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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DE EXTRATOS
HIDROALCOOLICOS SOBRE CEPAS RESISTENTES DE ESCHERICHIA COLI,
PROTEUS MIRABILIS E PROVIDENCIA RETTGERI.

ANDRADE, Susana Regis Alves de; COSTA, Edja Maria Melo de Brito.

RESUMO

Considerando a resisténcia de diferentes micro-organismos as substancias

antimicrobianas existentes, investimentos sdo realizados com a finalidade de encontrar a

partir de plantas medicinais novos compostos com atividade antimicrobiana
reconhecida. Assim este estudo teve como objetivo avaliar a agdo antimicrobiana de
alguns extratos vegetais de plantas medicinais presentes no semiarido brasileiro, frente a
algumas cepas bacterianas resistentes. Foram testados os extratos hidroalcéolicos da
Syderoxylum obtusifolium Roem et Schult. (quixabeira), Bauhinia forficata Linn
(morord), Anadenanthera colubrina Brenan (angico), Spondias tuberosa Arruda
(umbuzeiro), Maytenus rigida Mart. (bom nome), Tabebuia pentaphylla (ipé rosa),
Guapira Opposita (jodo mole) e da Commiphora leptophloeos Mart. (umburana) e
como controle positivo foi utilizado o Ciprofloxacino 10% frente as cepas
multirresistentes Proteus mirabilis, Providencia rettgeri e Escherichia coli.
Determinou-se a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) através da técnica da
microdiluicdo em caldo, e a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) através do
subcultivo em placas de Brain Heart infusion Agar (BHI-4gar). As bactérias
multirresistentes apresentaram sensibilidade a pelo menos um extrato, sendo o A.
colubrina Brenan o que demonstrou ter atividade, contra as trés espécies microbianas
testadas. Os extratos analisados apresentam potencial antimicrobiano frente as cepas de
bactérias multirressistentes, sendo necessaria a investigacdo dos mecanismos envolvidos
na acdo desses extratos.

Palavras-chave: Resisténcia Bacteriana, Plantas medicinais, produtos com acao
antimicrobiana;



1. INTRODUCAO

Durante muitos séculos, preparacdes a base de plantas constituiram os principais
tratamentos contra as inUmeras doencas que acometiam a humanidade. Com o avanco
cientifico, muitos produtos naturais foram identificados e isolados, possibilitando
tratamentos mais eficazes. O Reino Vegetal forneceu aproximadamente 25% dos
farmacos de origem natural utilizados atualmente, e continua sendo uma fonte rica em
compostos ativos devido a sua vasta diversidade quimica (GURIB-FAKIN, 2006;
RAMIREZ; DIAZ, 2007).

A pesquisa de extratos vegetais com agdo antimicrobiana se apresenta como uma
saida para o combate aos micro-organismos patogénicos, em razdo do grande aumento
de sua resisténcia a mdltiplas drogas, resultante do uso indiscriminado de
antimicrobianos, o que fez como que aumentasse a procura a alternativas terapéuticas.
Por esses motivos, a descoberta de novas moléculas, de fonte natural ou sintética, com
atividade antimicrobiana tem sido foco de muitas pesquisas. A diversidade de moléculas
encontradas em plantas faz das mesmas promissoras fontes de novos agentes
antimicrobianos (LEITAO et al., 2006; SILVA et al., 2007).

Um desafio para o tratamento de doengas infecciosas por bactérias constitui-se
na resisténcia de patdgenos previamente suscetiveis ao desenvolvimento de resisténcia
contra varias classes de antibioticos utilizados (WRIGHT, 2010), por isso, € preciso
estar sempre em busca de novas fontes terapéuticas que sejam mais eficientes para o
tratamento de infecgGes, como as bacterianas (SILVA et al., 2007).

O trato urinario é um dos locais mais comuns de infeccBes bacterianas,
particularmente em mulheres. As infec¢des urinarias podem ser definidas como
infeccdo das estruturas do aparelho urinario que ocorrem, em geral, como consequéncia
da presenca ou colonizacao de bactérias, fungos e virus veiculados pelas vias urinarias
(MENEZES et al., 2009).

Na década de 80, a introducdo de fluoroquinolonas, grupo ao qual pertencem a
ciprofloxacina, significou, sem davida, um avanco no tratamento de infec¢bes por
bactérias multirresistentes, particularmente infec¢fes do trato urinério (ITU), posto que
possuiam amplo espectro de agdo, com boa biodisponibilidade e excelente tolerancia
por via oral, assim bactérias multirresistentes apresentaram-se sensiveis a esse novo
grupo de drogas (BAIL, ITO, ESMERINO, 2006; HONRA, et al, 2005).



Neste contexto, esse estudo tem como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana de extratos hidroalcéolicos frente a cepas resistentes de E. coli, P.
rettgeri e P. mirabilis por meio da determinagdo das concentra¢des inibitdria minima

(CIM) e da concentracdo bactericida minima (CBM).



2. REFERENCIAL TEORICO

A resisténcia de bactérias patogénicas aos antibioticos constitui um sério
problema para a medicina humana e veterinaria, tendo-se intensificado nas ultimas
décadas, surgindo, assim, a necessidade do desenvolvimento de novas terapéuticas e
estratégias de antimicrobianos (KUREK, et al., 2012).

A resisténcia aos antibidticos se desenvolve como uma natural consequéncia da
habilidade da populagdo bacteriana de se adaptar ao uso desses medicamentos. O uso
indiscriminado de antibidticos, o que aumenta a pressdo seletiva e, também, a
oportunidade da bactéria ser exposta aos mesmos. Essa oportunidade facilita a aquisicao
de mecanismos de resisténcia (SANTOS 2004).

Sendo a resisténcia considerada inevitavel é necessario compreender as origens,
evolucdo e divulgacdo de elementos de resisténcia a antibioticos, o que ira fornecer
informacdes essenciais para os descobridores de drogas antibioticas (WRIGHT, 2010).

Os mecanismos de resisténcia a antibioticos podem ser adquiridas através do
ganho ou alteracdo permanente ou temporario da informacdo genética bacteriana.
Grande parte dos genes de resisténcia esta presente nos plasmideos e podem ser
trocados com elementos do cromossomo. Dessa forma as bactérias podem adquirir
resisténcia a antibidticos através de trés mecanismos principais: (1) diminuicdo da
absorcdo (ou aumento do efluxo) do antibidtico, (2) alteracdo do sitio-alvo do
antibidtico e (3) aquisicdo da capacidade de destruir ou modificar o antibiotico
(HARVEY, CHAMPE, FISHER, 2008).

Patdgenos humanos resistentes a multiplas drogas mostra a necessidade em se
buscar novas moléculas antimicrobianas a partir de fontes naturais (LEITAO et al.,
2006). A crescente demanda por novos antimicrobianos tem levado a investigacOes
fitoquimicas e farmacol6gicas de plantas, guiadas por informagdes sobre o uso
tradicional-etnobotanica (FILOCHE, SOMA, SISSONS, 2005).

As infeccdes do trato urindrio sdo comuns na populacdo, principalmente em
mulheres. A etiologia das ITUs é na grande maioria das vezes bacteriana, podendo
também ser causadas por virus ou fungos. Essas infecgdes sdo usualmente adquiridas
por via ascendente, a partir da flora fecal para a uretra e para a bexiga podendo também
atingir os rins ou por via hematogénea, em que a bactéria contamina o sangue e infecta

secundariamente o aparelho urinario. Os microrganismos mais frequentes nestas



infeccbes sdo bactérias aerObias Gram negativas, sendo o agente etiolégico mais
frequente a Escherichia coli (MARTINS, VITORINO, ABREU, 2010).

As bactérias do género Escherichia coli pertencem a familia Enterobacteriaceae
e sdo microrganismos anaerobios facultativos, reduzem nitrato a nitrito, fermentam
glicose, e é oxidase-negativa. Metaboliza uma ampla variedade de substancias como
carboidratos, proteinas, aminoacidos, lipideos e acidos orgénicos. Produzem catalase,
utilizam glicose, amonia e nitrogénio como fontes de carbono (BRASIL, 2001).

O principal habitat da Escherichia coli é o trato intestinal dos humanos e de
outros animais de sangue quente. A maioria dos sorogrupos de E. coli faz parte da flora
comensal do intestino dos mamiferos. No entanto, certos sorotipos sdo patogénicos para
0 homem e para outros animais e estes ndo sdo considerados como fazendo parte da
flora intestinal normal.

Outros micro-organismos comumente associados as ITUs sdo o Proteus
mirabilis e Providencia rettgeri. O P. mirabilis € uma bactéria capaz de provocar varias
infeccbes nosocomial e oportunistas, sendo intimamente associada com as infec¢cOes
complicadas do trato urinario como, por exemplo, as que ocorrem em pacientes que
estdo fazendo uso de cateteres ou em pessoas com anormalidade estrutural do trato
urinario. Essa bactéria é ainda capaz de formar biofilmes na superficie de cateteres
urinarios podendo levar o paciente a ter graves complicacGes (SCHLAPP, et al., 2011).

A P. rettgeri € um género de bactérias Gram-negativas mdveis pertencentes a
familia Enterobacteriaceae. Estas espécies sdo comumente associadas com infecgdes do
trato urinrio na comunidade sadia e em pacientes com cateter. Podem causar infeccbes
oportunistas variadas em pacientes hospitalizados, com queimaduras, lesGes cutaneas,

ferimentos cirargicos e septicemia (ALMEIDA, et al., 2009).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Gram_negativas
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae

3. REFERENCIAL METODOLOGICO

3.1 Material vegetal

Para este estudo foram coletadas folhas e/ou cascas de espécies de plantas
encontradas no semiarido brasileiro, sendo elas: folhas e cascas de Syderoxylum
obtusifolium Roem e Schult (quixabeira) e Guapira graciliflora Mart. (jodo-mole) e
cascas de Bauhinia forficata Linn (morord), Anadenanthera colubrina Brenan (angico),
Spondias tuberosa Arruda (umbuzeiro), Maytenus rigida Mart. (bom nome), Tabebuia
pentaphylla (ipé rosa), e da Commiphora leptophloeos Mart. (umburana). O material foi

limpo, acondicionado em sacos de papel e seco em estufa de circulacéo de ar a 40 °C.

3.2 Preparacéo dos Extratos

Para obtencdo dos extratos foi Gtilizado o processo de maceragdo por cinco dias,
em temperatura ambiente, utilizando como solvente o &lcool etilico 70% em uma

proporcéo de 200g de planta seca moida para 1L de solugédo hidroalcéolica.

3.3 Antimicrobianos utilizados na avaliacdo do perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos (Antibiograma)

O antibiograma foi realizado em Agar Mueller—Hinton, segundo as
recomendacdes e padronizagdes do CLSI (2005). Os antimicrobianos testados foram os
contidos no polidisco (Cefar®) da série gram-negativa.

3.4 Atividade Antimicrobiana

3.4.1 Preparacao do Inéculo

Os micro-organismos utilizados foram Proteus mirabilis (PNCQ), Providencia
rettgeri (PNCQ) e Escherichia coli (PNCQ). As bactérias foram semeadas em agar
Brain Heart infusion (BHI) e incubadas em estufa de cultura a 37°C por 24 horas.
Decorridas as 24 horas de crescimento bacteriano, foi iniciado o preparo das suspensdes

bacterianas. Foi transferida uma al¢ada de colnias de cada espécie bacteriana da placa



de Petri para tubos de ensaio estéreis com tampa e contendo solucdo salina (0,85%)
esterilizada (5mL).

Como o volume do meio no poco foi de 0.1mL e o volume de inéculo, 0,01mL,
a suspensdo microbiana foi diluida de 1:20 para se conseguir uma diluicdo de 10’
UFC/mL. Quando 0,01mL dessa suspenséo foi inoculado no caldo, a concentracao final
de bactérias do teste foi de aproximadamente 5 x 10* UFC/pogo. O inoculo microbiano
foi padronizado em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 625nm de modo a
obter absorbancia entre 0,08 a 0,10 e transmitancia de 85% (CLSI, 2003).

3.4.2 Determinacdo da Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM dos extratos vegetais foi realizada através da técnica da
microdiluigdo em caldo, realizada em triplicata em um mesmo momento. Inicialmente,
foram distribuidos 100 uL. do meio de cultura duplamente concentrado nos orificios das
placas de microdilui¢do contendo 96 cavidades, com fundo em forma de “U”, com
tampa (ALAMAR®, Diadema, S&o Paulo, Brasil). Na coluna 1 foi colocado nos trés
primeiros orificios da microplaca o meio de cultura e o inoculo, onde foi verificada
viabilidade das cepas ensaiadas e nos ultimos trés orificios foi colocado o meio mais o
antibidtico (ciprofloxacino 10%) e o inoculo, onde foi feito dessa forma o controle
positivo . Na coluna 2 fizemos o controle negativo, onde foi colocado 0 meio mais o
solvente (alcool 70%) e o indculo. A partir da coluna 3, foram distribuidos 100 pL do
extrato bruto no primeiro orificio da microplaca, e depois realizadas dilui¢ces seriadas,
a partir da retirada de uma aliquota de 100 pL da primeira cavidade mais concentrada
para a cavidade sucessora, sendo os 100 uL finais desprezados. Nos orificios de cada
coluna foram dispensadas aliquotas de 10 pLL do in6culo correspondente a cada cepa. As
microplacas foram incubadas a 37°C durante 24 horas.

Para confirmacgdo da presenca de microrganismos viaveis nas concentracdes ndo
inibitorias, foi dispensada uma aliquota de 10 pL do corante Rezasurina em todas as
cavidades da placa (inclusive nos controles), 24 horas ap6s a incubacdo. Com isto
tornou-se possivel distinguir as amostras vivas, coloridas de rosa, daquelas mortas, que
se coram de azul. Apos a introducdo do corante, as placas foram levadas novamente

para a estufa por mais 24 horas.



10

3.4.3 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Apos a determinacdo da CIM, uma aliquota da concentracdo correspondente a
inibitéria e as duas concentragdes imediatamente mais concentradas, e os controles
positivos foram subcultivadas em placas de agar BHI, desprovido de qualquer
antimicrobiano. Ap6s 24 horas de incubacdo a 37°C, as leituras das CBMs foram
realizadas com base no crescimento dos controles, sendo considerada Concentracédo
Bactericida Minima a menor concentragdo do extrato que impediu o crescimento visivel

do subcultivo.
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4. DADOS E ANALISE DA PESQUISA

Para a realizagdo desse estudo foram utilizadas as cepas de E. coli, P. mirabilis e
P. rettgeri, para determinar a sensibilidade das cepas utilizou-se, a série de polidiscos da
Cefar® destinada a micro-organismos Gram negativos. A tabela 1 apresenta o

comportamento das cepas frente aos antimicrobianos.

TABELA 1: Perfil de Sensibilidade das cepas testadas.

E. P. P.
Antibidticos coli mirabilis rettgeri
SUT (Sulfametoxazol) S S S
CIP (Ciprofloxacino) S S S
CFL (Cefalotina) R S |
GEN (Gentamicina) S S S
AMP (Ampicilina) R R R
AMI (Amicacina) S S S
CPM (Cefepima) S S S
TET (Tetraciclina) S R R
CRO (Ceftriaxona) S S S
AMC (Amoxacilina + Ac. R R R
Clavurénico)
CFO (Cefoxitina) S S S
CAZ (Ceftazidime) S S S
CLO (Clorafenicol) S S S
ATM (Aztreonam) S S S
PIT (Pipenocitalina) S S S

Fonte: Dados da Pesquisa (2012);
R: Resistente

S: Sensivel

I: Intermediario

Os resultados da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e da Concentracdo
Bactericida Minima (CBM) dos extratos hidroalc6olicos das oito plantas analisadas

neste estudo encontram-se presentes nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.
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TABELA 2: Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima dos extratos

vegetais contra as espécies de E. coli, P. mirabilis e P. rettgeri.

E. P. P.
Extrato Vegetal coli mirabilis rettgeri

pl /ul pl /ul pl /ul
Syderoxylum obtusifolium Roem 1:8 1:16 1:8
Schult* (quixabeira)
Syderoxylum obtusifolium Roem 1:4 1:8 1:8
Schult.** (quixabeira)
Anadenanthera colubrina Brenan* 1:8 1:16 1:16
(angico)
Bauhinia forficata Linn* (mororo) 1:8 1:16 1:2
Maytenus rigida Mart.* 1:8 1:8 1:16
(bom nome)
Spondias tuberosa Arruda* 1:8 1:8 1:16
(umbuzeiro)
Tabebuia pentaphylla Vell.* 1:8 1:16 1:16
(ipé rosa)
Guapira opposita Vell.* 1:8 1:16 1:8
(jodo mole)
Guapira oppositaVell.** 1:8 1:8 1:16
(jodo mole)
Commiphora leptophloeos Mart.* 1:8 1:16 1:8
(umburana)
Solvente (Alcool 70%) 1:4 1:16 1:8

Fonte: Dados da Pesquisa (2012);
* Extrato da casca

**Extrato da folha
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TABELA 3: Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima dos extratos

vegetais contra as espécies testadas.

E. P. P.
Extrato Vegetal coli mirabilis rettgeri
pl /ul pl /ul pl /ul

Syderoxylum obtusifolium Roem 1:2 R 1:4
Schult* (quixabeira)
Syderoxylum obtusifolium Roem 1:2 R 1:4
Schult.** (quixabeira)
Anadenanthera colubrina Brenan* 1:4 1:4 1:4
(angico)
Bauhinia forficata Linn* (mororo) 1:2 R R
Maytenus rigida Mart.* 1:2 R 1:2
(bom nome)
Spondias tuberosa Arruda* 1:2 R 14
(umbuzeiro)
Tabebuia pentaphylla Vell.* 14 R 1:2
(ipé rosa)
Guapira opposita Vell.* 1:2 R 1:2
(jodo mole)
Guapira opposita Vell.** 1:4 R 1:4
(jodo mole)
Commiphora leptophloeos Mart.* 1:2 R 1:2
(umburana)
Solvente (Alcool 70%) 1 R R

Fonte: Dados da Pesquisa (2012);
* Extrato da casca

**Extrato da folha

R: Resistente

As cepas multirresistentes de E. coli, P. mirabilis e P. rettgeri apresentaram
sensibilidade a pelo menos um dos extratos hidroalcdolicos testados, com atividade
bacteriostatica e bactericida. Esses resultados sdo promissores, uma vez que essas
bactérias sdo comumente associadas a infeccbes do trato urinario (MARTINS,
VITORINO, ABREU, 2010).

Dentre as substancias analisadas, destacam-se os resultados do extrato da casca
da Anadenanthera colubrina Brenan, que mostrou atividade contra todas as espécies de

bactérias multirresistentes testadas. A atividade antimicrobiana dessa planta esta
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relacionada com a presenca de componentes quimicos na planta tais como: alcaloides
indolico; esterdides; flavondides; triterpendides e derivados fenolicos (PALMEIRA et
al., 2010).

No estudo realizado por PALMEIRA (2010), o extrato hidroalcéolico da
Anadenanthera colubrina Brenan apresentou atividade antimicrobiana, com CIM de
3,12% (1:32) e halos de inibicdo variando de 19 a 25 mm para cepas de S. aureus, pela
técnica de difusio em Agar. Neste trabalho foi observado que o extrato hidroalcdolico
dessa planta apresentou uma CIM de 1:8 para a E. coli e 1:16 para o P. mirabilis e
para a P. rettgeri, com CBM de 1:4, para as trés espécies testadas.

As cepas de E. coli e P. rettgeri apresentaram sensibilidade ao extrato
hidroalcéolico da folha de Guapira opposita Vell, o que ratifica os resultados de
PESCARINI et al. (2011), que identificaram atividade antimicrobiana da Guapira
opposita Vell contra bactérias gram-negativas, como Escherichia coli.

Em relacdo ao extrato da Maytenus rigida Mart. observou-se atividade contra a
E.coli e P. rettgeri apresentando uma CBM de 1:2 para ambas e nenhuma atividade
antimicrobiana contra o P. mirabilis, que apresentou resisténcia a quase todos o0s
extratos vegetais testados.

FIGUEREDO; FERREIRA (2013) verificaram as interagcbes entre extratos
etandlicos de Amburana cearensis AC Smith e Anadenanthera macrocarpa (Benth.)
Brenan, combinado com antimicrobianos contra cepas multirresistentes de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli isoladas de seres humanos e observou que
esses extratos podem ser uma fonte alternativa de produtos naturais com agéo
antibacteriana. Isto em funcdo da presenca de varios compostos antibacterianos, que
pode ser responsaveis pelos efeitos de modulacdo positivos observados em seu estudo.
Esses resultados indicam a possibilidade de utilizar produtos naturais associados com
aminoglicésidos para aumentar o potencial antimicrobiano destas drogas contra micro-
organismos multirresistentes.

As demais plantas avaliadas nesse estudo também apresentaram atividades
antimicrobianas contra as cepas E.coli e P. rettgeri multirresistente s6 que em menor
potencial, enquanto que a cepa de P. mirabilis apresentou resisténcia a maioria dos
extratos, sendo sensivel apenas a Anadenanthera colubrina Brenan.

Assim sugere-se que sejam realizados estudos para avaliar o perfil fitoquimico
das plantas utilizadas, a fim de se identificar os metabdlitos ativos, responsaveis pelo

seu potencial antimicrobiano.
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5. CONCLUSAO

Os extratos analisados apresentaram potencial antimicrobiano frente a cepas de
bactérias multirresistentes, observando-se que o extrato hidroalcdolico da casca de
Anadenanthera colubrina Brenan foi o que apresentou melhor atividade contra as trés
cepas de bactérias multirresistentes testadas.

Outros extratos como o da folha da Guapira opposita Vell, também apresentou
boa atividade contra as cepas de E.coli e P. rettgeri, sendo o P. mirabilis sensivel a
apenas um dos extratos testados. Assim se faz necessdria a investigacdo dos

mecanismos envolvidos na acdo desses extratos.
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IN VITRO ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF HYDROALCOHOLIC
EXTRACTS AGAINST RESISTANT STRAINS OF ESCHERICHIA COLI,
PROTEUS MIRABILIS AND PROVIDENCIA RETTGERI.

ANDRADE, Susana Regis Alves de; COSTA, Edja Maria Melo de Brito.

ABSTRACT

Considering the resistance of different microorganisms to antimicrobial substances
existing investments are made with the purpose of finding from medicinal plants new
compounds with antimicrobial activity recognized. This study aims to evaluate the
antimicrobial activity of some plant extracts of medicinal plants present in the semiarid
Brazilian forward some multiresistant strains. We tested the hydroalcoholic extracts of
Syderoxylum obtusifolium Roem et Schult. (quixabeira) Bauhiniaforficata Linn
(mororé) Anadenanthera colubrina Brenan (angico), Spondias tuberosa Arruda
(umbuzeiro), Maytenus rigid Mart. (bom nome), Tabebuia pentaphylla (ipe rosa),
Guapira opposita (jodo mole) and Commiphoraleptophloeos Mart. (umburana) and as a
positive control was used Ciprofloxacin 10% against the strains multiresistant
Proteusmirabilis, Providencia rettgeri and Escherichia coli. Determined the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) by the broth microdilution technique, the Minimal
Bactericidal Concentration (MBC) by subculture on plates of brain heart infusion agar
(BHI agar). Multiresistant bacteria E. coli, P. mirabilis and P. rettgeri were sensitive to
at least one extract being Anadenanthera colubrina Brenan (angico), which have
demonstrated activity against all three species tested. Analyzed extracts have
antimicrobial activity against the strains of bacteria multirressistentes, making further
investigation of mechanisms of action of these extracts.

Keywords: Bacterial Resistance, Medicinal plants, products with antimicrobial activity;
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