37+£1°C por 21+3 horas. Apés a incubacéo foram preparadas
suspensdes em solucdo aquosa de NaCl a 0,85 % m/v em turbidez de 0,5 da escala de McFarland
(bioMérieux), aproximadamente 1,5 x108 UFC/mL, a qual foi utilizada nos testes.

Para a determinacdo da CIM foi utilizado o método de microdiluicdo em placas de
96 pocos descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute’>*. Foram testadas 11
concentracdes de cada extrato de propolis, as colunas de 1 a 11 correspondem respectivamente
as seguintes dilui¢bes de cada extrato: 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,8; 0,4; 0,2 e 0,1
mg/mL, ou seja, variando de 0,1 a 100 mg/mL™ (Figura 1).

Solucédo de resazurina (0,1% m/v) foi utilizada para determinar a viabilidade dos
microrganismos apds a exposicdo a propolis’>. A CIM foi definida a partir da menor
concentracdo de cada extrato de propolis capaz de promover a inibi¢do do crescimento visivel
de um microrganismo no teste de sensibilidade. Para a determinacdo da CBM foi feita
semeadura em agar BHI ou &gar Salmonella diferencial (Meio RajHans) de uma aliquota de 10
uL, obtida nos pogos sem crescimento bacteriano anteriormente para CIM e incubadas a 37+1°C
por 21+3 horas. Assim, a CBM foi obtida a partir da menor concentracdo capaz de provocar

eliminacdo bacteriana. Todos os testes experimentais foram realizados em duplicata.
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PLACA 1 - Salmeonella Schwarzengrund I + Salmonella Schwarzengrund 2 - Propelis Verde Etandlico + Propolis Verde Ultrassénico
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Legenda: PVE - propolis verde etanélico, PVU — propolis verde ultrassénico, m.o — microrganismo, R — resazurina.

FIGURA 1 — Modelo de microplaca dos isolados Salmonella Schwarzengrund 1 e 2. As colunas de 2 a
11 correspondem respectivamente as seguintes diluicdes de cada extrato: 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12;
1,56; 0,8; 0,4; 0,2 e 0,1 mg/mL?, respectivamente. A coluna 12 representa o controle da solugdo de
resazurina a 0,01% (presenca do microrganismo sem adicdo do extrato da prépolis).

4.4 Suscetibilidade a antimicrobianos

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana foram realizados pelo método de
difuséo em disco de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M02-
A11%8 Os isolados criopreservados em freezer -80°C foram plaqueados em &gar BHI,
incubados por 24 horas a 37+1°C e utilizados para realizacdo do antibiograma. Uma coldnia foi
diluida em solucdo salina (NaCl 0,85%) até se obter turvacdo de 0,5 na escala de MacFarland
(1 x 10° UFC/mL). As células em suspensdo foram semeadas em placas de agar Mueller-Hinton
com o0 auxilio de suabes esterilizados. Os discos com antimicrobianos foram inseridos nas
placas e incubados a 37+1°C de 18 a 24 horas.

O critério de escolha dos antimicrobianos baseou-se na utilizacao dessas drogas em
aviarios. Os antimicrobianos e as concentracfes em microgramas testadas foram: amicacina
(30ug), norfloxacina (10ug), ceftriaxona (30ug), ceftiofur (30ug), e doxiciclina (30ug). As

classes de antimicrobianos avaliadas neste estudo sdo aminiglicosideo, quinolona,
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cefalosporina e tetraciclina. As cepas Salmonella Enteritidis (ATCC 13076), Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028) e Escherichia coli (ATCC 25922) foram utilizadas como cepas

controle da qualidade dos ensaios.
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5. RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo descritos os resultados para o contedo de compostos fenolicos
totais, flavonoides e atividade antioxidante dos extratos de propolis obtidos por dois métodos

de extracdo (etanolica - EtOH e ultrassonica - US).

TABELA 1 - Determinacdo do contetido de compostos fendlicos totais (mg EAG/qg), flavonbides (mg
EQ/g) e da atividade antioxidante por DPPH (%) de extratos de amostra obtida por extracao etanélica
(EtOH) e ultrassénica (US).

Compostos Fenolicos Flavonoides
Amostras (mg EAG/Q) (mg EQ/g) DPPH (%)
Verde MG EtOH 208,97+1,442 54,27+0,122 62,460,462
Verde MG US 189,26+0,322 55,00+0,812 61,270,172

Legenda: EtOH — Extrato obtido por extracdo etanolica; US — Extrato obtido por extragdo assistida por ultrassom. VValores com
a mesma letra na mesma coluna nédo apresentam diferenca significativa (p <0,05) usando o teste Tukey em um nivel de
confianca de 95%.

Dentre os dois diferentes tipos de extracdo da propolis verde avaliados, para as cepas
de referéncia Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) e Salmonella Typhimurium (ATCC 14028)
todos apresentaram atividade bacteriostatica (Tabela 2). A menor CBM foi observada nas duas
cepas, em diferentes tipos de extracdes. Ja a CBM para Salmonella Enteritidis na extracdo US
ndo foi possivel ser avaliada, estimando-se entdo, que para esta cepa a concentracao da propolis

que promoveria tal efeito € maior que a testada (100 mg/mL).

TABELA 2 - Determinacdo de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) do extrato da propolis verde obtido por extragdo etandlica e ultrassbnica em
concentracdes variando de 0,1 a 100 mg/mL™ frente a cepas de referéncia
Salmonella Enteritidis Salmonella Typhimurium
Extratos (ATCC 13076) (ATCC 14028)

CIM (mg/mL) CBM (mg/mL) CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)

Verde MG EtOH 6,25 50 25 100

Verde MG US 25 > 100 12,5 50

Legenda: Verde - propolis verde, MG - Minas Gerais, EtOH - extragéo etandlica e US - extra¢do ultrassonica.

Em relacdo as estirpes de campo, observou-se acdo antimicrobiana dos extratos da
prépolis verde nos 30 isolados de origem avicola. Para todos foram obtidas CIM e CBM descritas

na Tabela 3.
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TABELA 3 — Determinagdo de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) do extrato da propolis verde obtido por extracdo etandlica e ultrassdnica em
concentragdes variando de 0,1 a 100mg/mL* em isolados de origem alimentar e ambiental

Verde MG EtOH Verde MG US
Isolados CIM CBM CIM CBM
(mg/mL)  (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

Salmonella Agona 12,5 50 12,5 50
Salmonella Anatum 12,5 50 6,25 > 100
Salmonella Cerro 12,5 50 12,5 50
Salmonella Infantis 6,25 50 25 50
Salmonella Minnesota 6,25 50 6,25 50
Salmonella Saintpaul 12,5 50 12,5 50
Salmonella Heidelberg?! 12,5 50 6,25 50
Salmonella Heidelberg? 12,5 50 12,5 50
Salmonella Heidelberg? 12,5 50 12,5 100
Salmonella Heidelberg* 12,5 50 12,5 50
Salmonella Heidelberg® 12,5 50 12,5 50
Salmonella Heidelberg® 12,5 50 12,5 50
Salmonella Heidelberg’ 12,5 50 12,5 50
Salmonella Heidelberg?® 12,5 50 12,5 50
Salmonella Heidelberg® 12,5 50 12,5 50
Salmonella Heidelberg™® 12,5 50 12,5 50
Salmonella Heidelberg'! 6,25 50 12,5 100
Salmonella Heidelberg*? 6,25 50 6,25 50
Salmonella Heidelberg®® 6,25 50 12,5 50
Salmonella Heidelberg* 25 50 25 50
Salmonella Heidelberg*® 12,5 50 6,25 50
Salmonella Heidelberg!® 12,5 50 6,25 50
Salmonella Heidelberg'’ 6,25 50 6,25 50
Salmonella Heidelberg!® 12,5 50 12,5 50
Salmonella Heidelberg*® 12,5 50 12,5 50
Salmonella Schwarzengrund? 12,5 50 12,5 50
Salmonella Schwarzengrund? 12,5 50 6,25 50
Salmonella Schwarzengrund* 12,5 50 6,25 50
Salmonella Schwarzengrund® 12,5 50 12,5 100

Legenda: Verde - propolis verde, MG - Minas Gerais, EtOH - extragéo etandlica e US - extra¢do ultrassonica.



29

Para o perfil fenotipico relacionado a sensibilidade aos antimicrobianos, observou-

se (Tabela 4) que houve variabilidade para os diferentes grupos e mecanismos de a¢ao. As cepas

referéncia foram sensiveis a todos os antibioticos. Foi identificada resisténcia cruzada para o

grupo de cefalosporinas (grupos com mesmo mecanismo de acdo) e resisténcia multipla

(antibidticos com mais de dois mecanismos de acdo) (Tabela 5). Isolados de Salmonella

Heidelberg e Salmonella Schwarzengrund demonstraram

resisténcia concomitante a

ceftriaxona e ceftiofur, ambos cefalosporinas de terceira geracdo da classe -lactamicos.

TABELA 4 - Perfil de suscetibilidade dos isolados de Salmonella enterica aos antimicrobianos

Sorotipo Tipo de amostra AMI NOR CRO CTF DOX
Salmonella Enteritidis controle S

Salmonella Thyphimurium  controle

Escherichia coli controle

Salmonella Agona
Salmonella Anatum
Salmonella Cerro
Salmonella Infantis
Salmonella Minnesota
Salmonella Saintpaul
Salmonella Heidelberg!
Salmonella Heidelberg?
Salmonella Heidelberg?
Salmonella Heidelberg*
Salmonella Heidelberg®
Salmonella Heidelberg®
Salmonella Heidelberg’
Salmonella Heidelberg?®
Salmonella Heidelberg®
Salmonella Heidelberg??
Salmonella Heidelberg!!
Salmonella Heidelberg!?
Salmonella Heidelberg®®
Salmonella Heidelberg*
Salmonella Heidelberg?®
Salmonella Heidelberg*®
Salmonella Heidelberg!’
Salmonella Heidelberg*®
Salmonella Heidelberg?®
Salmonella Schwarzengrund?
Salmonella Schwarzengrund?
Salmonella Schwarzengrund?®
Salmonella Schwarzengrund*
Salmonella Schwarzengrund®

Swab de superficie
Swab de superficie
Swab de superficie
Filé de peito

Asa

Asa

Filé de peito

Filé de peito

Filé de peito

Filé de peito

Filé de peito

Filé de peito
Carcagca resfriada de
Filé de peito
Carcagca resfriada de
Linguica resfriada
Coxa desossada
Carcaca de frango
Filé de peito

Swab de superficie
Coxa e sobrecoxa
Carcaca de frango
Carcaca de frango
Swab de superficie
Swab de superficie
Carcaca de frango
Ovo Integral
Carcaca de frango
Filé de peito
Empanado de frango

S
S
S
I
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
|
S
S
S
S
S
S
S
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Legenda: AMI: amicacina (30pg), NOR: norfloxacina (10ug), CRO: ceftriaxona (30pg), CTF: ceftiofur (30ug) e DOX:
doxiciclina (30ug); S: sensivel, I: intermediario, R: resistente.
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Os percentuais de resisténcia para os antimicrobianos nos 30 isolados de Salmonella
spp. (Figura 2) se refere ao somatdrio dos isolados classificados como resistentes e
intermediarios. Os isolados classificados como intermediarios (Tabela 4) foram considerados
organismos resistentes, ja que a aquisicdo e a transicdo de suscetivel para resistente deve ser
considerada. Os resultados foram interpretados de acordo com as zonas de inibigéo
estabelecidas para Enterobacteriaceae, e 0s isolados caracterizados como suscetiveis,
intermediarios ou resistentes (M100-S24%7). Foram caracterizados como isolados
multirresistentes aqueles que apresentaram resisténcia a duas ou mais classes de

antimicrobianos.

CRO

e
Do | —

e

—

CTF

Antimicrobianos

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0% 70,0% 80,0%

Percentual de isolados resistentes

FIGURA 2 - Frequéncia (%) de resisténcia antimicrobiana dos 30 isolados de origem avicola e
ambiental. AMI: amicacina (30ug), CTF: ceftiofur (30pg), CRO: ceftriaxona (30pg), DOX: doxiciclina
(30ug) e NOR: norfloxacina (10pg).

Os isolados de campo apresentaram resisténcia cruzada e multipla. Em 83,3%
(25/30) das amostras foram resistentes a um ou mais agentes antimicrobianos utilizados. Cinco
isolados (16,66%) foram sensiveis a todos os antimicrobianos. Foi identificado 21 isolados
multirresistentes, 0s quais apresentaram resisténcia para duas ou mais classes de
antimicrobianos. A resisténcia cruzada ocorreu em 63,3% (19/30) dos isolados frente as
cefalosporinas (Tabela 5).



TABELA 5 - Perfis de resisténcia para os isolados de Salmonella enterica avaliados
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Sorotipo Perfis de resisténcia
Salmonella Agona CRO CTF
Salmonella Anatum AMI
Salmonella Cerro CRO DOX
Salmonella Infantis CRO CTF
Salmonella Minnesota CRO DOX
Salmonella Saintpaul -

Salmonella Heidelberg! CRO CTF DOX
Salmonella Heidelberg? CRO CTF DOX
Salmonella Heidelberg?® CRO CTF DOX
Salmonella Heidelberg* CRO CTF DOX
Salmonella Heidelberg® CRO CTF DOX
Salmonella Heidelberg® CRO CTF DOX
Salmonella Heidelberg’ NOR CRO CTF DOX
Salmonella Heidelberg?® CRO CTF DOX
Salmonella Heidelberg?® CRO CTF DOX
Salmonella Heidelberg?® CRO CTF DOX
Salmonella Heidelberg!! CRO CTF DOX
Salmonella Heidelberg!? CRO CTF DOX
Salmonella Heidelberg?? CRO CTF DOX
Salmonella Heidelberg* CRO CTF DOX
Salmonella Heidelberg?® -

Salmonella Heidelberg?® CRO DOX
Salmonella Heidelberg?’ AMI
Salmonella Heidelberg?® CRO CTF DOX
Salmonella Heidelberg?® -

Salmonella Schwarzengrund?! CRO CTF DOX
Salmonella Schwarzengrund? -

Salmonella Schwarzengrund?® CRO CTF DOX
Salmonella Schwarzengrund* CRO CTF

Salmonella Schwarzengrund?®

Legenda: AMI: amicacina (30pug), NOR: norfloxacina (10ug), CRO: ceftriaxona (30pg), CTF: ceftiofur (30ug) e DOX:

doxiciclina (30pg).
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, ndo houve diferenca significativa dos compostos de cada amostra em
relacdo ao tipo de extracdo, pois, apresentaram valores muito proximos de CIM, CBM,
compostos fenolicos totais (mg EAG/g), flavondides (mg EQ/qg) e atividade antioxidante por
DPPH (%). Sendo assim, a extracdo ultrassénica apresenta vantagens sobre a extracao
etandlica, por ser mais rapida, menor custo, reducdo no uso de solventes organicos, obtencéo
de extratos com alto valor bioldgico e uso de dioxido de carbono (CO2) como solvente
extrator®®,

Atentando para a composicao, pode-se afirmar que os biocompostos identificados
e suas respectivas concentracdes permitem atestar capacidade antimicrobiana dos extratos, pelo
quantitativo de compostos fendlicos totais, bem como flavonoides e radical DPPH. No entanto,
supde-se que melhor capacidade de acdo sobre microrganismos Gram-positivos e pior em
microrganismos Gram-negativos decorre da conformacdo da parede celular. Outro elemento
importante refere-se ao fato da sazonalidade para maior ou menor concentracdo dos
biocompostos™™®, apesar de no ser um item avaliado neste estudo.

A guantidade total de compostos fenolicos, flavonodides e atividade antioxidante sao
parametros importantes para avaliar a qualidade e o potencial biologico de extratos da propolis,
principalmente considerando a grande biodiversidade brasileira. De acordo com Machado et
al.®, quando comparado ao método de extracdo, os extratos obtidos por extracdo etandlica
apresentaram os melhores resultados de atividades antimicrobianas, antioxidantes e o maior
teor de acidos fenolicos totais e flavonoides em relacdo ao extrato ultrassdnico, diferente dos
resultados obtidos neste estudo.

H& grande controvérsia em relagdo ao contetdo de flavonoides presentes em
amostras de propolis brasileira, nas quais os acidos fendlicos sdo geralmente muito mais
abundantes?, estando de acordo com os teores obtidos. De acordo com Salgueiro*®® & medida
os teores de compostos fendlicos e flavonoides aumentam nas amostras, a atividade
antioxidante aumenta o seu percentual. Esta informacdo pode ser confirmada com dados da
literatura que afirmam que a atividade antioxidante estd diretamente correlacionada aos
compostos fendlicos e flavonoides totais®1162163 A constatagio da atividade antimicrobiana e
antioxidante nos extratos da propolis verde poderd contribuir para validar seu uso como
alternativa aos antimicrobianos.

O potencial antimicrobiano de diferentes extratos de prépolis utilizando os mesmos

principios deste estudo foi avaliado por outros pesquisadores. Silva et al.*®*, ao avaliarem a
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atividade antimicrobiana de varios extratos de prépolis de diferentes regides do Brasil frente a
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Enterococcus sp.), Gram-negativas
(Klebsiella sp. e Escherichia coli) e um fungo (Candida albicans), encontraram resultados de
CIM significativos para um tipo de propolis verde proveniente do Estado de Minas Gerais
obtida por extracdo ultrassbnica e etanolica. Pinheiro et al.1% ao avaliarem as propriedades de
inibicdo antibacteriana dos diferentes tipos de prépolis frente a sete bactérias Gram-positivas e
oito Gram-negativas, por meio de uma revisdo da literatura, observaram que dentre os estudos
avaliados, a prépolis verde ndo foi efetiva, o que representa contradicdo em relacdo aos dados
deste estudo, ja que a propolis verde apresentou efeito bacteriostatico para todos os isolados
testados e efeito bactericida para a maioria deles.

Machado et al. 2 anteriormente mencionado, identificaram que todos os extratos
testados apresentaram atividade antimicrobiana tanto para bactérias Gram-positivas quanto
Gram-negativas, Staphylococcus aureus e Escherichia coli respectivamente, corroborando com
0 presente estudo. Pode-se observar neste estudo, que 0S mesmos sorotipos tiveram
comportamentos diferentes em relacdo a tolerancia e sobrevivéncia mediante os extratos de
prépolis avaliados, mesmo aqueles provenientes de um mesmo tipo de fonte de isolamento
(Tabela 4). Os isolados se comportaram de forma semelhante a cepa referéncia Salmonella
Enteritidis frente ao extrato etanélico, apresentando os mesmos valores de CIM e CBM para
Salmonella Infantis, Salmonella Minnesota e em quatro de Salmonella Heidelberg (11-13 e 17).
Em relacdo ao extrato ultrassénico, ndo houve comportamento semelhante. O comportamento
identificado em sorovares e na maioria dos isolados de Salmonella Heidelberg e em dois de
Salmonella Schwarzengrund reforcou o padréo de resposta para CIM e CBM da cepa referéncia
Salmonella Typhimurium, discordando dos achados de Fujimoto®®, quando avaliou a propolis
verde por disco difusdo para Salmonella. Desta forma, resultados discordantes nem sempre
podem circunscrever ao principio e ao microrganismo, mas também ao método que determina
influéncia de resposta.

A CIM observada neste estudo (6,25 a 25 mg/mL) é semelhante as descritas por
Przybylek & Karpinski'®’, onde observaram que estudos envolvendo a propolis e Salmonella
spp., os resultados para CIM variaram de 0,032 a 14,7 mg/mL. As concentragdes dos extratos
utilizadas neste estudo foram definidas de acordo com resultados obtidos por estudos realizados
anteriormente, que demonstraram que a propolis possui menor atividade frente a
microrganismos Gram-negativos. Diversos estudos estdo sendo realizados para determinar a
atividade antimicrobiana da prépolis de diversas regides contra varios tipos de bactérias, sendo

mais eficiente nas espécies Gram-positivas?167-168.169 Entretanto, outros estudos confirmaram
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a atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas, mesmo sendo baixo o efeito dos
extratos testados!?217°,

A propolis atua diretamente na parede celular das bactérias, alterando a
permeabilidade da membrana citoplasmatica aos ions, causando a dissipacao do potencial de
membrana. Sendo essencial o gradiente eletroquimico de prétons através da membrana para a
bactéria manter a sintese de ATP, o transporte pela membrana plasmatica e a motilidade, o que
contribui para a acao citotoxica da prépolis, podendo ainda diminuir a resisténcia das células a
outros compostos antibacterianos, explicando a maior sensibilidade frente aos microrganismos
Gram-positivos do que Gram-negativos!!®. Isso ocorre porque a parede celular dos
microrganismos Gram-positivos é mais permeavel, possibilitando que agentes externos alterem
mais facilmente a membrana plasmatical!’. Em relagéo as bactérias Gram-negativas, apesar de
possuirem uma estrutura menos rigida de parede celular que as Gram-positivas, sao
quimicamente mais complexas e com maior teor lipidico, o que podem lhes conferir maior
resisténcia ao extrato de propolis®122,

Entretanto, essas particularidades ndo inviabilizam este estudo, pois, além da
atuacdo da propolis frente a microrganismos Gram-negativos ser descrita na literatura, os
resultados observados neste estudo mostraram que os dois extratos de prdpolis testados inibiram
todos os isolados avaliados, de forma que ndo foi apresentada resisténcia a nenhuma
concentracdo da propolis testada. Porém, em relacdo a acdo bactericida, houve apenas um
isolado que, apesar de inibido, ndo foi inativado, sugerindo que este isolado seja 0 mais
resistente de todos avaliados.

Diversas pesquisas que analisaram o efeito antimicrobiano da prépolis, possuem
resultados semelhantes, como o estudo de AL-Ani et al.!"* avaliando a atividade antimicrobiana
da prépolis europeia coletada de varias regides geogréaficas frente Salmonella choleraesuis, que
observaram um CIM de 2,5 mg/mL e CBM de 5 mg/mL. De acordo com Orsi et al.1’2 os valores
de CIM encontrados para a propolis bllgara sobre Salmonella Enteritidis isolada de alimentos
e para Salmonella Typhimurium, isolada de infeccdo humana foi de 260 mg/mL para ambos
isolados. Kalia et al.}” ao avaliarem o efeito antimicrobiano de trés extratos de prépolis indiana
em Salmonella enterica sorotipo Typhimurium, encontraram CIM de 160 mg/mL e CBM de
250 mg/mL. Nina et al.* ao avaliarem o efeito antibacteriano do extrato metandlico de propolis
do Chile coletadas em diferentes regides geograficas contra Salmonella spp. observaram
concentragdes do extrato variando de 0,625 mg/mL a 0,25 mg/mL. As diferengas encontradas

nos valores de CIM e CBM em diversos estudos, ocorrem devido a variagdo na composi¢do dos
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extratos das prépolis produzidas a partir de certas espécies de plantas e do periodo do ano, pelas
diferentes extraces e concentracdes de extrato utilizadas!™.

Em relacdo ao perfil de suscetibilidade a antimicrobianos, os altos percentuais de
resisténcia identificados no presente estudo (83,33%) mostram a importancia da unido entre 0s
setores veterinario e de salde publica na deteccdo e notificacdo adequadas de patdgenos
zoondticos veiculados por alimentos. De acordo com dados da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) os maiores percentuais de resisténcia para cepas de Salmonella spp.
isoladas de carcacas de frango no Brasil foram obtidos para estreptomicina (89,3%),
sulfonamidas (72,4%), florfenicol (59,2%), ampicilina (44,8%), acido nalidixico (44,0%),
ceftiofur (22,8%), aztreonam (20,4%), enrofloxacina (18,4%), ceftriaxona (17,3%) e cefalotina
(12,4%) e tetraciclina (11,2%)*®. Tais valores sdo inferiores aos encontrados neste estudo para
ceftiofur (63,3%), ceftriaxona (76,7,2%) e tetraciclina (70%). Os niveis de resisténcia indicam
que os antimicrobianos devem ser utilizados nos aviarios de forma mais prudente, buscando,
assim, minimizar a disseminacao de cepas resistentes.

Baixos indices de resisténcia a amicacina (1/48, 2,1%) e a tetraciclina (3/48, 6,2%)
foram descritos por Santos et al.1’” ao analisarem isolados de Salmonella spp. de amostras de
carcacas congeladas de frango. O resultado foi semelhante a este estudo em relagdo a amicacina,
que representou 6,7% (2/30) de resisténcia aos isolados testados. Essa baixa resisténcia pode
demonstrar que o uso deste agente antimicrobiano esta sendo melhor administrado no setor em
questdo nos ultimos anos.

Neste estudo foi observada resisténcia de 3,3% (1/30) dos isolados a quinolona
testada (norfloxacina), representando 12,5% (1/8) dos sorotipos avaliados (Tabela 6). Dados
semelhantes foram observados por Souza et al. 1’8, sendo que todos os sorotipos de Salmonella
spp. testados foram sensiveis a norfloxacina. Também foram semelhantes aos resultados de
Ribeiro et al. 1’®, com 8,8% de amostras resistentes de Salmonella Hadar a enrofloxacina, 3,8%
a ciprofloxacina e 100% de suscetibilidade a norfloxacina. Cardoso et al.!® encontraram
resultados de 100% de suscetibilidade de Salmonella Enteritidis & norfloxacina. O resultado
deste estudo, demonstrou que a maioria dos isolados foram suscetiveis a este agente
antimicrobiano, representando um dado importante, para resguardar a sua eficiéncia.

O ceftiofur € um agente antimicrobiano pertencente ao grupo das cefalosporinas de
terceira geracdo (B-lactdmico) intimamente relacionado a ceftriaxona. Considerando que 0s
microrganismos resistentes ao ceftiofur podem ser resistentes a ceftriaxona, o uso desse agente
antimicrobiano na alimentacdo animal estéa sob crescente discussé@o por ser um potencial agente

responsavel pelo surgimento e disseminacéo da resisténcia a ceftriaxona em Salmonella spp. e
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outros patdgenos entéricos em humanos!®l, Neste estudo 63,3% (19/30) dos isolados foram
resistentes ao ceftiofur e 76,7% (23/30) dos isolados foram resistentes a ceftriaxona,
representando o maior percentual de resisténcia.

A resisténcia aos antibidticos tradicionais, como doxiciclina, constituem uma
preocupacdo com a salde publica, limitando as escolhas terapéuticas para o tratamento da
salmonelose em animais e seres humanos'®. Neste estudo, a doxiciclina apresentou segundo
maior percentual de resisténcia (70%). Esse dado corrobora a pesquisa realizada por Duarte
et al.’8, que avaliaram a suscetibilidade de Salmonella spp. isoladas de carcagas de frango de
corte e verificaram que 31,6% das amostras foram resistentes a tetraciclina.

Por tais achados, pode-se apontar que a resisténcia as bases antimicrobianas de
maior eleicdo € real e alta, o que corrobora com a necessidade de identificar alternativas que
possam ser investigadas, processadas e aplicadas em diferentes segmentos da producao animal.
A prépolis pode ser uma alternativa vidvel aos antimicrobianos, por possuir potencial de acdo
expressivo para Salmonella spp., que poderia ser aplicada na industria de alimentos como
suplemento alimentar na dieta de animais de produco®, diminuindo assim os efeitos do
estresse térmico e melhorando a conversdo alimentar'®® e detergentes com a finalidade de
combater a formacdo de biofilmes a ser utilizado na higienizacdo das industrias como
ferramenta de controle!®. Cada vez mais pesquisas sobre a aplicagio de propolis na indstria
de alimentos se destacam e tendem a se tornarem frequentes, devido as suas propriedades

bioldgicas e a demanda do mercado por produtos naturais.
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7. CONCLUSAO

Pode-se concluir que os compostos identificados nos extratos de propolis verde
conferem agdo antimicrobiana e antioxidante. Tanto o extrato etandlico quanto o ultrassonico
da prépolis verde apresentaram efeito inibitorio e bactericida para Salmonella enterica, com
acao diferenciada conforme o sorotipo avaliado. As ac¢Ges de inibicdo e eliminacdo foram
identificadas em sorovares provenientes de matrizes alimentares e de ambiente. Identificou-se
resisténcia cruzada e multipla para bases antimicrobianas convencionais e sensibilidade

concomitante aos extratos de prépolis em concentracGes variadas.
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