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RESUMO 
 
 

Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae são patógenos prioritários globais 
resistentes a antibióticos, portanto, é relevante encontrar métodos alternativos para 
controlá-los, e os fitoterápicos têm sido investigados para essa finalidade. Em vista 
disso, o objetivo desse estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme do 
extrato glicólico de Hamamelis virginiana (hamamélis) e do extrato hidroalcóolico de 
Punica granatum (romã) isolados e em combinação sobre cepas ATCC e clínicas de 
A. baumannii e K. pneumoniae. Primeiramente, foi determinada a Concentração 
Inibitória Mínima (CIM) e a Concentração Microbicida Mínima (CMM) pelo teste de 
microdiluição em caldo, segundo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 
após, o potencial antimicrobiano da combinação entre esses extratos foi analisado 
sobre esses micro-organismos por meio da técnica “checkerboard”. Posteriormente, 
a redução da atividade metabólica dos biofilmes foi avaliada pelo teste de MTT 
(contato de 5 min e 24h), para tanto a CMM e as duas concentrações acima dela 
foram utilizadas. A concentração correspondente a 2X a CMM dos extratos 
combinados foi utilizada no teste de MTT para o tratamento dos biofilmes no tempo 
de 5 min e 24h. Os extratos isolados e combinados apresentaram ação microbicida 
contra A. baumannii e K. pneumoniae na forma planctônica. O extrato de romã 
apresentou CMM de 1,71 a 3,43 mg/mL para A. baumannii e de 3,43 a 13,75 mg/mL 
para K. pneumoniae, enquanto que Hamamélis exibiu CMM de 12,5 a 25 mg/mL 
para A. baumannii e de 25 a 50 mg/mL para K. pneumoniae. O uso combinado dos 
extratos resultou em treze concentrações aditivas para A. baumannii e quinze para 
K. pneumoniae. A redução de viabilidade em biofilmes de A. baumannii chegou a 
64,94% para o extrato de romã, e 83,45% para o extrato de Hamamélis. K. 
pneumoniae apresentou redução máxima de 75,66% com extrato de Romã e de 
76,56% com o extrato de Hamamelis. A redução do biofilme variou conforme a 
concentração e cepa quando tratado com a combinação dos extratos. Com isso, 
pode-se concluir que os extratos apresentam importante ação antibacteriana e 
antibiofilme sobre os patógenos avaliados, podendo ser considerados potenciais 
agentes terapêuticos para o combate destes patógenos. 
  
 
 
Palavras-chave: Acinetobacter baumannii. Klebsiella pneumoniae. Punica granatum. 
Hamamelis virginiana. Medicamentos fitoterápicos. Antibacterianos. 



 
 

Liberato SFS. Pomegranate and witch hazel extracts: is there antimicrobial action on 
clinical strains of multiresistant Acinetobacter baumannii and Klebsiella pneumoniae? 
[dissertation]. São José dos Campos (SP): São Paulo State University (Unesp), 
Institute of Science and Technology; 2021. 

 
 

ABSTRACT 
 
 

Acinetobacter baumannii and Klebsiella pneumoniae are global priority antibiotic 
resistant pathogens, therefore, it is relevant to find alternative methods to control 
them, and herbal medicines have been investigated for this purpose. In view of this, 
the aim of this study was to evaluate the antimicrobial and antibiofilm activity of the 
glycolic extract of Hamamelis virginiana (witch hazel) and the hydroalcoholic extract 
of Punica granatum (pomegranate) isolated and in combination on ATCC and clinical 
strains of A. baumannii and K. pneumoniae. First, the Minimum Inhibitory 
Concentration (MIC) and the Minimum Microbicide Concentration (MMC) were 
determined by the broth microdilution test, according to the Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI), after which the antimicrobial potential of the combination 
of these extracts was analyzed on these microorganisms through the “checkerboard” 
technique. Subsequently, the reduction of the metabolic activity of biofilms was 
evaluated by the MTT test (5 min and 24h contact), for both the CMM and the two 
concentrations above it were used. The concentration corresponding to 2X the CMM 
of the combined extracts was used in the MTT test for the treatment of biofilms in a 
time of 5 min and 24h. The isolated and combined extracts showed microbicidal 
action against A. baumannii and K. pneumoniae in the planktonic form. The 
pomegranate extract showed MMC from 1.71 to 3.43 mg/mL for A. baumannii and 
from 3.43 to 13.75 mg/mL for K. pneumoniae, while Witch Hazel exhibited MMC from 
12.5 to 25 mg µg/ml for A. baumannii and from 25 to 50 mg/ml for K. pneumoniae. 
The combined use of the extracts resulted in thirteen additive concentrations for A. 
baumannii and fifteen for K. pneumoniae. The viability reduction in A. baumannii 
biofilms reached 64.94% for the pomegranate extract, and 83.45% for the Witch 
Hazel extract. K. pneumoniae showed a maximum reduction of 75.66% with 
Pomegranate extract and 76.56% with Hamamelis extract. Biofilm reduction varied 
according to concentration and strain when treated with the combination of extracts. 
Thus, it can be concluded that the extracts have an important antibacterial and 
antibiofilm action on the evaluated pathogens, and can be considered potential 
therapeutic agents to combat these pathogens. 
 
 
 
Keywords: Acinetobacter baumannii. Klebsiella pneumoniae. Punica granatum. 
Hamamelis virginiana. Herbal medicines. Antibacterials. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O primeiro antimicrobiano a ser descoberto foi o arsênico derivado de 

arsfenamina conhecido como salvarsan, um fármaco sintetizado por Ehrlich em 1910 

para tratar a sífilis. Na década de 30, Domagk desenvolveu uma nova classe de 

antibiótico: as sulfonamidas e, em 1928, Fleming descobriu a penicilina que foi um 

grande marco na história dos antibióticos (Mohr, 2016; Saga, Yamaguchi, 2009). Os 

anos seguintes da descoberta da penicilina foram chamados de “idade do ouro”, 

durante esse período novos antibióticos surgiram. Como previu Fleming a alta 

demanda de antibióticos levou a população a uma era de abuso, o uso excessivo e 

inadequado dos antimicrobianos por meio de seleção resultou no surgimento de 

cepas resistentes (Lobanovska, Pilla, 2017; Mason et al., 2018; Ventola, 2015). 

 A resistência bacteriana pode ser do tipo intrínseca ou adquirida, a 

resistência intrínseca é aquela que ocorre devido a uma característica estrutural ou 

funcional das bactérias, como ocorre com Klebsiella pneumoniae que é naturalmente 

imune a ampicilina devido a produção de β-lactamase e a resistência adquirida pode 

ocorrer por meio de transdução, conjugação e transformação e podendo ser 

transferida entre bactérias da mesma espécie e espécies diferentes (Exner et al., 

2017). Outra forma de exercer a resistência antimicrobiana é por meio da formação 

de biofilmes, estruturas formadas por bactérias ligadas entre si e a superfícies 

envolvidas por uma matriz polimérica extracelular. O biofilme aumenta a resistência 

bacteriana ao sistema imunológico, a desinfetantes e antibióticos (Banin et al., 

2017), quando as bactérias estão na forma de biofilmes apresentam resistência 

antimicrobiana significativamente maior em relação às células planctônicas (Sun et 

al., 2013).  

A Organização Mundial de Saúde (OMS) publicou uma lista de patógenos 

prioritários globais resistentes a antibióticos, nessa lista as bactérias Gram-negativas 

ganharam um destaque por apresentarem maior resistência a antibióticos quando 

comparado as Gram-positivas, isso ocorre devido à impermeabilidade relativamente 

maior na membrana externa das bactérias Gram-negativas  (Banin et al., 2017; Hall, 

Mah, 2017). 

Acinetobacter baumannii é uma bactéria Gram-negativa que ocupa o 
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primeiro lugar da lista de patógenos prioritários da OMS e anteriormente era 

considerado um patógeno de baixo grau, no entanto, tornou-se endêmico em 

hospitais devido ao rápido desenvolvimento de resistência e à sua notável 

capacidade de suportar ambientes adversos (Hardin et al., 2018; Lin, Lan, 2014). A. 

baumannii pode ocasionar uma variedade de infecções, como: infecção do trato 

respiratório inferior (Gai et al., 2019; Grosse-Onnebrink et al., 2019) principalmente 

pneumonia associada à ventilação mecânica (Metan et al., 2020; Sarda et al., 2019), 

bacteremia (Zhou et al., 2019), infecção do sistema nervoso central (Liang et al., 

2019), pericardite (Liu et al., 2019) e ventriculite (Chen et al., 2019). 

De acordo com Centers for Disease Control and Prevention (2013), a maioria 

das cepas de A. baumannii associadas à infecção são multirresistentes e, nos 

Estados Unidos (EUA), estima-se que 7300 infecções por A. baumannii ocorram a 

cada ano resultando em 500 mortes. Morfin-Otero e Dowzicky (2012) avaliaram 

o aumento da resistência de A. baumannii entre 2004 e 2009 e observaram que no 

Oriente Médio as maiores taxas de resistência foram apresentadas em 2009 para 

ceftriaxona (83,6%), piperacilina-tazobactam (82,0%) e ceftazidima (80,3%). Rizk e 

El-Khier (2019) observaram que metade dos A. baumannii isolados de pacientes 

internados em unidade de terapia intensiva (UTI) são resistentes aos 

aminoglicosídeos, amicacina e gentamicina. A resistência a múltiplos antibióticos 

também foi observada em um hospital do Paquistão, onde 96,7% dos isolados de A. 

baumannii eram multirresistente e 9,6% apresentavam resistência a colistina, que é 

considerada terapia de última linha para tratar infecções causas por A. baumannii 

multirresistente (Al-Kadmy et al., 2020; Hameed et al., 2019). Acredita-se que A. 

baumannii é resistente a quase todos os antibióticos utilizados na prática clínica (Lin, 

Lan, 2014), e essa resistência é creditada a uma variedade de mecanismos, 

incluindo a modificação do sítio alvo, enzimas de inativação, bomba de efluxo, 

porinas, presença de lipopolissacarídeo e a troca de genes de resistência (Abdi et 

al., 2020; Dijkshoorn et al., 2007; Skariyachan et al., 2019).  

Além de A. baumannii outra bactéria que merece destaque devido a 

crescente resistência a múltiplos fármacos é K. pneumoniae, que tem sido um 

grande desafio para os cuidados de saúde em todo o mundo (Gomez-Simmonds, 

Uhlemann, 2017). K. pneumoniae é uma espécie Gram-negativa em forma de 

bastonete pertencente à família das Enterobacteriaceae conhecida por causar 
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pneumonia (Gao et al., 2019), infecções do trato urinário (Liu et al., 2020), infecções 

na corrente sanguínea (Namikawa et al., 2019), fasceíte necrosante (Rahim et al., 

2019), meningite (Xu et al., 2019) e outras doenças nosocomiais. K. pneumoniae 

está entre os agentes mais desafiadores das infecções hospitalares por apresentar 

resistência aos antibióticos β-lactâmicos, quinolonas e aminoglicosídeos, limitando 

as opções terapêuticas no tratamento clínico das doenças (Blin et al., 2017). Yu et 

al. (2019) avaliaram o perfil de resistências de K. pneumoniae isoladas de pacientes 

internados em um hospital universitário e revelaram que todas as cepas são 

resistentes aos antibióticos: cefalosporinas, penicilinas, quinolonas e 

carbapenêmicos. Acredita-se que a resistência a múltiplos fármacos apresentada 

por K. pneumoniae esteja relacionada a presença de plasmídeos (Wang et al., 

2020), bomba de efluxo (Lv et al., 2020), cápsula com lipopolissacarídeo (Opoku-

Temeng et al., 2019), produção de enzimas (Keshi et al., 2019), entre outros. 

A. baumannii  e K. pneumoniae  são as principais causadoras de infecções 

nosocomiais em todo o mundo, além de serem patógenos prioritários, esses micro-

organismos também fazem parte do grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, Pseudomonas aeruginosa e 

Enterobacteriaceae), micro-organismos conhecidos por causar infecções 

hospitalares e conseguir “escapar” dos antibióticos (Bhagirath et al., 2019; 

Nakonieczna et al., 2019).  

Estudos recentes, realizados em diferentes hospitais, investigaram as 

infecções causadas por bactérias Gram-negativas multirresistentes e os principais 

patógenos encontrados foram A. baumannii e K. pneumoniae, sendo possível 

observar que o número de patógenos resistentes aos antibióticos é maior 

principalmente nas UTIs (Berberian et al., 2019; Lee et al., 2019). A presença 

desses patógenos em hospitais tem contribuído com o aumento dos danos 

colaterais da atual pandemia de COVID-19 (Lai et al., 2021). A COVID-19 é uma 

síndrome respiratória aguda grave causada por um coronavírus denominado SARS-

CoV-2, foi relatado pela primeira vez em dezembro de 2019 em uma província 

chinesa e desde então tem se espalhado pelo mundo (Sharifipour et al., 2020). 

Cerca de 15% dos pacientes com COVID-19 precisam de tratamento intensivo com 

suporte de ventilação mecânica, favorecendo o surgimento de infecções 

nosocomiais. A coinfecção bacteriana em pacientes com infecções virais 
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respiratórias são causas frequentes de mortalidade em pandemias (Möhlenkamp, 

Thiele, 2020; Westblade et al., 2021). Ramadan et al. (2020) verificaram que 10,7% 

dos pacientes internados com COVID-19 em um hospital do Egito apresentaram 

coinfecção bacteriana, K. pneumoniae correspondeu a 28,5% dos isolados e A. 

baumannii foi encontrado em 9,5% das amostras. Resultado semelhante foi obtido 

por Vijay et al. (2021) que investigou a incidência de coinfecção em pacientes 

internados em dez hospitais indianos, K. pneumoniae e A. baumannii foram os 

patógenos predominantes nas amostras, correspondendo a 29,3 e 21,07%, 

respectivamente. Dentre os isolados de K. pneumoniae foi observado que 91,7% era 

resistente a ceftriaxona, 82% resistente a fluoroquinolonas, 79,2% foram resistentes 

a combinações de inibidores de β-lactamase, piperacilina / tazobactam. A. 

baumannii apresentou resistência a quase todos os antibióticos testados, a maior 

porcentagem foi observado sobre à ceftazidima (96%), seguida por meropenem 

(94%). 

De acordo com Walsh (2003), todo antibiótico introduzido no uso clínico tem 

utilização limitada, pois na presença contínua desse antibiótico bactérias serão 

selecionadas devido aos mecanismos intrínsecos e adquiridos. A busca por 

fármacos alternativos para o tratamento de infecções microbianas tem aumentado e 

os fitoterápicos são uma alternativa para superar a resistência microbiana (Siebra et 

al., 2016). A fitoterapia faz parte da medicina natural, e consiste na utilização dos 

vegetais para o tratamento de doenças e melhora da saúde (Palharin et al., 2008).  

A utilização de plantas para fins terapêuticos é muito antiga e está 

profundamente relacionada com a evolução do homem. Cerca de 40% dos 

medicamentos foram desenvolvidos direta ou indiretamente utilizando produtos 

naturais, assim distribuídos: 25% de plantas, 12% de micro-organismos e 3% de 

animais (Brasil., 2016; Oliveira et al., 2006). Desde a Declaração de Alma-Ata, em 

1978, a OMS tem salientado a necessidade de se valorizar o uso de plantas 

medicinais no contexto terapêutico, acredita-se que aproximadamente 80% da 

população mundial utilizam plantas ou seus compostos na atenção primária à saúde 

(Anvisa, 2018). Em fevereiro de 2009, o Ministério da Saúde divulgou a Relação 

Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Único de Saúde 

(RENISUS), onde se encontram as plantas medicinais que possuem potencial para 

fornecer produtos de interesse ao SUS (Sistema Único de Saúde). 



13 

 

   
 

Dentre as plantas de interesse do SUS, Punica granatum (Punicaceae) 

popularmente conhecida como romã, é uma árvore utilizada como agente 

terapêutico desde a antiguidade (Vučić et al., 2019; Wang et al., 2018). P. granatum 

apresenta diversas indicações medicinais, como: radioprotetor (Thotambailu et al., 

2018), antifúngico (Bassiri-Jahromi et al., 2018; Kumar et al., 2020), anticâncer 

(Bassiri-Jahromi, 2018), vasculoprotetores (Wang et al., 2018), antioxidante (Jacob 

et al., 2018), antidiabético (Barathikannan et al., 2016; Tang et al., 2018), antiviral 

(Moradi et al., 2019) e antibacteriano (Joshi et al., 2019). Os efeitos terapêuticos de 

P. granatum são atribuídos aos taninos, flavonoides, esteroides, fenólicos, 

glicosídeos cardíacos, antocianinas, alcalóides e outros fitoquímicos bioativos 

(Jacob et al., 2018; Trabelsi et al., 2020). 

O extrato aquoso de P. granatum apresentou ação antimicrobiana sobre 

algumas espécies de interesse odontológico como Streptococcus mutans, 

Streptococcus sanguinis, Enterococcus faecalis (Mallya et al., 2019; Millo et al., 

2017) e estudos anteriores também demonstraram a ação de diferentes extratos de 

P. granatum sobre bactérias resistentes de interesse médico como Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (Khan et al., 2017; Trabelsi et al., 

2020). O potencial antibiofilme do extrato de P. granatum foi demonstrado sobre 

biofilmes de S. aureus resistente à meticilina, E. coli, Candida albicans, S. sanguinis, 

Streptococcus sobrinus, Streptococcus salivarius, S. mutans, E. faecalis e 

nanopartículas de prata tratadas com extrato etanólico foram capazes de reduzir o 

biofilme de cepas ATCC de P. aeruginosa (Bakkiyaraj et al., 2013; Habibipour et al., 

2019; Vahid Dastjerdi et al., 2014). A atividade antibacteriana de P. granatum sobre 

A. baumannii e K. pneumoniae já foi relatada anteriormente (Khan et al., 2017; Rafiq 

et al., 2016), porém, não são encontrados na literatura estudos que avaliem a ação 

do extrato hidroalcóolico sobre biofilme de K. pneumoniae e A. baumannii 

multirresistente, portanto, o presente trabalho irá contribuir para uma maior 

elucidação do potencial antimicrobiano desse extrato. 

Assim como P. granatum, Hamamelis virginiana (Hamamelidaceae) é uma 

planta utilizada na medicina tradicional há muitos anos (Solis-Arevalo et al., 2019) 

principalmente no tratamento de doenças dermatológicas (Amaturo et al., 2020; 

Reuter et al., 2010; Trüeb, 2014). Estudos anteriores também comprovam a ação 

anti-hemorrágica, antiviral, anti-câncer, antitripanossoma e antigenotóxico de H. 
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virginiana (Dauer et al., 2003; Habtemariam, 2002; Jain et al., 2016; Sánchez-Tena 

et al., 2012; Theisen et al., 2014). Os efeitos terapêuticos de H. virginiana são 

atribuídos aos compostos fenólicos, flavonóis e principalmente aos taninos 

(Duckstein et al., 2012; Duckstein, Stintzing, 2011; Touriño et al., 2008) 

A atividade antibacteriana de H. virginiana foi avaliada contra culturas 

planctônicas de S. aureus resistente a meticilina, Staphylococcus epidermidis, E. coli 

e P. aeruginosa e mostrou atividade inibidora contra todos os micro-organismos 

avaliados, além de inibir a toxina produzida por S. aureus (Rasooly et al., 2020b). 

Kiran et al. (2008) descreveram a atividade antibacteriana do hamamelitanino (tanino 

encontrado na casca de H. virginiana) sobre S. aureus e S. epidermidis, 

demonstrando que os resultados são interessantes para o tratamento de infecções 

estafilocócicas. Kirsch et al. (2020) revelaram que o chá de folha de H. virginiana 

reduz a colonização inicial o biofilme em placas de esmalte bovino. A ação 

antibacteriana de H. virginiana é pouco relatada na literatura, esse estudo trará 

resultados inovadores sobre o efeito antibacteriano e antibiofilme do extrato glicólico 

de H. virginiana sobre os patógenos prioritários A. baumannii e K. pneumoniae.  

Grandes partes dos estudos que avaliam a atividade biológica dos extratos 

de plantas verificam a sua ação isolada, entretanto, os extratos podem ser utilizados 

de forma combinada para aumentar a eficácia antimicrobiana e diminuir o 

surgimento de bactérias resistentes (Shekar et al., 2018), as bactérias resistentes 

aos fármacos são amplamente registradas na literatura e as infecções causadas por 

essas bactérias aumentam o tempo de internação dos pacientes (Arefian et al., 

2016), custam milhões aos governos (Schmier et al., 2016; Zimlichman et al., 2013) 

e de acordo com O’Neill, (2016) até o ano de 2050 dez milhões de mortes por ano 

irão ocorrer devido à resistência antimicrobiana. Diante deste contexto, torna-se 

necessário investigar a ação antibacteriana dos extratos P. granatum e H. virginiana 

isolados e em combinação sobre os patógenos prioritários A. baumannii e K. 

pneumoniae, a fim de elucidar suas propriedades terapêuticas, determinando assim 

sua aplicabilidade em um processo infeccioso de interesse médico-odontológico. 
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2 PROPOSIÇÃO  

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato de P. granatum e H. virginiana, 

isolados e em combinação, sobre cepas clínicas multirresistentes de A. baumannii e 

K. pneumoniae. 

 

 

2.2 Objetivos especificos 

 

a) avaliar a atividade antimicrobiana do extrato glicólico de H. virginiana e do 

extrato hidroalcóolico de P. granatum, isolados e em combinação, sobre 

as formas planctônicas de quatro cepas clínicas multirresistentes de cada 

espécie (A. baumannii e de K. pneumoniae), determinando a 

Concentração Inibitória e Microbicida Mínima (CIM e CMM), além da 

atividade sinérgica; 

 

b) analisar a ação antibiofilme dos extratos isolados e em combinação após 

contato de 5 min e 24h sobre biofilmes monotípicos das quatro cepas 

clínicas multirresistentes (A. baumannii e de K. pneumoniae). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

3.1 Extrato de plantas 

 

 

Os extratos avaliados nesse estudo são: extrato glicólico de H. virginiana 

(lote: 218069) obtido das partes aéreas da planta (folhas e flores) com concentração 

de 200 mg/mL em propilenoglicol e o extrato hidroalcóolico de P. granatum 

(lote:0016300120) obtido a partir da casca do fruto desidratado com teor alcoólico de 

50 a 60%, na concentração de 55 mg/mL, ambos adquiridos da empresa Apis 

Flora® (Ribeirão Preto, SP). 

 

 

3.2 Bactérias multirresistentes 

 

 

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada sobre quatro cepas 

clínicas multirresistentes de A. baumannii e K. pneumoniae (Quadro 1).  

Quatro cepas de A. baumannii foram fornecidas pelo Laboratório do Hospital 

Regional de São José dos Campos – SP, e as outras quatro cepas clínicas de K. 

pneumoniae foram fornecidas pelo Laboratório Bioclin do grupo Policlin de São José 

dos Campos, estado de São Paulo (Quadros 2 e 3). 

 

 

Quadro 1 - Cepas bacterianas de A. baumannii e K. pneumoniae utilizadas nesse 

estudo 

 

Acinetobacter baumannii Klebsiella pneumoniae 

ATCC 19606 ATCC 4352 

H557 1533557 

566006 884724 

58004 426533 

86005 820195 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Quadro 2 - Perfil de resistência a antibióticos de cepas clínicas de K. pneumoniae 

fornecidas pelo Laboratório Bioclin do grupo Policlin 

 

Antibiótico 
Cepas de K. pneumoniae 

1533557 884724 426533 820195 

Ácido clavulanico + Amoxi.  - R R R 

Amicacina  - S S S 

Ampicilina  - R R R 

Ampicilina + Sulbac.   - R R R 

Aztreonam  - S R -  

Cefepime  - R R R 

Cefotaxima  - S R -  

Cefoxitina  - R R R 

Ceftazidima  - I R -  

Cefuroxime  - R R R 

Ciprofloxacina R R R R 

Clindamicina S -  -  -  

Cloranfenicol S - -  -  

Colistina  - S S R 

Daptomicina S -  -  -  

Eritromicina R -  -  -  

Ertapenem  - R R R 

Fosfomicina  - R -  R 

Gentamicina R R R S 

Imipenem  - S R R 

Levofloxacina  - R R R 

Linezolida S -  -  -  

Meropenem  - S R R 

Minociclina S -  -  -  

Oxacilina R -  -  -  

Piperacilina + Tazobactam  - R R R 

Rifampicina S - -  -  

Tigeciclina  - S I S 

Tobramicina  - R R S 

Trimetropim/Sulfa. S R R R 

Vancomicina S -  -  -  
Legenda: S: sensível; R: Resistente; I: Intermediário; -: Teste não desenvolvido.  
Fonte: Dados fornecidos pelo Laboratório Bioclin do grupo Policlin (São José dos Campos - SP). 
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Quadro 3 - Perfil de resistência a antibióticos de cepas clínicas de A. baumannii 

fornecidas pelo Laboratório do Hospital Regional de São José dos Campos – SP 

 

Antibiótico 
Cepas de A. baumannii 

H557 566006 58004 86005 

Ertapenem R R R R 

Imipenem R R R R 

Meropenem R R R R 
Legenda: R: Resistente.  
Fonte: Dados fornecidos pelo Laboratório do Hospital Regional de São José dos Campos – SP. 

 

 

3.3 Atividade antimicrobiana sobre as formas planctônicas das bactérias 

 

 

3.3.1 Avaliação da concentração inibitória mínima (CIM) e microbicida mínima 

(CMM) 

 

Para determinar a CIM foi utilizado o método de microdiluição em caldo, 

segundo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), normas M07-A9 (2012) 

que descreve testes com bactérias. A diluição dos extratos foi realizada em 

microplacas de 96 poços, onde foram adicionados 100 µL de meio de cultura Mueller 

Hinton (HiMedia®, Mumbai, Índia) em cada poço, para cada grupo experimental de 

micro-organismo foi utilizado 10 poços. Após, 100 µL do extrato puro (P. granatum 

com 55 mg/mL de concentração ou H. virginiana com 200 mg/mL de concentração) 

foram adicionados apenas no primeiro poço de cada grupo, e a partir deste poço 

foram realizadas 10 diluições seriadas. As diluições testadas estão demonstradas no 

Quadro 4. 
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Quadro 4 – Diluições dos extratos para a determinação da CIM e CMM 

 

Concentrações dos Extratos (mg/mL) em Microdiluição  

Poço 1º 2º 3º 4º 5º 6º 7º 8º 9º 10º 

P. granatum 13,75 6,87 3,43 1,71 0,85 0,42 0,21 0,1 0,05 0,02 

H. virginiana 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19 0,09 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Após, o preparo das diluições dos extratos, foi iniciado o preparo da 

suspensão de micro-organismos. Primeiramente as cepas de micro-organismos 

foram descongeladas, semeadas em placa de petri contendo ágar Brain Heart 

Infusion (BHI - Himédia) e incubadas a 37ºC por 24h para que fossem reativadas. 

Passado o período de incubação, uma alíquota da colônia bacteriana foi 

diluída em solução fisiológica estéril (NaCl 0,9%) e a suspensão foi padronizada em 

espectrofotômetro (Micronal B582, São Paulo, Brasil) com comprimento de onda de 

625 nanômetros (nm) e densidade óptica de 0,08 (aproximadamente 108 células/mL) 

da qual se fez diluições para obter 106 células/mL, conforme  recomendações da 

CLSI. Após a padronização, 100 µL da solução com os micro-organismos foram 

adicionados nos poços contento as diluições dos extratos.  

A coluna 1 da microplaca de 96 poços foi utilizada como controle negativo, 

ou seja, nos poços dessa coluna foram adicionado 200 µL meio Mueller Hinton. Para 

controle positivo a coluna 12 foi utilizada, aos poços dessa coluna foram adicionados 

100 µL de meio Mueller Hinton e 100 µL da solução padronizada de micro-

organismo. Após a adição do micro-organismo a microplaca ficou incubada em 

estufa por 24h a 37ºC. Os testes foram realizados em duplicata. Após a incubação, a 

CIM foi determinada no último poço da microplaca que não apresentou turvação. 

Para que a CMM dos extratos fosse determinada, 10 µL da CIM, da 

concentração anterior e da concentração posterior a ela foram semeado em ágar 

BHI pela técnica de gota, sendo a placa inclinada em ângulo de 90° para a gota 

escorrer. Após 48h de incubação, foi avaliado o crescimento de colônias, a CMM foi 

determinada na menor concentração semeada onde não houve crescimento de 

colônias (Figura 1). 
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Figura 1 – Sequência representativa do procedimento para a determinação da CIM e 

CMM dos extratos de P. granatum e H. virginiana 

 

 

Legenda: A) extratos diluídos em microplaca contendo meio de cultura Mueller Hinton; B) Exemplo de 
cepa semeada para padronização em espectrofotômetro; C) Inóculo padronizado sendo adicionado a 
diluições dos extratos; D) Resultado da CMM após incubação por 24h a 37 ºC; Caixa vermelha: 
indicação da CMM determinada. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.3.2 Avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos em biofilmes 

monomicrobiano 

 

 

A partir dos resultados obtidos pelo teste de microdiluição em caldo, as 

concentrações dos extratos (H. virginiana e P. granatum) acima da CMM foram 

testadas sobre biofilmes monotípicos in vitro. 
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3.3.2.1 Formação do biofilme 

 

 

Primeiramente os micro-organismos foram semeados em ágar BHI e 

incubados por 24 h em estufa a 37ºC. Após incubação, foi realizada a suspensão em 

salina (NaCl 0,9%) e padronização em espectrofotômetro (B582, Micronal, São 

Paulo, Brasil) contendo 107 células/mL. Para a formação dos biofilmes monotípicos 

foram adicionados 100 µL de caldo Brain Heart Infusion (BHI - HiMedia®, Mumbai, 

Índia) por poço da microplaca de 96 poços (N=12/grupo) e adicionados também 100 

µL de suspensão microbiana padronizada. As microplacas ficaram incubadas por 

24h em estufa a 37 °C com agitação de 75 rpm. Após esse período, o meio de 

cultura foi trocado e a microplaca ficou incubada por mais 24 h nas mesmas 

condições, totalizando um período de formação de biofilme de 48 h (Figura 2). 

 

 

Figura 2 – Sequência representativa do preparo do biofilme monomicrobiano 

 

 
Legenda: A) Cepa semeada para padronização em espectofotômetro contendo 10

7
 células/mL; B) 

Poços de microplaca com caldo BHI e inóculo padronizado após incubação de 48h com formação de 
biofilme no fundo da placa. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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3.3.2.2 Tratamento com os extratos 

 

 

Após a formação dos biofilmes, os mesmos foram colocados em contato 

com os extratos P. granatum e H. virginiana (isolados e em combinação) por 5 min e 

24 h em concentrações a partir da CMM. Para o controle positivo foi utilizada a 

clorexidina 0,12% e o caldo Brain Heart Infusion (BHI - HiMedia®, Mumbai, Índia)  foi 

utilizado como controle negativo, para todos os tratamentos foi utilizado o volume de 

200 μL/poço. Posteriormente, as soluções foram descartadas e o biofilme lavado 

duas vezes com solução fisiológica estéril (NaCl 0,9%) (Figura 3). 

 

 

Figura 3 – Figura representativa dos respectivos tratamentos sobre o biofilme 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.3.2.3 Avaliação da atividade metabólica dos micro-organismos pelo teste 

MTT 

 

 

Para verificar o efeito antimicrobiano dos tratamentos foi realizado o teste de 

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) que indica a 

viabilidade celular da bactéria, através da análise da atividade metabólica. Para 
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tanto, foram adicionados 100 μL da solução de MTT (~0,5%, Sigma Aldrich Co.®, 

Alemanha) em cada poço e a microplaca ficou incubada por 1 h ao abrigo da luz a 

37 °C. Em seguida a solução de MTT foi retirada e 100 μL de Dimetilsufóxido 

(DMSO) foi adicionado em cada poço, a placa ficou incubada ao abrigo da luz por 10 

min em mesa agitadora e 10 min em estufa a 37ºC para que a solução possa colorir 

as células viáveis após o tratamento (Figura 4). Em seguida a placa foi lida em 

espectrofotômetro com comprimento de onda de 570 nm e as densidades ópticas 

obtidas foram convertidas em percentual de atividade metabólica das células do 

micro-organismo por meio da fórmula abaixo: 

  

% de Redução de Viabilidade = 100 - (DO Poço Tratado x 100 / Média de DO 

Grupo Controle Negativo) 

 

 

Figura 4 – Metodologia para avaliação da atividade metabólica dos micro-

organismos pelo teste MTT 

 

 
Legenda: A) Adição de 100 μL da solução de MTT em cada poço da microplaca; B) Incubação pelo 
período de 1h a 37ºC ao abrigo da luz; C) Adição de 100 μL de Dimetilsufóxido (DMSO) em cada 
poço da microplaca; D) Incubação pelo período de 10 min a 37ºC ao abrigo da luz, para posterior 
agitação e leitura. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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3.3.3 Teste de sinergismo pelo método de checkerboard 

 

 

O efeito da combinação dos extratos de P. granatum e H. virginiana foi 

avaliado pela técnica checkerboard (tabuleiro de xadrez), de acordo com Fratini et 

al. (2017); Lee et al. (2011); Scandorieiro et al. (2016) e Solarte et al. (2017), com 

modificações.  

 A CMM de cada extrato isolado foi utilizada como referências para avaliar o 

efeito combinado dos extratos. Inicialmente em microplacas de 96 poços foram 

adicionados 50 µL de meio de cultura Mueller Hinton (HiMedia®, Mumbai, Índia), nos 

poços da coluna (vertical) foram adicionado 50 µL do extrato de H. virginiana e a 

partir deste foram realizadas 9 diluições seriadas contendo 50 µL. A diluição seriada 

do segundo extrato (P. granatum) foi realizada separadamente em uma placa de 24 

poços, posteriormente 50 µL de cada concentração do extrato foram distribuídos em 

cada poço das linhas (horizontal) da microplaca, para obter todas as concentrações 

possiveis dos dois extratos (Quadro 5).  
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Quadro 5 – Esquema representativo da combinação do extrato de H. virginiana e P. 

granatum na microplaca de 96 poços, simulando a técnica do tabuleiro de xadrez 

 

 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A C- 
6,87 6,87 6,87 6,87 6,87 6,87 6,87 6,87 6,87 6,87 

13,75 
25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19 0,09 0,04 

B C- 
3,43 3,43 3,43 3,43 3,43 3,43 3,43 3,43 3,43 3,43 

6,87 
25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19 0,09 0,04 

C C- 
1,71 1,71 1,71 1,71 1,71 1,71 1,71 1,71 1,71 1,71 

3,43 
25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19 0,09 0,04 

D C- 
0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 

1,71 
25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19 0,09 0,04 

E C- 
0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 

0,85 
25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19 0,09 0,04 

F C- 
0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 

0,42 
25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19 0,09 0,04 

G C- 
0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 

0,21 
25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19 0,09 0,04 

H C- 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19 0,09 0,1 

Legenda: esquema das diluições combinadas dos extratos, onde as concentrações de H. virginiana 
estão representadas na cor preta e as concentrações de P. granatum pela cor vermelha. O controle 
negativo está representado por C-. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Na coluna 1 da microplaca foram adicionados 200 µL de  meio de cultura 

Mueller Hinton (HiMedia®, Mumbai, Índia) para o controle de esterilidade (C-). Na 

Linha H e na coluna 12 foi realizado o teste de CMM dos extratos isolados. Posterior 

às diluições foi acrescentado 100 µL do inóculo padronizado contendo 106 

células/mL. Após incubação por 24 h a 37ºC, com o auxilio de uma haste estéril foi 

coletado uma alíquota de cada poço da microplaca de 96 poços e transferido para 

uma placa de petri contendo ágar BHI, essa placa ficou em estufa por 24h a 37ºC, 

passado esse período foi possível analisar em quais concentrações não houve 

crescimento de micro-organismo e a CMM foi determinada (Figura 5) (Fratini et al., 

2017; Lee et al., 2011; Solarte et al., 2017). Para a avaliação da interação entre os 

extratos foi feito o calculo do índice de concentração inibitória fracionada (ICIF), o 

ICIF é a soma das concentrações inibitórias fracionadas de cada um dos extratos, 

que é definido como o MMC de cada extrato combinado dividido pelo MMC do 

extrato sozinho conforme representado na formula a seguir: 

ICIF: (CMM P. granatum na combinação) + (CMM H. virginiana na combinação) 
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                  (CMM P. granatum )          ( CMM H. virginiana) 
 

ICIF: CIF (P. granatum) + CIF (H. virginiana) 

 

A combinação será considerada sinérgica quando o ICIF ≤ 0,5, aditivo 

quando ICIF > 0,5 e ≤ 1, indiferente quando ICIF > 1 e <4 e antagonista quando o 

ICIF for ≥4 (Lee et al., 2011; Scandorieiro et al., 2016). 

 

 

Figura 5 – Representação da metodologia do checkerboard 

 

 
Legenda: A) Representa a microplaca de 96 poços contendo as concentrações diluídas do extrato de 
H. virginiana. B) Demonstra a placa de 24 poços contendo as concentrações diluídas do extrato de P. 
granatum. C) Microplaca de 96 poços com a combinação dos extratos diluídos. D) Placa de petri com 
a CMM dos extratos combinados após 24h de encubação a 37 ºC. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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3.4 Análise estatística 

 

 

Os dados obtidos que apresentaram distribuição normal foram analisados 

estatisticamente pelo método ANOVA complementado pelo Teste de Tukey, com 

nível de significância de 5%, os dados que não passaram pelo teste de normalidade 

foram analisados pelo teste de Kruskal wallis suplementado pelo teste de Dunn com 

nível de significância de 5%. 
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4 RESULTADO 

 

 

4.1 Determinação da CIM e CMM 

 

 

Durante o ensaio de microdiluição foi observada a turvação do meio devido a 

coloração do extrato, não sendo possível determinar a CIM, portanto, nesse estudo 

o valor da CMM será considerado para os ensaios de biofilme e checkerboard. 

Os extratos de P. granatum e H. virginiana apresentaram concentração 

microbicida para todas as cepas avaliadas (Tabelas 1 e 2). O extrato de P. granatum 

exibiu o melhor resultado para ambas as espécies bacterianas, os valores de CMM 

variou de 1,71 a 3,43 mg/mL para A. baumannii e 3,43 a 13,75 mg/mL para K. 

pneumoniae. O extrato de H. virginiana foi microbicida para A. baumannii nas 

concentrações de 12,5 e 25 mg/mL e para K. pneumoniae os valores de CMM foram 

de 25 e 50 mg/mL. 

 

 

Tabela 1 – CMM dos extratos P. granatum e H. virginiana para cepas ATCC e 

clínicas multirresistentes de A. baumannii 

 

Cepas de A. baumannii CMM de P. granatum CMM de H. virginiana 

ATCC 19606 1,71 mg/mL 12,5 mg/mL 

58004 3,43 mg/mL 12,5mg/mL 

86005 1,71 mg/mL 25 mg/mL 

566006 1,71 mg/mL 25 mg/mL 

H557 1,71 mg/mL 25 mg/mL 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Tabela 2 – CMM dos extratos P. granatum e H. virginiana para cepas ATCC e 

clínicas multirresistentes de K. pneumoniae 

 

Cepas de K. pneumoniae CMM de P. granatum CMM de H. virginiana 

ATCC 4352 13,75 mg/mL 25 mg/mL 

1533557 3,43 mg/mL 25 mg/mL 

884724 13,75 mg/mL 25 mg/mL 

426533 13,75 mg/mL 50 mg/mL 

820195 3,43 mg/mL  25 mg/mL  

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.2 Avaliação do efeito combinado dos extratos P. granatum e H. virginiana 

 

 

A combinação dos extratos P. granatum e H. virginiana (Tabela 3) 

apresentou valores aditivos (ICIF > 0,5 e ≤ 1) para as cepas 86005, 566006 e H557 

de A. baumannii e para as cepas 820195, 426533 e 884724 de K. pneumoniae. P. 

granatum reduziu o valor da CMM em até 17x para A. baumannii e 16x em K. 

pneumoniae, já o extrato de H. virginiana reduziu 2x o valor da CMM para A. 

baumannii e 32x em K. pneumoniae. Para a cepa 1533557 de K. pneumoniae e 

58004 de A. baumannii o efeito combinado dos extratos foi indiferente (ICIF > 1 e 

<4). 
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Tabela 3 – Valores da concentração microbicida mínima (CMM) dos extratos P. 

granatum e H. virginiana isolados e combinados, e a verificação da atividade da 

combinação sobre cepas ATCC e clínicas multirresistentes de A. baumannii 

 

Cepa 
CMM isolado  CMM combinado 

ICIF 
Redução da CMM 

Atividade 
Pg Hv Pg Hv Pg Hv 

ATCC 19606 3,43 25 1,71 12,5 1 2 2 Aditivo 

ATCC 19606 3,43 25 0,85 12,5 0,75 4 2 Aditivo 

ATCC 19606 3,43 25 0,42 12,5 0,62 8 2 Aditivo 

ATCC 19606 3,43 25 0,21 12,5 0,56 16 2 Aditivo 

ATCC 19606 3,43 25 0,1 12,5 0,53 34 2 Aditivo 

ATCC 19606 3,43 25 1,71 3,12 0,62 2 8 Aditivo 

Ab 86005 1,71 25 0,85 12,5 0,99 2 2 Aditivo 

Ab 86005 1,71 25 0,42 12,5 0,74 4 2 Aditivo 

Ab 86005 1,71 25 0,21 12,5 0,62 8 2 Aditivo 

Ab 86005 1,71 25 0,1 12,5 0,55 17 2 Aditivo 

Ab 566006 1,71 25 0,85 12,5 0,99 2 2 Aditivo 

Ab H557 1,71 25 0,85 12,5 0,99 2 2 Aditivo 

Ab H557 1,71 25 0,42 12,5 0,74 4 2 Aditivo 

Legenda: Pg: Punica granatum; Hv: Hamamelis virginiana; ICIF: índice de concentração inibitória 
fracionada.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Tabela 4 – Valores da concentração microbicida mínima (CMM) dos extratos P. 

granatum e H. virginiana isolados e combinados, e a verificação da atividade da 

combinação sobre cepas ATCC e clínicas multirresistentes de K. pneumoniae 

 

Cepa 
CMM isolado CMM combinado 

ICIF 
Redução da CMM 

Atividade 
Pg Hv Pg Hv Pg Hv 

ATCC 4352 13,75 25 3,43 12,5 0,74 4 2 Aditivo 

Kp 426533 13,75 50 6,87 25 1 2 2 Aditivo 

Kp 426533 13,75 50 6,87 12,5 0,75 2 4 Aditivo 

Kp 426533 13,75 50 6,87 6,25 0,62 2 8 Aditivo 

Kp 426533 13,75 50 6,87 3,12 0,56 2 16 Aditivo 

Kp 426533 13,75 50 6,87 1,56 0,53 2 32 Aditivo 

Kp 426533 13,75 50 3,43 25 0,75 4 2 Aditivo 

Kp 426533 13,75 50 3,43 12,5 0,5 4 4 Aditivo 

Kp 426533 13,75 50 1,71 25 0,62 8 2 Aditivo 

Kp 426533 13,75 50 0,85 25 0,56 16 2 Aditivo 

Kp 884724 13,75 25 6,87 12,5 1 2 2 Aditivo 

Kp 884724 13,75 25 6,87 6,25 0,75 2 4 Aditivo 

Kp 820195 3,43 25 1,71 12,5 1 2 2 Aditivo 

Kp 820195 3,43 25 1,71 6,25 0,75 2 4 Aditivo 

Kp 820195 3,43 25 1,71 3,12 0,62 2 8 Aditivo 

Legenda: Pg: Punica granatum; Hv: Hamamelis virginiana; ICIF: índice de concentração inibitória 
fracionada.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.3 Atividade antimicrobiana dos extratos isolados sobre biofilmes 

monomicrobianos 

 

 

Para os testes em biofilme a CMM e as duas concentrações acima foram 

utilizadas. 

O Extrato de P. granatum na concentração de 13,75 mg/mL promoveu a 

redução de 54,18% do biofilme da cepa ATCC 4253 após tratamento de 5 minutos. 

A aplicação por 24h da mesma concentração promoveu redução de 73,64% do 

biofilme (Figura 6). 

O extrato de H. virginiana após contato de 5 min promoveu as reduções de 

20,98% e 35,52% do biofilme da cepa ATCC 4253 com as concentrações de 25 e 50 
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mg/mL, respectivamente. E o extrato aplicado por 24 horas promoveu uma redução 

de 84,38% com a concentração de 25 mg/mL, enquanto a concentração de 50 

mg/mL reduziu 77,53% do biofilme (Figura 7). 

 

Figura 6 - Ação antibiofilme do extrato de P. granatum sobre a cepa ATCC 4253 por 

5 minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Os dados do tratamento de 5 min não obtiveram distribuição normal, portanto, foram 
analisados pelo teste de Kruskal wallis suplementado pelo teste de Dunn (p≤0,05%). Os dados do 
tratamento de 24h apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método ANOVA 
complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b” e “c” demonstram a semelhança ou 
diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 



33 

 

   
 

Figura 7 - Ação antibiofilme do extrato de H. virginiana sobre a cepa ATCC 4253 

 

 
Legenda: Os dados do tratamento de 5 min não obtiveram distribuição normal, portanto, foram 
analisados pelo teste de Kruskal wallis suplementado pelo teste de Dunn (p≤0,05%). Os dados do 
tratamento de 24h apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método ANOVA 
complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b” e “c” demonstram a semelhança ou 
diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

O extrato de P. granatum na concentração de 13,75 mg/mL reduziu 53,06% 

da atividade metabólica da cepa Kp 426533 após tratamento de 5 min. E no 

tratamento de 24h a mesma concentração reduziu 38,29% do biofilme (Figura 8).  

O tratamento com o extrato de H. virginiana na concentração de 50 mg/mL 

promoveu redução significativa (p≤0.05%) do biofilme da cepa Kp 426533, tanto no 

tratamento de 5 min quanto no tratamento de 24h, conforme observado na Figura 9. 

Sendo que a exposição de 24h apresentou maior porcentagem de redução (76,56%) 

em comparação com o tratamento de 5 min (64,18%). 
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Figura 8 - Ação antibiofilme do extrato de P. granatum sobre a cepa Kp 426533 

 

 
Legenda: Os dados do tratamento de 5 min não obtiveram distribuição normal, portanto, foram 
analisados pelo teste de Kruskal wallis suplementado pelo teste de Dunn (p≤0,05%). Os dados do 
tratamento de 24h apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método ANOVA 
complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b” e “c” demonstram a semelhança ou 
diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

  

Figura 9 - Ação antibiofilme do extrato de H. virginiana sobre a cepa Kp 426533 

 

 
Legenda: Os dados do tratamento de 5 min não obtiveram distribuição normal, portanto, foram 
analisados pelo teste de Kruskal wallis suplementado pelo teste de Dunn (p≤0,05%). Os dados do 
tratamento de 24h apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método ANOVA 
complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b” e “c” demonstram a semelhança ou 
diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

O extrato de P. granatum reduziu significativamente (p≤0,05%) o biofilme da 

cepa Kp 820195 em todas as concentrações testadas. O biofilme foi reduzido em 

29,39% quando tratada com 3,42 mg/mL do extrato por 5 min, 6,87 mg/mL  reduziu 
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39,31% e 13,75 mg/mL reduziu 64,70% do biofilme. Todos os grupos tratados pelo 

periodo de 24h apresentaram redução com significância estatística (p≤0,05%) 

comparado ao grupo controle (Figura 10).  

Para a cepa 820195 o tratamento por 5 min com as concentrações de 25 e 

50 mg/mL do extrato de H. virginiana promoveram a redução de 68,83% e 76,36%, 

respectivamente.  E no tratamento por 24h o extrato reduziu 68,34% e 62,58% nas 

concentrações de 25 e 50 mg/mL, respectivamente. Em ambos os períodos de 

tratamento houve significância estatística de p≤0,05% entre os tratamentos e o 

grupo controle (Figura 11). 

 

 

Figura 10 - Ação antibiofilme do extrato de P. granatum sobre a cepa Kp 820195 por 

5 minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Todos os tratamentos apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método 
ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a 
semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 11 - Ação antibiofilme do extrato de H. virginiana sobre a cepa Kp 820195 por 

5 minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Os dados do tratamento de 5 min e 24h não obtiveram distribuição normal, portanto, foram 
analisados pelo teste de Kruskal wallis suplementado pelo teste de Dunn’s (p≤0,05%). As letras “a”, 
“b” e “c” demonstram a semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

A cepa Kp 884724 foi a que apresentou maior resistência ao tratamento com 

o extrato de P. granatum na concentração de 13,75 mg/mL, tanto no período de 5 

min quanto 24h não houve diferença estatistica (p≤0,05%) na redução do biofilme 

em relação ao grupo controle (Figura 12). 

O tratamento por 5 min com o extrato de H. virginiana na concentração de 

25 mg/mL reduziu o biofilme em 40,84%, 50 mg/mL foi capaz de reduzir 50,30%. O 

extrato na concentração de 25 mg/mL reduziu 75,28% do biofilme após 24h de 

tratamento, o resultado foi semelhante estatisticamente (p≤0,05%) ao grupo tratado 

com clorexidina  (0,12%) (Figura 13). 
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Figura 12 - Ação antibiofilme do extrato de P. granatum sobre a cepa Kp 884724 por 

5 minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Os dados do tratamento de 5 min e 24h não obtiveram distribuição normal, portanto, foram 
analisados pelo teste de Kruskal wallis suplementado pelo teste de Dunn’s (p≤0,05%). As letras “a” e 
“b” demonstram a semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 13 - Ação antibiofilme do extrato de H. virginiana sobre a cepa Kp 884724 por 

5 minutos e 24 horas. 

 

 
Legenda: Os dados do tratamento de 5min apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo 
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). Os dados do tratamento de 24h min 
não obtiveram distribuição normal, portanto, foram analisados pelo teste de Kruskal wallis 
suplementado pelo teste de Dunn (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhança ou 
diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

Para a cepa Kp 1533557 o extrato de P. granatum na concentração de 3,43 

mg/mL reduziu 29,06% do biofilme após tratamento por 5 min. Com 6,87 mg/mL a 
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redução promovida foi de 51,28% e com 13,75 mg/mL a redução foi de 67,82%. As 

mesmas concentrações foram avaliadas sobre o biofilme pelo período de 24h e 

todos apresentaram reduções significativas estatisticamente (p≤0,05%), sendo que 

as concentrações 6,87 e 13,75 mg/mL não tiveram diferenças estatisticas em 

relação ao grupo clorexidina, conforme mostra a Figura 14. 

O extrato de H.virginiana também demostrou ação antibiofilme para a cepa 

Kp 1533557, onde a concentração de 25 mg/mL reduziu 29,91% do biofilme e 50 

mg/mL reduziu 60,14%, após contato de 5 min. No tratamento por 24h as reduções 

foram significativas estatisticamente (p≤0,05%) e com similaridade entre as 

diferentes concentrações, na concentração de 25 mg/mL houve redução de 50,59% 

do biofilme e com 50 mg/mL a redução foi de 55,81%, conforme Figura 15. 

 

 

Figura 14 - Ação antibiofilme do extrato de P. granatum sobre a cepa Kp 1533557 

 

 
Legenda: Os dados do tratamento de 5 min e 24h não obtiveram distribuição normal, portanto, foram 
analisados pelo teste de Kruskal wallis suplementado pelo teste de Dunn (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, 
“c” e “d” demonstram a semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 15 - Ação antibiofilme do extrato de H. virginiana sobre a cepa Kp 1533557 

 

 
Legenda: Os dados do tratamento de 5 min não obtiveram distribuição normal, portanto, foram 
analisados pelo teste de Kruskal wallis suplementado pelo teste de Dunn´s (p≤0,05%). Os dados do 
tratamento de 24h apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método ANOVA 
complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhança 
ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

O tratamento por 5 min da cepa ATCC de A. baumannii com o extrato de P. 

granatum nas concentrações de 6,87 e 13,75 mg/mL apresentaram reduções 

estatisticamente significante (p≤0,05%) quando comparadas ao grupo controle de 

crescimento, com reduções de 33,71% e 54,19%, respectivamente. A concentração 

de 3,43 mg/mL promoveu o crescimento do biofilme em 7,98%, demonstrando 

semelhança estatistica em relação ao grupo controle de crescimento.  Após a 

exposição por 24h o extrato nas concentrações de 3,43 e 6,87 mg/mL reduziu 1,56% 

e 9,42% do biofilme, respectivamente. Não apresentando diferença estatistica 

(p≤0,05%) com o grupo controle. Já o extrato na concentração de 13,75 mg/mL 

reduziu 54,74% do biofilme, mostrando diferença estatistica com o grupo controle 

(Figura 16). 

Ab ATCC após 5 min de exposição ao extrato de H. virginiana na 

concentração de 25 mg/mL teve seu biofilme reduzido em 14,54% e 50 mg/mL 

diminuiu 42,63% do biofilme. Quando comparado ao grupo controle todos os grupos 

testes obtiveram redução com significância estatística (p≤0,05%). Após exposição 

por 24h ao extrato na concentração de 25 mg/mL houve redução de 33,97% do 

biofilme e 50 mg/mL promoveu a redução de 59,18%, os valores podem ser 

observados na Figura 17. 
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Figura 16 - Ação antibiofilme do extrato de P. granatum sobre a cepa Ab ATCC por 5 

minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Todos os tratamentos apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método 
ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a 
semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 17 - Ação antibiofilme do extrato de H. virginiana sobre a cepa Ab ATCC por 

5 minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Todos os tratamentos apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método 
ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a 
semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

As concentrações testastadas por 5 min sobre o biofilme da cepa Ab H557 

apresentaram semelhanças estatisticas entre si e diferença entre o grupo controle 

de crescimento (p≤0,05%). A concentração de 1,71 mg/mL reduziu 21,44% do 

biofilme, enquanto 3,42 mg/mL e 6,87 mg/mL promoveram redução de 25,03% e 
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30,33%, respectivamente. Ab H557 apresentou 31,54% de redução do biofilme com 

a maior concentração do extrato avaliada, 6,87 mg/mL. 3,43 mg/mL promoveu a 

diminuição de 24,69% e 1,71 mg/mL diminuiu 14,79%. Os valores podem ser 

conferidos na Figura 18. 

O biofilme da cepa Ab H557 após 5 min de contato com 25 mg/mL do extrato 

de H. virginiana foi reduzido em 7,19% e não apresentou diferença estatistica com o 

grupo controle de crescimento. A redução do biofilme foi estatisticamente 

semelhante ao grupo clorexidina após tratamento com 50 mg/mL do extrato. Ambas 

as concentrações avaliadas reduziram o biofilme bacteriano após tratamento por 

24h, demonstrando valores estatisticamente semelhantes entre si, porém diferente 

do grupo controle, confome observado na Figura 19. 

 

 

Figura 18 - Ação antibiofilme do extrato de P. granatum sobre a cepa Ab H557 por 5 

minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Os dados do tratamento de 5 min apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo 
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). Os dados do tratamento de 24h min 
não obtiveram distribuição normal, portanto, foram analisados pelo teste de Kruskal wallis 
suplementado pelo teste de Dunn (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhança ou 
diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 19 - Ação antibiofilme do extrato de H. virginiana sobre a cepa Ab H557 por 5 

minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Os dados do tratamento de 5 min apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo 
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). Os dados do tratamento de 24h não 
obtiveram distribuição normal, portanto, foram analisados pelo teste de Kruskal wallis suplementado 
pelo teste de Dunn´s (p≤0,05%). As letras “a”, “b” e “c” demonstram a semelhança ou diferença 
estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

O biofilme de Ab 566006 após exposição de 5 min ao extrato de P. granatum 

apresentou maior redução (35,93%) quando tratado com 6,87 mg/mL, as 

concentrações 1,71 e 3,43 mg/mL reduziram 17,62% e 24,78% do biofilme, 

respectivamente.  No tratamento de 24h as concentrações 1,71 e 3,43 mg/mL não 

apresentaram diferença estatisticas significantes entre si, porem ambas as 

concentrações foram estatisticamente diferentes (p≤0,05%) do grupo controle de 

crescimento. A concentração de 6,87 mg/mL reduziu em 64,94% o biofilme 

bacteriano, conforme mostra a Figura 20.  

O extrato de H. virginiana na concentração de 25 mg/mL promoveu o 

crescimento bacteriano em 1,99% após contato de 5 min, não demonstrando 

diferença estatistica (p≤0,05%) com o grupo controle de crescimento. No entando, a 

concentração de 50 mg/mL reduziu 55,54% do biofilme, após contato pelo mesmo 

período. O tratamento por 24h com o extrato nas concentrações de 25 e 50 mg/mL, 

demonstrou diferença estatistica com o grupo controle de crescimento e o biofilme 

foi reduzido em 69,26% e 71,87%, respectivimente (Figura 21). 
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Figura 20 - Ação antibiofilme do extrato de P. granatum sobre a cepa Ab 566006 por 

5 minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Todos os tratamentos apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método 
ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a 
semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

Figura 21 - Ação antibiofilme do extrato de H. virginiana sobre a cepa Ab 566006 por 

5 minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Os dados do tratamento de 5 min não obtiveram distribuição normal, portanto, foram 
analisados pelo teste de Kruskal wallis suplementado pelo teste de Dunn (p≤0,05%). Os dados do 
tratamento de 24h apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método ANOVA 
complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b” e “c” demonstram a semelhança ou 
diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Após o tratamento por 5 min o extrato de P. granatum causou a redução de 

8,97% do biofilme de Ab 58004 na concentração de 3,43 mg/mL e 6,87 mg/mL 

reduziu 21,82%, ambas as concentrações promoveram redução sem significância 
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estatística (p≤0,05%) comparada ao grupo controle de crescimento. No entanto,  a 

concentração de 13,75% mg/mL reduziu 21,11% do biofilme. A redução percentual 

promovida pelo extrato na concentração de 3,43 mg/mL após 24h de exposição foi 

de 26,86% e 6,87 mg/mL reduziu em 45,52% o biofilme. A concentração de 13,75 

mg/mL promoveu a redução de 5,97%, não demonstrando diferença estatística 

(p≤0,05%) com o grupo controle de crescimento, conforme demostrado na Figura 22. 

O extrato de H. virginiana após contato de 5 min foi capaz de reduzir com 

significância estatística (p≤0,05%) o biofilme bacteriano da cepa Ab 58004 nas três 

concentrações avaliadas, sendo elas 12,5 mg, 25 mg e 50 mg/mL. E as reduções 

promovidas foram semelhantes estatisticamente (p≤0,05%) ao grupo tratado com 

clorexidina a 0,12%. O efeito antibiofilme também foi demonstrado no tratamento de 

24h com o extrato (Figura 23), onde foi observado redução dependente da dose, as 

concentrações mais altas do extrato (25 e 50 mg/mL) apresentaram as maiores 

porcentagens de redução (69,84% e 79,66%, respectivamente). 

 

 

Figura 22 - Ação antibiofilme do extrato de P. granatum sobre a cepa Ab 58004 por 5 

minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Todos os tratamentos apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método 
ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a 
semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 23 - Ação antibiofilme do extrato de H. virginiana sobre a cepa Ab 58004 por 

5 minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Todos os tratamentos apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método 
ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c”, “d” e “e” demonstram a 
semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

Para a cepa Ab 86005 as concentrações de 3,43 e 6,87 mg/mL do extrato P. 

granatum não apresentaram diferença estatistica (p≤0,05%) na redução do biofilme 

em comparação com o grupo controle de crescimento após tratamento de 5 min. No 

entanto, a concentração de 1,71 mg/mL reduziu 34,67% do biofilme bacteriano após 

o mesmo período de exposição. O biofilme foi reduzido em 27,54% quando exposto 

a 1,71 mg/mL do extrato por 24 h, 3,43 mg/mL reduziu 24,74% e 6,87 mg/mL 

reduziu 33,08% do biofilme. Os valores podem ser observados na Figura 24. 

H. virginiana reduziu em 25,62% e 40,03% o biofilme da cepa Ab 86005 

após 5 min de contato com as concentrações de 25 e 50 mg/mL, respectivamente. 

Ambos os tratamentos demonstraram diferença estatistica (p≤0,05%) com relação 

ao grupo controle de crescimento. O extrato na concentração de 25 mg/mL reduziu 

83,45% do biofilme bacteriano após contato de 24h, demonstrando semelhança 

estatistica (p≤0,05%) com o grupo tratado com clorexidina a 0,12% pelo mesmo 

periodo. A redução após exposição ao extrato na concentração de 50 mg/mL foi de 

77,41%, conforme observado na Figura 25. 
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Figura 24 - Ação antibiofilme do extrato de P. granatum sobre a cepa Ab 86005 por 5 

minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Os tratamentos de 5 min e 24h não obtiveram distribuição normal, portanto, foram 
analisados pelo teste de Kruskal wallis suplementado pelo teste de Dunn´s (p≤0,05%). As letras “a”, 
“b”, “c” e “d” demonstram a semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 25 - Ação antibiofilme do extrato de H. virginiana sobre a cepa Ab 86005 por 

5 minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Todos os tratamentos apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método 
ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a 
semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.4 Atividade antimicrobiana dos extratos combinados sobre biofilmes 

monotípicos 

 

 

Para avaliar o efeito combinado dos extratos sobre biofilmes monotípicos 
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foram utilizadas a menor concentração mínima combinada e duas concentrações 

acima da concentração mínima combinada.  

Todas as concentrações dos extratos combinados avaliadas no biofilme das 

cepas ATCC e clínicas multirresistentes de K. pneumoniae  estão descritas na tabela 

5. 

 

 

Tabela 5 - Valores da concentração microbicida mínima (CMM) dos extratos P. 

granatum e H. virginiana combinados para avaliação sobre cepas ATCC e clínicas 

multirresistentes de K. pneumoniae 

 

Cepa 
MMC combinado 

ICIF 
2X MMC combinado 

Pg Hv Pg Hv 

ATCC 4352 3,43 12,5 0,74 13,75 50 

Kp 426533 6,87 1,56 0,53 27,5 6,25 

Kp 820195 1,71 3,12 0,62 6,87 12,5 

Kp 884724 6,87 6,25 0,75 27,5 25 

Legenda: Pg: Punica granatum; Hv: Hamamelis virginiana; ICIF: índice de concentração inibitória 
fracionada.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

P. granatum na concentração de 3,43 mg/mL reduziu 35,32% do biofilme da 

cepa ATCC de K. pneumoniae  no tratamento de 5 min, a mesma concentração 

após o período de 24h promoveu a redução de 1,54% do biofilme. Quando exposto 

a 12 mg/mL do extrato de H. virginiana por 5 min o biofilme foi reduzido em 35,34%, 

e a redução promovida após o tratamento de 24h com foi de 41,51%. Os extratos 

combinado de P. granatum e H. virginiana (3,43 mg/mL Pg + 12,5 mg/mL Hv) 

apresentaram ação antibiofilme com diferença estatisticamente significantes 

(p≤0,05%) em relação ao grupo controle de crescimento nos dois períodos de 

tratamento, com redução de 34,10% e 66,12% após contato de 5 min e 24h.  

O tratamento por 5 min com 2x a CMM dos extratos combinados (6,87 

mg/mL Pg + 25 mg/mL Hv diminuiu 28,36% do biofilme bacteriano. O contato de 24h 

promoveu redução de 78,44%, apresentando semelhança estatística (p≤0,05%) com 

grupo tratado com clorexidina a 0,12%. P. granatum reduziu em 18,35% o biofilme 
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com a concentração de 6,87 mg/mL no tratamento de 5 min e 23,02% no tratamento 

de 24h. Com 25 mg/mL do extrato de H. virginiana a redução promovida foi de 

18,35% após 5 min de contato e com 24h de exposição a redução foi de 75,64%. Os 

valores podem ser observados na Figura 26. 

 

 

Figura 26 - Ação antibiofilme dos extratos de P. granatum e H. virginiana 

combinados e isolados sobre a cepa ATCC de K. pneumoniae por 5 minutos e 24 

horas 

 

 
Legenda: Os dados do tratamento de 5 min não obtiveram distribuição normal, portanto, foram 
analisados pelo teste de Kruskal wallis suplementado pelo teste de Dunn (p≤0,05%). Os dados do 
tratamento de 24h apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método ANOVA 
complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c”, “d”, “e”, “f”, “g” e “h” 
demonstram a semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

A combinação dos extratos na concentração de 6,87 mg/mL Pg + 1,56 

mg/mL Hv promoveu a redução de 49,35% da atividade metabólica da cepa Kp 

426533 em 5 min de contato e 73,20% após exposição de 24h. Com 6,87 mg/mL do 

extrato de P. granatum o biofilme foi reduzido em 44,22% em 5 min de contato, a 

redução foi maior no tratamento de 24h, onde o percentual de redução foi de 

75,14%. Cinco minutos de exposição a 1,56 mg/mL do extrato de H. virginiana 

promoveu 17,24 % de redução da atividade metabólica. A mesma concentração no 

tratamento de 24h reduziu 80,87% do biofilme, demonstrando semelhança 

estatística (p≤0,05%) com o grupo tratado com clorexidina a 0,12%. Ao aumentar 2x 

a concentração combinada dos extratos (27,5 mg/mL Pg + 6,25 mg/mL Hv) a 

redução foi de 80,71% e 77,25% nos tratamentos de 5 min e 24h, respectivamente. 
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P. granatum promoveu a redução de 85,53% após 5 min de exposição 

demonstrando semelhança estatística (p≤0,05%) ao grupo tratado com clorexidina a 

0,12%. O tratamento de 24h promoveu redução de 72,57%. Com 6,25 mg/mL do 

extrato de H. virginiana a atividade metabólica foi reduzida em 27,18% com 5 min de 

contato, revelando semelhança estatística (p≤0,05%) com o grupo controle de 

crescimento. A mesma concentração foi capaz de reduzir 73,58% do biofilme após 

tratamento de 24h, conforme observado na Figura 27. 

 

 

Figura 27 - Ação antibiofilme dos extratos de P. granatum e H. virginiana 

combinados e isolados sobre a cepa Kp 426533 por 5 minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Os dados do tratamento de 5 min e 24h não obtiveram distribuição normal, portanto, foram 
analisados pelo teste de Kruskal wallis suplementado pelo teste de Dunn´s (p≤0,05%). Os dados do 
tratamento de 24h apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método ANOVA 
complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c”, “d”, “e”, “f” e “g” demonstram a 
semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Para a cepa Kp 820195, o tratamento de 5 min com os extratos combinados 

na concentração de 1,71 mg/mL Pg + 3,12 mg/mL Hv apresentou redução de 

12,25% da atividade metabólica e 10,49% do biofilme foi reduzido quando as 

mesmas concentrações foram avaliadas pelo período de 24h. Após o tratamento por 

5 min o extrato de P. granatum causou a redução de 18,12% do biofilme na 

concentração de 1,71 mg/mL, ao aumentar o tempo de tratamento para 24h, a 

mesma concentração do extrato foi capaz de reduzir 6,64% do biofilme. H. virginiana 

na concentração de 3,12 mg/mL reduziu em 28,96% e 41,03% o biofilme bacteriano 

após exposição de 5 min e 34h, respectivamente. Os extratos combinados na 
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concentração de 6,87 mg/mL Pg + 12,5 mg/mL Hv reduziram em 46,71% o biofilme 

com 5 min de contato e 66,52% após 24h. O extrato de P. granatum reduziu com 

significância estatística (p≤0,05%) o biofilme na concentração de 6,87 mg/mL após 5 

min de tratamento, o percentual de redução foi maior quando o biofilme foi exposto 

por 24h ao tratamento, exibindo redução de 64,13%. Com 12,5 mg/mL do extrato de 

H. virginiana o biofilme foi reduzido em 44,30% após tratamento de 5 min e com 24h 

de exposição ao extrato houve redução de 70,97% do biofilme, demonstrando 

semelhança estatística (p≤0,05%) com o grupo tratado com clorexidina a 0,12% 

(Figura 28). 

 

 

Figura 28 - Ação antibiofilme dos extratos de P. granatum e H. virginiana 

combinados e isolados sobre a cepa Kp 820195 por 5 minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Os dados do tratamento de 5 min e 24h não obtiveram distribuição normal, portanto, foram 
analisados pelo teste de Kruskal wallis suplementado pelo teste de Dunn (p≤0,05%). Os dados do 
tratamento de 24h apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método ANOVA 
complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c”, “d”, “e”, “f” e “g” demonstram a 
semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

O tratamento de 5 min com a combinação dos extratos na concentração de 

6,87 mg/mL Pg + 6,25 mg/mL Hv sobre a cepa Kp 884724 reduziu 22,20% do 

biofilme, com a exposição de 24h a redução foi de 74,39%. Houve redução de 

38,48% da atividade metabólica do biofilme quando tratado com 6,87 mg/mL de P. 

granatum por 5 min, a mesma concentração promoveu redução de 75,05% no 

tratamento de 24h. H. virginiana diminuiu em 58,83% o biofilme após contato de 5 

min com a concentração de 6,25 mg/mL, a redução observada no tratamento de 24h 
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foi semelhante estatisticamente (p≤0,05%) ao grupo tratado com clorexidina a 

0,12%, resultando na diminuição de 85,29% do biofilme. Ao aumentar a 

concentração dos extratos combinados para 27,5 mg/mL Pg + 25 mg/mL Hv a 

redução do biofilme foi de 60,19% e 76,15% nos tratamentos de 5 min e 24h, 

respectivamente. Após 5 min de exposição ao extrato de P. granatum na 

concentração de 27,5 mg/mL houve redução de 57,37%, ao aumentar o período de 

exposição para 24h a redução foi de 69,23%. A concentração de 25 mg/mL do 

extrato de H. virginiana promoveu reduções de 58,91% e 83,78% nos tratamentos 

de 5 min e 24h, respectivamente. Os valores podem ser observados na Figura 29. 

 

 

Figura 29 - Ação antibiofilme dos extratos de P. granatum e H. virginiana 

combinados e isolados sobre a cepa Kp 884724 por 5 minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Os dados do tratamento de 5 min apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo 
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). Os dados do tratamento de 24h não 
obtiveram distribuição normal, portanto, foram analisados pelo teste de Kruskal wallis suplementado 
pelo teste de Dunn (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c”, “d”, “e”, “f” e “g” demonstram a semelhança ou 
diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

As concentrações dos extratos combinados avaliadas no biofilme das cepas 

ATCC e clínicas multirresistentes de A. baumannii estão descritas na tabela 6. 
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Tabela 6 - Valores da concentração microbicida mínima (CMM) dos extratos P. 

granatum e H. virginiana combinados para avaliação sobre cepas ATCC e clínicas 

multirresistentes de A. baumannii 

 

Cepa 
MMC combinado 

ICIF 
2X MMC combinado 

Pg Hv Pg Hv 

ATCC 19606 1,71 3,12 0,62 6,87 12,5 

Ab 86005 0,1 12,5 0,55 0,42 50 

Ab 566006 0,85 12,5 0,99 3,43 50 

Ab H557 0,42 12,5 0,74 1,71 50 

Legenda: Pg: Punica granatum; Hv: Hamamelis virginiana; ICIF: índice de concentração inibitória 
fracionada.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Para a cepa ATCC de A. baumannii a combinação dos extratos na 

concentração de 1,71 mg/mL Pg + 3,12 mg/mL Hv promoveu16,93% de redução do 

biofilme após contato de 5 min. O tratamento de 24h promoveu o crescimento de 

1,98% do biofilme e foi estatisticamente semelhante (p≤0,05%) ao grupo controle de 

crescimento. P. granatum na concentração de 1,71 mg/mL diminuiu 25,61% do 

biofilme no contato de 5 min, ao aumentar o tempo de tratamento para 24h a 

redução foi de 29,58%. O extrato de H. virginiana na concentração de 3,12 mg/mL 

reduziu em 25,78% e 26,73% o metabolismo bacteriano após contato de 5 min e 

24h, respectivamente. A exposição por 5 min aos extratos combinados nas 

concentrações 6,87 mg/mL Pg + 12,5 mg/mL Hv reduziu em 44,03% o biofilme, 

aumentar o tempo de exposição para 24h promoveu 60,36% de redução da 

atividade metabólica. Quando exposto a 6,87 mg/mL do extrato de P. granatum por 

5 min o biofilme apresentou redução de 13,15%, com o tratamento de 24h a redução 

foi de 24,35%. Com 12,5 mg/mL do extrato de H. virginiana a redução foi de 35,50% 

após o período de 5 min, o percentual de redução no tratamento de 24h foi de 

27,20%, como mostra a Figura 30. 
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Figura 30 - Ação antibiofilme dos extratos de P. granatum e H. virginiana 

combinados e isolados sobre a cepa ATCC de A. baumannii por 5 minutos e 24 

horas 

 

 
Legenda: Os dados do tratamento de 5 min não obtiveram distribuição normal, portanto, foram 
analisados pelo teste de Kruskal wallis suplementado pelo teste de Dunn (p≤0,05%). Os dados do 
tratamento de 24h apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método ANOVA 
complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c”, “d”, “e” e “f” demonstram a 
semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

A combinação dos extratos na concentração de 0,42 mg/mL Pg + 12,5 

mg/mL Hv promoveram a redução de 39,98% do biofilme da cepa Ab H557 após 

contato de 5 min. Após exposição de 24h aos extratos combinados na mesma 

concentração houve redução de 44,98% da atividade metabólica. Com 0,42 mg/mL 

de P. granatum foi possível reduzir em 33,61% e 48,46% do biofilme nos 

tratamentos de 5 min e 24h, respectivamente. H. virginiana na concentração de 

12,5% diminuiu 33,07% do biofilme após contato de 5 min. A mesma concentração 

do extrato promoveu o aumento de 14,44% do biofilme após exposição de 24h. A 

combinação dos extratos na concentração de 1,71 mg/mL Pg + 50 mg/mL Hv 

ocasionou em 76,25% de redução do biofilme após tratamento de 5 min. A 

exposição de 24h a mesma concentração do extrato reduziu 80,92% do biofilme, 

demonstrando semelhança estatistica (p≤0,05%) em comparação ao grupo tratado 

com clorexidina a 0,12%. Ao ser exposto por 5 min ao extrato de P. granatum na 

concentração de 1,71 mg/mL o biofilme foi reduzido em 28,90%, ao aumentar o 

tempo de exposição para 24h a redução foi de 33,55%. O tratamento de 5 min com 

o extrato de H. virginiana na concentração de 50 mg/mL diminuiu 61,51% do 

biofilme. Quando tratado por 24h com a mesma concnetração do extrato o biofilme 
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foi reduzido em 80,62%. Os valores estão indicados na Figura 31. 

 

 

Figura 31 - Ação antibiofilme dos extratos de P. granatum e H. virginiana 

combinados e isolados sobre a cepa Ab H557 por 5 minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Todos os tratamentos apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método 
ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c”, “d”, “e” e “f” 
demonstram a semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Para a cepa Ab 566006 a combinação dos extratos na concentração de 0,85 

mg/mL Pg + 12,5 mg/mL Hv promoveu reduções de 51,99% e 61,04% no tratamento 

de 5 min e 24h, respectivamente. Após exposição de 5 min ao extrato de P. 

granatum na concentração de 0,85 mg/mL foi possível observar redução de 39,29% 

do biofilme, o tratamento de 24h resultou em 35,64% de redução. Com 12,5 mg/mL 

do extrato de H. virginiana foi possivel observar redução de 38,53% do biofilme no 

tratamento de 5 min e 17,92% com a exposição de 24h. Os extratos combinados na 

concentração de 3,43 mg/mL Pg + 50 mg/mL Hv reduziram em 75% o biofilme com 5 

min de contato e 78,40% após 24h, ambos os períodos de tratamento prouziram 

redução significativa (p≤0,05%).  O extrato de P. granatum reduziu em 18,52% o 

biofilme na concentração de 6,87 mg/mL após 5 min de tratamento, o percentual de 

redução foi de 16,39% para o tratamento de 24h com a mesma concentração do 

extrato. As reduções obtidas com a aplicação do extrato de H. virginiana na 

concentração de 50 mg/mL foram de 46,89% e 82,98% nos tratamentos de 5 min e 

24h, respectivamente. O percentual de redução pode ser observado na Figura 32. 
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Figura 32 - Ação antibiofilme dos extratos de P. granatum e H. virginiana 

combinados e isolados sobre a cepa Ab 566006 por 5 minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Todos os tratamentos apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método 
ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c”, “d”, “e”, “f” e “g” 
demonstram a semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

A combinação dos extratos na concentração de 0,1 mg/mL Pg + 12,5 mg/mL 

Hv promoveu a redução de 62,48% do biofilme da cepa Ab 86005 em 5 min de 

contato e 74,29% após exposição de 24h. Com 0,1 mg/mL do extrato de P. 

granatum o biofilme foi reduzido em 49,72% em 5 min de contato, a redução foi 

maior no tratamento de 24h, onde o percentual de redução foi de 69,08%. Com 5 

min de exposição o extrato de H. virginiana na concentração de 1,56 mg/mL 

promoveu 54,33 % de redução da atividade metabólica bacteriana, a mesma 

concentração reduziu 71,67% do biofilme após tratamento de 24h. A combinação 

dos extratos na concentração de 0,42 mg/mL Pg + 50 mg/mL Hv reduziu 70,01% do 

biofilme após 5 min de contato e o aumento da exposição para 24h proporcionou 

redução de 77,54% do biofilme. P. granatum na concentração de 0,42 mg/mL 

promoveu a redução de 27,36% após 5 min de exposição e o tratamento de 24h 

promoveu redução de 51,77%. Com 50 mg/mL do extrato de H. virginiana a 

atividade metabólica foi reduzida em 50,36% com 5 min de contato, a mesma 

concentração foi capaz de reduzir 73,58% do biofilme após tratamento de 24h, 

conforme observado na Figura 33. 
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Figura 33 - Ação antibiofilme dos extratos de P. granatum e H. virginiana 

combinados e isolados sobre a cepa Ab 86005 por 5 minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: Todos os tratamentos apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo método 
ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c”, “d”, “e”, “f”, “g” e “h” 
demonstram a semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 



57 

 

   
 

5 DISCUSSÃO 

 

 

A crescente resistência bacteriana frente aos fármacos disponíveis tem 

aumentado a busca por novos antimicrobianos e os fitoterápicos têm sido 

investigados para esta finalidade. Existe na literatura trabalhos que comprovam o 

efeito antimicrobiano do extrato de plantas (Aleksic Sabo, Knezevic, 2019; Lagha et 

al., 2019; Meccatti et al., 2021), boa parte desses estudos investigam a ação isolada 

dos extratos, no entanto o uso combinado desses extratos podem aumentar a 

eficácia antimicrobiana e diminuir o surgimento de bactérias resistentes  (Shekar et 

al., 2018).  

No presente estudo foi verificada a atividade antimicrobiana dos extratos 

naturais de P. granatum (romã) e H. virginiana (hamamélis). A seleção destes 

extratos para os testes foi embasada em achados na literatura que comprovaram 

efetividade microbicida dos extratos (Cheesman et al., 2021; Elshafie et al., 2021; 

Rasooly et al., 2020a; Trabelsi et al., 2020). Entretanto, poucos estudos verificaram 

a ação desses extratos sobre bactérias multirresistente, principalmente quando 

estas estão organizadas em biofilme.  

Os extratos de P. granatum e H. virginiana apresentaram efeito 

antibacteriano em todas as cepas testadas, porém, a sensibilidade aos extratos 

variou em relação à cepa e concentração utilizada. Neste estudo P. granatum na 

concentração de 1,71 mg/mL  foi microbicida para três cepas multirresistente de A. 

baumannii e para a cepa ATCC 19606, as cepas de K. pneumoniae apresentaram 

maiores valores de CMM variando de 3,43 mg/mL a 13,75 mg/mL. Peršurić et al. 

(2020) verificaram o efeito antibacteriano do extrato etanólico da casca de P. 

granatum sobre A. baumannii (ATCC 19606) utilizando o teste de microdiluição em 

caldo e o efeito microbicida foi observado após aplicação de 6,4 mg/mL do extrato. A 

diferença entre as concentrações provavelmente está relacionada ao tipo de 

solvente utilizado, uma vez que o presente estudo fez a utilização de extrato 

hidroalcólico e Peršurić et al. (2020) utilizaram o extrato etanólico. Magangana et al. 

(2020) verificaram que o processamento também influencia nas propriedades 

farmacológicas e fitoquímica de P. granatum. Chebaibi e Filali, (2013) verificaram a 

atividade antimicrobiana de extratos aquosos de P. granatum sobre bactérias 
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resistentes, os extratos foram elaborados utilizando metodologias diferentes 

(decocção, infusão e maceração). O extrato aquoso elaborado por decocção da 

casca de romã apresentou os melhores resultados, 1,56 mg/mL do extrato foi 

microbicida para A. baumannii resistente e o extrato não demostrou efeito 

antimicrobiano para a cepa de K. pneumoniae resistente, esse resultado é 

semelhante ao obtido em nesse estudo, onde as cepas de K. pneumoniae avaliada 

se mostraram mais resistente ao extrato em relação as cepas de A. baumannii. As 

cepas de K. pneumoniae utilizadas nesse estudo apresentam resistência a 

diferentes classes de antibióticos, acreditamos que a maior resistência demonstrada 

por K. pneumoniae pode ser atribuída a presença de mais de um mecanismos de 

resistência como: inativação ou alteração de drogas, alteração do sítio alvo, 

mudança na permeabilidade da membrana, bomba de efluxo, aquisição de 

plasmídeos (Santajit, Indrawattana, 2016).  

No presente estudo, as CMM do extrato de H. virginiana variaram entre 12,5 

e 50 mg/mL. Verificou-se que a concentração de 25 mg/mL foi a CMM que 

apresentou a melhor efetividade para as cepas de A. baumannii e K. pneumoniae. 

Apenas a cepa Kp 426533 teve a CMM de 50 mg/mL. Embora seja considerado um 

antisséptico, estudos sobre a atividade antimicrobiana desse extrato são escassos. 

Cheesman et al. (2021) avaliaram o efeito inibitório de diferentes extratos de H. 

virginiana (aquoso, hexano, metanólico e clorofórmico) sobre cepas de 

Streptococcus e Staphylococcus spp., todos os extratos apresentaram concentração 

mínima de crescimento para os micro-organismos avaliados, os autores afirmam que 

os extratos avaliados possuem grande potencial inibitório. Rasooly et al. (2020a) 

verificaram o efeito antibacteriano de um extrato de H. virginiana rico em compostos 

fenólicos, o extrato demonstrou ser inibitório para A. baumannii ATCC 19606 na 

concentração de 182 µg/mL e para K. pneumoniae ATCC 700603 teve ser 

crescimento inibido com 572 µg/mL do extrato. Os autores atribuem o efeito 

antimicrobiano de H. virginiana aos  compostos fenólicos, como ácido gálico, 

galocatequina e epigalocatequina e a presença de taninos. 

O uso combinado de plantas pode potencializar os efeitos terapêuticos uma 

vez que diferentes compostos podem atuar sobre o mesmo ou diferentes alvos e 

vias, superar a resistência aos antimicrobianos, atuar sobre diferentes enzimas e 

transportadores metabólicos e diminuir os efeitos adversos (Yang et al., 2014). 
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Nesse trabalho o efeito combinado dos extratos de P. granatum e H. virginiana foi 

investigado, foram encontradas 13 combinações aditivas (ICIF > 0,5 ≤ 1) sobre as 

cepas de A. baumannii e 15 combinações aditivas para K. pneumoniae. O uso 

combinado dos extratos resultou na redução da concentração mínima necessária 

para promover os efeitos antimicrobianos, o que torna os resultados relevantes, visto 

que diminuir a concentração dos extratos pode reduzir o risco de efeitos colaterais 

(Silva et al., 2019). Os resultados encontrados nesse estudo além de demonstrar a 

potencialização do efeito inibitório de crescimento bacteriano proporcionado pela 

combinação dos extratos é o primeiro na literatura a relatar a interação desses 

extratos. 

O extrato de H. virginiana em associação com antibióticos convencionais foi 

investigado por Cheesman et al. (2021) que encontraram duas combinações 

aditivas, o extrato aquoso combinado com cloranfenicol sobre Streptococcus oralis e 

o extrato metanólico associado a ciprofloxacina contra sobre S. aureus. Hacioglu et 

al. (2017) verificaram o potencial antimicrobiano resultante da combinação de chás 

de ervas com antibióticos, o chá da flor de P. granatum combinado com ampicilina-

sulbactam ou em associação com doxiciclina exibiu atividade aditiva (ICIF 0,7) sobre 

A. baumannii ATCC 19606. Embora as associações realizadas por Cheesman et al. 

(2021) e Hacioglu et al. (2017) sejam diferentes das avaliadas por esse estudo 

houve relação entre os resultados, já que os extratos de P. granatum e H. virginiana 

apresentaram efeito aditivo sobre os micro-organismos avaliados.  

O extrato de P. granatum promoveu redução significativa da atividade 

metabólica do biofilme de todas as cepas de K. pneumoniae, com resultados 

estatisticamente diferentes do controle de crescimento (p≤0,05%), pelo período de 5 

min e 24h. Não foram encontrados na literatura estudos que avaliem o efeito 

antibiofilme de P. granatum sobre bactérias multirresistentes de K. pneumoniae. No 

entanto, o efeito antibiofilme do extrato foi investigado anteriormente por da Silva et 

al. (2019), que testaram concentrações de uma lectina da casca de P. granatum 

sobre o biofilme de Escherichia coli produtores de β-lactamase, houve redução do 

biofilme em concentrações de 50 a 200 μg/mL. Os autores destacam ainda que a 

lectina interfere na expressão de genes relacionados com a formação do biofilme. A 

punicalagina é um importante composto bioativos de P. granatum, Xu et al. (2017) 

relataram que esse composto em concentrações acima de 16 μg/mL reduz em até 
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90% o biofilme de S. aureus ATCC. P. granatum foi relatado anteriormente como 

modulador de quorum sensing interferindo na formação do biofilme bacteriano (Joshi 

et al., 2019), seu efeito antibiofilme também pode estar relacionado a presença de 

polifenóis que atuam como inibidores da bomba de efluxo (Dey et al., 2012). 

A redução do biofilme de A. baumannii após tratamento com P. granatum 

variou entre as cepas e o período de tratamento. Foi observado que o extrato de P. 

granatum na concentração de 3,43 mg/mL promoveu o crescimento da cepa Ab 

ATCC 19606 após tratamento de 5 min, esse efeito pode estar relacionado a 

degradação de fenol, visto que, A. baumannii possui a capacidade de degradar fenol 

dependente da concentração (Shahryari et al., 2018) e estudos anteriores relatam 

que os polifenóis de P. granatum podem atuar como prebiótico para algumas 

bactérias (Li et al., 2015). Os diferentes perfis e mecanismos de resistência existente 

nas cepas avaliadas podem explicar a divergência no efeito antibacteriano dos 

polifenóis do extrato (Álvarez-Martínez et al., 2021). 

De um modo geral, o extrato de P. granatum revelou ser capaz de reduzir o 

metabolismo de cepas de A. baumannii multirresistentes, apresentando reduções de 

até 64,94% para Ab 56006, 54,74% para ATCC 19606, 45,52% para Ab 58004, 

34,67% para Ab 86005 e 31,54% para H557. Não foram encontrados na literatura 

artigos que avaliaram a ação antibiofilme de P. granatum sobre A. baumannii. No 

entanto, Mohsenipour e Hassanshahian (2015) relataram que 51,48% do biofilme de 

P. aeruginosa foi reduzido após tratamento com P. granatum. Bakkiyaraj et al. 

(2013) verificaram que 125 μg/mL −1 do extrato metanólico de P. granatum  inibiu em 

quase 100% o biofilme de S. aureus e S. aureus resistente a meticilina (MRSA), os 

pesquisadores também verificaram a atividade do ácido elágico isolado (principal 

componente do extrato) sobre esses micro-organismos e 25 μg/mL  do composto 

isolado promoveu redução acima de 80% do biofilme. Nostro et al. (2016) relataram 

que o extrato de P. granatum reduziu significativamente a biomassa do biofilme de 

Listeria monocytogenes e S. aureus em relação ao grupo controle e atribuíram o 

efeito antimicrobiano ao composto apigenina presente no extrato.  

O extrato de H. virginiana reduziu significativamente o biofilme dos dois 

micro-organismos avaliados. A redução para A. baumannii variou de 7,19% a 

79,60% no tratamento de 5 min e 33,97% a 83,45% no tratamento por 24h, para K. 

pneumoniae o tratamento de 5 min promoveu reduções de 20,98% a 68,83% da 
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atividade metabólica e após 24h de contato o percentual de redução apresentado 

variou de 50,59% a 84,38%.   

Embora tenham utilizado outra bactéria os resultados encontrados por 

Rasooly et al. (2020b) comprovam o efeito antibiofilme do extrato de H. virginiana e 

afirmam que o extrato atua sobre biofilmes pré-formados de S. epidermidis e evita o 

crescimento das células aderidas, os autores atribuem esse efeito ao polifenol 

hamamelitanino. Cobrado et al. (2012) investigaram a ação do hamamelitanino 

sobre cepas padrão e clínicas de A. baumanni, S. aureus e S. epidermidis e 

constataram que 100 mg/mL diminuiu significativamente a atividade metabólica do 

biofilme de A. baumannii em 31,8%, S. aureus em 23% e S. epidermidis em 42,2%. 

Os autores afirmam que o hamamelitanino atua sobre quorum sensing dessas 

bactérias interferindo no biofilme. A ação antimicrobiana do hamamelitanino foi 

verificada em teste in vivo utilizando ratos Wistar infectados por MRSA e S. 

epidermidis meticilina resistentes (MRSE). O hamamelitanino controlou a carga 

microbiana e na concentração de 20 µg da substância já não havia crescimento 

microbiano (Kiran et al., 2008). 

O biofilme da cepa Ab 566006 no tratamento de 5 min com 25 mg/mL de H. 

virginiana apresentou crescimento de 1,99%, acredita-se que este crescimento 

possa estar relacionado a grande presença de polifenóis como o pirogalol que atua 

no sequestro de radicais livres (Touriño et al., 2008), os radicais livre causam 

estresse na cultura bacteriana além de controlar seu crescimento, dessa forma, os 

polifenóis favorecem o crescimento bacteriano. Além disso, A. baumannii possui 

flexibilidade metabólica, esse patógeno possui proteínas regulatórias denominadas 

multicobre oxidase que atuam como catalisadoras na oxidação de vários substratos, 

como: fenóis guaiacol, pirogalol e catecol (Kaur et al., 2020). 

Não foram encontrados na literatura estudos utilizando o extrato de H. 

virginiana em combinação sobre biofilmes bacterianos. No entanto, ao avaliar os 

resultados obtidos no presente estudo, os tratamentos com os extratos combinados 

de P. granatum e H. virginiana sobre os biofilmes bacterianos, é possível observar 

que em determinadas cepas e em diferentes concentrações a combinação 

promoveu maior redução metabólica do biofilme e em outras cepas a combinação do 

extrato exibiu redução menor do que a exercida pelos extratos isolados. Esse efeito 

pode ser explicado pela interação dos compostos fitoquímicos existente em cada um 
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dos extratos, visto que a interação de substâncias químicas podem se somar 

resultando em combinações sinérgicas, porém, a combinação de extratos também 

pode resultar em atividades aditivas, indiferentes ou até mesmo antagônicas (Kurin 

et al., 2012).  

O extrato de P. granatum foi avaliado em combinação com o extrato de 

Rosmarinus officinalis (Alecrim) sobre o biofilme de P. aeruginosa resistente a 

antibiótico pelos pesquisadores Abu El-Wafa et al. (2020), P. granatum sozinho 

reduziu de 41,20% a 71,5% o biofilme das cepas avaliadas e R. officinalis diminuiu 

de 53,10% até 73,70% o biofilme das mesmas cepas. Quando combinados, os 

extratos promoveram redução de 76,5% até 85,40% dos biofilmes. Os autores 

afirmam que a interação dos extratos interfere na adesão das bactérias na superfície 

do biofilme, devido a redução da motilidade das bactérias. Embora a bactéria 

utilizada por Abu El-Wafa et al. (2020) seja diferente da utilizada nesse estudo, os 

resultados obtidos são semelhantes, uma vez que, o extrato de P. granatum 

associado a H. virginiana promoveu a maior redução do biofilme de algumas cepas. 

As pl antas são uma importante fonte de compostos terapêuticos que podem  

ser utilizados como antimicrobianos. O presente estudo demonstra o potencial 

antimicrobiano e antibiofilme dos extratos P. granatum e H. virginiana. As interações 

aditivas observadas nesse estudo também são importantes, uma vez que o uso 

combinado de extratos pode diminuir a concentração utilizada e potencializar o efeito 

antibacteriano. Assim, os resultados obtidos nesse estudo contribuem para o 

desenvolvimento de novas estratégias contra infecções causadas por A. baumannii 

e K. pneumoniae.  
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir:  

 

a) o extrato de P. granatum foi ativo para as 4 cepas clínicas multirresistentes 

de A. baumannii e K. pneumoniae avaliadas. A CMM para A. baumannii 

variou de 1,71 a 3,43 mg/mL e para K. pneumoniae a CMM variou de 3,43 

a 13,75 mg/mL; 

b) o extrato de H. virginiana apresentou CMM para as 4 cepas clínicas 

multirresistentes de A. baumannii e K. pneumoniae avaliadas. A CMM para 

A. baumannii variou de 12,5 a 25 mg/mL e para K. pneumoniae a CMM 

variou de 25 a 50 mg/mL; 

c) a combinação dos extratos resultou em 7 combinações aditivas para as 

cepas multirresistentes de A. baumannii e 14 combinações aditivas para 

as cepas multirresistentes de K. pneumoniae; 

d) ambos os extratos isolados e em combinação apresentaram ação 

antibiofilme sobre as cepas multirresistentes avaliadas.
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