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RESUMO

REIS, JOADSON DOS SANTOS. UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA
BAHIA, DEZ/2019. PERFIL DE RESISTENCIA DE CEPAS DE Escherichia
coli ISOLADAS DE CORVINA Micropogonias furnieri (Desmarest, 1823)
FRENTE A ANTIMICROBIANOS COMERCIAS E NATURAIS. Orientadora: Profa.
Dr2. Maria Gardenny Ribeiro Pimenta. Coorientador: Prof. Dr. Robson Bahia
Cerqueira.

O controle de infecgOes, especialmente hospitalares e intoxicagéo alimentar,
se tornam mais dificeis de tratar quando 0s patdgenos responsaveis por causar tais
infeccbes sao resistentes aos antimicrobianos existentes, este fato esta associado
ao uso indiscriminado de antimicrobianos que causa pressdao seletiva nos
microrganismos. O objetivo deste trabalho foi verificar a susceptibilidade de 17
cepas de Escherichia coli isoladas de peixes frente a antimicrobianos comerciais,
antimicrobianos de origem natural e investigar os possiveis mecanismos de
resisténcia utilizados por estas bactérias. Foi utilizado o antibiograma para
selecionar as cepas resistentes aos antimicrobianos B-lactamicos, além de ser
verificada também a producdo de enzimas B-lactamases pelas cepas utilizando
testes fenotipicos. Foi avaliada também a atividade antioxidante e antimicrobiana
dos extratos etandlicos da aroeira (Schinus terebinthifolius) e do mastruz (Dysphania
ambrosioides) frente as cepas de Escherichia coli. Os isolados apresentaram taxas
consideraveis de resisténcia aos [(-lactamicos: Cefotaxima (64,7%) e Ampicilina
(52,9%), e resisténcia intermediaria para Ceftriaxona (47%). Dos isolados analisados
15 reagiram positivos para a producdo de enzima [-lactamase. Os extratos
etandlicos da Aroeira e do Mastruz apresentaram atividade antioxidante no teste de
DPPH. Os extratos da aroeira nao foram eficazes em inibir o crescimento das cepas
de E. coli, os extratos do mastruz apresentou formacao de halos, porém inferiores ao
tamanho minimo preconizado pela NCCLS para ser considerado como atividade
inibitéria. Os isolados de E. coli apresentaram resisténcia aos antimicrobianos
comerciais e naturais utilizados nos testes, apresentando mecanismos de resisténcia

como a producéo de enzimas [3-lactamases.

Palavras-chave: B-lactamases, Extratos vegetais, Antioxidante.



ABSTRACT

REIS, JOADSON DOS SANTOS. UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA
BAHIA, DEZ/2019. RESISTANCE PROFILE OF Escherichia coli ISOLATED FROM
CORVINE Micropogonias furnieri (DESMAREST, 1823) AGAINST COMMERCIAL
AND NATURAL ANTIMICROBIANS. Advisor: Prof. Dr. Maria Gardenny Ribeiro
Pimenta. Co-advisor: Prof. Dr. Robson Bahia Cerqueira.

Infection control, especially hospital infections and food poisoning, becomes
more difficult to treat when the pathogens responsible for causing such infections are
resistant to existing antimicrobials, this fact is associated with the indiscriminate use
of antimicrobials that causes selective pressure on microorganisms. In the present
study was intent to verify the susceptibility of 17 strains of Escherichia coli isolated
from fish to commercial and naturally antimicrobials, and to investigate the possible
resistance mechanisms used by them. It was used the antibiogram test to select the
resistant isolates to antimicrobial B-lactams, it was also verified the production of (3-
lactamases enzymes by the microrganisms using phenotypic tests. Was also
evaluated the antioxidant and antimicrobial activity of the ethanolic extracts of aroeira
(Schinus terebinthifolius) and mastruz (Dysphania ambrosioides) against E. coli
strains. The isolates showed considerable rates of B-lactam resistance: Cefotaxime
(64.7%) and Ampicillin (52.9%), and intermediate resistance to Ceftriaxone (47%).
Among the isolates analyzed 15 reacted positive for the production of B-lactamase
enzyme. The ethanolic extracts of aroeira and mastruz show antioxidant activity in
the DPPH test, the aroeira extracts were not effective in inhibiting the growth of E.
coli isolates. The extracts of the mastruz presented halo formation, but smaller than
the minimum size recommended by the NCCLS to be considered as inhibitory
activity. The isolates of E. coli showed resistance to commercial and natural
antimicrobials used in the tests, presenting resistance mechanisms such as the

production of B-lactamases enzymes.

Keywords: B-lactamases, Plant extracts, Antioxidant.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento da antibioticoterapia revolucionou o tratamento dos quadros
de infec¢Bes, permitiu avancos nas técnicas cirdrgicas e o desenvolvimento de
novos farmacos (FRIEDMAN; TEMKIN; CARMELI, 2015). No entanto, a utilizacéao
indevida desses farmacos potencializa a ocorréncia de bactérias resistentes, pois
estes causam pressao seletiva na microbiota do organismo e consequentemente
dificulta o tratamento de infec¢cdes (SANTOS, 2004).

Os inumeros relatos de isolamento de bactérias multirresistentes em hospitais e
0 crescente numero de pacientes vitimas de infeccbes sem tratamento eficaz
apontam a resisténcia microbiana como um dos maiores problemas de salde
publica atual (O'NEIL, 2016).

O impacto econdmico causado por infecgdes bacterianas chega a cerca de €
24 bilhdes anuais gastos em hospitais da Europa e US$ 33 bilhdes ao ano nos
Estados Unidos (IDSA, 2011; OECD, 2019). Esses valores se elevam ainda mais
guando se leva em conta o tempo de internacéo prolongado, devido a dificuldade em
se tratar as infec¢bes por conta da resisténcia do agente causal (LARA, 2017). No
Brasil, 0 tempo médio de internacao de um paciente com infeccdo hospitalar é de 17
a 18 dias, os custos anuais com antimicrobianos é de US$ 33 bilhdes (AGUIAR,
2002).

Blair (2015) cita que a resisténcia aos antimicrobianos € norteada por genes, no
entanto as cepas resistentes ndo estao restritas a ambientes hospitalares (CAUMO,
2010). Tendo em vista outras aplicacdes dos antimicrobianos, 0s microrganismos
resistentes podem ganhar mobilidade pelo contato entre pessoas, fomites,
alimentos, produtos agropecuarios, efluentes domésticos, industriais e
agroindustriais. A producdo animal vem contribuindo diretamente para o
aparecimento de microrganismos resistentes, tanto pela utlizagdo dos
antimicrobianos quanto pela liberacdo de residuos no ambiente e nos produtos
derivados (MARTIN, 2011).



As caracteristicas de resisténcia microbiana sdo mediadas por genes adquiridos
por meio de mutacdes ou por processos de transferéncia de material genético, entre
bactérias da mesma espécie ou de espécies diferentes (FROST et al., 2005). Esses
mecanismos podem ser classificados em trés grupos: inativacdo enzimética,
alteracdo do sitio de ac¢do do antimicrobiano e alteracdo do transporte da droga
através de bombas de efluxo. Ha ainda, um mecanismo caso especifico de
resisténcia as sulfonamidas e trimetropim, relacionado a capacidade da célula
bacteriana de evitar a rota metabdlica inibida por estes farmacos (SOUSA et al.,
2004).

As enzimas B-lactamases de espectro estendido (ESBL) constituem um grupo
heterogéneo de enzimas capazes de inativar as penicilinas, cefalosporinas e, por
vezes, 0S monobactamicos, conferindo resisténcia aos microrganismos. Estas
enzimas sao frequentemente produzidas por bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, e atuam lisando o anel B-lactamico por hidroxilacéo irreversivel da ligacéao
amida (OLIVEIRA et al., 2009).

Uma caracteristica fenotipica importante dessas enzimas € a sensibilidade a
acao de inibidores enzimaticos como, sulbactam, acido clavulanico e tazobactam.
Na maioria dos casos essas enzimas sao codificadas por genes localizados em
plasmideos, que carregam também genes de resisténcia a outros antimicrobianos,
tais como aminoglicosideos, trimetropim, sulfonamidas, tetraciclinas e cloranfenicol.
Por isso cepas produtoras de ESBL geralmente sdo multirresistentes (SOUSA et al.
2004).

As ESBLs sdo comumente isoladas em algumas espécies de bactérias Gram-
negativas, como Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Essas enzimas séo
mediadas por elementos madveis, portanto, possuem facilidade em se disseminar
para outras enterobactérias como, por exemplo, Enterobacter spp., Serratia spp.,

Proteus spp., Citrobacter spp., Salmonella spp. e outras (THOMSON et al., 2002).

A bactéria Escherichia coli pertence ao grupo dos coliformes termotolerantes,

sendo a principal causadora de doencas diarreicas via ingestdo de agua e alimentos
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contaminados. As bactérias deste grupo colonizam o trato intestinal do homem e de
outros animais, no entanto, cepas de E. coli sdo comumente isoladas de alimentos,
permitindo-se suspeitar do contato destes com material contaminado por fezes em

alguma etapa da sua producédo e manipulacdo (SANTIAGO et al., 2013).

Indmeros estudos reportam a resisténcia de E.coli para os grupos de
antimicrobianos mais utilizados em casos de infeccbes graves, como quinolonas,
carbapenémicos e [-lactamicos, restringindo cada vez mais as opcdes de
tratamentos nestes casos (DINIZ; SANTOS, 2017; ESTRADA et al.,, 2016;
FERREIRA et al., 2017; GUERRA et al., 2018).

As condicbes de conservacdo dos alimentos é um fator importante quando se
trata de seguranga alimentar, pois 0 método utilizado ira influenciar na qualidade do
alimento e no processo de deterioracdo como, por exemplo, em pescados que
necessitam ser mantidos em condicdes ideais de refrigeracdo, a fim de retardar o

crescimento de microrganismos (SOARES et al., 2005).

O pescado acondicionado de forma incorreta propicia a formacédo de
histaminas pela acdo de bactérias presentes no alimento, estes microrganismos
produzem a enzima histidina-descarboxilase que converte o aminoacido livre L-
histidina em histamina (CARMO et al., 2010). Escherichia coli € uma das bactérias

da familia Enterobacteriaceae, comumente associada a producdo da histamina
(OLIVEIRA et al., 2004).

A histamina € um alergénico que intoxica o ser humano e em casos extremos
pode levar a morte. Os sintomas da intoxicagdo podem se manifestar como diarreia,
enrubescimento, sensacdo de calor, brotoejas, palpitacdo e dor continua (CERIO;
BORQUE; GARCIA, 2016). A molécula é parcialmente inativa apds 3 horas de
aquecimento a 102° C, podendo assim, estar presente no pescado em qualquer uma

das fazes de producédo ou até mesmo apds o cozimento (IENISTEA, 1973).

Segundo o Ministério da Saude, no Brasil as doencas transmitidas por
alimentos sdo causadas, em sua maioria, por bactérias. Dentre essas doengas se

destacam os casos de diarreias agudas, que chegaram a cerca de 5.000.000 de
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casos no ano de 2018. Escherichia coli € um dos agentes etioldgicos responsaveis
por causar boa parte desses quadros de intoxicagcdo alimentar (SANTIAGO et al.,
2013).

Alguns sorotipos patogénicos de Escherichia coli produzem toxinas do tipo
Shiga que causam desde quadros leves de diarreias até casos graves de diarreia
sanguinolenta (MORA et al., 2005). As cepas podem ser diferenciadas quanto a
seus fatores de viruléncia como fimbrias, adesinas e toxinas (NATARO; KAPER,
1998). Os microrganismos produtores de toxinas e que carregam genes de
resisténcia sdo ainda mais perigosos a saude humana e animal, devido a ineficicia

dos farmacos.

Uma via de desenvolvimentos de novas tecnologias para obtencdo de
antibiéticos é a bioprospeccao de extratos vegetais, que visa obter compostos ativos
presentes nos seus 6rgdos como: folhas, flores, cascas e frutos, concentrando esses
compostos com possibilidade de uso para fins terapéuticos e industriais (MARQUES,
2005). Os compostos encontrados nestes extratos com funcbes farmacoldgicas,
geralmente, sdo terpendides, alcaldides e compostos fendlicos (OLIVEIRA et al.,
2003).

Esses compostos sdo produtos do metabolismo secundario dos vegetais, e
desempenham funcdes adaptativas ao ambiente (HARBORNE, 1993). Uma das
principais funcdes dessas moléculas é proteger a planta contra a infeccdo por
patdgenos, exercendo atividade biolégica contra bactérias, fungos e virus. Desta
forma, estes compostos sédo alvos de estudos da industria farmacéutica, utilizando-

0s como base para o desenvolvimento de farmacos (FUMAGALI, 2008).

As plantas sao utilizadas para fins medicinais desde os primordios da civilizagcéo
humana por comunidades tradicionais. Estas plantas sdo nativas ou cultivadas nos
domicilios para serem usadas em forma de chas, banhos e compressas devido a
presenca de substancias biologicamente ativas, com potencial anti-inflamatorio,
sedativo, antimicrobiano e antioxidante (DUARTE, 2006; RAUT; KARUPPYAIL
2014).
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Popularmente conhecida como aroeira, Schinus terebinthifolius, € uma planta
medicinal que ocorre principalmente na Ameérica do Sul (GILBERT; FAVORETO,
2011). Pertencente a familia Anacardiaceae é caracterizada por apresentar folhas
compostas, imparipinadas, inflorescéncia em paniculas com flores amarelas ou
palidas e os frutos globulosos e vermelhos que constituem uma caracteristica
marcante da espécie (GRANDI, 2014; LORENZI; MATOS, 2002). A atividade
antibacteriana da espécie foi relatada para compostos presentes em suas folhas,
cascas do caule, frutos e 6leos essenciais (CARVALHO et al., 2003; DEGASPARI et
al., 2005; ULIANA et al., 2016).

O mastruz, Dysphania ambrosioides, pertence a familia Chenopodiaceae e
encontra-se distribuida nas regides tropicais e subtropicais do mundo. A planta
possui folhas lanceoladas com borda dorsal serrilhada, inflorescéncia em glomérulos
com flores pequenas e verdes. Sua aplicacdo na medicina popular € devido a sua
atividade anti-helmintica e antimicrobiana (ANJARWALLA, 2013; LORENZI; MATOS,
2002).

Diante deste cenério de resisténcia microbiana, ha necessidade de produzir
mais conhecimento sobre a acdo antibacteriana de extratos vegetais, dos
mecanismos de resisténcia desenvolvidos por estes microrganismos, a fim de

desenvolver novas tecnologias para evitar a resisténcia bacteriana.

No presente estudo se propfe avaliar a susceptibilidade de cepas de
Escherichia coli isoladas de corvinas (Micropogonias furnieri) comercializadas em
feiras-livre de cidades do RecOncavo Baiano, frente a farmacos comerciais,
utilizados na terapia antibacteriana, e extratos etanolicos de aroeira (Schinus
terebinthifolius) e mastruz (Dysphania ambrosioides), a fim de determinar a atividade

antimicrobiana dos extratos preparados.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Verificar a susceptibilidade das cepas de Escherichia coli frente a
antimicrobianos comerciais, antimicrobianos de origem natural e investigar 0s

possiveis mecanismos de resisténcia utilizados por estas bactérias.

2.2 Especificos:

e Analisar a resisténcia das bactérias frente a antimicrobianos comerciais;

¢ Identificar enzimas B-lactamases nas amostras;

e |dentificar enzimas -lactamases cromossomais induzidas, as ESBLSs
(AmpC);

e Coletar as amostras de aroeira e mastruz para elaboracdo dos extratos;

e Preparar os extratos etandélicos de aroeira e mastruz;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos utilizando cepas de E. coli
isolada de corvina (Micropogonias furnieri).
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3. METODOLOGIA

3.1. Coleta do material biolégico

O material vegetal para elaboracéo dos extratos de mastruz, D. ambrosioides,
e aroeira, S. terebinthifolius, foram coletadas em domicilios e no Campus da
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA (UFRB), no municipio de
Cruz das Almas, Bahia. As coletas foram realizadas sempre no periodo da manh3,
em dias secos e sem chuva, o material foi embalado em folhas de jornal e
encaminhado para o Laboratério de Biotecnologia Microbiana — LABIOM da UFRB,
onde foram montadas exsicatas das duas espécies vegetais coletadas, identificadas
com auxilio do botanico Grénivel Mota da Costa e armazenadas no Herbéario do
Reconcavo da Bahia, sob os numeros 22123 (S. terebinthifolius) e 22124 (D.
ambrosioides).

Foram utilizadas cepas de Escherichia coli do banco de cepas do Laboratério
de Doencas Infecciosas do Hospital Universitario de Medicina Veterinaria da UFRB,
isoladas de corvina (Micropogonias furnieri), comercializadas em feiras livres dos
municipios de Cruz das Almas, Muritiba, Maragogipe, Cachoeira e Santo Amaro da
Purificacdo, Bahia. ApOs o isolamento e identificacdo bioquimica das cepas, estas
foram preservadas em meio Caldo Infusdo Cérebro e Coracdo (BHI - KASVI)
suplementado com glicerol e acondicionadas em freezer a -16° C.

Antes dos testes com 0s antimicrobianos comerciais e naturais, as cepas do
meio estoque foram repicadas para o meio de cultura BHI, a fim de reativar as
células. Apds o crescimento no BHI, uma aliquota da cultura foi repicada para o

meio seletivo e diferencial Eosina Azul de Metileno Blue Agar (EMB - KASVI).

3.2. Obtencéo dos extratos

3.2.1. Preparo do material vegetal e elaboracéo dos extratos

As folhas de mastruz e as cascas da aroeira foram secas em estufa com

circulacdo forcada de ar a 45 °C, por um periodo de 7 dias (DUTRA et al., 2016;
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TRENTIN et al., 2011). Em seguida, 50 g do material vegetal foram embebidos nos
solventes etandlicos nas concentracdes de 37% (bebida alcodlica comercial), 54%
(@lcool etilico de uso doméstico) e 70% (alcool etilico utilizado em praticas
microbioldgicas). Os extratos foram produzidos em dois tratamentos para cada
espécie estudada, em um tratamento 0s extratos permaneceram em repouso
durante o processo de maceracao (T1), e outro tratamento em que 0s extratos foram
submetidos a agitacdo em incubadora shaker (SOLAB) na fase de maceracdo, em
temperatura ambiente e a 120 RPM (T2). O processo de maceracao durou um
periodo de dez dias, posteriormente, os extratos foram evaporados sob pressao

reduzida com o auxilio de um rotaevaporador.

3.2.2. Rendimento do extrato total

Para determinar o rendimento dos extratos, o valor total de cada extrato
obtido foi calculado utilizando a férmula aplicada por Pansera e colaboradores
(2003):

TEA (%) = Mf/ M; x 100

Sendo TEA = teor de extrato total (%); M; - massa inicial da amostra (g); M = massa final do extrato

seco (Q).

3.2.3. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada utilizando o método do
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), foi utilizada a metodologia adaptada de Hatano
et al., (1988). As concentracdes dos extratos foram preparadas a partir da solugao
estoque utilizando a férmula (C,V1=C,Vy), resultando em um volume de 1 ml com
concentracdo de 100 mg/ml. O solvente e a solucdo de DPPH foram utilizados
concomitantemente para confecgdo do branco. Para determinagdo do potencial
antioxidante foram adicionados 300 pl da diluicdo do extrato a 2,7 ml de DPPH em
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triplicata. A leitura no espectrofotometro foi realizada no comprimento de onda de
517nm.

A equacédo para analise da atividade antioxidante total (SINGH et al., 2002):

%AA= (ABSamostra— ABSbranco) x100 / ABSbranco.

3.3. Teste de sensibilidade a antimicrobianos

3.3.1. Antimicrobianos comerciais e naturais

A suscetibilidade aos antimicrobianos comerciais foi avaliada pelo método
descrito por Bauer e Kirby (1976), padronizado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2014). O in6culo foi preparado em Solucdo Salina 0,85%
a fim de obter uma turbidez correspondente ao n° 1 da escala de McFarland (3,8 x
10® microrganismos por mililitro. A turbidez do inéculo foi ajustada por
espectrofotometria em comprimento de onda de 620 nm.

As placas de Petri foram confeccionadas com Agar Mueller-Hinton
(ACUMEDIA) e semeadas com o auxilio de um swab estéril umedecido com a
cultura. O procedimento foi repetido trés vezes, girando a placa aproximadamente
60° cada vez, a fim de assegurar a distribuicdo uniforme do in6culo. Apés a
semeadura, os discos foram aplicados com o auxilio de uma pinga estéril e
pressionados na superficie do agar para a completa aderéncia do disco ao meio de
cultura. Os discos de antimicrobianos utilizados foram Ampicilina (10ug), Ceftriaxona
(30pg), Cefotaxima (30ug), Amicacina (20ug), Sulfametoxazol + Trimetopim (30uQ),
Tetraciclina (30ug), Apos adicdo dos discos, as placas foram incubadas a 37 +2 °C
por 18-24 horas, sendo realizada a medicdo dos tamanhos dos halos de inibicao
quando presentes.

Para verificar a susceptibilidade das cepas aos antimicrobianos naturais

seguiu-se o procedimento semelhante ao supracitado com algumas modificagcdes.
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Os discos foram confeccionados a partir de papel filtro, tendo didametro de 6 mm, em
seguida foram esterilizados. Para solubilizar os extratos foram utilizados dois
solventes, o Dimetilsulféxido (DMSO) e a Solucéo salina, apos a solubilizacdo os
discos foram impregnados com 15 pl dos extratos.

Os discos impregnados com os extratos etandlicos foram aplicados com o
auxilio de uma pinca estéril e pressionados na superficie do 4gar para a completa
aderéncia do disco ao meio de cultura. Os discos foram dispostos nas placas em
pontos equidistantes e as placas incubadas a 35 £2 °C por 18-24 horas. Nos testes
foram utilizadas cepas padrées de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, além

de controle positivo e negativo dos extratos e dos solubilizantes utilizados.

3.3.1.1. Método sinérgico do duplo disco

Conforme metodologia proposta por Dalmarco et al. (2006), foi realizado o
teste fenotipico confirmatério para presenga da enzima [(-lactamase, conhecido
como “Double-Disc Synergism”.

Para o teste foi utilizado o meio de cultura Agar Mueller-Hinton (ACUMEDIA),
os in6culos foram ajustados para a escala 0.5 de McFarland (1,5 x 108 células/ml).
No centro da placa foi adicionado um disco de Amoxacilina (30pg) e Acido
Clavulanico (30ug), e ao redor deste os antimicrobianos marcadores: Cefoxitina
(30ug), Aztreonam (30uQ), Ceftazidima (30ug) e Cefotaxima (30ug), na distancia de
30 mm de centro a centro, em relacéo ao disco central. Apds incubacdo de 33-35°C
por 20-24 horas, foi realizada a medicdo e avaliada a deformacédo dos halos
(NCCLS, 2004).

3.3.1.2. Teste de susceptibilidade a cefoxitina

As amostras que foram negativas no teste do duplo disco tiveram sua
capacidade de produzir ESBLs Cromossomais induzidas por Cefoxitina (30ug). Foi
adicionado um disco de Cefoxitina (30ug), proximo a um disco de Aztreonam (30uQ)
(podendo este ser substituido por outro beta-lactamico) com distancia de 15 mm de
centro a centro (DALMARCO et al., 2006).
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3.4. Andlise dos dados

Os resultados foram analisados e expressos em médias e percentuais

utilizando o programa Excel do sistema operacional Windows.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extratos etandlicos

4.1.1. Triagem fitoquimica

ApoOs a elaboracdo dos extratos, estes foram pesados a fim de calcular o seu
rendimento, conforme descrito na Tabela 1. Ao analisar os valores de rendimento
dos extratos da aroeira preparados em repouso, o alcool a 70% foi o melhor para a
extracdo dos compostos, com rendimento cerca de 27% maior do que a extracao
com o alcool a 39% e 63,5% maior que com o alcool a 54%.

Para as folhas do mastruz, o rendimento foi 0 mesmo tanto para os extratos
com &lcool a 54 quanto 70%. O &lcool a 39% foi 0 menos eficiente, com rendimento

duas vezes menor.

Tabela 1. Rendimento dos extratos etandlicos preparados em repouso

Tratamento Aroeira Mastruz
Alcool 39% 24,4% 4,6%
Alcool 54% 12,2% 10,2%
Alcool 70% 33,4% 10,1%

O rendimento dos extratos pode variar conforme época de colheita, clima,
caracteristicas do solo, tempo e temperatura de secagem do material. Os fatores

abidticos podem acarretar alteracées no teor e composi¢cdo quimica dos metabdlitos
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secundarios das plantas, além disso, a parte da planta utilizada também influencia
no rendimento (CECHINEL, 1998).

Tabela 2. Rendimento dos extratos etandlicos preparados sob agitacdo

Tratamento Aroeira Mastruz
Alcool 39% 63,8 46,8
Alcool 54% 61,6 42,8
Alcool 70% 43,7 37,9

Entre os extratos produzidos sob agitagdo, 0S que apresentaram maior
rendimento foram os preparados utilizando o alcool a 39% (Tabela 2), tanto para a
aroeira quanto para o mastruz. Estes extratos apresentaram valores mais altos do
gue aqueles preparados em repouso, 0o que pode ser associado ao aumento do
contato entre o solvente e o material vegetal proporcionado pela agitacao.

Boros (2007) analisou o rendimento dos extratos metandlicos e hexanicos das
folhas de aroeira, o metanol obteve maior rendimento (16,20%) que o hexano
(2,28%). Segundo Hayouni e colaboradores (2007), solventes com diferentes
polaridades consequentemente extraem compostos diferentes, devido a polaridade
destes compostos, o que influencia na composicédo e concentragdo das moléculas
presentes nos extratos.

Ao analisar o extrato etandlico (70%) do mastruz, Valério (2014) obteve
6,43% de rendimento, valor menor que o encontrado no presente estudo utilizando
essa planta e o solvente na mesma concentragdo, iSSO mostra que assim como o
solvente, a metodologia aplicada também influencia no rendimento, o que pode
explicar a diferenca entre os valores de rendimento (MONTELONGO, 2010).

O extrato etandlico de Myracrodruon urundeuva (aroeira-preta) produzido por
Silveira (2015) apresentou 5,6% de rendimento, e as suas fracdes metanolica e de
acetato de etila obtiveram 33,8% e 15,9% respectivamente, mostrando que esses
solventes podem ter maior eficacia. No entanto, o 6timo rendimento de extratos

etandlicos é reportado por alguns autores (CUNHA et al., 2004; JAHALA,;
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ELMEHINA, 2016; SANTOS, 2018), assim como o que foi encontrado no presente

trabalho.

4.1.2. Atividade antioxidante (DPPH)

Os extratos das folhas de mastruz apresentaram capacidade redutora de
radicais livres no teste do DPPH, que expressa a concentracdo minima necessaria
para reduzir 50% dos radicais livres (Tabela 3). No Tratamento 1 (T1), o extrato
preparado com a maior concentracdo do etanol (70%) apresentou maior potencial
redutor, este fato pode ser explicado devido a obtencdo em maior quantidade de
compostos fendlicos com o extrator nessa concentracao (BURATTO et al., 2011).

No Tratamento 2 (T2), para o extrato com alcool a 70% foi obtido um ECso em
uma concentracdo maior que no T1, contudo, os extratos com alcool a 39% e 54%
deste tratamento apresentaram ECsy em concentragdes menores, mostrando que o
emprego da agitacdo, possivelmente, potencializou a extracdo dos compostos
ativos, demostrando ser o método mais eficaz para confeccdo dos extratos
(ROSTAGNO et al., 2003).

Tabela 3. Valores de ECsy dos extratos do Mastruz no teste de DPPH

Concentracao do Tl T2
solvente (ng/ml) (ug/ml)
39% 15800 7740
54% 9620 3630
70% 1920 4370

T1 — Tratamento sem agitacédo, T2 Tratamento com agitagao.

Nos estudos de Mothana e colaboradores (2009), o ECs, do extrato
metanolico (absoluto) do mastruz foi de, aproximadamente, 500 pg/ml. Este extrato

metanolico apresentou uma capacidade redutora maior que a encontrada no
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presente estudo, justificada, possivelmente, pelo solvente utilizado e a constituigéo
dos metabolitos de presente no extrato produzido.

Em alguns casos o material vegetal utilizado ndo demonstra potencial redutor
substancial. Abouzid e colaboradores (2008) citam que o extrato metandlico (80%)
do mastruz atingiu apenas 20% de sequestro de radicais, e este resultado foi
considerado insignificante pelos autores, tendo em vista que a porcentagem
buscada no teste é de 50% de inibicdo dos radicais livres.

As flutuacdes nos valores de ECsp nos trabalhos podem ser atribuidas a
composicdo dos compostos secundarios da planta, pois estes podem variar
conforme caracteristicas ambientais (GOBBO; LOPES, 2007).

Os extratos da aroeira mostraram alto potencial em sequestrar os radicais
livres, uma vez que, os valores de ECso foram observados em concentracdes muito
baixas, denotando que o material vegetal em pequenas quantidades é capaz de
atingir o potencial redutor esperado (Tabela 4). Segundo Rocha et al. (2019), os
extratos da aroeira sao constituidos em sua maioria por compostos fendlicos, a acao

antioxidante dos extratos é atribuida a essas moléculas.

Tabela 4. Valores de ECsy dos extratos da Aroeira no teste de DPPH

Concentracao T1 T2
do solvente (ug/ml) (ng/ml)
39% 160 -
54% 60 100
70% 60 100

T1 — Tratamento sem agita¢édo, T2 Tratamento com agitacao.

No T1 os valores de ECso foram iguais para os extratos nas concentracdes de
54 e 70%, alcancando 50% de inibicdo com 60 pg/ml dos extratos. O mesmo
aconteceu para essas concentracdes no T2, que atingiram o ECsp no valor de 100
pMg/ml. Para esta planta a agitacdo n&o influenciou positivamente no processo de
extracdo dos compostos com atividade antioxidante, pois houve um acréscimo no

ECso das amostras neste tratamento.
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Na concentracéo de 39% do T1, o ECsg foi encontrado no valor de 160 pg/ml,
no tratamento 2 essa mesma concentracdo nao teve resposta satisfatéria no teste,
pois, 0 extrato ndo solubilizou no metanol, o que pode ter ocorrido devido ao fato de
que a polaridade dos compostos extraidos neste tratamento seja diferente da
polaridade do reagente utilizado no teste. O solvente mais empregado na obtencéo
de extratos vegetais é o metanol, devido a sua polaridade, que possibilita a extracéo
de uma grande variedade de compostos polares, principalmente os polifendis
(CECHINEL, 1998).

Entretanto, o0 metanol apresenta alta toxicidade para humanos, animais e
ambiente, sua ingestdo em pequenas quantidades pode causar cegueira ou morte
(OOM et al.,, 2002). O etanol ndo é téxico, apresentando risco apenas quando
ingerido em grandes quantidades, e apresenta desempenho similar ao do metanol
guando utilizado como solvente para extracdo desses compostos (BARBOSA et al.,
2016).

4.2. Atividade antimicrobiana

4.2.1. Antimicrobianos comerciais

Das dezessete cepas de E. coli isoladas e analisadas no antibiograma foi
observado que todos os isolados apresentaram resisténcia a pelo menos um
antimicrobiano B-lactamico. Isto demonstra que as cepas possuem um mecanismo
de resisténcia as drogas dessa classe.

As cepas apresentaram taxas consideraveis de resisténcia aos B-lactamicos
testados: Cefotaxima (64,7%) e Ampicilina (52,9%), e resisténcia intermediaria para
Ceftriaxona (47%) indicando que este ndo é tdo eficaz em inibir o crescimento
bacteriano. Entre os demais farmacos testados 0 que mais se mostrou eficiente na
acdo antimicrobiana foi o Sulfametoxazol + Trimetopim, uma sulfa, para o qual

58,8% das cepas se mostraram sensiveis (Tabela 5).
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Tabela 5. Comportamento das cepas no antibiograma frente aos antimicrobianos

Antibiéticos N° (%) Resistentes N° (%) Intermediarios N° (%) Sensiveis
CRO 2 (11,7%) 8 (47,0%) 7 (41,1%)
CTX 11 (64,7%) 5 (29,4%) 1 (5,88%)
AMP 9 (52,9%) 3 (17,6%) 5 (29,4%)
AKN 10 (58,8%) 3 (17,6%) 4 (23,5%)
SXT 5 (29,4%) 2 (11,7%) 10 (58,8%)
TET 7 (41,1%) 3 (17,6%) 7 (41,1%)

CRO=Ceftriaxona; CTX=Cefotaxima; AMP=Ampicilina; AKN=Amicacina; SXT= Sulfametoxazol + Trimetopim; TET=Tetraciclina.

Almeida et al. (2017), analisaram enterobactérias isoladas de camardes
(Litopenaeus vannamei) e peixes (Oreochromis niloticus) obtidos na feira livre da
cidade de Sobral, Ceard, Brasil. Foi observado que todos os 103 isolados foram
resistentes a Penicilina e mais de 50% destes foram resistentes & Ampicilina e
Cefalotina. No presente trabalho também foi verificada resisténcia acima de 50%
para Ampicilina e as Cefalosporinas, Ceftriaxona e Cefotaxima (terceira geracao),
corroborando com o estudo supracitado.

Elhadi e Alsamman (2015) ao analisarem o perfil de susceptibilidade de cepas
de E. coli isoladas de pescado, encontraram altas porcentagens de resisténcia para
os antimicrobianos B-lactamicos como a Ceftriaxona (93,3%), Cefotaxima (93,3),
Ampicilina (100%), confirmando o que foi encontrado no presente estudo. Percebe-
se que 0S microrganismos que possuem essa caracteristica estdo amplamente
disseminados nos alimentos e que o risco de contrai-los durante o consumo €
iminente.

A multirresisténcia dos isolados de E. coli para os grupos de antimicrobianos
mais utilizados pela medicina é um fator preocupante, pois as opc¢des de tratamento
se tornam limitadas. Alguns trabalhos expdem valores altos de resisténcia de
microrganismos isolados de pescados aos grupos de antimicrobianos que até entéo
eram os mais eficazes (MACHADO et al., 2015; AMARANTE et al., 2018).
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4.2.1.1. Teste de sinergismo com 0s antimicrobianos comercias

Ao testar os 17 isolados de E. coli no teste do duplo disco, 11 (64,7%)
amostras foram positivas, o que foi possivel determinar pelo aumento da zona de
inibicdo dos antibioticos em sinergismo da Amoxicilina combinada com o inibidor
enzimatico Acido clavulanico.

Em seis amostras (35,2%) ndo ocorreu aumento dos halos no teste do duplo
disco ou apresentaram resisténcia a Amoxicilina + Acido Clavulanico, indicando que
nao ocorreu sinergismo entre os farmacos testados, e estas foram classificadas
como negativas para a produgcdo da enzima. Nestas cepas deve haver outros
mecanismos de resisténcia, como por exemplo, bomba de efluxo ou alteracdo na
permeabilidade da membrana (SOUSA et al. 2004).

Ngueyn et al. (2016), ao analisarem 164 amostras de peixes em abatedouros
do sistema de distribuicdo de alimentos na cidade de Ho Chi Minh City, Vietnam,
encontraram cepas de E. coli produtoras de ESBLs em 48 amostras (29,2%). Isso
Corrobora com o que foi encontrado na presente pesquisa, € mostrando que a
pressdo seletiva nestes microrganismos ocorre por toda a parte do mundo. O que é
alarmante uma vez que os peixes fazem parte da dieta da populagdo mundial,
aumentando assim a chance de se proliferacado destes microrganismos.

Cepas de E. coli (4/26, 15,4%) produtoras de ESBL foram isoladas do
intestino de Oreochromis niloticus (Tilapia do Nilo) por Moremi et al. (2016), oriundos
do Lago Victoria em Mwanza, Tanzania. Esses isolados apresentaram alta taxa de
resisténcia no antibiograma para Co-trimoxazole 19 (73,1%), Ciprofloxacina 19
(73,1%), Gentamicina 19 (73,1%) e Tetraciclina 16 (61,5%), pode-se observar que
0S microrganismos produtores de ESBL geralmente sdo multirresistentes,
apresentando resisténcia a inidmeros antimicrobianos.

Singh et al. (2017), a partir de frutos do mar frescos vendidos em feiras de
Mumbai, india. Isolaram 66 cepas de E. coli, destas 53 reagiram positivas no teste
de sinergismo para deteccdo de ESBL, reportando alta incidéncia de
microrganismos produtores de B-lactamases e consequente multipla resisténcia a
diversos antimicrobianos desta classe no antibiograma.

Freitas et al. (2006) encontraram 6,8% de estirpes de E. coli produtoras de
ESBL em uma pesquisa feita no Hospital S. Teoténio, Viseu, Portugal. A partir de

amostras de uroculturas de 131 pacientes, mostrando que esta bactéria esta

25



disseminada tanto em animais, quanto em humanos. Trabalhos como este relatam

que esta bactéria produtora de ESBL € muito comum em ambientes hospitalares.

4.2.1.2. Producdo de AmpC cromossomal

Os isolados que foram negativos no teste do duplo disco, foram testados para
a producdo de AmpC cromossomal. Neste teste apenas duas amostras
apresentaram diminuicdo do halo de inibicdo, indicando que a Cefoxitina foi capaz
em induzir a producdo de enzima nas cepas, que hidrolisaram o anel B-lactamico do
Aztreonam.

As ESBLs do tipo AmpC sdo enzimas que ndo sao inibidas por inibidores
enzimaticos (Acido Clavulanico, Sulbactam e Tazobactam) e assim podem acabar
mascarando o resultado do teste para deteccdo de B-lactamases, apresentando
resultando negativo. Estas enzimas podem ser cromossOmicas ou plasmidiais
(Brandao et al, 2013).

A confirmacdo da presenca dessas enzimas tem grande importancia
epidemioldgica e clinica, pois atribuem as bactérias a capacidade de hidrolisar a
maioria dos antimicrobianos  [(-lactdmicos, como as cefalosporinas, penicilinas,
cefamicinas e as combinagdes com inibidores de [-lactamases, diminuindo as
opcOes para o tratamento de infec¢des causadas por estas bactérias (THOMSON et
al., 2002).

4.2.2. Antimicrobianos naturais

Os extratos foram testados frente aos isolados de E. coli e cepas padréo,
conforme APENDICE C. Os extratos inibiram o crescimento da cepa padréo
Staphylococcus aureus ATCC 43300, em ambos os tratamentos em que se utilizou
solugéo salina e DMSO como solubilizantes. Apesar de Sturion e colaboradores
(1999) reportarem a atividade antimicrobiana do DMSO em concentragbes de 5 a
50%, no controle com os discos contendo apenas o solubilizante, ndo foi observado
a inibicdo do crescimento das cepas padrao.

As bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus sao mais
suscetiveis a agéo de certos antimicrobianos que as bactérias Gram-negativas, pois
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as gram-negativas possuem uma estrutura de parede celular mais complexa, o que
dificulta a acdo de antimicrobianos (BURT, 2004). Fato evidenciado com a cepa
padrao Escherichia coli CDC EDL 933 utilizado neste estudo.

Os extratos etandlicos da aroeira ndo apresentaram atividade antibacteriana
significativa frente aos isolados de E. coli, em nenhum dos tratamentos testados.
Entretanto, no tratamento em que foi utilizado DMSO como solubilizante,
observaram-se pequenos halos, mas com crescimento muito proximo aos discos, 0
gue néo foi considerado como inibicao.

Provavelmente, o composto que possibilitou a formacao dos halos estava em
baixa concentracdo nos extratos, o que n&do propiciou um efeito de inibicao
significativo. A atividade antimicrobiana da aroeira € atribuida a compostos fendlicos
como, acido caféico, acido sirinico, acido p-cumarico, acido elagico, acido galico,
além de flavonoides, presentes em extratos etandlicos da planta (ULIANA et al.,
2016).

Os extratos do mastruz apresentaram um resultado mais promissor quando
solubilizados em DMSO. O extrato obtido com alcool a 39% sem agitacédo
apresentou halos com 1,5 mm de diametro para mais de uma cepa, 0 tratamento
com o alcool a 70% obteve halo de 2,2 mm para uma cepa. No tratamento em que
foi utilizada a solucédo salina como solubilizante os halos formados foram menores
gue 1 mm, se mostrando, neste caso, um veiculo menos eficaz que o DMSO.

Segundo Ronen e Galun (1984) citam que as caracteristicas quimicas do
DMSO conseguem penetrar facilmente em membranas semipermeaveis e carrear
junto com ele outras moléculas como, por exemplo, proteinas. Por ser uma molécula
anfipatica solubiliza-se tanto em meio aquoso e organico, 0 que provavelmente
influenciou no desempenho do extrato nos tratamentos em que foi utilizado.

Supbe-se que 0s compostos que causaram inibicAo estavam em baixas
concentracdes, 0 que explica a pouca atividade antibacteriana notada. Isto pode ter
ocorrido devido a essas moléculas ndo terem a mesma polaridade do extrator
utilizado, e terem sido extraidas em pouca quantidade, ou ainda, a planta pode
produzir o referido composto ativo em baixa concentragdo (CECHINEL, 1998).

A aroeira apresentou atividade frente a cepa Gram-positiva padrdo, quanto
gue o mastruz apresentou atividade contra alguns dos isolados Gram-negativos
resistentes a antimicrobianos B-lactamicos. Contudo, o fato de algumas plantas néo

apresentarem atividade sobre uma bactéria em especifico, ndo a desqualifica quanto
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a seu potencial antimicrobiano ou bacteriostatico frente a outras espécies ou grupos
de microrganismos (SILVA et al., 2018).

FracGes menos polares do extrato etandlico das cascas da aroeira inibiram o
crescimento de cepas de S. aureus, mas nao inibiu E. coli (LIMA et al., 2006).
Soares e colaboradores (2007) citam a eficiente atividade do extrato etandlico de
aroeira a 20% frente a bactéria gram-positiva Streptococcus mutans.

A presenca e concentracdo de compostos com possiveis efeitos
farmacoldgicos presentes em um extrato, pode variar de acordo com fatores como: a
origem geogréfica da planta, a época da coleta, a parte do vegetal utilizada e os
fatores genéticos (FDIL et al.,, 2017). Desta forma, a mesma espécie vegetal que
passou por diferentes avaliacdes de seu potencial antibacteriano, pode apresentar
resultados diferentes.

Segundo Pereira et al., (2015), no mastruz sdo encontradas moléculas como
as flavonas e taninos que garantem a espécie atividade antimicrobiana. Azevedo et
al. (2011), encontraram acado antibacteriana moderada no extrato do mastruz no qual
se utilizou alcool etilico como solvente, resultado semelhante ao presente trabalho,
0 que pode ser explicado devido ao etanol ter pouca afinidade com as moléculas da
planta que possuem atividade antibacteriana, extraindo esses compostos em baixas
concentracoes.

Os extratos da aroeira e do mastruz preparados por Souza et al. (2015),
obtiveram resultados semelhantes ao do presente trabalho, uma vez que a aroeira
foi capaz de inibir a S. aureus e nao inibiu E. coli, enquanto que o mastruz inibiu o
crescimento de E. coli e ndo apresentou efeito contra S. aureus. Neste caso nao foi
utilizado nenhum composto quimico como solvente, os extratos foram obtidos com

maceracao mecanica.

5. CONCLUSAO

Os isolados de Escherichia coli apresentaram resisténcia aos antimicrobianos
comerciais, apresentando mecanismos como a produgao de enzimas B-lactamases.
Os extratos etandlicos da aroeira e mastruz ndo foram eficazes em inibir o

crescimento das cepas de E. coli.
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APENDICES

APENDICE A - Halos de inibicdo dos extratos do Mastruz frente as cepas de E. coli

MASTRUZ 39%

MASTRUZ 54%

MASTRUZ 70%

COM AGITACAO SEM AGITACAO COM AGITACAO | SEM AGITACAO | COM AGITACAO | SEM AGITACAO
CEPAS DMSO NaCl DMSO NaCl DMSO NaCl DMSO NaCl DMSO NaCl DMSO NaCl
0 - - - - - - - - - - - -
1 - - - - - - - - - - - -
3 - - < - - - < - - < -
5 < - 1,75 - 1 - 1 - - 1 -
6 - < - < - - - - - < - <
7 < - 1,5 - < - < - < - < =
8 < - < - - - - - 1 - - -
13 < - 15 - - 1 - < - -
15 < < 1 < < 1 < < < < <
16 < < < < - < - < < < - <
17 < < 1 < 1 < 1 < - < 2,2 <
18 < - 1 - 1 - 1 - < - 1 -
21 - - - - - - - - - - - -
24 < < - - - - - - -
25 < - - < - - < - < -
28 - < - < - - = - - - < -
29 < - 15 - < - 1 - < - 1 -
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APENDICE B - Halos de inibicdo dos extratos da aroeira frente as cepas de E. coli

AROEIRA 39% AROEIRA 54% AROEIRA 70%
COM AGITACAO SEM AGITACAO COM AGITACAO | SEM AGITACAO | COM AGITACAO | SEM AGITACAO
DMSO NaCl DMSO NaCl DMSO | NaCl | DMSO | NaCl | DMSO | NaCl | DMSO | NaCl
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APENDICE C - Valores dos halos de inibicdo das anélises com as cepas controle

Escherichia coli Staphylococcus aureus
. COM AGITACAO SEM AGITACAO COM AGITACAO SEM AGITACAO
ratamento
DMSO NaCl DMSO NaCl DMSO NaCl DMSO NaCl

Mastruz 39% - <imm |[<1lmm <1mm ; ; ; X
Mastruz 54% | <1mm - <1lmm <1mm - - ; ,
Mastruz 70% | <1mm - <1mm <1mm ; - ; .
Clorafenicol 21 mm 11 mm
DMSO - -
Solucéo i ]
Salina

* Crescimento dentro do halo de inibicdo
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