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Atividade antimicrobiana do Ginkgo biloba em bactérias de
interesse clinico

Antimicrobial activity of Ginkgo biloba in bacteria of clinical
interest

RESUMO

O ginkgo (Ginkgo biloba, ginkgoaceae) é uma das espécies de arvores mais antigas do
mundo, de origem chinesa, é referida como um féssil vivo. O extrato alcodlico desta planta
foi avaliado quanto a atividade antimicrobiana em linhagens de bactérias de isolados
clinicos: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Clostridium
perfringens. Além da avaliacdo antimicrobiana, foi encontrado a Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) através do método de
microdiluicdo em caldo e “spot test”, respectivamente. Os resultados para CIM mostraram
que o extrato possui agdo inibidora contra todas as cepas, P. aeruginosa apresentou maior
sensibilidade com CIM de 15,6uL/mL, E. coli e C. perfringens foram inibidas a 62,5uL/mL e
S. aureus a 125 pL/mL. Ja para a CBM, aliquotas foram cultivadas em meio sélido onde foi
considerado bactericida quando ndo houve crescimento bacteriano visivel. O teste de CBM
demostrou que o extrato teve maior atividade bactericida para P. aeruginosa com morte
total bacteriana. O extrato de Ginkgo biloba apresenta resultados promissores quanto a
atividade bacteriostatica e bactericida em isolados clinicos.

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias patogénicas. Extratos naturais. Antimicrobianos
ABSTRACT

Ginkgo (Ginkgo biloba, ginkgoaceae) is one of the oldest tree species in the world, of
Chinese origin, is referred to as a living fossil. The alcoholic extract of this plant was
evaluated for antimicrobial activity in strains of bacteria from clinical isolates: Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Clostridium perfringens. In
addition to the antimicrobial evaluation, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
the Minimum Bactericidal Concentration (MBC) were found using the broth microdilution
method and spot test, respectively. The results for MIC showed that the extract has an
inhibitory action against all strains, P. aeruginosa showed greater sensitivity with MIC of
15.6uL / mL, E. coli and C. perfringens was inhibited at 62.5uL / mL, already S. aureus was
125 pL / mL. Already for CBM, aliquots were grown in a solid medium where it was
considered bactericidal when there was no visible bacterial growth. The MBC test showed
that the extract had greater bactericidal activity for P. aeruginosa with total bacterial death.
The extract of Ginkgo biloba shows promising results regarding bacteriostatic and
bactericidal activity in clinical isolates.

KEYWORDS: Pathogenic bacteria. Natural extract. Antimicrobials
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INTRODUGAO

O Ginkgo (Ginkgo biloba, Ginkgoaceae) é uma das espécies de arvores mais
antigas do mundo, de origem chinesa, é referida como um féssil vivo. E simbolo de
paz e longevidade. (LORENZI, 2002)

O extrato das folhas de G. biloba tem sido utilizado na China como um
medicamento tradicional para tratar algumas doengas como: asma, bronquite,
disfuncdo cardiaca, problemas de memdria, concentracdo, confusao, depressao,
ansiedade, tontura e dor de cabeca. No Brasil o estudo com G. biloba ainda é
recente, mas estudos realizados confirmam aplica¢cées do extrato da planta com o
intuito de promover maior circulacao sanguinea no cérebro, combater vertigens e
para melhorar a concentracdo e a memodria (MELO,2004; STEVEN, 2008;
BIRKS,2009)

Devido as caracteristicas do Ginkgo, fazem-se necessarios maiores estudos
guanto a atividade antimicrobiana do extrato desta planta, sobretudo, o efeito
antibacteriano sobre cepas de interesse clinico, principalmente aquelas onde é
encontrada resisténcia contra antibidticos conhecidos. Diante disso, esse trabalho
teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do extrato de G. biloba sobre
bactérias de isolados clinicos.

METODOLOGIA

Linhagens:

As cepas utilizadas neste experimento foram cedidas pelo Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de
Janeiro, RJ. As cepas foram obtidas a partir de isolados clinicos: Escherichia coli
(ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442) e Clostridium perfringens (ATCC 3624).

Extrato de Ginkgo biloba.

O extrato alcdolico de Ginkgo biloba foi produzido através da diluicdo de 1g
do cha de Ginkgo biloba em 25mL de dlcool 99,5%, essa solucdo foi levada ao
shaker sob agitacdo de 200 rpm e 40°C durante 24 horas.

A solucdo foi filtrada a vdcuo para separacdo dos sdlidos e realizou-se a
rotaevaporacdo a 37°C. Apds a evaporagao do solvente foi feita uma ressuspensdo
do extrato restante no baldo do rotaevaporador adicionando-se 10mL do solvente
e ajustou-se o volume final do extrato obtido. Em seguida, envasou-se o extrato
alcodlico de Ginkgo biloba em frascos ambar e os armazenou em freezer.

Determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM).

Os testes de CIM foram realizados segundo padronizacdo estabelecida pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS,2003). CIM é determinada
como a menor concentracdo do extrato capaz de impedir o crescimento
microbiano.
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Para a determinacdo da CIM, células vidveis das bactérias foram semeadas em
meio agar MH 48h antes do experimento. Apds o crescimento, foi realizado um
novo inoculo das bactérias em caldo MH e o material incubado em uma incubadora
Shaker (150rpm) por 06h a 359C.

Apds o periodo de incubacdo, as células foram ajustadas de acordo com a
escala 0,5 Mc Farland e distribuidas em microplacas de 96 pocos, dispostos em 12
colunas (1 a12) e 8 linhas (A a H). Cada uma dessas placas destinou-se a analise de
dois microrganismos. As linhas A, B e C foram destinadas a analise de uma bactéria,
as linhas D, E e F a outa bactéria. As linhas G e H foram divididas e destinadas ao
controle das bactérias do meio utilizado e do extrato. Em cada um dos pocos das
microplacas foram adicionados 100uL de caldo MH, em seguida, adicionou-se
100uL do extrato de G. biloba para obtencdo da concentracao inicial de 50%. As
concentragdes subsequentes do extrato alcodlico foram obtidas com a diluicdo
seriada partindo da concentracdo inicial de 50% (Coluna 1) até 0,24% (Coluna 12),
pela transferéncia de 100uL do conteldo do primeiro pogo até o ultimo.

As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas e posteriormente acrescentado
em cada po¢o 20l de uma solucdo aquosa Resazurina, e as microplacas incubadas
novamente a 35°C por mais 2 horas. A leitura para a determinacdo da CIM do
extrato foi realizada visualmente de acordo com Martins (2008), a cor azul nos
indica que ndo ha células viaveis, ja a cor rosa indica que ha células vidveis ndo
inibidas pelo extrato de G. biloba.

Determinagdo da concentragao bactericida minima (CBM) nas bactérias

A Concentragdo Bactericida Minima (CBM) é a menor concentragdo do
extrato com capacidade bactericida.

Para a determinacdo da CBM utilizou-se o método “spot test”. A partir dos
pocos nos quais ndo houve crescimento bacteriano visivel, no teste da CIM. Desta
foram, aliquotas foram semeadas com auxilio de um papel milimetrado na
superficie de uma placa de petri contendo dgar MH. As placas foram incubadas a
352C por 24 horas, apds esse periodo foi possivel observar qual concentragdo do
extrato foi capaz de impedir o crescimento.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os testes de microdilui¢do seriada do extrato de Ginkgo biloba demonstraram
que compostos apresentou agdo inibitdria contra todas as cepas avaliadas,
representado pela coloragdo azulada do meio (Figuras 1 e 2). A bactéria P.
aeruginosa teve maior sensibilidade, com uma CIM de 15,6uL/mL (Figura 2). As
bactérias E.coli e C. perfringens apresentaram inibicdo com a concentracdo de
62,5uL/mL do extrato, porém, para que ocorra a inibicdo de S. aureus é necessaria
uma concentracdo de 125 pL/mL do extrato, demonstrando que esta bactéria
apresenta menor resisténcia ao produto (Figuras 1 e 2)
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As figuras 1 e 2 mostram os resultados da CIM das bactérias testadas.

Figura 1- CIM do extrato de Ginkgo biloba sob as bactérias Escherichia coli e
Clostridium perfringens. O grupo controle corresponde ao caldo MH, alcool do extrato e a
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Fonte: Autoria prépria (2020)

Figura 2 - CIM do extrato de Ginkgo biloba sob as bactérias Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa. O grupo controle corresponde ao caldo MH, dlcool do extrato
e a bactérias
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Fonte: Autoria prépria (2020)

Com a obtengdo dos resultados da CIM, foi possivel estabelecer qual
concentragdo teve eficiéncia bactericida. Nas figuras 3 e 4 é possivel visualizar a
atividade bactericida dos microrganismos avaliados. Na concentrac¢do de
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62,5uL/mL observa-se auséncia total de formacgado de coldnias/crescimento de
P. aeruginosa, evidenciando a morte total bacteriana nesta concentracdo
(atividade bactericida). No entanto para as outras trés bactérias (E. coli, S. aureus
e C. perfringens) observa-se uma CBM de 125 uL/mL, desta forma, é necessario
uma maior concentracdo de extrato vegetal para que ocorra morte celular desses
inéculos demonstrando que nem sempre concentragdes bacteriostaticas sdo
similares aquelas bactericidas. Como os extratos vegetais apresentam varios
constituintes fitoquimicos, faz-se necessario uma maior concentracées do
composto para otimizar o efeito bactericida de um destes constituintes com
reconhecida atividade antibacteriana (MAYAUD et al., 2008).

Figura 3 - CBM do extrato de Ginkgo biloba sob as bactérias Escherichia coli e
Clostridium perfringens .
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Fonte: Autoria prépria (2020)
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Figura 4 - CBM do extrato de Ginkgo biloba sob as bactérias Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa.
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Fonte: Autoria prépria (2020)

Quando se compara na tabela 1 os resultados obtidos com a CIM e a CBM com
antibioticos tradicionalmente conhecidos, observa-se que o extrato vegetal de G.
biloba apresenta valores superiores tanto na inibicdo quanto na morte celular.
Compostos isolados de plantas diferentemente dos antibidticos apresentam varios
constituintes e grandes diferencas estruturais, o que os tornam menos efetivos em
concentragdes menores quando comparados com aqueles, que sdo sintetizados
puros geralmente a partir de microrganismos e/ou industrialmente (GONCALVES
et al.,, 2005). No entanto, os extratos naturais além de apresentarem efeitos
sinérgicos também sdo conhecidos por terem menores efeitos colaterais (SALEEM
et al., 2010).

De acordo com Chavasco et al. (2014) e Simonetti et al. (2016) valores de
CIM inferiores a 100 uL/mL representam uma boa atividade antimicrobiana;
valores situados entre 100 e 500 pL/mL indicam atividade moderada, entre 500 e
1000 pL/mL equivalem a uma fraca atividade antimicrobiana. Desta forma, o
extrato vegetal de Ginkgo biloba apresentou uma forte acdo inibitdria para as
bactérias testadas.
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Tabela 1 — CIM e CBM do extrato de Ginkgo biloba para as bactérias avaliadas.

Extrato

Bactérias Ginkgo biloba S (gt
CIM (ul/mL)  CBM (ul/mL) Gentamicina  Ampicilina
E. coli 62,5 125 0,19 3,12
S. aureus 125 125 0,09 0,09
P. aeruginosa 15,6 62,5 0,9 Resistente
C. perfringens 62,5 125 * *

Fonte: Autoria propria (2020) e Cleverson Busso (2017) . (*) Ndo avaliado

CONCLUSOES

Considerando que o extrato vegetal de Ginkgo biloba apresentou atividade
inibitdria nas cepas testadas inferior a 100 uL/mL, e que segundo a literatura
esses valores sdo considerados como bons inibidores, sugere-se que este
composto apresente caracteristicas promissoras na complementagdo natural de
antimicrobianos. Vale destacar que o composto foi efetivo contra uma bactéria
resistente ao antibidtico ampicilina. A seguranga quanto ao seu uso principalmente
em areas como controle bioldgico, alimentos e antissépticos deve ser melhor
investigada.
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