EFEITOS DE EXTRATOS VEGETAIS E DE LEVEDURAS E OLEOS
ESSENCIAIS SOBRE MOTILIDADE DE ESCHERICHIA COLI
Natélia da S. MENDONCA®; Maxwel A. ABEGG;
Universidade Federal do Amazonas — UFAM
Instituto de Ciéncias Exatas e Tecnologia — ICET
!Bolsista FAPEAM: Graduacgdo em Farmacia

natalia.smendonca@hotmail.com; maxabegg@gmail.com



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

Efeitos de extratos vegetais e de leveduras e 06leos essenciais sobre motilidade de
Escherichia coli
Resumo:

Bactérias patogénicas multirresistentes estdo se tornando cada vez mais
comuns e, devido a sua multiplicidade de mecanismos, sdo frequentemente resistentes a
muitos, se ndo todos os antibioticos atuais, fatores de viruléncia bacteriana ganham cada
vez mais atencdo como uma abordagem potencial para novos antibioticos. Estudos
sobre os diferentes tipos de motilidade realizados por microrganismos geneticamente
bem caracterizadas como E. coli ajudam a aumentar a compreensdo da patogénese de
doencas infecciosas bacterianas. Acredita-se que 0s extratos vegetais, de leveduras e
Oleos essenciais podem atuar sobre fatores de viruléncia de patdgenos e inibirem a
motilidade, o que tera grande importancia no curso das doencas infecciosas bacterianas.
No presente trabalho, testou-se o efeito de extratos vegetais, de leveduras e Oleo
essencial de azeitoneira roxa, em concentragbes diferentes, sobre a motilidade por
swarming e swimming de diferentes cepas de E. coli, visando obter substancias que
inibam a motilidade e como resultados observou-se que os extratos vegetais LSV e LSA
inibiram o deslocamento por swarming da maioria das cepas de E. coli utilizadas.
Obteve-se inibicdo total do deslocamento de RS 218, K12 MG1655, ECO 104 com a
mistura de LSV ao meio de cultivo semissélido (0,5% de agar). O extrato de levedura S-
1231 inibiu o total deslocamento por swarming de E. coli ATCC 25922. Esses fatos
demonstram que os extratos utilizados podem representar uma potencial fonte de
moléculas inibidoras de motilidade microbiana.

Palavras-Chave: Motilidade; E. coli; extratos vegetais; extratos de leveduras;

antimicrobianos
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Effects of plant and yeast extracts, and essential oils on motility Escherichia coli
Abstract:

Multi-resistant pathogenic bacteria are becoming increasingly common, due to their
variety of mechanisms, are frequently resistant to many, if not all current antibiotics,
bacterial virulence factors are increasingly gaining attention as a potential new
approach to antibiotics. Studies on the different types of motility performed by
microorganisms genetically well characterized as E. coli help increase understanding
of the pathogenesis of bacterial infectious diseases. It is believed that plant extracts,
yeast and essential oils may act on virulence factors of pathogens and inhibiting the
motility, which will have great significance in the course of bacterial infectious
diseases. In this study, we tested the effect of plant extracts, yeast and essential oil
purple azeitoneira at different concentrations, on a swarming motility and swimming in
different strains of E. coli, to obtain substances which inhibit the motility and as results
revealed that the LSA and LSV plant extracts inhibited the displacement swarming of
most strains of E. coli used. Obtained total inhibition of the RS 218 displacement, K12
MG1655, ECO 104 with the mixture of LSV to the semi-solid culture medium (0.5%
agar). S-1231 Yeast extract inhibited the total displacement swarming of E. coli ATCC
25922 These facts demonstrate that the extracts used may represent a potential source
of microbial motility inhibitory molecules.

Keywords: Motility; E. coli; plant extracts; yeast extracts; antimicrobial
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1. INTRODUCAO

As bactérias competem ou cooperam em resposta a varios sinais para a
disponibilidade de nutrientes, oxigénio ideal e quando expostas a condi¢fes ambientais
adversas, como a falta de nutrientes, superficies rigidas, calor extremo, e produtos
quimicos perigosos no ambiente, podem coletivamente desenvolver estratégias
sofisticadas para adaptagdo e sobrevivéncia (Be’er et al. 2009; Roy et al. 2010).

Para coordenar esforcos de cooperacdo, as bactérias desenvolveram métodos de
sinalizacdo célula-célula, incluindo interacGes fisicas diretas com a secrecdo de
materiais lubrificantes extracelulares, comunicacdo bioquimica através de moléculas
quorum sensing e sinalizacdo quimiotatica. Estes comportamentos complexos envolvem
a ativacao de muitos genes e permitem a sobrevivéncia da colénia como um todo (Be’er
et al. 2009).

A motilidade € um dos processos celulares mais extensivamente estudados em
bactérias e a maior parte dos trabalhos focam em swimming em ambientes aquosos, mas
outros comportamentos de motilidade sdo observados quando as bactérias sao
propagadas fora de um ambiente aquoso (Kim e Surette 2004).

Motilidade por swimming € um modo de movimento bacteriano que é
alimentado por flagelos rotativos mas, ao contrario do swarming ocorre como células
individuais em movimento em ambientes liquidos (Kearns 2010; Patrick e Kearns
2011). Swarming é definido como uma atividade coordenada multicelular durante o
qual as células em swarming mantém contato longitudinal umas com as outras.
Enquanto células individuais em swarming migram rapidamente para frente e para tras
em uma massa bacteriana em swarming, a colénia como um todo migra para fora

(Harshey e Matsuyama 1994). Ha trés requisitos basicos para a motilidade bacteriana
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por swarming: (1) as células sdo moveis e possuem flagelos funcionais, (2) as células
estdo em contato ou bastante proximas, e (3) as células estdo em contato com outras
células moveis (Copeland e Weibel 2009). Em contraste com outros processos de
diferenciacdo em bactérias, 0 swarming ndo € uma resposta motivada pela falta de
nutrientes e varia significativamente dependendo do organismo e das condi¢bes
ambientais de crescimento (Senesi et al. 2002).

A motilidade por swarming tem uma serie de caracteristicas que a distinguem
do swimming. Primeiro, o swarming requer ou a secrecdo de agentes lubrificantes pela
bactéria ou a utilizacdo de superficies sélidas com tensdo superficial inerentemente
reduzida. Em segundo lugar, células isoladas em superficies sdo em grande parte nao
moveis e 0 swarming rapido é facilitado pelo movimento coletivo de agrupamentos
dindmicos de células. Finalmente, as células cultivadas em liquidos permanecem
imoveis no ponto de inoculacéo de superficie por um periodo experimental reprodutivel
de tempo, chamado de "swarming lag", antes do inicio da expansdo por swarming
(Patrick e Kearns 2011).

De acordo com Partridge e Harshey (2013), bactérias que fazem swarming
podem ser divididas em duas categorias: swarmers robustos, que pode deslocar-se
através de uma superficie de &gar sélido (1,5% de &agar e acima), e swarmers
temperadas, que podem fazer swarming somente em superficie de agar semissolido (0,5
a 0,8% de agar). Swarmers robustas incluem bactérias com flagelos polares, que
induzem flagelacdo peritriquia sobre a superficie de contato, tais como Azospirillum,
Rhodospirillum e espécies de Vibrio, assim como as espécies de Proteus com flagelos
peritriquios. Estas bactérias exibem uma morfologia celular em swarming,

hiperflagelada e hiperalongada, que é muito diferente de suas contrapartes de
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crescimento em caldo (swimming). Swarmers temperadas incluem E. coli, Bacillus,
Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella, Serratia, e as espécies de Yersinia (Butler et al.
2009).

A bactéria Gram-negativa E. coli é em grande parte comensal e reside na
camada mucosa do célon de mamiferos. No entanto, varias cepas tém atributos de
viruléncia que lhes ddo a capacidade de causar diarreia, doencas urologicas ou
sistémicas. E. coli patogénica tem sido classificada em diversos patotipos, cada qual
causando doencas com caracteristicas distintas, e 6 patdtipos, incluindo E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxogénica (ETEC) e E. coli enteroagregativa
(EAEC), que estdo associadas com doenca intestinal (Jandhyala et al. 2013).

E. coli tem notavel versatilidade metabolica e fisiologica, o que facilita a sua
sobrevivéncia e crescimento sob uma vasta gama de condi¢cdes ambientais, € geralmente
um bastonete curto (2-4 um de comprimento) com flagelos peritriquios que rodam para
permitir o movimento em ambientes liquidos (Harshey e Matsuyama 1994; Lee et al.
2011).

Harshey e Matsuyama (1994), verificaram que este microrganismo também é
capaz de uma resposta fisiolégica, desencadeada por crescimento em certas superficies
do &gar, o que permite que a bactéria realize motilidade por swarming como um grupo
coordenado para colonizar efetivamente a superficie de crescimento inteira. E. coli
também move-se por swimming em ambientes liquidos com ajuda de seis a oito flagelos
rotativos que sdo ancorados através dos drgdos em posicOes distribuidas aleatoriamente
no envelope celular (Barker et al. 2006).

Comunidades multicelulares bacterianas associadas a superficies tém

vantagens sobre ceélulas individuais, tais como a protecdo contra as condi¢Oes
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ambientais desfavoraveis, incluindo predacéo, a presenca de agentes antimicrobianos e a
resposta imune do hospedeiro (Verstraeten et al. 2008; Be’er et al. 2013).

Bactérias patogénicas multirresistentes estdo se tornando cada vez mais
comuns e, devido a sua multiplicidade de mecanismos, sdo frequentemente resistentes a
muitos, se ndo todos os antibidticos atuais (Tillotson e Theriault 2013).

Existe uma crescente demanda por novas estratégias para o controle de
biofilmes (comunidades de organismos sésseis que secretam uma matriz extracelular e
agregam-se como grupos multicelulares) (Kearns 2010) e outros mecanismos de
viruléncia de bactérias. Enquanto a maioria dos antibiéticos visam principalmente inibir
o crescimento de células podendo resultar em resisténcia a droga bacteriana, 0s
inibidores de biofilme ndo afetam o crescimento celular e ha menor possibilidade de
desenvolvimento de resisténcia, ajudando a combater as doencas infecciosas. Varios
inibidores de biofilme ndo toxicos eficazes contra bactérias patogénicas foram
encontrados recentemente: D-aminoacidos, derivados do indol, furanonas, &cido
ursdlico, dentre outros. Assim, a busca de substancias bactericidas e bacteriostaticas ndo
tem gerado um nimero de antibi6ticos consideravel nos ultimos anos, tanto que vérias
indUstrias farmacéuticas ndo estdo mais investindo na busca de antibidticos cléassicos
(Lee et al. 2011; Lee et al. 2013).

Segundo Barczak e Hung (2009), os fatores de viruléncia bacteriana ganham
cada vez mais atencdo como uma abordagem potencial para novos antibioticos.
Inibidores de pequenas moléculas de viruléncia mostraram que alteram o curso da
doenca em modelos de infeccdo do organismo inteiro e recentemente avancos
importantes na area, incluem a identificagdo de novos alvos dentro de vias de

sinalizacdo celular.
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Estudos sobre os diferentes tipos de motilidade realizados por microrganismos
geneticamente bem caracterizadas como E. coli ajudam a aumentar a compreensdo da
patogénese de doencas infecciosas bacterianas, sabendo-se que, muitas doencas
infecciosas sao causadas por E. coli (Harshey e Matsuyama 1994).

Na busca de substancias para o controle de microrganismos patogénicos, as
plantas medicinais tém sido fontes de muitos medicamentos que sdo aplicados na
pratica clinica, pois desenvolveram mecanismos de defesa avancados para a sua
sobrevivéncia nos ecossistemas, e, portanto, sao fontes ricas de agentes antimicrobianos
e outros compostos farmacéuticos. Das 500 mil espécies de plantas encontradas em todo
0 mundo, apenas 1% foi investigado fitoquimicamente, principalmente com relagcdo a
atividade antimicrobiana. O uso de extratos, provenientes de produtos naturais, como
agentes antimicrobianos pode ser uma alternativa relevante, tendo em vista que 0s
mesmos apresentam uma baixa possibilidade de proporcionar resisténcia microbiana,
porque sdo misturas complexas fazendo com que adaptabilidade microbiana seja muito
dificil (Lee et al. 2013; Tintino et al. 2013).

De acordo com Faleiro (2011), a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais e
seus componentes tem sido reconhecida por longo tempo. Oleos essenciais s&o feitos a
partir de uma mistura muito complexa de moléculas volateis que sdo produzidos pelo
metabolismo secundario de plantas aromaticas e medicinais. O grande numero de
estudos sobre a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais tem permitido o
reconhecimento cientifico destes compostos no controle de uma vasta gama de agentes
microbianos patogénicos.

As leveduras sdo geralmente encontradas em folhas, frutos, graos de cereais e

outros substratos contendo aclcares, mas também podem ser isoladas do ar, do solo, de
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aguas de lagos, rios e mares; da pele e do intestino de animais, incluindo associacdes
com insetos (Webster e Weber 2007). O Brasil possui uma biodiversidade rica, e pouco
é conhecido sobre metabdlitos bioativos produzidos por microrganismos associados ao
solo (Vaz et al. 2009). Cerca de 60% dos medicamentos encontrados no mercado,
provem de produtos naturais, destes, 40% sdo derivados de fontes microbianas.
Leveduras estdo entre as fontes de antimicrobianos atualmente exploradas (Singh e
MacDonald 2010).

Sabe-se que a motilidade por swimming e swarming influenciam positivamente
o desenvolvimento de biofilme de E. coli (Pratt e Kolter 1998; Beloin et al. 2008; Wood
2009). Alguns extratos de plantas que apresentam atividade anti-biofilme de EHEC,
reduzem a formacdo do biofilme, porém, sem matar as bactérias, o que indica que
podem serem utilizados como fontes de agentes anti-viruléncia e assim, diminuir a
resisténcia aos medicamentos (Lee et al. 2013).

Acredita-se que o0s extratos vegetais e de leveduras e Gleos essenciais
podem atuar sobre fatores de viruléncia de patdgenos e inibirem a motilidade, o que teréa
grande importéncia no curso das doencas infecciosas bacterianas, pois, segundo Lee et
al. (2013), que até o momento, realizou um estudo extenso para identificar agentes
anti-biofilme nas plantas e fornecer dados completos sobre vérios extratos vegetais, as
plantas sdo um importante recurso para os inibidores de biofilme e possuem
mecanismos de acdo diversos. Além do mais, as mesmas tém desenvolvido estratégias
para inibir varios comportamentos multicelulares bacterianos sem apresentar efeitos

bactericidas e bacteriostaticos.

2. MATERIAL E METODOS
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2.1.Cepas bacterianas e condicdes de cultivo

Foram testadas linhagens bacterianas de E. coli, particularmente: K12 MG1655
(cepa de referéncia, ndo patogénica, sequenciada), ECO 104 (cepa ndo-patogénica
isolada da cama de aves em granjas do RS pelo Dr. Benito Brito), E. coli ATCC 25922,
RS 218 (cepa de referéncia NMEC, patogénica, isolada de liquido cerebrospinal de
recém-nascido com meningite neo-natal), APEC 01 (cepa patogénica, sequenciada,
isolada nos EUA, cedida pela Dra. Lisa Nolan). As linhagens foram mantidas em meio
de cultura agar nutriente a 4-8 °C e repicadas bimestralmente (Tintino et al. 2013).

2.2.Extratos vegetais, extratos de leveduras e 6leos essenciais

No estudo foram utilizados extratos vegetais etandlicos de plantas da floresta
Amazonica, armazenados a -20 °C, no laboratério de Farmacognosia do Instituto de
Ciéncias Exatas e Tecnologia (ICET). Os extratos vegetais e o 0leo essencial foram
cedidos pelos Professores Anderson Cavalcante Guimardes, Geone Maia Corréa e
Renata Takeara— UFAM/ICET.

Os extratos vegetais utilizados foram: LSV (Diplotropis purpurea), LSA
(Vatairea sericea), LSP (Bowdichia virgilioides Kunth.), LOIT (Mezilaurus itauba),
BTS (Tabebuia avellanedae), LLG (Nectandra rubra), BEC (Bertholletia excelsa),
VAC (Vitex agnus-castus), fracdo fenolica, fracdo saponinica, EEFJ (extrato etandlico
das folhas de Justicia). O 6leo essencial utilizado foi de azeitoneira roxa.

Os extratos de leveduras utilizados (S-1231 e S-1332) foram obtidos no
laboratério de Micologia do ICET em projetos anteriores deste grupo de pesquisa.
Ambos os extratos foram obtidos de leveduras isoladas do solo bruto de Terra Preta
Antropogénica (TPA) na comunidade de Vila Amazonia, proxima a sede do municipio

de Parintins (S 02°292.5.41" W 056°29°10.33").
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2.3.Ensaios de motilidade
2.3.1. Ensaio de inibicdo de migracéo por swarming

Em um primeiro experimento, as cepas bacterianas RS 218, K12 MG1655, E.
coli ATCC 25922, APEC 01, ECO 104, foram cultivadas por aproximadamente 24
horas em 10 mL de caldo nutritivo suplementado com 1,0% de glicose, 0,5% de
peptona, 0,2% de extrato de levedura, sob agitacdo em agitador orbital (shaker) a
temperatura ambiente (Priya et al. 2013).

Utilizando os mesmos componentes do caldo acima, acrescido somente de
0,5% de agar, preparou-se um meio semissélido (dgar de swarming). Vinte (20) mL
desse meio foram vertidos em placas de Petri, apds alcancar a temperatura de
aproximadamente 50 °C. Posteriormente, deixou-se as placas abertas em capela de fluxo
laminar por 15 minutos, guardou-se as placas em recipientes limpos e fechados em
temperatura ambiente. Segundo Rashid et al. (2014) este procedimento € necessario
para remover gotas de agua a partir da superficie do meio de agar, evitando
deslocamento por swimming.

No dia seguinte inoculou-se 5 pL do cultivo em um disco de papel filtro com
aproximadamente 6 mm de didmetro que estava depositado na superficie do meio
semissdlido. Incubou-se em estufa a 37 °C e acompanhou-se 0 crescimento. Esperou-se
o cultivo crescer aproximadamente até a metade da placa para que 5 pL dos extratos
LSV 200 mg/mL, 10 mg/mL e LSA 10mg/mL fossem impregnados também em discos
de 6 mm, que ap6s totalmente secos, foram depositados na superficie do &gar, a
aproximadamente 1 cm de distancia do crescimento bacteriano. Incubou-se novamente a

37 °C a placa e observou-se o crescimento. Como controle utilizou-se etanol 70%

11
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(Bottcher e Clardy 2014). Realizou-se 0 mesmo experimento com 0s seguintes extratos:
LSP 10 mg/mL, BTS 10 mg/mL, LLG 10 mg/mL, BEC 10 mg/mL, LOIT 10 mg/mL.

Em experimentos posteriores dissolveu-se 10 mg dos extratos secos do LSA,
LSV, VAC, fracdo fendlica, fracdo saponinica e EEFJ com 1 mL de dimetilsulfoxido -
DMSO (100%), agitando posteriormente em vortéx, obtendo-se extratos de
concentracdo 10 mg/mL. 500 pL desses extratos brutos obtidos foram misturados com
agar acima sem diluicdo. Os 500 pL restantes foram diluidos com 500 pL de agua
destilada, obtendo-se um extrato 5mg/mL. O DMSO foi usado como controle nas
mesmas concentracdes. Para mistura dos extratos no meio de cultura, 10 mL do meio
semissolido foram vertidos em placa de Petri e deixou-se solidificar, acima desses 10
mL verteu-se mais 5 mL do mesmo meio misturado com 250 pl do extrato preparado,
lembrando de controlar a temperatura para que um meio muito quente ndo fosse vertido.
Fez-se 0 mesmo com o controle. Inoculou-se 10 pL de um cultivo fresco de K12
MG1655, E. coli ATCC 25922, RS 218 e ECO 104 no centro da placa de Petri,
incubou-se a 37 °C e acompanhou-se o crescimento (Priya et al. 2013).

O 6leo essencial de azeitoneira roxa e os extratos de leveduras utilizados (S-
1231 e S-1332) foram adicionados ao agar de swarming com temperatura de
aproximadamente 50 °C e posteriormente, 20 mL da mistura foram vertidos em placas
de Petri, as quais também foram armazenadas em recipientes limpos e fechados em
temperatura ambiente. Diferentes concentraces do 6leo foram testadas (0,004%, 0,05%
e 0,1%). Os extratos de leveduras foram testados nas seguintes concentragfes: 10
mg/mL e 5 mg/mL. DMSO foi adicionado nas placas controle nas mesmas

concentracdes. No dia seguinte, inoculou-se 10 pL de cultivo fresco de K12 MG1655,

12
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E. coli ATCC 25922, RS 218, APEC 01 e ECO 104 no centro da placa de Petri e
incubou-se a 37 °C por 24 horas, acompanhando o crescimento (Ahmad 2014).
2.3.2 Ensaio de motilidade por swimming
Para motilidade por swimming, o mesmo meio foi utilizado, mudando somente
a concentracdo de agar para 0,3%, visto que, 0 swimming € o movimento individual de
bactérias em meio liquido (Kearns 2010). Vinte (20) mL do meio em temperatura
adequada (50 °C), foram misturados com o0s extratos vegetais VAC, fracdo fendlica,
fracdo saponinica e EEFJ e de leveduras (S-1231 e S-1332) em diferentes concentragdes
(10 mg/mL e 5 mg/mL).
Apbs 24 horas, 10 pL de culturas frescas de K12 MG1655, E. coli ATCC
25922, RS 218, APEC 01 e ECO 104 foram inoculadas no centro das placas de
motilidade. DMSO foi utilizado como controle nas mesmas concentracdes. As placas
foram incubadas a 37 °C durante 24 horas e observou-se o crescimento (Wojnicz et al.
2012).
2.3.3 Andlise estatistica dos dados
Né&o foi possivel realizar a andlise estatistica dos dados, pois 0s ensaios ndo
foram realizados em triplicata devido a dificuldade para obtencdo da quantidade

suficiente de extratos vegetais, de leveduras e 6leos essenciais.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1.Ensaio de inibi¢cdo de migragao por swarming
Dos extratos vegetais testados, o LSA e principalmente o LSV se mostraram
promissores como possiveis inibidores de deslocamento por swarming de diferentes

cepas de E. coli.

13
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No primeiro experimento, utilizando os discos impregnados dos extratos
vegetais etandlicos fluidos de LSV 200mg/mL, 10mg/mL e LSA 10mg/mL, observou-
se qualitativamente a formacéo de halos no respectivo meio contendo as cepas que se
desejavam inibir o deslocamento. Os halos formados foram pouco visiveis, sendo um
pouco maiores nos meios contendo RS 218 e K12 MG1655 onde o LSV foi utilizado na
concentracdo de 200mg (Figura 1). O LSA 10 mg ndo induziu a formacao de halos nos
meios, assim como o0s extratos LSP 10 mg/mL, BTS 10 mg/mL, LLG 10 mg/mL, BEC
10 mg/mL, LOIT 10 mg/mL.

A remocdo do etanol nos experimentos posteriores evitou que sua atividade
antimicrobiana mascarasse as propriedades dos extratos vegetais (Michelin et al. 2005),
pois, utilizou-se extratos vegetais secos (LSV, LSA, VAC, fracdo fendlica, fracdo
saponinica e EEFJ) dissolvidos com DMSO 100%, nas concentracdes de 10mg/mL e
5mg/mL.

O LSV 10mg/mL, inibiu o total deslocamento de RS 218 e K12 MG1655 nos
meios. Ja 0 LSV 5mg/mL, inibiu todo o deslocamento de ECO 104 e novamente todo o
deslocamento de RS 218 (Figura 2). K12 MG1655 e E. coli ATCC 25922 no meio
contendo essa concentragdo de extrato deslocaram-se menos que 1 cm (Figura 3). O
LSA 10mg/mL inibiu o deslocamento de RS 218, pois esta cepa cresceu menos que 1
cm. J& 0 LSA 5 mg/mL inibiu parcialmente o deslocamento de RS 218, ECO 104, K12
MG1655, que cresceram aproximadamente 2 centimetros nessa concentracdo de extrato
(Figura 4).

As concentracOes utilizadas dos extratos vegetais VAC, fracdo fendlica, fracao
saponinica e EEFJ ndo inibiram o deslocamento por swarming das cepas de E. coli

utilizadas no presente projeto.
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Nos meios controles, que ndo possuiam os inibidores (extratos vegetais, de
leveduras e Oleo essencial), somente DMSO houve crescimento amplo das cepas
bacterianas (Figura 2C; 2F; 3C; 4C). PGde-se observar nestes meios a rapida expanséo
das bactérias por swarming, em tempo menor que 24 horas, visto que o swarming € uma
estratégia desenvolvida por microrganismos flagelados como a E. coli para assegurar a
sua rapida expansdo no ambiente natural (Senesi et al. 2002), permitindo a rapida
colonizacdo de um ambiente rico em nutrientes como o meio de cultura oferecido e
também de tecidos do hospedeiro (Verstraeten et al. 2008).

No experimento utilizando Oleo essencial de azeitoneira roxa nas
concentracdes de 0,004%, 0,05% e 0,1% como possivel inibidor, houve amplo
crescimento das cepas bacterianas K12 MG1655, ECO 104, E. coli ATCC 25922, RS
218 e APEC 01 em todas as placas, ou seja ndo ocorreu inibicdo do deslocamento
nessas concentracfes. Ja no experimento utilizando extratos de leveduras, o extrato S-
1231 inibiu o deslocamento por swarming de E. coli ATCC 25922, pois ndo houve
crescimento em toda a placa desta cepa, a qual cresceu amplamente no meio contendo o
extrato S-1332.

K12 MG1655, ECO 104, RS 218 e APEC 01 cresceram amplamente em todas
placas contendo S-1231 e S-1332.

3.2. Ensaio de motilidade por swimming

No experimento para avaliar a inibicdo da motilidade por swimming de cepas
de E. coli utilizando os extratos vegetais VAC, fracdo fendlica, fracdo saponinica e
EEFJ e de leveduras S-1231 e S-1332, observou-se um amplo e rapido crescimento das
cepas bacterianas em tempo menor que 24 horas, tanto nos meios controles, quanto nos

meios com o0s possiveis inibidores, ou seja, ndo ocorreu inibicdo da motilidade

15



342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

utilizando os respectivos extratos nas concentracdes de 10 mg/mL e 5 mg/mL. Nao foi
possivel realizar este ensaio utilizando O6leo essencial, visto que, a quantidade

disponibilizada nao foi suficiente.

4. CONCLUSAO

Os resultados dos experimentos realizados demonstraram que 0s extratos
vegetais LSV e LSA inibiram a motilidade por swarming da maioria das cepas de E.
coli utilizadas. Ja o extrato de levedura S-1231 inibiu a motilidade por swarming de E.
coli ATCC 25922. Sabe-se que o0s mecanismos de motilidade podem permitir que
espécies patogénicas migrem mais rapidamente e acabem aderindo e dispersando-se a
partir dos locais de infeccdo, por meio do swarming bactérias de diversas espécies
tornam-se resistentes a uma ampla gama de antibidticos, assim, a motilidade
desempenha um papel crucial na fisiologia bacteriana. Os resultados aqui obtidos
sugerem que extratos vegetais de plantas, extratos de leveduras, obtidos na Regiédo
Amazonica, possam ser fonte de moléculas bioativas anti-motilidade, podendo ser fonte
potencial de drogas antimicrobianas ou aditivos de antimicrobianos, uma vez que novos
agentes antimicrobianos sdo claramente necessarios, visto que as recentes abordagens

para a sua descoberta tém sido infrutiferas.
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7. FIGURAS

Etanol 70%

LSV 200mg/mL

o

Figura 1. Halos formados no meio contendo a cepa RS 21, utilizando LSV 200mg/mL LSV 10 mg/mL

e etanol 70% como controle.
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Figura 2. (A) Inibigdo total do deslocaento pr swarming de RS 218 com a mistura de LSV (10
mg/mL) ao meio semissolido; (B) Inibicdo total do deslocamento por swarming de RS 218 com a
mistura de LSV (5 mg/mL) ao meio semissdlido; (C) Placa controle com DMSO 100%, diluido com
500 pL de agua, sem a adicdo de extratos ao meio, amplo deslocamento por swarming de RS 218; (D)
Inibi¢do total do deslocamento por swarming de ECO 104 com adicdo de LSV (5 mg/mL) ao meio
semissolido; (E) Inibigdo total do deslocamento por swarming de K12 MG1655 com a mistura de LSV
(10 mg/mL) ao meio semissdlido; (F) Placa controle com DMSO 100%, sem a adi¢do de extratos ao

meio, deslocamento por swarming de K12 MG1655.

Figura 3. (A) Inibicdo do deslocamento por

= e 1 ==

swarmig de K12 MG1655 com a mistura de LSV (5
mg/mL) ao meio semissolido; (B) Inibicdo do deslocamento por swarming de E. coli ATCC 25922

com adicdo LSV (5 mg/mL) ao meio semissolido; (C) Placa controle com DMSO 100%, diluido com
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500 pL de agua, sem a adigdo de extratos ao meio, deslocamento amplo por swarming de E. coli

ATCC 25922.
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Figura 4. (A) Inibicdo do descamnto por swarming de R 218 a tura de LSA (10 mg/mL)
ao meio semissolido; (B) Inibicdo do deslocamento por swarming de RS 218 com a mistura de LSA (5
mg/mL) ao meio semissélido; (C) Placa controle com DMSQO 100%, diluido com 500 puL de &gua, sem
a adicdo de extratos ao meio, deslocamento amplo por swarming de RS 218; (D) Inibi¢do do

deslocamento por swarming de ECO 104 com a mistura de LSA (5 mg/mL) ao meio semissolido.
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