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RESUMO

CAMPOS, F.L. ATIVIDADE DE DESINFETANTES E DE EXTRAC OES DE
PLANTAS MEDICINAIS NO SUL DO BRASIL SOBRE CEPAS DE Candida
PADRAO E ISOLADAS EM MASTITE BOVINA

No defrontar-se com os problemas relacionados rdigiies de saude humana ou animal,
mais especificamente as doencas infecciosas, es Bemanos das mais diversas culturas
produzem conhecimentos e recursos para debel&das.reconhecimento tem despertado
em investigadores em ciéncia o interesse pelo des@émento de pesquisas etnograficas,
como acontece aqui no estado do Rio Grande doviSahdo o levantamento de espécies
de plantas medicinais utilizadas por diferenteswudades. A possibilidade de encontrar
entre as plantas nativas alguma propriedade amtbiana constitui-se um grande desafio
principalmente em um momento com relatos de resist&e microrganismos a inumeros
farmacos e desinfetantes convencionais existeNesse sentido objetivando avaliar a agéo
desinfetante de plantas consideradas medicinaiRiooGrande do Sul assim como de
desinfetantes convencionais como fungicidas, fousiizadas cepa d€andida albicans
ATCC e 21 isolados d€andida kruseinove isolados d€andida rugosae um isolado de
Candia albicans em mastite bovina. As plantas foram selecionagas pesquisa
bibliogréfica cujo teor tivesse relacdo com estugtosgraficos no Rio Grande do Sul e, na
sequéncia, foram realizados testes de triagem mmafode decocgdo e extrato
hidroetandlico hidratado (EH), obtido de macerag@ooetandlica 70° GL, desalcoolizada
e hidratada ao volume inicial, ambas as formas mgpoocdo 59/100 mL, frente as
densidade as populacionais’ 1 e 1 UFC/mL da cepa padréo, nos tempo de contato de
uma e 24 horas. Da etapa de triagem foi seleciomagéanta “Macela’Achyrocline
saitureioidesna forma de EH para teste com os isolados com esnas densidades
populacionais usadas na triagem e tempos de cantai@mndo em 15 minutos até o tempo
em que ndo mais se observava o crescimento deia=l@s desinfetantes convencionais
lodéforo e Aménia Quaternéaria (QAC — cloreto del agtnetilamdnio) nas concentracdes
de 100%, 50% e 25%, foram confrontados com a ca@e&ip e os 31 isolados de campo na
densidade populacional de®UFC/mL, nos tempos de contato de 15, 30 e 60 nsnuto

baseado na técnica do teste de suspensdo na agajagntitativa da atividade fungicida e



leveduricida de desinfetantes e antissépticos.riézvdade decoto ndo apresentou diminuicao
logaritmica nas densidades populacionais testadastempos preconizados e a forma EH
demonstrou diminuicéo logaritmica e tendo a mariodéédo o crescimento da cepa padrao
ja na primeira hora de contato sendo, por issall@sia para os testes com os isolados que
apresentaram inativagcdo entre os tempos contat@B0deminutos e 12 horas. Nos
desinfetantes convencionais a menor concentrag&dte no menor tempo de contato ja
foi capaz de inativar as células de leveduras, ceraesperado. Em relacdo a atuacdo de
Achyrocline satureioidea mesma apresentou na forma EH 5g/mL acdo qu@eroste

sua utilizagao no controle da densidade populataméeveduraCandidaspp.

Palavras-Chave: Desinfetante, leveduricida&Candia albicans Candida krusei Candida

rugosg plantas medicinais



ABSTRACT

CAMPOS, F.L.: ACTIVITY OF DISINFECTANTS AND EXTRACT S OF
BRAZILLIAN MEDICINAL PLANTS AGAINST STANDARD C andida AND
CandidaSTRAINS ISOLATED FROM BOVINE MASTITIS

When faced with problems related to the conditiasfs human or animal health,,
specifically infectious diseases, human beingsieérde cultures produce knowledge and
resources to quenching them. This recognition h@acéed the interest of researchers to
develop ethnographic studies, as it happens hetfeeistate of Rio Grande do Sul, aiming
at the survey of medicinal plants used by diffemmmunities. The possibility of finding
native plants with antimicrobial property constsita major challenge especially in a
moment with reports of microrganisms resistanceséweral drugs and conventional
disinfectants. In this way, the aim of this studgsao evaluate the Disinfectant activity of
medicinal plants from Rio Grande do Sul and thegftidal activity of conventional
disinfectants. The Candida strains used Wasdida albicansATCC and Candida spp
strains isolated from bovine mastitis cases (2laise ofCandida kruseinine isolates of
Candida rugosaand one isolate ofCandida albicans The plants were selected by
bibliographic research related to ethnographicistuth Rio Grande do Sul. Later, it was
performed screening of decoction and hydrated hettiemolic extract (HE)pbtained by
maceration hydroethanol 70 °© GL, dealcoholized faydtated to the initial volume, in the
proportion 5 g/100 mL, front standa@hndida albicanspopulation densities of 210"
and 16 CFU.mL?, in a contact time of 1 h and 24 h. After scregnthe selected plant was
“Macela” Achyrocline saitureioidesThe hydrated hydroethanolic extract ofclyrocline
saitureioideswas tested front isolates with the same populademsities used in screening
and the time of contact begin at 15 minutes uh#l time that does not observe growth of
colonies. The disinfectantsodophor (I) and quaternary amonium (QAC - cetyl
trimethylammonium chloride), at concentrations 10®8% and 25%, were confronted
with standard strain and 31 isolates from mastiéises, population density of the initial
inoculum was 19CFU /mL, for contact times of 15, 30 and 60 minutes. Thehoétused

was dilution by theyuantitative suspension test for evaluation of fcidgl and yeasticidal



activities ofDisinfectants and Antiseptics Chemical$ie decoction form does not present
logarithimic reduction of tested population demstiat the recommended time and HE
demonstrated logarithimic reduction; Marcela intatithe growth of the standard strain
within the first hour of contact and because ot thavas chosen to the tests on isolates.
Isolates showed inactivation between 30 minuted2ohours of contact timdt was
observed that the lowest concentrations of the eotienal disinfectants, at the lowest time
of contact, inactivated all tested yeasts, as & agpected. Regarding the performance of
Achyrocline satureioideshe extract (5g/mL) presented action that allowsousse it in the

control of population density of the yeast Candifp.

Key-words: Desinfectantyeasticidal,Candida albicansCandida kruseiCandida rugosa

medicinal plants.
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1 - INTRODUCAO
1.1 - Situacao-problema: Mastite Micotica

A masite bovina causada por leveduras e fungos filansestopode ser
considerada epidemiologicamente como enfermidadergamte, sendo 0s principais
géneros envolvidoLandida spp (CRUZ, 1998; JONES; HUNT; KING, 2000) e
Cryptococcus spp, além deGeotrichum spp, Pichia spp e Trichosporum spp
(SPANABERG, et al, 2009). Observou-se um aumento na incidéncia rér s
décadas de 50 e 60 com o advento da antibiotigi¢eeetibacteriana (JUNIOR, 2007).
Assim como para agentes causais bacterianos, agestdo sanitaria necessita de
procedimentos adotados no corpo do animal, atrdedsterapias com antibioticos, e

também a a¢do sobre 0s agentes morbigenos quanddeelivre.

Segundo Ladeira (2007), a fonte de infeccdo dogds reside nos utensilios de
ordenha, preparacdes medicamentosas, instrumeat@sntroducado intramamaria, maos
do ordenhador e na pele que reveste o teto do knmdmafeccdo da glandula mamaria
ocorre, geralmente, via canal do teto, principatl@epds a ordenha quando o esfincter
deste se encontra relaxado e o0 agente infeccios®goe penetrar. Além das praticas no
processo de ordenha, a contaminacdao do ambiedtemse os fatores mais importantes
para que aconteca a infec¢édo. (TYLER & CULLOR, 2002

Existe relacdo direta entre o nimero de microrgamsspresentes na superficie
dos tetos, das teteiras e maos do ordenhadoragasde infecgdes intramamarias, sendo
gue a adequada higiene (limpeza, antissepsia afelesio) do Ubere e do ambiente de
producdo € uma importante medida na prevencameotmde enfermidades da glandula
mamaria (JUNIOR, 2007)A manipulacdo de superficies apresenta-se come fdat
contaminacédo, tendo @andidaspp ampla distribuicdo e capacidade de sobreviger
ambiente (BRASIL, 2010).

No entanto, a implantacdo de programas sanitaneguéntemente enfrenta
limitacbes como custo ou mesmo resisténcias deegyeausais aos produtos comerciais
(CHAPMANN, 1998; O.l1.E., 2003). Também os sistertesnoldgicos de criacdo animal
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referenciados nos modelos agroecoldgico e org&ufrem limitacdes com a caréncia de
investigacdes cientificas que deem seguranca aogarsstas para que insumos
veterinarios considerados sustentdveis sejam usaglbs substituicdo ou em

complementaridade aos produtos convencionais.

Tendo esses argumentos postos, a investigacaospagpauta-se pelos seguintes
objetos:

- posto que as situacdes-problema em mastite bg@assam ter ocorrido devido ao fato
de isolados d€andidaspp terem vencido a barreira sanitaria desinfeqgéende-se

monitorar a atividade de desinfetantes sobre assdspladas;

- descobrir novos antimicrobianos para serem usat®snodo mais marcado, como

recurso sanitario para a producéo animal utilizandomos de baixo custo.

1.2 — Desinfetantes

Os microrganismos sdo as formas mais difundidapatareza, e tendo em vista
seus possiveis efeitos, o controle € fundamerfiad de evitar reagfes indesejaveis para a
saude e o meio ambiente. Os fungos tem apresemt@adocente resisténcia tanto aos
antissépticos quanto aos desinfetantes, sejam peanismos intrinsecos promovendo
inativacdo enzimatica de agentes quimicos ou peamgmos extrinsecos como a mutacao
(MCDONNELL & RUSSELL,1999). O controle quimico € ardas formas preconizadas e
os desinfetantes sdo usualmente utilizados, tendagfinicdo ser um produto que mata
todos o0s microrganismos patogénicos mas nao neegseate todas as formas
microbianas esporuladas em objetos e superficasnadas, sendo considerado fungicida
o produto letal para todas as formas de fungos @RA2007).

A desinfeccdo € definida como procedimento adotguiis a limpeza, que elimina
microrganismos patogénicos na forma vegetativa,asporos, sobre objetos inanimados.
J& a antissepsia é procedimento adotado sobresedibs (ACHA, 1992; BRASIL 2007;
BRITSH STANDARD, 2005; SIDRIM & CAFE, 2004). A dedeccdo e antissepsia se
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localizam no periodo pré-patogénico, como prevemganaria e se inserem na categoria
de saneamento ambiental, como medida preventivA$BR 2007; GELMAN; CLARK;
OMARAN, 1978).

1.2.1 Compostos Quaternario de Aménio (QAC)

Compostos quaternarios de aménio tém acao badgriciricida (somente contra
virus lipofilicos ou envelopados) e fungicida. Eupo corrosivo e tem baixa toxicidade,
tendo indicacdes para superficies fixas, incluiadibiente de nutricdo e neonatologia (sem
a presenca dos neonatos). Seu mecanismo de adoeksionado com inativacdo de
enzimas produtoras de energia, desnaturacédo deimaste quebra da membrana celular,
mas apresenta a desvantagem de poder ser inathagwoesenca de matéria organica.
Quando em contato com a membrana celular dos mam@mos, alteram sua
permeabilidade estimulando a glicélise, provocaaskim o esgotamento celular. Possuem
a vantagem de ser de facil preparo e aplicacdo @BRA2010; NASCIMENTO;
DELGADO; BARBARIC, 2010).

Agentes surfactantes, como é o caso dos QAC, apaesaluas regides na estrutura
molecular, uma com caracteristicas hidrofobicasteachidrofilica ou polar. Sdo usados
para uma variedade de situacdes em funcdo do sencpd papel, incluindo limpeza de
superficies e desodorizacdo. Em leveduras indigeadb protoplasto, tendo como efeito
toxico inicial a desorganizacdo e ruptura da menwiglasmatica e sua camada lipidica
(MCDONNELL; RUSSELL,1999).

1.2.2 lodofor (1)

lodéforos tém sua acdo no alto poder de penetragdoarede celular, levando a
ruptura de proteinas. Usualmente utilizados emearnacao de 30 a 50 ppm por um tempo
menor ou igual a 10 minutos. S&o0 menos irritantpelé e menos corrosivos aos metais
que o cloro, ativo em baixa concentragéo, estavid &cil preparo. Diminui a eficiéncia

com a elevacgdo do pH e podem alterar o sabor oudmalimentos, possuem um custo
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superior ao do cloro e nado pode ser utilizado empésaturas acima de 45°C
(NASCIMENTO; DELGADO; BARBARIC, 2010).

Embora menos reativo que o cloro, o iodo € badtieridungicida, tuberculocida,
viricida e esporicida, dependendo da concentragémpo de contato. Na forma aquosa ou
alcodlica, solucbes de iodo sdo usadas como usséptico, porém elas estdo associados a
irritacdo e coloracdo. Além disso, as solucdes sapidao geralmente instaveis. Estes
problemas foram ultrapassados pelo desenvolvingmtiodoforos (agentes liberadores de
iodo). Os mais amplamente utilizados sao iodo-pmadiodo e poloxamero, ambos como
antissépticos e desinfetantes. Embora a atividaedeigida sendo mantida, os iodéforos
sdo considerados menos ativos contra certos fua@sporos que as tinturas. Sua acédo €
rapida, mesmo em concentragcdes baixas, mas o nod@gab exato é desconhecido. O
lodo penetra rapidamente nos microrganismos e asqaincipais grupos de proteinas,
nucleotideos e &cidos graxos livres, que terminamuoate celular. (MCDONNELL,;
RUSSELL, 1999).

1.3 Plantas medicinais

O emprego de plantas medicinais na recuperacdalabe gem evoluido ao longo
dos tempos, despertando a percep¢do no homemfgrentes formas de preparo poderiam
proporcionar beneficios ao estado geral do individBara atender a demanda de
conhecimento que a utilizacdo de plantas medicidge é necessario o conhecimento da
distribuicdo geografica das mesmas (LORENZI & MATQ@808). Segundo 0s mesmos
autores, 0 adentrar a esse conhecimento signifgrassar em um universo vasto e variado
para descobrir que as plantas podem beneficiapmuessos de cura e manutencdo do bem
estar de nossos semelhantes. H4 um interesseficerdé avaliar a possibilidade de
substancias bioativas capazes de promover ressitadapéuticos satisfatorios, avaliando,
contudo, o potencial toxicolégico capaz de promopessiveis danos ao individuo
(MENTZ; LUTZEMBERGER; SCHENKEL, 1997).

O Brasil detém um valioso conhecimento tradiciangbpular associado ao uso de
plantas medicinais, tendo o potencial necessarnia gesenvolvimento de pesquisas com

resultados em tecnologias e terapéuticas aprogri@RASIL, 2006). Neste sentido, varios
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grupos tem dedicado atencdo ao estudo de plantesdecadas medicinais através de
pesquisas bibliograficas ou etnogréaficas, organiaaselecdes de espécies com diversas
indicacoes terapéuticas, entre elas o uso commiambianos e empregadas pela medicina
popular (ARCEGO, 2005; AVANCINI, 2002; CASAGRANDE009; CEOLIN, 2009;
CLEMENTE & STEFFEN, 2010; DUARTE, 2006; FENNER, al, 2006; GLAVANI &
BAPTISTA, 2003; MARODIN & BAPTISTA, 2001; LIMA; LIMA;DONAZZOLO, 2007,
MENDES; MENTS; PICCININI, 2008; PIRIZ, 2013; RITTERt al., 2002; SCHENKEL,
2001; SCHWAMBACH, 2007; SIMIONATTO, 2004; SOARESet al., 2004;
VENDRUSCOLO & MENTZ, 2006).

1.3.1Achyrocline sautreioidegLam.) DC.

Planta pertencente a familia Asteraceae, conheagalarmente como “macela” ou
“marcela”. Herbacea perene, ereta ou em ramos desmies, muito ramificada, nativa de
campos e areas aberta do sul e sudeste do BrasiBrakil é usada no tratamento de
problemas gastricos, epilepsia, colicas de origesnvasa, atua ainda como anti-
inflamatério, antiespasmadico, diarreia e diseatétORENZI & MATOS, 2008). J& teve
sua acédo estudada frente a bactérias patogéniesea@ando acdo antimicrobiana (BOTH
etal., 2013; OLIVEIRA, 2012).

1.3.2 Baccharis trimera(Less.) DC.

Planta da familia Asteraceae, conhecida populaenecdmo “carqueja’.
Caracteriza-se por ser um subarbusto perene, emattg ramificado na base, como ramos
e caules verdes com expansdes trialadas. Nativaulde sudeste do Brasil. Seu uso esta
relacionado na esterilidade feminina e impoténciasculina, problemas hepaticos,,
disfuncbes estomacais e intestinais, Ulceras, @igpangina, maldria, garganta, entre outras
indicagbes (LORENZI & MATOS, 2008). Sua acdo antmobiana tanto na forma de
decoto quanto de extrato de maceracdo hidroetanadiconstituido ja foi estudada por
alguns autores que observaram o potencial de &ub& inativacdo frente a bactérias
(AVANCINI; WIEST; MUNDSTOCK, 2000; AVANCINI; WIEST, 2008). Sua acao
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também foi estudada em leveduras apresentandarma fde 6leo essencial alguma acdo
sobre o génerbalassezzigPICOLI, et al, 2007).

1.3.3 Bidens pilosalL.

Planta pertencente familia Asteraceae, conhecigal@anente como pic&o-preto.
Herbéacea ereta, anual, ramificada, com odor cafsiite, nativa de toda América tropical.
Cresce espontaneamente em lavouras agricolas de tBdasil sendo considerada planta
daninha. E usada popularmente contra angina, eésbetisenteria, aftosa, hepatite,
laringite, verminose, febres, ictericia entre caitralicacdes (LORENZI & MATOS, 2008).

A atividade antimicrobiana ja foi estudada tendalamnta apresentado acdo antibacteriana
(AVANCINI & WIEST, 2008)

1.3.4 Chaptalia nutans(L.) Pol

Pertencente a familia Asteraceae, conhecida popefde como “arnica-do-
campo” E uma erva perene, raiz principal curta, raizeerdi longas, caule muito
reduzido e folhas rosuladas e tomentosas no dbl@anedicina popular, as folhas séo
indicadas internamente como laxante e béquico, ircipalmente nos traumatismos,
ferimentos e hemorragias em preparacfes tépicaud@&st farmacoldgicos tém sido
conduzidos com suas folhas atribuindo as mesmase eutros potenciais, o de
antimicrobiano (EMPINITTI & DUARTE, 2006)

1.3.5 Cyperus feroxvVahl

Planta pertencente a familia Cyperaceae, sendoecilah popularmente como
“pinheirinho-do-campo e tiririca”. Cresce como pkamaninha em plantacdes, tendo sua

indicacdo etnografica para a lavagem de feridasA(d@INI, 2002).



22

1.3.6 Cyperus brevifoliugRottb.)

Planta pertencente a familia Cyperaceae, sendoeciah popularmente como
“Chufa/sulfa”. Cresce como planta daninha em plgiga, apresentando indicagéao
etinografica para “desarranjo, gonorreia ou comtoem mulheres” (AVANICINI, 2002).

1.3.7 Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch

Pertencente a familia Celastraceae, conhecida qopehte como “espinheira-
santa”. Apresenta-se como arvore de pequeno partarliusto grande, dotado de copa
arredondada e densa, com folhas coreaceas e eBheom margens providas de espinhos
pouco rigidos. Nativa de regides de altitude nadsuBrasil. Seu uso esta relacionado com
problemas estomacais como Ulceras, além de sdpa@taeu uso e casos de cancer e como
antimicrobiano (LORENZI & MATOS, 2008).

1.3.8 Polygonum punctatunElliot

Pertencente a familia Polygonaceae, conhecida @opehte como “erva-de-
bicho”. Planta herbacea, anual ou perene, de raleoembentes e com nos salientes.
Nativa da Asia e naturalizada no sul e sudesterdsiRLORENZI & MATOS, 2008).

2 PROBLEMAS DE PESQUISA

2.1 Qual a capacidade de compostos quimicos eé&mmés em inativar cepa padréo e

isolados de&Candidaspp obtidos em situacfes-problema de mastite &8vin

2.2 Estudos etnograficos académicos (monografiaseracdes e teses) ja realizados no
Rio Grande do Sul, recuperando conhecimento pgppkEmmitem selecionar plantas

medicinais nativas no sul do Brasil com potenaminaicotico?
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2.3 Qual a capacidade das extracBes decocto e agdoehidroetandlica de plantas
selecionadas em inativar cepa padréo e isolad@3addidaspp obtidos em situacdes-

problema em mastite bovina?

3 HIPOTESE

3.1 Os compostos quimicos lod6foro e Quaternaridménio (QAC) serdo capazes de
inativar a dose infectante/densidade populaciomalal da cepa padrdo, mas de alguns
isolados espera-se apenas a sua reducao popula€ldempo de contato e a concentracao

influenciardo na acéo dos desinfetantes.

3.2 Estudos etnograficos ja realizados no Rio GratwlSul, em trabalhos que informem
uso popular de extracdes vegetais com finalidadératamento de doencas de pele,

permitem selecionar plantas nativas no sul do Brasi potencial antimicético.

3.3 - Tanto o decocto quanto a maceracado hidrotanda proporgcédo 5g:100mL (p:v),
das plantas selecionadas apresentam acdo sobpa padrdo e os isolados Gandida
spp. Algumas extracdes irdo inativar as levedumsputras apenas reduzir a dose
infectante/densidade populacional inicial. Tanttempo de contato quanto a densidade

populacional irdo influenciar a acéo.

4- OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1 Submeter os desinfetantes ao teste de efi¢deminfectograma) para verificar a
capacidade de reduzirem a dose infectante ou deanaCandidapadrdo e isolados em

situacdes-problema de mastite bovina.

4.2 Revisar estudos etnograficos realizados nodasthb Rio Grande do Sul, com a
finalidade de selecionar plantas, consideradas amai, com potencial antimicrobiano,

tomando como referéncia as citacdes “doencas @& pel
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4.3 Submeter o decocto e a maceracdo hidro-aleodlicao teste de eficacia
(desinfectograma) para verificar a capacidade tisgs selecionadas em reduzir a dose
infectante ou de inativaCandidapadrao, e assim definir através de triagem quumata
sera testada com os isolados de campo.

5 - FINANCIAMENTO
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ARTIGO 1

Eficaciain vitro dos desinfetantes iod6foro e composto amonio quatério

sobre cepa de€Candidapadrdo e de isoladas de mastite bovina

In vitro efficacy of disinfectants iodophor and qudernary ammonium against
standard Candidaand strains isolated from bovine mastitis

Campos, Felipe Lop&sFerreiro, Laerte Spanamberg, Andréiavalente, Patricia

& Avancini, Cesar Augusto Marchionatti

!PPGCV- UFRGS, DDA/SEAPA-RS$Professor Associado UFRGSPGCV — UFRGS

Resumo

A mastite bovina causada por leveduras, assim g@mnagentes bacterianos, na sua gestao
sanitéria necessita de procedimentos adotados mw @o animal e também sobre os
agentes morbigenos quando em vida livre. Relato® soresisténcia de microrganismos a
inUmeros farmacos e desinfetantes convencionaiscaoml a necessidade de constante
monitoramento sobre a atividade desses antimiarobiaO objetivo deste trabalho foi
avaliar atividade desinfetante de dois compostdsigos, o iodéforo (1) e um composto do
grupo amonio quaternario (cloreto de cetil tringtibnio) comumente usados em ambiente
de ordenha bovina® método foi o de diluicdo, pelo teste de suspemgé@mtitativa da
atividade fungicida e leveduricida de desinfetargesntissépticos. Os inéculos foram o
padrédoCandida albicansATCC 14053, 21 cepas deandida krusei nove deCandida
rugosa e uma deCandida albicansisoladas em leite de vacas com mastite. As
concentracdes | 100 ppm e QAC 1.000 ppm, com thég@kes multiplicadas pelo fator 0,5
foram confrontadas na densidade populacional &JEC/mL, nos tempos de contato de
15, 30 e 60 minutos. Como resultado, observou-eenga menores concentragcdes usadas, |
25 ppm e QAC 250 ppm, no menor tempo de contataya&s inativadas tanto a cepa
padréo quanto todos os isolados. Como conclusamnitoramento dos dois desinfetantes
evidenciou ndo haver resisténcia dos inoculos depoa e a agcdo sobre a cepa de
referéncia indica serem adequadas barreiras sasitpara controlar as leveduras em
ambientes com situacao-problema de mastite bovina.

Palavras-chave Desinfetante,Candida albicans Candida krusei Candida rugosa

fungicida.
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Abstract

Bovine mastitis caused by yeasts, as well as batteastitis, in its health management,
needs procedures adopted in animal body and aagiamst free-living morbific agents.
Reports of resistance in micorganisms to severaggdrand conventional disinfectants
showed the need for constant monitoring of thevagtof these antimicrobials. The aim of
this study was to evaluate disinfecting activityteb chemical compounds, iodophor (1)
and quaternary amonium (QAC - cetyl trimethylamnaomichloride), commonly used in
bovine milking environment. The method used wégtidn by the quantitative suspension
test for evaluation of fungicidal and yeasticidatities of Disinfectants and Antiseptics
Chemicals. The inocula used were the standaaddida albicansATCC 14053, 21
Candida krusestrains, nine strains @andida rugosaand one strain o€andida albicans
isolated from cow's milk with mastistis. Three segsive dilutions (factor 0.5) of
disinfectants at concentrations | 100ppm and QA®Ol@pm were confronted with
Candidastrains forcontact times of 15, 30 and 60 minutes. The pdipunladensity of the
initial inoculum wasl0® UFC/mL. It was observed that at lowest concentratjd 25 ppm

e QAC 250 ppm, and at the lowest time of contdttested isolates and the standard strain
were inactivated. In conclusion, the monitoringtleé two disinfectants demonstrated that
inocula do not have resistance and this eviderdieates that they are appropriate sanitary
barriers to control the yeast in dairy productiorisonments with problem- situation
related to mastitis.

Key-words: Disinfectant,Candida albicansCandida kruseiCandida rugosafungicidal.

1 INTRODUCAO

A mastite bovina causada por leveduras e fungaanéhtosos pode ser
considerada epidemiologicamente como enfermidadergamte, sendo o0s principais
géneros envolvidoandida spp (CRUZ, 1998; JONES, HUNT & KING, 2000) e
Cryptococcusi spp, além deGeotrichum spp, Pichia spp e Trichosporum spp
(SPANABERG et al, 2009). Observou-se um aumentimcidéncia a partir das décadas
de 50 e 60 com o advento da antibioticoterapigbaateriana (JUNIOR, 2007). Assim
como para agentes causais bacterianos, a sua gasifiria necessita de procedimentos
adotados no corpo do animal, através das terapiasantibidticos, e também a acéo

sobre os agentes morbigenos quando em vida livre.

Segundo Ladeira (2007), a fonte de infeccdo dogdsi reside nos utensilios de

ordenha, preparacdes medicamentosas, instrumest@snproducao intramamaria, maos
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do ordenhador e na pele que reveste o teto do hrimafeccdo da glandula mamaria
ocorre, geralmente, via canal do teto, principal@epos a ordenha quando o esfincter
deste se encontra relaxado e 0 agente infecciom®goe penetrar. Além das praticas no
processo de ordenha, a contaminacdo do ambientgesahesta entre os fatores mais
importantes para que aconteca a infeccdo (TYLER&IOR, 2002)

Existe relacdo direta entre o nUmero de microrgamsspresentes na superficie dos
tetos, das teteiras e maos do ordenhador e asdexiafeccdes intramamarias, sendo que a
adequada higiene (limpeza, antissepsia e desimfedgaibere e do ambiente de producéo
€ uma importante medida na prevencdo e no conttelenfermidades da glandula
mamariaA manipulacdo de superficies apresenta-se come fimcontaminacao, tendo a

Candidaspp ampla distribuicdo e capacidade de sobremvambiente.

Os fungos tém apresentado crescente resisténd@ dals antissépticos quanto aos
desinfetantes, sejam por mecanismos intrinsecasiguendo inativacdo enziméatica de
agentes quimicos ou por mecanismos extrinsecos @mmtacdo (MCDONNELL &
RUSSELL,1999). O controle quimico € uma das forprasonizadas e os desinfetantes sao
usualmente utilizados, tendo por definicho ser unodyto que mata todos o0s
microrganismos patogénicos, mas ndo necessariantedés as formas microbianas
esporuladas, em objetos e superficies inanimadasgiosconsiderado fungicida o produto
letal para todas as formas de fungos (BRASIL, 200@hforme Pedrini & Margato (2003)
em muitas propriedades de producdo animal a esdolldgsinfetante ocorre por habito de
uso, facilidade de aplicacdo ou preco, sendo négessvaliar a praticidade e limitagdes de
cada desinfetante pois o uso inadequado, assim douigdes impréprias, podem levar a
uma selecado natural de cepas resistentes.

Apesar das adverténcias, a revisao de literaturstrengue 0 monitoramento da acao
dos antimicrobianos desinfetantes tem sido relat@érde negligenciado, se comparado com
o realizado nos antimicrobianos antibiéticos.

Buscando prevenir a ocorréncia ou interromper dueéio de mastites, o objetivo foi
monitorar possivel resisténcia de fungos a acdo disénfetantes iodoforo (I) e um

composto do grupo amdénio quaterngr@mumente usados em ambientes de ordenha
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bovina, confrontando com levedura padrao e conms8thdas em leite oriundos de vacas

com mastite clinica ou sub-clinica.
2 MATERIAL E METODOS

2.10s microrganismos

O experimento foi realizado com cepa @andida albicansATCC 14053, e
isolados deCandidaspp a partir de 174 amostras leite oriundos ddalealizadas por
médicos veterinarios do servigo oficial de sanidadienal do estado do Rio Grande do
Sul, assim como de amostras de leites recebidas gilagnostico no Laboratério de
Medicina Veterinaria Preventiva, da Universidadddfal do Rio Grande do Sul. ApGs o
isolamento, a identificacdo foi feita no Laboratorie Leveduras do Instituto de
Biociéncias, no Laboratoério de Micologia Veterigadia Faculdade de Veterinaria, ambos
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Tdmae o cuidado para evitar que
fossem da mesma fonte, foram selecionados 21 m®ldd Candida kruseinove de

Candida rugosa& um deCandida albicans

Os isolados ficaram armazenados congelados (-287Qyeio de cultura e glicerol.
Para os testes, os isolados foram reativados feramdo-se 0,2 mL das amostras, para 3
mL de caldo Sabouraud Dextrose e incubados a HPC4h. Apos, retiraram-se aliquotas
com alca de platina para esgotamento em Agar Sabdubextrose, e incubacédo a 34 °C
por 24h.

A densidade populacional de confronto dos inéc@itdsde 16 UFC/mL, obtida

com escala McFarland.
2.2 Desinfetantes

Foram testados dois grupos quimicos desinfetameforma pura (Delaware®),
com laudo técnico. Foram usadas trés concentrag@edo a inicial multiplicada pelo fator
0,5: idéforo (1) 100 ppm, 50 ppm e 25 ppm; compagt@ternario de aménio (QAC) -
cloreto de cetil trimetilamonio 1000 ppm, 500 pprA5® ppm. As concentracdes testadas

foram escolhidas por referéncia de uso indicadapreaiutos comerciais que utilizam esse
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principio ativo na formulacdo, bem como por ind@Es; bibliograficas (RUTALA &
WEBER, 2008, BRASIL, 2007; BRASIL, 2010b).

2.3 Teste de avaliacdo da eficiéncia desinfetante

O método foi o de diluicdo, pelo teste de susperg#ntitativo da atividade
fungicida e leveduricida de desinfetantes e amtgs#s (BRITISH STANDARD, 2006).

Tanto a cepa padrao quanto os isolados foram sidoaetos desinfetantes nas trés
diluicbes preconizadas nos tempos de contato 18, @D minutos. Adicionou-se 1 mL da
suspensdéo a tubos contendo 9 mL da solugédo dadetastes. Apds o tempo de contato,
uma aliquota de 1 mL foi retirada e adicionadaral9de caldo Sabouraud com agentes
neutralizadores (3% de polisorbato 80, 0,3% deihece 0,1% de histidina), permanecendo
por cinco minutos ap0s os quais foram retiradaguatds de 0,1 mL, em duplicata, e
inoculada por espalhamento de superficie em pladetti com Agar Sabouraud Dextrose,
incubando-se a 34 °C por 24/48 horas. Apos, pracedea leitura das placas visando

guantificar o crescimento de colonias.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em funcdo da inexisténcia de variabilidade matezadtentre os resultados,
seguiu-se apenas a apresentacdo descritiva dos.daddandida albicanspadréo foi
inativada na menor concentracdo de cada um dosfelesites jA aos 15 minutos de
contato. O Comité Europeu de padronizacao indiesagacao leveduricida tem sua eficacia
demonstrada a partir da reducéo de quatro unidagadgtmicas da densidade populacional
inicial, o que ocorreu no experimento. Os desimfiets testados promoveram o mesmo
resultado de inativacdo frente todas as cepaslssl@omo pode ser observado na Tabela
1.
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Tabela 1 — Nimero de isolados (n=31)GEndidaspp, com
densidade populacional AU0FC/mL, inativados frente a trés
concentracdes dos desinfetantes Idofor (I) e Cotapos
Quaternario de Amoénio (QAC - cloreto de cetil
trimetilamonio)

Tempo de QAC
Concentracéao con_tato em 100 ppm 1000ppm
minutos

100% 30 31 31

60 31 31

15 31 31

50% 30 31 31

60 31 31

25% i~ o L

0 30 31 31

Brasil (2010a) relaciona@andida albicanentre os microrganismos para avaliacao
de desinfetantes de alto nivel e de nivel interérealie o resultado obtido evidencia ser a
levedura padrédo ATCC 14053 um adequado indicadoavadiacdo de desinfetantes e

antissépticos para serem utilizados como barraimdsgsia frente aos isolados de campo.

Coutinhoet al (2012) também avaliaram a acdo de desinfetami¢edre eles destes
dois grupos quimicos, frente a 12 isolados de lpiteveniente de vacas com mastite
(Candida tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii,. @arapsilosise Trichosporumsp). O
iodo, na concentracdo de 5.700 ppm, inativou tadosolados até 1 min de contado. A
amonia quaternaria (ndo informa composto quimioa),concentracdo de 20.000 ppm
inativou 8 isolados em 30 segundos de contado isdlddos em até 10 min, (tempo de
contato maximo), ndo informando qual a espéciergsistiu. Nota-se que as concentracdes

gue utilizaram foram muito mais elevadas que atedezbalho.

Mendes et al (2013) encontraram acdo fungistatica e fungicata grupo
guaternario de amonio sobre leveduras isoladaside silvestres, entre elas 8 espécies
de Candida(Candida famataC. albicans C. catenulataC. sphaericaC. guilliermondii
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C. ciferri, C. intermedia C. globosa A concentracdo minima de inibicdo e inativacado
foram a mesma, de 0,0244 mg/mL, porém o tempo twotservado foi de 48 horas.
Também Gonzalez (2011), confrontado o quaterrdgi@amonio (cloreto de cetil
trimetil amoénio) 0,025% (250ppm) com cepa@ndida guilliermondiiisolada em mesas
de exames e procedimentos em areas do setor denmsganimais de hospital veterinario

de ensino, observou sua inativagdo no primeiro toida contato.

4 CONCLUSAO

Tanto o iodoforo quanto o quaternario de amoéniomoneeram atividade
leveduricida sobre a cepa padrédo e as isoladasude&o-problema em mastite bovina, ndo
tendo sido observado o fendmeno de resisténciant®idos resultados nota-se ser a
Candida albicansATCC 14053 adequada na avaliacdo da eficacia tissépticos e
desinfetantes a serem utilizados como barreirat&anifrente espécies d€andida

ocorrentes em situagdes-problema de mastite bovina.
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Resumo

Relatos sobre a resisténcia de microrganismosiki@itos e desinfetantes convencionais
colocam a necessidade de constante monitoramenbve sa atividade desses
antimicrobianos, bem como a possibilidade de emapnbvas solu¢cées ou compostos com
essa propriedade constitui-se um grande desafidreS@sse Udltimo aspecto, o
reconhecimento de que o conhecimento gerado de nioaiticional, e mantido
popularmente, pode ser fonte da descoberta desmescpiara controle de microrganismos
relacionados com doencas infecciosas, tem desperstaderesse pelo desenvolvimento de
pesquisas com extracbes vegetais. O objetivo deabmlho foi avaliar a atividade
leveduricida desinfetante em extracdes de plardasdno em investigacfes etnograficas
sobre plantas nativas no sul do Brasil selecionpdasiso popular para tratar feridas. Pelo
método quantitativo de diluicdo e técnica de susi@nfoi realizada a triagem da atividade
de oito plantas nas formas decocto e extrato hiaindéico (EH) hidratados ao volume
inicial, proporcdo 5 g : 100 mL (p:v), frente amsidade populacionais 30" e 16
UFC.mL* daCandida albicansATCC 14053, nos tempo de contato de uma e 24 h6ras
decocto de nenhuma das plantas promoveu a atividagesmo ocorrendo com o EH de
Bacharis trimerae Chaptalia nutansO EH deAchyrocline satureioidegativou as trés
densidades populacionais na primeira hora de agra&idens pilosae aCyperus feroxa
leitura das 24 h, tendo &yperus brevifoliusinativado as duas menores densidades
populacionais e olygonun punctatura menor densidade também na leitura das 24 h. A
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Maytenus ilicifoliaapenas reduziu a menor densidade populacionalédolo. Concluiu-se
gue das 8 plantas selecionadas, seis promoveram agegdnativacdo ou reducdo na
densidade populacional do in6culo padréo.

Palavras-chave:Decocto, extrato hidroetanolicAchyrocline satureioidegplantas
medicinais

Abstract

Reports of resistance in micorganisms to severaggdrand conventional disinfectants
showed the need for constant monitoring of thevaygtof these antimicrobials. As well as
the possibility of discovering new compounds wittsimfectant properties is a major
challenge. On this last point, the recognition thattraditional and popular knowledge can
be a source of discovery of resources for contfolnicroorganisms associated with
infectious diseases has aroused interest in thel@@went of research in plant extractions.
The aim of this study was to evaluate the yeasticattivity of extractions of plants
selected based on ethnographic research on naadecimal plants in southern Brazil. The
method used was dilution by the quantitative susipentest for performing screening for
activity of eight plants in hydroethanolic extrgdetE) and decoction forms hydrated to the
original volume, proportion of the plant was 5 @01mL of solvent, againstCandida
albicansATCC 14053 population densities of*100" and 18 CFU.mL?, in a contact time
of one hour and 24 hour. None of the plants desoncshowed yeasticidal activity. The
same result was obtained for HE B&charis trimeraand Chaptalia nutanas HE of
Achyrocline satueioidesnactivated the three population densities in fingt hour of
contact. While the HE dBidens pilosae aCyperus feroypromoted the inactivatiom 24 h

of contact. In 24h of contact timé&yperus brevifoliusinactivated the two lowest
populations densities anBolygonun punctaturmactivated the lowest population density.
Maytenus ilicifoliaonly reduced the lowest population density of alom. In conclusion,
of the eight medicinal plants of popular use foruwds treatment, six plants promoted the
inactivation or reduction in population densitytbé standard inoculum.

Key-words: Decoction hydroethanolic extra&chyrocline satureioidesnedicinal plants

1 INTRODUCAO

A motivacdo para o desenvolvimento deste estudw-sef ao fato de que a mastite
bovina causada por leveduras e fungos filamentogpasle ser considerada
epidemiologicamente como enfermidade emergentedoseos principais géneros

envolvidos Candida spp eCryptococcusspp, além deGeotrichumspp, Pichia spp e
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Trichosporumspp (CRUZ, 1998; JONES, HUNT & KING, 2000; SPANABGRet al,

2009). Observou-se um aumento na incidéncia arpdas décadas de 50 e 60 com o
advento da antibioticoterapia antibacteriana (JURIQ007). Assim como para agentes
causais bacterianos, a sua gestao sanitaria rnecgsgrocedimentos adotados no corpo do
animal, através das terapias com antibidticos, rebéan a acdo sobre os agentes

morbigenos quando em vida livre.

No entanto, a implantacdo de programas sanitdieguentemente enfrenta
limitagces como custo ou mesmo resisténcias detegyeausais aos produtos comerciais
(CHAPMANN, 1998; O.l.E., 2003). Também os sistertexs1ologicos de criagcdo animal
referenciados nos modelos agroecologico e org&autem limitacbes com a caréncia de
investigacdes cientificas que dé seguranca aotasstas para que insumos veterinarios
considerados sustentaveis sejam usados em sugEiitou em complementaridade aos
produtos convencionais (CAMPQ@$al, 2013).

O Brasil possui uma flora medicinal particularmerita, o que fomenta muitos
estudos etnobotanicos e etnofarmacologicos. Azatifio de plantas medicinais tem
despertado um interesse crescente por diversoseeséggda sociedade, desde seu uso por
comunidades através da medicina popular com seusarideiros”, assim como nos
meios académicos com profissionais da salude e ipadques de uma forma geral
(COSTA, et al, 2009). Neste segundo grupo ha um interesseifatentde avaliar a
possibilidade de substancias bioativas capazes rdmoper resultados terapéuticos
satisfatorios, avaliando contudo o potencial tokigico capaz de promover possiveis
danos ao individuo (MENTZ; LUTZEMBERGER; SCHENKEL997).

De acordo com a Politica Nacional de Plantas Megit e Fitoterapicos, publicada
pelo Ministério da Saude, o Brasil é o pais de mhbiodiversidade do planeta que,
associada uma rica diversidade étnica e cultural detém um valioso conhecimento
associado ao uso de plantas medicinais, tem o @atarecessario para desenvolvimento

de pesquisas com resultados em tecnologias e teicggapropriadas (BRASIL, 2007)

A atividade biolégica de plantas medicinais tenositljeto de intensa investigacao

cientifica. Plantas superiores e aromaticas sadaamepte utilizadas na medicina popular,



37

uma vez que apresentam um amplo espectro de akvieanibicio comprovada contra
bactérias e fungos. A maioria dessas propriedadesférida por produtos do metabolismo
secundario como terpendides e compostos fendlqaes,também na forma pura exibem
atividade (DUARTE et al., 2004). Os flavonoides slscritos principalmente pela sua
acao antiinflamatéria (SALDANHA, et al., 2013). Aia, exibem uma grande variedade de
efeitos bioldégicos como: antibacterianos, antiatérgy vasodilatores, e inibem tanto a
agregacao plaquetaria como a permeabilidade e lifil@dg capilar (OLIVEIRA,
FERRERIA & TOMA., 2010). Taninos ajudam no tratateema hipertensao arterial,
gueimaduras, bactericida, fungicida (SILVA et &010). As saponinas estdo ligadas a
atividade fitoprotetora contra agentes antimicrob& assim como insetos (WINA, 2005).
Os alcaloides teriam funcdo mais relacionada sesgntle proteinas e protecdo contra

insetos.

Os objetivos deste estudo foram selecionar, parto informacdes contidas em
investigacdes etnograficas, plantas com potendigidade antilevedura, e avaliar a
atividade antimicrobiana confrontado as formas diece extrato hidroalcoolico hidratados
com cepa padrao deandida albicans

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Selecao das plantas

A selecdo de espécies vegetais com potencial @ntimi@no/biocida antifungico foi
realizada através do banco de dados ja existentermpo de Pesquisa/CNPq: Medicina
Veterinaria Preventiva/Saude Publica, da UFRGSednls em pesquisas qualitativas em
Etnomedicina Veterinaria. Outra fonte foram as p&s etnograficas e etnobotéanicas
realizadas em instituicdes de pesquisa no estadalGrande do Sul, tais como trabalhos
de concluséo de curso (TCC) de graduacao e edpacid, dissertacdes e teses, além de
artigos publicados em periédicos. Nesta etapa f@@etionadas as plantas cuja descricdo
de indicacao pudesse ter alguma relacdo com seoqgaltantimicrobiano, com citacdes de
uso como: “feridas, problemas na pele, micoseb#nito, infeccdo”
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2.2 Colheita e Identificagdo das Plantas

As plantas escolhidas foram adquiridas de prodatagroecologicos (cultivo em
sistema de permacultura) e elaboradas exsicatet@rdo-se sua confeccdo conforme
Ming, 1996). Realizada a identificacdo e taxonorfdaam depositadas no Herbario do

Instituto de Biociéncias da UFRGS/Departamento oéfica, recebendo nimero do ICN.

2.3 Triagem da atividade antimicrobiana

A levedura teste foiCandida albicansATCC 14053. As formas galénicas de
decocto e extrato de maceragao hidroalcoolicaropopcdo planta : volume de 5 g : 100
mL, reconstituidos por hidratagdo ao volume ini¢ARMACOPEIA BRASILEIRA,
1959; LIBERALLI, 1972). O método foi o de diluicgoelo teste de suspensao quantitativa
da atividade fungicida e leveduricida de desinfiefene antissépticos (BRITISH
STANDARD, 2006).

O decocto foi preparado tendo como referéndéxmica da Farmacopéia Brasileira
(1959), com modificagbes (Avancini, 2002). A dedaxcfoi processada em frasco
Erlenmayer, com oclusao da abertura, coccdo em bogaodo por 15 minutos contados a
partir do inicio da fervura, repondo-se (dgua tsdi estéril) assepticamente o volume
inicial evaporado durante o processo. A maceragdimédtanolica (etilica a 7@L) foi
armazenada por 30 dias. A evaporacéo do alcoprémiedida a temperatura de %0 sob
vacuo, em aparelho evaporador rotativo, repondo-gelume inicial com agua destilada
esteril

As amostras de levedura, apos cultivo de 24 harasneio ASD a 34 °C foram
suspensas em salina a 0,85% estéril, formando @ piar escala 0,5 da escala de
McFarland, um inoculo de 1 a 5 x*10FC/ml.

A partir do inoculo inicial foram realizadas dilGgs em escala logaritmica para

inoculacdo em meio ASD e confirmacdo da UFC/mlvasado cultivo em placa. Um (1)
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mL do inoculo inicial e de duas diluicdes logaritas sucessivas (1@ 10 UFC/ml
UFC/mL) foram confrontadas a 9 mL do decocto e xtea® reconstituido da maceracao
hidroetanolica. Ap6s os tempos estipulados de un2# éoras, 1 mL da solucdo foi
incorporado a 9 mL de caldo Sabouraud com agemresatizadores (3% de polisorbato
80, 0,3% de lecitina e 0,1 % de histidina) por @imoinutos. Depois, para leitura
guantitativa de unidades formadoras de col6niaeiaprocederam-se trés diluicdes em
base decimal em 9 ml de Caldo Sabouraud e inoaulded,1 mL de cada diluicdo, em
duplicata, em placas de Petri contendo meio AShcAlbacéo ocorreu a 34 °C, por 24 a
72 horas .

Paralelamente a estas etapas, aliquotas do decottv extrato hidratado
hirdroalcoolico foram inoculados em placas com n#gs® para controle de contaminacéo

negativa, assim como a suspenséao de leveduras@drale de positivo de crescimento.
2.4 Avaliacao fitoquimica

A analise fitoquimica do extrato hidratado da mac&o hidroalcoolica das plantas
foi realizado conforme BRASIL (2010) e SIMOESal, (2004). Adequacéo foi necessaria
tendo em vista que a técnica referenciada utilipkaata para anélise e em nosso trabalho

utilizou-se o extrato hidratado.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Selecao de plantas

Apés a pesquisa dos artigos, monografias, disgesae teses, foram escolhidas
para a etapa de triagem, as plantas que pareceramaior relagdo com o potencial
antifingico segundo critérios estabelecidos conalicativos etnograficos de infecgcdes e
feridas em pele, lavagem, ou mesmo a utilizacaaotdgado “micose”. Para os indicativos:
ferida, doenca de pele e infeccdo que apresentandgrepresentatividade nas citacoes
optou-se por usar as plantas com maior quantidadeitdcoes ou que tivessem um

indicativo cuja relevancia fosse relacionada ao pam fungos. Excecao f@yperus
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brevifoius que tendo indicacdo de “lavagem (genitais) emheres” (AVANCINI, 2002)
poderia nos indicar uma agéao frente a quadros mididiase e, possivelmente goandida

albicans Foram selecionadas as plantas

3.3.1 -Achyrocline satureioide®C. - Asteraceae (ICN 192145). Denominagado popular
"macela” ou "marcela"; indicacdo de uso: feridagrtgp usada: inflorescéncias
(AVANCINI, 2002; BATTIST e GARLET, 2013; CASAGRANDE2009; CEOLIN, 2009;
BALDAUF, etal., 2009; GARLET, 2000; KOCH, 2000; LIMAgt al, 2003; POSSAMAI,
2000; SEBOLD, 2003; SIMOES 1989; SOARES al, 2004; REGNET; HEFLER, 2013;
SCHWAMBACH, 2007; SOUZA, 2003; VENDRUSCOLO, 2004).

3.1.2-Baccharis trimeralLess.) DC. Asteraceae (ICN 192147). Denomiogg#pular: "

carqueja "; indicacdo de uso: feridas, pele; padada: aéreas.(AVANCINI, 2002;
GARLET, 2013; BALDAUF, et al, 2009; CASAGRANDE, 2009; CEOLIN, 2009;
BALDAUF, et al., 2009; GARLET, 2000; LIMA,et al, 2003; POSSAMAI, 2000;
SEBOLD, 2003; SIMOES 1989;; SOARES,al., 2004; VENDRUSCOLO, 2004).

3.1.3-Bidens pilosal. Asteraceae (ICN 176250). Denominacdo popuigicdo-preto";
indicacdo de uso: feridas, /micose; parte usadaeaadAVANCINI, 2002; BATTIST;
GARLET, 2013; CASAGRANDE, 2009; CEOLIN, 2009; BALDJ, et al., 2009;
GARLET, 2000; LIMA, et al, 2003; SEBOLD, 2003; SOARES®{ al, 2004; SOUZA,
2003).

3.1.4- Chaptalia nutans(L.) Pol. Asteraceae (ICN 192146). Denominacao upsp "
lingua-de-vaca"; indicacdo de uso: dermatose, palte usada: folhas.(AVANCINI, 2002;
CASAGRANDE, 2009; BALDAUF,et al., 2009; GARLET, 2000; LIMAget al, 2003;
SEBOLD, 2003; SOARESt al, 2004; SCHWAMBACH, 2007).

3.1.5-Cyperus brevifoliugRottb.) Hassk Cyperaceae (ICN 192145). Denondioac
popular: "sulfa"; indicacéo de uso: lavagem emiow@nto de mulheres; parte usada:
aéreas.(AVANCINI, 2002; SEBOLD, 2003)
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3.1.6 -Cyperus feroxvahl Cyperaceae (ICN 192151). Denominacao popUtanheirinho
" indicacdo de uso: feridas de pele; parte usadeeas.(AVANCINI, 2002; SEBOLD,
2003)

3.1.7 - Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch Celastraceae. Denominacdo popula
espinheira santa "; indicacdo de uso: feridas, cafx pele; parte usada: folhas.
(AVANCINI, 2002; CASAGRANDE, 2009; CEOLIN, 2009; KCH, 2000; LIMA, et al,
2003; SIMOES 1989; SOARESt al, 2004; VENDRUSCOLO, 2004).

3.1.8 -Polygonun puctatuntlliot Polygonaceae (ICN 192148). Denominacaoutep

"Erva-de-bicho"; indicacdo de uso: feridas, séptiparte usada: aéreas.(BATTIST,;
GARLET, 2013; CASAGRANDE, 2009; BALDAUFgt al, 2009; GARLET, 2000;
POSSAMAI, 2000; SEBOLD, 2003; SIMOES 1989; SOARESt{ al, 2004;

VENDRUSCOLO, 2004).

3.2 Testes de Triagem

A forma decoto de todas as plantas ndo promovaucé® logaritmica frente as
densidades populacionais em nenhum dos temposntig@ocomo pode ser observado na
Tabela 1. Os resultados para a forma extrato ré&tad® de maceracdo hidroetanolica

também podem ser vistos nessa Tabela.
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Tabela 1. Triagem da capacidade de reducdo dadadeesipopulacional inicial ou de
inativacdo do decocto e do extrato hidroetandlgidratados de plantas, fren@andida
albicansATCC 14053, avaliadas pelo teste de suspensaditian.

Decoto Extrato
Plantas TC (h) DP em UFC/mL DP em UFC/mL
10° 10* 103 10° 10* 103
n 1 24x10° 12x10° 2x10° <1 <1 <1
24 8x10° 1x10* 1x10° <1 <1 <1
5 1 14x10° 2x10* 1,1x10° 6,3x10° 8x10* 1x10°
24 1,7x10° 1,4x10" 2,2x10° 1,7x10° 1x10* 1x10°
3 1 1,2x10° 15x10* 3x10° 6,8 x 10° 4 1
24 12x10° 2,2x10° 2,7x10° <1 <1 <1
4 1 1,3x10° 2,1x10* 35x10° 86x10° 10° 3,5x 16
24 28x10° 1,4x10* 93x10° 1x10* 1x10®° 9,5x16
5 1 28x10° 2,6x10° 2x10° 1x10° 1x10* 1x10°
24 2x10° 21x10* 1,5x10° 3x10* <1 <1
5 1 1,4x10° 2x10* 1x10° 1,4x10° 1,4x10° 1
24 13x10° 24x10° 1x10° <1 <1 <1
7 1 9,4x10° 8x10* 3x10° 1,2x10° 2x10* 1
24 11x10° 2,1x10° 1,5x10° 15x10° 2,2 x 10 3
8 1 1,3x10° 25x10° 1x10° 9,3x10° 1,1x10° 1

24 1,2x10° 15x1¢" 15x10° 1x10° 1x10* <1

DP: Densidade Populacional; TC: Tempo de conthtdAchyrocline satureioides 2:
Baccharis trimera3: Bidens pilosa4:Chaptalia nutans5: Cyperus brevifolius6: Cyperus
ferox 7: Maytenus ilicifolig 8: Polygonun punctatum ~ = colénia/0,1 mL ; < 1 =
inativacao

A avaliacdo fitoquimica qualitativa demonstrou qtmdas as oito plantas
apresentaram compostos fendlicos. Os taninos exomncondensados s6é ndo foram
encontrados nMdaytenus ilicifolig que foi a Gnica que apresentou saponinas, assim com
Baccharis trimerafoi a Unica a apresentar cumarinas,Bidens pilosaantraquinonas. Os

flavonois foram positivos apenas Aahyrocline satureioides Polygonun punctatum
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A atividade antifungica de extratos e decoctos tamldespertou interesse de
pesquisadores como Schusthal, (2008) ao estudarem a acdo de cinco plaB@scharis
trimera, Bidens pilosa, Eucalyptispp Polygonum punctatum e Tagets minutante a
dermatdfitos de interesse humano e veterinariooirando acao antifingica em todas as
plantas na forma de extrato hidroetandlico, enquanat forma de decoto apenas duas
plantas apresentaram a acdo antimicrobiana frestéuagos estudados. Em nosso trabalho
tanto o decoto quanto a EH foram confeccionados m@tade da concentracdo utilizada
por Schuckhet al, (2008) e ao trabalhar com leveduras nao obtigeagdo antimicrobiana
com a decocgcao da planta, no entanto com a EH neesttacdo 59:100mL a acédo
desinfetante pode ser observada tanto com inabv@ig@into com reducéo populacional das
doses infectantes.

Conforme Vasconcelloset al (2009), a Bidens pilosaapresenta indicativo
etnogréfico para lavagem em mulheres, o que tanfbéapontado por Avancini (2002)
sobre os relatos da acao @gperus brevifoliumo que vai ao encontro dos resultados
obtidos em nosso experimento onde tivemos dimiouda densidade populacional e
inativagdo deCandida albicansATCC 14053 quando confrontada com o EH, sendo no

entanto a acdo da pilosaja observada na primeira hora de contato.

4 CONCLUSAO

Concluiu-se que das 8 plantas selecionadas, smisoperam acdo de inativacdo ou
reducdo na densidade populacional do ino6culo padréo

O decocto de nenhuma das plantas promoveu a atejidamesmo ocorrendo com
0 EH deBacharis trimerae Chaptalia nutansO EH deAchyrocline satureioidemativou
as trés densidades populacionais na primeira fo@utato, 8idens pilosee aCyperus
feroxna leitura das 24 h, tenddCgperus brevifoliusnativado as duas menores densidades
populacionais e olygonun punctatura menor densidade também na leitura das 24 h. A

Maytenus ilicifoliaapenas reduziu a menor densidade populacionalodolo.
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ARTIGO 3

Atividade antimicrobiana/desinfetante de extrato hilratado de maceracgéo hidroetandlica de
Achyrocline satureioide®C. - Asteracea (“macela”), sobreCandida albicangpadréo e

leveduras isoladas em situa¢Ges-problema de mastitevina

Disinfectant and antimicrobial activity of hydrated hydroethanolic extract of Achyrocline
satureioideqlam.) dc. (asteraceae) ("macela"against standardCandida albicansand yeasts

isolated from bovine mastitis
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Resumo

A mastite bovina causada por leveduras, assim cpartoagentes bacterianos, na sua gestao
sanitaria necessita de procedimentos adotadosrpo do animal e também a acao sobre os agentes
morbigenos quando em vida livre. Relatos sobresiatémcia de microrganismos a antibiéticos e
desinfetantes convencionais, 0 custo desses fasnhem como a necessidade de validacdo de
insumos veterinarios considerados sustentaveisquargossam ser usados em substituicdo ou em
complementaridade aos produtos convencionais stenss de producdo animal agroecologicos e
organicos, motivaram essa pesquisa. O extrato dtamolico hidratado (p:v de 5g 100 HLde
Achyrocline saitureioidesonfrontou cepa dé€andida albicansATCC 14053 e isolados em
situacBes-problema de mastite bovina: 21Cdadida kruseinove deCandida rugosae um de
Candia albicansem trés densidades populacionais’,(10' e 16 UFC mLY). O método foi o de
diluicdo, pelo teste de suspensédo quantitativaidaade fungicida e leveduricida de desinfetantes
e antissépticos, nos tempos de contato de 15 err8fias e de uma até 12 horas. Tomando como
referéncia a densidade populacional WBC mL*, aos 30 min de contato, da cepa padrdo restou

apenas 1 UFC e a uma hora, nenhuma. O isolado efstaie estava inativado na leitura das trés
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horas. Dos 21 isolados @ kruseiapenas um nao estava inativado em meia hora dat@pa que
aconteceu ha 1 hora. D@srugosaum inativado a uma hora, seis as quatro horagsepdecisaram

de mais tempo, 9 e 10 h respectivamente. Todosn@sulpbs foram inativados pelo extrato
hidratado. As evidéncias mostram que, além da dadsipopulacional de confronto, caracteristicas
intrinsecas das espéciesCiendidaspp e também de cada isolado individualmentefartexm no

tempo necessério para que a agéo fosse promovida.

Palavras-chave Macela,Achyrocline satureioidesnacerac¢éo hidroalcodlic@andida albicans
Abstract

Bovine mastitis caused by yeasts, as well as haktmastitis, in its health management, needs
procedures adopted in animal body and action agdiaes-living morbific agentsReports of
resistance in micorganisms to antibiotics and cotiveal disinfectants, the cost of these drugs and
the demand for validation of veterinary inputs ¢desed sustainable to be used to replace or
complement the conventional products in organic agdoecological livestock production systems
motivated this research. The hydroethanolic exwéétchyrocline satureioide g 100 mL") was
confronted withCandida albicansATCC andCandidaspp strains isolated from bovine mastitis
cases (21 isolates @fandida kruseinine isolates o€andida rugosaand one isolate d€andida
albicang in three population densities £1a0* e 16 UFC mL?). The method used was dilution by
the quantitative suspension test for fungicidal geasticidal activity of chemical desinfectants and
antiseptics, in a contact time of 15 and 30 minatas of 1 hour until 12 hour. As the population
density of the initial inoculum was 10FC mL?, after 30 min of contact, remained just 1 UFC of
standard strain and after 1 h of contact, no colaag observed. Th€andida isolates were
inactivated after 3 h of contact. Of 21 isolatesCofkrusei just one was not inactivated in 30
minutes of contactThis inactivation occurred after 1 h. Of nine i¢efaof C. rugosa,one was
inactivated in 1h, six in 4 h and two of them nekdrore time of contact, 9 h and 10 h,
respectively. All inocula were inactivated to hyidh extract. Evidences show that besides of
confronted population densityntrinsic characteristics of Candida spp and als@ach isolate

individually interfered in the required time fortlction to be promoted.

Introducéo
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A mastite bovina causada por leveduras e fung@snéhtosos pode ser considerada
epidemiologicamente como enfermidade emergentedoses principais géneros envolvidos
Candida spp eCryptococcusspp, além deGeotrichumspp, Pichia spp e Trichosporumspp
(CRUZ, 1998; JONES, HUNT & KING, 2000; SPANABERGt al, 2009). Observou-se um
aumento na incidéncia a partir das décadas de B0 eom o advento da antibioticoterapia
antibacteriana (JUNIOR, 2007). Assim como para ®&gerausais bacterianos, a sua gestéo
sanitaria necessita de procedimentos adotados mm ao animal, através das terapias com
antibidticos, e também a acéo sobre os agentedgeads quando em vida livre.

No entanto, a implantacdo de programas sanitdrempientemente enfrenta limitacdes
como custo ou mesmo resisténcias de agentes cagsmiprodutos comerciais (CHAPMANN,
1998). Também o0s sistemas tecnoldgicos de criagéimah referenciados nos modelos
agroecolégico e organico sofrem limitacbes comréreaa de investigacbes cientificas que deem
seguranga aos sanitaristas para que insumos \etesiconsiderados sustentaveis sejam usados em

substituicdo ou em complementaridade aos prodotogeacionais (CAMPOS et.al013).

A Achyrocline. satureioideg"macela”) é uma planta nativa no Rio Grande do Sul
(LORENZI & MATOS, 2008), tradicionalmente considgaa medicinal, sendo relatada por
investigacBes cientificas com acdo anti-inflamatdantiespasmaodica, analgésica e sedativa dos
extratos das inflorescéncias, das folhas e calis estudos mostraram também que os extratos
testados n&o apresentaram toxicidade excessivaQB8Vet al., 1989). A planta foi selecionada
para, nessa investigacdo, avaliar sua atividadenianbbiana baseada em pesquisa etnogréfica -
etnomedicina veterinaria - realizado por, Avan¢2ii02), Avancini e Wiest (2008) tendo teste de
triagem 6creaning evidenciado sua atividade frente bactérias der&atia e isolados de campo
(BOTH et al., 2011; SPEROTTO et al., 2012; OLIVEIR2912)

O objetivo deste trabalho foi o de verificar qutativamente a atividade bioativa
antimicrobiana/desinfetante da solucao extratoohidodlico hidratado dé\. satureoidessobre
Candida albicanpadrédo e leveduras isoladas em situagao-problemeasiite bovina.

Material e métodos

O experimento foi realizado com cepa @andida albicansATCC 14053, e isolados de
Candidaspp a partir de 174 amostras leites oriundos detakealizadas por médicos veterinarios
do servigo oficial de sanidade animal do estad®idoGrande do sul, assim como de amostras de
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leites recebidas para diagnoéstico no Laboratdrio Miedicina Veterinaria Preventiva, da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFR@8#s o isolamento, a identificagcéo foi feita
no Laboratério de Leveduras do Instituto de Biociém e no Laboratdrio de Micologia Veterinaria
da Faculdade de Veterinaria, ambos da UFRGS. tsnentos foram selecionados @andida
krusej noveCandida rugosa& umaCandida albicansgarantindo-se o critério de serem as espécies

isoladas de leite de propriedades diferentes.

Os isolados ficaram armazenados congelados (-28rfiGjeio de cultura e glicerol. Foram
reativados para cada teste em caldo Sabouraudddex& incubados a 34 °C por 24h. Apdés,
retiraram-se aliquotas para esgotamento em AgaouBald Dextrose (ASD) e novamente
incubados a 34 °C por 24h quando entdo foram ssaparm salina a 0,85 % estéril, formando a
partir da escala 0,5 da escala de McFarland, unuiaale 1 a 5 x TfouFCmL? gue foi submetido

a mais duas dilui¢cBes logaritmicas.

A planta foi adquirida de produtor agroecolégicaltivo em sistema de permacultura), e
elaborada exsicata (orientando-se sua confeccdorom Ming, 1996). Realizada a identificagéo e
taxonomia, foi depositada no Herbario do Institde Biociéncias da UFRGS/Departamento de
Botanica comdAchyrocline satureioideBC. - Asteraceae - ICN 192145. A parte usada foaam

inflorescéncias.

A maceracdo hidroalcodlica (etilica a’T&L) foi preparada na proporcéo (p : v) 5 g : 100
mL e armazenada por 30 dias. A evaporacido do 4([E@RMACOPEIA BRASILEIRA, 1959;
LIBERALLI, 1972) foi procedida a temperatura de 80, sob baixa pressdo em aparelho
evaporador rotativo a vacuo, repondo-se o volurr@aincom agua destilada estéril, formando o

extrato hidroalcoolico hidratado (EH).

O método foi o de diluicdo, pelo teste de suspeqs@mntitativa da atividade fungicida e
leveduricida de desinfetantes e antissépticos (EBMTSTANDARD, 2006) confrontando os
in6culos nos tempos de contato de 15 e 30 minatds,uma até 12 horas. Par@andidapadrao,

procedeu-se paralelamente testes com 50% da coag@mdo extrato.

Um (1) mL do inoculo na densidade populacionalihie de duas diluicdes logaritmicas
sucessivas foram confrontadas com 9 mL do extradoatado. Apds os tempos de contato
estipulados, 1 mL da solugéo foi acrescentado & @ensolucéo neutralizante (3% de polisorbato
80, 0,3% de lecitina e 0,1% de histidina) por cintautos. Para a observagcdo quantitativa foram

realizadas trés diluicbes em base decimal em 9enCaldo Sabouraud, inoculando 0,1 mL de cada
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diluico, em duplicata, em ASD, para contagem d€tdE. Com a cepa padrdo d@andida

albicansfoi realizado paralelamente teste com o extradcabédo na proporcgdo 2,5 g : 100 mL.

A andlise fitoquimica qualitativa do extrato hiéwd foi realizado (laboratério de quimica
do Centro Universitario UNIVATES) conforme BRASIRQ10) e Simdes, et al., (2004), com
alteracdes, tendo em vista que as referénciaspiraco a utilizacdo da planta de forma que foram

necessarias adaptacfes para avaliacéo do extrato.

Resultado e discussao

A escolha do método de suspensao quantitativo db-GEomité Europeu de Padronizacéo
para avaliar a atividade antimicrobiana do EH Alasatureioides deu-se em funcdo da sua
capacidade de proporcionar um maior numero denrdgdes sobre a sua atividade, ndo apenas
desinfetante, mas qualquer atividade antimicrobiana

A acéo do extrato hidroetandlico hidrataiichyrocline satureioidets g : 100 mi* e 2,5 g :

100 mL") sobre a cepa padrdo @andida albicangode ser observado na Tabela 1. A menor das
densidades populacionais foi inativada aos 15 minde contato quando confrontada com as duas
concentracdes. Ja a DP dé dpresentou reducdo de duas unidades logaritmisaksaminutos de
contato sendo totalmente inativado aos 60 minutoprmoporcdo 5 g 100 riLao passo que a
metade desta concentracdo promoveu reducao denidwde logaritmica aos 15 minutos, sendo a
DP 10 inativada apds quatro horas de contato. Com a Bil@bservada reducéo logaritmica nos
primeiros 15 minutos em ambas as concentra¢cfes $e&slunidades na maior concentracéo e uma

na menor, no entanto, os tempos de inativacao BéEstdferiram em uma hora e trinta minutos.
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Tabela 1 —Unidades formadoras de col6nia viaveis (UFC) ouivagdo total deCandida
albicanspadrdo promovido pelo extrato hidroetandlico HatlaAchyrocline satureioidetbg

100 mL* e 2,5g 100 mt), usando teste de suspens&o quantitativo.

Tempo de Conta

Concentracao DP
15 mir 30mir 1h 2h 3h 4h 5h
10° 10° 1C° <1 - - - -
59100 mr* 10* 10 <1 - - - - -
10° <1 - - - - - -
10° 10* 10 10® 10°® 10% <1 -
2,5 g 100 mt 10* 103 10°3 102 <1 - - -
108 <1 - - - - - -

DP: Densidade Populacional de confronto (UFCYJnk 1=inativac&o

Os resultados da acédo da macela sobre a cepa madegisolados “de campo” podem ser
observados nas Tabelas 2,3 e 4. Tantdaadida albicanspadrédo quanto o isolado da mesma
espécie apresentaram reducdo da densidade popalafiiP) nos primeiros 15 minutos, sendo o
isolado de campo inativado neste tempo na DRIECmL". Ainda assim, a cepa padrdo em uma
hora ja apresentava inativacdo de todas as DPassp paréC. albicansisolada a totalidade de

inativacdo se deu em uma hora com a D¥ 1 trés horas na’lOFCmL".

Os 21 isolados d€. kruseiapresentaram a inativacéo de todas as DP no tarapiono de
uma hora de contato, ressaltando que na BRskg tempo foi de 15 minutos e na DP, a8ste
mesmo tempo, 20 isolados ja tinham diminuido quatiolades logaritmicas. A reducédo @e
kruseiapesar de ter utilizado o tempo de uma hora de&twooom o EH para inativar os isolados,
teve em sua maior DP diminuicdo de 2 unidades fimgaas em 18 isolados nos primeiros 15

minutos



Tabela 2 Unidades formadoras de coldnia viaveis (UFC) otivagdo total deCandida
albicanspadrao e isolado de mastite bovina promovido prilmato hidroetandlico hidratado

deAchyrocline satureioidegg100 mL?Y), usando teste de suspenséo quantitativa.
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Tempo de contato e UFC viav

Cepa DP UFCmt _ _
15 mir 30 mir 1h 2h 3h
10° 10¢° 10° <1
ATCC 14053 10* 12 <1 <1
10° <1 <1
10° 10° 10° 10° 11 <1
Candida albicans A
10 3 4 <1
(n=1)
10°3 <1

DP: Densidade Populacional de confronto (UFCnk 1 = inativac&o.



Tabela 3 Numero de isolados d€andida krusei
(N=21) com reducdo de unidades logaritmicas ou
inativados pelo extrato hidroetandlico hidratado de
Achyrocline satureioide¢s g 100 mLY), usando teste

de suspensao quantitativo.

Reducao Tempo de Conta

PP logaritmica 15 mir 30 mir 1h
Nenhumi - - -
1 - - -
105 2 18 14 -
3 - - -
4 - - -

5 3 7 21
Nenhumi - - -
1 1 1 -
10* 2 - - -
3 - - -

4 20 20 21
Nenhumi - - -

103 ! ) -
2 - - -

3 21 - -

DP: Densidade Populacional de confronto (UFCinL
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Tabela 4 —NUmero de isolados d€andida rugosa(N=9) com reducdo de unidades

logaritmicas ou inativados pelo extrato hidroetmodhidratado dé\chyrocline satureioides

(5 g 100 mL*), usando teste de suspensdo quantitativo.
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DP
UFCmL?

Tempo de Conta

Reducéo logaritma 15

min

3C

min

1h

2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h O9h

10h

Nenhum:i
1
2
3
4

Inativado:

10°

Nenhumi
1
10* 2
3

Inativado:

Nenhum:
1
2

10°

Inativado:

4

9

4

8

w o
g N
1

[

=

=

N

[

8 9 - - - - - -

DP: Densidade Populacional de confronto (UFC/mL)
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O screening fitoquimico do extrato hidratado de emagfo hidroetandlica dechyrocline
satureioides demonstou a presenca de compostos fendlicos, omnitaninos condensados e
flavonois. Tais compostos sdo comumente encontradanacela sendo os flavonéides descritos
principalmente pela sua agdo antiinflamatéria (SANMA, et al., 2013) exibindo uma grande
variedade de efeitos bioldgicos como: antibactesaantialérgicos, vasodilatores, e inibindo tanto
a agregacdo plaquetaria como a permeabilidadegédidesle capilar (OLIVEIRA, et al., 2010).
Taninos que ajudam no tratamento da hipertens@iadrtqueimaduras, bactericida, fungicida
(SILVA, et al.,, 2010). A avaliacdo fitoquimica eidentificacdo pelo Herbario do Instituto de
Biociéncias da UFRGS, foram importantes para conteridentidade e qualidade da amostra
vegetal e do extrato.

Concluséo

O extrato hidratado obtido da maceracéo hidroalcode Achyrocline sautreioidesas
condi¢Bes empregadas neste experimento, promo@euaatimicrobiana de reducéo logaritmica da
densidade populacional e de inativacdo total désulesCandida albicangadréoC. albicans, C.
kruseie C. rugosaisoladas de situagBes-problema de mastite boRimavidéncias mostram que,
além da densidade populacional de confronto, aaifatitas intrinsecas das espécie€dedidae
também de cada isolado individualmente interferirortempo necessario para que a acao fosse
promovida.
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CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista 0os casos de mastite de origem méc@i sendo a higiene
inadequada uma das portas de entrada das levedssagjada a praticas de desinfeccao
ineficientes do ambiente, a atencdo nas possiveied de contaminacdo se faz necessaria,
e no que tange ao processo de desinfeccédo, n@shty demonstrou que a atividade
leveduricida apresentada pelos antimicrobianogf@de composto quaternario de amonio,
nos permite dizer que os dois desinfetantes s&quades para o controle desses agentes no
ambiente.

A triagem de plantas consideradas medicinais o Gande do Sul sobre cepa
padrao deCandida albicansnos forneceu a possibilidade de avaliar qualsgmteu acao
desinfetante mais expressiva, e fomentou a neeelsido desenvolvimento de outros
experimentos tendo em vista que embofelayrocline satureoidetenha apresentado agéao
desinfetante mais acentuada as demais plantaseataesn reducdes populacionais e
devem ser avaliadas como possiveis alternativas eg@ntes antimcrobianos.

Os resultados apresentados neste estudo, quantividade leveduricida da
Achyrocline satureioidessobre a cepa padrédo @andida albicanse dos isolados de
campo, ressaltam a importancia da acédo desinfetimnéxtrato hidroetandlico hidratado e
sugerem a continuidade de estudos cientificos, amaec qualificar o uso desta planta

medicinal como barreira sanitaria alternativa omnglementar.
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ANEXO - Screening fitoquimico

Planta: Chaptalia nutans
Responsavel: Barbara Parraga da Silva

Data: 09/12/13

Caracteristica confirmatérias Positiva | Negativc
Compostos | Desenvolvimento da coloragéo verde ou i X
fendlicos escura
Aparecimento ou intensificacdo da cor amarel X
laranja.
Taninos Taninos—> Turvacao ou precipitac de gelatin X
Taninos hidrolisavei~> desenvolvimento d X
coloracéo azulada
Taninos condensad—> desenvolvimento d X
coloracao verde
Flavondides | Flavonas—> desenvolvimento de coloragéo lar: X
Flavanona—~> desenvolvimento de colorag X
violacea
Flavondis> desenvolvimento de cor vermel X
Cumarinas | Cumarinas volatei-> fluorescéncia azul X
amarela
Quinonas Antraquinonas> desenvolvimento de c X
vermelha
Naftoquinéides—> desenvolvimento de ci X
violacea
Benzoquinéids - desenvolvimento de cor a X
Quinonas glicosidice~> desenvolvimento d X
coloracéo vermelha na fase aquosa
Saponinas Desenvolvimento de espuma com altura supet X
1 cm e persisténcia da mesma apos repouso de 15
minutos e adi¢do de &cido cloridrico 10%
Alcaldides Aparecimento de um precipite X




Screening fitoquimico

Planta: Maytenus ilicifolia
Responsavel: Barbara Parraga da Silva

Data: 09/12/13

Caracteristica confirmatérias Positiva | Negativc
Compostos | Desenvolvimeto da coloracéo verde ou a: X

fendlicos escura
Aparecimento ou intensificacdo da cor amarel X
laranja.

Taninos Taninos—> Turvacao ou precipitacao de gela X
Taninos hidrolisdvei-> desenvolvimento d X
coloracéo azulada
Taninos condensad—> desenvolvimento d X
coloracao verde

Flavondides | Flavonas—> desenvolvimento de coloragéo lar: X
Flavanona—~> desenvolvimento de colorag X
violacea
Flavondis> desenvolvimento de cor vermel X

Cumarinas | Cumarinas volatei-> fluorescéncia eul e X
amarela

Quinonas Antraquinonas> desenvolvimento de c X
vermelha
Naftoquinéides> desenvolvimento de c X
violacea
Benzoquinéide—~> desenvolvimento de cor a X
Quinonas glicosidice~> desenvolvimento d X
coloracéo vermelha na fase aquosa

Saponinas Desenvolvimento de espuma com altura supet X

1 cm e persisténcia da mesma apos repouso de 15
minutos e adi¢do de &cido cloridrico 10%
Alcaldides Aparecimento de um precipite X




Screening fitoquimico

Planta: Cyperus brevifolius

Responsavel: Barbara Parraga da Silva

Data; 09/12/13

Caracteristica confirmatorias

Positive

Negativc

Compostos
fendlicos

Desenvolvimento da coloragéo verde ou i
escura

X

Aparecimento ou intensificacdo da cor amarel
laranja.

Taninos

Taninos—> Turvacao ou precipitacao de gela

Taninos hidrolisavei= desenvolvimento d
coloracéo azulada

Taninos condensad—> desenvolvimento d
coloracao verde

Flavonodides

Flavonas> desenvolvimento de coloracao lar:

Flavenonas—> desenvolvimento de colorag
violacea

Flavonéis—> desenvolvimento de cor vermel

Cumarinas

Cumarinas volatei=> fluorescéncia azul
amarela

Quinonas

Antraquinonas> desenvolvimento de c
vermelha

Naftoquinéides> desenvolvmento de co
violacea

Benzoquindide~> desenvolvimento de cor a

Quinonas glicosidice=> desenvolvimento d
coloracdo vermelha na fase aquosa

Saponinat

Desenvolvimento de espuma com altura supel
1 cm e persisténcia da mesma ap0s repouso d
minutos e adi¢do de &cido cloridrico 10%

e 15

Alcaléides

Aparecimento de um precipite




Screening fitoquimico

Planta: Achyrocline satureioides
Responsavel: Barbara Parraga da Silva

Data: 09/12/13

Caracteristica confirmatoérias

Positivo

Negativo

Compostos
fendlicos

Desenvolvimento da coloracdo verde ou i
escura

X

Aparecimento ou intensificacdo da cor amarel
laranja.

Taninos

Taninos—> Turvacao ou precipitacao de gela

Taninos hidrolisavei= desenvolvimento d
coloracéo azulada

Taninos condensad—> desenvolvimento d
coloracao verde

Flavonodides

Flavonas> desenvolvimento de coloracao lar:

Flavanona—~> desenvolvimento de colorag
violacea

Flavonéis—> desenvolvimento de cor vermel

Cumarinas

Cumarinas volatei= fluorescéncia azul
amarela

Quinonas

Antraquinonas> desenvolvimento de c
vermelha

Naftoquinéides> desenvolvimento de c
violacea

Benzoquindide~> desenvolvimento de cor a

Quinonas glicosidice~> desenvolvimento de
coloracdo vermelha na fase aquosa

Saponinat

Desenvolvimento de espuma com altura supel
1 cm e persisténcia da mesma ap0s repouso d
minutos e adi¢do de &cido cloridrico 10%

e 15

Alcaldides

Aparecimento de um precipite




Planta: Cyperus ferox

Screening fitoquimico

Barbara Parraga da Silva

Data; 09/12/13

Responsavel:

Caracteristica confirmatoérias

Positivo

Negativo

Compostos
fendlicos

Desenvolvimento da coloracdo verde ou i
escura

X

Aparecimento ou intensificao da cor amarela ¢
laranja.

Taninos

Taninos—> Turvacao ou precipitacao de gela

Taninos hidrolisavei=> desenvolvimento d
coloracdo azulada

Taninos condensad—> desenvolvimento d
coloracao verde

Flavonodides

Flavonas> desenvolvirento de coloracéo laral

Flavanona—~> desenvolvimento de colorag
violacea

Flavondis=> desenvolvimento de cor vermel

Cumarinas

Cumarinas volatei= fluorescéncia azul
amarela

Quinonas

Antraquinonas> desenvolvimento de c
vermelha

Naftoquinéides—> desenvolvimento de ci
violacea

Benzoquinéide~> desenvolvimento de cor a

Quinonas glicosidice=> desenvolvimento d
coloracéo vermelha na fase aquosa

Saponinas

Desenvolvimento de espuma com altura supel
1 cm e persisténcia da mesma apds repouso g
minutos e adi¢do de &cido cloridrico 10%

e 15

Alcaldides

Aparecimento de um precipite




Screening fitoquimico

Planta: Polygonum punctatum
Responsavel: Barbara Parraga da Silva

Data: 09/12/13

Caracteristica confirmatoérias

Positivo

Negativo

Compostos
fendlicos

Desenvolvimento da coloracdo verde ou i
escura

X

Aparecimento ou intensificacdo da cor amarel
laranja.

Taninos

Taninos—> Turvacao ou precipitacao de gela

Taninos hidroliaveis=> desenvolvimento d
coloracéo azulada

Taninos condensad—> desenvolvimento d
coloracao verde

Flavonoides

Flavonas> desenvolvimento de coloracao lar:

Flavanona~> desenvolvimento de colorag
violacea

Flavonéis—> desenvolvirento de cor vermelt

Cumarinas

Cumarinas volatei= fluorescéncia azul
amarela

Quinonas

Antraquinonas> desenvolvimento de c
vermelha

Naftoquinéides—> desenvolvimento de ci
violacea

Benzoquinéide—~> desenvolvimento de cor a

Quinonas glicosidice~> desenvolvimento d
coloracéo vermelha na fase aquosa

Saponinas

Desenvolvimento de espuma com altura supel
1 cm e persisténcia da mesma apds repouso g
minutos e adicdo de acido cloridrico 10%

e 15

Alcaldides

Aparecinento de um precipita




Screening fitoquimico

Planta: Maytenus ilicifolia

Responsavel: Barbara Parraga da Silva

Data; 09/12/13

Caracteristica confirmatoérias

Positivo

Negativo

Compostos
fendlicos

Desenvolvimento da coloracdo verde ou i
escura

X

Aparecimento ou intensificacdo da cor amarel
laranja.

Taninos

Taninos—> Turvacao ou precipitacao de gela

Taninos hidrolisavei= desenvolvimento d
coloracdo azulada

Taninos condensad—=> desenvolvimento d
coloracao verde

Flavonoides

Flavonas> desenvolvimento de coloracao lar:

Flavanona~> desenvolvimento de colorag
violacea

Flavonéis—> desenvolvimento de cor vermel

Cumarinas

Cumarinas volatei=> fluorescéncia azul
amarela

Quinonas

Antracuinonas—> desenvolvimento de c
vermelha

Naftoquinéides—> desenvolvimento de ci
violacea

Benzoquindide~> desenvolvimento de cor a

Quinonas glicosidice~> desenvolvimento d
coloracéo vermelha na fase aquosa

Saponinas

Desenvolvimnto de espuma com altura superi
1 cm e persisténcia da mesma apds repouso g
minutos e adi¢do de &cido cloridrico 10%

e 15

Alcaldides

Aparecimento de um precipite




Sreening fitoquimico

Planta: Bidens pilosa

Data: 09/12/13

Responsavel: Barbara Parraga da Silva

Caracteristica confirmatoérias

Positivo

Negativo

Compostos
fendlicos

Desenvolvimento da coloracdo verde ou i
escura

X

Aparecimento ou intensificacdo da cor amarel
laranja.

Taninos

Taninos—> Turvacao ou precipitacéde gelatin

Taninos hidrolisavei= desenvolvimento d
coloracdo azulada

Taninos condensad—=> desenvolvimento d
coloracao verde

Flavonoides

Flavonas> desenvolvimento de coloracao lar:

Flavanona~> desenvolvimento de colorag
violacea

Flavonéis—> desenvolvimento de cor vermel

Cumarinas

Cumarinas volatei=> fluorescéncia azul
amarela

Quinonas

Antraquinonas> desenvolvimento de c
vermelha

Naftoquinéides—> desenvolvimento de ci
violacea

Benzoquindide = desenvolvimento de cor a

Quinonas glicosidice~> desenvolvimento d
coloracéo vermelha na fase aquosa

Saponinas

Desenvolvimento de espuma com altura supel
1 cm e persisténcia da mesma apds repouso g
minutos e adi¢do de &cido cloridrico 10%

e 15

Alcaldides

Aparecimento de um precipite
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IMPORTADORA QUIMICA DELAWARE LTDA.

CERTIFICADO DE ANALISE

Documento: N° 43570/11

Data Emissao: 08/09/2011 Ordem de Fracionamento: 3839
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Origem BRASIL Procedéncia BRASIL
Lote Interno 1861/11 CAS 8030-78-2
Fabricante DEGANI-VADUZ Lote Fabricante 081601
Data Fabricagao 16/08/2011 ) Data Validade ) 15/08/2012

Analises Fisico-Quimicas

Testes ) Especificagdes - _Resultados
*Aspecto (a 25 "C) Liquido incolor a levemente amarelado De acordo
odor caracteristico
*pH (Solugé 50a8,0 5,78
“Densidade ( 0.852095g/mL 0.894 g/ mL
Principio Ativo (Catidnico) 49.0% a510% 50.3 %
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IMPORTADORA QUIMICA DELAWARE LTDA.

CERTIFICADO DE ANALISE

Documento: N° 43737/11

Data Emissao: 04/10/2011 Ordem de Fracionamento: 3797
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Origem BRASIL Procedéncia BRASIL

Lote Interno 2028/11 Lote Fabricante 4508

Data Fabricaggo  01/09/2011  Data Validade 01/09/2013 y
Analises Fisico-Quimicas

. Testes  Especificages _ Resultados

Aspecto Liquido viscoso de cor marrom escuro. De acordo

pH (Solugao Aguosa a 10 %) 20a40 2,18

Teor de lodo ativo_ ___Minimo 19,0 % 2051 %

Os resultados presehfiresﬂhést‘é Certificado de Analise tem seus valores restritos a esle lote.
[ Referéncia Bibliografica. Conforme literatura do fornecedor
| Conservagao: Em recipientes herméticos, ao abrigo da luz, calor e umidade.
*Copia do Certificado de Analise original do fornecedor
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