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RESUMO

SILVA, Mavia Glasiela - Avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrato
aguoso de Allium sativum contra cepas bacterianas resistentes de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa isoladas no Hospital Geral
de Palmas — TO, 2015. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo) — Curso de
Farmécia, Centro Universitario Luterano de Palmas, Palmas/TO, 2015.

O alho pertence ao género Allium, da familia Liliaceae. E cultivado mundialmente e
desde os tempos mais antigos Ihe é atribuido propriedade medicinal. O alho é rico
em compostos sulfurados e entre 0s seus inUmeros constituintes quimicos, a alicina
€ 0 componente de maior destaque, sendo a ela atribuida a atividade antimicrobiana
do alho, possivelmente em funcdo da inibicdo da sintese de proteinas. Os
antimicrobianos sdo uma classe de medicamentos utilizados contra agentes
infecciosos como bactérias e fungos, que preferencialmente deveriam ter acéo
seletiva e ndo induzir resisténcia. Contudo, a prevaléncia de microrganismos
resistentes a multiplas drogas tem aumentado tornando necessario 0
desenvolvimento de novos farmacos. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade antimicrobiana do alho contra cepas bacterianas resistentes de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa isoladas no Hospital Geral
Publico de Palmas - TO. Para tanto, foi avaliado o perfil de resisténcia dos
microrganismos em questéo e a atividade antibacteriana do extrato aquoso do alho
foi analisada pelo método de disco-difusdo, sendo também determinada a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida Minima (CBM).
Na triagem antimicrobiana realizada com o extrato aquoso de alho, o diametro do
halo de inibicdo de crescimento foi de 15 mm para a P. aeruginosa e 21 mm para o
S. aureus. Ja os resultados obtidos para a Concentracdo Inibitéria Minima e a
Concentracdo Bactericida Minima foram de 10mg para o S. aureus e 20mg para P.
aeruginosa. Os resultados demonstraram que o alho teve efetividade contra as
cepas bacterianas analisadas. Portanto, o alho apresenta-se como uma alternativa
promissora para o tratamento de infec¢des causadas por bactérias Gram positivas e
negativas.

Palavras chaves: Alicina. Allium sativum. Hospital.
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1 INTRODUCAO

O surgimento da resisténcia microbiana constitui um grande desafio
terapéutico e uma preocupacdo mundial, pois, simultaneamente ao seu aumento,
houve uma diminuicdo no desenvolvimento de novos farmacos antimicrobianos
(ARAUJO, 2011; SUFFREDINI; VARELLA; YOUNES, 2007).

Em vista disso, trabalhos vém sendo desenvolvidos com o propdésito de
identificar nas plantas substancias com propriedades antimicrobianas (ARAUJO,
2011; SUFFREDINI; VARELLA; YOUNES, 2007), uma vez que estas produzem
inUmeras substancias biologicamente ativas, e muitos vegetais contém compostos
que sao inibidores do crescimento microbiano, de modo que os produtos de origem
vegetal sdo uma fonte importante de recursos (SANTIAGO; FELICIO; SOARES,
2011).

A utilizacdo do alho como planta medicinal e como ingrediente para uso
culinario existe desde a antiguidade (CONCEICAO, 2013), assim, chegou-se a
conclusdo de que a grande rigueza do alho se encontra nos seus componentes,
especialmente nos derivados de enxofre, sendo que o componente mais relevante é
a alicina, responsavel pela maioria das propriedades farmacol6gicas da planta.
(REVISTA ADITIVOS E INGREDIENTES, 2010).

A maioria dos componentes sulfurados ndo esta presente nas células
intactas. Somente quando as células do bulbo sdo rompidas e que a aliina é
convertida em alicina por acdo da enzima alinase (SCHULZ; HANSEL; TYLER,
2002), tornando-se ativa.

A atividade terapéutica do alho é bastante extensa, além de antimicrobiano, o
alho pode combater patologias enddcrinas, cardiovasculares, pode atuar como anti-
neoplasico e também apresenta efeitos anti-helminticos, antioxidantes e
imunolégicos (KATZUNG, 2005; MARCHIORI (b), 2005).

Atualmente a atividade antimicrobiana do alho esta bem documentada
(KARUPIAH E RAJARAM, 2012; ABUBAKAR, 2009). Além de o alho exercer largo
espectro de atividade contra muitas espécies de bactérias, incluindo algumas
linhagens resistentes a antimicrobianos convencionais, como por exemplo, o
Helicobacter pylori, o Staphylococcus aureus e a Pseudomonas aeruginosa. (GULL
et al, 2012; SIVAM, 2001), a capacidade antimicrobiana do alho é tal que a atividade
antibiética de 1 mg de alicina tem sido igualada a 15 Ul de penicilina (SILVA, 2009).



Assim sendo, a pesquisa de novos agentes antimicrobianos faz-se necesséria
devido ao aumento da incidéncia das infec¢cdes microbianas, causadas por cepas
resistentes as principais drogas clinicamente utilizadas, sendo esse fato agravado
pelo uso corriqueiro de muitas dessas drogas, podendo associar-se ainda, os efeitos
colaterais e os altos custos dos antimicrobianos.

Nesse contexto, o alho tem se destacado por apresentar bioatividade
relevante com potencial antimicrobiano, podendo vir a ser uma fonte alternativa de
tratamento. E por se tratar de origem natural, espera-se que possa causar menores
danos ao organismo. Portanto, as informacdes a respeito da propriedade

antimicrobiana do alho podem fornecer um campo feértil para sua utilizacéo.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Analisar “in vitro” a atividade antimicrobiana do extrato aquoso de alho frente
as cepas bacterianas hospitalares resistentes de Staphylococcus aureus e

Pseudomonas aeruginosa.

2.2 Objetivos Especificos

eDeterminar o perfil de resisténcia, frente aos antimicrobianos dos
microrganismos analisados;

eRealizar a triagem da atividade antimicrobiana do extrato aquoso do alho
frente as cepas bacterianas;

eDeterminar a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo
bactericida minima (CBM) para os microrganismos que demonstrarem ser sensiveis

ao extrato de alho.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Alho (Allium sativum)

Originario da Asia central, o alho é uma planta perene que pertence ao
género Allium, da familia Liliaceae (LORENZI; MATOS, 2008). Esta planta, de cheiro
forte e caracteristico que pode atingir até 70 cm de altura, constitui-se de bulbos e
bulbilhos denominados de dentes de alho, folhas longas e lineares, e, flores brancas
ou avermelhadas dispostas em umbela, conforme ilustrado na Figura 1 (LORENZI;
MATOS, 2008; EJA et al, 2007; MARTINS et al, 1995).

E largamente cultivado em todo mundo e desde os tempos mais remotos, o
alho é também conhecido por suas propriedades alimentares e medicinais
(LORENZI; MATOS, 2008; EJA et al, 2007).

Figura 1- Flor e Planta do alho

Fonte: MUNDO HORTA, 2015.

O alho apresenta uma grande variedade de constituintes quimicos em que o
tipo e a concentracdo podem variar de acordo com a época de plantio, praticas de
cultivo, condicdes climaticas e de processamento, armazenamento e manipulacao
(CONCEICAO, 2013; MARCHIORI (a), 2005). Assim, os constituintes majoritarios do
alho compreendem a alicina e seus derivados e em diferentes propor¢cdes podem
ser encontrados também outros compostos, 0s quais estdo relacionados na Tabela 1
(CONCEICAO, 2013; MARCHIORI (a), 2005).
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Tabela 1- Composicédo centesimal do alho

Constituintes Quantidade
Carboidratos 23949
Proteinas 709
Lipideos 0,29
Fibras alimentar 43¢
Potéssio 535 mg
Fosforo 149 mg
Magnésio 21 mg
Célcio 14 mg
Sadio 5 mg
Ferro 0,8 mg

Fonte: TACO, 2011

Entre os constituintes, observa-se na tabela 1 que o alho contém uma grande
quantidade de carboidrato, nutriente fundamental para otimizacdo dos estoques
iniciais de glicogénio, para a manutencao dos niveis de glicose sanguinea e repor
reservas de glicogénio que podem ser perdidas durante o dia (AMERICAN
DIETETIC ASSOCIATION, 2001).

Também, no alho, conforme ilustrado na tabela 1, encontram-se minerais
como potassio que facilita a contragdo muscular, as transmissées nervosas, além de
ajudar a manter um batimento cardiaco normal e regular os niveis de acidez no
sangue, porém, uma das principais funcées do potassio é a de diminuir os efeitos do
ion soédio no organismo, mantendo a pressdo arterial normal (INTERNATIONAL
POTASH INSTITUTE, 2013).

O fésforo é outro mineral presente no alho e em outras fontes proteicas de
origem animal, como as carnes vermelhas e brancas e os produtos lacteos, sendo
gue no leite, a biodisponibilidade pode variar de 65 a 90%, sendo mais biodisponivel
no leite humano que no de vaca (COZZOLINO, 2007).

O consumo de alho como alimento é seguro, de modo que um a dois dentes
de alho cru por dia podem ser consumidos sem restricdo para adultos (SILVA,
2009). Quando consumido em excesso, 0 alho pode causar transtornos
gastrintestinais, como Ulceras gastricas e hemorragias intestinais, flatuléncias e
mudangas na microbiota (TSAI; CHEN; SHEEN, 2012; SILVA, 2009)
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Também, nos Ultimos anos, seu potencial alergénico tem sido bastante
reconhecido, sendo associado ao uso do alho casos de reac¢fes alérgicas como, por
exemplo, dermatite de contato, asma, urticaria, pénfigo e anafilaxia (TSAI; CHEN;
SHEEN, 2012; SILVA, 2009).

Leonéz (2008) afirma que ainda ndo ha consenso quanto a recomendacgéo da
ingestdo diéria de alho que deve ser consumida, uma vez que, sua recomendac¢ao
depende da utilizacdo terapéutica em questdo. Leonéz (2008) ainda cita que o
Ministério da Saude do Canadé, bem como a Agéncia Federal Alema, sugerem que
a ingestao de quatro gramas de alho cru ou oito miligramas de 6leos essenciais sao
suficientes para a prevencéao de fatores de risco cardiovascular.

O alho contém cerca de 30 compostos organossulfurados, os quais estao
presentes em quantidade trés vezes maiores do que em outros vegetais ricos nestes
compostos como, por exemplo, a cebola, os brocolis e a couve-flor (SILVA, 2009;
MORETTI e MATTOS, 2010).

Além de ser um ingrediente muito utilizado na culinaria e acessivel
economicamente, tém - se atribuido aos compostos organossulfurados, abundante
nos tecidos desta espécie, propriedades antitrombdéticas, antifingica, antibacteriana,
antioxidante, hipotensora, cardioprotetora, hipoglicemiante e anticancerigena
(LORENZI e MATOS, 2008; MIRON et al., 2002).

Na Tabela 2 encontram-se alguns constituintes do alho e suas possiveis
atividades bioldgicas.

Tabela 2- Constituintes sulfurados do alho e suas possiveis atividades

biologicas

Constituintes Possivel atividade bioldgica

Aliina Hipotensora; hipoglicemiante.

Ajoeno (ajocisteina) Prevencao de coagulos; anti-inflamatoria;
vasodilatadora; hipotensora; antibiética.

Alicina e tiossulfatos Antibidtica; antifungica; antiviral.

Alilmercapteno Hipocolesterolemiante

Dialil sulfeto Hipocolesterolemiante; previne os danos
guimicos ao DNA.

S-alil-cisteina e compostos g— | Hipocolesterolemiante; antioxidante; quimio-

glutdmico protetora frente ao cancer.

Fonte: GOMEZ; SANCHEZ-MUNIZ, 2000.



13

Observando a tabela 2, destacam-se dois constituintes do alho que possuem
atividades biolégicas importantes no organismo, que séo aliina e o alilmercapteno.

A aliina é um sulféxido que quando o alho é esmagado durante o preparo de
alimentos, por exemplo, entra em contato com a enzima alinase sendo convertida a
alicina. Esta representa 70 % dos compostos sulfatados existentes no alho
(ISIDORIO, 2014). Uma de suas caracteristicas é a de regular a pressao arterial por
reduzir a pressédo sanguinea uma vez que proporciona o relaxamento das células do
musculo liso em torno do vaso sanguineo (BORLINGHAUS et al, 2014).

Outra acdo da Aliina é como hipoglicemiante, pois, quando ativada, diminui a
concentracdo de glicose na corrente sanguinea (DALONSO et al, 2009).

O alilmercapteno € um agente protetor e impede que o colesterol se fixe nas
paredes dos vasos sanguineos, diminuindo as chances de formacdo de placas
arteroscleréticas, tendo como principal acdo a diminuicdo do colesterol em caso de
ingestéo diéria (PRATI, 2012).

As caracteristicas antissépticas do alho foram constatadas pelo quimico
francés Louis Pasteur, sendo esta informacéo utilizada na Primeira e Segunda
Guerra Mundial (REVISTA ADITIVOS E INGREDIENTES, 2010). No entanto, os
estudos com o alho foram abandonados com o desenvolvimento de antibidticos
durante a Segunda Guerra, até que, recentemente com o0 surgimento de
microrganismos resistentes, o interesse pelo alho foi renovado (REVISTA ADITIVOS
E INGREDIENTES, 2010; LEONEZ, 2008).

O efeito antimicrobiano do alho em diferentes preparacdes tem sido relatado
em varios estudos, como por exemplo, Abubakar (2009), testou a eficacia do alho
em extrato aquoso, etanolico e cloroférmico contra cepas de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa e
foi observado que todos os extratos inibiram o crescimento das bactérias.

Indu e colaboradores (2006) observaram a atividade antibacteriana do extrato
de alho em 20 sorotipos de Escherichia coli, 8 sorotipos de Salmonella, Listeria
monocytogenes e Aeromonas hydrophila em que o extrato de alho apresentou
atividade antimicrobiana contra todos os microrganismos testados.

Um estudo realizado por Moghadon e colaboradores (2014), com 10 estirpes
de Helicobacter pylori isolados a partir de pacientes com patologias
gastroduodenais, demonstrou que o extrato aquoso de alho foi capaz de inibir o

crescimento de todos os isolados de Helicobacter pylori. Segundo o autor esses
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achados podem ajudar a delinear uma nova estratégia para o tratamento de Ulcera
péptica.

A atividade antimicrobiana do alho é reduzida quando ha reducao da alicina e
de seus derivados, demonstrando assim que os tiossulfonatos contidos no alho

exercem um importante papel na atividade antimicrobiana (SIVAM, 2001).

3.1.1 Aalicina

A formacéo da alicina (dialiltiossulfonato), principal constituinte do alho, ocorre
qguando os bulbilhos sdo esmagados ou triturados permitindo que seu precursor, a
aliina, entre em contato com a enzima alinase, sendo assim convertida em alicina
(CONCEICAO, 2013; LIMA, 2011).

Por sua vez, a alicina € muito instavel quimicamente e na presenca do ar, da
agua e de temperaturas elevadas transforma-se rapidamente em outras moléculas
organosulfuradas como o ajoeno, o sulfeto dialila, o dissulfeto de dialila (DAS), o
trissulfetodialila (DATS) entre outros que juntamente com a alicina Sdo responsaveis
pela atividade biolégica do alho (CONCEICAO, 2013; LIMA, 2011; MIRON et al,
2002).

Fujisawa e colaboradores (2008) realizaram um estudo para averiguar a
estabilidade da alicina em diversos tipos de solventes, no qual constatou-se que o
tempo de meia vida da alicina foi de 6,5 dias para a extracdo com agua; 3,1 dias
para a extracdo com Oleo vegetal e de 12,0 e 11,9, dias para a extracdo com etanol
a 20%, 50%, respectivamente.

No entanto, em funcéo da instabilidade da alicina, os métodos conhecidos
para a sua sintese ndo sao satisfatoérios, pelo fato da sintese quimica envolver
muitos passos e ser complicada, trabalhosa, dispendiosa e ainda ineficiente
(WILLIANS e PANT, 2007).

Quanto ao mecanismo de acdo da alicina, os estudos ainda ndo sao
conclusivos, contudo, a teoria mais provavel é que a alicina atue na sintese de
proteinas (BORLINGHAUS et al, 2014; FELDBERG et al, 1988).

Deste modo, a possivel influéncia da alicina na sintese de proteinas consiste
em que, o residuo de cisteina acessivel ao ataque reage com a alicina por meio de
uma reacgao de permuta de dissulfureto (BORLINGHAUS et al, 2014). A alicina pode
atacar os residuos de cisteina enquanto as cadeias de aminoacidos sao alongadas,
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ainda no processo de sintese, ndo estando totalmente desenvolvida e como possivel
resultado sera um aborto de traducdo ou formacgdo de proteinas deformadas com
reduzida ou nenhuma funcado (BORLINGHAUS et al, 2014).

3.2 Antimicrobiano

Os termos antimicrobiano e anti-infeccioso sdo ocasionalmente utilizados para
referir-se a todas as drogas utilizadas contra agentes infecciosos, e ainda, 0s termos
antibioticos e quimioterapicos sdo usados como sinénimos (SILVA, 2013).

Os antimicrobianos sdo substancias produzidas por bactérias ou fungos
(antibidticos) ou ainda sintetizadas em laboratorio (quimioterdpicos) capazes de inibir
0 crescimento e/ou os destruir microrganismos, sendo assim, o principal objetivo € o
de prevenir ou tratar uma infeccdo, diminuindo ou eliminando 0s organismos
patogénicos (MELO; DUARTE; SOARES, 2012; BRASIL, 2001). Podem ser
classificados a partir de diversas variaveis como demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3- Classificacdo dos antimicrobianos em funcéo das variaveis.

Variavel Classificacdo
Microrganismos suscetiveis Antibacterianos
Antifangicos
Antivirais
Antiparasitério
Origem do antimicrobiano Antibidticos: produzidos por microrganismos
Quimioterapicos: sintetizados em laborat6rio
Mecanismo de acéo Alteracdo de parede celular

Alteracdo de membrana citoplasmética
Inibicdo da sintese proteica
Inibicdo metabdlica

Espectro de agéo Espectro para bactérias Gram positivas
Espectro para bactérias Gram negativas
Amplo espectro
Ativos sobre protozoarios
Ativos sobre fungos
Ativo sobre micobactérias

Fonte: MELO; DUARTE; SOARES, 2012.

Entre as classes mais conhecidas e utilizadas de antimicrobianos estdo os
antibacterianos e antifiUngicos, em que o0s principais agentes antibacterianos se
agrupam nas seguintes categorias:

Inibicdo da sintese de parede celular (penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e vancomicina); lesdo da membrana citosplasmatica
(polimixinas); modificacdo da sintese ou metabolismo de &cidos nucléicos
(quinolonas, rifampicina e nitrofurantoina); inibicdo da sintese proteica
(aminoglicosideos, tetraciclinas, clorafenicol e clindamicina); inibidores do
folato ou modificadores do metabolismo de energia (sulfonamidas e
trimetoprima) (GENNARO, 2012 p. 1571).
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Enquanto que os antifingicos se agrupam em: poliénicos (nistatina,
anfotericina B); derivados azdlicos (miconazol, clotrimazol, cetoconazol, fluconazol);
antimetabalito (flucitosina) e benzofurano heterociclico (griseofulvina) (SILVA, 2013).

Um antimicrobiano ideal deve ter acdo seletiva, ndo produzir graves efeitos
adversos, ndo induzir resisténcia do microrganismo, ser eficaz por via oral e
parenteral e ser capaz de atingir o sitio de infec¢do (UFMG, 2013). No entanto, é
dificil encontrar um antimicrobiano ideal, de modo que, o antimicrobiano de escolha
€ 0 que se adapta a realidade, levando em consideracdo as condi¢cdes gerais do
paciente, tratando-se da droga mais ativa, menos toxica, de menor custo e que seja
capaz de atingir o local da infec¢do (UFMG, 2013).

O desenvolvimento de drogas antimicrobianas representa um dos mais
importantes avancos da terapéutica (SILVA, 2013). A prescricdo excessiva e 0 uso
inapropriado de antibioticos causou um aumento significativo na prevaléncia de
microrganismos resistentes a mdltiplos farmacos e a medida que cresceram as
necessidades de farmacos, o desenvolvimento de novas drogas diminuiu, de modo
gue ainda ha uma dependéncia das familias de drogas atualmente disponiveis
(SILVA, 2013; KATZUNG, 2005).

As doencas infecciosas sdo uma das principais causas de morte no mundo,
sendo de consideravel importancia o desenvolvimento de novos compostos
antimicrobianos (MIRANDA et al, 2013). Neste contexto, as plantas podem ser uma
boa fonte para nortear a busca por compostos promissores (MIRANDA et al., 2013).
A rica diversidade, a facil acessibilidade e o baixo custo de produtos naturais de
origem vegetal, jA faz com que muitos paises invistam em pesquisas para a
obtencdo de substéncias com atividade antimicrobiana advinda de plantas ja

conhecidas popularmente (MALVEZZI, 2010), como por exemplo, o alho.

3.3 Bactérias hospitalares e resisténcia bacteriana

As bactérias fazem parte da vida na Terra e sdo encontradas em todos os
lugares, revestem pele, mucosas e cobrem o trato intestinal de homens e animais,
estando relacionadas ao ambiente em que vivem (SANTOS, 2003). Muitas séo
inofensivas, sendo até benéficas para o hospedeiro, como a microbiota, provendo
nutrientes e protecdo contra patdgenos ou substancias ofensivas, impedindo que

haja a colonizag&o de outras bactérias que poderiam ser nocivas (SANTOS, 2003).
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Esse equilibrio, ao ser quebrado, seja pelo uso excessivo de antibidticos ou
queda da imunidade, pode desencadear uma infec¢cdo, como relatado por Pinto;
Cardoso; Vanetti (2004), que afirma que aproximadamente 50% das infeccbes que
acometem pacientes hospitalizados sado causadas por microrganismos hospitalares
que colonizam o trato gastrintestinal.

Nesse cenario quando ha a introdugdo de antibidticos indiscrimidamente,
especificamente nos ambientes hospitalares, as bactérias resistentes sé&o
selecionadas e sobrepdem seu crescimento sobre outras competidoras (KOCH et al,
2008).

Entre as bactérias hospitalares, € possivel observar um grande aumento de
fenotipos multirresistentes, como a Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KCP),
da familia Enterobacteriaceae (MOLAND, et al, 2003). A carbapenemase é uma
enzima produzida por bactérias Gram-negativas e sua deteccdo em isolado
bacteriano confere resisténcia aos antimicrobianos carbapenémicos, além de inativar
penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos (MOLAND, et al, 2003).

Outra bactéria dentre as resistentes de importancia hospitalar € o
Staphylococcus aureus, um microrganismo que integra a microbiota normal, mas
pode apresentar-se como patogénico quando em condicdes com uma quebra da
barreira cutanea ou diminuicdo da imunidade, o que ocorre geralmente em
internag@es curtas ou prolongadas (PERES et al, 2014).

O Staphylococcus aureus € responsavel por uma grande variedade de
infeccbes, como infecgdes na pele e no tecido subcutaneo, infec¢des pos-cirdrgicas,
osteomielites, pneumonias, abscessos, endocardites e bacteremia, sendo umas das
causas mais comuns de infeccbes nosocomiais, bem como de infecgcbes
comunitarias que podem apresentar altos indices de morbidade e mortalidade
(SANTOS, 2007).

ApoOs a terapia antimicrobiana ser iniciada na década de 1930, contra
amostras de S. aureus, em 1960 foram detectados isolados resistentes ao
antimicrobiano utilizado na época que no caso fora a penicilina, entdo se iniciou uma
terapia com um beta-lactamico sintético, a meticilina, resistente a acdo das beta-
lactamases que o S. aureus produzia (GELATTI et al, 2009). Porém, apds algum
tempo, surgiram amostras resistentes também a esse antimicrobiano, e estas cepas
foram denominadas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e séo

resistentes a todos os antimicrobianos beta-lactamicos (GELATTI et al, 2009).
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Muitas infec¢cbes causadas por bactérias patogénicas conhecidas ou
infeccbes causadas por alguns patdogenos reemergentes, como por exemplo, o
Mycobacterium tuberculosis, ndo podem ser curadas prontamente com as drogas
antimicrobianas existentes, sendo necessarios estudos continuos em busca de
novas drogas antimicrobianas (GOLL e FARIA, 2013).

Nesse contexto de bactérias multirresistentes, destacam-se as amostras de
Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria Gram-negativa, extremamente versatil, que
pode ser encontrada em diversos ambientes, principalmente solo e agua, ou ainda
associada a plantas e animais, podendo causar infecgcbes oportunistas
(APIDIANAKIS et al, 2005).

Em seres humanos, a P. aeruginosa causa infecces em individuos
imunocomprometidos, além de ser também comumente encontrada em infeccfes
hospitalares, sendo capaz de se aderir a diversos materiais, contaminando
catéteres, ventiladores, proteses e lentes de contato. Por causa da alta resisténcia a
antibioticos e do grande arsenal de fatores de viruléncia desta bactéria, as infeccbes
causadas por ela sédo de dificil controle (APIDIANAKIS et al, 2005).

Em se tratando de resisténcia bacteriana, vale ressaltar que de acordo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os antimicrobianos fazem parte da lista de
medicamentos mais prescritos no mundo (OMS, 2014). Uma das principais formas
de uso é no combate de determinados microrganismos, e de acordo com Kadosaki,
Souza e Borges (2012), a maioria das prescricdes e uso se da baseado apenas em
dados clinicos, sem sequer a solicitacdo de exames laboratoriais afim de
diagnosticos.

Esse fato influencia num aumento da resisténcia aos antimicrobianos, ja que a
resisténcia bacteriana € uma natural consequéncia da habilidade da populacéo
bacteriana de se adaptar (FONSECA et al, 2014). Por isso, 0 uso indiscriminado de
antibioticos ira aumentar essa pressao seletiva e, considerando o aumento da
resisténcia aos antimicrobianos em uso, as plantas medicinais tém sido estudadas
como agentes alternativos para a prevencao de doencgas e tratamento de infecgoes
fazendo com que estudos com bioativos, como o extrato do alho, sejam campos
promissores de pesquisa (FONSECA et al, 2014).
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3.4 Atividade antibacteriana do alho contra cepas de origem hospitalar

Durante anos 0 homem passou a utilizar produtos naturais, em formas puras
ou através de extratos (PAREKH e CHANDA, 2007). Alguns desses compostos
bioativos acabaram por ser isolados devido ao seu potencial terapéutico no combate
a microrganismos patogénicos, principalmente os que sédo de origem hospitalar
(PAREKH e CHANDA, 2007). Dentre alguns estudos, esses demostraram que
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis e
Pseudomonas aeruginosa sao considerados principais agentes causadores de
infec¢des hospitalares (SAMPAIO et al, 2013).

Passos em 2003 realizou um estudo sobre a atividade antibacteriana do alho
e conclui que o alho apresenta efeito inibitorio sob o desenvolvimento microbiano,
este fato fora comprovado por outros estudos como o de VENTUROSO et al, 2010).

Em um de seus estudos sobre a atividade antibacteriana do alho, Abubakar
(2009), investigou os efeitos do extrato de alho contra cepas de S. aureus, E. coli, S.
Pneumonieae e P. aeruginosa de origem hospitalar, que foram investigados sob
diversas condicbes de utilizacéo, tais como variacbes de temperatura e pH, a uma
concentracdo de 100 mg/ml. No estudo, foi possivel perceber que todos os extratos
brutos inibiram o crescimento das bactérias patogénicas, embora com diferentes
graus de susceptibilidade.

Almeida e colaboradores (2013) analisaram “in vitro” a influéncia da atividade
do extrato aquoso de Allium sativum no teste da Concentragdo Inibitéria Minima, em
cepas de S. aureus, e seu efeito sinérgico com vancomicina, gentamicina e
tetraciclina. A partir dos resultados, foi possivel perceber que o extrato aquoso do
alho é eficaz em potencializar a acdo dos antibidticos testados frente ao crescimento
da cepa de S. aureus.

Grosso e Lima (2013) realizaram um estudo no qual procuraram determinar a
acao antimicrobiana do extrato bruto de Allium sativum, sobre cepas de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli isoladas de pacientes de um Hospital
Escola do sul de Minas Gerais. Nesse estudo, concluiram que o extrato bruto de
Allium sativum possui acdo antimicrobiana para Staphylococcus aureus,
independente de sua concentracao.

Sendo assim, a partir dos estudos citados, o alho parece ser uma fonte
alternativa e promissora no combate de infec¢gdes adquiridas tanto na comunidade

quanto as de origem hospitalar.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de Pesquisa

O presente trabalho consiste de um estudo experimental quantitativo, com o
propésito de avaliar a capacidade do extrato aquoso de Allium sativum em inibir o
crescimento de cepas bacterianas resistentes aos antibidticos, comuns ao ambiente
hospitalar, isoladas do Hospital Geral Publico de Palmas, TO em um estudo

paralelo.

4.2 Local e Periodo
As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratério de
Microbiologia do Centro Universitario Luterano de Palmas (CEULP-ULBRA) no

periodo de agosto a outubro de 2015.

4.3 Linhagens bacterianas

No presente estudo foi utilizada uma cepa de Staphylococcus aureus e outra
de Pseudomonas aeruginosa isoladas de superficies da UTI pediatrica do Hospital
Geral Publico de Palmas — TO, obtidas a partir de um trabalho paralelo. As duas
cepas foram selecionadas a partir do antibiograma realizado com vinte e duas cepas

de S. aureus e duas de P. aeruginosa.

4.4  Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos
Foi realizada a metodologia proposta pelo “Clinical and Laboratory Standards

Institute” (CLSI, 2012), com os seguintes discos de antimicrobianos:

eS. aureus: amicacina (30ug), orfloxacino (5ug), gentamicina (10 pgQ),
vancomicina (30 pg), cefoxitina (30ug), ceftriaxona (30ug), clorafenicol (30ug),
oxacilina (01ug), cefepime (30ug).

eP. aeruginosa: amicacina (30ug), ampicilina (10ug), orfloxacino (5uQ),
gentamicina (10 pg), ceftriaxona (30ug), cloranfenicol (30ug), cefepime (30ug).

Apos a leitura do antibiograma, foi selecionada uma cepa de S. aureus e outra
de P. aeruginosa que apresentou resisténcia a, no minimo, 3 (trés) classes
diferentes de antibioticos, sendo encaminhadas para o teste de triagem

antimicrobiana com o extrato do alho.



21

4.5 Avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrato do alho

4.5.1 Obtencao do extrato

O extrato foi obtido a partir do alho adquirido em supermercado da cidade e
fora baseado no método descrito por Durairaj; Srinivasan; Lakshmanaperumalsamy,
(2009), em que foram pesados 100g de alho descascado e posteriormente estes
higienizados em alcool 70%, triturados com 100 ml de agua destilada esterilizada e
filtrados através de gaze esterilizada.

A concentragdo do extrato fora considerada como sendo 1g/ml. O extrato
produzido foi colocado em vidro ambar esterilizado e armazenado em geladeira para

posterior utilizacao.

4.5.2 Preparo do indculo

O in6culo bacteriano foi preparado de acordo o documento M 02- All do
CLSI (2012), utilizando-se de trés a cinco colbnias selecionadas a partir de placas de
agar Mueller Hinton em crescimento exponencial, suspendidas em solucao salina
com um padréo de turbidez de 0,5 na escala de McFarland cuja concentracao final
equivale a 1x10® UFC/ml.

4.5.3 Triagem antimicrobiana

A triagem da atividade antimicrobiana do extrato foi determinada utilizando o
método de disco- difuséo.

Com o auxilio de um swab estéril, o indculo foi espalhado por toda a
superficie do agar Muller Hinton disposto em placa, de maneira a garantir uma
distribuicdo uniforme.

Apoés a semeadura, os discos de papel filtro esterilizados, sem impregnacao,
foram colocados sobre as placas e pressionados suavemente para total contato com
a superficie do agar. Em cada disco foi colocado 20ul do extrato. As placas foram
mantidas em estufa a 37° C por 24 horas. Em seguida, os halos de inibicdo foram
guantificados em milimetros com o auxilio de uma régua milimetrada (FONSECA et
al., 2014).
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Como controle positivo, foram utilizadas amostras controles ATCCs de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

Para os microrganismos que demonstraram sensibilidade ao extrato, foram
determinadas a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida
minima (CBM).

4.5.4 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Para determinacdo da CIM, foram utilizadas concentracbes de 2,5; 5,0; 10;
20; 40 e 80 mg/ml do extrato de alho, logo, foram utilizados 6 tubos de ensaio
contendo 3 ml de caldo BHI, 1ml do extrato de alho e 1 ml do in6culo bacteriano
totalizando um volume de 5 ml. Trés tubos adicionais foram utilizados, sendo um
para controle positivo de crescimento (caldo + inoculo), dois para controle negativo
(um com apenas caldo e outro com apenas extrato) (MALVEZZI, 2010).

Todos os tubos foram incubados por 24 h em estufa bacterioldgica a 37° C.

ApoOs este tempo, os tubos foram examinados visualmente para comprovar a
presenca de turvacdo. O tubo com concentracdo imediatamente superior ao que
apresentou turvacao foi considerado como sendo a concentracao inibitéria minima
(VENANCIO, 2010).

4.5.5 Determinacao da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Dos tubos de ensaio que ndo se mostraram turvos, foram retiradas aliquotas
de 5uL, as quais foram depositadas em placas de Petri contendo agar Miller Hinton.
A menor concentracdo do extrato que ndo proporcionou o crescimento bacteriano foi

considerada como sendo a concentracdo bactericida minima (VENANCIO, 2010).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diante do antibiograma realizado para avaliar o perfil de resisténcia das cepas
bacterianas (Figura 2), foi possivel encontrar os seguintes resultados conforme a
tabela 4.

Figura 2- Antibiograma de cepa de P. aeruginosa (2a) e S. aureus (2b) obtidas
de superficies da UTI pediatrica do Hospital Geral Publico de Palmas — TO

Tabela 4- Perfil de resisténcia dos microrganismos analisados frente aos
antimicrobianos utilizados

ANTIMICRO AMI  AMP OFX GEN VAN CFO CRO CLO OXA CPM
BIANOS N@®%) N@%) N(@%) N©@) N©@) N@®%) N@®) N®%) N%) N(%)

MICRORGANISMO

S.aureus (n=22) 1 NR 10 4 0 10 11 3 11 11
(4,5) (45,4) (18) 0 (45,5) (50) (13,6) (50) (50)

P. aeruginosa (n=2) 0 1 1 0 NR NR 0 2 NR 0
0 (60 (50 (0 (0)  (100) )

Amicacina (AMI), Ampicilina (AMP), Cefoxitina (CFO), Cefepime (CPM), Clorafenicol (CLO),
Ceftriaxona (CRO), Gentamicina (GEN), Ofloxacino (OFX), Vancomicina (VAN), Oxacilina (OXA), ndo
realizado (NR).

Das 22 cepas de Staphylococcus aureus analisadas, 63,6% (n14)
apresentaram resisténcia a pelo menos uma classe de antimicrobiano. Observa-se
que as amostras apresentaram resisténcia para aminoglicosideos (AMI e GEN),
cefalosporinas (CFO, CRO, CPM), fluorquinolona (OFX), penicilina (OXA) e ao
clorafenicol (Tabela 4). 04 cepas (18,2%) apresentaram resisténcia a trés classes de
antimicrobianos que foram cefalosporinas, penicilina e aminoglicosideos, sendo

assim, sao cepas consideradas multirresistentes.
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A multirresisténcia também foi observada em uma amostra de Pseudomonas
aeruginosa, a qual apresentou resisténcia em relacdo a trés classes de
antimicrobianos sendo eles penicilna (AMP), fluorquinolona (OFX) e ao clorafenicol.

Em um estudo, realizado por Figueiredo e colaboradores (2007) num hospital
de Recife-PE, com 304 cepas de Pseudomonas aeruginosa, no ano de 2006,
detectou-se uma elevada prevaléncia de multirresisténcia, em que 49,7% das cepas
foram resistentes a trés antibidticos ou mais e 28% foram resistentes a seis
antibiéticos ou mais.

Ainda, observou-se uma taxa de resisténcia cruzada de 38,1% entre
aminoglicosideos e quinolonas, sendo a frequéncia de cepas multirresistentes a
mesma discutida em outras literaturas nacionais e internacionais (FIGUEIREDO et
al, 2007). No presente estudo, o nimero amostral de P. aeruginosa isolada foi bem
abaixo do relatado por Figueiredo e colaboradores, no entanto, das duas amostras
identificadas, uma se mostrou multirresistente.

Figueiredo e colaboradores (2007) concluiram que existem altas taxas de
Pseudomonas aeruginosa resistentes a mdultiplos farmacos, o que gera uma
dificuldade nas opc¢des de farmacos para tratamentos combinados.

Fundamentado na afirmativa de que a frequéncia de cepas multirresistentes é
semelhante no Brasil e no mundo, observam-se diversos estudos que fazem
referéncia ao mesmo argumento, tais como o de Neves e colaboradores (2011) onde
h& referencia sobre relatos mundiais dessa multirresisténcia, aliada a elevados
indices de morbimortalidade. Os autores relatam que no Brasil, surtos de infeccao
ocasionados por Pseudomonas aeruginosa possuem opc¢des terapéuticas limitadas,
e gue se restringem ao uso de carbapenémicos.

Os autores (NEVES et al, 2011) fizeram referéncias a estudos
epidemiologicos nacionais realizados pelo  Antimicrobial Surveillance Program
(SENTRY) direcionados a pacientes hospitalizados. Avaliaram 3.728 isolados, entre
bactérias Gram positivas e Gram negativas, obtidos de 12 centros hospitalares de
guatro estados, e a P. aeruginosa foi responsavel por 496 (13,3%) casos.

Em um estudo retrospectivo na cidade de Goiania — GO sobre a determinacao
da resisténcia antimicrobiana associada em isolados clinicos de cepas de
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, constatou-se que entre 815
isolados de S. aureus, 65, 8% foram multirresistentes, sendo a maioria resistente a 5

e 6 antimicrobianos. Enquanto que, a resisténcia associada entre drogas foi notada
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para isolados de P. aeruginosa entre ciprofloxacina e carbapenens,
aminoglicosideos e carbapenens e beta-lactamicos. Os autores concluiram que é
fundamental a escolha correta de um antimicrobiano para que o objetivo da terapia
medicamentosa seja alcancado (KOBAYASHI; SADOYAMA,; VIEIRA, 2009).

Outro estudo realizado por Santos e colaboradores, no ano de 2007, na
cidade do Rio de Janeiro, sendo esse de revisdo bibliografica, constatou que o
Staphylococcus aureus € uma bactéria que mesmo encontrada na pele e nas fossas
nasais de pessoas saudaveis é capaz de provocar doencas, que vao desde uma
simples infeccdo, como espinhas, até infecgcbes graves, entre elas, meningite,
endocardite e sepse. Na revisdo realizada pelos autores foi percebido que a
resisténcia de S. aureus a antimicrobianos acontece por mutacdes em seus genes
e/ou aquisicdo de genes de resisténcia de outras bactérias da mesma espécie.

Os autores (SANTOS et al 2007) concluiram que o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia aos antibioticos demonstrados pelo S. aureus esta
relacionado com os procedimentos empregados na sua antibioticoterapia. Sabe-se
gue os indices de cepas MRSA em hospitais brasileiros variam de 40% a 80%, e
esse valor estd maior em unidades de terapia intensiva. Dessa forma, a importancia
de conhecer uma cepa de valor epidemioldégico para um ambiente hospitalar é
extremamente necessario.

Visto a importancia destes fendtipos multirresistentes em infeccbes
ocasionando altos indices de morbi-mortalidade e antibioticoterapia limitada, uma
alternativa promissora apontada nas pesquisas atuais (GUPTA et al., 2015) séo os
bidtipos extraidos de plantas com atividade antimicrobiana como o alho.

No presente estudo, a figura 3 ilustra os resultados do teste da triagem
antimicrobiana com o extrato do alho realizada com uma amostra de S. aureus e P.

aeruginosa multirresistentes.
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Figura 3- Triagem antimicrobiana com o extrato do alho

p—

Extrato puro (3a); P. aeruginosa (3b); P. aeruginosa ATCC 27853 (3c); S. aureus (3d); S. aureus
ATCC 25923 (3e)

Na triagem antimicrobiana realizada com o extrato aquoso do alho, foi
observado que ambas as bactérias apresentaram uma zona de inibicdo de
crescimento com diametros de 15 e 21 mm para P. aeruginosa e S. aureus

respectivamente (Tabela 6).

Tabela 5- Avaliacdo da atividade antimicrobiana do alho frente aos
microrganismos analisados

Microrganismo Diametro do halo de inibi¢&o CIM CBM
(mm) (mg/ml) (mg/ml)
P. aeruginosa 15 20 20
S. aureus 21 10 10

Em relagdo a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento bacteriano
(CIM) e a menor concentracao capaz de provocar a morte do microrganismo (CBM)
(Figura 4), os resultados obtidos foram de 10 mg/ml para S. aureus e de 20 mg/ml

para a P. aeruginosa (Tabela 5).
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Figura 4- Determinacédo da CIM / CBM do extrato do alho contra P. aeruginosa
(4a) e S. aureus (4b)

Em um estudo realizado em 2015 com extrato bruto de alho contra isolados
clinicos multirresistentes, a efetividade do alho como antibacteriano ficou
demonstrado, cujos halos de inibicdo de crescimento foram de 16-26 mm para os
isolados de S. aureus, enquanto que os isolados de P. aeruginosa tiveram halos de
13-22 mm. A Concentracao Inibitéria minima obtida foi de 35 mg/ml ( GUPTA, 2015).
Comparando a nossa pesquisa, nossos resultados foram similares em relacao ao
diametro do halo de inibicdo. Entretanto, a CIM obtida nessa pesquisa apresentou
valores menores, 20 mg/ml para P. aeruginosa e 10 mg/ml para S. aureus.

Gull e colaboradores (2012) avaliaram a efetividade antibacteriana do extrato
do alho em diferentes solventes em oito estirpes de bactérias resistentes, entre elas
a P. aeruginosa e S. aureus em gue os resultados das analises com extrato aquoso
demonstraram uma zona de inibicdo de crescimento de 18, 3 mm e 19, 3 mm de
didmetro para os microrganismos respectivamente. Enquanto que a Concentracéo
Inibitéria Minima foi de 0,09mg/ml para P. aeruginosa e 0,2 mg/ml para o0 S. aureus.

Karrupiah e Rajaram (2012) também avaliaram o extrato de alho em varias
concentragcbes que variaram de 25ug/ml a 200 pg/ml contra bactérias
multirresistentes. Nos resultados encontrados, os didametros dos halos de inibicdo de
crescimento para P. aeruginosa variaram de 13,5 mm a 19,4 em funcéo das vérias
concentracdes utilizadas. Do mesmo modo, para cepa de S. aureus, os diametros

dos halos variaram de 10,3mm a 14,5mm. Neste estudo, a Concentragdo Inibitoria
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Minima foi de 58,5ug/ml e 78,9ug/ml para P. aeruginosa e S. aureus
respectivamente.

Nos estudos citados, nenhum faz referéncia a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM), porém, no presente estudo a CBM para o S. aureus foi de 10mg/ml,
superior ao encontrado por Venancio (2010), que foi de 4mg/ml.

No ano de 2009, Abubakar realizou um estudo com o objetivo de avaliar a
eficicia de extratos de alho, contra bactérias Gram positiva e negativa, incluindo S.
aureus e P. aeruginosa. Constatou-se uma eficacia satisfatéria acima da resistencia
média a muitos antimicrobianos. Dessa forma, o autor concluiu que o extrato do alho
pode ser usado no tratamento de infec¢cBes causadas por bactérias podendo ser
utilizado para o desenvolvimento de antibioticos de largo espectro.

Nota-se que houve variacdo de resultados tanto no presente estudo quanto
nos autores citados. Porém, isso é justificado pelo fato de que pode haver
discrepancias na composicdo dos extratos, na proporgéao de aliina/alicina, durante a
preparacdo e controle de qualidade destes extratos o0 que pode ocasionar
interferéncia sobre a atividade antimicrobiana, mas, nada que faca com que o alho

perca a efetividade contra os microrganismos testados.
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6 CONCLUSAO

Na triagem da atividade antimicrobiana do extrato aquoso do alho frente a
cepa de S. aureus e P. aeruginosa isoladas da UTI pediatrica do Hospital Geral de
Palmas — TO observou-se a formagdo de um halo de inibicdo de crescimento
microbiano, refletindo uma efetividade do alho como alternativa antimicrobiana.

A Concentracado Inibitéria Minima e a Concentracdo Bactericida Minima
encontradas apresentaram variacées em relacdo a literatura cientifica, entretanto, &
inegavel que o alho apresenta boa efetividade frente as bactérias Gram negativas e
positivas.

Dessa forma, o estudo sugere que o alho € um agente terapéutico promissor
para o tratamento de bactérias multirresistentes, sendo interessante o investimento

de antibitticos nessa linha de pesquisa.
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