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Avaliacao in vitro da atividade antibacteriana de sucos de
cranberry (Vaccinium macrocarpon) sobre cepas de Escherichia
coli responsaveis por infec¢cao urinaria

Evaluation of the antibacterial activity of cranberry juices (Vaccinium macrocarpon) on
Escherichia coli strains responsible for urinary infection
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Objetivo: Analisar o efeito antimicrobiano de sucos de cranberry concentrados, sobre ce-

pas de Escherichia coli. Métodos: Difusao em disco, difusdo em pogos e microplaca, utili-
zando a cepa ATCC 25922 da bactéria E. coli. Resultados: Os resultados foram compara-
dos com o controle positivo e negativo e dados encontrados na literatura para melhor com-
preenséao da sua possivel atividade antibacteriana. O resultado final encontrado foi que o
suco de cranberry ndo tem nenhuma atividade contra o crescimento da cepa de Escherichia
coli diante dos métodos realizados. Conclusao: N&o houve atividade antimicrobiana do
suco de cranberry sobre cepas de Escherichia coli.
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INTRODUCAO

O presente estudo é de carater experimental, visando
descrever a eficiéncia da Vaccinium macrocarpon sobre o
crescimento de cepas de Escherichia coli (E. coli), anali-
sando a possibilidade de sua caracteristica bactericida.

Ainfecgédo do trato urinario € uma patologia que con-
siste na colonizacao da urina por bactérias e consequente
invasdo dos tecidos da estrutura do trato urinario. E uma
patologia que tem prevaléncia em todas as populagées,
porém atinge principalmente o sexo feminino."’ Aproxima-
damente 50% a 70% das mulheres apresentam pelo me-
nos um epis6dio de ITU em suas vidas, sendo que 20% a
30% destas apresentam episo6dios recorrentes. No entan-
to, areal incidéncia de ITU é provavelmente subestimada,
porque pelo menos metade de todas as infec¢gdes urinarias
se resolve sem atengdo médica.?

Do ponto de vista clinico, as infec¢des do trato urinario
(ITUs) séo divididas em inferiores, quando atingem somen-
te a bexiga, e superiores, que chegam ao parénquima re-
nal, sendo que a contaminagéao pode ocorrer por trés vias: a
via ascendente, que seria a partir da flora fecal e uretral; a
via hematogénica, em que a bactéria contamina o sangue e

infecta secundariamente o trato urinario, e, por ultimo, a via
linfatica.®

O agente etiolégico mais comum nas ITUs é a
Escherichia coli, mas também existem outras bactérias fre-
quentemente isoladas, como Klebsiella spp., e outras, como
Enterobacteriacea e Staphylococcus saprofiticus.®® Segun-
do Blatt e Miranda (2005), em pacientes hospitalizados a
E. coli se apresentou como agente etiol6gico em 40% dos
casos de infecgdes do trato urinario.

A E. coli provoca infecgdes do trato urinario conside-
radas mais simples, e sua viruléncia esta ligada a forte ade-
sdo de suas fimbrias ao epitélio urinario.®® Mulheres se con-
taminam com maior frequéncia por apresentarem uretra
mais curta e assim ascendéncia de bactérias a bexiga.®

A E. coli adquiriu com o passar do tempo grande re-
sisténcia a maioria dos antibioticos, como as ampicilinas,
tetraciclinas, estreptomicinas, sulfametoxazoles e carbeni-
cilinas. Ainda que a resisténcia a antimicrobianos como
nitrofurantoina e fluoroquinolonas tenha permanecido baixa,
ja se tem observado um visivel aumento, o que pode ser
explicado pelo uso indiscriminado desses antibidticos.”

A Vaccinium macrocarpon, conhecida popularmente
como cranberry, arado-vermelho ou oxicoco, é um fruto

'Farmacéutica / UniCesumar. Mestranda em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade Estadual de Maringd (URM) — Maringé-PR, Brasil.
2Farmacéutica/UEM e mestre em Ciéncias de Alimento — Universidade Estadual de Londrina (UEL) - Londrina-PR, Brasil.

Instituicdo: Centro Universitario de Maringa — UniCesumar — Maringa-PR, Brasil.

Recebido em 12/06/2018
Artigo aprovado em 27/06/2019
DOI: 10.21877/2448-3877.201900745

154

RBAC. 2019;51(2):154-6



Avaliagéo in vitro da atividade antibacteriana de sucos de cranberry (Vaccinium macrocarpon) sobre cepas de

Escherichia coliresponsaveis por infec¢éo urinaria

pequeno, globoso e vermelho.” E composto por agua, al-
guns acidos organicos, glicose, acido ascoérbico, frutose e
proantocianidinas.® Vem sendo utilizado comumente na
profilaxia das ITU's, e seu uso esta relacionado principal-
mente a duas atividades dos compostos do fruto: a inibi-
¢céo da aderéncia das fimbrias da E. coli a um dissacarideo
especifico da galactose presente nas células uroepiteliais
e a acidificacédo da urina, inibindo o crescimento de paté-
genos.® Seu uso é profilatico e principalmente usado no
caso de reinfecgdes sucessivas, com falhas na antibioti-
coterapia.”

O presente trabalho tem como objetivo analisar o
efeito antimicrobiano do suco de cranberry contra E. coli.
O estudo do efeito antimicrobiano possibilita fundamen-
tar a terapia profilatica com cranberry, possibilitando as-
sim uma alternativa ao uso de antimicrobianos, por meio
de experimentos microbiolégicos testando a cepa E. coli
com o suco.

MATERIAL E METODOS

Para o processo de padronizacdo da suspenséao
bacteriana, utilizou-se como microrganismo de referéncia a
cepa de Escherichia coli, ATCC 25922, pura. Em salina
estéril, padronizou-se a suspens@o bacteriana até atingir
uma turvacao equivalente ao tubo 0,5 da escala MacFarland,
que corresponde aproximadamente a 108 Unidades Forma-
doras de Coldnias por mL (UFC/mL). Para o teste de micro-
diluicdo, essa suspensao foi diluida em salina estérila 1/10,
correspondendo assim a 10’UFC/mL.

Sequencialmente utilizou-se o processo de preparo
da solucgéo para controle positivo das técnicas, preparan-
do-se uma suspenséo de ciprofloxacina 2 mg/mL, sendo
diluida 1/100 duas vezes, logo apés tendo uma diluicdo 1/50
em soro fisiolégico estéril obtendo-se a concentragcédo de
0,004 pg/mL.

As amostras foram obtidas em uma rede atacadista
de alimentos na cidade de Maringa, PR.

Para os testes antibacterianos, utilizaram-se os mé-
todos de difusdo Agar | e I, sendo que, para o primeiro,
durante a avaliagdo do suco, foram inseridos 10 pyL do
mesmo em cada disco, sem realizar diluigées. Inoculou-se
assepticamente e uniformemente, com o auxilio de swab,
cepa de E. coli (108UFC/mL) em placas com Agar Muller-
Hinton (AMH), sendo inoculados trés discos por placa. Para
controle também foram submetidos discos dos antimi-
crobianos ciprofloxacino e sulfametoxazol + trimetropim
disponiveis no mercado, em todas as placas, totalizando
nove placas de testes. Incubaram-se as placas a 36°C por
24 horas. Ap6s incubagao foram realizadas as interpreta-
¢des dos halos de inibicdo de crescimento ao redor do
disco, medidos em mm, e para o segundo (difusdo Agar Il)
utilizaram-se nove placas de Agar Muller-Hinton, inoculan-
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do-se cepa de E. coli (10 UFC/mL) pela mesma técnica
anteriormente descrita. Em seguida, foram perfurados trés
pocos para as placas de avaliagdo do suco, de aproxima-
damente 6,0 mm, permitindo um espago de 30 mm entre
cada poco. Volumes fixos do suco (0,1mL) foram entédo in-
troduzidos nos orificios da placa. Em cada placa utilizou-
se um pogo com ciprofloxacina 0,004 mg/mL como contro-
le positivo, e como controle negativo usou-se salina.

Em seguida, as placas foram deixadas na bancada
do laboratério por 40 minutos, para pré-difusdo das dilui-
¢bes do suco e do antimicrobiano. Posteriormente foram
incubadas a 36°C por 24 horas. A obtengéao dos resultados
foi realizada através da determinacéo do halo de inibigéo
de crescimento ao redor do pogo, medidos em mm.

O método em microplaca, onde aos orificios da colu-
na 1 dalinha Aao H foram adicionados 100 mL da solucéo
de ciprofloxacina 0,004 mg/mL + meio de cultura Muller-
Hinton, apresentou controle positivo. Para o controle ne-
gativo foi usado somente meio de cultura Muller-Hinton +
salina estéril. Para o teste com o suco pronto para o con-
sumo, adicionaram-se100 mL em todos os orificios nas co-
lunas 3 a 11, da linha Aa H, sem realizar diluicdes, sendo
que nas colunas 3, 4 e 5 foi utilizado o suco 1; nas colunas
6,7 e 8 o suco 2; e nas colunas 9,10 e 11 o suco 3.

RESULTADOS

Para os métodos testados, pode-se observar que na
difusdo em Agar |, nenhuma das trés amostras de suco
testadas apresentou efeito significativo sobre o crescimen-
to bacteriano, visto que ndo houve formacéao de halo inibi-
tério, demonstrando inatividade sobre a bactéria testada.
O teste foi validado, uma vez que os controles positivos
apresentaram efeito satisfatério sobre a cepa utilizada; da
mesma forma, o controle negativo ndo demonstrou ativi-
dade alguma.

Em mesma analise, considerando a metodologia utili-
zada na difusao Agar Il sua interpretagao foi de que o cres-
cimento bacteriano sem formacéo de halo inibitério em tor-
no dos pogos contendo as amostras testadas indica ausén-
cia de atividade antimicrobiana, dado que o controle positi-
vo apresentou halo de inibicdo sobre o crescimento
bacteriano.

Por fim, o método em microplaca indicou que o suco
da fruta cranberry ndo tem nenhuma atividade antibacteriana,
pois nos pogos onde foram colocadas as trés amostras de
suco houve turvagéo e precipitagcéo indicando crescimento
bacteriano. O teste foi validado visto que o controle positivo
nao turvou e o branco também n&o indicou auséncia de con-
taminacgao.

Os resultados obtidos nesse experimento mostraram
que, através dos métodos de difusdo em Agar e diluigdo
em microplaca, foi possivel observar auséncia de ativida-
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de antibacteriana do suco do fruto Vaccinium macrocarpon
(cranberry), sobre a cepa de E. coliATCC 25922, pois ndo
houve a formacéao de halo de inibicdo em nenhum dos trés
sucos testados, e também houve turvagdo nos sucos na
diluicdo da microplaca indicando crescimento bacteriano.

DISCUSSAO

Outro estudo em andamento na Universidade da
Califérnia apresentou dados preliminares que sugerem que
o suco de cranberry tem alguma atividade antibacteriana,
através de uma preparacgéao cinco vezes mais concentrada
que o suco comercialmente disponivel, mostrando que o
cranberry pode ter, sim, acéo inibitéria além da profilatica ja
demonstrada.®

Em outro estudo observa-se a atividade da cranberry
frente a E. coli e outras bactérias, porém, observa-se que o
método utilizado in vitro, diferencia-se a fim de observar a
diminuicao dos fatores de viruléncia da bactéria, assim como
a execucao de um método in vivo. Além destas diferencas,
observa-se a dose-dependéncia do efeito do cranberry, a
qual foi testada em mais de uma concentracao e forma co-
mercial.("0

Fundamenta-se a utilizagdo do cranberry como me-
dida profilatica ao aumento da incidéncia de infec¢gdes do
trato urinario, principalmente em individuos do sexo femi-
nino, através de estudos que comprovam a atividade de
seus metabolitos inibindo a adesé@o da E. coli uropato-
génica ao tecido uroepitelial, atividade esta relacionada
principalmente as proantocianidinas presentes no
cranberry.(10.1)

CONCLUSAO

Com base nos resultados observados neste e em ou-
tros estudos podemos considerar que o cranberry apre-
senta acdo sobre a viruléncia da E. coli, porém, neste es-
tudo nédo apresentou atividade bacteriostatica e bactericida
frente a bactéria cultivada em meio de cultura. Entretanto,
usando-se concentra¢cdes, metodologias e formas comer-
cializadas diferentes em outros estudos, observou-se que
o cranberry inibe a adesdo da E. coli as células uro-
epiteliais. Para isso a metodologia deveria envolver o fa-
tor de adeséo as células e considerar a variabilidade bio-
légica.

Abstract

Objective: Within this context the aim of this study was to analyze the
antimicrobial effect of concentrated cranberry juice, on Escherichia coli.
Methods: Testing as disk diffusion, diffusion in microplate wells and
using the ATCC 25922 strain of E. coli bacteria. Results: The results
were compared with the positive and negative control, and data in the
literature, for better understanding of their potential antibacterial activity.
The end result was found that cranberry juice has no activity against the
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growth of Escherichia coli strain before realized methods. Conclusion:
There was not antimicrobial activity of cranberry juice on strains of
Escherichia coli.
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