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1. INTRODUCAO

Escherichia coli, um bacilo gram-negativo da familia Enterobacteriaceae
presente no trato intestinal, é considerada 0 micro-organismo invasor mais
comum das vias urinarias e causadora de cerca de 70% a 90% das infeccdes
urinarias (ESMERINO et al.,2003; BRAOIOS et al., 2009).

As infec¢Bes urinarias, geralmente, sdo suscetiveis ao tratamento com
antimicrobianos, entretanto muitas enterobactérias tém desenvolvido diversos
mecanismos de resisténcia, entre 0s quais podemos citar a produgdo de [-
lactamases de espectro estendido (ESBLsS) como um dos mais importantes. A
atividade destas enzimas, através da degradacdo dos [B-lactamicos, confere a
algumas bactérias, resisténcia a diversas drogas antimicrobianas, tais como as
cefalosporinas, utilizadas frequentemente no tratamento destas infec¢cdes (LAGO
et al., 2010; MEYER; PICOLI, 2011).

O aumento rapido e continuo da resisténcia antimicrobiana em micro-
organismos de importancia clinica, como é o caso da E.coli, tem representado
uma ameaca no controle destas infeccbes, devido a escassez de alternativas
terapéuticas (BRITO; CORDEIRO, 2012). Alem disso, tem estimulado a busca por
novas terapias capazes de combater esses micro-organismos resistentes.

O uso de produtos naturais, devido a vasta biodiversidade existente no
mundo, tem sido apontado como uma importante ferramenta, devido ao seu
amplo potencial tanto para o desenvolvimento de compostos com atividade
antimicrobiana per se quanto pela possivel atividade inibitéria e/ou adjuvante de
mecanismos de resisténcia (CRAGG et al., 1997; NASCIMENTO et al., 2000;
GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

A prépolis verde € um produto de origem natural que tem sido utilizado na
medicina popular e ja teve suas propriedades antimicrobianas, antioxidante,
antiinflamatorias identificadas (JUNIOR et al., 2006). No entanto, poucos estudos
avaliaram extratos de propolis frente micro-organismos resistentes, bem como a
sua atividade adjuvante no tratamento de infeccbes urinérias causadas por cepas
de E.coli.

Portanto, o presente estudo teve por objetivo avaliar in vitro a interagcao
farmacoldgica do extrato alcodlico da prépolis verde e de uma cefalosporina de
primeira geracgédo frente a isolados sensiveis e resistentes de Escherichia coli.



2. METODOLOGIA

Quatro isolados clinicos de E.coli oriundos de pacientes com infeccéo
urinaria atendidos no Hospital Universitario Dr. Riet Corréa Jr. (HU - FURG) e
uma cepa padréo de E.coli (ATCC 25922), foram selecionados para esse estudo,
considerando seu perfil de sensibilidade as cefalosporinas e a producdo de
ESBLs, previamente identificadas, pelo Laboratério de Analises Clinicas do HU-
FURG, através do sistema Phoenix.

A concentracdo minima inibitéria (CIM) do extrato de propolis verde foi
determinada pelo método de microdiluicdo em placa conforme proposto no
documento M7-A06 da NCCLS (2010). Foram adicionados 100uL de meio Muller
Hinton (MH) em cada poc¢o de teste e 100puL do extrato ou cefalotina a uma
concentragao inicial de 200 e 25 pg/mL, respectivamente. Posteriormente, foi
realizada a microdiluicdo seriada 1:2, e adicionado o indculo bacteriano de cada
isolado avaliado, na proporcdo 1:20 em MH, garantindo uma turbidez
correspondente a escala 0,5 McFarland.

A fim de avaliar o efeito combinado do extrato de propolis associado a
cefalotina, foi realizado o método de checkerboard conforme proposto por PILLAI
e MOELLERING (2005). Nas microplacas foram acrescentados 50pL de meio MH
em todos o0s pocos, em seguida adicionados 50uL de cefalotina a uma
concentracgao inicial de 25 pg/mL e realizada a diluicado seriada 1:2, de maneira a
obter concentracdes que variaram de 25 a 0,39 pg/mL. Apos foi adicionado 50uL
de propolis em diluicbes seriadas que variaram de 200 a 3,12 upg/mL e,
finalmente, adicionados 100uL inoculo bacteriano.

A placa foi incubada em estufa por 24h/37°C, passado o periodo de
incubacéao, foram acrescentados 30uL rezasurina 0,02% que atua como indicador
de viabilidade celular através de uma reacao de oxireducao. A CIM foi definida
como a concentracdo minima capaz de inibir o crescimento bacteriano.

A interpretacao dos resultados do checkerboard se deu através do indice da
concentracao fracional inibitoria (FICI) obtida através da seguinte formula: FICI =
(CIM do extrato de propolis verde combinado/ CIM do extrato de propolis verde
sozinho) + (CIM da cefalotina combinada/ CIM da cefalotina sozinha). Os
resultados do FICI foram interpretados da seguinte forma: FICI < 0,5 =
SINERGISMO; 0,5< FICI < 1= ADITIVIDADE; 1< FICI < 2 = INDIFERENCA e FICI
> 2 = ANTAGONISMO.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana de diferentes extratos de propolis tem sido
amplamente investigada contra diversas bactérias, principalmente frente a cepas
de Staphylococcus aureus. Porém, neste estudo, o extrato alcodlico da propolis
verde nao foi ativo a 200ug/ml frente as cepas de E.coli testadas, indicando que
possivelmente, a prépolis avaliada tenha um estreito espectro de acao
relacionado principalmente a micro-organismos gram-positivos, como ja
identificado por Stepanovié et al. 2003; Junior et al., 2005; Waili et al.,2012;
Wojtyczka et al.,2013.

Além disso, previamente, foi identificado que a atividade antibacteriana da
prépolis poderia ser influenciada pela variacdo de composicdo quimica, a qual
esta intimamente relacionada aos aspectos geograficos, climaticos e a espécie de
planta que estd associada (WAILI et al. 2012). Portanto, os resultados
encontrados em relacdo a atividade antimicrobiana da prépolis verde, neste
trabalho, poderiam ser explicados devido as diferencas de composi¢do da
prépolis que foi avaliada no trabalho de Monzote et al. (2012) em relacdo ao
extrato testado em nosso estudo.



Com relagdo a presenca de enzima produtora de 3-lactamases nos isolados
avaliados ndo foram observadas diferengas na atividade da propolis verde
sozinha e em associacao a cefalotina. Indicando que esse extrato possivelmente
nao atua inibindo a producéo da enzima.

Para isolados previamente identificados como sensiveis a cefalosporinas de
primeira geragéo, a propolis verde mostrou-se antagbnica a cefalotina com FICI
de 3 (Tabela 1). Ja para os isolados resistentes a cefalotina o FICI foi de 2
(indiferenca), indicando que o extrato da prépolis ndo favoreceu a atividade da
cefalosporina testada.

Tabela 1- Resultados da Concentracdo Minima Inibitoria (CIM) e Checkerboard de cefalotina e
propolis frente a Escherichia coli

Isolados ESBL Sensivel/ CIM CIM Combinado FICI FICI
Resistente cefalotina prdpolis pg/ML
pg/mL pg/mL
E. coli ATCC NAO S 12,5 >200 >200/25 3 ANT
Isolado 1 NAO S 12,5 >200 >200/25 3 ANT
Isolado 2 NAO R >25 >200 >200/25 2 IND
Isolado 3 SIM R >25 >200 >200/25 2 IND
Isolado 4 SIM R >25 >200 >200/25 2 IND

E. coli - Escherichia coli; S-sensivel a cefalosporinas de primeira geracao; R-resistente a
cefalosporinas de primeira geracdo; ANT-antag6nico; IND-indiferente; CIM- concentracao inibitoria
minima; FICI- Concentracéo fracional minima.

Stepanovié et al.,, (2003) apontam que diferentes amostras de prépolis
podem mostrar diferentes potenciais de acdo quando em associacdo a
antimicrobianos. Alguns estudos in vitro tém evidenciado o sinergismo ou a falta
dele entre extratos de propolis e alguns antimicrobianos (WOJTYCZKA et
al.,2013; JUNIOR et al.,2005), corroborando com 0s nossos resultados de
checkerboard.

Considerando que o efeito sinérgico da prépolis ja identificado por outros
autores (WOJTYCZKA et al., 2013; JUNIOR et al., 2005), frequentemente, estava
associados a antimicrobianos envolvidos na interferéncia da sintese protéica e
gue a cefalosporina atua na inibicdo da parede celular, isso poderia justificar a
auséncia de sinergismo entre o extrato testado e cefalotina nos isolados de E.coli.

Sendo assim, a avaliacdo de outras espécies bacterianas bem como outros
antimicrobianos poderia evidenciar uma melhor atividade do extrato alcodlico de
prépolis verde quando associado a farmacos ja utilizados no tratamento de
infeccbes urinarias.

4. CONCLUSOES

O extrato alcodlico da propolis verde associado a cefalotina ndo apresentou
atividade sinérgica frente aos cinco isolados de E.coli avaliados neste estudo,
indicando que a propolis verde ndo apresenta um efeito adjuvante no tratamento
com cefalosporinas de primeira geracdo em infec¢cdes urinarias causadas por
€esse micro-organismo.
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