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RESUMO

Infec¢do do trato urinario é a colonizacdo microbiana capaz de transcender a
capacidade defensiva do hospedeiro e causar lesdo. A Escherichia coli, uma bactéria
Gram negativa, é responsavel por 90% dos casos desse tipo de infeccdo. Nesse
contexto, o Hibiscus sabdariffa L. apresenta compostos capazes de inibir o seu
crescimento e de outros microrganismos, dessa forma, respalda seu uso como
alternativa farmacolégica. O estudo teve como objetivo avaliar a a¢do do extrato
aquoso das folhas desidratadas do hibisco contra cepas de E. coli isoladas a partir de
uroculturas, assim como analisar a resisténcia frente aos antibidticos comumente
utilizados. Os isolados bacterianos foram cedidos pelo Laboratério Publico de
Caruaru (PE), totalizando 30 amostras. Posteriormente, realizou-se o teste para
avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato aquoso do hibisco, em diferentes
concentragoes, variando de 3 a 20%, que foi classificado pelo didmetro de inibicao do
crescimento da cepa e comparado a sensibilidade ou resisténcia com antibioticos.
Observou-se que na concentracdo de 20% o extrato apresentou melhor atividade,
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100% foram inibidas. Ainda, o extrato se mostrou mais eficaz frente as cepas nao
fermentadoras de lactose. As bactérias, sob analise, apresentaram resisténcia ao
sulfametoxazol + trimetropima em 23,33% dos casos e 40,01% ao acido nalidixico,
enquanto que ao extrato ndo apresentou resisténcia. Portanto, o extrato aquoso do
Hibiscus sabdariffa L. é um potencial candidato a ser empregado como alternativa
farmacolégica ou coadjuvante no tratamento dessas infecgoes.

Palavras-chave: Bactéria. Antibidtico. Plantas Medicinais.

ABSTRACT

Urinary tract infection is microbial colonization capable of transcending the defensive
capacity of the host and causing injury. Escherichia coli, a Gram negative bacterium, is
responsible for 90% of cases of this type of infection. In this context, Hibiscus
sabdariffa L. presents compounds capable of inhibiting its growth and that of other
microorganisms, thus, supporting its use as a pharmacological alternative. The study
aimed to evaluate the action of aqueous extract of dehydrated hibiscus leaves against
strains of E. coli isolated from urocultures, as well as to analyze resistance to
commonly used antibiotics. The bacterial isolates were provided by the Caruaru
Public Laboratory (PE), totaling 30 samples. Subsequently, a test was performed to
evaluate the antimicrobial activity of the aqueous hibiscus extract, in different
concentrations, ranging from 3 to 20%, which was classified by the diameter of
inhibition of growth of the strain and compared to sensitivity or resistance with
antibiotics. It was observed that in the 20% concentration the extract showed better
activity, 100% were inhibited. Furthermore, the extract proved to be more effective
in the face of non-fermenter lactose strains. The bacteria under analysis showed
resistance to sulfamethoxazole + trimetropime in 23.33% of cases and 40.01% to
nalidixic acid, while the extract showed no resistance. Therefore, the aqueous extract
of Hibiscus sabdariffa L. is a potential candidate to be used as a pharmacological
alternative or adjuvant in the treatment of these infections.

Keywords: Bacterial. Antibiotic. Plants, Medicinal.

INTRODUCAO

A Infeccdo do Trato Urinario (ITU) é determinada por colonizagdo microbiana
capaz de transcender a capacidade defensiva do hospedeiro e causar lesdo. Existe a
possibilidade de todos os 6rgdos do trato urinario serem infectados, portanto, esta
enfermidade representa uma das infec¢des mais constantes na pratica médica, atras

apenas das infec¢des respiratérias (RESENDE et al., 2016).
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As ITUs variam de acordo com a idade e o género, bem como o contexto
socioecondmico, podendo afetar ambos os sexos e diversas idades, entretanto, sdo
mais frequentes em mulheres. Para diagndstico, a urocultura é padrdo-ouro, visto que
a ITU é caracterizada pelo crescimento bacteriano de no minimo 100 mil unidades
formadoras de colénia (UFC). Ela é responsavel por altas taxas de morbidade e
mortalidade, além de apresentar um papel importante na resisténcia aos
antimicrobianos, como consequéncia do tratamento empirico (ELIAS, RIBEIRO, 2017;
SALTON, MACIEL, 2017; SILVA et al. 2017).

A Escherichia coli, bactéria Gram negativa, que se apresenta em forma de
bastonete, anaerdébica facultativa e pertencente a familia Enterobacteriaceae, é
responsavel por 90% dos casos de ITU. Atualmente, observa-se que o uso
indiscriminado de antimicrobianos corrobora com o aumento de cepas bacterianas
resistentes (LIMA; TOBIAS; 2019, SANTOS, 2017).

Nesse contexto, a biossintese de micromoléculas com diversidade e
complexidade estrutural resultante do metabolismo dos vegetais, os torna uma
importante alternativa terapéutica, em especial, como antimicrobianos. Por esta
razao, as plantas estdo sendo cada vez mais utilizadas como ponto de partida para o
desenvolvimento de novos farmacos, contornando o problema de resisténcia aos
antimicrobianos convencionais (PAL; KAMTHANIA; KUMAR, 2014; QUIDIGNO;
ANDRADE, 2017).

Hibiscus sabdariffa L. (HS) é um vegetal pertencente a familia Malvaceae, pode
ser encontrado em zonas tropicais e subtropicais de ambos hemisférios. Seu cultivo é
devido a importancia dos seus cdlices, folhas e sementes (SILVA et al, 2019).
Popularmente, é conhecido como hibisco, vinagreira, rosela, quiabo azedo, azedinha,
quiabo de angola, caruru azedo e quiabo-roxo (GHELLER, 2015). Essa planta tem se
destacado como Insumo Farmacéutico Ativo Vegetal (IFAV), utilizada principalmente,
como antimicrobiano e antioxidante, tendo como principais constituintes relevantes
ao uso farmacolégico os acidos organicos, antocianinas, polissacarideos e flavonoides
(DA-COSTA-ROCHA et al, 2014; ABDALLAH, 2016). Observam-se na literatura

diversos estudos in vitro que destacaram que compostos presentes no calice do HS
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apresentam capacidade de inibir o crescimento de E. coli e fungos, respaldando,
portanto, seu uso como alternativa farmacolégica para ITU (AL-HASHIMI, 2012).
Nesse contexto, o estudo teve como objetivo avaliar a acao do extrato aquoso
do Hibiscus sabdariffa L. em diferentes concentracdes, contra Escherichia coli,
isoladas a partir de uroculturas, assim como, analisar a resisténcia dessas cepas
frente aos antibioticos comumente utilizados na pratica médica no tratamento de

Infec¢des do Trato Urinario.
MATERIAL E METODOS
Obtencao e preparacao do extrato vegetal

O material vegetal utilizado foi obtido comercialmente do fabricante Hilé
Indastria de Alimentos LTDA, com CNP] 05.879.626/0001-33. Lote 1737921 e
validade 01/21. O extrato aquoso das flores desidratadas foi preparado respeitando
as concentragoes de 3%, 5%, 10%, 15% e 20%, esse foi produzido a partir do método
de decoccdo, utilizando-se dgua destilada sob fervura por 5 minutos. Em seguida, o
extrato permaneceu em estufa a 40°C por 48 horas. Todos os procedimentos foram
executados no laboratério de microbiologia do Centro Universitario do Vale do

Ipojuca - UNIFAVIP|Wyden.
Isolamento e identificacao dos agentes bacterianos

Os isolados bacterianos foram manipulados e processados pelos funcionarios
responsaveis do Laboratério Publico de Caruaru, Pernambuco, seguindo protocolos
operacionais internos para isolamento e identificacdo dos agentes bacterianos. Os
agentes etiologicos isolados foram cedidos aos pesquisadores para realizacao do
estudo pretendido, no periodo de agosto a setembro de 2019, totalizando 30
amostras. Foram incluidas as cepas que positivaram os testes bioquimicos de

identificacdo para Escherichia coli.
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Avaliacdo da atividade antimicrobiana ao extrato

As cepas de E.coli foram diluidas para averiguar a densidade do in6culo. Foram
analisadas por meio da comparacao da turbidez seguindo a escala de 0,5 do padrao
Mc Farland. Logo, foram postas em placa de petri contendo o meio Mac Conkey e
acrescido 60 pL do extrato aquoso do Hibiscus Sabdariffa L. em pogos, equivalente a
18 pg. Todas as amostras foram realizadas em triplicata e, em seguida, colocadas em
estufa a 37°C por 24 horas junto com uma placa controle. Como controle positivo da
inibicao do crescimento microbiano, utilizou-se a ampicilina e como controle negativo

foi utilizado solucao de agua destilada.
Avaliacao da atividade antimicrobiana aos antibioticos

Foi utilizado o método de Kirby-Bauer para o teste de avaliacdo de
sensibilidade aos antimicrobianos. Todas as amostras seguiram o0 mesmo
procedimento de diluicdo e distribuicio em placas de Petri com agar Mac Conkey
estéril. Utilizaram-se discos de antibiéticos (sulfametoxazol + trimetropima 25 pg e
acido nalidixico 30 pg) com diferentes concentragdes, possibilitando assim, a
avaliacdo do halo de inibicdo, o qual foi classificado de acordo com as normas e
diretrizes da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Seguindo as
recomendacdes, foram catalogados como sensivel, intermediario ou resistente. A
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi definida como sendo a menor concentragdo

de agente capaz de inibir o crescimento microbiano.
Analise dos dados
O resultado final foi estabelecido pela média aritmética dos diametros dos

halos de inibicdo, obtidos a partir das triplicatas de cada placa. Foi atribuida como

possuidora de atividade antimicrobiana, a concentracao do extrato aplicado sobre o
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meio de cultura compondo-se da suspensdao com a Escherichia coli, cujo halo de

inibicao apresentou-se igual ou superior a 15 mm de didametro (MACHADO, 2012).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Varios microrganismos podem desenvolver-se no trato urindrio e causar
infecgdes, contudo, na maioria dos casos, as bactérias que se destacam sao os bacilos
Gram-negativos do grupo das enterobactérias, que acontecem com maior frequéncia
tanto em ITUs complicadas como ndo complicadas (RESENDE et al.; 2016). Essa
afirmativa é respaldada, quando observado diferentes estudos na literatura, em
estudos de Silva, Flavia e colaboradores (2017) e Salton e Maciel (2017) referente a
ITU comunitaria, a E. coli foi o principal microrganismo encontrados.

Na busca de novas alternativas de tratamento de ITU, a Organizagdo Mundial
de Saude (OMS) recomenda o uso de fitoterdpicos, evidenciando a importancia e os
beneficios dessa forma de tratamento (MENDES, 2015). O HS por possuir
propriedades antioxidantes e antimicrobianas vem sendo amplamente utilizado nas
praticas clinicas como planta medicinal, destacando, portanto, a importancia desse
vegetal como coadjuvante no tratamento de infec¢bes, possibilitando uma op¢ao mais
econOmica e viavel no controle de doengas (QUIDIGNO; ANDRADE, 2017).

Foram analisadas 30 cepas de E. coli obtidas a partir de uroculturas. A
preparacdo da placa para a constru¢do dos resultados foi realizada em triplicata. O
teste para avaliacdo do extrato da planta foi classificado pelo diametro de inibicao do
crescimento da cepa e comparado a sensibilidade ou resisténcia a antibioticos
empregados na pratica médica no tratamento de infecdes urinarias. Os dados obtidos
foram organizados sob forma de tabela e grafico para elucidacdo dos resultados. A
Tabela 1 expressa a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato ante as cepas
bacterianas, averiguada sobre diferentes concentragoes.

Com base na Tabela 1, classificou-se a concentragdo do extrato aquoso do HS
que mais apresentaram halos significativos frente as cepas de E. coli. Pode também

ser observado que nas concentracdes de 3 e 5% ndo houve formacdo de halo,
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demonstrando, portanto, que ndo apresentaram atividade contra a bactéria analisada,
nessa analise. Na concentracdo de 10%, notou-se que apenas 50,0% das amostras

formaram halo de inibicao.

Tabela 1 - Classificacdo da Concentragao Inibitéria Minima do extrato aquoso do HS

por método de decocgdo frente a E. coli.

(continua)
Concentracao do extrato
Amostras
3% 5% 10% 15% 20%
1 - - 10mm 14mm 21mm
2 - - 9mm 13mm 22mm
3 - - 10mm 12mm 18mm
4 - - - 10mm 21mm
5 - - 8mm 12mm 27mm
6 - - - 12mm 19mm
7 - - - 14mm 23mm
8 - - - 15mm 27mm
9 - - 11mm 14mm 26mm
10 - - 10mm 15mm 26mm
11 - - - 13mm 31mm
12 - - 10mm 13mm 24mm
13 - - - 15mm 27mm
14 - - 8mm 14mm 28mm
15 - - - 15mm 29mm
16 - - - 13mm 28mm
17 - - - 14mm 27mm
18 - - - 10mm 27mm
19 - - 9mm 12mm 27mm
20 - - - 14mm 31mm
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Tabela 1 - Classificacdo da Concentragdo Inibitéria Minima do extrato aquoso do HS

por método de decocgdo frente a E. coli.

(conclusao)
Concentracao do extrato
Amostras
3% 5% 10% 15% 20%
21 - - 10mm 15mm 27mm
22 - - 10mm 14mm 29mm
23 - - 7mm 14mm 29mm
24 - - 12mm 15mm 28mm
25 - - - 11mm 26mm
26 - - 11mm 14mm 27mm
27 - - 9mm 13mm 25mm
28 - - - 10mm 19mm
29 - - - 9mm 25mm
30 - - - 14mm 29mm

Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Todas as cepas demonstraram sensibilidade ao extrato, quando em 15%
apesar de apresentarem halos de inibi¢do, esses ndo ultrapassaram o valor tomado
como referéncia, 15mm, muito embora, somente em 20,0% das amostras o extrato
apresentou atividade antimicrobiana, ou seja, provocou a formagdo de halos igual ou
superior a 15mm. Quando avaliado as amostras submetidas a concentracdo de 20%
do extrato, notou-se que em 100,0% dos casos existiu a formac¢ao de halos acima de
15mm, indicando sua possivel atividade antimicrobiana nessa concentragao.
Fundamentado nesses resultados, os testes realizados posteriormente utilizaram o
extrato aquoso de HS com concentracao de 20% como referéncia, levando em
considerac¢do sua melhor atividade frente as cepas de E. coli sob analise.

O Grafico 1 expoe a dispersdo dos halos formados a partir da inoculagao do

extrato aquoso, a 20%, na placa contendo a E. coli.
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Grafico 1 - Distribuicdo dos didmetros, em milimetros, da inibi¢do do extrato aquoso
de HS na concentracao de 20% sobre as cepas de Escherichia coli isoladas

de urocultura.
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Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Foi utilizado um halo de 15 mm como referéncia para quantificar a CIM. Houve
variacdo de didmetro dos 30 agentes microbianos, nos quais se diversificaram de 18
mm até 31 mm. As que apresentaram menor didmetro foram as fermentadoras de
lactose, contudo, nenhuma das amostras demonstrou resisténcia ao extrato aquoso
na concentracao de 20%.

Quando avaliada a ac¢do antimicrobiana do extrato aquoso do HS em E. coli,
notou-se um perfil de inibi¢do significativo. Resultados semelhantes foram obtidos
em estudo de Al-Hashimi (2012), o qual mostrou que o extrato aquoso e alcodlico do
HS demonstrou efeito inibidor de crescimento em diversos microrganismos testados.
O halo de inibicdo apresentou-se abrangente contra E. coli, em ambos extratos. Por
sua vez, Rocha e colaboradores (2014) divergiram desse resultado quando
retrataram que o efeito antibacteriano do extrato etanélico demonstrou maior efeito

antimicrobiano que o extrato aquoso.
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Quidigno e Andrade (2017) relataram que a E. coli apresenta possivel
sensibilidade aos metabolitos presentes no extrato de HS, assim como Silva et al.
(2019) que relataram que os compostos fendlicos existentes no Hibisco desenvolvem
atividade antibacteriana. Sobota, Pinho e Oliveira (2016) observaram em seu estudo
que os extratos preparados por decoccdo manifestam uma maior variedade de

substancias, especialmente as derivadas de flavonoides.

Ao analisar a E. coli frente aos antibiéticos comumente empregados na pratica
meédica, obteve-se um relevante nimero de cepas resistentes, nas quais, os padrdes
de resisténcia foram comparados com a Clinical and Laboratory Standards

Institute/Nacional Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI/NCCLS, 2007).

Os resultados apresentados na Tabela 2, demonstram que a E. coli apresentou
resisténcia ao sulfametoxazol + trimetropima em 23,33% dos casos e 63,34%
mostraram sensibilidade a esse antibiotico. Dados similares foram encontrados no
estudo de Carvalho e colaboradores (2016) apontando que houve resisténcia para o
sulfametoxazol + trimetoprima por 22,0% das cepas, do mesmo modo que Rocha e
Rezende (2017) que apresentaram o indice de resisténcia de 32,7% ao mesmo
antibiético. No mesmo contexto, Augusto e colaboradores (2016) destacaram uma

maior resisténcia das cepas de E. coli ao mesmo farmaco, variando de 43,0 a 50,0%.

Oliveira e colaboradores (2014) descreveram que os uropatégenos como E.
coli, estdo entre os microrganismos que mais expressam resisténcia aos antibioticos,
nessa relacdo encontra-se o acido nalidixico. Quando as cepas do agente etiolégico
foram postas a este farmaco, 40,01% foram resistentes e 56,67% sensiveis (Tabela 2).
Rodrigues e colaboradores (2018) divergiram desses resultados ao expressar o grau

de sensibilidade de 71,4%.
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Tabela 2 - Classificacdo de resisténcia, intermédio e sensibilidade do agente

etiolégico avaliado perante a acdo dos antimicrobianos.

Escherichia coli

Agente antimicrobiano  Resistente Intermediari  Sensivel Total

(Concentracao) 0

n % n % n % N %

Sulfametoxazol +

Trimetropima 7 23,33 4 13,33 19 63,34 30 100,0
(23,75/1,25pg)

Acido Nalidixico (30 pg) 12 40,0 1 3,33 17 56,67 30 100,0
Controle Positivo 7 2333 4 13,33 19 63,34 30 100,0
Controle Negativo - - - - - - 30 100,0

Fonte: Elaborada pelos autores (2019).

No Grafico 2 observa-se a sobreposicdo dos resultados obtidos apds
investigacdo com os antibiéticos e extrato de HS, podendo-se notar que a E. coli
demonstrou sensibilidade frente ao extrato em todas as andlises feitas em
concentracdo de 20%, como relatado anteriormente. Ainda, percebe-se, que os halos
formados pelo extrato revelam atividade de inibicao semelhante aos halos formados
pelos antibioticos utilizados. Demonstrando, portanto, seu potencial contra esse

patogeno.
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Grafico 2 — Sobreposicao dos resultados referente ao extrato (20,0%) e aos

antibioticos.
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Legenda: Halo S/T: Halo Sulfametoxazol+Trimetropima. Halo AN: Halo Acido Nalidixico. Halo HS:
Halo Hibiscus Sabdariffa. Halo Ref: Halo Referéncia.
Fonte: Dados da pesquisa (2019).

CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, as bactérias vém sofrendo mutacdes e transformagdes até se
tornarem imunes aos antibiéticos existentes. A ma utilizacdo de antimicrobianos, a
prescricdo desnecessaria ou até mesmo a suspensdo precipitada do tratamento
realizada pelos préprios pacientes, sdo fatores predisponentes para o aumento da
resisténcia. Assim sendo, a busca por novas metodologias para o desenvolvimento de
diferentes formas de tratamento de infec¢des esta cada vez mais atual.

Como demonstrado nesse estudo, o extrato aquoso de Hibiscus sabdariffa
possui eficiente acdo antibacteriana contra cepas de Escherichia coli, sendo assim,
pode ser utilizado como base para desenvolvimento de novos medicamentos para
controle de infeccdes que envolvam esse patégeno. Entretanto, € necessario que

sejam feitas mais pesquisas abordando essa tematica, em especial, com relacdo a sua
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toxicidade. Além do mais, por ndo apresentarem resisténcia as Escherichia coli
testadas, o extrato tende a ser uma forma econdmica e viavel para a populagcdo em
geral.

Portando, tal pesquisa adequa-se como base para estudos futuros que
compreendam o uso das plantas que possuem atividade antibacteriana a bactérias

causadoras de infec¢des graves em humanos.
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