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RESUMO
O obijetivo foi caracterizar e determinar o efeito inibidor da mobilidade em Escherichia coli O157: H7 de
extratos de folhas de goiaba (Psidium guajava). Novas alternativas de "extratos vegetais" de origem natural
tém sido buscadas para eliminar a colonizacdo de bactérias patogénicas em animais e prevenir a
contaminacgdo da carne. O extrato da folha de goiaba (Psidium guajava) possui atividade antibacteriana de
amplo espectro, devido ao ingrediente ativo quercetina. E. coli O157: H7 enterohemorragica é um patégeno
de importancia para a saude publica, que pode causar a sindrome hemolitica urémica, além disso, os
ruminantes sao reconhecidos como o principal hospedeiro de E. coli O157: H7. O extrato foi preparado
com folhas de goiaba em etanol 70%, obtendo-se um extrato bruto (Extrato A) e um concentrado pelo
equipamento soxhlet (Extrato B). A composi¢cdo quimica foi determinada por cromatografia gasosa.
Ruminantes lactantes com sindrome diarreica foram amostrados, as amostras foram transportadas em
meio Stuart. As bactérias foram isoladas em meio Mac Conkey e subsequentemente semeadas em meio
CHROMagar ™ 0157 para a identificagédo de E. coli O157: H7. Ensaios de mobilidade de E. coli 0157: H7
foram realizados em meio SIM, com extrato de folha de goiaba e concentra¢des de carvacrol de 0,3,1e 5
mM e quercetina 205, 102 e 51 mM como referéncia. Foram identificados 78 E. coli O157: H7, que
apresentou inibicdo na mobilidade em diferentes concentragdes de carvacrol, 205 mM e 102,5 mM na
guercetina e nos extratos A e B. Conclui-se que o extrato alcodlico de folhas de goiaba e seus compostos
em maior propor¢do (quercetina) sdo eficazes na inibicdo da mobilidade de E. coli 0157 H7.
Palavras-chave: Extratos, carvacrol, quercetina, inibi¢ao.
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ABSTRACT

The objective was to characterize and determine the mobility inhibitory effect in Escherichia coli 0157: H7
of extracts of guava leaves (Psidium guajava). New alternatives of natural origin "plant extracts" have been
sought to eliminate colonization of pathogenic bacteria in animals and prevent contamination of meat.
Guava leaf extract (Psidium guajava) has broad-spectrum antibacterial activity, due to the active ingredient
quercetin. E. coli O157: H7 enterohemorrhagic, is a pathogen of great importance in public health, which
can cause hemolytic uremic syndrome, and ruminants are recognized as the main host of E. coli 0157: H7.
The extract was prepared with guava leaves in 70% ethanol, obtaining a crude extract (Extract A) and a
concentrated extract using the soxhlet equipment (Extract B). Its chemical composition was determined by
gas chromatography. Nursing ruminants with diarrheal syndrome were sampled, the samples were
transported in Stuart medium. The bacteria were isolated in Mac Conkey medium and subsequently seeded
in CHROMagar ™ 0157 medium for the identification of E. coli O157:H7. Mobility tests of E. coli O157: H7
were carried out in SIM medium, with guava leaf extract and as a reference, concentrations of carvacrol of
0.3, 1 and 5 mM and quercetin 205, 102 and 51 mM were used. 78 E. coli O157: H7 were identified, which
showed inhibition in mobility at different concentrations of carvacrol, in quercetin 205 mM and 102.5 mM
and in extracts A and B. It is concluded that the alcoholic extract of guava leaves and its compound in a
greater proportion (quercetin) they are effective in inhibiting the mobility of E. coli 0157 H7.

Keywords: Extracts, carvacrol, quercetin, inhibition.

INTRODUCAO

Escherichia coli 0157, é um importante patégeno em saude publica, podendo produzir
toxina Shiga (STEC) (Kaper et al., 2004). Os produtos STEC séo transmitidos atraves
dos alimentos, especialmente o serétipo O157: H7. As doencas causadas ao homem pelo
sorotipo que produz STEC variam de diarréia leve a colite hemorragica e sindrome
hemolitico-urémica (SHU), que geralmente afeta criancas, idosos e pacientes
imunocomprometidos (Rodriguez-Angeles, 2002). A patogenicidade do STEC reside em
diferentes fatores de viruléncia, incluindo toxinas Shiga (Stx1 e Stx2), intimina,
enterohemolisina e a adesina STEC auto-ligante (AEA) (Gyles, 2007).

Foi relatado que ruminantes domésticos como vacas, ovelhas e cabras sao portadores
assintomaticos, que podem carregar STEC e E. coli 0157: H7 em suas fezes, razao pela
qual sdo considerados reservatérios naturais desses patdgenos (Blanco et al., 2004;
Milton et al., 2018; Iweriebor et al., 2015; Bolukaoto et al., 2019). Para eliminar a
colonizacdo de bactérias patogénicas em animais e prevenir a contaminacéo da carne,
ha uma variedade de agentes quimicos antimicrobianos que estédo disponiveis para a
terapéutica em animais. No entanto, pesquisadores de nutricdo animal relataram que com
0 aumento do uso de agentes antimicrobianos em animais e humanos, a prevaléncia de
cepas resistentes aumentou (Cattoir e Leclercq, 2017; Kim et al., 2019). Os genes das -
lactamases CTX-M foram relatados em E. coli, de gado para fins alimentares em todo o
mundo; levantando uma potencial ameaca a saude publica (Wittum et al., 2010; Botelho
et al., 2015; Vitas et al., 2018).

A partir do aumento de cepas resistentes a antibioticos, novas alternativas de origem
natural tém sido buscadas, como extratos vegetais; por exemplo, o extrato de folha de
goiaba (Psidium guajava), que possui atividade antibacteriana de amplo espectro
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(Martinez et al.,, 1997; Bermudez-Vasquez et al.,, 2019). Rattanachaikunsopon e
Phumkhachorn (2010), relatam que o extrato aquoso de folha de goiaba apresentou
atividade antibacteriana em 35% dos casos, o alcodlico em 65% e a cetona em 100%,
contra bactérias patogénicas; incluindo Bacillus stearothermophilus, Brochothrix
thermosphacta, E. coli O157: H7, Listeria monocytogenes, Pseudomonas fluorescens,
Salmonella enterica, Staphylococcus aureus e Vibrio cholerae.

O extrato aquoso de folhas de goiaba reduz a producédo de toxinas labeis de E. coli e
cOlera (Birdi et al., 2010). Echemendia e Morén (2004) em seu ensaio clinico concluiram
gue a tintura a 20% da folha de Psidium guajava tem um efeito antidiarréico e Lozoya et
al. (2002) avaliaram a poeira das folhas secas, verificando esse efeito.

Varios compostos quimicos foram isolados do extrato da folha de goiaba, tais como:
triterpendide pentaciclico, &cido guajandico; bem como R(-sitosterol, uvaol, &cido
oleandlico e acido ursélico e quercetina (Biswas et al., 2013), para verificar o efeito
antibacteriano das folhas de goiaba. Portanto, o objetivo deste trabalho foi a
caracterizagdo e determinacéo do efeito inibitdrio da mobilidade em E. coli O157: H7, de
extratos de folhas de goiaba (Psidium guajava).

MATERIAL E METODOS

Obtencao do extrato alcodlico das folhas de Psidium guajava

Para cada extrato, etanol 70% J.T. Baker, na proporcéo de 25 gramas de amostra moida
para cada 200 mL de solvente. A mistura foi colocada e selada em frascos ambar dum
litro, foi vigorosamente homogeneizada por 10 min; o extrato foi deixado em repouso por
um més em temperatura ambiente. O sobrenadante foi passado por papel de filtro
(Whatman n° 2), para retirada dos restos de poeira vegetal (Pesewu et al., 2008). Parte
do extrato preparado foi utilizada para concentra-lo, utilizando o equipamento soxhlet por
uma hora, recuperando metade do volume inicial, chamando-o de Extrato B. O extrato A
foi denominado o extrato mais diluido, ou como foi obtido apés filtracao.

Composicao quimica de extratos de folhas de goiaba por cromatografia gasosa

A composicdo quimica foi determinada em cromatografo gasoso (GC; Agilent
Technologies série 6890N fabricado nos EUA), com coluna polar DB_WAXetr, a 250 °C
e 12,13 psi com fluxo de He de 36,5 mL min! apés a injecdo. As condicdes da coluna
foram: temperatura inicial 50 °C, de zero a dois min, aumentando de 10 a 10 °C até atingir
250 °C, mantendo a temperatura constante por 5 min, e depois descendo para 50 °C por
dois min com um fluxo de He de 1,6 mL min! a uma pressdo de 12,13 psi e uma
velocidade média de 25 cm s, usando um detector de chama ionizante (FID) a uma
temperatura de 210 °C, com um fluxo de H2 de 40 mL min't e um fluxo de ar de 450 mL
min-t. Os padrdes de carvacrol e timol (Sigma-Aldrich) (Bafiuelos-Valenzuela et al., 2018)
foram usados para a execucao das amostras no cromatografo.
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Determinacdo da dose hemolitica minima dos extratos

10 mL de sangue foram coletados num tubo heparinizado; o tubo com o sangue nao
coagulado foi centrifugado a 2500 rpm x 10 min a 10 °C, a fragdo de soro foi removida
com uma pipeta; posteriormente, trés lavagens foram realizadas com um regulador de
lavagem [PBS 50% (v/v) e glicose 2,25% (p/v)] (Lopez et al., 2017); em seguida, foi
centrifugado em cada lavagem a 2500 rpm x 10 min a 10 °C. O pacote de eritrocitos foi
recuperado e ressuspenso a uma concentracdo de 0,1% (v/v) com um regulador de
suspensao, consistindo em PBS a 50% (v/v), glicose a 2,25% (p/v) e gelatina a 0,05%
(p/v). O ensaio foi realizado em triplicado em placas de 96 pogos de fundo em U; 100 pL
da suspensao de eritrocitos a 1% foram misturados com 100 yL da suspenséo de cada
extrato e com diluicdes de 1:10, 1: 100 e 1: 1000.

O controle negativo foi inoculado apenas 100 pL. Esse mesmo procedimento foi realizado
para cada principio ativo em suas diferentes concentragbes (carvacrol, timol e
guercetina), a partir da suspensao de eritrocitos a 1%. Para o controle positivo, 100 pL
da suspensédo de eritrécitos a 1% foram misturados com 100 pL de Triton X 1%;
Mudancas na suspensao dos eritrocitos foram observadas a cada hora, até 24 horas.
Com base nos controles positivo e negativo, foi determinado se havia atividade hemolitica
do extrato sobre os eritrocitos.

Para a corrida das amostras no cromatografo, foram utilizados os padrées de carvacrol e
timol, da marca SIGMA grau reagente. O extrato da folha de goiaba (40 mg/mL) foi
concentrado por fervura (Ext A).

Identificacdo de bactérias em meio cromogénico CHROMagar ™

Exsudados retais foram obtidos de ruminantes lactantes, com presenca de sindrome
diarreica, menores de 21 dias de idade e com garantia de ingestdo de colostro. As
amostras foram coletadas por via retal com swab estéril, rotuladas e transportadas em
meio Stuar® fabricado na Cidade do México; cada amostra foi semeado na placa de Petri
com agar MacConkey. Foi retirada uma col6nia para dar continuidade a identificacdo, que
foi realizada por estratificacdo em meio cromogénico CHROMagarTM O: 157, para E. coli
O: 157: H7 (Moyne et al., 2011). Em seguida, selecionaram 78 cepas bacterianas de
fezes de ruminantes em lactacdo com sindrome diarreica menor de trés meses,
identificadas como E. coli O157: H7 em CHROMagar™ que apresentavam coloragao
rosa malva, devido aos substratos cromogénicos do meio; permitindo assim a
identificacdo presuntiva da placa de isolamento priméaria e a diferenciacdo de outros
organismos (Hirvonen et al., 2012; Lara et al., 2019).
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Preparacéo de meio SIM em tubo com extrato

O meio SIM foi preparado para cada tipo de padrdo e extrato. Para o preparo do meio
SIM, foram pesados 30 g de agar para cada litro de 4gua destilada; o agar foi esterilizado
em autoclave a 121 °C por 15 min. O agar foi deixado resfriar a uma temperatura de
aproximadamente 35 °C, para adicionar o extrato e o padrdo correspondente;
posteriormente, 4 mL da mistura anterior foram adicionados em tubos estéreis de 10 mL.
Para cada bactéria, uma série de tubos foi feita em triplicata, conforme descrito abaixo:
Controle (sem extrato), Carvacrol (C 0,3 mM, C1 mM e C 5 mM), Ext A (extrato de goiaba
diluido), Ext B (extrato de goiaba concentrado), Q 205 (quercetina 205 mM), Q 102
(quercetina 102 mM), Q 51 (quercetina 51,25 mM) e OH (controle de alcool).

Testes de mobilidade bacteriana

Cada uma das bactérias identificadas pelo CHROMagar™ O: 157, foi semeada em agar
base por estrias, com o0 objetivo de se obter uma Unica colbnia isolada para
posteriormente realizar a semeadura em tubete. A semeadura no tubo foi realizada por
picada, que consiste em pegar uma colbnia isolada de bactérias e fazer uma picada em
meio SIM, atravessando o agar até o fundo do tubo; o meio foi preparado com os extratos,
padrbes e controle. Terminada a semeadura por picada, todas as amostras
permaneceram a temperatura de 37 °C, em incubadora Thermo® por um periodo de 24
horas.

As condicdes de semeadura foram feitas com a devida esterilidade para evitar
contaminacédo; Estas foram realizadas em capela de fluxo laminar (Lab tech®). A
mobilidade bacteriana foi medida, usando um método qualitativo; a) motilidade positiva
(+): presenca de turbidez difusa ou total no meio. b) motilidade negativa (-): auséncia ou
presenca discreta de crescimento, apenas no local da picada.

Andlise estatistica

A andlise estatistica realizada foi nas tabelas de contingéncia de dimenséo 2x2, entre as
variaveis extrato A e extrato B vs carvacrol 0,3 mM, carvacrol 1 mM, carvacrol 5 mM,
guercetina 205 mM, quercetina 102 mM e quercetina 51 mM. Os critérios utilizados foram
os testes de independéncia x? (teste do qui-quadrado), considerando nivel de
significancia de p <0,05 e intervalo de confianca de 95% (Good, 2000). Os dados foram
coletados no Excel e analisados no Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
versao 17.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra a presenca dos principios ativos carvacrol e timol nos extratos
alcodlicos de folhas de goiaba, bem como sua concentra¢do por cromatografia gasosa.


https://books.google.es/books?hl=es&lr=&id=RLEPBwAAQBAJ&oi=fnd&pg=PR11&dq=A+practical+guide+to+resampling+methods+for+testing+hypotheses.+Second+edition.+Springer-Verlag,+New+York,+270+&ots=e6hWcUgtx-&sig=1E-Mht5uQxFPA0NTKlDQJRv8e2Y#v=onepage&q&f=false
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Tabela 1. Resultados de cromatografia gasosa expressos em unidades de concentracdo mg /

mL
Extrato de folha de Carvacrol Timol
goiaba
Extrato A 3.0869 1.5130
Extrato B 0 0.3525

Ambos os principios ativos (carvacrol e timol) estavam presentes no extrato A; enquanto
0 extrato B, apenas timol foi identificado. O principio ativo com maior concentracdo nos
extratos foi o carvacrol com 3,0869 mg/mL no extrato A. As plantas medicinais sao
comumente ricas em terpenos (carvacrol, citral, linalol e geraniol) e compostos fendlicos,
compostos eficazes como aditivos alimentares (Nile et al., 2017).

O principal modo de acéo antibacteriana do timol ndo é totalmente compreendido, mas
acredita-se que envolva a ruptura da membrana externa e interna e a interacdo com
proteinas de membrana e alvos intracelulares. Estudos de Wang e Yam
(2018)demonstraram que o timol interage com as membranas celulares e essas
interacBes afetam a permeabilidade da membrana bacteriana. Para o efeito hemolitico e
com base nos controles positivo e negativo, foi determinado se havia atividade hemolitica
dos extratos de folhas de goiaba e dos principios ativos sobre os eritrocitos. Na tabela 2
observou-se que para o carvacrol na concentracéo de 0,3 mM ndo ocorreu hemdlise, nos
extratos A e B ocorre apenas hemolise até a diluicdo 1:10. Por fim, para a quercetina, a
concentracdo minima de hemdlise foi na diluicdo 1:10 de suas trés concentracdes.
Conforme mencionado por Lopez et al. (2017) o termo hemdlise refere-se ao processo
de destruicdo dos eritrécitos, que gera a liberagdo de componentes intraeritrociticos;
portanto, o teste de hemdlise é utilizado para conhecer o efeito sobre a célula eritrocitaria
ao confronta-la com os extratos em diferentes concentracdes, que é o que se pretendia
com este experimento. A inibicdo da hemolise se deve aos componentes bioativos, como
flavonodides e compostos fendlicos presentes nos extratos de goiaba.

Os eritrécitos podem mudar sua forma normal para equindcitos ou estomatécitos, o que
depende de fatores citoplasmaticos, incluindo o pH (Gedde et al.,, 1997). As altas
concentragfes de flavonoides encontrados em frutas como manga (Garcia Bacallao et
al., 2001), folhas de goiaba (Rodriguez et al., 2013) e flavonéides obtidos do maqui
(Aristotelia chilensis) com propriedades antioxidantes, sdo indutores de equindcitos
(Gironés-Vilaplana et al., 2012; Duran et al., 2013).
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Tabela 2. Atividade hemolitica de extratos de folhas de goiaba

L Solugéo
Diluigéo da ds 1:10 1:100  1:1000
amostra
estoque
C0.3mM + - . i
C1mM + + i )
C5mM + + * )
EXT A + + i )
EXT B + + i i
Q 205 mM + + . i
Q 102 mM + + i i
Q51 mMm + + . -

(+) presenca de hemdlise; (-) auséncia de hemélise

Com o uso do CHROMagar™, foi identificada E. coli O: 157 H7, diferindo pela cor da
colénia no meio, que apresenta uma coloracéo rosa malva (Lara et al., 2019. Este meio
foi inicialmente usado na industria de alimentos para a rapida liberacéo de alimentos livres
de patégenos, mas atualmente esta aprovado para a analise de amostras clinicas e tem
sido usado em varios estudos (Bettelheim, 1998; Tang et al., 2014; Gutierrez et al., 2016;
Parsons et al., 2016). 78 cepas de E. coli 0157: H7 foram identificadas por
CHROMagar™ seletivo, e essas bactérias foram inoculadas em meio SIM.

Os resultados da 2 in vitro dos extratos de folhas de goiaba e dos padrbes (ingredientes
ativos da folha de goiaba) sobre a bactéria sdo observados na tabela 3. Este efeito foi
avaliado qualitativamente pela presenca ou auséncia de turbidez na planta. Tubo. Os
resultados mostraram que os padrdes de carvacrol possuem ampla atividade
antibacteriana, contra 65 microrganismos; inibir o crescimento bacteriano em 56 bactérias
a uma concentracdo de 5 mM (tabela 3); em relacdo ao extrato A de goiaba que
apresentou efeito na inibicdo da mobilidade de 62 bactérias; enquanto o extrato B inibe
46 bactérias. A quercetina na concentracdo de 51 mM, apresentou a maior inibicdo de
mobilidade em 60 bactérias.

Tabela 3. Resultados totais de mobilidade bacteriana

C5mM ClmMm C03mM EXTA EXTB Q205 Q102 Q51 OH
+ 56 60 65 62 46 59 51 60 0
- 22 18 13 16 32 19 27 18 78

(+): Presenca de turvacgéo difusa ou total no meio. (-): Auséncia ou presenca discreta de crescimento.

Gallegos- Flores et al. (2019) relataram que o carvacrol na concentracdo de 0,3 mM
diminui a mobilidade da cepa determinada com a técnica de Wertern Blot, onde
observaram uma diminui¢cdo na sintese da flagelina; essa proteina € encontrada em 8%
da proteina celular total. Esses resultados diferem dos relatados na tabela 2,
principalmente devido ao fato de que a concentracdo de 0,3 mM néo inibiu a mobilidade
em 100% da bactéria E. coli 0157: H7.
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Do ponto de vista de Gallegos- Flores et al. (2019), células de E. coli crescem na
presenca de carvacrol a uma concentracdo de 5 mM sem sintese de flagelos, fazendo
com gue o microrganismo cres¢a sem mobilidade; ou seja, quando a célula bacteriana é
submetida ao estresse causado por substancias toxicas e sua sobrevivéncia estd em
risco; que é capaz de suprimir a producao da proteina flagelina e conservar energia para
outras funcdes celulares, o que pode, portanto, ser uma tatica de sobrevivéncia; no
entanto, a uma concentracdo superior a 5 mM, a bactéria cessa imediatamente a
mobilidade e ocorre a morte celular; observando que a concentracdo de 5 mM é a que
apresenta o maior nimero de bactérias que inibem o crescimento.

A interacdo carvacrol-quercetina, presente no extrato A das folhas de goiaba, apresenta
maior inibicdo na mobilidade das bactérias, desde que as concentracdes de carvacrol e
guercetina sejam as indicadas acima (Tabela 4). Ambos os casos sédo significativos, mas
distingue-se uma maior magnitude de comparagao do extrato A com o carvacrol e a
guercetina, devido aos compostos quimicos presentes. Magnitude menor do qui
guadrado representa maior similaridade com o extrato; portanto, o extrato B representa
mais semelhante ao padrdo de quercetina, mas ndo tem o efeito inibidor.

Tabela 4. Eficiéncia dos extratos

Concentracdo 2Extrato A 2Extrato B
X z p y z p
o3 T BT BA 784 o001 ho 7MY 528 00001
Cixiﬂc)rd 1 . léj ;i% 7.04  0.0001 128 2;:82 4.48  0.0001
s 00 M 64 oo 12 0 384 0.0001
205 1:; Z:ig 6.88  0.0001 12? 2;23 432 00001
ng]c,\j;ina 1025 1‘112 ;3::2 56  0.0001 g; 23:;2 3.04  0.0023
5125 1:2 ;i% 7.04  0.0001 128 2;:32 448  0.0001

x2: valor qui-quadrado calculado: valor de ji cuadrada calculada.

O carvacrol danifica a membrana externa de bactérias gram-negativas e aumenta a
permeabilidade da membrana citoplasmatica, causando perdas de ATP, vazamento de
ions e lise celular (Meira et al., 2017). O fato de bactérias gram-negativas flageladas na
presenca de carvacrol ndo desenvolverem flagelos poderia ter implicagcdes para o0 uso
desse composto como aditivo antibacteriano para produtos alimenticios e/ou para a
geracdo de novos antibioticos; ja que, se a célula bacteriana ndo apresentar flagelos, isso
diminui ou inibe seu mecanismo de patogenicidade, pois € menos capaz de aderir as
células epiteliais do hospedeiro.
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Por fim, o efeito da quercetina sobre E. coli O157: H7 na concentracdo de 102 mM,
mostra-se 6timo na mobilidade das bactérias, tendo o mesmo efeito na interacao
guercetina-extrato B. Isso pode ser atribuido ao fato de que o principal composto ativo
nas folhas de goiaba € o flavondide quercetina, ao qual é atribuido um efeito
antibacteriano (Echemendia e Morén, 2004).

CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato A da folha de goiaba e seu composto em maior proporgao
(quercetina) séo eficazes na inibicdo da mobilidade de E. coli O157: H7; portanto, torna-
se uma alternativa de origem natural para o tratamento da sindrome diarreica em
ruminantes.
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