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RESUMO

Devido a grande facilidade de acesso as plantas
medicinais, o seu uso vem aumentando
significativamente nos ultimos anos, sendo alguns dos
fatores responsdveis o baixo custo e a dificuldade de se
obter medicamentos alopaticos. Em geral, essas plantas
sao encontradas em feiras livres, em condi¢des higiénico-
sanitdrias precarias desde a coleta até a comercializagao
ao usudrio final. Desse modo, a contaminagdo
microbiana ocorre com frequéncia, trazendo riscos a
saude dos consumidores. O presente trabalho teve como
finalidade, detectar e quantificar a presenca de
Staphylococcus aureus em amostras de pepaconha,

cumaru, ameixa, cajueiro e boldo, plantas medicinais de
alta aceitacdo popular no municipio de Currais Novos
regido situada no Seridé do Rio Grande do Norte. Foram
realizadas diluicGes decimais seriadas, de 10" a 10'6,
posteriormente semeadas em superficie em duplicatas
(dgar Manitol Salgado, 35-37°C/24%2h). Colbnias
pequenas, circulares, convexas e de cor amarelo foram
consideradas tipicas e selecionadas para a confirmagdo
bioquimica via teste da Termonuclease. Os resultados
foram expressos em UFC/g. A presengca dos
microrganismos em questdo foi confirmada em 100%
das amostras.
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DETECTION OF Staphylococcus aureus IN MEDICINAL PLANTS

ABSTRACT

Due to ease of access to medicinal plants, their use has
increased significantly in recent years, and some of the
factors responsible are the low cost and difficulty of
obtaining allopathic medicines. In general, these plants
are found in street fairs, in poor sanitary conditions from
collection to marketing to the end user. Thus, microbial
contamination occurs frequently, bringing risks to
consumer health. This study aimed to detect and
quantify the presence of Staphylococcus aureus in
samples of pepaconha, Cumaru, ameixa, cashew and

boldo, medicinal plants with high popular acceptance in
the city of Currais novos, situated in Rio Grande do
Norte, Brazil. Serial decimal dilutions were made from
10" to 10°°, then plated on surface duplicates (Mannitol
Salt agar: 35-37°C/24+2h). Colonies small, circular,
convex and yellow were considered typical and selected
for biochemical confirmation via thermonuclease test.
The results were expressed as CFU/g. The presence of
microorganisms in question has been confirmed 100% of
the samples.
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1 INTRODUCAO

O uso de espécies vegetais com propriedades bioativas é um traco comum a todas as
comunidades humanas, autdctones ou ndo. Reconhecendo a efetividade de seu uso, a
Organizagao Mundial da Saude recomenda a incorporagao das plantas medicinais nos sistemas de
Saude Publica. Contudo, apesar do reconhecimento oficial, a populagdo ainda tem nas feiras livres
a principal fonte para a aquisicao das espécies que utiliza.

De modo geral, a comercializacdo de plantas medicinais em feiras livres e mercados é
caracterizada por condi¢cGes estruturais e de higiene insatisfatorias, o que pode facilitar tanto a
contaminacdo do material por microrganismos, quanto a posterior proliferacdo da microbiota,
incluindo-se nestas espécies patogénicas para humanos.

Dentre os patégenos potencialmente presentes em plantas medicinais, destacamos
Staphylococcus aureus, mundialmente implicado em surtos de doengas estafilocdcicas, resultantes
da ingestdo de material contaminado por suas toxinas. No contexto do uso tradicional de plantas
medicinais, a ingestdo de chas formulados com base em matéria vegetal contaminada pelas
toxinas estafilocdcicas pode representar risco a saude, uma vez que tais metabodlitos secundarios
sdo termorresistentes e permanecem ativos no produto final, o cha.

Apesar de sua relevancia para a saude publica, tanto a OMS quanto a ANVISA ndo
explicitam limites especificos para a presenca de S. aureus em plantas medicinais, impossibilitando
a acdo fiscalizatéria. Neste contexto, é necessdrio que sejam desenvolvidos estudos que
dimensionem o risco a saude do consumidor. Desse modo, podem ser fornecidas as bases para
gue os 6rgdos competentes possam ser pressionados no sentido de preencher o vacuo legal
existente, com a criacdo de legislacdo especifica voltada ao estabelecimento de parametros de
gualidade microbioldgica para o comércio de plantas medicinais e preparos tradicionais derivados.

Com o presente trabalho, objetivamos detectar em amostras de plantas medicinais de alta
aceitacdo popular (ameixa, boldo, caju, cumaru e pepaconha), comercializadas na feira livre de
Currais Novos/RN, as densidades de S. aureus presentes, permitindo avaliar a sua adequagdo ao
consumo humano.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O uso de plantas medicinais iniciou-se na pré-histéria, quando as primeiras comunidades
humanas caracteristicamente coletoras, recorriam a flora em busca de alimento. Por tentativa e
erro, ao longo do tempo foram selecionando o que poderia ser consumido ou nao. Como
consequéncia, observaram que algumas das espécies vegetais apresentavam um ou mais efeitos
terapéutico sobre determinadas enfermidades. Esses conhecimentos empiricos foram sendo
acumulados e passados de geracdo em geracdo, resultando no que é conhecido pela Organizagao
Mundial da Saude como Medicina Tradicional. Porém, diante do facil acesso a produtos
industrializados que a modernidade possibilitou, tais costumes foram ficando para tras, pois com o
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avanco da tecnologia, a industria farmacéutica viabilizou a produgao e o consumo em larga escala
de farmacos sintéticos, os medicamentos alopaticos. Apesar dos avangos na medicina moderna, o
uso de plantas medicinais como forma de terapia aceita persiste, compondo os diversos sistemas
de Medicina Tradicional existentes (JUNIOR et. al., 2005).

O consumo mundial de plantas medicinais aumentou significativamente nos ultimos anos,
favorecido pelo fato de que cerca de 100 milhGes de pessoas ndo tém acesso a medicamentos
alopdticos (OLIVEIRA et. al., 2006; NUNES et. al., 2003). Adicionalmente, fatores como o crescente
aumento dos pregos das drogas convencionais, seus efeitos colaterais, novas formas de doencas
passiveis de tratamento através de medicamentos ditos “naturais” e as dificuldades relacionadas
a0 acesso aos servigcos de saude publica, tem contribuido para este incremento no consumo do
recurso terapéutico em questao (MARODIN; BAPTISTA, 2001).

Em geral, as plantas medicinais e seus derivados sdo comercializados em feiras livres, nas
quais fiscalizacdo sanitaria é ineficiente, o que torna esses locais improprios para comercializacdo
de tais produtos, podendo torna-los insalubres ao consumo humano. Inadequacdes higiénico-
sanitarias nas diversas etapas da sua cadeia produtiva - incluindo o armazenamento, transporte e
a exposicdao - podem favorecer a contaminagao das plantas medicinais por microrganismos
indesejaveis e/ou a proliferagdo excessiva da microbiota associada (ROCHA et. al., 2010).

Dentre os microrganismos que podem estar presentes em plantas medicinais destacamos o
Staphylococcus aureus. Gram positivo e anaerdbio facultativo, o microrganismo ocorre de forma
isolada, aos pares e em aglomerados. O S. aureus é capaz multiplicar-se em 10% a 20% de NaCl,
sendo a principal espécie patogénica para humanos do Género Staphylococcus. Contaminante de
alimentos, o microrganismo é produtor de enterotoxinas, sendo apontado frequentemente como
responsavel por casos de intoxicagao alimentar. Componente normal da microbiota associada as
vias aéreas de humanos e presente em lesdGes da pele, pode ser facilmente transferido para
alimentos, utensilios e superficies de trabalho. Naturalmente, o S. aureus ndo faz parte da
microbiota associada as plantas medicinais, sendo considerado contaminante (FRANCO;
LANDGRAF, 2008; SILVA et al., 2007). Dado o seu potencial de risco a saude publica, a legislacdo
brasileira e internacional estabelece limites claros para a sua presenca em diversos grupos de
alimentos. Contudo, ndo existe nenhum limite estabelecido ou recomendado para a sua detecgao
em plantas medicinais (BRASIL, 2003; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007).

No municipio de Currais Novos, a feira livre como outras ao longo do territdrio nacional,
ndo se pauta pela presenca de condicdes de higiene, fiscalizacdo ou regulamentacdo sanitaria
ideais. Dentre outros produtos de natureza variada, as plantas sdo expostas na maioria das vezes
em calcadas ou barracas de madeira, onde ficam sujeitas a variacbes das condi¢Ges climaticas ao
longo do dia. Armazenadas e expostas em sacos plasticos abertos, reutilizados, permanecem bem
proximos a uma diversidade de produtos que sdo comercializados e que podem servir como fontes
de contaminac¢do. Caracteristicamente, as embalagens — quando presentes - sdao confeccionadas
de forma artesanal, utilizando-se jornais, sacolas ou outros materiais, em geral reutilizados
(ROCHA et al., 2010).
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Considerando-se a ampla aceitagao das plantas medicinais enquanto recurso terapéutico
tradicional, bem como os riscos existentes no consumo de espécies vegetais contaminadas pelo S.
aureus, objetivamos quantificar sua presenca em amostras de pepaconha (Cephaelis ipecacuanha
(Brot.) Tussac), cumaru (Amburana cearenses (Fr. All.)), ameixa (Ximenia americana L.), cajueiro
(Anacardium occidentale L.) e boldo (peumus boldus Molina), plantas medicinais de alta aceitacdo
popular disponiveis ao consumidor na feira-livre de Currais Novos, RN.

3 METODOLOGIA

3.1 Caracterizacdo da area estudada

As amostras foram coletadas na feira popular do municipio de Currais Novos (figura 1).

Figura 1. Localiza¢do do estado do Rio Grande do Norte e do municipio de Currais Novos, indicado pela
seta.

O municipio situa-se na mesorregido Central Potiguar e na microrregido Seridé Oriental,
sob as coordenadas 6°15’39,6” Sul, 36°30°54” Oeste, Estado do Rio Grande do Norte (BRASIL,
2005).

3.2 Espécies Estudadas e Coleta das Amostras

As plantas a serem estudadas foram selecionadas tendo como base a indicacdo de
comerciantes, que apontaram as cinco plantas mais procuradas pela populagdo. Foram coletadas
vinte e cinco amostras, sendo: cinco de raizes de pepaconha - Cephaelis ipecacuanha (Brot.)
Tussac, cinco de cascas de cumarl — Amburana cearenses (Fr. All.), cinco de cascas de ameixa —
Ximenia americana L., cinco de cascas de cajueiro — Anacardium occidentale L. e cinco de folhas de
boldo — Peumus boldus Molina. As amostras eram constituidas por 6rgdos (ou partes destes) em
diferentes graus de dessecacdo, com pesos variados e superiores a 100g. Para reproduzir
fielmente as condicdes da comercializacdo popular, as amostras foram embaladas pelo préprio
comerciante. Posteriormente, o material foi acondicionado em recipientes estéreis e em seguida,
encaminhado ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos/Biologia Molecular (MICROBIO) do
IFRN/Campus Currais Novos onde foi analisado.
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3.3 Preparo das Amostras e Dilui¢cdes Seriais

Parcelas de 25g de cada amostra foram individualmente pesadas e adicionadas a 225 mL
de Solucdo Salina Peptonada estéril, sendo homogeneizadas por agitacdo durante dois minutos,
utilizando-se agitador vértex. A partir desta diluicdo inicial (10™), foram realizadas diluicBes
decimais seriadas, também homogeneizadas, até 102, Quando necessario, tendo em vista o
possivel elevado nivel de contaminacdo da amostra, foram realizadas diluicdes até 10° (SILVA,
2007).

3.4 Quantificacao das populacdes de Staphylococcus coagulase positivos

As diluicGes foram semeadas em duplicata pelo método spread plate em placas de petri
contendo 15 mL do agar seletivo e diferencial Manitol Salgado (ABBA et al.,2009; WANNIPA et al.,
2007). As placas foram incubadas na posicdo invertida a 35-37°C/24+2h. Cumprido o periodo de
incubacdo, as coldnias foram selecionadas com base em sua morfologia, sendo consideradas
tipicas as que apresentaram as seguintes caracteristicas: tamanho pequeno, circulares, convexas e
de cor amarelo brilhante. Cinco col6nias tipicas de cada placa foram selecionadas e transferidas
para tubos de ensaio contendo 15 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion), sendo incubadas a 35-
37°C/24+2h. Apds a incubagdo, os tubos foram submetidos a fervura em banho maria por 15
minutos. Apds o resfriamento, aliquotas de 0,1uL foram individualmente transferidos para pogos
previamente perfurados em placas de petri, contendo aproximadamente 15 mL de agar DNAse
com verde de metila. As placas foram incubadas a 50°C por duas horas. O desenvolvimento de
areas de clarificacdo ao redor dos poc¢os foi considerado resultado positivo para a presenca dos
microrganismos alvo, tendo em vista a existéncia de correlacdo precisa entre as atividades
coagulase + e DNAse +. O teste da termonuclease é recomendado como prova adicional e
confirmatdria, realizada posteriormente ao teste coagulase, para confirmacdo da presenca S.
aureus (BRASIL, 2003; SILVA et al., 2007).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Baseando-se nas analises realizadas a presenca do S. qureus foi observada em 100% das
amostras, conforme expresso na tabela 1.

Tabela 1: Populagdes de S. aureus detectadas nas amostras de plantas medicinais analisadas.

Planta medicinal Amostras analisadas | Densidades médias
analisada observadas (UFC/g)
Pepaconha (Cephaelis 5 6,0x10°
ipecacuanha)
Cumaru (Amburana 5 1,7x10°
cearensis)
Ameixa (Ximenia 5 2,8x10*
americana)
Cajueiro (Anacardium 5 1,Ox104
occidentale)
Boldo (Peumus boldus) 5 4,8x10°
®
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Apesar da inexisténcia de limites estabelecidos pela OMS (Organizacdo Mundial da Saude)
para a presenca em plantas medicinais do S. aureus ou outros estafilococos coagulase positivos, a
deteccdo de populagdes significativas da espécie/grupo neste tipo de material ndo deve ser
desprezada, existindo relatos de sua deteccdo e do risco que representam aos consumidores
(ABBA et al., 2009; FRANCO; LANDGRAF, 2008; ROCHA et al, 2010; WANNIPA et al., 2007).

Bioindicador de baixas condicdoes de higiene na manipulagdo, o S. aureus denuncia as
condicdes indesejaveis de higiene e qualidade presentes na cadeia produtiva das plantas
analisadas. A detecgdao do microrganismo é concordante com a estrutura fisica precaria dos pontos
de venda, bem como com as praticas de comercializacdo indesejdveis do ponto de vista higiénico,
empregadas pelos comerciantes de plantas medicinais presentes na drea estudada. E importante
ressaltar que a deteccdo do S. aureus em material que serd consumido na forma de chas
representa risco a saude, dada a sua contaminac¢do potencial por enterotoxinas produzidas pelo
microrganismo, as enterotoxinas A, B, C;, C,, C3 D e E. Proteinas simples, de baixo peso
molecular, sdo higroscépicas e facilmente solUveis em agua. Por serem termorresistentes, tais
toxinas permanecem ativas apds a fervura das plantas para o preparo de chas, provocando no
consumidor nduseas, vomitos, cdimbras abdominais, diarreia e sudorese. Embora seja raro, em
concordancia com as condigdes organicas do individuo e a quantidade de toxina ingerida, a
intoxicacdo pode resultar em ébito (FRANCO; LANDGRAF, 2008; ROCHA et al., 2010).

5 CONCLUSAO

Embora ndo sejam estabelecidos limites legais para a sua presenca em plantas medicinais,
consideramos que a detecc¢ao do S. aureus no material analisado o torna inapropriado para o
consumo humano. Tal fato indica a necessidade de melhorias higiénico-sanitarias, fiscalizagdao
eficaz, regulamentagao, formagao dos manipuladores, e atengao voltada a toda cadeia produtiva
das plantas medicinais, dada a sua grande aceitacdo como recurso terapéutico na area estudada.
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