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APRESENTACAO

A microbiologia € um vasto campo que inclui o estudo dos seres vivos
microscopicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, estrutura, fisiologia,
reproducao, genética, taxonomia, interagdo com outros organismos e com o0 ambiente
além de aplicacdes biotecnolégicas. Como uma ciéncia basica a microbiologia utiliza
células microbianas para analisar os processos fundamentais da vida, e como ciéncia
aplicada ela é praticamente a linha de frente de avangos importantes na medicina,
agricultura e na industria.

De forma integrada e colaborativa a nossa proposta apoiada e certificada
pela editora Atena € apresentar aqui a obra “Pesquisa cientifica e tecnolégica em
microbiologia” contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em diversos institutos
do territério nacional contendo analises de processos bioldégicos embasados
em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacdo de atividades
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

A microbiologia como ciéncia iniciou a cerca de 200 anos, entretanto os
avang¢os na area molecular como a descoberta do DNA elevou a um novo nivel
os estudos desses seres microscopicos, além de abrir novas frentes de pesquisa
e estudo, algumas das quais pretendemos demonstrar nesse primeiro volume da
obra “Pesquisa cientifica e tecnolégica em microbiologia”. Sabemos na atualidade
gue os microrganismos sao encontrados em praticamente todos os lugares, e a falta
de conhecimento que havia antes da inven¢do do microscopio hoje ndo € mais um
problema no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes
como bactérias, virus, fungos e protozoarios.

Acreditamos no potencial dessa obra em primeiro lugar pela qualidade dos
trabalhos aqui apresentados, e em segundo pelo campo em potencial para futuras
novas discussbes, haja vista que enfrentamos a questdo da resisténcia dos
microrganismos a drogas, identificacdo de viroses emergentes, ou reemergentes,
desenvolvimento de vacinas e principalmente a potencializagado do desenvolvimento
tecnolégico no estudo e aplicagdes de microrganismos de interesse.

Temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana sédo, deste modo, discutidos
aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saude em seus aspectos
microbiol6gicos. Portanto a obra prop6e uma teoria bem fundamentada nos resultados
praticos obtidos em alguns campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras
para os demais pesquisadores de outras subareas da microbiologia.

Assim desejo a todos uma 6tima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 2

ANALISE DO EFEITO ANTIMICROBIANO DO
EXTRATO AQUOSO DO ALHO (Allium sativum
L.) SOBRE O CRESCIMENTO DAS BACTERIAS
Staphylococcus aureus E Escherichia coli

Karine Ferreira Lopes
Universidade Federal de Minas Gerais —
Departamento de Parasitologia

Belo Horizonte — Minas Gerais

Dayane Nair Rocha de Souza
Centro Universitario UNA

Belo Horizonte — Minas Gerais

Débora Luiz de Barros
Centro Universitario UNA

Belo Horizonte — Minas Gerais

Estefania Isabel Pereira
Centro Universitario UNA

Belo Horizonte — Minas Gerais

Ana Paula Goncalves Coelho
Centro Universitario UNA

Belo Horizonte — Minas Gerais

Glayson Martins de Oliveira
Centro Universitario UNA

Belo Horizonte — Minas Gerais

Suzanne Ramos Mota
Centro Universitario UNA

Belo Horizonte — Minas Gerais

Andrea Amélia Silva Vieira
Coordenadora do curso de Ciéncias Biologicas -
Centro Universitario UNA
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RESUMO: O uso indiscriminado de farmacos
se tornou um problema de saude publica,
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pois seu uso constante contribui para o
aumento da resisténcia bacteriana e interfere
no tratamento de infecgdes. A utilizacdo de
vegetais com propriedades medicinais se
mostra uma alternativa eficaz na busca de
agentes microbianos que inibem o crescimento
de infeccbes causadas por patdégenos
multirresistentes. As qualidades terapéuticas
encontradas no alho (Allium sativum L.) e seu
amplo espectro bacteriano foram selecionados
com o propoésito de analisar a influéncia da
atividade do extrato aquoso frente as bactérias
Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
Através da preparacdo do extrato aquoso com
bulbilhos do alho, realizou-se a aplicacédo de
cultura bacteriana em placas de Petri com dois
discos contendo o extrato aquoso de A. sativum
e um disco com o antibidtico Cloranfenicol,
utilizado para fins de comparacdo com os
halos formados pelo extrato. Realizaram-se
medi¢bes dos halos formados no entorno dos
discos e calculo de média dos halos formados
pelo extrato. Os resultados mostram formacgao
de halo de inibicdo do crescimento bacteriano
em ambas as espécies de bactérias e que
esse crescimento foi maior em S. aureus,
indicando assim um possivel agente natural a
ser aprofundado em estudos com patdgenos
resistentes a antibioticos.

PALAVRAS-CHAVE: Allium sativum,
Cloranfenicol, Staphylococcus aureus,
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Escherichia coli, Resisténcia antimicrobiana.

ANTI-MICROBIAL ANALYSIS OF THE AQUEOUS EXTRACT OF GARLIC (Allium
sativum L.) ON THE GROWTH OF BACTERIA Staphylococcus aureus AND

Escherichia coli.

ABSTRACT: Indiscriminate drug use has become a public health problem due to its
constant use, which contributes to the increase of bacterial resistance that interferes
in the treatment of infections. The use of vegetables with medicinal properties is an
effective alternative in the search for microbial agents that inhibit the growth of infections
caused by multiresistant pathogens. The therapeutic qualities found in garlic (Allium
sativum L.) and its broad bacterial spectrum were selected in order to analyze the
influence of aqueous extract activity against the Escherichia coli and Staphylococcus
aureus bacterias. By preparing the aqueous extract with garlic bulbs, bacterial culture
were applied to two-disc Petri dishes containing the aqueous extract of A. sativum and
a disc with the chloramphenicol antibiotic, used in comparison to the halos formed by
the extract. Measurements of the halos formed around the discs were made and the
halos formed by the extract were averaged. The results show that bacterial growth
inhibition halo was formed in both bacterial species and that their growth was higher in
S. aureus, therefore it indicates a possible natural agent to be deepened in studies with
antibiotic resistant pathogens.

KEYWORDS: Allium sativum, Chloramphenicol, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Antimicrobial resistance.

11 INTRODUCAO

A utilizagao da fitoterapia vem sendo difundida desde os antepassados. Estima-
se que a utilizacéo de plantas para fins medicinais se iniciou ha mais de 60 mil anos
(REZENDE et al. 2002). No Brasil, os indios iniciaram a técnica, que logo fez juncao
ao conhecimento dos escravos nativos africanos e dos colonizadores europeus
(ARAUJO, 1979). A fitoterapia pode utilizar todas as partes das plantas desde as
folhas até as raizes e sementes, dependendo de onde se encontra o principio ativo
da mesma (REZENDE et al. 2002).

A aplicagdo do uso popular nos dias atuais vem crescendo devido a
industrializagdo, que teve o seu processo alavancado em torno das décadas de 40
e 50 (BRUNING et al. 2012). No Brasil, por exemplo, a industria farmacéutica obtém
um apreciavel lucro com a venda de produtos derivados de vegetais e a tendéncia
desse numero € crescer ainda mais (FERREIRA et al. 2014).

Devido ao aumento da resisténcia aos antimicrobianos em uso, as plantas
medicinais tém sido intensamente estudadas como agentes alternativos para
prevencdo de doencas e tratamento de infeccbes em seres humanos, e com 0o
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passar dos anos, inUmeras pesquisas foram realizadas mostrando a eficiéncia e a
confiabilidade das plantas (BADKE et al. 2011; FEITOSA et al. 2011).

O uso inapropriado de medicamentos antibiéticos compromete o tratamento
do individuo devido ao fator de resisténcia ocasionada por disfuncdes fisioldgicas
(MONROE & POLK, 2000), sendo necessaria a busca de novas alternativas de
inibicdo do crescimento de infecgdes causadas por patdgenos multirresistentes
(CAREY et al. 2007). O controle de determinadas patologias é realizado através
da administracdo de farmacos sintetizados em laboratérios, sendo assim, de
extrema importancia estudos que buscam um agente antimicrobiano ideal, com alto
potencial de acdo, menor toxicidade, menor custo e menor indicio de resisténcia
(NASCIMENTO et al., 2000).

Com o crescimento desordenado de bactérias antibidtico-resistentes, os
olhares se voltaram para a tentativa da potencializacdo através de extratos naturais,
conhecidos também como terapias complementares (GENTIL et al., 2010). Existe um
namero muito grande de espécies vegetais consideradas medicinais (LIMA et. al.,
2006), e dentre tantas, o alho (Allium sativum L.) é uma delas. Conforme Almeida et
al. (2013), o alho é uma das espécies da flora medicinal amplamente estudada devido
as suas atividades antibacteriana, antiviral, antifUngica e antiprotozoaria, podendo-
se destacar um amplo espectro antibacteriano do mesmo em uma variedade de
“cepas” gram-positivas e gram-negativas patogénicas. Segundo Deresse (2010), a
alicina, principal fitoquimico presente no alho, possui atividade antimicrobiana frente
a cepas de S. aureus, altamente resistente a tratamentos antibidticos, encontrada
principalmente em ambiente hospitalar.

Como exemplo de micro-organismos multirresistentes pode-se citar a bactéria
gram-positiva Staphylococcus aureus encontrada na pele e fossas nasais e a gram-
negativa Escherichia coli, geralmente encontrada no trato intestinal. O S. aureus é
um micro-organismo procarionte pertencente ao grupo dos cocos, esférica, aerébia
ou anaerobia facultativa, comumente encontrada na microbiota humana, ja que séao
bactérias mesbfilas (LEITE, 2008). Ja a E. coli € uma bactéria bacilar, medindo cerca
de 1,1 a1,5pym, também encontrada na microbiota humana e de aves, principalmente
na microbiota intestinal (GAHERWAL et al., 2014).

Dentre os inUmeros antibiéticos existentes, pode-se destacar o Cloranfenicol,
que atua na parede celular e tem amplo espectro de acao. Em menor escala pode
inibir a atividade da peptidil-transferase, pois, o RNA ribossémico bacteriano 50s
assemelha-se bastante com o RNA ribossémico 60s das células eucari6ticas. O
antimicrobiano Cloranfenicol penetra na bactéria por difusao facilitada, atua ao nivel
da subunidade 50s do ribossomo de forma reversivel (BAPTISTA, 2013) e inibe o
movimento ribossémico ao longo do mRNA (GUIMARAES et al. 2010).

Assim, considerando as propriedades antibacterianas do A. sativum, o presente
estudo tem como propésito analisar a influéncia da atividade do extrato aquoso de

alho frente as bactérias S. aureus e E. coli.
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2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Producao do extrato aquoso de A. sativum

Primeiramente, 150g de bulbilhos de alho foram pesados em uma balanca semi-
analitica e, em seguida, foram descascados, lavados em agua corrente e triturados
com o auxilio de um processador. Os bulbilhos triturados foram transferidos para um
béquer e foram adicionados 150 mL de agua destilada. A mistura foi homogeneizada,
filtrada em um funil de vidro com algodao e armazenada em um tubo Falcon de 50
mL. A solucéo foi mantida ao abrigo da luz, a 4°C, até o momento de uso.

2.2 Inoculacao do extrato nas culturas de bactérias

Com o auxilio de alga bacteriolégica, quatro colénias das cepas de E. coli
(ATCC 11775) e S. aureus (ATCC 12600) foram inoculadas em 4 mL de solucéo
fisiologica a 0,9%, comparando o inéculo com a escala 1,0 de McFarland (3x108
UFC/mL). Com o uso de um swab, cada suspensao bacteriana foi semeada em duas
placas contendo meio agar Mueller Hinton, uma para o controle positivo e outra para
o controle negativo.

Com uma pincga estéril, um disco de antibiotico Cloranfenicol foi depositado no
centro superior da placa, sendo levemente pressionado para que ficasse bem aderido
ao meio. Apds, foram depositados dois discos de papel filtro nas extremidades
laterais da placa. Esta etapa foi realizada apenas nas placas de controle positivo.

Com uma micropipeta, foram coletados 20 yL do extrato da planta e este foi
aplicado em cada disco de papel filtro. As placas foram incubadas em estufa, a
36°C, por 24 horas. Apés, o tamanho dos halos formados foi medido com o auxilio
de um paquimetro e a média aritmética dos halos obtidos foi calculada.

3| RESULTADOS

ApOs 24 horas, constatou-se que houve crescimento bacteriano em massa em
ambos os controles bacterianos, conforme Figura 1. No que se refere ao antibibtico
Cloranfenicol, utilizado como controle positivo deste experimento, para a bactéria E.
coli (ATCC 11775) o halo de inibicéo foi de 30,32 mm, sendo esta, segundo dados da
tabela padrao para interpretacdo de halos de inibicdo considerada sensivel. Ja para
a bactéria S. aureus (ATCC 12600), o Cloranfenicol desenvolveu um halo de 23,55
mm, também sendo classificada como sensivel.
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Figura 1 — Crescimento das bactérias e halos de inibico obtidos pelo extrato do alho e
cloranfenicol para E.coli e S. aureus

Fonte: Arquivo pessoal, 2016

Ja os resultados obtidos para o extrato aquoso de alho na bactéria E. Coli
demonstram que seu 1° halo apresentou 18,70 mm e o 2° 18,50 mm (média de
18,60 mm), sugerindo assim uma atividade antimicrobiana.

Para S. aureus, o 1° halo de inibicdo apresentou 27,31 mm e o 2° 27,40 (média
de 27,35 mm), demonstrando também efeito antimicrobiano, porém maior do que o
ocorrido na bactéria E. coli (Tabela 1).

Bactéria Extrato halo direito Extrato Halo Média extrato
esquerdo
S. aureus 27,31 27,40 27,35
E. coli 18,70 18,50 18,60

TABELA 1. Medida dos halos de inibicdo (em mm) formados pelo extrato vegetal

Fonte: Arquivo pessoal, 2015.

4 | DISCUSSAO

O Cloranfenicol € um antibi6tico antigo de amplo espectro que atua na inibicdo da
sintese proteica bacteriana. Apesar de sua larga utilizacéo, suas aplicacdes médicas
e veterinarias sao repletas de prés e contras e um dos motivos para tal fato, é a
resisténcia bacteriana frequentemente relatada (DINOS et al., 2016). Diante disso,
se faz necessario o desenvolvimento de novos farmacos ou medidas alternativas de
tratamento para os diversos patdégenos.

O alho tem sido utilizado como tratamento de diversas doencas desde a
antiguidade e estudos mais recentes encontraram resultados satisfatérios de sua
acao frente a bactérias, fungos, virus, protozoarios e, até mesmo, helmintos (ALLI
et al., 2011; LIMA et al., 2011; MANTAWY, ALI & RIZK, 2011; SHOJAI et al., 2016;
KRSTIN et al., 2018). Os resultados obtidos no presente trabalho trazem evidéncias
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de que o alho apresenta efeito inibitério sob o desenvolvimento microbiano, o que
sugere que o alho pode ser considerado uma alternativa para o tratamento de
infecgdes bacterianas.

Grosso e Lima (2013), desenvolveram estudos acerca do extrato hidroalcoélico
de A. sativum em ambas as culturas bacterianas. Em relacdo a S. aureus, o extrato
inibiu o crescimento bacteriano nas concentragcbes de 40 mg/ml, 1,25 mg/ml e
10 mg/ml. Em relagdo a E. coli, o extrato nas concentracbes de 40mg/ml, 20 mg/
ml, 1,25 mg/ml e 0,625 mg/ml, apresentou inibicdo do crescimento bacteriano em
quantidades significativas. Abubakar (2009) constatou que o efeito antimicrobiano
do extrato aquoso é maior do que extratos orgénicos, como o 6leo essencial por
exemplo. Foi avaliada a inibicdo do crescimento bacteriano em quatro espécies de
bactérias, sendo S. aureus a mais sensivel ao extrato, seguida por S. pneumoniae,
E. colie P. aeruginosa.

Os resultados obtidos por Abiy e Berhe (2016) corroboram com o presente
estudo, ja que ficou evidenciado que S. aureus é mais sensivel ao extrato de A.
sativum do que E. coli. Isso pode ser devido a bicamada lipidica presente nas
bactérias gram-negativas, que apresenta pouca permeabilidade para solutos
hidrofilicos (NIKAIDO, 2003). A explicacdo que reforca esse resultado é a maior
efetividade do extrato alcodlico se comparado ao extrato bruto no cultivo de E. coli
(GAHERWAL et al., 2014).

51 CONSIDERACOES FINAIS

A partir destes estudos, sugere-se que o0 extrato aquoso de A. sativum possui
efeito antibacteriano, por apresentar halos de inibicdo para as duas bactérias, e
assim, uma possivel solucédo para se evitar o uso excessivo de antibidticos que
aumentam a resisténcia aos antimicrobianos.

Desta forma, se faz necessario a continuacdo de estudos que ampliem o
conhecimento sobre o assunto, e o aperfeicoamento de novas metodologias sobre
0 uso de plantas com potencial para inibicdo de micro-organismos considerados
patogénicos a saude humana.
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