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CONCENTRAQAO INIBITORIA E BACTERICIDA MINIMA DE
ACIDOS ORGANICOS, ASSOCIADOS OU NAO, FRENTE A
Escherichia coli E Salmonella spp

RESUMO

Os 4&cidos organicos e alguns extratos herbais apresentam efeito
antimicrobiano, sendo assim podem possuir controle na Escherichia coli e
Salmonella spp. S&o os principais causadores da sindrome da diarreia em
bezerros jovens e importante causa de morbidade e mortalidade, resultando
em perdas econdmicas consideraveis aos pecuaristas. Nesta casuistica, varios
enteropatégenos podem estar envolvidos, isoladamente ou em associagéo,
sendo a Escherichia coli e Salmonella spp., dois dos principais agentes
causadores desta sindrome. Nesse sentido, os &cidos orgénicos e alguns
extratos herbais podem ser uma alternativa no controle da diarreia em bezerros
neonatos, uma vez que apresentam efeito antimicrobiano. Porém, os &cidos e
sais organicos sdo populares e muito bem documentados na producédo de
suinos e aves, mas informacdes sobre os eventuais efeitos destes compostos
no controle de diarreia em bezerros sdo ainda desconhecidas. Este estudo
visou determinar a atividade antimicrobiana de uma mistura de acidos
organicos, associados ou ndo com extrato herbal, no controle in vitro de
Escherichia coli e Salmonella spp., agentes causadores de diarreia em
bezerros lactentes. Para o estudo, foram utilizadas as linhagens padrdes:
Escherichia coli O157:H7 ATCC 43888 e Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Typhi CCCD S003, sendo reativadas em meio agarizado de Tayer e
incubadas por 24 horas a 37 ° C. O blend de acidos organicos foi composto por
25% de acido benzoico, 30% de acido férmico, 25% de &cido fumarico e 20%
de diéxido de silica. J& o blend de acidos organicos associado ao extrato
vegetal foi composto por 21,2% de &cido benzoico, 25,5% de &cido férmico,
21,2% de acido fumarico, 17,1% de diéxido de silica e 15% de extrato vegetal.
Por sua vez, o extrato de plantas foi composto por 50% de castanha
portuguesa (Castanea sativa) e 50% de acacia negra (Acacia decurrens).
Ambos foram testados em concentracdes de 0,00%; 0,40%; 1,70%; 3,20%;
6,25%; 12,50%; 25,00%; 50,00% e 100,00%. A atividade antibacteriana foi feita
pela técnica de disco-difusdo e diluicio em caldo. A determinacdo da
concentracéo inibitéria minima (CIM) foi realizada pela técnica da microdiluicéo
em caldo, utilizando-se microplacas de 96 pocos. Para a concentracdo
bactericida minima (CBM) foram inoculadas em meio Tayer Martin, desprovido
de antimicrobianos, realizado em triplicata, sendo considerada CBM a menor
concentracdo do blend de acidos organicos que apresentou subcultivo negativo
ou média de 0,1 UFC. Determinada a CBM, a concentragéo inibitdria minima foi
utilizada para avaliar o crescimento das bactérias na presenca dos acidos
organicos em fungédo do tempo, determinando-se as curvas de sobrevivéncia
da Escherichia coli e Salmonella spp. Apos a realizacdo das analises, verificou-



se que, para as cepas de Escherichia coli testadas, a concentracdo inibitéria
minima (CIM) foi de 50%, tanto para o produto composto pelo blend de acidos
organicos quanto para o blend de acidos organicos com adi¢cdo do extrato de
plantas. Ja a concentragdo bactericida minima (CBM) foi de 100% para ambos
os produtos testados, isto é, foi necessario o emprego dos produtos puros. Em
relacdo as cepas de Salmonella spp. estudadas, verificou-se que tanto a
concentracdo inibitéria minima (CIM) quanto a concentracdo bactericida
minima (CBM) foram de 100% para os produtos avaliados. Também foi
observado que o efeito bactericida do blend de acidos organicos frente a
Escherichia coli e Salmonella spp. depende tempo de exposicdo ao produto.
Para E. coli, observou-se que o tempo necessario para eliminar 100% das
cepas foi de quatorze horas na presenca do blend de acidos organicos e de
treze horas no composto de &cidos organicos mais extrato de plantas. Ja
quando cepas de Salmonella spp. foram expostas ao blend de &acidos
organicos em diferentes tempos, o tempo de sobrevivéncia foi de onze horas
na presenca dos acidos organicos e treze horas no composto de acidos
organicos mais extrato de plantas.

Palavras-chave: diarreia em bezerros, acido benzoico, acido fumarico, acido
férmico, acacia negra, castanha portuguesa



INHIBITORY CONCENTRATION AND MINIMUM BACTERICIDE
OF ORGANIC ACIDS, ASSOCIATED OR NOT, AGAINST
Escherichia coli E Salmonella spp

ABSTRACT

Organic acids and some herbal extracts have an antimicrobial effect, so they
may have control in Escherichia coli and Salmonella spp. They are the main
cause of diarrhea syndrome in young calves and an important cause of
morbidity and mortality, resulting in considerable economic losses to cattle
ranchers. In this series, several enteropathogens may be involved, alone or in
association, with Escherichia coli and Salmonella spp. Being two of the main
causative agents of this syndrome. In this sense, organic acids and some
herbal extracts may be an alternative in the control of diarrhea in neonatal
calves, since they present antimicrobial effect. However, organic acids and salts
are popular and very well documented in swine and poultry production, but
information on the possible effects of these compounds on the control of
diarrhea in calves is still unknown. This study aimed to determine the
antimicrobial activity of a blend of organic acids, associated or not with herbal
extract, in the in vitro control of Escherichia coli and Salmonella spp., agents
that cause diarrhea in lactating calves. For the study, standard strains were
used: Escherichia coli O157: H7 ATCC 43888 and Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi CCCD S003, reactivated in Tayer's agar medium and
incubated for 24 hours at 37 ° C. The blend of organic acids employed was
composed of 25% benzoic acid, 30% formic acid, 25% fumaric acid and 20%
silica. The blend of organic acids associated with the plant extracts was
composed of 21.2% benzoic acid, 25.5% formic acid, 21.2% fumaric acid,
17.1% silica dioxide and 15% vegetable. In turn, the plant extract was
composed of 50% Portuguese chestnut (Castanea sativa) and 50% black
acacia (Acacia decurrens). Both were tested in concentrations of 0.00%, 0.40%,
1.70%, 3.20%, 6.25%, 12.50%, 25.00%, 50.00% and 100.00%. The
antibacterial activity was done by the disc-diffusion technique and dilution in
broth. The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined using the
microdilution technique in broth, using 96-well microplates. The minimum
bactericidal concentration (MBC) was inoculated in Tayer Martin medium,
devoid of antimicrobials, carried out in triplicate, being CBM the lowest
concentration of the blend of organic acids that presented negative subculture
or a mean of 0.1 CFU. The minimum inhibitory concentration was determined to
determine the growth of bacteria in the presence of organic acids as a function
of time, and the survival curves of Escherichia coli and Salmonella spp were
determined. After the analyzes, it was verified that for the Escherichia coli
strains tested, the minimum inhibitory concentration (MIC) was 50%, both for
the product composed of the blend of organic acids and for the blend of organic
acids with addition of the plant extract. The minimum bactericidal concentration
(MBC) was 100% for both products tested, that is, it was necessary to use the
pure products. In relation to the strains of Salmonella spp. studied, it was
verified that both the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum
bacterial concentration (CBM) were 100% for the evaluated products. It was
also observed that the bactericidal effect of the blend of organic acids against



Escherichia coli and Salmonella spp. depends on time of exposure to the
product. For E. coli, it was observed that the time required to eliminate 100% of
the strains was fourteen hours in the presence of the blend of organic acids and
thirteen hours in the compound of organic acids plus plant extract. When strains
of Salmonella spp. were exposed to the blend of organic acids at different
times, the survival time was eleven hours in the presence of organic acids and
thirteen hours in the compound of organic acids plus plant extract.

Keywords: diarrhea in calves, benzoic acid, fumaric acid, formic acid, black
acacia, portuguese chestnut.
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1 INTRODUCAO

1.1 Relevancia do tema

Microrganismos do género Salmonella spp. e Escherichia coli estado
amplamente distribuidos no intestino de humanos e animais, incluindo bovinos,
0 que, em animais imunodeprimidos, pode levar a ocorréncia de uma série de
distarbios, como diarreia, por exemplo, ocasionando muitos prejuizos
econdmicos. Dessa forma, varias maneiras de diminuir e prevenir a ocorréncia
de bactérias patogénicas em bovinos tém sido pesquisadas, o0 que resulta em
maior seguranga alimentar, bem como, maior eficiéncia de rebanhos [1].

Em bezerros, principalmente aqueles com até um més de idade, a
ocorréncia de enterites pode levar a uma série de problemas econémicos
relacionados ao atraso no crescimento dos animais, uso de medicamentos,
bem como a perda pela morte de animais. Assim, como estratégia para
minimizar esses danos, antibiéticos e outros agentes foram empregados
continuamente na suplementacéo de racoes.

Entretanto, o emprego de antibidticos traz uma série de prejuizos,
como a impregnacao da carcaga, com consequente consumo humano dessa
carne, o que esta relacionado ao aumento dos casos de resisténcia bacteriana,
por exemplo. Isso levou a proibicdo do emprego desses agentes em bovinos
para exportacdo em diversos paises.

Em consequéncia disso, bem como da preferéncia da populagdo em
consumir carnes oriundas de animais saudaveis, a utilizacdo de outros
compostos tem sido pesquisada como alternativa ao emprego de antibiéticos,
dentre eles, pode-se citar os &cidos organicos, 0os quais tem se mostrado

promissores no controle das infeccdes por E. coli e Salmonella spp.
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1.2 Fundamentacao

1.2.1 Enterobactérias

A familia Enterobacteriaceae contém uma variedade de espécies amplamente
distribuidas na natureza, estando presentes na agua, solo, plantas, animais,
carne, graos, ovos, entre outros, com muitas espécies patogénicas para o
homem e os animais, sendo consideradas um risco para a saude publica em
todo o mundo. As espécies pertencentes a essa familia produzem uma série de
fatores de viruléncia, com importancia a E. coli e espécies pertencentes aos
géneros Shigella, Salmonella e Yersinia, as quais podem causar infeccdes

intestinais e extra intestinais [7].

1.2.1.1 Escherichia coli

A Escherichia coli, pertencente a familia Enterobacteriaceae, € uma bactéria
gram negativa que, apesar de fazer parte da microbiota [8], coloniza a flora
intestinal de mamiferos, como de seres humanos e de aves podendo causar
sérios danos a saude dos consumidores, como diarreias graves,
principalmente, em criancas menores de cinco anos. As cepas patogénicas de
E. coli séo classificadas de acordo com seu mecanismo de patogenicidade e
quadro clinico, sendo comumente divididas em seis grupos: enterotoxigénico
(ETEC); enterohemorragico, também conhecido como produtor de toxina Vero
ou toxina Shiga (EHEC ou VTEC ou STEC); enteroinvasiva (EIEC);
enteropatogénica (EPEC); enteroagregativa (EAEC) e adeséao difusa (DAEC).
Observa-se que 0 grupo mais prevalente em diarreias agudas € o
enterotoxigénico, em seguida o enteroinvasivo [9].

Além disso, a E. coli esta associada a infeccbes do trato urinario em
humanos, principalmente, em mulheres, devido, entre outros fatores, ao
formato do sistema urinario, que apresenta uretra menor e maior proximidade a
regido perianal [10]. A E. coli também esta entre as bactérias mais frequentes
em casos de infeccbes hospitalares, sendo um problema de saude publica,

uma vez que comumente tem ocorrido a incidéncia de bactérias
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multirresistentes aos antibiéticos. A maioria dos casos de infeccdes
hospitalares ocorre nas unidades de terapias intensivas (UTI), devido a maior
gravidade das doencas, de procedimentos invasivos e estado imunoldgico dos
pacientes que sdo internados nesse setor [11].

Outro problema relacionado a Escherichia coli, envolvendo seres
humanos, é a meningite bacteriana, um processo inflamatério que envolve o
encéfalo e a medula espinhal. Esse tipo de processo inflamatério ocorre,
principalmente, em criancas e neonatos, e € responsavel por elevados
nameros de casos de morbidade e mortalidade nesta fase [12].

A E. coli também pode ser encontrada na microbiota intestinal de
diversos animais, desenvolvendo com esses uma relacdo de mutualismo.
Entretanto, ndo € ainda elucidado totalmente como se da essa relacao, sabe-se
gue a presenca da bactéria auxilia no processo de absorcdo de vitaminas, por
exemplo. E importante ressaltar também que E. coli possui muitas cepas que
variam em relagdo a viruléncia, sendo as patogénicas prejudiciais a saude dos
animais [13].

Dentre as doencas causadas aos animais, a colibacilose tem
importancia fundamental, afetando principalmente bezerros jovens, nos
primeiros dias de vida, provocando diarreia que pode evoluir para morte. A
colibacilose caracteriza-se por ser uma doenga causada por cepas patogénicas
de E. coli enteroxigénica (ETEC), sendo o tratamento baseado,
essencialmente, na administracdo de antibacterianos, o que pode trazer uma
série de prejuizos, como resisténcia ao antimicrobiano, efeitos toxicos e
alergias [14]. Assim, pesquisas tém sido feitas com o intuito de investigar
tratamentos alternativos aos antibacterianos convencionais para diarreia em
bezerros oriunda da infeccdo por E. coli, bem como de outras bactérias
patogénicas.

Nesse sentido, uma pesquisa realizada por Malveira et al. [14], que
procuraram estudar o efeito antibacteriano de bactérias lacticas probidticas,
isoladas de bezerros de corte, mais especificamente Lactobacillus salivarius, L.
crispatus e L. pentosus, contra trés cepas de E. coli, observaram a formacao de

halos de inibi¢cdo superiores a 10 mm de diametro, bem como resisténcia ao pH
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acido e sais biliares, demonstrando, assim, que essas bactérias possuem
potencial probidtico.

Esses autores comentaram ainda que as bactérias probidticas trazem
varios beneficios, podendo ser empregados como agentes adjuvantes com
intuito de melhorar a saude de bezerros neonatos, além de melhorar a resposta
imunoldgica intestinal, sendo, portanto, um grande beneficio a adicdo de
probidticos a dieta dos animais. Essas cepas de bactérias &cido-lacticas
produzem compostos com potencial antimicrobiano, como acidos organicos,
bacteriocinas, acido lactico, peroxido de hidrogénio, que, entre outros
beneficios, inibem a proliferacdo de bactérias patogénicas, como algumas
cepas de E. coli [14].

E importante comentar que, pelo fato de algumas bactérias da familia
Enterobacteriaceae, como E. coli e Samonella sp., fazerem parte da microbiota
intestinal normal de humanos e animais, como 0S bezerros, 0 manejo
adequado da alimentacdo se constitui como forma de prevenir proliferacdo de
cepas patogénicas, jA que a literatura comenta que a proliferacdo desses
microrganismos € menor em animais sadios e bem nutridos, apesar de nao
estar bem elucidado como isso ocorre [1].

A E. coli, como a maior parte dos agentes patogénicos que afetam

mucosas, segue uma estratégia de infeccao [15]:

i) colonizagcdo da mucosa, ii) evasdo das defesas do hospedeiro, iii)
multiplicagdo e iv) dano ao hospedeiro. E. coli causadoras de
infeccdes entéricas em geral apresentam diferentes sorotipos e
fatores de viruléncia. A colonizagdo das células intestinais ocorre por
meio de adesinas, que podem ser fimbriais ou ndo. A producdo de
diversas toxinas, que interagem com enterécitos de maneiras
diferentes, também ¢é uma caracteristica comum de cepas
diarreiogénicas de E. coli. Algumas cepas de E. coli interagem com o
citoesqueleto das células intestinais, modificando a estrutura das
microvilosidades das células das vilosidades intestinais. Esses fatores
de viruléncia sdo codificados por genes presentes em ilhas de
patogenicidade ou em plasmideos de viruléncia, podendo ser também
transferidos entre cepas de E. coli por bacteriéfagos. Atualmente, a
identificacdo de genes de viruléncia por PCR tem demonstrado ser
rapida, pratica e sensivel na identificacdo de E. coli diarreiogénicas
[15].

Segundo Ribeiro e Perecmanis [16], apesar da E. coli ser considerado
um microrganismo comensal, habitando o trato gastrointestinal de mamiferos,

ele esta associado as quadros de diarreia, apresentando alto grau de
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adaptabilidade aos diversos tipos de hospedeiro, o que est4d associado a
presenca de genes que codificam fatores de viruléncia. Dessa forma, bezerros
de aspecto sadio podem carrear o patégeno, contaminando outros animais, o
gue ocorre principalmente pela via fecal-oral.

E importante citar que as principais cepas de E. coli relacionadas a
diarreia sdo: ETEC (E. coli enterotoxigénica); EPEC (E. coli enteropatogénica);
EHEC (E. coli enterohemorragica) STEC (E. coli produtora de toxina Shiga) e
NTEC (E. coli necrotoxigénica) [16].

Sabe-se que existem outros patotipos de E. coli que causam diarreia
em humanos, mas que ainda néo foi evidenciado que sao diarreicogénicas em
bezzeros, sédo elas: EIEC (E. coli enteroinvasiva); DAEC (E. coli de aderéncia

difusa) e EAEC (E. coli enteroagregativa) [17].

1.2.1.2 Salmonella spp.

As bactérias do género Salmonella spp. sdo microrganismos com distribuicao
mundial, infectando uma série de hospedeiros, como o0 homem e outras
espécies animais, 0s quais servem também como transportadores, o que
facilita ainda mais a sua disseminagéo [18].

Essa bactéria destaca-se como uma zoonose de relevancia mundial. O
género € composto por duas espécies: Salmonella bongori (prevalente em
animais de sangue frio); e Salmonella enterica (com mais de 2579 sorotipos ja
identificados), desses, 1531 fazem parte da subespécie enterica, de
importancia em seres humanos e animais [13].

Assim como cepas patogénicas de E. coli provocam diarreias em
bezerros, espécies de Salmonella sp. também ocasionam diarreias importantes
nesses animais, como destaque para Salmonella (S.) enterica subespécie
enterica, com énfase para os sorotipos Typhimurium e Dublin. Na salmonelose,
0S microrganismos atacam porc¢des do sistema digestorio, especialmente as
por¢des terminais do ileo e ceco [18].

A diarreia oriunda da infeccéo pelas cepas patogénicas de Salmonella
Sp. é caracterizada por varios sinais clinicos, sendo que, em animais de até oito

semanas de idade, tem-se a presenca de diarreia aquosa, aguda e fétida, com
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desidratacéo, desequilibrio eletrolitico, endotoxemia, bacteremia e até morte. A
gravidade da infeccdo € maior nos individuos mais novos, sendo necessaria a
presenca de 10° a 10'° unidades formadoras de colonias (UFC) de S.
Typhimurium para que o0s sinais e sintomas clinicos comecem a aparecer [19].

Dessa forma, vérios estudos, tém sido feitos para avaliar as infeccdes
por Salmonella sp. em bezerros e formas alternativas de tratamento.

Um estudo realizado por Avila et al. [19] que buscou avaliar a
sintomatologia da infec¢gdo induzida em bezerros por S. Typhimurium,
utilizando, para isso, 10° UFC desse microrganismo, inoculadas em 12
bezerros machos com idade de 10 a 15 dias, observaram quadro da infeccéo
em todos o0s animais participantes do experimento. Todos o0s bezerros
apresentaram diarreia e febre, ndo sendo observado 6bito.

Marques et al. [20] realizaram um estudo com Salmonella enterica
subespécie enterica sorotipo Dublin que objetivou coletar dados para avaliar
um surto de salmonelose ocasionado por esse agente em bezerros, numa
fazenda do Maranhdo. O surto de salmonelose matou 40,9% dos bezerros,
com sintomatologia que incluia febre, anorexia e depressao, além de, em
alguns casos, sinais entéricos, neurologicos e respiratorios. Esses autores
relataram ainda que, apesar do surto ter sido controlado, a eliminacdo da
Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo Dublin no ambiente é dificil,
sendo importante a adocdo de medidas que controlem a proliferacdo desse
microrganismo no ambiente.

E importante ressaltar que a diarreia em bezerros é uma patologia
multifatorial, sendo uma das principais causas de morte de bezerros neonatos,
ja que a diarreia contribui para a morte de 50 a 75% de bezerros com até trés
semanas de idade. Dessa forma, a sindrome diarreica neonatal é resultante da
combinacdo de varios fatores relacionados ao ambiente, ao manejo e as
caracteristicas dos bezerros [21].

Santana [22] buscou avaliar o tratamento e a sintomatologia da
infeccdo experimental por Salmonella Dublin em bezerros bubalinos, observou
que o tratamento com o antibidtico florfenicol ndo se mostrou eficiente para
tratar a infeccdo, ressaltando-se aqui a busca por formas alternativas de

tratamento para infec¢coes em bezerros.
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Em outro estudo, Silva et al. [23], com o intuito de comparar as
caracteristicas das infecgbes experimentais em bezerros recém-nascidos com
108 UFC de Salmonella Dublin e 10° de Salmonella Typhimurium, observou-se
gue a sintomatologia da infeccao por Salmonella Typhimurium foi mais intensa
até 96 horas da infeccdo experimental, sendo caracterizada por enterite auto
limitante; jA& os animais que foram inoculados com Salmonella Dublin
apresentaram agravamento da diarreia apos 96 horas da infeccdo
experimental, caracterizando um quadro mais grave, com enterite severa,

sintomas respiratorios e até morte.

1.2.2 Acidos orgéanicos e efeito antimicrobiano

Os quimioterapicos e antibioticos foram, durante muito tempo, empregados
como fatores para o melhoramento de animais. Atualmente, métodos
alternativos tém sido requeridos, pois, h4 uma preocupacdo com a producdo de
alimentos que sejam seguros e oriundos de animais saudaveis, sendo fato que
o0 emprego de substancias quimicas, entre elas os antibiéticos, podem produzir
nos consumidores uma série de reacdes indesejaveis, as quais podem interferir
negativamente em sua saude, como reacdes alérgicas, além de poderem levar
a producéo de microrganismos resistentes aos medicamentos [24].

O aumento da resisténcia das bactérias aos antibidticos é um fato
amplamente reconhecido pela literatura, sendo registrado pela Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) e Organizacao Mundial para Saude Animal (OIE).

A crescente resisténcia microbiana aos antibidticos € frequentemente
relacionada ao uso indiscriminado pela medicina humana, entretanto, também
tem sido associada a forma como os alimentos séo produzidos, podendo estar
relacionada, entre outros fatores, ao emprego de substancias quimicas, como
antibiéticos, em ragGes animais, sendo proibida a presenca dessas substancias
em carnes voltadas para a exportacdo. No Brasil, os compostos tetraciclinas,
penicilinas, cloranfenicol, sulfonamidas sistémicas, furazolidona, nitrofurazona
e avorpacina tém o emprego proibido como aditivos para racdes [24].

Acidos organicos sd@o substancias com estrutura geral R-COOH,

podendo ser derivados de acidos carboxilicos, como aminoacidos, acidos
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graxos, coenzimas e metabdlitos intermediérios, entretanto, aqueles com
estrutura de Aacidos graxos de cadeia curta apresentam atividade
antimicrobiana, destacando-se o acido formico, acético, propidnico, butirico,
malico, lactico, tartarico, benzoico e citrico, presentes naturalmente em plantas
e animais [24].

Esses compostos apresentam atividade de inibicdo do crescimento de
fungos em matérias-primas e ra¢des, bem como na reducao da proliferacdo de
enterobactérias, como Salmonella e Escherichia coli e melhora as
caracteristicas nutricionais das racoes.

Dessa forma, a suplementacdo das racdes dos animais pode ser
empregada como uma eficiente estratégia nutricional. Além disso, a dieta
suplementada com acidos organicos, em leitbes, por exemplo, tem diminuido a
ocorréncia de diarreia e controlado a proliferacdo de E. coli nesses animais
[25].

A acédo do efeito antimicrobiano é explicada pelo fato de serem acidos,
podem se encontrar na forma néo dissociada, podendo atravessar membranas
plasmaticas, o que é facilitado também porque essas moléculas apresentam
tamanho pequeno. No interior da célula bacteriana, essas substancias liberam
o proton, transformando-se na forma dissociada, o que afeta diretamente o pH
celular, modificando, portanto, a concentracdo de prétons e a carga elétrica no
ambiente extracelular [25].

A reducgéo do pH extracelular, de um modo geral, estimula a agdo de
enzimas digestivas intestinais, auxiliando no desenvolvimento de um ambiente
intestinal favoravel para a proliferacdo de microrganismos benéficos, o que, por
competicdo, também diminui o crescimento de microrganismos patogénicos.
Além disso, a presenca desses acidos no ambiente intracelular bacteriano pode
levar a0 aumento da pressdo osmoética, como um dos mecanismos de
compensacdo de carga elétrica, o que leva ao rompimento da parede celular
bacteriana [25].

E importante ressaltar que os &cidos organicos tém acio
antimicrobiana mais eficiente no estbmago, pois, devido ao fato de possuirem
constante de ionizag&o (pka) maior, estao presentes em maior concentracao na

forma nao-ionizada, podendo, como explicado anteriormente, atravessar a
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membrana plasmética das bactérias, liberando o préton no citosol, alterando o
pH interno, o que leva ao comprometimento da atividade celular e consequente
morte da bactéria [26].

Além da atividade antimicrobiana, os acidos organicos podem exercer
outras atividades benéficas em ruminantes, o que é importante
economicamente, ja que esses animais se constituem na principal fonte de
carne e leite para alimentagdo humana. E importante ressaltar ainda que a
utilizacado dos acidos organicos € segura, pois ndo sao identificados residuos
desses compostos nas carcacas, tendo beneficios semelhantes aos
antibiéticos promotores de crescimento, por exemplo, levando a redu¢édo do pH
ruminal e da producdo e emissdo de metano. Sendo que a maior parte dos

estudos realizados envolvem o acido malico e fumaérico [27].

1.2.3 Atividades biol6gicas de extratos de acacia negra e castanha

portuguesa

O numero cada vez maior de bactérias entéricas multirresistentes atualmente &
considerado um grande desafio. A resisténcia mdultipla a antibidticos esta
aumentando entre os isolados clinicos de bactérias e o surgimento de
resisténcia as drogas beta-lactamases de 32 e 42 geracdo tem uma terapia
complicada. A carga de resisténcia a cefalosporina de espectro estendido e a
outros farmacos beta-lactamicos entre as Enterobacteraceae é enorme, o que
levou a industria a busca de novos medicamentos, sendo que cerca de 122
drogas de 94 espécies de plantas ativas foram descobertas através de ligacdes
etnobotéanicas [14].

Assim, vérios estudos [28, 29, 30, 31, 32, 33] com espécies vegetais,
com intuito de encontrar novos compostos com atividade antimicrobiana tém
sido realizados, bem como outras atividades, entre eles pode-se citar espécies
dos géneros Acacia e Castanha portuguesa.

Um estudo realizado com Acacia ataxacantha, do qual buscou avaliar
sua atividade antibacteriana e antifingica, demostrou sua atividade contra

bactérias tanto gram-positivas quanto gram-negativas, bem como sua atividade
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antifangica contra C. albicans, o que, de acordo com o0 estudo estava
relacionado a atividade de compostos triterpenoides [28].

Um outro estudo realizado com as partes aéreas de Acacia hydaspica R.
Parker, mostrou importante atividade antioxidante, anti-hemolitica e
anticancerigena [29]. Esses autores sugeriram a utilizacdo do extrato dessa
planta como conservante em alimentos e/ou na industria farmacéutica [29].

E importante destacar que espécies do género Acacia S&0 muito
empregadas em diversas doencas, sendo suas atividades terapéuticas
relacionadas especialmente a compostos fendlicos, muito comuns nessas
espécies. Nesse sentido, Andrade et al. [30] buscando avaliar a atividade
antioxidante de Acacia podalyriifolia, especificamente com o extrato bruto e as
fracbes diclorometano e acetato de etila, encontrou maior concentracado de
compostos fendlicos na fracdo acetato de etila em relacdo as outras,
implicando diretamente em maior atividade antioxidante, evidenciada pela
atividade captadora de radical (ICso) [30].

Em relacdo a castanha portuguesa (Catanea sativa), Ronsisvalle et al.
[31] avaliaram as propriedades antibacteriana e antioxidante do extrato dessa
planta, e observaram atividade inibitéria contra Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus [31]. Ja Vella et al.
[32] extrairam compostos bioativos de Castanea sativa e encontraram varias
biomoléculas como taninos e flavonoides, e evidenciaram atividade
antioxidante desse extrato, como observado no estudo anterior [32].

Braga e Rodrigues [33] comentam ainda que varios estudos com essa
planta evidenciam sua atividade antioxidante, anticarcinogénica e
cardioprotetora.

Dessa forma, infere-se o grande potencial, como fonte de biomoléculas,
das espécies do género Acacia e de Castanea sativa, tendo em vista a busca
de fontes alternativas, principalmente de antimicrobianos, dado o perfil cada

vez maior de resisténcia aos antibioticos por parte das bactérias.
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1.2.4 Diarreia em bezerros

O periodo neonatal em bezerros, que compreende o primeiro més de vida,
caracteriza-se pelas maiores taxas de mortalidade, sendo um periodo em que
0S animais sao acometidos por diversas patologias, como problemas
respiratérios e diarreia, ja que ainda estdo se adaptando a vida fora do Gtero
[2].

A diarreia em bezerros € um dos principais problemas sanitarios que
afetam o0s rebanhos bovinos, pois traz iniUmeros prejuizos econdémicos
oriundos, entre outros fatores, das despesas com o tratamento, do retardo no
crescimento dos animais, bem como, da mortalidade [3].

Vérios fatores podem levar a ocorréncia de diarreia em bezerros, entre
eles pode-se citar: animais imunodeprimidos com capacidade reduzida para
combater infec¢des, bem como ambiente, condigBes nutricionais e sanitérias
inadequadas, sendo que esses fatores podem agir sozinhos ou em conjunto.
Nessa fase, como estratégia para equilibrar a microbiota intestinal dos animais,
podem-se acrescentar aditivos alimentares, como probidticos, por exemplo. A
literatura cientifica tem demonstrado que o acréscimo desses aditivos a
alimentacdo dos bezerros diminui os casos de diarreia, bem como melhora o
desempenho dos animais [6].

Dessa forma, a bovinocultura nacional considera, dentre outros fatores,
a mortalidade dos bezerros recém-nascidos como de forte impacto para os
custos da producéo, sendo a diarreia uma das causas mais relacionadas a
esses 0bitos, o que ocorre por meio de desequilibrios relacionados ao balanco
hidroeletrolitico e &cido-base. Assim, é importante a busca de alternativas para
minimizar a ocorréncia dessa patologia e, como consequéncia, reduzir as
perdas na producao [4].

Um estudo realizado com 18 bezerros com até um més de vida, avaliou
a fisiopatologia da diarreia nesses animais por meio do modelo de indugéo
dessa patologia nos bezerros com sacarose e diuréticos. Mostrou que esse
método pode ser aplicado na inducdo da diarreia, servindo, assim, para

utilizacdo em estudos que busquem comparar diferentes tratamentos para
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diarreia em bezerros, ja que a sintomatologia aplicada pelos animais se
assemelha muito a diarreia espontanea [4].

Véarios fatores sdo apontados como causadores de diarreia em
bezerros neonatos, mas, entre eles, os mais importantes séo ligados ao animal,
ao ambiente e ao agente etiolégico, com a salmonelose indicada como uma
das principais [5]. Assim, j& € consenso na literatura que diversos
microrganismos estao envolvidos nos casos de enterites em bezerros, sendo
gue os principais pertencem ao género Salmonella spp., com destaque para os
sorotipos Dublin e Typhimurium, no qual o S. Dublin o mais adaptado a espécie
bovina. E importante ressaltar que os principais sinais e sintomas que atingem
0s bezerros com salmonelose com até seis semanas de idade s&o: febre,
desidratacéo, diarreia, problemas respiratorios, bacteremia e morte [3].

Além do género Salmonella spp., a Escherichia coli € uma bactéria
importante na saude publica, sendo também causadora de diarreia e mastite
em bovinos, aparecendo frequentemente em seu ecossistema ruminal. Assim,
0 manejo alimentar adequado se constitui em fator importante para diminuir o
crescimento de bactérias da familia Enterobacteriaceae, ja que 0s animais

sadios sd0 menos propensos ao crescimento de cepas patogénicas [1].
1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo geral

Determinar a atividade antimicrobiana de um blend de acidos organicos
com ou sem a associacdo com extrato de plantas no controle in vitro de
Escherichia coli, Salmonella enterica subesp. enterica serovar Typhi.
1.3.2 Objetivos especificos

Determinar a atividade antimicrobiana em Salmonella enterica subesp.

enterica serovar Typhi e Escherichia coli pelas técnicas de disco difuséo e

diluicdo em caldo.
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Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentragédo
bactericida minima (CBM) pela técnica de microdiluicdo em caldo de um blend
de acidos organicos, associados ou ndo com extrato de plantas.

Avaliar o crescimento das bactérias na presenca dos acidos organicos

e &cidos organicos associados ao extrato de plantas em funcdo do tempo.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Local do estudo

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia, da
Universidade Brasil, localizado na cidade de Fernanddpolis, estado de S&o
Paulo, no ano de 2017.

2.2 Linhagens bacterianas e meios de cultivo

Para o estudo, foram utilizadas as linhagens padrdes: Escherichia coli 0157:H7
ATCC 43888 e Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi CCCD S003,
sendo reativadas em meio agarizado de MacConckey (Oxoid®) e incubadas
por 24 horas a 37 ° C.

As suspensoes bacterianas foram realizadas tomando-se de trés a quatro
colénias de cada linhagem cultivada em agar MacConckey, as quais foram
inoculadas em meio Brain Heart Infusion Broth (BHI, Oxoid®) e incubadas em
condicbes de aerobiose por 24 horas a 37°C, quando se procedeu a
centrifugacéo (4000 rpm) por cinco minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
desprezado e o material precipitado ressuspendido em solucédo estéril de NaCl
(0,85%) e, novamente, submetido a centrifugacdo. Esse procedimento foi
repetido cinco vezes com a finalidade de retirar os componentes do meio de
cultura.

Apés esse procedimento, a suspensdo bacteriana foi diluida em
solucéo salina estéril (NaCl 0,85%) até atingir a turbidez correspondente ao
tubo 0,5 da escala de Mac-Farland, equivalente a concentracdo de 1,5x108
UFC/mL. Essa suspensdo bacteriana constituiu o indculo para avaliacdo
antibacteriana dos oOleos pela técnica de microdiluigdo em placas [CLSI] [34],
para obtengdo da concentracdo inibitoria minima (CIM), da concentracdo
bactericida minima (CBM) e a cinética bactericida do blend de &cidos

organicos.
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2.3 Blend de acidos orgéanicos

O blend de &cidos orgéanicos foi composto por 25% de &cido benzoico, 30% de
acido foérmico, 25% de acido fumarico e 20% de dioxido de silica. Ja o blend de
acidos orgéanicos associado ao extrato de plantas foi composto por 21,2% de
acido benzoico, 25,5% de acido férmico, 21,2% de acido fumarico, 17,1% de
dioxido de silica e 15% de extrato de plantas. Por sua vez, o extrato de plantas
foi composto por 50% de castanha portuguesa (Castanea sativa) e 50% de
acdacia negra (Acacia decurrens).

Os produtos avaliados foram utilizados em concentracées de 0,00%,
0,40%, 0,80%, 1,70%, 3,20%, 6,25%, 12,50%, 25,00%, 50,00% e 100,00%.

2.4. Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e

concentragado bactericida minima (CBM)

Todas as avaliacbes foram realizadas em caldo BHI suplementado com
detergente Tween 20 (concentracdo final de 0,5% (v / v). As linhagens de
Escherichia coli O157:H7 ATCC 43888 e Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Typhi CCCD S003 foram suspensas, individualmente, em caldo BHI
para dar uma densidade final de 106 UFC mL™, e estas foram confirmadas por
contagens de células viaveis. A concentracdo inibitéria minima (CIM) e a
concentracdo bactericida minima (CBM) foram avaliadas de acordo o
procedimento recomendado pela CLSI (2012). A CIM foi determinada pelo
método de microdiluicdo em placas de noventa e seis pocos. Apo6s incubacao
a 37°C por 24h, a CIM foi avaliada, e presenca de células bacterianas viaveis
nas concentracdes ndo inibitérias foi determinada pela adicdo, em cada
amostra, do corante 2,3,5 -Triphenyltetrazolium Chloride, no volume de 50 pL.
Isto tornou possivel distinguir as amostras vivas, coloridas de vermelho,
daquelas mortas que mantiveram a sua cor [35]. A concentracdo inibitéria
minima foi considerada como a menor concentracdo do blend de &cidos

orgéanicos capaz de inibir o desenvolvimento bacteriano [36].
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2.5. Cinética bactericida do blend de acidos orgéanicos

Foi empregada a metodologia descrita por Allahghadri et al. [37]. Foram
adicionados em tubos de 40 mL do blend de é&cidos organicos na diluicéo
determinada por CBM a cada 5mL de caldo de BHI contendo suspenséao
bacteriana de 10° UFC mL* e foram, em seguida, incubados a 37°C. Amostras
(0,2 mL) foram retiradas a cadal0 minutos por um periodo de 180 min. As
amostras foram imediatamente lavadas com tampé&o de fosfato estéril, pH 7,0,
centrifugadas a 10000 rpm, ressuspendidas no tampdo e depois foram
espalhadas em cultura agar BHI durante 24h a 37°C. Todas as avaliacdes
foram realizadas em triplicata. As col6nias microbianas foram contadas apés o
periodo de incubacdo. Foi realizada uma avaliacdo sobre a variagdo da carga
microbiana a fim de observar qual blend apresentou a maior variacdo negativa

(queda) na contagem microbiana.

2.6. Andlise estatistica

Os dados referentes a UFC de Escherichia colie Salmonella. foram
transformados em Log (UFC+1) para atender as prerrogativas de normalidade,
homogeneidade de varidncia, analise de residuo e aleatoriedade das
observacoes e posteriormente foram analisados em um esquema fatorial em
parcela subdivida no tempo (parcela = UFC e subparcelas = momento, horas) e
as médias confrontadas pelo teste Tukey ao nivel de 95% de confiabilidade. As
trés repeticdes observadas para UFC foram sumarizadas em médias dentro de
cada momento (hora) para a realizacdo de selecdo do modelo de andlise de
regressao linear simples e quadratica. Todas as analises foram aferidas

utilizando o pacote estatistico do software Statistica, verséo 12 (StatSoft, 2014).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés a realizacdo das analises, verificou-se que, para as cepas de Escherichia
coli testadas, a concentracao inibitéria minima (CIM) foi de 50%, tanto para o
produto composto pelo blend de acidos organicos quanto para o blend de
acidos organicos com adicdo do extrato de plantas. JA& a concentracdo
bactericida minima (CBM), ou seja, a concentragdo minima necessaria para
lisar as células de Escherichia coli, foi de 100% para ambos os produtos
testados, isto &, foi necessario o emprego dos produtos puros.

Em relacdo as cepas de Salmonella spp. estudadas, apos a realizacdo
das analises, verificou-se que tanto a concentragdo inibitéria minima (CIM)
guanto a concentracdo bactericida minima (CBM) foram de 100% para os
produtos avaliados, ou seja, foi necessario o emprego do blend de &cidos
organicos ou acidos organicos mais extrato de plantas, sem diluicdo, para se
chegar aos resultados desejados.

Em um estudo realizado por Freitas et al. [25] buscou-se avaliar o
desempenho do uso de concentracbes crescentes (0,59%, 0,63%, 0,66%,
0,78%, 0,84%, 0,90%) de &cidos organicos, a base de acido lactico, na dieta de
leitdes com 21 a 49 dias de idade em relagcdo ao desempenho e a ocorréncia
de diarreia. Os resultados desse estudo evidenciaram que os leitdes que
receberam uma dieta suplementada com 0,84% de acidos organicos tiveram
melhor resultado na conversdo alimentar e no escore fecal. Além disso,
também observaram que nas fezes dos animais alimentados com racgfes
suplementadas com concentracdes de 0,84%, em animais de 21 a 35 dias, e
0,63%, em animais de 36 a 49 dias, ndo foram encontradas as bactérias E. coli
a-hemodlise e Streptococcus sp.

Quanto ao tempo de sobrevivéncia das cepas testadas, a Tabela 1
apresenta os dados relativos a efetividade da acdo dos produtos testados em

funcéo do tempo de exposi¢cdo dos microrganismos aos principios ativos.
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Tabela 1 Resultado das comparagdes mudltiplas referentes ao tempo de

sobrevivéncia das cepas de Escherichia coli e Salmonella spp., dados

transformados em Log (ufc+1).

Grupos Experimentais/Médias e
Desvios Padrdes*

Momento (horas) Bactéria Acidos organicos
Acidos organicos + extrato de
plantas

0 6,08+0,00Aa 6,00+£0,00Ba
1 4,26+0,24Bab 5,07+0,02Aa
2 4,74+0,01Ba 4,91+0,00Aab
3 3,63+0,06Bab 4,32+0,00Aab
4 3,83+0,00Aab 3,00+0,00Bab
5 S 3,58+0,01Bab 3,86+0,01Aab
6 e 2,75+0,05Bab 3,50+0,02Aab
7 é 2,72+0,01Aab 2,48+0,00Bab
8 % 2,44+0,02Bab 2,91+0,01Aab
9 4 2,18+0,00Bab 2,74+0,01Aab
10 1,04+0,00Bab 2,35+0,03Aab
11 1,89+0,00Aab 1,67+0,54Aab
12 1,43+0,00Aab 1,19+0,51Aab
13 0,66+0,10Ab 0,00+0,00Bab
14 0,00+0,00Ab 0,00+0,00Ab
0 6,00+0,00Ba 6,10+0,02Aa
1 4,26+0,24Aab 3,97+0,01Ba
2 3,50+0,17Aab 3,54+0,01Aab
3 3,74+0,00Aab 2,93+0,00Bab
4 2,70£0,00Bab 2,80+£0,01Aab
5 & 2,32+0,27Bab 2,53+0,01Aab
6 g 2,92+0,01Aab 2,18+0,00Bab
7 E 2,49+0,01Aab 1,49+0,00Bab
8 g 1,89+0,03Aab 1,81+0,00Bab
9 b 1,39:0,57Aab 1,69:0,01Aab
10 0,46%0,15Bab 1,36+0,01Aab
11 0,00+0,00Bb 0,97+0,03Aab
12 0,00+0,00Bb 0,60+0,00Aab
13 0,00+0,00Ab 0,00+0,00Ab
14 0,00+0,00Ab 0,00£0,00Ab

1: Valores seguidos pela mesma letra, maidscula na linha e mindscula na coluna, ndo

diferem entre si pelo teste Tukey (p=0,05)

As concentracfes de E. coli expostas ao blend de acidos organicos

diferiram quanto ao tempo de exposi¢édo ao produto, sendo menores com 13 e
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14 h de exposicdo em relacdo ao tempo de 0 e 2 h. Nos demais tempos
avaliados, ndo houve diferenca significativa na alteragéo das concentracdes de
E. coli (P>0,05).

Quando as cepas de E. coli foram submetidas a diferentes tempos de
exposi¢do ao blend de acidos organicos mais extrato de plantas, observou-se
diferenca de concentracédo, sendo menores no tempo de 14h em relacdo a 0 e
1h de exposicdo. Nos demais tempos avaliados, ndo houve diferenca
significativa nas concentragdes de E. coli (P>0,05).

Para E. coli, observou-se que o tempo necessario para eliminar 100%
das cepas foi de quatorze horas na presenca do blend de acidos organicos e
de treze horas no composto de &cidos organicos mais extrato de plantas.

J4, quando cepas de Salmonella spp. foram expostas ao blend de
acidos organicos em diferentes tempos, observou-se diferenca (p<0,05) entre
os horarios de 0 (maior concentracdo) e de 11 a 14 h (menores
concentracdes), que néo diferiram dos demais tempos de exposicdo. Com a
utilizacdo do blend de acidos organicos mais extrato de plantas, houve
diferenca entre os tempos de 0 e 1 h (maiores concentra¢cdes) comparados a
exposicao de 13 e 14 h (menores concentracdes), (p<0,05), que por sua vez
ndo diferiram para os demais periodos de exposi¢cao ao produto. O tempo de
sobrevivéncia foi de onze horas na presenca dos acidos organicos e treze
horas no composto de 4cidos organicos mais extrato de plantas.

Houve efeito antagbnico entre o tempo de sobrevivéncia das UFC de E.
coli e o tempo de exposicdo aos acidos orgéanicos, associados ou ndo ao
extrato de plantas, com porcentagens acima de 92% determinando a
explicacdo dos valores observados (Figura 1).

Resposta similar foi obtida com relagéo ao tempo de sobrevivéncia das
UFC de Salmonella spp. e o tempo de exposicdo aos acidos organicos, com
reducéo linear das UFC com o aumento do tempo de exposi¢do ao produto,
com coeficiente de determinacdo de 97%. J4, para a associacdo dos acidos
organicos com extrato de plantas, houve efeito quadratico quanto ao tempo de
exposicdo ao produto e a reducdo das UFC de Salmonella spp., com

coeficiente de determinacéo de 92% (Figura 2).
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Figura 1: Resultado da analise dos dados de UFC, em log, para E. coli dos grupos
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4 CONCLUSOES

O blend de acidos organicos, associados ou ndo ao extrato vegetal, testados
no presente trabalho, mostraram importante atividade contra Escherichia coli e
Salmonella spp. Todavia, a atividade antibacteriana dos produtos depende da
concentracdo empregada e do tempo de exposi¢cdo aos produtos.

Para as cepas de Escherichia coli testadas, a concentracao inibitoria
minima (CIM) foi de 50%, tanto para o produto composto pelo blend de acidos
organicos quanto para o blend de acidos organicos com adicdo do extrato de
plantas. Ja a concentracdo bactericida minima (CBM) foi de 100% para ambos
0os produtos testados. Para cepas de Salmonella spp. estudadas verificou-se
que tanto a concentracdo inibitéria minima (CIM) quanto a concentracao
bactericida minima (CBM) foram de 100% para os produtos avaliados.

No que diz respeito ao tempo necessério para eliminar 100 % das
cepas, para E. coli, esse tempo foi quatorze horas na presenca do blend de
acidos organicos e de treze horas no composto de &cidos organicos mais
extrato de plantas. Para Salmonella spp., 0 tempo de sobrevivéncia foi de onze
horas na presencga dos acidos organicos e treze horas no composto de acidos
orgéanicos mais extrato de plantas.
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