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RESUMO 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e moduladora do 

extrato metanólico obtido das folhas de Azadirachta indica A., frente às bactérias padrões e 

multirresistentes Escherichia coli e Staphyloccus aureus, para o grau de modulação foram 

usados antibióticos, como: amicacina e gentamicina. Realizando o estudo através da técnica 

de microdiluição. Os ensaios foram feitos em triplicata, e expressos como a média 

geométrica. A análise estatística foi aplicada à variância de duas vias seguida pelo teste de 

Bonferroni utilizando o software GraphPadPrism 5.0. Na atividade antibacteriana realizada 

pelo método de Concentração Inibitória Mínima (CIM) obteve resultados ≥ 1024μg/mL para 

ambas as cepas. Nos testes de modulação não apresentou resultado clinicamente relevante 

quando associado à bactéria multirresistente E. coli, entretanto, quando testado frente a S. 

aureus obteve atividade sinérgica. Novas e aprofundadas pesquisas devem ser desenvolvidas 

em busca da ampliação e comprovação do conhecimento da espécie estudada. Os resultados 

obtidos são promissores e poderão estimular no desenvolvimento de outras novas pesquisas. 

Palavras-chave: Azadirachta indica, resistência bacteriana, extrato. 

 

ABSTRACT 

 

The present work had as objective to evaluate the bacterial and modulating resistance of the 

methanolic extract of the leaves of Azadirachta indica A., against standards of bacteria and 

multiresistant Escherichia coli and Staphyloccus aureus, as the degree of modulation were 

used antibiotics, as: amicacin and gentamycin. Performing the method through the 

microdilution technique. Osbons were made in triplicate, and expressed as a geometric mean. 

Statistical analysis was applied to the two-way variance conducted by the Bonferroni test 

using GraphPadPrism 5.0 software. In the antibacterial activity performed by the Minimum 

Inhibitory Concentration (MIC) the result is ≥ 1024μg / mL for both strains. Modulation testes 

were not gravitationally associated with E. coli multiresistant bacteria; however, when tested 

against S. aureus it became a synergistic activity. New and deep research must be found in 

search of the magnification and proof of knowledge of the species studied. The results 

obtained are promising and exhausting in the development of other new researches. 

Keywords: Azadirachtaindica, bacterial resistance, extract. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A resistência bacteriana tem se tornado um problema devido à utilização de fármacos 

de maneira inadequada ou até mesmo sem prescrições médicas (GRILLO et al., 2013). No 

caso da bactéria Escherichia coli, esta possui reservatórios que contém genes de resistência 

aos antimicrobianos (KORB et al., 2013), Já a bactéria Staphylococcus aureus, apresenta 

mecanismos de defesas que conseguem atuar contra alguns fármacos (LIMA et al., 2015). 

Na tentativa de obter resultados frente à resistência bacteriana, as plantas medicinais 

vêm crescendo cada dia mais. O uso de fitoterápicos como ferramenta terapêutica começou de 

forma intuitiva e ao passar do tempo, começaram a distinguir os vegetais onde pudessem 

utilizá-los para fins benéficos à saúde e conhecerem se seriam tóxicos ao seu organismo 

(LEITE et al., 2009). Em muitas ocasiões a utilização de plantas medicinais representa a única 

forma de tratamento de enfermidades (MACIEL et al., 2002). 

Azadirachta indica, conhecida popularmente como nim, vem sendo utilizada nos 

tempos atuais para controle de pragas, bem como no tratamento de inflamações, infecções 

virais, hipertensão e febre (MOSSINI; KEMMELMEIER, 205). Planta de porte arbóreo 

médio, que pode chegar de 15 a 30 metros (OWNA et al., 2009). È chamada atenção pela 

presença de limonóide na sua composição, denominado azadirachtina, composto capaz de 

atuar sob a ação de alguns insetos. Os efeitos de azadirachtina frente aos insetos incluem 

fatores de crescimento, metamorfose, repelência e anormalidades anatômicas (VIEIRA; 

PERES, 2017). 

 As bactérias são os principais microrganismos causadores de doenças, 

caracterizando-se pelo agravamento destas patologias, pelo fato da incapacidade de atuação 

de alguns antibiótios antimicrobianos. Assim, a pesquisa acerca da Azadirachta indica A. os 

seus compostos diante das bactérias resistentes é de suma importância, visto que através desse 

estudo poderá gerar novas drogas farmacêuticas para fins antibacterianos. 

 Dessa forma, o presente estudo obteve como finalidade avaliar a atividade 

antibacteriana e moduladora do extrato metanólico das folhas de Azadirachta indica A. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 DELINEAMENTOS DA PESQUISA E LOCAL DE ESTUDO 

 

Trata-se de um estudo experimental, realizado no Laboratório de Microbiologia do 

Centro Universitário Leão Sampaio - Unileão, localizado na cidade de Juazeiro do Norte – 

CE. 

 

2.2 MATERIAL VEGETAL 

 

As folhas da Azadirachta indica A. foram coletadas no mês de agosto de 2018, no sítio 

Arajará localizado no município de Barbalha-Ceará, Brasil. 

 

2.3 PREPARAÇÃO DO EXTRATO METANÓLICO 

 

 Para preparação do extrato, foram coletadas as folhas que permaneceram submersas no 

solvente metanólico por 72h. Após esse período, o eluente foi filtrado em papel filtro para 

separação dos resíduos sólidos e concentrado em condensador rotativo a vácuo e banho-maria 

(model Q-214M2 – Quimis, Brazil) (BRASILEIRO et al., 2006), obtendo-se a massa de 

extrato bruto. 

 

2.4 CEPAS MICROBIANAS 

 

Os microrganismos utilizados nos testes foram obtidos através do Laboratório de 

Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri (URCA). 

Foram utilizadas as linhagens padrão e multirresistente das bactérias Escherichia coli ATCC 

25922 e Escherichia coli 27, Staphylococcus aureus ATCC 25922 e Staphylococcus aureus 

358. Antes dos ensaios, as linhagens foram cultivadas a 35ºC por 24 horas em Brain Heart 

Infusionbroth– BHI (DifcoLaboratoriesLtda). 
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Tabela 1. Origem bacteriana e perfil de resistência a antibióticos 

Bactéria Origem Resistência a antibióticos 

Staphylococcus aureus(SA 358) Feridacirúrgica Oxa, Gen, Tob, Ami, Ca, Neo, Para, 

But, Sis, Net 

 

Escherichia coli(EC 27) Feridacirúrgica Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc, 

Cf, Caz, Cip, Clo, Im, Can, Szt, Tet, 

Tob 

   

Ast-Azitromicina; Ax- Amoxacilina; Amp-Ampicilina; Ami-Amicacina; Amox-Amoxilina, Ca-Cefalexina; Cfc- 

cefaclor; Cf- Cefalotina; Caz-Ceftazinidima; Cip-Ciprofloxacino; Clo –Clorafenicol; Im-Imipenem; Can-

Canamicina; Szt-Sulfametoxazol, Tet-Tetraciclina; Tob- Tobramicina; Oxa- Oxacilina; Gen-Gentamicina; Neo- 

Neomicina; Para- Paramomicina; But- Butirosine; Sis-Sisomicina; Net- Netilmicina 

 

2.5 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA E MODULAÇÃO 

 

Para os testes foram utilizadas soluções preparadas a partir do extrato, sob uma 

concentração de 10 mg/mL, dissolvidos em DMSO (dimetil sulfóxido), em seguida foi diluído 

com água destilada para uma concentração de 1024 μg/mL. 

A CIM (concentração inibitória mínima) foi determinada em ensaio de microdiluição 

em caldo (NCCLS, 2003) utilizando-se um inóculo de 100 μL de cada linhagem, suspensas 

em caldo BHI que apresentara uma concentração de 10
5
 UFC/mL em placas de microdiluição 

com 96 poços, com diluições em série ½. Em cada poço foi adicionado 100μL de solução do 

extrato. As concentrações finais do extrato foram variadas entre 512 – 8 μg/mL.  

 As CIM foram registradas como as menores concentrações para a inibição do 

crescimento. Para evidenciá-las, foi preparada uma solução indicadora de resazurina sódica 

(Sigma) em água destilada estéril na concentração de 0,01% (p/v). Após a incubação, 20 μL 

da solução indicadora foram adicionados em cada cavidade e as placas passarão por um 

período de incubação de 1 hora em temperatura ambiente. A mudança da coloração azul para 

rosa é devido à redução da resazurina, que indica o crescimento bacteriano (JAVADPOUR et 

al., 1998), auxiliando a visualização da CIM. Esta é definida como a menor concentração 

capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado pela cor azul inalterada.  
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O extrato foi misturado em caldo BHI 10% em concentrações subinibitórias, obtidos e 

determinados após a realização de teste de avaliação da CIM, sendo que para o teste de 

modulação a concentração da solução de extrato foi reduzida 8 (oito) vezes (CIM/8). A 

preparação das soluções de antibióticos foi realizada com a adição de água destilada estéril 

em concentração dobrada (1024 μg/mL) em relação à concentração inicial definida e volumes 

de 100 μL diluídos na proporção de 1:1 em caldo BHI 10%. Em cada cavidade com 100μL do 

meio de cultura conteve suspensões bacteriana diluída (1:10). Os mesmos controles utilizados 

na avaliação da CIM para os extratos foram utilizados durante a modulação (COUTINHO et 

al., 2009). As placas preenchidas foram incubadas a 35ºC por 24 horas e após esse período a 

leitura foi evidenciada pelo uso da resazurina como citado anteriormente no teste de 

determinação da CIM. Os ensaios foram feitos em triplicata, e expressos como a média 

geométrica. 

 

2.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística foi aplicada à análise de variância de duas vias seguida pelo teste 

de Bonferroni utilizando o Software GraphPadPrism 5.0. 

 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Na análise da atividade antibacteriana realizada pelo método de Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) do extrato metanólico das folhas de Azadirichta indica A. frente às 

bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus foi obtito resultado ≥ 1024μg/mL 

(TABELA 1).  

Tabela 1. Concentração inibitória mínima (CIM) (μg/mL) do extrato metanólico de Azadirachta 

indica A. 

 

Extrato EC 27 EC-ATCC 

 10536 

SA 358 SA-ATCC 

   25922 

EMAI ≥1024 ≥1024 ≥1024    ≥1024 
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EMAI – Extrato Metanólico de Azadirichta indica A.; EC – Escherichia coli; SA – Sthaphylococcus 

aureus. 

O extrato não apresentou efeito significativo frente às cepas analisadas possivelmente, 

devido a baixa concentração de alguns constituintes na sua composição, bem como a presença 

de bombas de efluxo na célula gram-positiva e negativa. As bombas de efluxo presentes na 

membrana plasmática de E. coli (COUTINHO et al. 2008), bem como a presença da 

membrana externa, formada por lipopolissacarídeos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012), 

podem está relacionadas com a baixa atividade anatibacteriana apresentada pelo extrato 

utilizado neste estudo. 

Através de outra metodologia, em estudo realizado por Chattopadhyay et al. (2009) 

evidenciou que os extratos etanólicos e aquosos das folhas de A. indica possui uma grande 

atividade inibitória contra as cepas de S. aureus. Assim como, pesquisa feita por Alves et al. 

(2009), mostrou que o extrato das folhas de A. indica apresenta efeito antibacteriano frente as 

cepas de S. aureus e Escherichia coli. 

No entanto, em estudo semelhante, realizado por Beraldo et al. (2014), este mostrou 

que a atividade a base do extrato hexano e álcool etílico de A. indica não apresentaram êxito 

quanto ao efeito antifúngico, possuindo apenas uma ação discreta quando relacionada ao 

extrato a base de acetato de etila.  

Figura1. Concentração inibitória mínima (CIM) (μg/mL) de aminoglicosídeos na ausência e presença 

de EMAI e bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. 

 

 

A utilização de produtos naturais de origem vegetal quando associado a antibióticos 

pode reverter ou modular a sua ação, o que pode alterar na resposta final (GIBBONS, 2004). 

A junção de aminoglicosídeos (Amicacina e Gentamicina) com extratos pode ser uma solução 
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acessível, pois havendo sinergismo resultaria em uma diminuição da dose terapêutica, 

consequentemente minimizaria efeitos colaterais emitidas por essa classe de antibióticos 

(FIGUEREDO et al., 2013).  

Na associação do extrato metanólico com os fármacos comerciais junto às bactérias E. 

coli e S. aureus, em concentração sub-inibtória, mostrou-se que não obteve a efeito 

modulador clinicamente relevante quando associado à bactéria multirresistente E. coli. 

Entretanto, quando colocados frente a S. aureus, obteve atividade sinérgica, tendo resultados 

diferentes referentes aos antibióticos.  

Para a literatura, a utilização e produtos vegetais frente aos microrganismos 

apresentam atividade mais intensa em bactérias Gram-positiva, comparada com a Gram-

negativa, como aconteceu no resultado da pesquisa (OLIVEIRA et al., 2007).  

Segundo Madigan et al (2004) bactérias Gram-Positiva, como é o caso do 

Staphylococcus aureus, apresentam uma sensibilidade maior frente aos antibióticos, 

comparado com a Escherichia coli, pois, as Gram-negativa, em geral, possui maior resistência 

devido complexidade da sua membrana plasmática, o que pode dificultar a ação de produtos 

naturais e a atividade de alguns antibióticos (HOLLEY; PATEL, 2005). Tafur et al (2008) diz 

que bactérias desse gênero expressam enzimas capazes de causar alterações na composição do 

antibiótico, fazendo com que este não exerça a sua função.   

 

 

4 CONCLUSÃO 

 

O estudo mostrou que o extrato metanólico das folhas de Azadirichta indica A. não 

apresentaram atividade relevante frente às cepas das bactérias Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus. No entanto, a modulação feita com extrato da mesma, quando 

acompanhado de aminoglicosídeos (amicacina e gentamicina), apresentava resultados 

distinto, apontando que o extrato quando junto à amicacina e gentamicina não apresentava 

resultados relevantes ligado a E. coli, entretanto, quando relacionado a S. aureus destaca-se 

por apresentar resultados estatisticamente significantes. 

 Novas e aprofundadas pesquisas devem ser desenvolvidas em busca da ampliação e 

comprovação do conhecimento da espécie estudada. Os resultados obtidos são promissores e 

poderão estimular no desenvolvimento de outras novas pesquisas. 
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