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RESUMO

O objetivo do estudo foi verificar a inibição in vitro de Salmonella spp. frente a diferentes
extratos de plantas com indicações medicinais em diferentes diluições de etanol. Para isso,
foram obtidas 12 partes de plantas, entre folhas e caules, que fazem parte da terapêutica
popular de toxinfecções gastrintestinais de Alagoas. Essas plantas foram obtidas atráves de
coletas feitas em áreas de florestas de alguns municípios do Estado e foram submetidas à
procedimentos de secagem, trituração, maceração e prensagem, permitindo diferentes
concentrações de extrato para os experimentos. Amostras de Salmonella spp. isoladas de
bezerros de propriedades rurais do sertão alagoano foram utilizadas para verificar o potencial
antimicrobiano dos extratos etanólicos. Para isso, foi realizado o teste de Disco Difusão em
Placas com três estirpes de Salmonella spp., sendo substituídos os discos com antibióticos por
discos de extratos etanólicos nas concentrações de 10, 100, 500 e 1000mg/L. Como resultado,
a folha de Varronia multispicata, popularmente conhecida como Cavarucaá, apresentou
resultado positivo na inibição dos três isolados de Salmonella spp. nas concentrações de 500 e
1000mg/L. Os demais extratos não revelaram resultados de sensibilidade in vitro com a
bactéria, em nenhuma das concentrações. Mais estudos com Varronia multispicata precisam
ser desenvolvidos, com diferentes métodos de obtenção dos fitoconstituintes e com outras
estirpes de Salmonella spp. da região.

Palavras-chave: fitoconstituintes, salmonelose, saúde pública, resistência antimicrobiana,
plantas medicinais.

IN VITRO INHIBITION OF Salmonella spp. ISOLATED FROM CALVES OF THE
SERTÃO OF ALAGOAS WITH ETHANOLIC EXTRACTS OF PLANTS FROM THE

MATA ATLANTICA

ABSTRACT

The objective of the study was to verify the in vitro inhibition of Salmonella spp. against
different extracts of plants with medicinal indications in different ethanol dilutions. For this,
12 plant parts were obtained, including leaves and stems, which are part of the popular
therapeutics for gastrointestinal toxinfections in Alagoas. These plants were obtained through
collections made in forest areas in some municipalities of the state and were submitted to
procedures of drying, crushing, maceration and pressing, allowing different concentrations of
extract for the experiments. Samples of Salmonella spp. isolated from calves from rural
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properties in the sertão of Alagoas were used to verify the antimicrobial potential of the
ethanolic extracts. For this purpose, the Disc Diffusion Plates test was performed with three
strains of Salmonella spp., and the discs with antibiotics were replaced by discs of ethanolic
extracts at concentrations of 10, 100, 500 and 1000mg/L. As a result, the leaf of Varronia
multispicata, popularly known as Cavarucaá, showed positive results in inhibiting the three
isolates of Salmonella spp. at concentrations of 500 and 1000mg/L. The other extracts did not
show in vitro sensitivity results with the bacteria in any of the concentrations. Further studies
with Varronia multispicata need to be developed, with different methods of obtaining
phytoconstituents and with other strains of Salmonella spp. from the region.

Keywords: phytoconstituents, salmonellosis, public health, antimicrobial resistance,
medicinal plants.

INHIBICIÓN IN VITRO DE Salmonella spp. AISLADO DE TERNEROS DEL
SERTÃO DE ALAGOAS CON EXTRACTOS ETANÓLICOS DE PLANTAS DEL

MATA ATLÂNTICA

RESUMEN

El objetivo del estudio fue comprobar la inhibición in vitro de Salmonella spp. frente a
diferentes extractos de plantas con indicaciones medicinales en distintas diluciones de etanol.
Para ello, se obtuvieron 12 partes de plantas, entre hojas y tallos, que forman parte de la
terapéutica popular de las toxinas gastrointestinales en Alagoas. Estas plantas fueron
obtenidas a través de colectas realizadas en áreas forestales de algunos municipios del Estado
y fueron sometidas a procedimientos de secado, trituración, maceración y prensado,
permitiendo diferentes concentraciones de extracto para los experimentos. Para verificar el
potencial antimicrobiano de los extractos etanólicos se utilizaron muestras de Salmonella spp.
aisladas de terneros de granjas del sertão del estado de Alagoas. Para ello, se realizó la prueba
de difusión en disco con tres cepas de Salmonella spp. y se sustituyeron los discos con
antibióticos por discos de extractos etanólicos a concentraciones de 10, 100, 500 y 1000mg/L.
Como resultado, la hoja de Varronia multispicata, conocida popularmente como Cavarucaá,
mostró resultados positivos en la inhibición de los tres aislados de Salmonella spp. a
concentraciones de 500 y 1000mg/L. Los otros extractos no revelaron resultados de
sensibilidad in vitro con la bacteria, en ninguna de las concentraciones. Es necesario
desarrollar más estudios con Varronia multispicata, con diferentes métodos de obtención de
fitoconstituyentes y con otras cepas de Salmonella spp. de la región.

Palabras-clave: fitoconstituyentes, salmonelosis, salud pública, resistencia antimicrobiana,
plantas medicinales.

INTRODUÇÃO

O Brasil é um grande produtor animal com competitivos rebanhos bovinos. Estes
rebanhos superam a marca de 222 milhões de animais e posiciona-se como um dos maiores
produtores e exportadores de carne do mundo (1). Dados da Associação Brasileira das
Indústrias Exportadoras de Carne, revela uma receita de mais de U$ 7 bilhões para o país no
ano de 2019 (2).

A salmonelose caracteriza-se por ser uma enfermidade infecciosa causada por bactérias
da familia das Enterobacteriacea, pertencentes ao gênero Salmonella. Este agente infeccioso
tem como principal órgão alvo o intestino, onde costuma ocorrer alterações nas vilosidades
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que levam a quadros diarreicos, dores abdominais, entre outros sintomas (3). No Brasil, a
salmonelose ganha destaque nos rebanhos bovinos e nas aves domésticas, com grande
potencial de afetar seres humanos que consomem os produtos de origem animal (3,4).

Uma preocupação atual é o impacto que o uso indevido do tratamento antimicrobiano
tem desencadeado nos rebanhos, criando cepas bacterianas cada vez mais resistentes a
medicamentos de uso rotineiro. Em Alagoas, recentemente, foi identificado um surto de
Salmonelose em bezerros pertencentes à mesorregião do Estado, no qual o agente mostrou-se
resistente aos principais antibióticos utilizados para tratamento dos animais na região, como o
cefotaxima, cepalexina, cefoxitina, polimixina and tetraciclina (5).

O uso indiscriminado dos antibióticos no tratamento dos animais pode promover o
surgimento de bactérias multirresistentes, ressaltando a gravidade do tema e como a
manutenção dessas práticas podem ser deletérias (5). O surgimento de superbactérias consiste
em uma questão global e o enfrentamento desses super agentes deve ocorrer, sempre sob a
perspectiva de one health, associando a ocorrência nos animais como um risco para a saúde
humana (6,7).

Nos últimos anos, pesquisas experimentais utilizando plantas e extratos de plantas para
o tratamento de enfermidades infecciosas têm sido aplicadas. Um exemplo disto é o estudo de
Naghadi et al. (8), que apresentou uma revisão literária dos principais fitoterápicos –
Teucrium polium, raízes de berberis, alho, Scrophularia deserti, Alhagi and Eucalyptus –
utilizados no tratamento complementar da brucelose canina e seu possível uso na terapêutica
humana. Sperotto et al. (9) estudou a eficiência de Achyrocline satureoides no tratamento da
mastite bovina e Avancini e Wiest (10) estudaram a eficiência de 36 plantas da mata atlântica
brasileira na redução de infecções de pele. O desenvolvimento e o uso de fitoterápicos na
veterinária e no âmbito da saúde em geral chama atenção, em detrimento da descoberta de
novas substâncias no combate à resistência bacteriana, aliadas ao baixo custo e fácil
disponibilidade, agregando um novo nicho terapêutico para o tratamento de enfermidades
(11,12).

O objetivo deste trabalho foi verificar, a partir de cepas de Salmonella spp. isoladas de
bezerros de propriedades familiares de Alagoas, o perfil de sensibilidade in vitro frente a
fitoconstituintes presentes nos extratos oriundos de fragmentos de plantas com potencial
medicinal em diferentes diluições em etanol.

MATERIAL E MÉTODOS

Questões Éticas

Este estudo foi aprovado pela Câmara de Ética em Experimentação Animal da
Universidade Federal de Alagoas (CEUA-UFAL), número de protocolo 65/2017.

Isolados de Salmonella

As cepas de Salmonella spp. utilizadas foram obtidas em coletas realizadas pelo grupo
de pesquisa em 2018 de bezerros com 10 a 90 dias de idade que apresentavam quadro de
diarréia. As amostras foram semeadas, cultivadas e testadas fenotipicamente e
genotipicamente para a confirmação do diagnóstico de Salmonella spp. As cepas foram
armazenadas e mantidas no acervo junto ao Laboratório de Microbiologia da Universidade
Federal de Alagoas.

Obtenção do Material Vegetal
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As plantas selecionadas para o estudo foram obtidas da Mata Atlântica, de acordo com a
disponibilidade e do interesse fitoterápico existente. A coleta das plantas consistiu em retirar a
parte de interesse (Tabela 1), buscando reunir um material íntegro e com o mínimo possível
de contaminantes. Elas foram mantidas secas à sombra e em seguida peneiradas em tecido de
musselina. Parte dessas plantas eram utilizadas na medicina popular da região, considerando
que 75% dos compostos puros naturais empregados na indústria foram recomendados visando
este atributo (13). Na Tabela 1, temos os fragmentos das plantas selecionados para a produção
dos extratos e seus respectivos nomes cientificos e populares.

Tabela 1. Fragmento de plantas coletadas com suas respectivas nomenclaturas.
Fragmento Nome científico Nome popular

Casca de Caule Tabebuia roseoalba Ipê Branco
Caule Xylopia laevigata Pindaíba
Folha Varronia multispicata Cavarucaá
Folha Xylopia frutescens Aubl Imbira Vermelha

Casca de Caule Byrsonima crispa A. juss Murici da Mata
Folha Diospyros gaultheriifolia Árvores de Caqui
Folha Vismia guianenses Aubl Pau de Lacre
Folha Capscum Pimentão
Caule Senna phlebadenia Sena
Caule Tournefortia bicolor Niguiba Tinga
Folha Cocoloba parimensis Caa Uassu Rana

Fonte: Botanical Research And Herbarium Management System.

Os nomes populares foram encontrados no programa Brahms (Botanical Research And
Herbarium Management System) no banco de dados ASE. As plantas utilizadas eram
provenientes de áreas de floresta localizadas nos municípios de Muricí, Viçosa, União dos
Palmares e Jundiá. As amostras foram acondicionadas como exsicatas no Laboratório de
Química do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal de Alagoas.

Extração e Inibição

Para obtenção dos extratos, as partes das plantas foram submetidas a um processo de
extração alcoólica. Essas plantas passaram por secagem durante 1 hora em temperatura
ambiente em béqueres acondicionados em local fresco e arejado. Foi pesado 1 kg do material,
que após secagem, foi triturado e macerado em etanol a 90%. Após concentração das soluções
em evaporador rotativo, obteve-se o extrato bruto em etanol (63,4 g). O material foi então
coado e prensado, com o objetivo de recuperar o solvente utilizado na extração e os ativos
extraídos por ele. A suspensão foi centrifugada a 4 °C em uma velocidade de 3000 rpm
durante 15 minutos, e o sobrenadante obtido foi filtrado com o uso de um papel de filtro
Whatman nº 1. O material extraído foi aliquotado em frascos com tampa de rosca a -20 °C e
mantidos nesta temperatura até posterior utilização no teste de susceptibilidade (14).

A susceptibilidade in vitro das estirpes de Salmonella spp. frente aos fitoconstituintes
foi avaliada pela técnica de Disco Difusão em Placas contendo meio Ágar Mueller Hinton de
acordo com o CLSI (15). Caldos enriquecidos de Salmonella spp. foram utilizados na
semeadura das placas na concentração de 1.000.000 de unidades formadoras de colônias / ml,
e após isso, os extratos foram adicionados na posição dos discos de ação antimicrobiana. As
concentrações de extrato utilizadas nos testes foram de 10mg/L, 100 mg/L, 500mg/L e
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1000mg/L. As placas foram incubadas a 37°C e analisadas após 24 horas. Os resultados foram
interpretados de acordo com o CLSI (15).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

De todos os extratos utilizados, apenas foi observada sensibilidade das cepas de
Salmonella frente às concentrações do extrato de Varronia multispicata a partir de 500 e 1000
mg/L, demonstrando um resultado efetivo na inibição microbiana.

Tabela 2. Antibiograma das estirpes de Salmonella spp. diante do extrato etanólico da folha
de Varronia multispicata em diferentes concentrações.

Amostra
Diluições (mg/L)

10 100 500 1000
1 R R S S
2 R R S S
3 R R S S

R= Resistente; S= Sensível

A utilização das plantas medicinais tem assumido um papel de grande importância no
tratamento de doenças nos últimos anos. Maciel et al. (16) promoveu a inibição de cepas de
Salmonella spp. resistentes a antibióticos através da atividade antibacteriana do extrato
hidroalcoólico bruto de Achyrocline satureioid, ressaltando a importância do estudo de
plantas regionais e que fazem parte da cultura popular

A ausência da ação antimicrobiana no extrato da planta Varronia multispicata na
literatura confirma a grandeza deste trabalho, que trouxe um novo precursor fitoterápico
eficaz para a eliminação bacteriana in vitro de cepas de Salmonella spp. Acredita-se na
existência de Triterpenos atuando nas atividades biológicas, tais como as que ocorrem contra
Trypanosoma cruzi, Giardia intestinalis e na inibição da proteína tubulina, que pode ser o
modo de ação que justifica a atividade citotóxica e antitumoral (17).

Considerando os aspectos climáticos da mesorregião de Alagoas, que é uma região que
enfrenta períodos de seca extrema, redução do aporte hídrico e consequente escassez de
alimentos, o comércio de animais é eminente, promovendo um trânsito sanitário pertinente
que quando praticado especialmente por vias ilegais é tido como um potencial risco à
disseminação de doenças e patógenos, e somente a fiscalização sanitária satisfatória dos
órgãos responsáveis e a credibilidade dos serviços veterinários são capazes de minimizar a
problemática (18).

Os resultados confirmam a possibilidade da Varronia multispicata em futuros estudos
aplicados que possam elevar sua importância para além da medicina popular, e os resultados
negativos de inibição podem se justificar por alguma ação complementar do organismo vivo
ao receber o tratamento a partir dessas plantas ou de fato a ineficiência da terapêutica. Os
saberes populares sempre devem ser considerados pela pesquisa científica, principalmente
para o combate de microrganismos multirresistentes. É preciso que outros estudos, com
diferentes métodos de obtenção dos fitoconstituintes e com outras estirpes de Salmonella spp.
da região, sejam desenvolvidos a fim de verificar o real potencial da Varronia multispicata
como um agente antimicrobiano natural.

CONCLUSÃO
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Ocorreu a eficácia do extrato etanólico da Varronia multispicata na inativação das
cepas de Salmonella spp. isoladas de bezerros nas diluições de 500 a 1000 mg/L.
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