Efeito Antimicrobiano do Alecrim (Rosmarinus officinalis) sobre
Cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli Isoladas de
Pacientes de um Hospital Escola do Sul de Minas
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Gislene Ferreira? Objetivo: Determinar a agdo antimicrobiana do extrato bruto de Rosmarinus
Mariléia Chaves Andrade® officinalis L. (alecrim), sobre cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia
coli. Materiais e Métodos: Para obtencdo do extrato bruto (EB) foram
trituradas folhas frescas do alecrim e levadas ao percolador com solugédo
alcoolica (etanol 96 GL) por 10/15min, sendo posteriormente filtradas e
concentradas em estufa a 65°C, até a evaporacdo completa do alcool. Foram
1. Académicas do 6°ano do Curso de Medicina da testadas 35 cepas de Staphylococcus aureus e 35 de Escherichia coli isoladas
Faculdade de Medicina de Itajuba. FMIVItajuba-MC. = e hacientes internados no Hospital Escola de Itajuba pelo método de diluigdo
2. NF‘)J”LCiO”iStEE 'V;es”lederé‘ '\é”cli/?bé‘?bgi% Aﬂ”_cot:‘j‘- em caldo pela técnica de microdiluicdo em placa. As concentracBes testadas
O e itajubame,  foram: 40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 e 0,312mg/ml. Resultados: A inibicdo
3 Bisloa. Dout iunologia. Prof d do crescimento de S. aureus foi diretamente proporcional & concentracdo do
. ga. Doutora em Imunologla. Proftessora das ~ . ey . L.
disciplinas Microbiologia, Parasitologia e Imunologia extrato: a concentracdo de 40mg inibiu 60% das cepas testadas; 20mg inibiu
da Faculdade de Medicina de Itajuba. FMIt/Itajuba- 48,57%, 10mg inibiu 14,28% e a concentracdo de 5mg mostrou 5,71% de
MG. inibicdo. As demais concentracBes ndo apresentaram inibicdo. Para a
Escherichia coli, apenas as concentracBes de 40mg e 20mg do extrato
apresentaram capacidade de inibi¢do, com 37,14% e 5,71% das cepas inibidas,
_ N respectivamente.  Conclusdo: Houve uma correlacdo direta entre a
dTgf"I‘:;'Sgéd_elsf;\'/‘l‘l’to'V'do na Faculdade de Medicina concentracdo do extrato e o percentual de cepas inibidas, demonstrando que
ambas as espécies sdo inibidas pelo extrato bruto da planta Rosmarinus
officinalis L em maiores concentracgdes.
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ABSTRACT

Objective: To determine the antimicrobial action of the crude extract of
Rosmarinus officinalis L. on strains of Staphylococcus aureus and Escherichia
coli. Materials and methods: In order to obtain the crude extract, fresh
rosemary leaves were smashed, and taken to percolador with alcoholic
solution (Ethanol 96GL) for 10/15min, being then filtered and concentrated in
a incubator at 65° C until complete alcohol evaporation. 35 Staphylococcus
aureus and 35 Escherichia coli strains isolated from patients in the University
Hospital of Itajuba were tested by the method of broth dilution in the
technique of plate microdilution. The concentrations tested were 40; 20; 10; 5;
2,5; 1,25; 0,625; and 0,312mg/mL. Results: The inibition of S.aureus growth
was directly proportional to the concentration of the crude extract: the
concentration of 40mg inhibited 60% of the tested strains; 20mg inhibited
48,57%, 10 mg inhibited 14,28% and the concentration of 5mg inhibited
5,71%. Other concentrations did not demonstrate inhibition capacity. For
Escherichia coli, only 40mg and 20mg concentrations presented inhibition
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INTRODUCAO

O uso terapéutico de plantas medicinais
tem registro desde a antiguidade, pelas
civilizagBes da China, india, Egito e Grécia.
Existem evidéncias histéricas e arqueologicas
de que as propriedades curativas das plantas
medicinais ja eram conhecidas desde o periodo
Neolitico (cerca de 10.000 anos atrés). *

Nos paises em desenvolvimento,
grande parte das doencas esta relacionada com a
falta de saneamento bésico, desnutricdo e
dificuldade de acesso aos medicamentos. Neste
contexto, a fitoterapia é amplamente praticada.
Contudo, o uso popular tradicionalmente
consolidado tem sido utilizado como guia para
pesquisas farmacolégicas.

Com a evolugdo da ciéncia,
intensificaram-se 0s estudos das plantas
medicinais, relacionando a composi¢do quimica
destas com os seus efeitos, confirmando, muitas
vezes, a sua utilizacdo popular,> como por
exemplo, o Allium sativum por suas
propriedades terapéuticas como hipolipemiante,
antiplaquetario, antitumoral e anti-infeccioso; o
eucalipto (Eucalyptusglobulus labil), que tem
demonstrado atividade expectorante,
fluidificante e antisséptica da secrecdo
brénquica; o Allium cepa L., que se destaca por
possuir propriedades antimicrobianas,
hipolipemiante, antitrombotica, antitumoral,
hipoglicemiante e antialérgica em patologia
bronquial e o Plectranthus amboinicus (Lour.)
Spreng. utilizado no combate as bronquites. *

Extratos e Oleos essenciais de plantas
mostraram-se  eficientes no controle do
crescimento de uma ampla variedade de
microrganismos, incluindo fungos filamentosos,
leveduras e bactérias,”> sendo promissora a

utilizagdo  destes oOleos como  aditivos

alimentares, para retardar a deterioragdo dos
alimentos ou para evitar o crescimento de
patégenos alimentares e  microrganismos
resistentes aos antibiéticos. °

Ao longo das Ultimas décadas, desde a
descoberta das penicilinas naturais, o avanco da
industria farmacéutica levou ao surgimento de
diversos antimicrobianos, com espectro de acdo
cada vez mais amplo. Entretanto, a exposi¢cdo
aos antimicrobianos desencadeou resisténcia
bacteriana, limitando as opg¢des terapéuticas dos
processos infecciosos. Nesta 6tica, remete-se a
questdo das infeccOes hospitalares
(nosocomiais)’ associadas & Sindrome da
Adquirida (AIDS),

quimioterapia antineoplésica e transplantes.

Imunodeficiéncia

A problematica das  InfeccOes
Hospitalares ainda consiste em grande desafio
para a salde publica em todo o mundo. Estas
infeccbes prolongam o tempo de internago,
aumentam o0s custos hospitalares e as taxas de
mortalidade, além de contribuirem para o
sofrimento vivenciado pelo paciente e seus
familiares. °

A reducdo das taxas de infeccdo pode
contribuir para diminuicdo de problemas
econdbmicos dos hospitais  publicos e
filantropicos brasileiros, além de reduzir o
tempo de internacdo dos pacientes, aumento da
rotatividade dos leitos e a maior disponibilidade
de vagas nas Unidades de Terapia Intensiva
(UTIs). ©

Vérias espécies de bactérias ja foram
identificadas como causadoras de infecces, o
que faz com que sejam alvos de grandes
pesquisas. Escherichia coli, Staphylococcus.
aureus e Pseudomonas aeruginosa sdo
exemplos de microrganismos amplamente
estudados por sua patogenicidade, responsaveis

por diversos tipos de infecgdes. **
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A resisténcia a agentes antimicrobianos
¢ grave e preocupante e requer ndo somente a
pesquisa para 0 desenvolvimento de novas
substancias antimicrobianas, mas também o
desenvolvimento de novas abordagens para o
tratamento de infec¢bes bacterianas. Logo, a
busca de propriedades antibacterianas de
extratos de plantas e de substdncias mais
especificas tem sido incentivada e intensificada’

Popularmente, a Rosmarinus officinalis
¢ conhecida como “alecrim”, alecrim-de-cheiro,
alecrim das hortas, alecrim-da-casa, alecrim-
comum, alecrim verdadeiro e rosmaninho. E
utilizada no tratamento de afeccdes hepética,
intestinal, renal e respiratéria. Seu Oleo
essencial apresenta varios compostos, incluindo
diterpenos fendlicos, carnosol e acido carnosico,
4cido rosmarinico e flavonoides. '

O alecrim, além de ser amplamente
utilizado na é&rea de cosméticos e agentes
aromatizantes em alimentos, apresenta agdo
antibacteriana,  citotdxica,  antimutagénica,
antioxidante, propriedades anti-inflamatdrias e
quimiopreventivas. *2

Em estudo realizado por Valones em
2008 observou que o extrato de alecrim
apresenta significativa capacidade de inibir o
crescimento de bactérias bucais, como
Streptococus mutans, Staphylococcus.aureus e
Lactobacillus casei. **

Diante do exposto, este
trabalho visou determinar a acdo antimicrobiana
do extrato bruto de Rosmarinus officinalis L.
(alecrim), sobre cepas de Staphylococcus aureus
e Escherichia coli isoladas de pacientes de um

Hospital Escola do sul de Minas.

MATERIAIS E METODOS
Para obtencdo do extrato bruto (EB)

foram utilizadas 320 g de folhas frescas da

planta alecrim (Rosmarinus officinalis) que
foram trituradas em stomacker e em seguida,
levadas ao percolador com solugdo alcdolica
(etanol 96 GL) por 10/15min. Posteriormente,
foram filtradas em papel filtro Whatmann® 1 e a
solugdo filtrada foi concentrada em estufa a
65°C, até a evaporacdo completa do alcool e
obtencéo do extrato bruto (EB). >*

Foram utilizadas cepas de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli
isoladas de pacientes internados no Hospital
Escola da Faculdade de Medicina de Itajuba
(HE da FMIt) no periodo de 2001 a 2007 e
mantidas no Banco de Microrganismos do
Laboratério de Microbiologia do referido
hospital. As cepas foram provenientes de
amostras de diversos sitios dos pacientes (urina,
pele, corrente sanguinea, trato respiratorio, trato
genital, sitio cirtrgico e outros) nas diferentes
unidades do HE da FMIt (Pediatria, Clinica
Particular, Ginecologia-Obstetricia, Clinica
Cirurgica, Clinica Médica e Unidade de Terapia
Intensiva). As informacgdes sobre topografias
foram obtidas do Banco de Dados do
Laboratdrio de Microbiologia.

As 35 cepas de S. aureus e as 35 cepas
E. coli analisadas encontravam-se em
microtubos rosqueados em solugdo salina
(0,85%) contendo caldo BHI (Brain Heart
Infusion) e mantidas sob refrigeracdo (entre 4°C
e 8°C). Para o preparo do in6culo, as amostras
foram cultivadas em placas de Petri contendo
Agar nutriente e incubadas a 37°C, por 24-48
horas. A suspensdo inicial do inéculo foi
preparada em 5mL de salina esterilizada a
0,85%.

Ap6s homogeneizagdo da suspensdo no
agitador de tubos, a concentragdo do inéculo foi
verificada através da afericdo da turbidez,

empregando o cartdo de Wickermam até atingir
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3+ (quando ocorre o desaparecimento das
linhas), o que corresponde & escala 0,5 de
McFarland de modo a fornecer um in6culo de
10% UFC/ml. >

As amostras de S. aureus e E. coli
foram testadas pelo método de diluicdo em
caldo pela técnica de microdilui¢do, no qual se
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Inicialmente, foi colocado em todos os
pogos da primeira fileira horizontal (linha A de
1 a 10), 200 pL do Extrato Bruto (EB) de
Rosmarinus officinalis L., preparado
inicialmente na concentragdo de 40mg/ml. Em
seguida, colocou-se nas linhas B até H, 100 pL
de caldo Miuller-Hinton (M.H), em todas as
colunas de 1 a 10. Uma aliquota de 100 pL do
(EB) do pogo Al foi homogeneizada e
posteriormente transferida para o pogo seguinte
(B1), correspondente & proxima concentragdo.
Repetiu-se a diluicdo até o poco (H1) e
descartaram-se os 100 pL restantes, ocorrendo
uma dilui¢do seriada. O mesmo procedimento
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Figura 1 — Microplacas contendo 96 pogos, cujas colunas séo distribuidas do nimero 1
a0 12 e linhas identificadas de A a H.

utilizam microplacas com 96 pocos, que contém
colunas numeradas de 1 a 12 e linhas
identificadas de A a H (Figura 1). A
metodologia utilizada neste trabalho foi
adaptada de Costa LM e Moura CL,***® visando

adequar os materiais disponiveis para o estudo.

¢
)
v

foi realizado nos demais pocos de microdilui¢do
em todas as colunas.

A coluna de nimero 11 foi o controle
positivo (100 pL de caldo Muller-Hinton + 10
ML cepa bacteriana) e o controle negativo, a
coluna de nimero 12 (100 pL de caldo Muller-
Hinton + Extrato Bruto de Rosmarinus
officinalis L).

As microdiluicbes foram feitas nas
seguintes concentragfes: 40; 20; 10; 5; 2,5;
1,25; 0,625 e 0,312 mg/ml.

Em seguida, 10 puL de cada cepa de
bactéria diluida em solucéo salina estéril foram
adicionados nos pocos de diluicdo, que foram
armazenados em estufa a 37°C, por 24 horas.
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Cada coluna numerada de 1 a 10 na placa
correspondia a uma cepa da bactéria sendo,
portanto, utilizadas 3 placas e meia, totalizando
35 cepas.

Apbs o periodo de incubagdo, a leitura
das placas foi realizada com auxilio do
revelador Cloreto de Trifenil Tetrazdlio (TTC)
0,5%, que indica crescimento microbiano. Para
isto, colocou-se 10 pL do revelador (TTC) 0,5%
em todos os pogos, homogeneizando-0s e em

seguida, as microplacas foram reincubadas em

..
I
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estufa microbiolégica de 35°C, por um periodo
de 3 horas. Apds este periodo, as microplacas
foram observadas e analisadas. A auséncia de
cor nos pocos foi interpretada como
microrganismo sensivel ao extrato testado
(auséncia de crescimento microbiano) e o0s
pocos de coloragdo avermelhada foram

interpretados como microrganismos resistentes

(presenca de crescimento microbiano) (Figura
2).15,16

A0 0 RN

Figura 2 - Pogos de microdilui¢do apds utilizar o revelador Cloreto de Trifenil Tetrazdlio

Os resultados dos ensaios bioldgicos
pelo método da microdiluicdo foram submetidos
a andlise estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis
(anélise de variancia ndo-paramétrica), visando
comparar as diferentes concentracbes na
inibicdo das bactérias, sendo considerada
significativa quando p<0,05.

RESULTADOS

Foram analisadas 35 cepas de

Staphylococcus aureus, frente a diferentes

concentragcBes do extrato bruto de Rosmarinus
officinalis L, resultando em um total de 280
amostras avaliadas.

O perfil de inibicdo do crescimento de
S. aureus foi diretamente proporcional a
concentragdo do extrato: a concentracdo de
40mg foi capaz de inibir 60% das cepas
testadas; a concentragdo de 20mg inibiu
48,57%, a de 10mg inibiu 14,28% e a
concentragdo de 5mg mostrou 5,71% de
inibicdo. As concentragdes de 2,5mg, 1,25mg,

0,625mg e 0,312mg de Rosmarinus officinalis
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L. ndo apresentaram nenhuma inibicéo frente as
cepas Staphylococcus aureus (Figura 3).
Quando analisadas estatisticamente

pelo teste de Kruskal-Wallis, apenas as

concentracdes de 40 e 20 mg, mostraram ser

eficientes na inibicdo de S. aureus, com p <0,05.

Staphylococcus aureus
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Figura 3 — Atividade antimicrobiana do Rosmarinus officinalis L. sobre cepas de Staphylococcus aureus.
A letra A representa a diferenca estatisticamente significativa comparada com a concentragéo de 40mg e a
letra B representa a diferenca estatisticamente significativa comparada com a concentragcdo de 20mg.

O perfil de inibicdo do crescimento de
Escherichia coli também mostrou uma
correlacdo direta entre a concentracdo do extrato
e 0 percentual de cepas inibidas: concentracdo
de 40mg foi capaz de inibir 37,14% das cepas

testadas e a concentracdo de 20mg inibiu 5,71%

das cepas. As concentragdes de 10mg, 5mg,

2,5mg , 1,25mg, 0,625mg e 0,312 mg de

Rosmarinus officinalis L. ndo apresentaram

nenhuma inibico frente as cepas de

Escherichia coli (Figura 4).
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Figura 4 — Atividade antimicrobiana do Rosmarinus officinalis L. sobre cepas de Escherichia coli (n=35).
A letra A representa a diferenga estatisticamente significativa comparada com a concentragdo de 40mg e a
letra B representa a diferenca estatisticamente significativa comparada com a concentragdo de 20mg.

Na andlise estatistica, apenas as
concentragdes de 40 e 20mg, mostraram ser

eficientes na inibicéo de E. coli, com p <0,05.

DISCUSSAO

O século XXI revela um novo cenario
no cuidado a saldde como consequéncia do
avanco cientifico e tecnoldégico. Novos
microrganismos tém sido documentados e as
infeccBes tém ressurgido como nova forga,
especialmente nos centros de terapia intensiva.
InfeccBes hospitalares (IH) sdo consideradas
mais graves nessas unidades de alta
complexidade tecnol6gica, que atendem
pacientes graves, dependentes de suporte
intensivo de vida.'’

O abuso por longos anos da utilizacdo
de compostos antimicrobianos se apresenta

como fator principal para o surgimento do

fenbmeno de resisténcia. Vérias medidas
tecnoldgicas sdo sugeridas para resolver o
problema da resisténcia das bactérias, sendo
uma delas a procura de novos antimicrobianos a
partir de espécies vegetais.™*

Os  produtos  naturais  sdo
responsaveis direta ou indiretamente por cerca
de 40% de todos os farmacos disponiveis na
terapéutica atual e, se for considerado aqueles
usados como antibidticos e antitumorais, esta
porcentagem chega a aproximadamente 70%.°

Entre esses produtos naturais esta
0 Rosmarinus officinallis Linn., que possui em
sua composicdo flavonoides, fendis, oleos
volateis e terpenoides. Cada um destes
componentes apresenta uma funcdo, o que
caracteriza o vegetal em foco como planta
medicinal. Seu extrato apresenta alta atividade
antimicrobiana e antioxidante, provavelmente

devido a presenca de compostos fendlicos em
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sua composicdo. Essas propriedades ocorrem
naturalmente, ndo s6 no processamento de
alimentos, mas também, em misturas funcionais
formuladas para uso farmacéutico.**

Estudo sobre a avaliacdo in vitro da
atividade antimicrobiana de oito espécies de
plantas medicinais mostrou que as amostras de
S. aureus apresentaram sensibilidade frente as
diferentes concentracBes dos extratos alcéolico,
cetonico e cloroférmico. No extrato alcdolico
apresentou atividade inibitéria nas
concentragbes de 50% e 10%, no extrato
cetbnico, nas concentraces de 50%, 10% e 5%
e o extrato cloroférmico apresentou o maior
halo de inibicdo (20,0 + 1,4mm) na
concentragdo de 50%. No presente trabalho foi
testado apenas o extrato bruto alcéolico, que
também mostrou inibicdo apenas nas maiores
concentracdes.

Outro estudo mostrou que o extrato
alcodlico do alecrim apresentou atividade
antimicrobiana satisfatoria sobre as bactérias da
cavidade bucal, S. mutans, S. aureus e L. casei,
envolvidas na génese e progressdo de
patologias, como a cérie.**

Estudo mostrou que E. coli ndo foi
inibida com extratos hexanicos, cloroférmico e
cetbnico, corroborando com a literatura que
relata que as bactérias Gram positivas, como S.
aureus, geralmente sdo mais sensiveis aos
antibidticos, que bactérias Gram negativas,
como E. coli e P. aeruginosa, embora alguns
antibidticos atuem apenas em bactérias Gram
negativas;™* resultado diferente do observado no
presente estudo, que apesar de ter utilizado
apenas o extrato alcdolico, observou inibigdo da
bactéria E. coli, embora em menor grau que o S.

aureus.

Estudo sobre atividade antimicrobiana
e antiaderente in vitro do extrato de Rosmarinus
officinalis  Linn. sobre bactérias orais
comprovou a eficacia do extrato hidroalcéolico
de alecrim sobre cepas de Streptococcus
sanguinis, Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus e Lactobacillus casei. Sugerindo que o
extrato de alecrim possui compostos bioativos
com atividade antimicrobiana in vitro sobre as
cepas estudadas.’®

O efeito sinérgico da associacdo de
antibioticos com extratos de plantas contra
bactérias resistentes induz a novas chances de
tratamento de doencas infecciosas.™

Entre todos os microrganismos testados
no trabalho de Del-Campo et al. citado por
Valone e cols. em 2008, as bactérias gram-
positivas revelaram-se as mais sensiveis ao
extrato de alecrim,** corroborando com o

presente estudo.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos, tanto para S.
aureus, quanto para E. coli foram positivos,
porém apresentando uma correlagdo direta entre
a concentracdo do extrato e o percentual de
cepas inibidas, demonstrando que ambas as
espécies sdo inibidas pelo extrato bruto da
planta Rosmarinus officinalis L em maiores
concentragoes.

O estudo evidenciou que
Staphylococcus aureus foi mais susceptivel que
Escherichia coli a atividade inibitéria do
Rosmarinus officinallis L, em decorréncia do

ndmero de amostras inibidas.
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