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RESUMO

QUARESMA, S.L.B. ldentificacdo de Staphylococcus aureus e avaliacdo do perfil de
sensibilidade a antimicrobianos e aos extratos de Eugenia uniflora L. Campina Grande,
Monografia. 2014. 48p. Universidade Estadual da Paraiba.

O género Staphylococcus compde grande grupo de micro-organismos de importancia clinica e
é responsavel por inimeras e variadas afec¢des e sindromes em humanos e animais. Dentre as
principais espécies, destaca-se Staphylococcus aureus, considerada como a de maior poder
patogénico, pela capacidade de produzir inUmeros fatores de viruléncia, além de apresentar
grande resisténcia aos antimicrobianos de uso clinico. Nos Ultimos anos, muitas plantas tém
sido avaliadas ndo sé pela atividade antibacteriana, mas tambeém como agente modificador da
atividade antibidtica. O uso associado de antimicrobianos as plantas medicinais e/ou seus
subprodutos podem atuar inibindo ou intensificando o efeito terapéutico dos medicamentos
convencionais, bem como ndo interferir na resposta esperada. Os objetivos deste estudo foram
confirmar pelos métodos convencionais a identificagdo e pureza de 20 cepas de
Staphylococcus sp. pertencentes a colecdo do Laborat6rio de Microbiologia da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB), avaliar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos usuais e
extratos vegetais, produzidos a partir da Eugenia uniflora L. além de avaliar o efeito
interativo por associacdo entre estes extratos e alguns antimicrobianos. Os ensaios
microbioldgicos in vitro para avaliacdo da atividade antiestafilocécica, determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e do efeito interativo dos extratos com
antimicrobianos foram realizados por difusdo em meio sélido utilizando discos de papel de
filtro. Os antimicrobianos utilizados nos testes de interacdo foram discos de penicilina G (10
Ul) e eritromicina (15 pL) embebidos em 20 pL dos extratos ativos na sua CIM. Os resultados
mostraram que 0s extratos isolados das folhas e frutos apresentam acdo antiestafilocdcica,
porém, no estudo de interacdo apresentaram efeito antagbnico e/ou indiferente quando
associados aos antimicrobianos, evidenciando que o uso de produtos derivados de plantas
qguando associadas aos antimicrobianos podem interagir com estes produzindo in vitro

diferentes efeitos interferentes.

Palavras-Chave: Staphylococcus aureus; antimicrobianos; extratos vegetais; pitangueira.



ABSTRACT

QUARESMA, S.L.B. ldentification of Staphylococcus aureus and evaluation of the
antimicrobial susceptibility and extracts from Eugenia uniflora L. Campina Grande,
Monografia. 2014. 48p. Universidade Estadual da Paraiba.

The Staphylococcus genus comprise a large group of microorganisms of clinical importance
and are responsible for numerous and varied diseases and syndromes in humans and animals.
Among the main species, Staphylococcus aureus stands out, considered as having the most
pathogenic power, through the ability to produce numerous virulence factors, besides showing
great resistance to antimicrobials in clinical use. In recent years, many plants have been
evaluated not only for antibacterial activity, but also as a modifier agent of the antibiotic
activity. The combined use of antimicrobials and medicinal plants and /or their byproducts
may act by inhibiting or intensifying the therapeutic effect of conventional drugs, as well as
not interfering with the expected response. This study aimed to confirm by conventional
methods the identification and purity of 20 strains of Staphylococcus sp. that belong to the
collection of samples of the Laboratory of Microbiology at Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB), evaluate the susceptibility profile to the usual antimicrobial and vegetal extracts
produced from Eugenia uniflora L., as well as evaluating the interaction effect between these
extracts and some antimicrobials. The Microbiological assays in vitro to evaluate
antistaphylococcal activity, determine Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the
interactive effect of the extracts with antimicrobial agents were performed by diffusion in
solid medium using filter paper discs. The Antimicrobials used in interaction tests were discs
of penicillin G (10 1U) and erythromycin (15 pL) soaked in 20 pL of the active extract in its
MIC. The results indicate that the isolated extracts of leaves and fruits have
antistaphylococcal activity, however, in the interaction study, they showed an antagonistic
and / or indifferent effect when associated with antimicrobials, evidencing that plant-derived
products, when associated with antimicrobials, can interact with them and produce different

interfering effects in vitro.

Keywords: Staphylococcus aureus; antimicrobials; vegetal extract; pitangueira.
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1. INTRODUGCAO

As bactérias Gram positivas, especialmente os cocos, compdem um grupo de grande
importancia clinica, estdo entre 0s micro-organismos mais frequentemente isolados de
amostras bioldgicas humanas em laboratorios de microbiologia e sdo responséaveis por
inimeras e variadas afeccdes e sindromes (HIRAI, 2014).

Os estafilococos sdo células esféricas Gram positivas, sdo as bactérias ndo esporuladas
gue mais resistem no meio ambiente podendo estar presente na pele e mucosas do homem e
de outros animais (JAWETZ et al., 2012).

Dentro do género Staphylococcus, o Staphylococus aureus € reconhecido como o
agente de maior poder patogénico além de ser considerado como um grande problema
mundial, responsavel por problemas relacionados a assisténcia a saude causando infec¢bes
comunitarias e nosocomiais. Esta espécie produz grande variedade de fatores de viruléncia
além de toxinas extracelulares que estdo relacionados a sua patogenicidade. Apresenta
também resisténcia a maioria dos antimicrobianos utilizados rotineiramente na clinica médica
(CARDOSO et al., 2000).

Apesar dos antimicrobianos existentes, da melhora das condigdes sanitarias e das
medidas de controle de infeccdo hospitalar, o S. aureus continua a ser um dos mais
importantes patdgenos para 0 homem. Individuos sadios sdo colonizados intermitentemente
por este agente e podem albergar o micro-organismo na nasofaringe, na pele e na vagina. A
partir destes sitios 0 S. aureus pode contaminar outras areas do corpo, objetos inanimados por
contato direto ou por aerossol, ocasionando infec¢des graves e muitas vezes letais (BRASIL,
2013).

Uma estratégia atual no tratamento de doencas causadas por bactérias vem sendo a
busca por alternativas que visem minimizar danos a salde e proporcionem maior acdo contra
processos infecciosos, tendo em vista que alguns antibiéticos convencionais tém perdido a
eficacia na sua atividade (NASCIMENTO, 2013).

Segundo Sena Filho et al (2006), muito antes da humanidade descobrir a existéncia
dos microbios, ja se tinha ideia do potencial de cura de certas plantas, de fato, que continham
0 que nos atualmente caracterizamos como principios antimicrobianos.

A utilizagdo de plantas na medicina popular constitui uma pratica muito antiga ¢ “o
conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso terapéutico de
muitas comunidades e grupos étnicos”, tornando-se cada vez mais importante a investigacéo,

0 estudo sistematizado e cientifico de diferentes espécies (MACIEL et al., 2002).
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Uma alternativa na busca de melhorar a acdo de determinados antimicrobianos seria
associa-los a extratos vegetais oriundos de plantas medicinais de uso popular que possuem
atividade terapéutica ja conhecida e comprovada.

Contudo, ¢ dificil selecionar as espécies vegetais a investigar quanto ao potencial
farmacoldgico, levando-se em conta a imensa quantidade de espécies a explorar. Os relatos da
medicina popular costumam ser vistos como eficazes na identificacdo de espécies vegetais
potencialmente terapéuticas e, sdo orientadores nas pesquisas com plantas medicinais
(AURICCHIO; BACCHI, 2003).

Deste modo, conhecendo-se a problematica que envolve diversos tipos de infecgoes
causadas por estes micro-organismos, bem como 0s mecanismos de resisténcia que 0s
mesmos vém desenvolvendo frente as varias classes de antimicrobianos é importante a
realizacdo do estudo de avaliacdo do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos para se
aplicar uma terapia antimicrobiana adequada além de avaliar o comportamento desses micro-
organismos frente a produtos vegetais e as possiveis interacGes entre os antimicrobianos e

extratos vegetais.
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Identificar e determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de cepas de
Staphylococcus sp. mantidas na bacterioteca do Laboratério de Microbiologia da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB).

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar as cepas de Staphylococcus sp. utilizando metodologia
convencional;

e Determinar o perfil de sensibilidade das cepas de Staphylococcus aureus frente
a antimicrobianos convencionais utilizados na clinica médica;

e Determinar o perfil de sensibilidade das cepas de S. aureus frente a extratos de
Eugenia uniflora L. produzidos no Laboratorio de Fitoquimica da UEPB,;

e Avaliar o efeito interativo entre a associacdo de antimicrobianos convencionais

e extratos de E. uniflora L. frente as cepas de S. aureus.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Consideracdes gerais sobre 0 género Staphylococcus

O género Staphylococcus, pertence a familia Micrococaceae e foi descrito pela primeira
vez em 1880, em pus de abcessos cirargicos, pelo cirurgido escocés Alexandre Ogston e
atualmente € um dos micro-organismos mais comuns nas infec¢bes piogénicas em todo o
mundo (SANTOS et al.,2007).

Os representantes desse género apresentam-se na forma de cocos Gram positivos, iméveis,
isolados ou agrupados em “cachos de uva”. S3do anaerdbios facultativos ou aerdbios, nao
formadores de esporos e catalase positivo. E constituido por pelo menos 40 espécies, porém, as
de importancia clinica encontradas com maior frequéncia sdo: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus saprophyticus. (JAWETZ et al., 2012).

Os estafilococos existem no ar, na poeira, no esgoto, na &gua, no leite e nos alimentos
e nos equipamentos de processamentos de alimentos, nas superficies, nos seres humanos e nos
animais, sendo esses dois ultimos os principais reservatorios do agente (FORSYTHE, 2002).
Sdo suscetiveis a altas temperaturas, desinfetantes e solugdes antissépticas. No entanto, o
micro-organismo pode sobreviver em superficies secas por longos periodos. Os organismos
podem ser transferidos a um individuo suscetivel tanto por contato direto como através de
fomites, como, vestimentas e roupas de cama contaminadas (MURRAY; ROSENTHAL,
PFALLER, 2009).

De acordo com Trabulsi e Alterthum (2004), o S. epidermidis € uma das espécies,
frequentemente mais encontrada dentre os Staphylococcus coagulase-negativo (SCN).
Geralmente encontram-se colonizando a microbiota normal da pele e mucosas e sao
responsaveis por causarem infeccGes em individuos expostos a fatores de risco. As infec¢bes
geralmente ocorrem em ambientes hospitalares, durante tratamentos e intervencdes cirargicas,
nas quais sdo utilizados cateteres e implantes plasticos.

S. saprophyticus é outra espécie, também frequentemente relatada como habitante
normal da pele e da regido periuretral do homem e mulheres, sendo considerado, inclusive
como um dos agentes mais comuns de infeccdo urinaria, depois da Escherichia coli,
principalmente em mulheres na faixa de 20 a 40 anos de idade. A patogenicidade esta
relacionada a sua capacidade de aderir as células do epitélio urinario (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2005).
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O S. aureus € assim denominado devido a pigmentacdo amarela e da formacgdo de um
halo de hemolise ao redor de suas coldnias (aureus = dourado) (TORTORA et al., 2005). E
uma bactéria também do grupo dos cocos Gram-positivos, que faz parte da microbiota
humana, e é frequentemente encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis
(SANTOS et al.,2007). Essa espécie é produtora da enzima coagulase (coagulase positiva), e
sua patogenicidade esta relacionada a presenca de varios fatores de viruléncia, destacando-se
a producao de toxinas (VANSO et al., 2013).

Um dos patdgenos humanos mais importantes € o S. aureus, uma vez gque atua como
agente de uma ampla gama de infeccOes, variando desde aquelas localizadas, geralmente
superficiais, até algumas disseminadas, com elevada gravidade (TRABULSI; ALTERTHUM,
2005; BARBALHO, 2011).

De acordo com Murray, Rosenthal e Pfaller (2009), aproximadamente 30% dos
adultos saudaveis sdo portadores persistentes de S. aureus na nasofaringe, com uma
incidéncia maior em pacientes hospitalizados, médicos, individuos com doenga equizematosa
de pele e aqueles que usam agulhas regularmente, tanto de forma ilicita ou por questdes
médicas. Pelo fato dos estafilococos serem encontrados na pele e na nasofaringe, a
disseminacdo das bactérias € comum e o micro-organismo é responsavel por muitas das
infeccdes adquiridas no hospital.

E importante lembrar que, devido & sua capacidade de resistir & dessecacéo e ao frio, o S.
aureus consegue permanecer viavel por longos periodos em particulas de poeira, 0 que torna sua
distribuicéo ainda mais ampla (CAVALCANTI et al., 2006).

Os principais fatores de viruléncia do S. aureus sdo os componentes da superficie
celular e toxinas. Algumas evidéncias sugerem gque determinadas enzimas também podem ser
consideradas fatores de viruléncia (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

A caracteristica mais extraordindria do S. aureus é a sua elevada capacidade de
adquirir resisténcia aos antibidticos. Nenhuma outra espécie bacteriana, com semelhante nivel
de viruléncia para o organismo humano, apresenta tamanho grau de flexibilidade para

suportar e sobreviver a terapia antimicrobiana (SOUZA, 2011).

3.2.  Principais patologias causadas por Staphylococcus aureus

As doencas infecciosas sdo as principais causas de mortes prematuras no mundo,

sendo estimado 15 milhdes de 6bitos por ano. O crescimento da resisténcia bacteriana é um



18

fator importante na ocorréncia deste quantitativo de mortes, além de que, esta ameacga também
dificulta a cura e eleva os gastos com a assisténcia a satde (WHO, 2008).

As infeccOes estafilocdcicas podem ser classificadas em superficiais e profundas. As
superficiais afetam a pele e o tecido superficial subcutaneo e, geralmente, sdo decorrentes da
invasdo direta dos tecidos por amostras de S. aureus existentes na pele ou mucosa. Com
excecdo da pneumonia por aspiracédo, as infecgdes profundas sdo decorrentes de bacteremias
que se originam nos focos da infeccdo superficial ou, eventualmente, numa pneumonia por
aspiracdo (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). Este micro-organismo tem ocupado um lugar de
destaque na etiologia de infec¢bes hospitalares sendo que aproximadamente 70% a 100% sao
causadas por amostras multirresistentes (VIOLANTE, 2008).

O sinal caracteristico de infeccdo estafilococica é a formacdo de abcesso que
acompanha o processo inflamatério. O abscesso é uma cavidade cheia de exsudato purulento
e revestida por uma camada de fibrina e de células fagocitarias, cuja funcdo é impedir o
progresso da infeccdo (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

As infeccBes mais comuns envolvem a pele (celulite, impetigo) e feridas em sitios
diversos. Algumas infeccBes por S. aureus sdo agudas, piogénicas, e pode disseminar para
diferentes tecidos e provocar focos metastaticos. Episddios mais graves, como bacteremia,
pneumonia, osteomielite, endocardite, miocardite, pericardite, meningite, abcessos musculares
e cerebrais, sdo também frequentemente documentados (LOWY, 1998).

O S. aureus causa doenca pela producéo de toxina ou por invasao direta e destruicao
tecidual. As manifestacdes clinicas de algumas doencas estafilococicas sdo quase
exclusivamente o resultado da atividade de uma toxina, enquanto outras doencas resultam da
proliferacdo dos organismos, o que leva a formacdo de abcessos e a destruicdo dos tecidos
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009).

Segundo Lowy (1998), portadores nasais e pacientes colonizados por S. aureus tém
sido descritos como fator de risco para o desenvolvimento de infeccGes, e 11% a 43% dos
pacientes colonizados adquirem infeccdo. O aspecto do processo infeccioso depende dos
fatores de viruléncia do patdgeno e de mecanismos de defesa do hospedeiro.

Mortes associadas a infec¢Oes bacterianas variam de 12% a 81% no mundo todo,
dependendo das condiges e particularidades dos tipos de pacientes e tratamentos utilizados,
observando-se que a elevacgéo das taxas de mortalidade esta associada, fundamentalmente, ao
aumento do espectro de resisténcia dos patdgenos (MURRAY et al, 2003).

Cerca de 50% a 87% das infecgdes hospitalares, tém como agente responsavel o S.

aureus, sendo que em 16% a 43% dos casos 0s pacientes evoluem para o 6bito em funcéo do
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amplo espectro de resisténcia deste micro-organismo (METAN et al, 2005). Entretanto, estes
valores percentuais podem variar de acordo com a realidade de cada hospital (CATAO et al.,
2013). Bacteremia por S. aureus € uma das principais causa de morbidade e mortalidade em
todo 0 mundo (DAS; O’CONNELL; LAMBERT, 2007). No entanto, estes micro-organismos
também podem ser isolados de véarias amostras bioldgicas, destacando-se as secre¢des de
feridas diversas, sangue, urina e ponta de cateter (KLUCZYNICK et al., 2010; CATAO et al.,
2013).

A maioria das infeccdes provocadas por S. aureus resulta de portadores
assintomaticos, em que o individuo pode ser colonizado por periodos curtos ou longos,
causando doencas quando ha algum comprometimento do sistema imunolégico (RUBIN et
al., 1999; KLUCZYNICK et al., 2010).

O diagnostico das infeccOes estafilococicas € feito pelo exame bacterioscopico de
esfregacos corados pelo método de Gram, isolamento e identificacdo do micro-organismo. No
exame bacterioscopico das secre¢des purulentas, as células bacterianas podem ser observadas
formando arranjos em cachos ou isoladamente. O isolamento é realizado nos meios de cultura
comuns, como agar sangue onde a bactéria forma colbnias relativamente grandes e, com
frequéncia, beta-hemoliticas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

3.3.  Antibidticos de uso clinico e mecanismos de acao

3.3.1. Antibidticos

Antibidticos sdo substancias quimicas derivadas de organismos vivos, ou produzidos
por eles, capazes de inibir processos vitais de outros organismos. Os primeiros antibidticos
foram isolados de micro-organismos, mas alguns sdo obtidos de plantas e animais superiores.
A literatura registra milhares de antibidticos, dos quais muitos sdo de origem microbiana.
Contudo, apenas algumas dezenas encontram emprego na medicina (HARAGUCHI, 2014).

Os antibidticos séo classificados segundo varios critérios: pela sua estrutura quimica,
pela acdo predominante ou espectro de agdo, pela acdo bioldgica, pela sua origem e pelo
mecanismo de atuacdo (BRUMANO; GATTAS, 2009).

De acordo com os critérios de classificacdo, é possivel dividir os antimicrobianos em
cinco classes: Inibidores da sintese da parede celular peptidoglicana, onde estdo incluidos os
B-lactdmicos e glicopeptideos, sdo exemplos de B-lactamicos as penicilinas, cefalosporinas,

carbapenéns, monobactamicos e inibidores da B-lactamase, no grupo dos glicopeptideos
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destacam-se a vancomicina e bacitracina. Outra classe sdo os inibidores da sintese da
membrana citoplasmatica, como as polimixinas e a anfotericina B; as quinolonas, rifampicina
e as nitrofurantoinas pertencem a classe dos modificadores da sintese de &cidos nucleicos.
Temos ainda a classe dos inibidores da sintese proteica, como o0s aminoglicosideos, as
tetraciclinas, o clorafenicol, as eritromicinas, entre outros; e por fim, os modificadores do
metabolismo energético, como as sulfonamidas e o trimetoprima (TAVARES, 1999;
SCHAECHTER et al., 2002).

Os estafilococos s@o conhecidos pela capacidade de desenvolver resisténcia a varios
antibidticos, principalmente dentro do ambiente hospitalar, onde esses medicamentos sdo
amplamente utilizados (FINAN et al., 2001).

O primeiro antimicrobiano utilizado clinicamente na terapia das infec¢bes por S.
aureus, foi a penicilina, com eficécia até a década de 1960, quando comegaram a aparecer 0S
primeiros isolados resistentes. Desde entdo, o S. aureus tem ganhado espaco, posto que novas
cepas resistentes tém surgido a cada novo antibidtico introduzido no tratamento das patologias
a ele atribuidas (SANTOS et al., 2007; GELATTI et al., 2009).

Embora o S. aureus possa ser susceptivel a acdo de varias drogas ativas contra
bactérias  Gram-positivas  (tais como  penicilinas, cefalosporinas, eritromicina,
aminoglicosideos, tetraciclinas e cloranfenicol), é também conhecido pela sua elevada
capacidade de desenvolver resisténcia a todas. Portanto, a antibioticoterapia adequada das
infeccdes estafilococicas deve ser precedida da escolha da droga com base nos resultado de
testes de susceptibilidade. No entanto, deve ser lembrado que amostras isoladas de pacientes
hospitalizados frequentemente sdo mais resistentes do que amostras isoladas de paciente na
comunidade (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005; CATAO et al., 2012).

Mais de 95% dos S. aureus isolados de pacientes com infec¢Bes, em todo o mundo,
ndo sdo sensiveis a tratamentos com antibidticos como penicilina e ampicilina (RUBIN et al.,
1999). No Brasil, mais de 70% das cepas isoladas de Staphylococcus, seja de ambiente
hospitalar ou da comunidade, séo resistentes as penicilinas (G, ampicilina e amoxicilina), ndo
se devendo, portanto, fazer indicacdo empirica destes antimicrobianos para o tratamento de
infeccdes estafilocdcicas (TAVARES, 2000; CATAO et al., 2013).

3.3.2. Resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos em S. aureus é determinada por mutacdes em seus

genes e/ou pela aquisicdo de genes de resisténcia de outras bactérias da mesma espécie, ou
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eventualmente, de outras especies. Em geral, a resisténcia por mutacdo € decorrente de uma
alteracdo no sitio de acdo do antibidtico, enquanto a resisténcia por aquisicdo de genes de
resisténcia frequentemente envolve destruicdo ou inativacdo do antibiotico (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2005).

As cepas de S. aureus que apresentam resisténcia a meticilina sdo denominados
MRSA (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus) e os resistentes a oxacilina de ORSA
(Oxacillin Resistant Staphylococcus aureus) (CRUZ, 2008; KOBAYASHI et al., 2009). Os
Staphylococcus sp. oxacilina-resistentes geralmente também apresentam resisténcia a
fluoroquinolonas, lincosamidas e macrolideos, e a opcdo terapéutica atual sdo 0s
glicopeptideos (CATAO et al., 2013). Porém ha publicacdes em que se constata o isolamento
de S. aureus oxacilina-resistentes com sensibilidade reduzida a glicopeptideos (GISA),
tornando, desta forma, mais restritas as opc¢des terapéuticas (NICODEMO et al., 2002).

O aumento da frequéncia de infec¢Oes hospitalares causadas por S. aureus resistentes a
oxacilina (ORSA), também conhecidos como S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) foi
paralelamente acompanhado da aquisicdo de resisténcia a maioria dos antimicrobianos com
atividade antiestafilococica atualmente disponiveis. Por conseguinte, os glicopeptideos,
principalmente a vancomicina, tornaram-se uma das poucas alternativas terapéuticas eficazes
causadas por cepas ORSA ou MRSA. Contudo, a emergéncia de S. aureus com resisténcia
intermediaria & vancomicina (VISA) limitou consideravelmente as possibilidades de
tratamento dessas infeccdes (OLIVEIRA et al., 2001).

A meticilina foi introduzida em 1959 para o tratamento de infec¢des causadas por S.
aureus resistentes a penicilina. Em 1961, no Reino Unido, ocorreram 0s primeiros relatos de
cepas isoladas de MRSA, que rapidamente emergiram em outros paises europeus, onde
ocorreram surtos de infeccBes hospitalares provocados por este micro-organismo. Desde
entdo, MRSA tornou-se um importante problema clinico, sendo considerado uns dos
principais causadores de infec¢des, de tratamento cada vez mais dificil, especialmente em
pacientes graves, devido as limitadas opcdes terapéuticas (ENRIGHT et al., 2002; SHOPSIN
e KAREISWIRTH, 2001; TVERDEK et al., 2008; CATAO et al., 2013).

Comecando nos anos 1980, as cepas MRSA se disseminaram rapidamente em
pacientes hospitalizados, alterando drasticamente a terapia disponivel para a prevencdo e o
tratamento das infeccbes por estafilococos. Embora as infeccbes por MRSA fosse
relativamente incomuns entre individuos sadios na comunidade, uma dramatica alteragdo foi

observada em 2003, quando novas cepas de MRSA foram relatadas como responsaveis por
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surtos de infeccbes cutédneas e pneumonias graves adquiridas na comunidade (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2009).

A penicilina é a droga de escolha se a amostra for suscetivel. No entanto, a ampla
disseminacdo de amostras resistentes a esse antimicrobiano reduziu consideravelmente o seu
valor. A resisténcia a penicilina é atribuida a producéo de enzimas (p-lactamases) capazes de
inativar essa droga. Além disso, o surgimento e a disseminacao progressiva da resisténcia a
meticilina e outras penicilinas semi-sintéticas tiveram grande impacto na terapia das infecgdes
estafilococicas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

A resisténcia a meticilina é conferida por um gene (mecA), que codifica uma proteina
que se liga a penicilina (penicillin-binding protein 2 — PBP2) com baixa afinidade pelo
antimicrobiano. As amostras que a apresentam sdo frequentemente referidas pela sigla MRSA
e, muitas vezes, sdo resistentes a varios outros antimicrobianos. As amostras resistentes a
meticilina sdo também consideradas resistentes aos demais B-lactamicos, inclusive aqueles
semi-sintéticos, como carbapenens e cefalosporinas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

A vancomicina consiste na droga de escolha para o tratamento de infeccdes
estafilococicas graves, especialmente as causadas por amostras de MRSA. Entretanto, o
surgimento de amostras com susceptibilidade diminuida a esse antimicrobiano, as
denominadas VISA (Vancomycin Intermediate Staphylococcus aureus), e que atualmente séo
denominados simplesmente de VRSA (Vancomycin Resistant S. aureus), chamam a atencgéo
para a continua problematica relacionada ao tratamento e ao controle das infeccdes causadas
pelos estafilococos, sobretudo por S. aureus (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005; SOUZA,
REIS; PIMENTA, 2005).

3.4. Extratos vegetais

Nos ultimos anos, apds o0 uso excessivo de medicamentos antimicrobianos pela
populacdo, houve um grande indice de micro-organismos que se tornaram resistentes a terapia
convencional. Isso fez com que pesquisas de novas substancias ativas para combater
infeccdes, tanto em fontes animais como vegetais, fossem intensificadas (PEREIRA, 2007).

As estimativas apontam que cerca de 80% da populagdo mundial emprega as
medicinas indigenas ou tradicionais em cuidados basicos da saude, especificamente aquelas
gue fazem uso de terapias que envolvem o uso de fitoterapicos (BAGETTA et al., 2010).

As observacdes populares sobre 0 uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem de

forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais, prescritos com
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frequéncia pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de nem sempre terem Seus
constituintes quimicos conhecidos (MACIEL; PINTO; VEIGA JUNIOR, 2002).

Os produtos naturais sdo uma excelente fonte para a busca de novas drogas
antimicrobianas, por terem uma diversidade molecular muito superior aquelas derivadas de
produtos sintéticos (NOVAIS et al., 2003). Pesquisas sobre a atividade antimicrobiana de
plantas representam um grande desafio para a descoberta, isolamento e identificacdo de
farmacos (SILVA; ANTUNES; CATAO, 2011). Produtos naturais de origem vegetal podem
alterar o efeito de antibidticos, seja aumentando ou reduzindo a atividade antibidtica
(COUTINHO et al., 2008).

Nos ultimos anos, muitas plantas tém sido avaliadas ndo s6 pela atividade
antibacteriana, mas também como um agente modificador da atividade antibiotica
(GIBBONS, 2004; GURIB-FAKIM, 2006). Para tanto, o estudo das associacGes de extratos e
fracdes de plantas de uso medicinal com os medicamentos utilizados se faz necessario, em
particular, as interagdes com os antimicrobianos utilizados na clinica, que podem causar
interferéncia na acdo farmacoldgica dos antibacterianos (SARAIVA et al., 2013).

A avaliacdo dos efeitos farmacoldgicos de extratos vegetais € utilizada como estratégia
para pesquisa de novos medicamentos de origem vegetal. O Brasil € o pais com maior
potencial para pesquisa com plantas medicinais por ter a mais rica biodiversidade do planeta,
distribuido em seis biomas distintos (NOLDIN et al., 2006). Estudos sobre a atividade de
extratos vegetais e seu mecanismo de acdo tém demonstrado que eles agem nas estruturas da
parede celular dos micro-organismos (GONCALVES, 2007).

Por tudo isso, justifica-se, inicialmente, o estudo in vitro para determinar-se o0 grau de
sinergismo/antagonismo dos extratos e fragdes com alguns antibidticos utilizados na
terapéutica clinica, frente a micro-organismos que tenham seu perfil de sensibilidade e
resisténcia determinado (STERMITZ et al. 2000; WANG et al. 2003).

3.5.  Eugenia uniflora L. (Pitangueira)

O género Eugenia L. é um dos maiores da familia Myrtaceae, com mais de 500
espécies, das quais cerca de 400 podem ser encontradas no Brasil e assumem destaque
especial por serem utilizadas como plantas medicinais. Neste género, uma das espécies € a
Eugenia uniflora L., conhecida como Pitangueira, a qual se apresenta como arbusto ou arvore

verde durante todo o ano. No Brasil a E. uniflora pode ser encontrada em Goias, Bahia, Mato
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Grosso do Sul, Mato Grosso, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul
(ANGELY, 1965; AURICCHIO; BACCHI, 2003).

A pitangueira é uma arvore medianamente rastica, de porte pequeno a médio. A copa
globosa é dotada de folhagens perenes. As folhas pequenas e verde-escuras, quando
amassadas, exalam um forte aroma caracteristico, as flores sdo de cor branca, pequenas,
solitarias ou em grupos (SCALON, 2001). A pitanga é o fruto da pitangueira. E uma
dicotileddnia, apresenta-se na forma de drupa, globosos e sulcados, brilhantes e de cor
vermelhas (a mais comum), amarela ou preta, com polpa carnosa e agridoce contendo uma a
duas sementes. (LORENZI, 1998; LORENZI; MATOS, 2002).

As folhas da E. uniflora L s&o usadas na medicina popular brasileira e como
hipotensora, antidiarreica, antigotosa, estomaquico, hipoglicemiante, e ainda como diurético,
antirreumatico e antifebril. Extratos da folha de pitanga tem sido a base para a verificacdo de
acdo anti-inflamatéria (AURICCHIO; BACCHI, 2003; SCHAPOVALet al., 1994). Alguns
compostos do extrato de folha de pitanga tém sido mencionados como eficiente na acdo
inibitéria para o Epstein-Barr virus e também para alguns fungos além de atividade
antimicrobiana sobre bactérias (HOLETZ et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006;).
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Fonte: http://dorasantoro.blogspot.com.br/2013/03/pitanga.html

Segundo Schapoval et al (1994) as folhas da E. uniflora séo ricas em 6leos essenciais
contendo citronelol, geraniol, cineol e sesquiterpenos 0s quais tém demonstrado possuir
atividade antimicrobiana.

Tais propriedades bioldgicas ocorrem a partir de substancias produzidas pela planta

conhecidas por metabdlicos secundarios, 0s quais representam uma interface quimica entre as
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plantas e 0 ambiente circundante, portanto sua sintese € frequentemente afetada por condi¢des
ambientais (KUTCHAN, 2001).

Sdo exemplos de fatores que podem coordenar ou alterar a taxa de producdo de
metabodlitos secundarios: desenvolvimento, ritmo circadiano, sazonalidade, indice
pluviométrico, temperatura, altitude, entre outros. Alguns destes apresentam correlacdo entre
si e ndo atuam isoladamente, podendo influenciar em conjunto (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

Tendo por base informacgdes anteriores de que a composicdo do 6leo essencial de
frutos e de folhas de E. uniflora L. varia qualitativamente e quantitativamente, dependendo do
momento da colheita, estacdo do ano, estagio de maturidade antes da colheita, Adebajo et al.
(1989), estudou estas variacdes por meio da avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo
essencial das folhas e frutos de E. uniflora L., colhidos em diferentes estagios de maturacéo.

Em estudos fitoquimicos sobre amostras de E. uniflora L., verificou-se a presenca de
flavonoides e taninos (AURICCHIO et al., 2007), corroborando com os resultados relatado
por Panizza (1998), que registrou nas folhas de E. uniflora L, além de taninos e flavonoides, a
presenca de saponinas, sais minerais e vitamina C. As saponinas sdo componentes
importantes para agcdo de muitas drogas vegetais. Os flavonoides, por sua vez, séo utilizados
para em tratamentos como antiinflamatorios e antimicrobianos (FIUZA et al., 2008).
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4. METODOLOGIA

Neste estudo, foram analisadas 20 cepas de Staphylococcus sp. cedidas pela
bacterioteca do Laboratério de Microbiologia da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB),
além de uma cepa padrdo Staphylococcus aureus ATCC 25923, foram realizados testes para

confirmacéo da identificacédo e de pureza das cepas.

Figura 2. Fluxograma metodologico
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4.1  Identificagdo dos micro-organismos

As cepas foram reativadas em caldo de enriquecimento Brain Heart Infusion (BHI),
com o objetivo de torna-las viaveis para o cultivo bacteriano. As mesmas foram incubadas em
estufa a 37°C por 24h.

Para verificar a pureza das cepas, bem como confirmar a identificacdo do género e da
espécie desses micro-organismos, foram realizadas técnicas microbiol6gicas rotineiras, tais
como, semeio pela técnica de estrias nos meios Agar Sangue (AS) e Agar Manitol Salgado

(AMS), os quais foram preparados de acordo com as recomendacOes do fabricante e
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distribuidos em placas de Petri. De acordo com Hirai (2014), o aspecto macroscopico da
colénia em meio solido e a presenca de pigmento e hemdlise em Agar Sangue s&o
caracteristicas auxiliares na identificacdo destes micro-organismos.

Ap0s o periodo de incubacdo, foi realizada a leitura das placas e a partir das colonias
isoladas no meio AMS partiu-se para os testes de identificacdo das espécies do género
Staphylococcus. Conforme a metodologia estabelecida pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), foram realizados os seguintes testes: coagulase em tubo, DNase e

teste do manitol em tubo, a Figura 3, representa as atividades que foram realizadas.

Figura 3. Fluxograma dos testes realizados para identificacdo das cepas
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4.2  Avaliacdo do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos (Antibiograma)

O teste de sensibilidade a antimicrobianos (TSA) foi realizado em meio Agar Mueller-
Hinton conforme as recomendacbes do CSLI (2012). Além das 20 cepas selecionadas, foi
utilizada uma amostra de inoculo padrdo American Type Culture Colletion (ATCC) de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), também cedida pela bacterioteca do Laboratorio de
Microbiologia da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB).

As suspensdes das cepas utilizadas para o semeio foram preparadas em solucgéo salina
(NaCl a 0,85%) tomando-se como referéncia a producdo de leve turvacao correspondente ao
tubo 0,5 da escala de McFarland, que corresponde a aproximadamente 10%® Unidades
Formadoras de Col6nias — UFC/mL (CLSI, 2012).
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O procedimento foi realizado de acordo com o método de difusdo em meio sélido
utilizando placa de Petri estéril, contendo Agar Mueller-Hinton no qual, utilizando-se de um
swab estéril, o inoculo bacteriano foi distribuido de maneira uniforme sobre a superficie do
meio. Com o auxilio de uma pin¢a, os monodiscos de antimicrobianos de concentracGes pré
estabelecidas foram distribuidos sobre o meio. As placas foram encubadas por 24h/37°C.

A avaliacdo do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizada utilizando-se
discos de antibidticos de concentracdo definida destinados a micro-organismos Gram
positivos. As cepas foram classificadas como sensiveis (S), intermediarias (1) ou resistentes
(R) de acordo com o diametro do halo de inibi¢cdo que foi formado quando comparados com
os valores indicados na tabela do fornecedor dos discos dos antimicrobianos utilizados.

Foram testados 14 antimicrobianos do tipo monodisco (DME®), sejam eles:
eritromicina (ERI), oxalicina (OXA), norfloxacina (NOR), cloranfenicol (CLO), penicilina G
(PEN), tetraciclina (TET), rifampicina (RIF), gentamicina (GEN), sulfazotrim (SUT),
cefoxitina (CFO), ceftriaxona (CRO), ciprofloxacina (CIP), cefalotina (CFL), amicacina
(AMI).

4.3  Determinacéo da atividade antimicrobiana do extrato de E. uniflora L.

(Pitangueira)
Os extratos utilizados foram cedidos pelo Laboratério de Fitoquimica da UEPB, o0s

mesmos foram obtidos pelo processo de maceracao, utilizando-se como solvente o alcool
etilico a 70% (Figura 4).

Figura 4. Processo de maceragdo para obtencdo dos extratos de E. uniflora L.
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(70%) na proporc¢éo prensagem e correcédo
(folhas, frutos e 1:1 do volume final

talos)
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A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos de E. uniflora L.
deu-se também pelo método de difusdo em meio sélido sobre a cepa padrdo S. aureus ATCC
25923. Foram testados os extratos hidroalcodlicos brutos (100%) das folhas (EFL), do fruto
(EF) e do talo (ET). A analise da atividade antimicrobiana dos extratos foi realizada em placa
de Petri estéril, em meio Agar Mueller-Hinton e seguindo a mesma técnica adotada para a
realizacdo do TSA. Os extratos foram incorporados em discos estéreis, distribuidos sobre o
meio e incubados por 24h/37°C (Figura 5).

Figura 5. Procedimento para determinacao da atividade antimicrobiana
dos extratos de E. uniflora L.

Técnica de Papel de filtro
Ry Il ETP Nl
Mueller- ATCC 25923 20 pL de cada

Hinton extrato [100%]

Decorrido o tempo de incubacéo, foi realizada a leitura das placas para determinar se
houve atividade antiestafilococos dos extratos de pitanga. Para esse estudo, foi considerado
como produto ativo aquele que apresentou halo de inibigdo de crescimento, com didmetro
igual ou superior a8 mm (WONG-LEUNG, 1988; NAQUI et al., 1991; CATAO et al., 2005).

4.4  Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos de E.

uniflora L.

Comprovada a atividade antiestafilocdcica dos extratos bruto sobre a cepa padrao, foi
realizada a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), utilizando-se a cepa
padrdo S. aureus ATCC 25923 de S. aureus e as demais 20 cepas em estudo. Os extratos
hidroalcodlicos [100%], de folhas e frutos, foram diluidos progressivamente em solucéo
salina, na proporgdo de 1:1 obtendo-se as seguintes diluigdes: 50%, 25% e 12,5%. Apos 0
preparo das dilui¢Ges, adicionou-se 20uL de cada concentracdo do extrato diluido em disco de

papel de filtro estéril. Foram também testados discos incorporados com alcool a 70%,
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representando o controle negativo, para que fosse avaliado se este estaria ou ndo interferindo
na atividade dos extratos (Figura 4).

O procedimento técnico utilizado continuou sendo o do antibiograma, no qual cada
suspensdo bacteriana, preparada em solucdo salina (NaCl a 0,85%) e tomando-se como
referéncia a escala 0,5 de McFarland, foi semeada em Agar Mueller-Hinton e os discos
impregnados com alcool e com os extratos em diferentes concentragcdes foram colocados
sobre a superficie do meio (BAUER, 1966; CLSI, 2012).

Figura 6. Procedimento metodoldgico para determinacdo da CIM dos extratos de E.

uniflora L.

s =

Foram realizadas 3 dilui¢des em solucéo salina, na proporg¢éo 1:1, dos
extratos bruto das folhas (EFL) e fruto (EF), obtendo-se as seguintes
concentragdes: 50%, 25% e 12,5%.

e B

Discos de papel de filtro foram incorporados com 20 pL dos
extratos nas diferentes concentracdes; também foram testados
discos incorporados com alcool a 70%.

Foram testadas 20 cepas de S. aureus + S. aureus ATCC

25923; método de difusdo em meio solido; incubacao
24/37°C.

Passado o periodo de incubacdo, 24h/37°C, as placas foram lidas e determinou-se a
CIM, ou seja, a menor concentracdo em que houve inibicdo de crescimento. Mais uma vez
considerou-se como produto ativo aquele em que o halo de inibicdo apresentou diametro >8

mm.

45 Estudo da interacdo entre antimicrobianos convencionais e 0s extratos

hidroalcodlicos de E. uniflora L.

Para o estudo da interacdo entre os extratos hidroalcoolicos das folhas e frutos de E.
uniflora L., com os antimicrobianos convencionais, foram utilizados dois antimicrobianos de

diferentes classes, a penicilina G (10 Ul), e a eritromicina (15 pg).
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A técnica utilizada para avaliar a interferéncia dos extratos sobre os antimicrobianos
foi a de disco difusdo em meio sélido utilizando discos de papel de filtro de concentragdo ja
definida (BAUER, 1966; CLSI, 2012).

O estudo foi realizado com a cepa padrdo S. aureus ATCC 25923 de e uma cepa
considerada multirresistente dentre as 20 cepas analisadas no TSA. O procedimento deu-se
em placa de Petri contendo meio Agar Mueller-Hinton no qual o inoculo bacteriano foi
distribuido de maneira uniforme. Os discos de papel de filtro contendo os antibioticos
convencionais em suas respectivas concentracfes, foram embebidos com 20 uL dos extratos
em sua CIM, e com o auxilio de uma pinca esterilizada os mesmos foram dispostos sobre a
superficie do meio. Apds o periodo de incubagdo em estufa bacteriologica (24h/37°C), foi
realizada com o auxilio de um halémetro, a leitura dos halos de inibicdo do crescimento
(NUNES, 2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Identificacdo dos micro-organismos

Os testes da coagulase em tubo, DNase e manitol em tubo, confirmaram a
identificacdo e a pureza das 20 cepas selecionadas, classificando-as como S. aureus. Testes
semelhantes também foram realizados por Santos et al. (2007), para identificacdo e
classificacdo de amostras de S. aureus, destacando o crescimento caracteristico no meio

seletivo e diferencial de Agar Manitol Salgado (Figura 7).

Figura 7. Coldnias de S. aureus em Agar Manitol Salgado

Fonte: http://medchrome.com/wp-content/uploads/2010/05/s.aureus-agar.jpg

5.2. Determinacdo do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos

O perfil de sensibilidade das cepas frente aos antimicrobianos testados (Tabelal)
mostrou que a maioria das cepas (65%) apresentou resisténcia a penicilina e a eritromicina
(55%), (Figura 8). Dados semelhantes foram relatados por outros autores, 0s quais
observaram que 98% e 72,7% das cepas nosocomias eram resistentes a penicilina (ALMEIDA
et al., 2007; MENEGOTTO; PICOLI, 2007). Estes dados estdo compativeis com outros
autores que também relataram elevado nimero de cepas resistentes a estes antimicrobianos
(CATAO et al., 2013).


http://medchrome.com/wp-content/uploads/2010/05/s.aureus-agar.jpg

Tabela 1. Perfil de sensibilidade das cepas de S. aureus frente aos antimicrobianos convencionais

ANTIBIOTICOS TESTADOS/ DIAMETROS DOS HALOS DE INIBICAO DO CRESCIMENTO (mm)

ERI OXA NOR CLO PEN TET RIF GEN SUT CFO CRO CIP CFL AMI

N° de R aos

CEPAS 15ug Olmg  10pg 30pg 10Ul 30pg 5pg  10pg  25pg  30ng  30pg  05mg  30pg  30pg  Antimic./cepa
S.aureus 30S 18S 18S 24S 30S 30S 24S 18S 24S 24S 24S 24S 36S 18S 0
ATCC
25923
1 36S 14S 30S 10R 24R 24S 36S 18S 12 18S 24S 18! 24S 24S 2
2 8R 20S 30S 12R 24R 24S 36S 18S 18S 18S 24S 18 OR 245S 4
3 30S 30S 30S 22S 30S 30S 30S 24S 30S 30S 30S 26S 30S 24S 0
4 8R 28S 24S 24S 30S 30S 30S 24S 12! 22S 24S OR 30S 30S 2
5 8R 26S 18S 24S 30S 30S 26S 30S 12! 24Ss 22S B8R 30S 30S 2
6 OR 16S 22S 24S 30S 24S 30S 30S 28S 24S 20S 18! 30S 30S 1
7 8R 24S 18S 22S 30S 30S 30S 30S OR 18S 24S OR 30S 30S 3
8 10R 18S 20S 18S 16R 24S 30S 24S OR 22S 24S 18! 30S 30S 3
9 36S 14S 30S 24S 24R 30S 36S 30S 24S 24S 24S 28S 30S 30S 1
10 30S 20S 24S 24S 22R 24S 30S 30S 12! 20S 20S 24S 30S 30S 1
11 12R 18S 30S 22S 24R 24S 34S 24S OR 18S 24S 18! 24S 30S 3
12 12R 18S 24S 24S 16R 30S 30S 30S B8R 22S 24S 24S 30S 30S 3
13 18R 18S 30S 22S 24R 24S 36S 28S 12! 24S 20S 24S 28S 28S 2
14 36S 18S 30S 24S 20R 30S 36S 26S 18S 24S 24S 24S 30S 30S 1
15 24S 14S 18S 24S 18R 30S 30S 30S 24S 30S 28S 24S 30S 24S 1
16 OR 18S 30S 22S 24R 30S 36S 30S 30S 24S 24S 24S 30S 30S 2
17 36S 16S 30S 24S 24R 12R 36S 30S 30S 24S 24S 24S 30S 30S 2
18 OR 14S 30S 24S 30S 30S 40S 12R 24S 24S 24S 24S 30S 20S 2
19 30S 12 24S 24S 18R 36S 30S 24S 24S 18S 18 200 30S 24S 1
20 34S 24S 30S 10R 34S 36S 36S 24S 26S 28S 30S 22S 30S 18S 1
Total de cepasR 11 0 0 3 13 1 0 1 4 0 0 3 1 0

Legenda: ERI= eritromicina, OXA=oxalicina, NOR = norfloxacina, CLO = cloranfenicol
SUT = sulfazotrim, CFO = cefoxitina, CRO = ceftriaxona, CIP = ciprofloxacina, CFL = cefalotina, AMI = amicacina. S = Sensivel, R = Resistente, | = Intermediario
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, PEN = penicilina G, TET = tetraciclina, RIF = rifampicina, GEN = gentamicina,
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Segundo Nunes (2011), o perfil de sensibilidade de cepas de S. aureus frente aos
antimicrobianos, evidenciou o uso inadequado de drogas antimicrobianas. O autor relatou que
a penicilina G apresentou elevado percentual (45,5%) de cepas de S. aureus resistentes, o que
corrobora com os resultados apresentados neste estudo.

As bactérias Gram positivas geralmente apresentam uma maior sensibilidade aos
antimicrobianos em virtude da constituicdo da sua parede celular, é o que afirma Lambert,
(2002). Neste estudo, percebe-se um elevado indice de cepas de S. aureus apresentando
resisténcia frente a mais de duas classes de antimicrobianos, sendo denominadas de cepas
multirresistentes. Apenas uma cepa mostrou-se sensivel a todos os antimicrobianos testados,
tendo as demais apresentado resisténcia a pelo menos um tipo. Este resultado reflete o grau de
resisténcia adquirido pelo S. aureus, limitando cada vez mais as op¢des terapéuticas.

Os antimicrobianos NOR, RIF, CFO e AMI mostraram-se sensiveis as 20 cepas
analisadas, 0 que mostra que 0s mesmos podem se constituir drogas de escolha para o
tratamento de infeccbes estafilocdcicas.

Os resultados mostram também, cepas com sensibilidade intermediaria, o que implica
dizer que, quando do uso in vivo a bactéria podera ser erradicada, dependendo das
concentragfes antimicrobianas alcancadas no sitio de acéo, porém ndo é a op¢do mais segura

a ser usada no tratamento.
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Figura 8. Perfil de sensibilidade e resisténcia das cepas de S. aureus frente aos
antimicrobianos
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m Sensiveis M Resistentes

Legenda: ERI = eritromicina, OXA = oxalicina, NOR = norfloxacina, CLO = cloranfenicol, PEN = penicilina G,
TET = tetraciclina, RIF = rifampicina, GEN = gentamicina, SUT = sulfazotrim, CFO = cefoxitina, CRO =
ceftriaxona, CIP = ciprofloxacina, CFL = cefalotina, AMI = amicacina

5.3. Determinacéo da atividade antimicrobiana dos extratos de E. uniflora L.

O ensaio realizado para a determinacdo da atividade antimicrobiana dos extratos
hidroalcodlicos das folhas e dos frutos de E.uniflora L. apresentaram atividade frente a S.
aureus ATCC 25923. Porém, o extrato obtido a partir dos talos (caule), ndo apresentou
atividade frente a cepa padrdo em estudo (Figura 9). Considerou-se com atividade o produto
que apresentou halo de inibicdo com diametro igual ou superior a 8 mm (NASCIMENTO et
al., 2000; CATAO, 2007).
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Figura 9. Determinagdo da atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos de E.
uniflora L. frente a S. aureus ATCC 25923

Legenda: EF = Extrato do Fruto, EFL = Extrato das
Folhas, ET = Extrato dos Talos.

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 2. Determinacdo da atividade antimicrobiana dos extratos de E. uniflora L.
frente & S. aureus ATCC 25923

EXTRATOS DIAMETRO DOS HALOS DE
INIBICAO DE CRESCIMENTO
(mm)
EF 11
EFL 12
ET 0

Legenda: EF = Extrato do Fruto, EFL = Extrato das Folhas, ET = Extrato dos Talos

Estes resultados estdo em concordancia com os relatos de Nascimento (2013), que em
estudo semelhante, observou que os extratos brutos de E. uniflora L. de folhas e do fruto
apresentaram atividade frente ao S. aureus, havendo formagéo de halos com didmetro de 13 e
9 mm, respectivamente e, que o0 extrato bruto dos talos ndo apresentou atividade.

Bezerra et al. (2012), também comprovou a atividade inibitéria do extrato
hidroalcodlico de E. uniflora L. sob cepas de S. aureus. Do mesmo modo, ha relatos de
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estudos para trés espécies do género Eugenia, observando-se a presenca de a¢do inibidora
sobre linhagens de S. aureus (BERTUCCI et al.,2009).

Pessini et al. (2003), avaliou 13 plantas utilizadas pela medicina popular para o
tratamento de doencas infecciosas, dentre essas plantas a E. uniflora L. inibiu o
desenvolvimento de algumas cepas de bactérias e fungos, o que reforca a crenca popular da
utilizacdo desta planta no tratamento de varias doengas infecciosas.

5.4. Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) dos extratos de E.

uniflora L.

O extrato hidroalcoolico bruto das folhas de E. uniflora L. se mostrou ativo frente a
90% das cepas de S. aureus, enquanto que na concentracdo a [50%] apresentou atividade para
75% das cepas. Quando a [25%] houve inibicdo apenas em 55% das cepas, sendo esta
concentracdo determinada como sendo a CIM, uma vez que na diluicdo subsequente, ou seja a
[12,5%] o produto ndo mais apresentou atividade frente as cepas em estudo.

Para o extrato do fruto de E. uniflora L., quando a [100%] apresentou atividade frente
a 95% das cepas de S. aureus. Nas diluigcdes a [50%] e [25%] observou-se atividade para 75%
e 50% das cepas, respectivamente, sendo também esta ultima concentragdo a CIM encontrada
para esse extrato, uma vez que a [12,5%] o extrato ndo mostrou-se ativo frente as cepas
analisadas.

No que diz respeito aos discos controle de alcool a 70% utilizado como diluente, ndo
foi verificada atividade, ou seja, ndo houve formacéo de halos de inibicdo nas cepas (Figura
10), confirmando assim que este solvente ndo interferiu no crescimento das cepas testadas.

A Tabela 3 apresenta as diferentes concentracdes nas quais 0s extratos foram testados,
bem como o comportamento, didmetro dos halos de inibicdo de crescimento, apresentado

pelas cepas neste estudo.



Figura 10. Determinagéo da CIM na cepa S. aureus ATCC 25923

Legenda: ALC = Alcool a 70%
Fonte: Dados da pesquisa
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Tabela 3. Diametro dos halos de inibi¢do dos extratos hidroalcodlicos de E. uniflora L. em

diferentes concentragdes frente as cepas de S. aureus

DETERMINCAO DA CIM — DIAMETRO DOS HALOS DE INIBICAO (mm)

EFL EF ALC
CEPAS 100% 50% 25% 12,5% | 100% 50% 25% 12,5% | 70%
S.aureus
ATCC 12 12 8 0 11 11 10 0 0
25923
1 12 10 8 0 12 10 10 0 0
2 12 12 8 0 12 10 10 0 0
3 12 12 12 0 14 12 10 0 0
4 12 10 8 0 11 8 8 0 0
5 0 0 0 0 8 10 0 0 0
6 0 0 12 0 0 12 12 0 0
7 12 8 8 0 12 8 0 0 0
8 12 8 0 0 12 0 0 0 0
9 12 10 0 0 12 12 0 0 0
10 12 8 8 0 12 12 8 0 0
11 12 10 0 0 12 0 0 0 0
12 12 10 8 0 12 8 0 0 0
13 12 0 0 0 12 0 0 0 0
14 12 8 8 0 12 8 10 0 0
15 12 12 8 0 12 12 0 0 0
16 12 8 0 0 11 0 0 0 0
17 12 8 0 0 12 10 8 0 0
18 12 0 0 0 12 0 8 0 0
19 12 8 8 0 12 8 12 0 0
20 12 0 0 0 12 8 0 0 0
Total de cepas sensiveis 18 15 11 0 19 15 10 0 0

Legenda: EF = Extrato do Fruto, EFL = Extrato das Folhas, ALC = Alcool
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Figura 11. Determinacdo da CIM dos extratos hidroalcoolicos de E. uniflora L. frente as
cepas de S. aureus (n = 20)
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5.5. Estudo de interacdo entre os antimicrobianos selecionados e os extratos de E.
uniflora L.

Para o estudo de interacdo foram selecionadas duas drogas antimicrobianas dentre as
que foram utilizadas no TSA: a penicilina G (PEN) e a eritromicina (ERI), as quais pertencem
a diferentes classes de antibidticos e apresentaram neste estudo o maior nimero de cepas
resistentes. A interagdo foi realizada com os extratos de E. uniflora L. das folhas e do fruto, na
concentracédo a 25%, que foi a CIM determinada para ambos.

O teste foi realizado frente a cepa S. aureus ATCC 25923 e com a cepa numero 12;
esta cepa foi selecionada aleatoriamente dentre as que se mostraram multirresistentes neste
estudo.

De acordo com Nascimento (2000), o uso associado de antimicrobianos derivados de
plantas medicinais e/ou seus subprodutos podem atuar inibindo ou intensificando o efeito
terapéutico dos medicamentos convencionais, bem como néo interferir na resposta esperada.

As Tabelas 4 e 5 apresentam os didmetros dos halos de inibigdo dos antimicrobianos e

dos extratos antes da interagdo, bem como os resultados advindos das interagoes.
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Tabela 4. Avaliacdo da associagdo da CIM dos extratos hidroalcodlicos de E. uniflora L. com

a eritromicina frente a S. aureus
DIAMETRO DOS HALOS (mm) ANTES E DEPOIS DA ASSOCIA(;AO
ERITROMICINA/EXTRATOQOS/ S. aureus ATCC 25923 S. aureus multirresistente

ASSOCIACOES (N° 12)
ERI [25 pug] 30 12
EFL [25%] 8 8
EF [25%] 10 0
ERI [25 ug] + EFL [25%] 24% 12
ERI [25 ug] + EF [25%)] 24 ¥ 12

Legenda: ERI = eritromicina; EFL = extrato das folhas; EF = extrato do fruto

Tabela 5. Avaliacdo da associacdo da CIM dos extratos hidroalcoodlicos de E. uniflora L. com
a penicilina G frente a S. aureus
DIAMETRO DOS HALOS (mm) ANTES E DEPOIS DA ASSOCIACAO
PENICILINA G/EXTRATO S/ S. aureus ATCC 25923 S. aureus multirresistente

ASSOCIACOES (N° 12)
PEN [10 UI] 30 16
EFL [25%] 8 8
EF [25%] 10 0
PEN [10 U1] + EFL [25%] 24 ¥ 14
PEN [10 UI] + EF [25%] 24 ¥ 12¥

Legenda: PEN = penicilina G; EFL = extrato das folhas; EF = extrato do fruto

O efeito da interacdo dos extratos hidroalcodlicos de E. uniflora L. em sua CIM com
0s antimicrobianos frente a S. aureus ATCC 25923 foi antagbnico, uma vez que houve
reducdo do didmetro do halo de inibi¢do. Antes da associacdo a penicilina G e a eritromicina
apresentaram halos com 30 mm de didmetro, com a adi¢do do extrato a 25% houve reducéo
da zona de inibicdo que passou a ser de 24 mm para todas as interacdes realizadas com esta
cepa.

No estudo com a ATCC, mesmo a interacdo tendo apresentado efeito negativo, uma

vez que levou a formacdo de um halo menor, ndo foi suficiente para inibir a acdo da droga.
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Para a cepa multirresistente, o resultado foi semelhante, mas apenas em relacdo a
interacdo entre os extratos hidroalcoodlicos e a penicilina G, pois mais uma vez observou-se
efeito antagdnico, havendo reducéo da zona de inibicdo que era de 16 mm e passou a ser de
14 e 12 mm, respectivamente, para os extratos das folhas e do fruto. Frente a eritromicina a
adicdo dos extratos ndo interferiu no didmetro do halo formado, tendo continuado o mesmo
que fora observado anteriormente no teste de sensibilidade aos antimicrobianos.

Apesar de ndo ter sido observada atividade sinérgica, os resultados obtidos no estudo
de interacdo sdo satisfatorios no sentido de que foi possivel identificar a acdo antagbnica que
0s extratos produzidos a partir de folhas e fruto da E. uniflora L. podem promover se usados
em associacdo com a penicilina G e a eritromicina.

Embora os extratos quando testados isoladamente tenham apresentado efeito inibitorio
sobre as cepas, quando em associacdo com 0s antimicrobianos convencionais mostraram-se
indiferentes ou provocaram agéo antagonica sobre os mesmos. O que em parte, concorda com
Eller (2010), quando relata que o efeito interativo produzido a partir da combinacdo de
extratos hidroalcodlicos era antagbnico, nao favorecendo o potencial antimicrobiano das

plantas.

Figura 12. Efeito da interagdo entre os extratos de E. uniflora L. e os antimicrobianos.
(A) S. aureus ATCC 25923 (B) S. aureus multirresistente (n° 12)

Legenda: EF-ERI = interacdo extrato do fruto e eritromicina, EF-PEN = interacdo extrato do fruto e
penicilina G, EFL-ERI = interacdo extrato das folhas e eritromicina, EFL-PEN = interacdo extrato
das folhas e penicilina G.
Fonte: Dados da pesquisa
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As figuras 13 e 14 apresentam os resultados obtidos antes e depois do estudo de
interacdo entre os extratos de E. uniflora L. de folhas e fruto e os antimicrobianos
selecionados.

Figura 13. Perfil de sensibilidade de S. aureus ATCC 25923 e S. aureus
multirresistente n° 12 frente a eritromicina (ERI) e penicilina G (PEN)
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Figura 14. Perfil de sensibilidade de S. aureus ATCC 25923 e S. aureus
multirresistente n° 12 frente a eritromicina e penicilina G apds associacdo com 0s
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Legenda: ERI+EFL = disco de eritromicina [15 pg] + CIM do extrato das folhas (pitanga); ERI+EF = disco de
eritromicina [15 pg] + CIM do extrato do fruto (pitanga); PEN+EFL = disco de penicilina G [10UI] + CIM do
extrato das folhas (pitanga); PEN + EF = disco de penicilina G [10UI] + CIM do extrato do fruto (pitanga)
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6 CONCLUSOES E PESPECTIVAS

e Foi possivel confirmar a identificagdo e pureza das 20 cepas de Sthaphylococcus sp.;

e Na determinacdo do perfil de sensibilidade observou-se a presenca de cepas
multirresistentes;

e Constatou-se a atividade in vitro dos extratos hidroalcodlicos de E. uniflora L. frente a
S. aureus, confirmando sua agdo antiestafilocdcica ja relatada na literatura;

e Nos testes de interacdo entre os extratos hidroalcodlicos de folhas e fruto de E.
uniflora L. e os antimicrobianos eritromicina e penicilina G, obteve-se dois tipos de
efeitos: antagbnico e indiferente;

e Os resultados mostram a importancia de se fazer um estudo de interacdo com extratos
oriundos de plantas utilizadas na medicina popular e drogas antimicrobianas usadas na
clinica, uma vez que aqueles podem interferir na acdo destes de maneira a diminuir
sua acao.

e Sugere-se pesquisas futuras para que sejam feitos outros testes de interacdo com o
intuito de se observar o comportamento desses extratos frente a outas classes de
antimicrobianos e para que se possa estudar formas de se aproveitar a acao
antiestafilococica apresentada pelos extratos hidroalcodlicos da E. uniflora L. sobre S.

aureus.
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