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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliara atividade antimicrobianado extrato aquoso de
Psidium guineense Swartz (Araga-do-campo) e cinco agentes antimicrobianos (ampicilina,
amoxicilina/acido clavulanico, cefoxtina, ciprofloxacina e meropenem, frente a doze cepas de
Staphylococcus aureus com fendtipo de resisténcia. Quatro cepas de S. aureus (LFBM 01,
LFBM 26, LFBM 28, LFBM 33) apresentaram resisténcia a todos os agentes antimicrobianos
testados e foram selecionadas para o estudo da interagdo entre o extrato aquoso de P.
guineense e agentes antimicrobianos, pelo método do tabuleiro de xaderz (checkerboard). Os
critérios utilizados para avaliar a atividade sinérgica foram definidos pelo indice fracional da
concentragdo inibitoria (FICI). Todas as cepas de S. aureus foram suscetiveis ao P. guineense,
determinado pelo método de microdilui¢do. A combinacao do extrato de P. guineense com os
agentes antimicrobianos resultou em uma reducdo de oito vezes no valor da CIM, e o indice
da concentragdo inibitoria fracionada (FICI) variou de 0.125 — 0.5, sugerindo uma interagao
sinérgica frente as cepas de S. aureus multidroga resistentes. A combinagdo do extrato
aquoso de P. guineense com cefoxitina apresentou os menores valores FICI. Este estudo
demonstrou que o extrato aquoso de P. guineense, quando associado aos agentes
antimicrobianos betalactamicos, fluoroquinolonas e carbapenémicos age sinergicamente,
inibindo cepas multirresistente de S. aureus.

Palavras-chave: Myrtaceae; Psidium guineense, Sinergismo; Checkerboard; FIC indice



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of aqueous extract of Psidium
guineense Swartz (Araca-do-campo) and five antimicrobials (ampicillin, amoxicillin
/clavulanic acid, cefoxitin, ciprofloxacin, and meropenem), against twelve strains of
Staphylococcus aureus with a resistance phenotype. Four S. aureus strains (LFBM 01, LFBM
26, LFBM 28, LFBM 33) showed resistance to all antimicrobial agents tested and were
selected for the study of the interaction between aqueous extract of P. guineense and
antimicrobial agents, by the checkerboard method. The criteria used to evaluate the synergic
activity were defined by the Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI). All S. aureus
strains were susceptible to P. guineense as determined by microdilution method. The
combination of the P. guineense extract with the antimicrobial agents resulted in a eight-fold
reduction in their MIC, which frational inhibitory concentration index (FICI) ranged from
0.125 to 0.5, suggesting a synergic interation against multi-drug resistant S. aureus. The
combination of the aqueous extract of P. guineense with cefoxitin showed the lowest FICI
values. This study demonstrated that the aqueous extract of P. guineense combined with beta
lactamics antimicrobials, fluoroquinolones and carbapenems, acts synergistically inhibit
multidrug resistant S. aureus.

Keywords: Myrtaceae; Psidium. guineense; Synergism; Checkerboard; FIC Index
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas superiores para fins medicinais ¢ incontestavelmente o recurso
mais antigo empregado pelos seres humanos para o tratamento de varias enfermidades (WHO,
1999; VEIGA JUNIOR e PINTO, 2005).

Muito antes da descoberta da existéncia de micro-organismos como agente etioldgico
de varias patologias infecciosas, as plantas eram utilizadas para a cura, devido a presenca de
compostos com atividade antimicrobiana (RIOS e RECIO, 2005). A observagio e
experimentacdo, pelos povos primitivos, das propriedades terapéuticas das plantas medicinais
foram sendo propagadas ao longo de geracdes, fazendo parte da cultura popular (TUROLLA
e NASCIMENTO, 2006).

Ao conhecimento tradicional empirico, vem sendo associado as pesquisas cientificas,
para utilizagdo de agentes fitoterapicos de forma racional e segura. Além disso, a utilizacdo de
plantas medicinais ¢ uma alternativa econdmica quando comparada aos medicamentos
alopaticos, sendo de facil acesso a populagdo, principalmente aquela, mais carente
(MAGASSOUBA, 2007; WANG, 2007).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 65 a 80% da
populacao mundial de paises em desenvolvimento dependem essencialmente das plantas para
o tratamento primario a saide (CALIXTO, 2005; VIEGAS et al., 2006; WHO, 2002).

A resisténcia de micro-organismos aos fairmacos antimicrobianos ¢ uma realidade bem
documentada cientificamente € um sério problema de saude publica em todo mundo
(KLEVENS et al., 2007; NABER 2009). Dados recentes da literatura cientifica indicam um
aumento da prevaléncia de cocos Gram positivos multidroga resistentes isolados do ambiente
hospitalar que inspiram preocupagao dos 6rgdos de vigilancia epidemioldgica. Dentre estes,
destaca-se Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA), comumente implicado em
infeccoes em diferentes tecidos e orgdos acarretando desde infec¢des localizadas como
furtinculo, abscesso, e infec¢des sist€émicas como, miocardite, endocardite, pneumonia,
meningite e artrite bacteriana (PEREIRA et al., 2004; NABER 2009).

Dados do Programa de Vigilancia Epidemiolégica - SENTRY revelaram um aumento
na prevaléncia de MRSA isolados nos centros médicos da América Latina, em especial no
Brasil, de 33,7% em 1997 para 40,2% em 2006 (PICAO et al., 2008). No Rio Grande do Sul,
Brasil, em 2003, S. aureus foi o micro-organismo mais prevalente isolado de infeccdes

nosocomiais, sendo que 64% destes eram MRSA (LISBOA et al., 2007).
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Desde que MRSA foi descrito em 1961, o mesmo tem sido relacionado como um
agente etiologico de infecgdes nosocomiais € normalmente nido encontrado em areas
comunitdrias. Entretanto esse conceito tem mudado nos ultimos quinze anos e infeccdes
causadas por MRSA de origem comunitaria t€ém se tornado prevalentes e disseminadas por
todo o mundo (DeLEO et al., 2010). No Brasil, em 2003, foi publicado o primeiro caso de
infeccdo causada por MRSA de origem comunitdria na América Latina, no qual trés cepas
caracterizadas eram oriundas de pacientes com infec¢des na derme, mucosas ou artrite séptica
(RIBEIRO et al., 2005; GUZMAN-BLANCO et al., 2009).

O aumento da resisténcia de MRSA frente a antibidticos de ultima geracdo tem
induzido os pesquisadores a adotar métodos complementares para inibir a proliferacdo desses
micro-organismos (HEMAISWARYA, 2008; WAGNER, ULRICH-MERZENICH, 2009).

O problema da resisténcia bacteriana ¢ crescente e a perspectiva para a utilizagao de
agentes antimicrobianos eficazes ¢ incerta. Diante dessa realidade urge adotar acdes de
controle para a administracdo de agentes antimicrobianos, desenvolver pesquisas para elucidar
mecanismos genéticos de resisténcia e métodos para o seu bloqueio, aprofundar os estudos
para o desenvolvimento de novos farmacos ou protdtipos de origem natural que servirdo de
modelo para novos antimicrobianos oferecendo ao paciente uma terapia racional e eficiente
(PINTO et al., 2002; VIEGAS JR et al., 2006; GURIB-FAKIM, 2006).

As propriedades farmacolédgicas de metabolitos secundarios presentes nas plantas sdo
reconhecidas empiricamente pela populagdo e algumas delas comprovadas cientificamente
(DUARTE, 2006). Em sua maioria, os metabdlitos secundarios de plantas medicinais que
apresentam atividade antimicrobiana sdo polifendis, incluindo flavondides e taninos
(KOLODZIEJ et al., 1999; RIOS e RECIO, 2005), sendo alguns com eficacia comprovada
cientificamente contra MRSA (ALCARAZ et al., 2000; KUBO et al., 2002; GIBBONS et al.,
2004; ROCCARO et al., 2004; FUJITA et al., 2005; HATANA et al., 2005; KITAHARA et
al., 2006; PESEWU, et al., 2008).

Diversos trabalhos tém sido publicados utilizando extratos brutos ou fitofarmacos
associados a farmacos antimicrobianos, potencializando desta forma sua atividade,
principalmente, sobre cepas de micro-organismos multidroga resistente para as quais nao se
dispdem de terapia eficaz (DARWISH et al., 2002; AQUIL et al., 2005; BRAGA et al., 2005;
BETONI et al., 2006; ESIMONE et al., 2006; ADWAN et al., 2008).

Dentro deste contexto surge Psidium guineense Swartz, popularmente conhecido como

araca-do-campo, pertencente a familia Myrtaceae. Este arbusto ¢ nativo e de ampla dispersao
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em toda a America tropical. No Brasil, ocorre principalmente em toda a costa litordnea (P10O-
CORREA, 1984; POTT ¢ POTT, 1994; SILVA ¢ JUNQUEIRA, 1994).

Raras sao as pesquisas cientificas sobre a atividade farmacologica desta planta embora
seja utilizada pela populacdo para tratar infeccdes do trato geniturinario e gastrintestinal
(GONZALEZ et al., 2005).

Diante deste relato, o presente trabalho objetivou numa primeira etapa um estudo da
atividade antimicrobiana pela determinagao da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e
posteriormente a avaliagdo da interacdo do extrato aquoso de P. guineense com agentes

antimicrobianos frente a amostras de S. aureus multidroga resistentes.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral:

Avaliar a interacdo da associacdo do extrato aquoso obtido a partir das folhas de
Psidium guineense Swartz e cinco agentes antimicrobianos frente a cepas de Staphylococcus

aureus multidroga resistentes.

2.2 Objetivos Especificos:

» Determinar a concentragdo minima inibitoria (CIM) e concentragdo bactericida
minima (CBM) do extrato aquoso de Psidium guineense, bem como dos seguintes
agentes antimicrobianos: ampicilina; amoxicilina/dcido clavulanico; cefoxitina;
ciprofloxacino; gentamicina; meropenem frente a doze cepas de S. aureus multidroga
resistentes;

» Avaliar o tipo de interacdo entre o extrato aquoso de P. guineense com agentes
antimicrobianos frente a quatro amostras de Staphyococcus aureus pelo método do

tabuleiro de xadrez.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Plantas medicinais: Fonte de agentes antimicrobianos

A aplicacao de plantas para uso medicinal ¢ amplamente difundida em todo o mundo e
representou, durante séculos, a unica fonte de agentes terapéuticos para o homem. Suas
propriedades anti-sépticas sdo as mais conhecidas, sendo mencionadas na Biblia e também
evidenciadas no processo de embalsamento durante a arte de mumificagao pelos antigos
egipcios (APEL et al. 2006; CALIXTO et al., 2001).

No inicio do século XIX, com o desenvolvimento da quimica farmacéutica, as plantas
passaram a representar a fonte de prototipos para o desenvolvimento de medicamentos.
Anteriormente estas eram utilizadas como encontradas na natureza, ¢ depois seus extratos
passaram a ser concentrados para melhorar sua acdo farmacologica. A medida que a quimica
evoluia, os principios ativos, oriundo das plantas, puderam ser isolados e, finalmente
utilizados como modelo para a sintese organica, com o proposito de aumentar o rendimento,
custo e atividade (APEL et al., 2006; CALIXTO et al., 2001, SILVEIRA et al., 2007).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) aponta que cerca de 65 a 80% da populacao
mundial que ndo tem acesso ao atendimento primario de satde recorre a medicina tradicional,
especialmente as plantas medicinais. A dificuldade de acesso as formas alopaticas de
tratamento, devido ao elevado custo dos medicamentos induziu a OMS a apoiar a pesquisa
com plantas medicinais e estimular a sua utilizacdo pela populacdao (OLIVEIRA, 1998;
ALONSO, 1998).

A importancia do estudo das plantas medicinais pode ter trés implicacdes diretas:
Resgatar o patrimonio cultural tradicional de uma populagdo, assegurando a sobrevivéncia e
manuten¢gdo do mesmo; Otimizar a utilizacdo pela populagdo de preparados terapéuticos
(remédios caseiros) de baixo custo e organizar os conhecimentos tradicionais de maneira a
utilizé-los no desenvolvimento de produtos através de processos tecnoldgicos (AMOROZO,
1996; ELISABETSKY, 2001).

A busca por novas alternativas terapé€uticas, aliada as tendéncias globais de
desenvolvimento sustentavel e valorizacao da biodiversidade fizeram ressurgir, dentre outros,
o interesse pela comprovacdo das propriedades farmacoldgicas das plantas (PINTO et al.,
2002).

O interesse das industrias farmacéuticas por substincias bioativas inéditas foi

intensificado nos anos 90, especialmente utilizando espécies das florestas tropicais, onde se
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concentra grande parte da biodiversidade mundial (PINTO, et al., 2002). A diversidade
quimica associada a uma grande variedade biologica, encontrada em ecossistemas terrestres e
aquaticos, ¢ um dos aspectos a ser considerado na pesquisa e desenvolvimento de biofaArmacos
(MARASCHIN e VERPOORTE, 1999).

A busca por medicamentos a partir de vegetais superiores ¢ iniciada pela decisdao de
qual espécie sera pesquisada. Tal decisdo pode ser baseada no conhecimento antecipado de
efeitos terapéuticos, tal como a pesquisa etnofarmacologia que utiliza o conhecimento pré-
existente nas comunidades nativas; por acesso a bancos de moléculas disponiveis; ou por
pesquisa aleatoria, com espécies existentes e disponiveis em local previamente escolhido
(MARINHO, 2008).

O Brasil ¢ um pais de dimensdes continentais ¢ de ampla biodiversidade. Os
ecossistemas brasileiros respondem pela maior diversidade genética vegetal do mundo, sendo
que 30% das florestas tropicais mundiais estdo situadas em territorio brasileiro (CECHINEL
FILHO e YUNES, 1998).

A utilizagao de plantas medicinais, pelos brasileiros, além das influéncias africanas e
européias, tem suas raizes fortemente ligadas a cultura indigena. Essas influéncias
contribuiram para o enriquecimento da cultura popular, e podem servir como alicerce para
estudos cientificos (MARTINS et al., 1994). Entretanto, as pesquisas realizadas para a
avaliagdo da utilizacdo segura de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda sdo
incipientes (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2005) e a maioria das espécies brasileiras continua
sem qualquer estudo quimico e principalmente aqueles referentes as propriedades
farmacoldgicas (PINTO et al., 2002).

Na década de 80 foram identificados 121 compostos de origem vegetal, provenientes
de 95 espécies, os quais tém sido usualmente empregados como produtos terapéuticos nos
paises ocidentais. Além disso, do total de medicamentos aprovados no periodo de 1983-1994,
6% foram obtidos diretamente de espécies vegetais, 24% sao compostos derivados e 9%
foram desenvolvidos a partir de compostos de vegetais, cuja estrutura molecular serviu como
unidade precursora em processo de sintese (MARASCHIN e VERPOORTE, 1999). Sao
exemplos de medicamentos sintéticos desenvolvidos a partir de substincias oriundas do
metabolismo secundario das plantas, a procaina, cloroquina, vimblastina, vincristina,
podofilotoxina, taxol e camptotecina (PINTO et al., 2002).

Embora o uso de produtos naturais in natura como insumos na industria farmacéutica
tenha decrescido ao longo dos ultimos anos, estas substancias ainda vém sendo bastante

utilizadas como prototipos para novas sintese organicas. Dos 847 farmacos de baixo peso
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molecular langados no mercado entre 1981 e 2006, 43 eram produtos naturais, 232 produzidos
por semi-sintese a partir de produtos naturais e 572 obtidos por sintese total. Entretanto, 262
entre estas ultimas substincias possuiam um grupo farmacoforico inspirado em produtos
naturais ou poderiam ser considerados analogos de produtos naturais (SCHMIDT et al., 2008)

Estima-se que " dos 8 bilhdes de dolares do faturamento da industria farmacéutica
nacional em 1996, foram resultantes de medicamentos derivados de produtos vegetais.
entretanto, apenas 8% das espécies botanicas brasileiras foram estudadas com o objetivo de
obtenc¢do de moléculas bioativas (AMORIM et al., 2003).

Os avancos nas técnicas de separagdo, purificagdo e identificagdo de misturas
complexas de produtos e a diversidade estrutural presente na natureza sdo os fatores
responsaveis por este renovado interesse (SCHMIDT et al., 2008).

As propriedades medicinais apresentadas pelas plantas se devem a variedade e
complexidade de seus metabodlitos. Estes metabolitos, os quais sdo produzidos como
mecanismo de defesa dos vegetais as condicdes ambientais hostis e a presenga de micro-
organismos, insetos, animais (MONTARI e BOLZANI, 2001).

Os metabolitos secundarios de vegetais superiores apresentam uma ampla diversidade
estrutural e distribuicdo muito variada. Por representar uma interface quimica entre a planta e
o ambiente circundante, sua sintese ¢ frequentemente afetada por fatores relacionados a
fisologia da propria planta e mudangas ambientais. Os metabolitos secundarios
frequentemente estdo restritos a uma espécie ou género vegetal e muitas vezes podem ser
ativados somente durante um determinado estagio do desenvolvimento vegetal, em estacdes
especificas do ano, sob condi¢des de estresse ou de disponibilidade hidrica ou de nutrientes
(LOURENCO 2003; GOBBO-NETO & LOPES 2007).

As moléculas bioativas de origem vegetal constituem uma estratégia para inovagao
farmacéutica e competitividade do setor, tendo em vista a singularidade estrutural das
substancias encontradas e sua perspectiva de patenteamento e sua importancia como
prototipos moleculares para o desenvolvimento de novos farmacos (OLIVEIRA, 2003).

As raras doengas infecciosas em plantas silvestres sdo um indicativo da efetividade
dos mecanismos de defesa desenvolvido por esses vegetais. As plantas sdo conhecidas por
produzirem uma enorme variedade de pequenas moléculas, com atividade antimicrobiana,
geralmente classificadas como fitoalexinas. Sua composi¢do quimica ¢ diversificada,
apresentando terpenoides, glicosterdides, flavonodides e polifenois. (HEMAISWARYA,
2008).
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Muitas plantas tém sido avaliadas ndo somente pela atividade antimicrobiana direta,
mas também pela modificacdo do perfil de resisténcia ao agente antimicrobiano (GIBBONS,
2004; HEMAISWARYA, et al., 2008; WAGNER., H. ¢ ULRICH-MERZENICH G., 2009).
Vérias moléculas oriundas de sintese organica ou de origem natural apresentam atividade
antimicrobiana, pela reversdo da resisténcia a farmacos, promovendo a eliminacdo de
plasmidios e inibindo o transporte de agentes através da membrana plasmatica (GUNICS et
al., 2006; MOLNAR et al., 2004).

Compostos fenolicos, fenois ou polifenodis pertencem a uma classe de compostos que
inclui uma grande variedade de estruturas simples e complexas, que tem, no minimo, um anel
aromatico, no qual ao menos um hidrogénio ¢ substituido por um grupamento hidroxilico.
Como exemplos podem ser citados fendis simples tal como o catecol e a epicatecina
(COWAN, 1999). Compostos lipofilicos interferem na estrutura da membrana microbiana.
Um aumento na hidroxilagdo destes compostos estéd relacionado a um aumento de toxicidade.
(URS e DUNLEAVY, 1975; SCALBERT, 1991; COWAN, 1999).

Outros compostos com atividade biologica sao os flavondides; nome dado a polifenois
de baixo peso molecular, encontrados em diversas plantas. Desde que foram descobertos, os
flavonodides foram reconhecidos por serem sintetizados pelas plantas em resposta as infecgoes
microbianas, sendo reconhecida também, in vitro sua agdo antimicrobiana contra um grande
ntiimero de micro-organismos (COWAN, 1999; SIMOES et al., 1999; SARTORI et al., 2003).

O mecanismo de ag¢do dos flavonodides ocorre pela habilidade de se complexar com
proteinas e com células bacterianas (formar complexos irreversiveis com acidos amino
nucleofilicos em proteinas (STERN et al., 1996), frequentemente levando a inativagdo da
proteina e perda da funcdo). Muitos flavonoides lipofilicos podem ainda romper a parede
bacteriana (TSUCHIYA et al., 1996; COWAN, 1999).

Os taninos sdao substancias nao cristalizdveis que na presenca de agua formam
solugdes coloidais. Apresentam reacdo acida e ¢ adstringente. Quanto a sua atividade
antimicrobiana esta, estd relacionada a ligacdo com proteinas e adesinas, inibi¢do de enzimas,
privacao do substrato microbiano, formacao de complexos com a parede celular e com ions
metalicos e ruptura da membrana plasmatica (ROBBERS, SPEEDIE, TYLER, 1997;
COWAN, 1999).
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3.2 A familia Myrtaceae e Psidium guineense Swartz

A familia Myrtaceae, descrita por Antoine Laurent de Jussieu, inclui cerca de 129
géneros e aproximadamente 4.620 espécies arbustivas e arbdreas, bem representada na
Austrélia, oeste da India e América tropical, e varias outras em climas temperados (DI, STASI
e HIRUMA-LIMA, 2002).

Myrtaceae € uma das familias botanicas com maior riqueza de espécies nas formagdes
vegetais da costa oriental brasileira, especialmente na Mata Atlantica, sendo a identificacao de
suas espécies condi¢do indispensavel para a quantificacdo da biodiversidade desse
ecossistema (BARROSO, PEIXOTO, 1992; LIMA et al., 1997).

Os representantes da familia Myrtaceae sao arvores ou arbustos que apresentam tronco
com cortex esfoliante, folhas simples, geralmente opostas, com margens inteiras, de coloragao
verde, e flores geralmente brancas e bissexuadas (BARROSO et al., 1984; LORENZI, 2002).
LORENZI, 2002).

No Brasil esta familia esta representada por 23 géneros e aproximadamente 1000
espécies, de arvores lenhosas dominantes em varias formagdes vegetais brasileiras
(LANDRUM e KAWASAKI 1997). Essa familia inclui géneros como Myrtus, Psidium,
Pimenta, Eugenia, Pseudocaryophyllus, Syzygium, Eucalyptus, Leptospermum e Melaleuca.

A familia Myrtaceae tem grande importancia econdmica, uma vez que varias espécies
sdao cultivadas, seja por conta dos frutos comestiveis, com finalidade ornamental, pela
extragdo de esséncias ou madeiras de alto valor comercial, fornecem também madeiras e
possuem propriedades medicinais (MELO, 2008). Uma caracteristica marcante das mirtaceas
¢ a presenca, em seus Orgdos vegetativos e reprodutivos, de estruturas secretoras de dleos
essenciais (BARROSO et al., 1984).

Diversas substancias quimicas, com atividade farmacoldgica, foram isoladas a partir
de espécies dessa familia, tais como flavonoides, monoterpenos, triterpenos, sesquiterpenos e
taninos (LEE et al., 2000; SALIB e MICHAEL, 2004; BEGUM et al., 2002). Os constituintes
dessa familia incluem, além de 6leos essenciais, leucoantocianinas, taninos, acidos fenolicos e
ésteres, sendo rara a presenca dos glicosideos cianogénicos e alcaldides (EVANS, 1996).

Lima e colaboradores, 2006, demonstraram o potencial antibacteriano contra micro-
organismos Gram-positivos dos 6leos essenciais de espécies de Myrtaceae nativas da Mata
Atlantica. As folhas das mirtaceas sdo caracterizadas ainda pela presenca notavel de taninos e
de cristais de oxalato de calcio (METCALFE; CHALK, 1950). Segundo Carvalho et al.

(2002), muitas espécies dessa familia sdo utilizadas, como antiinflamatério, antineoplésico,
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antiviral, e s3o utilizadas na medicina popular no controle de diarréias e outros distirbios
gastrintestinais.

No Brasil, varias espécies dos géneros Psydium (Goiaba, Araca), Myrciaria
Gabuticaba), Eugenia (Pitanga, Cereja-nacional, Jambo e Cambuci) e Paivaea se destacam
pelo valor alimenticio; os géneros Pimenta (Pimenta) e Syzygium (Cravo-da-india) destacam-
se como condimentos (JOLY, 1998).

Um dos géneros da familia das Mirtaceas que mais ocorre no Brasil ¢ o género
Psidium. Trata-se de arbustos, raramente arvores com inflorescéncia em pedunculos unifloros
e trifloros. Compreende aproximadamente 120 espécies, distribuidas por toda América
tropical. Nos estados brasileiros vegeta por toda costa litoranea. O maior numero de espécies
encontra-se da Amazdnia até o sul do México e Antilhas (REITZ; KLEIN, 1977).

O género Psidium apresenta diversas espécies como myrtoides, australis, cattleyanum,
guineense e guajava. Dentre essas espécies, P. guajava ¢ uma das mais estudadas onde
destaca-se por sua atividade antiinflamatoria, antipirética e antidiarréica (OLAJIDE et al.,
1999).

A espécie Psidium guineense, popularmente conhecida como araga-do-campo, ¢ um
arbusto de 2 a 2,5 m de altura, podendo chegar at¢ 5 metros, com varios galhos e caule
bastante tortuoso, seu tronco apresenta casca lisa, que se descama. Possui folhas opostas,
curto-pecioladas e glabras; botdes florais tomentosos ou glabros, com calice membranoso;
flores hermafroditas, diclamideas, actinomorfas, brancas ¢ com numerosos estames. Produz
frutos ovoides ou oblongos, amarelos, de polpa branca e mucilaginosa, sendo muito
apreciados pela populagdo na forma de aragazada, geléia, suco, doce, sorvete e licor. Seus
frutos lembram a goiaba, embora sejam mais 4cidos e de perfume mais intenso (POTT;

POTT, 1994; SILVA e JUNQUEIRA, 1994; DI STASI e HIRUMA-LIMA, 2002), Figura 1.
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Figura 1. Psidium guineense Swartz. A. Habito. B. Folhas. C, D. Frutos.
Foto: (Tiago G. Fernandes, 2011)

P. guineense floresce de junho a dezembro, frutifica de janeiro a maio, mas pode
fornecer fruto o ano todo e perder quase todas as folhas nas estagdes mais secas. Essa conexao
entre maior producdo de taninos em periodos de maior exposi¢do a herbivoros esta
relacionada com os mecanismos de defesa dos vegetais, pois a caracteristica adstringente
desse metabdlito garante as sementes, folhas, frutos ou demais tecidos jovens, um sabor
impalatavel as espécies fitofagas (POTT; POTT, 1994).

O araca cresce bem em solos arenosos e pobres em nutrientes, apresentando potencial
para os mal-drenados. Nao ¢ exigente quanto ao clima, resistindo a geadas, campos
inundaveis, solos arenosos e argilosos (SILVA; TASSARA, 1998). Trata-se de um arbusto
nativo ¢ de ampla dispersao na América Tropical. No Brasil, ocorre desde a regido Norte até a
ITha de Sao Sebastido, em Sao Paulo. No Nordeste, ¢ encontrada nas regides do Litoral e Zona
da Mata, principalmente nos tabuleiros costeiros, caracterizados por possuirem solos pobres,
acidos e arenosos (PIO-CORREA, 1984).

Segundo Caldeira e colaboradores (2004), os teores dos minerais tais como potassio,
calcio, magnésio, ferro e fosforo encontrados em P. guineense sdo mais elevados que os de
frutos mais comumente consumidos pela populacao brasileira como a maca, o péssego, a péra,
0 morango € o abacaxi. Apresenta potencial para exploracdo econOmica devido a boa

aceitagdo de seus frutos para consumo in natura, pelo elevado teor de vitamina C, que ¢ cerca
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de quatro vezes maior que as frutas citricas (RASERA; RASERA, 1994). A madeira ¢
utilizada para construgdo de vigas, mourdes e cabos para ferramentas agricolas, explorando-se
também a lenha e o carvido com alto poder calorifico (PIO-CORREA, 1984).

Como possui ainda alta capacidade de frutificacdo, resisténcia a doencas e pragas
(exceto a mosca das frutas) e grande dispersdo, ele se adapta a diferentes habitates (RASERA
e RASERA, 1994).

Na Mata Atlantica, as comunidades tradicionais usam a decoc¢dao das folhas como
antiinflamatério e cicatrizante local, enquanto a infusdo das folhas ¢ usada na forma de
gargarejo como anti-séptico bucal e também como antiinflamatério externo (DI STASI e
HIRUMA-LIMA, 2002).

Rodrigues e Carvalho, (2001), relataram que as raizes de P.guineense sao utilizadas
pela populagdo como diuréticas e antidiarréicas e suas cascas na tanagem do couro, devido ao
elevado teor de taninos, o que justifica a utilizacdo da populacdo como planta medicinal,
através da decocgdo das raizes para o tratamento de infec¢des do trato geniturindrio, e
gastrintestinal. Na Costa Rica a planta ¢ empregada no tratamento de resfriados, bronquites e
também ulceras e varizes (GONZALEZ et al., 2005)

Num dos raros estudos sobre a atividade antimicrobiana de P. guineense, Gonzales et.
al., 2005, estudaram o perfil fitoquimico da casca e da polpa do fruto deste arbusto e
correlacionaram a presenga dos flavonodides avicularina, guaijaverina e quercetina
caracterizados no extrato etanolico, com a atividade sobre cepas de Streptococcus mutans
isoladas de pacientes. A composi¢do quimica do extrato etandlico da polpa do fruto apresenta
ainda aldeidos, fendis, esteroides, triterpenos, cetonas, taninos e agucares.

Pesquisas que objetivam avaliar o potencial farmacoldgico e antimicrobiano dessa
espécie devem ser incentivadas, uma vez que esta € utilizada na medicina popular brasileira e

escassos sao os estudos a seu respeito.

3.3 Resisténcia de Staphylococcus aureus aos agentes antimicrobianos

O género Staphylococcus pertencente a familia Micrococcaceae, ¢ composto de 33
espécies, 17 das quais podem ser isoladas de amostra bioldgica humana. Os estafilococos sao
geralmente encontrados na pele e em mucosas e de outros animais (KONEMAN, 2008).

Alguns estafilococos patogénicos para o homem produzem uma enzima denominada

coagulase, e a detec¢do dessa enzima ¢ usada em laboratorio para sua identificacdo. A espécie
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de estafilococos coagulase positiva mais frequentemente isolada em infec¢des humanas € o S.
aureus (KONEMAN, 2008).

As doengas provocadas por S. aureus podem ser decorrentes da invasdo direta dos
tecidos, de bacteremia primaria ou, devido as toxinas por ele produzidas (DAS et al., 2007).
Infecgdes graves provocadas por este micro-organismo podem ocorrer frequentemente em
pacientes hospitalizados, podendo gerar um progndstico desfavoravel, principalmente no que
diz respeito a antibioticoterapia e sobrevida do paciente (FELTEN et al., 2002).

Segundo Corbella e colaboradores, (1997), e Santos et al., 2007, as infeccdes causadas
por S. aureus podem se localizar em um ou multiplos sitios, recebendo assim diferentes
denominagdes, como foliculite, sico (bicho-do-pé), carbunculo, antraz, hordéolo (tercol) e
impetigo. A capacidade de S. aureus desencadear infec¢des invasivas estd intimamente
relacionada com os fatores de viruléncia, tais como capsula, peptideoglicano, acidos teicdicos,
adesinas, sintese de enzimas ¢ toxinas extracelulares (FLOCK et al., 1996; COELLO et al.,
1997; NOSTRO et al., 2004).

Quanto ao mecanismo de invasao do tecido, S. aureus tem a capacidade de adesdo a
pele ou mucosa, rompendo as barreiras do epitélio, comprometendo estruturas e ligagdes
intercelulares, como desmossomos e jungdes de aderéncia, pela atividade da enzima
hialuronidase (IWATSUKI et al., 2006). Apdés a colonizagdo, outras estratégias estdo
envolvidas na sobrevivéncia e proliferacdo do micro-organismo patogénico no organismo do
hospedeiro, como a opsonizagao do complemento, a neutralizagdo da fagocitose e a inibi¢ao
das respostas humoral e celular do sistema imunologico (VELAZQUES-MEZA, 2005).

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) isoladas de area comunitaria
foram primeiramente descritas na literatura, no comego dos anos 90 (COOMBS, 2006).
Segundo Klevens, (2007), clones de MRSA de origem comunitaria multidroga resistentes
disseminaram-se rapidamente pelos Estados Unidos, alcangando proporcdes epidémicas e
caracterizando um problema de satide publica.

Embora os surtos de infecgdes causados por MRSA de origem comunitéria estejam
relacionados com afec¢des da epiderme, esses micro-organismos podem se tornar invasivos
(BOYLE-VAVRA, 2007). Um estudo demonstrando a incidéncia e distribui¢do de infecg¢des
invasivas, nos Estados Unidos, causadas por MRSA revelou que 75,2 % foram bacteremias e
que 13,7 % destas estavam relacionadas com cepas de MRSA de origem comunitaria
(KLEVENS, 2007). MRSA sao produtores das toxinas, a, B, y, € 0 enterotoxina e panto-

valentine leucocidina, sendo causadora de celulite € pneumonia necrosante (DURAI, 2010).



FERNANDES T. G Efeito sinérgico do extrato aquoso das folhas de Psidium guineense Swartz em associagao... 24

A utilizagdo indiscriminada de antimicrobianos provocou, a partir da década de 70, um
aumento no aparecimento de cepas bacterianas resistentes aos antimicrobianos, especialmente
nos ambientes hospitalares. (LINARES-RODRIGUES, 2005). A resisténcia bacteriana
aumenta principalmente para aquelas bactérias patogénicas mais frequentemente isoladas de
amostras humanas na mesma propor¢do da utilizacdo indiscriminada de antimicrobianos
(COHEN, 1997).

Desde de 1961 que MRSA vém sendo associado as infec¢des relacionadas aos
cuidados em saude, ¢ tem se tornado causa da crescente relagdo morbidade/mortalidade em
todo mundo (MULLIGAN et al., 1993; SANTOS et al., 2007; LIVERMORE, 2003). Wang e
Barrett, (2007), relataram que os surtos de infeccdo por MRSA tém sido freqlientes em
unidades de terapia intensiva e uma ameaca a sobrevivéncia de pacientes
imunocomprometidos.

Os primeiros relatos de surtos de infeccdo hospitalar provocados por MRSA foram
documentados no Reino Unido e que rapidamente emergiram em outros paises da europa,
sendo na ocasido, isolado no Japao, Estados Unidos e Australia (RUBIN et al, 1999;
ENRIGHT et al., 2002; TVERDEK et al., 2008).

Na década de 80, no Japao, os casos de infec¢cdo nosocomial decorrentes de MRSA se
tornaram um problema de satide publica, sendo que 50 a 70% dos casos de infec¢ao
nosocomial causados por cepas de S. aureus, eram resistentes a meticilina (ANDO et al.,
2004), acarretando na extensa utilizacdo de cefalosporinas de terceira geracao (ITO, 1998).
No Reino Unido, MRSA ¢ agente etiologico mais frequentemente isolado de infecgdes
nosocomiais, e responsavel por 1/5 das infec¢des hospitalares adquiridas, custando cerca de 1
bilhdo de libras ao Servigo Nacional de Saude, por ano (CEPEDA, 2005).

No Brasil, dados do Programa de Vigilancia a Antimicrobianos, publicaram que
MRSA correspondem a 56% das causas de infec¢des nosocomiais € comunitarias, sendo o
mais prevalente dentre todos os micro-organismos patogénicos (SADER et al., 2004).

A colonizagdo por MRSA ¢ comum tanto em pacientes hospitalizados quanto
pacientes em comunitarios. Uma determinada populacdo sa pode servir como reservatorio
para esse micro-organismo (DURALI, 2010). De acordo com Witte e Mielke, (2007), cerca de
30% da populagdo mundial pode estar hospedando cepas de MRSA. Morita et al, (2007),
detectaram a presenc¢a de cepas de MRSA nas fossas nasais de 3% dos pacientes analisados.

As cepas de MRSA apresentam fendtipo de resisténcia ndo somente aos beta-
lactamicos, mas também a fluoroquinolonas, cloranfenicol, clindamicina, tetraciclina e

aminoglicosideos (HIRAMATSU, 1998). Os glicopetideos vancomicina e teicoplanina sao
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utilizados para o tratamento de infecgdes causadas por MRSA, no entanto modificacdes na
terapéutica mostram-se necessarias devido a intolerancia por parte dos pacientes ou falha no
tratamento por selecao de cepas resistentes. A resisténcia de MRSA aos glicopeptideos pode
estar relacionada ao espessamento da parede celular com reducdo da permeabilidade e da
atividade autolitica (SIERADZKI, 2003).

As cepas de MRSA estdo se tornando resistentes a vancomicina, resultando em trés
cepas adicionais resistentes ao antimicrobiano: S. aureus vancomicina intermediario, S.
aureus vancomicina intermediario heterogéneo, S. aureus vancomicina resistente (DURAI,
2010). As cepas de MRSA com resisténcia intermedidria e heterogénea a vancomicina podem
se tornar totalmente resistentes durante infec¢des persistentes em que ha falha na resposta ao
tratamento com glicopeptideos, com significativas mudangas de fenétipo (MOORE et al.,
2003; TENOVER et al., 2005).

Melo e colaboradores, (2005), relataram que em Uberlandia, Brasil, 9 de 41 pacientes
portadores de cepas MRSA em tratamento com vancomicina desenvolveram resisténcia
heterogénea e um dos isolados apresentou uma Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da
ordem de 8ug/mL.

A quantidade de cepas MRSA resistentes as quinolonas ou resistentes a outros tem
crescido, limitando as alternativas terapéuticas para seu controle. (PESAVENTO, 2007). O
risco de infecgdo por cepas de MRSA aumenta quase duas vezes com a administracdo prévia
de antimicrobianos, principalmente quinolonas, cefalosporina e betalactamicos
(TACCONELLI, 2008).

Nos tltimos anos novos agentes antimicrobianos voltados especificamente para micro-
organismos Gram positivos ou MRSA estdo sendo desenvolvidos, mas cepas com baixa
susceptibilidade a esses agentes tém sido isoladas frequentemente ¢ o desenvolvimento de
novas drogas, num futuro proximo, parece estar comprometido (SPELLBERG, 2004;
CHOPRA, 2003; STEFANI, 2003).

Cepas de S. aureus podem se tornar MRSA a partir da aquisicdo do gene MecA, que
codifica a proteina ligadora de penicilina (PBP2a), presente me sua membrana, apresentando
dessa forma baixa afinidade a meticilina, bem como aos antimicrobianos betalactamicos
(PALAVECINO, 2007; MARTINS; CUNHA, 2007). Segundo Forestier, 2007, 40% das
cepas isoladas de S. aureus sdo meticilina resistentes.

Outra estratégia de resisténcia promovida por MRSA estd na expressdao do gene
SCCmec. Esse gene ¢ definido pela combinagcdo do tipo de gene das ccrs, recombinases

responsaveis pelo complemento e a classe do complexo MecA (ITO et al., 2001; 2003;
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CONCEICAO et al., 2010). Os genes SCCmec tipos I, 1I e III, associados a infeccdes
nosocomiais, t€m como caracteristica a resisténcia a multiplos antimicrobianos além dos
betalactamicos, como os macrolideos, aminoglicosideos, tetraciclinas, rifampicina e
quinolonas (HIRAMATSU et al., 1999).

Uma estratégia empregada para vencer a resisténcia bacteriana ¢ a combinagdo de
agentes antimicrobianos. Inibidores das B-lactamases sdo administrados como co-droga. A
estratégia mais bem sucedida que tem sido adotada para inibir as B-lactamases ¢ através da
administracao do acido clavulanico com drogas como amoxicilina, sulbactam e tazobactam
(LEE et al., 2003). Mas a frequente utiliza¢do do clavulanato tem favorecido ao surgimento de
cepas bacterianas resistentes (BLASQUEZ et al., 1993; ENRIGHT et al., 2002).

Metabolitos secundarios, produzidos por vegetais superiores, sao considerados como
fonte promissora para a terapia antimicrobiana seja ela combinada ou ndo. Varios
fitoquimicos atuam como modificadores da resisténcia bacteriana, agindo em pontos
especificos da célula procariotica, potencializando o efeito do antimicrobiano sintético, figura
2 (HEMAISWARYA et al., 2008). Os fitoquimicos quando utilizados em associacdo com
agentes antimicrobianos, tém a propriedade de modificar receptores ou sitios ativos
responsaveis pela resisténcia ou de bloquear rotas metabdlicas (HEMAISWARYA et al.,
2008).

: Diminuicio da
permeabilidade
» o]
Modificacdo ou ~. 9 o
degradacéo enzimatica ‘Ak) Aumento da taxa

@ L © de efluxo

Citoplasma

o Modificacéo do sitio
ativo ou receptor

Figura 2 — Metabolitos secundarios como modificadores dos mecanismos de resisténcia bacteriana. (A*)
Corilagina, Telimagrandina I, Diterpeno 416 e componente P inibe PBP2a, modificando o receptor; (B*)
Epigalocatequina inibe PB-lactamase; (C*) Timol, Carvacrol, Acido gilico aumenta a permeabilidade da
membrana; (D*) Epigalocatequina, 5-metoxihidnocarpina, reserpina, acido carndsico e derivados da isopimarana

inibem a bomba de efluxo (HEMAISWARYA et al., 2008).
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O sinergismo entre agentes beta-lactdmicos e produtos naturais como catequinas
(TAKAHASHI et al, 1995), Epigalocatequina (EGCg) presente no cha verde (Camellia
sinensis) (SURESH, et al, 1997), corilagina (Arctostaphylos uva-ursi) (SHIMIZU, et al.,
2001). Corilagina, um polifenol isolado de Arctostaphylos uva-ursi é capaz de reduzir
significativamente a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) de agentes beta-lactdmicos frente
a isolados de MRSA. Essa atividade pode estar relacionada com a inibi¢do da atividade da
enzima PBP2a, ou da inibi¢ao de sua producao (SHIMIZU, et al., 2001).

Segundo Hu et al, (2002), EGCg apresenta atividade sinérgica quando associado a
carbapenémicos, frente a cepas de MRSA, entretanto o mecanismo de agdo ainda ndo esta
elucidado. A interagdo de EGCg com agentes beta-lactamicos se mostra sinérgica visto que
ambos atuam na formacao das camadas de peptideoglicano na parede celular da célula
bacteriana (ZHAO, 2001).

Inimeros fitofarmacos assim como flavonas glicosiladas atuam como inibidores
através da supressdo da atividade da enzima topoisomerase IV (BERNARD et al., 1997),
miricetina como inibidor da DNA helicase (GRIEP et al., 2007) e alicina inibindo a sintese de
RNA (FELDBERG, 1988).

Outro mecanismo que favorece a resisténcia aos antimicrobianos ¢ através da sintese
de enzimas sitio especificas que destroem ou modificam a estrutura quimica do
antimicrobiano. Dentre as estratégias que levam a inativagdo dos antimicrobianos estdo,
hidrodlise, oxidagdo, redugdo e transferéncia de radicais. Grupos quimicos hidroliticamente
susceptiveis como, ésteres e amidas sdo clivados por enzimas produzidos por micro-
organismos resistentes. A modificacdo quimica do grupo ativo através de acilacdo,
fosforilagcdo e glicosilagdo, produzidos pelo micro-organismos, podem tornar indcuo o agente
antimicrobiano (WRIGHT, 2005).

EGCg ¢ capaz de inibir penicilinases produzidas por S. aureus, exibindo uma taxa de
50% de inibicdo,em uma concentragao de 10 pg/mL, recuperando a atividade da penicilina. A
CIM de ampicilina e sulbactam (16 pg/mL) é reduzida a 4 pg/mL quando associados a EGCg,
visto que a combinacao desses dois agentes antimicrobianos, por si s0, ndo ¢ suficiente para
inibir o crescimento de cepas de MRSA e outras cepas produtoras de B-lactamase. (HU et al.,
2001).

O desenvolvimento de bombas de efluxo ¢ outro mecanismo de defesa empregado
pelas bactérias contra a acumulagdo de agentes antimicrobianos no interior da célula
procaridtica. Esse mecanismo exige hidrolise de Adenina Trifostato (ATP) ou gradiente

106nico para promover a expulsdo do antmicrobiano (HEMAISWARYA et al., 2008).
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A bomba de efluxo Nor A produzida por S. aureus, ¢ responsavel pela resisténcia a
fluoroquinolona (YOSHIDA et al., 1990), Qac A ¢ responsavel pela resisténcia a acriflavina e
brometo de etidio (LITTLEJOHN et al., 1992) e os transportadores TET (K) e Msr (A) sao
especificos pelo efluxo de tetraciclina e macrolideos (RENAU et al., 1999).

Segundo Roccaro e colaboradores, (2004), EGCg, aumenta o acumulo de tetraciclina
nas cepas de S. aureus, inibindo a bomba de efluxo promovida por TET (K) e TET (B). EGCg
também potencializa a atividade de norfloxacina frente a cepas de S. aureus produtoras da

bomba Nor A (GIBBONS et al., 2004).
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4. MATERIAIS E METODO

4.1 Preparacio do extrato

Folhas de P. guineense foram coletadas, em novembro de 2009, no municipio de
Moreno — Pernambuco — Brasil (08°07'07" S - 35°05'32" W) .

Um espécime deste vegetal foi identificado pela bidloga Olivia Cano e depositado no
Herbario Dardano de Andrade Lima — IPA sob o nlimero 83.564.

As folhas de P. guineense foram secas a temperatura ambiente e em seguida trituradas
em moinho elétrico. O extrato aquoso das folhas de P. guineense foi obtido, a partir de 50
gramas de folhas secas, e em seguida colocado em 1000 ml de agua destilada fervente e
exaustivamente extraido sob temperatura ambiente por 48 horas. Em seguida o extrato foi

liofilizado, acondicionado em frasco &mbar e mantido sob refrigeracao.

4.2 Determinacao do perfil fitoquimico do extrato aquoso de P. guineense

Do extrato aquoso de P. guineense foram retirados 15 pL e submetidos a
cromatografia em camada delgada (CCD) em placas de gel de silica (MERCK-Germany,
15553), empregando-se o sistema de solventes A- [EtOAc-HCOOH-AcOH-H,O (100 : 11:
11: 27 v/v)] como fase movel para separagdo de alcaloides, flavonoides, proantocianidinas
condensadas, leucoantocianidinas, saponinas, iridoides, derivados cinamicos e
fenilpropanoglicosideos ¢ B - [n-BuOH-Me,CO-tampao fosfato pH 5,0 (40 : 50 : 10 v/v)]
para separar taninos hidrolisaveis e agucares redutores. Reveladores especificos para estes
metabolitos secundérios foram utilizados com base no que preconiza Randau et al., (2004)

(Figura 3), (Quadro 1).
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Figura 3 — Pesquisa de metabodlitos secundarios do extrato aquoso de P. guineense Swartz por

Cromatografia em Camada Delgada

Quadro 1 - Sistemas de solventes e reveladores em cromatografia de camada delgada para

caracterizacdo de metabolicos secunddrios do extrato aquoso de Psidium guineense

(RANDAU et al., 2004)
Fase
Metabdlitos secundarios Revelador Referéncia
movel
Alcaldides A Dragendorff Wagner & Bladt, 1996
Derivados cindmicos e
A 2-amino etildifenil borinato Wagner & Bladt, 1996
fenilpropanoglicosideos
Flavonoides A 2-amino etildifenil borinato Wagner & Bladt, 1996
Proantocianidinas condensadas e
o A Vanilina cloridrica Roberts, 1956
leucoantocinidinas
2-amino etildifenil borinato
Taninos hidrolisaveis B Stiasny, 1912; Xavier, 2002
Alumem de ferro
Iridoides A Vanilina sulftrrica 4cida Wagner & Bladt, 1996
Saponinas A Anisaldeido Wagner & Bladt, 1996
Acgucares redutores B 2,3,5 cloreto trifeniltetrazolio Metz, 1961

A - [EtOAc-HCOOH-AcOH-

10 v/v)]

H,O (100 : 11: 11: 27 v/v)]; B — [n-BuOH-Me,CO-tampao fosfato pH 5,0 (40 : 50 :
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4.3 Micro-organismos

31

Neste trabalho foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus (n=11) isoladas de

amostras clinicas e de alimentos, bem como uma cepa padrao obtida do “American Type

Culture Collection”, S. aureus ATCC 25923.

O fendtipo de resisténcia destas cepas obtido através do método de difusdo em meio

solido, esta apresentado na tabela 1. Estas cepas foram mantidas a — 80 °C em caldo Brain

Heart Infusion — BHI (Acumedia Manufacturers”, USA), contendo 20% v/v glicerol a

reativacdo destas culturas foi realizada a cada experimento.

Tabela 1 - Origem e susceptibilidade das cepas Staphylococcus aureus multirresistentes

utilizados na determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Staphylococcus aureus Origem Sensibilidade Resisténcia
ATCC 25923 ATCC CFX; OXA; CIP; SZT, AMP
GET; TEC; AZI; AMC;
TET
LFBM 01 Queijo TET, TEI CFX; CIP; SZT; AMP;
AZI; AMC; GET; OXA
LFBM 05 Secrecgado CIP; TEC; GET; SZT; CFX; AMP; AZI; OXA
AMC; TET
LFBM 08 Secrecao vaginal GET; SZT; TEIL; AMC; CFX; CIP; AMP; AZI,
TET OXA
LFBM 16 Escarro CIP; GET; SZT; TEI, CFX; OXA; AMP; AZI
TET
LFBM 26 Sangue TEI, TET CFX; OXA; CIP; SZT,
AMP; AZI; AMC
LFBM 28 Sangue TEIL;, TET CFO; OXA; CIP; GET;
SZT; AMP; AZI; AMC
LFBM 29 Sangue CIP; GET; SZT; TEI, CFO; OXA; AMP;
AZI; TET AMC
LFBM 30 Secregao traqueal GET; SZT; TEI; AMC; CFO; OXA; CIP; AMP;
TET AZ1
LFBM 31 Secrecao traqueal GET; SZT; TEI, AMC; CFO; OXA; CIP; AMP;
TET AZ1
LFBM 32 Sangue GET; SZT; TEI, CFO; OXA; AMP; CIP
LFBM 33 Sangue TET; TEI CFO; OXA; CIP; SZT;

AMP; AZI

AMP: Ampicilina 10 pg; AMC: Amoxicilina/Ac. clavulanico 30 pg ; AZI: Azitromicina 15 pg ; CFO:

Cefoxitina 30pg; CIP: Ciprofloxacina 5 ng ; GET: Gentamicina 10 pg; TEI: Teicoplanina 30 pg; TET:

Tetraciclina 30 pg; SZT — Sulfametoxazol/Trimetoprim 25 pg; OXA — Oxacilina 1 pug. LFBM: Laboratorio de

Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos.
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4.4 Preparacao do inoculo

As culturas de S. aureus foram preparadas em caldo Mueller Hinton e incubadas por
24 horas. Ap6s o periodo de incubacio estas culturas foram padronizadas em 10° UFC/mL,
utilizando o tubo 0,5 da escala de Mac Farland, e em seguida diluidas em soro fisioldgico a

fim de obter um indculo final de 10’ UFC/mL.
4.5 Agentes antimicrobianos

O po de referéncia dos agentes antimicrobianos, Ampicilina; Amoxicilina/Acido
clavulanico; Cefoxitina; Ciprofloxacino; Gentamicina; Meropenem, foram cedidos por

Eurofarma Laboratério do Brasil LTDA

4.6 Determinacdo da Concentracao Inibitéoria Minima (CIM) e Concentracao

Bactericida Minima (CBM)

Para determinagdo da CIM foi utilizado o método de microdilui¢do, modificado
(CLSI, 2010). Este ensaio foi realizado em placas de microdiluigdao, com 96 pocos de fundo
em forma de “U”.

O extrato aquoso liofilizado de P. guineense e os agentes antimicrobianos foram
pesados analiticamente e depois solubilizados em agua destilada esterilizada de forma a obter
uma solucao de 1000 pg/mL e 400 pg/mL para o extrato aquoso de P. guineense e agentes
antimicrobianos respectivamente. Destas solugdes, 200 uLL foram pipetados nos orificios de 1
a 12 da linha A. Os demais pogos foram preenchidos com 100 uL de caldo Mueller Hinton.
Uma aliquota de 100 uL. do contetido de cada orificio da linha A foi transferido para a linha
B, e este procedimento foi repetido até a linha H, a fim de obter concentragdes que variaram
de 500 a 3,9 pg/mL para o extrato aquoso de P. guineense e de 200 a 3,12 pg/mL para os
agentes antimicrobianos.

Um volume de 5 pL das culturas padronizadas de S. aureus foi inoculado em todos os
orificios. As placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 35°C por 24 horas.

A 1inibi¢ao do crescimento bacteriano foi demonstrada por densidade optica utilizando
um leitor de microplacas (Thermo plate - TP Reader”) utilizando um comprimento de onda de
630 nm. Considerando o crescimento total (100%) no controle de pogo (MHB + bactérias), o

percentual de redugdo do crescimento foi atribuido aos pogos restantes.
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Para confirmacdo da inibicdo do crescimento bacteriano, apds a leitura
espectrofotométrica, foi adicionado a cada um dos orificios da microplaca 20 pL de uma
solugdo aquosa a 0,5% de cloreto de 2,3,5 trifenil tetrazolio (TTC), para confirmacdo da
inibicao do crescimento bacteriano, e reincubadas por trés horas a 35°C (Figura 4).

A presenca de uma coloragdo vermelha nos orificios ¢ interpretada como prova

negativa do efeito inibitorio, enquanto a auséncia da coloragdo vermelha, considerada como

prova positiva da atividade antimicrobiana.

’ ; Microdilnigio
Calibragdo do moculo Diluigio CLSI
— [ e }
Tubo 0.3 1:10 5pl
LJ Escala Mac Farland 10+ UFC/mL

Cultura de 5. aureus
S.aureus—24h

1 - Exmrato P guieense ou
Agentes antimicrobianos

2 — Diluicdo

3 — Caldo Mueller Hinton

Revelacgdo

Figura 4 — Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato aquoso

de P. guineense e agentes antimicrobianos

A este experimento foi adicionado uma placa de microdiluicdo como controle do
crescimento das cepas de S. aureus.

A CIM foi definida como a menor concentracdo do agente antimicrobiano capaz de
inibir o crescimento visivel das cepas de S.aureus.

A determinacao da CBM foi realizada de acordo com os valores da CIM. Dessa forma
concentragdes mais altas que a CIM foram semeadas em Mueller Hinton Agar e incubadas
por 24 horas a 37°C. A CBM foi definida como a menor concentra¢do do extrato aquoso de P.

guineense ou agente antimicrobiano capaz de matar 99,9 % das cepas de S. aureus.
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4.7 Determinacgio in vitro da atividade sinérgica

O estudo da interacdo entre o extrato aquoso de P. guineense e os agentes
antimicrobianos foi realizado de acordo com o método do tabuleiro de xadrez (checkerboard
method) (LORIAN, 1996).

Com base nos valores da CIM foram preparadas solu¢des em caldo Mueller Hinton do
extrato aquoso de P. guineense e dos agentes antimicrobianos de forma a obter concentragdes
que variaram de 0,5xCIM a 0,016xCIM e de 0,5xCIM a 0,002xCIM respectivamente. Nos
orificios das placas de microdiluicdo, foram pipetados 100 pL do extrato e 100 uL do agente

antimicrobiano. (Figura 5).

E 1 2 3 4 5 6 7T & 9 10 11 12
s ®00000000000 =
ég@oooooooooooe
FeE00000000000 ,
4 c800000000000 &
2 c®00000000000 »
2 e@00000000000 ¢
2 "T®@00000000000 =
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AGENTES ANTIMICROBIANOS

Figura 5 — Representacdo do método do tabuleiro de xadrez (Checkerboard method).

Cada poco foi inoculado com 5 pL da suspensdo bacteriana contendo 10* UFC/mL das
seguintes cepas, LFBM 01, LFBM 26, LFBM 28, LFBM 33.

A interpretagdo destas interagdes foi realizada através do célculo Indice da
Concentragao Inibitoria Fracionada (FICI) pela seguinte equagdo FICI = (CIM da associagao
P. guineense e agente antimicrobiano/CIM de P. guineense) + (CIM da associagdo agente
antimicrobiano e P. guineense/ CIM do agente antimicrobiano). O FICI foi interpretado como
sendo sinérgico quando o valor for < 0,5; aditivo ou indiferente quando o valor for > 0,5 e <

1; e antagonico quando > 1 (ELIOPOULUS e MOELLERING, 1991).
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5. RESULTADOS

5.1 Perfil fitoquimico

O perfil fitoquimico do extrato de Psidium guineense revelou a presenca de taninos,
flavonoides, proantocianidinas condensadas, leucoanthocyanidins e agucares redutores. Por
outro lado, ndo foi verificada a presenca de alcaldides fenilpropandides, e saponinas. O
rendimento do extrato aquoso de P. guineense foi de 3,7% (p/p) em relagdao a 50 gramas de

material vegetal.

5.2 A Atividade antimicrobiana do extrato aquoso de P. guineense e agentes

antimicrobianos

Os valores da CIM e CBM do extrato aquoso de P. guineense ¢ da ampicilina,
amoxicilina/acido clavulanico, cefoxitina, ciprofloxacina, gentamicina € meropenem contra

doze cepas de Staphylococcus aureus estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Atividade antimicrobiana do extrato aquoso de Psidium guineense € agentes
antimicrobianos frente a Staphylococcus aureus multiudroga resistentes

S aurens CIM/CBM ( pg/ mL)
AMC AMP CEF CIP GET MER EAQ
ATCC 25923 0.77/1.55 1.55/3.12 1.55/3.12 3.12/6.24  0.39/0.78  0.77/1.55  250/500
LFBM 01 25.0/50.0 400/800 400/800 50.0/100  12.5/25.0  25.0/50.0  250/500
LFBM 05 6.25/12.5 100/200 25/50.0 3.12/6.24  3.12/6.24  12.5/25.0  250/500
LFBM 08 3.12/6.24 100/200 12.5/25.0 3.12/6.24  3.12/6.24  6.25/12.5  250/500
LFBM 16 12.5/25.0 25.0/50.0  12.5/25.0 3.12/6.24  3.12/6.24  6.25/12.5  250/500
LFBM 26 50.0/100 400/800 400/800 50.0/100  25.0/50.0  25.0/50.0  250/500
LFBM 28 25.0/50.0 400/800 100/200 50.0/100  25.0/50.0  12.5/25.0  250/500
LFBM 29 12.5/25.0 50.0/100 25/50.0 3.12/6.24  3.12/6.24  12.5/25.0  500/1000
LFBM 30 12.5/25.0 200/400 12.5/25.0 50.0/100  3.12/6.24  12.5/25.0  250/500
LFBM 31 12.5/25.0 100/100 12.5/25.0 50.0/100  3.12/6.24  6.25/12.5  250/500
LFBM 32 12.5/25.0 200/200 12.5/25.0 50.0/100  3.12/6.24  12.5/25.0  250/500
LFBM 33 12.5/25.0 200/200 200/200 50.0/100  25.0/50.0  12.5/25.0  250/500

CIM: Concentra¢do Inibitéria Minima; CBM: Concentragdo Bactericida Minima;

ATCC: American type culture collection; LFBM: Laboratdrio de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos
AMC: Amoxicilina/acido clavulanico (CIM > 8 pg/mL); AMP: Ampicilina (CIM > 0,25 pg/mL); CFO:
Cefoxitina (CIM > 4 pg/mL); CIP: Ciprofloxacina (CIM > 4 pg/mL); GET: Gentamicina (CIM > 8 pg/mL);
EAQ: Extrato aquoso de P.guineense
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O extrato aquoso de P. guineense mostrou forte atividade contra todas as cepas de S.
aureus com CIM valores entre 250 e 500 pg/mL. As cepas de S. aureus revelaram um perfil
de resisténcia contra a maioria dos agentes antimicrobianos testados, em particular aos
antibioticos beta-lactamicos. Os valores da CIM para ampicilina e cefoxitina variaram de
3,12 - 400 pg/mL, que mostraram ser menos eficazes contra as cepas de S. aureus testadas.
Para amoxiclina/acido clavulanico os valores da CIM variaram de 3,12 - 50 pg/mL. Entre
todas as cepas de S. aureus testadas, sete mostraram-se resistentes a ciprofloxacina. Para
meropenem valores MIC variou 3,12 - 25 pg/mL. Todas as cepas mostraram-se sensiveis a
gentamicina, exceto (LFBM 26, LFBM 28, LFBM 33).

Quatro cepas de S. aureus (LFBM 01, LFBM 26, LFBM 28, LFBM 33) apresentaram
resisténcia a todos os agentes antimicrobianos testados. Este perfil de resisténcia selecionou
0s micro-organismos para o estudo da interacdo entre o extrato aquoso de P. guineense e
agentes antimicrobianos. Os valores da CBM foram superiores aos valores da CIM em uma

diluigao.

5.3 Determinacio in vitro da atividade sinérgica

O valores da CIM obtidos pela combinac¢ao do extrato aquoso de P. guineense com
ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico, cefoxitina, ciprofloxacina e meropenem contra
cepas de S. aureus (LFBM 01, LFBM 26, LFBM 28, LFBM 33) estdo listados na Tabela 3.

A concentragdo inibitoria minima do extarto aquoso de P. guineense (250 pg / mL)
aumentou a atividade antistaphylococcica de todos os agentes antimicrobianos. A atividade
sinergica foi detectada por uma diminui¢do de oito vezes o valor da CIM dos agentes
antimicrobianos na combinagao e determinado pelo FICI <0,5.

A combinacdo do extrato aquoso de P. guineense ¢ cefoxitina apresentaram os
menores valores que de FICI que variaram de 0,125 - 0,5. A CIM da cefoxitina (CIM
individual 100-400 pg / mL) foi reduzido para 1/512 (CIM da associagdo variou 0,19 - 0,78
ng / mL), quando foi usado em associagdo com o extrato aquoso de P. guineense (CIM 250
ng / mL). Para as cepas de S. aureus 26 ¢ LFBM, LFBM 33, esta associagao também foi
eficiente na reducao da CIM do extrato aquoso de P. guineense para 1/8 x MIC (31.25pg/mL)
ou 1/4 x MIC (62,25 pg / mL), respectivamente.

A inibi¢do do crescimento de todas as cepas S.aureus pelo meropenem foi aumentada

quando associado ao extrato aquoso de P. guineense (FICI 0,5). Esta combinagdo foi mais



FERNANDES T. G Efeito sinérgico do extrato aquoso das folhas de Psidium guineense Swartz em associagao... 37

eficaz contra LFBM 28 (FICI 0,25) que reduziu a CIM individual de P. guineense (250
ug/mL) para 1/4xCIM.

Para a cepa de S. aureus LFBM 33, o valor da CIM da ciprofloxacina (CIM individual
50 pg/mL) foi reduzida para 0,09 pg/mL quando combinado com extrato aquoso de P.
guineense (1/4xCIM), aumentando a atividade dessa fluoproquinolona (FICI 0,25).

Todas as outras combinagdes do extrato aquoso de P. guineense com agentes
antimicrobianos demonstraram atividade sinérgica, aumentando a atividade desses agentes

antimicrobianos (FICI 0,5).
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Tabela 3 - Interacdo do extrato aquoso de Psidium guineense com agentes antimicrobianos

CIM Agentes CIM
Staphylococcus o ) ) . FIC indice % reducdo % reducdo de
Associacao antimicrobianos Combinagdo  FIC Individual Interpretagao o
aureus (FICI) CIM células viaveis
(hg/mL) (ng/mL)

AE + AMC 250725 125/0,048 0,5/0,002 0,5 Sinérgico 50,0/99,8 80,21
AE + AMP 250/400 125/0,78 0,5/0,002 0,5 Sinérgico 50,0/99,8 84,43
LFBM 01 AE + CFO 250/400 125/0,78 0,5/0,002 0,5 Sinérgico 50,0/99.8 87,04
AE + CIP 250/50 125/0,09 0,5/0,002 0,5 Sinérgico 50,0/99,8 93,49
AE + MER 250/25 125/0,048 0,5/0,002 0,5 Sinérgico 50,0/99,8 84,24
AE + AMC 250/50 125/0,78 0,5/0,002 0,5 Sinérgico 50,0/99,8 88,82
AE + AMP 250/400 125/0,78 0,5/0,002 0,5 Sinérgico 50,0/99,8 83,58
LFBM 26 AE + CFO 250/400 31.25/0,78 0,125/0,002 0.,25 Sinérgico 87,5/99,8 80,90
AE + CIP 250/50 125/0,09 0,5/0,002 0,5 Sinérgico 50,0/99,8 94,59
AE + MER 250/25 125/0,048 0,5/0,002 0,5 Sinérgico 50,0/99,8 80,76
Sinérgico 50,0/99,8 83,38

AE + AMC 250/12,5 125/0,024 0,5/0,002 0,5
Sinérgico 50,0/99,8 89,71

AE + AMP 2507400 125/0,78 0,5/0,002 0,5
Sinérgico 50,0/99,8 86,91

LFBM 28 AE + CFO 250/100 125/0,19 0,5/0,002 0,5
Sinérgico 50,0/99,8 94,45

AE + CIP 250/50 125/0,09 0,5/0,002 0,5
Sinérgico 75,0/99,8 89,08

AE + MER 250/25 62.5/0,048 0,25/0,002 0,25
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AE + AMC

AE + AMP

LFBM 33 AE + CFO
AE + CIP

AE + MER

250/12,5
250/200
250/200
250/50
250/12,5

125/0,024
125/0,39
62.5/0,39
62.5/0,78
125/0,024

0,5/0,002
0,5/0,002
0,25/0,002
0,25/0,002
0,5/0,002

0,5
0,5
0,25
0,25
0,5

Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico
Sinérgico

Sinérgico

50,0/99,8
50,0/99,8
75,0/99,8
75,0/99,8
50,0/99,8

78,89
76,72
81,53
94,09
81,84

CIM: Concentragdo Inibitoria Minima; FIC: Concentragdo Fracionaria Minima;
AMC: Amoxicilina/acido clavulanico; AMP: Ampicilina; CFO: Cefoxitina; CIP: Ciprofloxacina; MER: Meropenem; EA: Extrato aquoso de P. guineense; LFBM:

Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos

'Associagdo do extratato (1/2 CIM) e agentes antimicrobianos (1/512 CIM)
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6. DISCUSSAO

Fitofarmacos tém grande potencial como compostos antimicrobianos, e tém sido
provados a ter grande potencial terapeutico (STAVRI et al., 2007). Alguns metabdlitos
secundarios tém a capacidade de aumentar a susceptibilidade do microorganismo aos agentes
antimicrobianos. Quando utilizados em combinagdo, estes metabdlitos, t€m o potencial
de inibir sitios modificados ou exibem uma atividade sinérgica através do bloqueio de uma
ou mais rotas metabolica, atuando como um modificador de mecanismos de resisténcia a
multiplas drogas (HEMAISWARYA et al., 2008).

Diversos estudos tém investigado as interacdes entre antibidticos e extratos brutos
contra Staphylococcus aureus multidroga resistente (GIBBONS et al. 2004, ROCCARO et
al., 2004; FUJITA et al., 2005; HATANO et al., 2005; KITAHARA et al., 2006; BETONI et
al., 2006; ESIMONE et al., 2006; ADWAN et al., 2008; PESEWU et al., 2008).

Na familia Mirtaceae hd uma grande variedade de fitoquimicos com atividade
antimicrobiana, que incluem, terpenos presentes em Oleos essenciais, flavonoides,
(SLOWING et al., 1994; LIS-BALCHIN et al., 2000; HERNANDEZ et al., 2000) e taninos
(SCLBERT, 1991; DJIPA et al., 2000).

O género Psidium ¢ nativo da América, mas ¢ distribuido por todo mundo. Seus
espécimes sdo tradicionalmente usadas na prevengdo ou tratamento de um grande numero
de doengas. Preparagdes de galhos ou folhas de espécies de Psidium sdo amplamente
utilizados para o controle de doencas gastrointestinais € respiratorias, bem como no
tratamento de infecgdes da pele (ANESINI E PEREZ, 1993; CACERES et al., 1991;
CACERES et al., 1993).

Uma avaliagdo etnofarmacoldgica demonstrou a atividade antimicrobiana de Psidium
ssp. justificando sua utilizagdo para o tratamento de doengas infecciosas do aparelho
digestivo, respiratorio, do trato urindrio, bem como apele e mucosas (Di Stasi; Hiruma-
Lima, 2002). Dentro deste género, P. guajava ¢ a espécie mais estudada e utilizada
(CABIESES, 1993; AGUILAR etal., 1994). No entanto nds estamos interessados em P.
guineense, uma planta nativa do Brasil, caracterizada pelo seu amplo espcetro de utilizagao,
incluindo distirbios gastrointestinais, infeccdo do trato geniturindrio, o tratamento de
resfriados, bronquite, ¢ tlceras (RODRIGUES ¢ CARVALHO, 2001; GONZALEZ et al.,
2005).

A CIM do extrato aquoso de P.guineense foi determinada pelo método de diluicao em

caldo. De acordo com Aligiannis et al., 2001 e Sartorato et al., 2004, uma forte atividade do
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extrato ¢ para valores de CIM entre 50 - 500pg/mL, atividade moderada MIC entre 600 -
1500 pg/ mL e atividade fraca acima de 1500 pg/mL. Comparando nosso resultados com os
reelatados na literatura, podemos considerar que o extrato aquoso de P. guineense (250 -
500 g pg/mL) tem uma forte atividade frente a cepas de Staphylococcus aureus multidroga
resistentes.

De acordo com Ferreira e colaboradores (2011), a andlise fitoquimica das folhas de
P. guineense indicou a presenca de flavonodides, taninos hidrolisédveis e condensados, e 6leos
essenciais distribuidos por todo o tecido foliar. Estes resultados estdo de acordo com os
obtidos no presente estudo.

Gonzélez et al., 2005 associaram a presenca dos flavonoides, principalemnte
avicularina, quercetina e guaijaverina presentes no extrato etanolico de P. guineense, com
atividade frente a isolados clinicos de Streptococcus mutans.

Os flavonoides tém a capacidade de se complexar com proteinas e células bacterianas
formando complexos irreversiveis com aminoacidos nucleofilicos (STERN et al. 1996). Este
complexo, muitas vezes leva a inativagdo da proteinas e perda de sua funcao (TSUCHIYA
et al. 1996, COWAN, 1999).

Taninos sdo substincias ndo cristalizdveis, € em um sistema aquoso forma solugdes
coloidais. A atividade antimicrobiana dos taninos pode ser descrita da seguinte forma (i)
ligagdo com proteinas e adesinas e inibindo enzimas (ii) complexagdo com a parede da
célulae ions metalicos e (iii) ruptura da membrana plasmatica (ROBBERS etal 1997;
SHUNG et al., 1998; COWAN, 1999).

Sinergismo de produtos naturais e agentes antimicrobianos ¢ uma promissora area da
pesquisa fitomedicinal, desenvolvendo novas perspectivas para os fitofarmacos. A
abordagem ndo ¢ exclusiva para combinagdes de extratos, mas também combinagdes
entre fitoquimicos isolados e Oleos essenciais com agentes antimicrobianos
(HEMAISWARYA et al., 2008; WAGNER-MERZENICH, 2009).

Além de atingir efeitos sinérgicos, combinagdes de dois ou mais compostos pelas
seguintes razoes:(1) para prevenir ou reprimir o surgimento de cepas resistentes, (2) para
diminuir a dose-toxicidade relacionada, (3) para atingir o amplo espectro de
atividade (ELIOPOULUS e MOELLERING, 1991; MUROI e CUBO 1996).

Neste estudo, um efeito sinérgico do extrato aquoso de P. guineense contra cepas de S.
aureus multidroga resistentes, foi observado para as combinagdes com beta-lactémicos,

carbapenémicos e fluoroquinolonas.
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A combinacdo do extrato aquoso de P. guineense e beta-lactaimicos pode ajudar
areduzir a quantidade de agentes antimicrobianos utilizados e desenvolver um medicamento
com poténcia similar ou superior aos antimicrobianos. Mais importante, uma vez que 0s
fitofarmacos sdo estruturalmente diferentes dos agentes antimicrobianos, com diferentes
mecanismos de a¢do, eles podem fornecer novos meios de estudar os mecanismos de controle
bacteriano em um nivel molecular (HEMAISWARYA et al., 2008).

Com o aumento da prevaléncia de S. aureus multirresistente, testes para avaliagao
sinérgica, utilizando varias combinacdes de fitoquimicos com agentes antimicrobianos pode
ser uma ferramenta poderosa para ajudara sele¢do da terapia antimicrobiana adequada
(SAKHARKAR et al., 2009). Tendo em vista a capacidade dos extratos de plantas de
melhorar a atividade de agentes antimicrobianos véarios pesquisadores estudaram essa
interacao sinérgica (DARWISH et al., 2002; AQUIL et al., 2005; BRAGA et al., 2005;
BETONI et al., 2006; ESIMONE et al 2006; ADWAN et al., 2008).

Viérios fitofarmacos atuam como inibidores dos mecanismos de resisténcia bacteriana
e alguns deles sdo flavonas glicosiladas que suprimem a atividade da Topoisomerase IV
(BERNARD et al., 1997), miricetina inibindo DNA helicase (GRIEP et al., 2007), alicina
inibindo a sintese de RNA (FELDBERG et al., 1998). Corilagina, um polifenol isolado de
Arctostafilos uva-ursi foi capaz de reduzir significativamente o valor da CIM de beta-
lactamicos contra MRSA.

De acordo com Shimizu e colaboradores, (2001), existem duas possibilidades quanto
ao mecanismo de agdo da corilagina, inibindo a atividade da proteina de ligagdo a penicilina
(PBP2a), ou inibindo sua produgao.

O polifenol galato de epigalocatquina (EGCg) isolado do ché verde, apresentou efeito
sinérgico com agentes beta-lactamicos, uma vez que ambos tém afinidade pelo mesmo sitio,
ou seja, a camada de peptideioglicano presente na parece celular bacteriana (ZHAO et al.,
2001). EGCg inibe a penicilinase produzida por S. aureus, assim restaurando a atividade da
penicilina. A combina¢do de EGCg com ampicilina/sulbactam reduziu a CIM 90 de um valor
inicial de 16 ug/mL para 4 pg/mL (Hu et al., 2001).

Hatano e colaboradores, (2005), investigaram a atividade sinérgica de duas
proantocianidinas isoladas de frutos do género Zizyphus. Embora a CIM desses polifendis
tenha sido de 512 — 1024 pg/mL, ambos reduziram o valor da CIM para o antimicrobiano
oxacilina (1/2 — 1/6 x CIM)

E interessante notar que a maioria dos metabélitos secundarios tém atividade

antimicrobiana fraca, de magnitude menor do que os agentes antimicrobianos produzidos por
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bactérias e fungos. Apesar do fato de que antimicrobianos derivados de plantas sio menos
potentes, plantas combatem doencas infecciosas com sucesso. Dessa forma torna-se evidente
que as plantas desenvolvem mecanismos sinérgicos envolvendo seus fitofdirmacos para
combater infeccoes (HEMAISWARYA et al., 2008).

De acordo com Rosales Reyes e colaboradores, (2005), a restricdo do extrato bruto
utilizado nesse estudo foi intencional e baseado na crenga de que ele representaria a forma
mais proxima de como ¢ utilizado nas preparacdes tradicionais.

Por isso, especula-se que a eficacia de um extrato bruto pode ser devido a interagdo
entre os diferentes componentes ativos que podem estar presentes no extrato, levando ao
aumento da atividade e/ou diminuicdo da toxicidade potencial de alguns dos seus

componentes individuais (BIRDI et al., 2010).
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7. CONCLUSAO

Efeitos sinérgicos resultantes da combinacao de agentes antimicrobianos com plantas
tém sido documentados em varios estudos. Dados da literatura, bem como nossos resultados
revelam o potencial das plantaspara o tratamento terapéutico. Este efeito permite a utilizacao
desses agentes antimicrobianos, quando ndo sdo eficaz por si sé. Portanto, mais estudos
precisam ser conduzidos para busca de tais compostos e extratos de plantas antes de serem
utilizadoas em tratamentos, devem ser testado quanto a toxicidade in vivo.

O efeito antibacteriano do extrat aquoso de P. guineense ¢ o efeito sinérgico em
combinagdo com agentes antimicrobianos pode ser uma terapia alternativa interessante para a

doencas infecciosas causadas por Staphylococcus aureus multidriga resistentes.
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of aqueous extract of Psidium
guineense Swartz (Araca-do-campo) and five antimicrobials (ampicillin, amoxicillin
/clavulanic acid, cefoxitin, ciprofloxacin, and meropenem), against twelve strains of
Staphylococcus aureus which resistance phenotype was previously determined by the disk
diffusion method. Four S. aureus strains (LFBM 01, LFBM 26, LFBM 28, LFBM 33)
showed resistance to all antimicrobial agents tested and were selected for the study of the
interaction between aqueous extract of P. guineense and antimicrobial agents, by the
checkerboard method. The criteria used to evaluate the synergic activity were defined by the
Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI). All S. aureus strains were susceptible to P.
guineense as determined by microdilution method. The combination of the P. guineense
extract with the antimicrobial agents resulted in an eight-fold reduction in their MIC, which
fractional inhibitory concentration index (FICI) ranged from 0.125 to 0.5, suggesting a
synergic interaction against multi-drug resistant S. aureus. The combination of the aqueous
extract of P. guineense with cefoxitin showed the lowest FICI values. This study
demonstrated that the aqueous extract of P. guineense combined with beta lactamics
antimicrobials, fluoroquinolones and carbapenems, acts synergistically inhibit multidrug

resistant S. aureus.

Keywords: Psidium guineense; multidrug resistant Staphylococcus aureus; Checkerboard;

Fractional Inhibitory Concentration Index (FIC Index)



INTRODUCTION

The widespread emergence of bacteria resistance to a large number of antimicrobial
agents poses major health problems because of difficulties in treatment [1]. Staphylococcus
aureus is an important pathogen both in community acquired and nosocomial infections, and
a common etiological agent of infections of many different tissues and organs (e.g. furuncle,
carbuncle, abscess, myocarditis, endocarditis, pneumonia, meningitis, bacterial arthritis and
osteomyelitis) [2]. The multidrug resistant Staphylococcus aureus strains now pose serious
problem to hospitalized patients, and their care providers, because has numerous strategies for
resisting the action to practically all antimicrobial agents [3]. Thus, it is extremely important
to find new antimicrobial agents or new ways for the treatment of infectious diseases caused
by multidrug resistant microorganisms [4].

The screening of plant extracts and phytochemicals for antimicrobial activity has
shown that higher plants, in special their secondary metabolites, are a source to provide
structurally diverse bioactive compounds with different pharmacological activities, including
antimicrobials [5].

According to [6], the plants-derived antimicrobial are less potent, and it hence the
need to adopt a synergic interaction between its bioactive compounds to combat infections.
Based on this knowledge, several studies have been published using crude plant extracts or
phytochemicals combined with antimicrobial agents. These combinations can enhance the
efficacy of the antimicrobial agents, and are an alternative to treat infections caused by
multidrug resistant microorganisms, which no effective therapy is available [4,7,8].

Psidium guineense Swartz (Myrtaceae), popularly known as “araca”, is a shrub native
and widely dispersed throughout Tropical America. In Brazil, it mainly occurs across the

coastline [9,10].



Few studies have searched the phytochemical profile and pharmacological activity of
this plant, although it is widely used in folk medicine in Tropical America to treat infections
of the gastrointestinal and genitourinary tract [11]. These authors associated the presence, in
the fruits and leaves of P. guineense, mainly flavonoids and tannins, effective against
Streptococcus mutans strains.

The aim of the present study was to evaluate the antimicrobial activity of the aqueous
extract of P. guineense and determine the synergistic potential of the combination of this

extract with five antimicrobial agents against multi-resistant S. aureus strains.

MATERIALS AND METHODS
Plant material and extract preparation

The plant materials used in this study consisted of Psidium guineense Swartz (leaves)
that were collected in November/2009 from Moreno city — Pernambuco - Brazil, (08°07'07" S
- 35°05'32" W). This plant was identified by the biologist Olivia Cano, a voucher specimen
was deposited in the Herbarium Dérdano de Andrade Lima - Instituto Agrondémico de
Pernambuco and registered under number 83.564.

The leaves were air-dried for two weeks and then ground into fine powder using an
electric dry mill. A total of 50g of the ground powder was soaked in 1000 ml of distilled
boiled water and extracted exhaustively at room temperature for 48 hours. The extracts were
filtered through Whatman No. 2 filter paper. The aqueous extract was lyophilized to obtain a

dry powder extract.

Phytochemical screening
The preliminary phytochemical screening was carried out for various secondary

metabolites present on aqueous extract of P. guineense using standard procedures [12,



[13,14]. The chromatographic analyses were made by TLC on Si gel (MERCK-Germany,
105553) developed by different solvent systems: [EtOAc—HCOOH-AcOH-H,0O (100: 11 :11
: 26, v/v)], [n-BuOH-Me,CO-buffer phosphate pH = 5.0 (40 : 50 : 10 v/v)] appropriate reveals
and chromatographic patterns. It was investigated the presence of saponins, sugars,
flavonoids, tannins, phenylpropanoids, alkaloids, condensed proanthocyanidins,

leucoanthocyanidins and iridoids.

Bacterial strains and inoculum standardization

S. aureus strains (n=11) were isolated from clinical specimens and food. The standard
strain used was S. aureus ATCC 25923. Strains were isolated in sheep blood agar and after
identification they were stored in brain heart infusion (BHI) plus glycerol 20% v/v [15]. The
S. aureus strains used in this study showed a resistance phenotype, by diffusion method, to
several  antimicrobial  agents such  as beta-lactams, aminoglycosides, = macrolides,
fluoroquinolones and tetracycline, chloramphenicol, lincosamides. These strains were
cultured into Mueller Hinton Agar (MHA) (Acumedia Manufacturers, Baltimore, USA) and
incubated at 37°C for 18 hours. Isolated colonies were selected and inoculated into Mueller-
Hinton broth (Acumedia Manufacturers, Baltimore, USA) to turbidity comparable to that of
0.5 McFarland standard, which is equivalent to a bacterial count of approximately 10
CFU/mL. After that, the bacterial suspension was diluted in saline (1:10) to obtain a final

inoculum (10’ CFU/ mL).

Antimicrobial Agents
The standard reference powder of ampicillin; amoxicillin/clavulanic acid; cefoxitin;
ciprofloxacin; gentamicin and meropenem were provided by Eurofarma Laboratorio LTDA -

Brazil. Resistance was defined for each case: ampicillin (AMP, MIC > 0.25ug/mL);



amoxicillin/clavulanic acid (AMC, MIC > 8ug/mL ); cefoxitin (CFO, MIC > 4ug/mL);
ciprofloxacin (CIP, MIC > 4ug/mL); gentamicin (GEN, MIC > 8 pg/mL and meropenem

(MER, MIC > 16 pg/mL)

Antimicrobial activity

The Minimal Inhibitory Concentration (MIC) test was performed by the microdilution
broth method, following the recommendations established by Clinical Laboratory Standards
Institute, [16], with some modifications. Serial two-fold dilutions of aqueous extract of P.
guineense and antimicrobial agents were prepared in sterile 96-well microplates containing
Mueller Hinton broth (MHB). Five microliters of bacterial suspension were inoculated in each
well to give a final concentration of 10° CFU/mL. P. guineense extract and antimicrobial
agents concentrations ranged from 7.25 to 1000 pg/mL and 3.12 to 400 pg/mL respectively.
The growth inhibition was demonstrated by optical density at 630nm using a microplate
reader (Thermo plate - TP Reader™). Considering the total growth (100%) in the control well
(MHB+bacteria), the percentage of growth reduction was attributed to the remaining wells.
The MIC was reported as the lowest concentration of P. guineense extract or antimicrobial
agents that inhibited the bacterial growth after 24 h of incubation at 37°C. In order to
determine the Minimal Bactericidal Concentration (MBC), the contents of the well that
showed higher or equal than 70% of growth inhibition were seeded into MHA. After 24h of
incubation at 37°C, the number of surviving S. aureus was determined. The MBC was defined
as the lowest extract concentration at which 99, 9% of the bacteria have been killed. All the

experiments were carried out in duplicate on two different days.



Determination of in vitro synergic activity

Combinations of P. guineense and antimicrobial agents were tested by the
checkerboard method. The appropriate dilution of P. guineense extract and antimicrobial
agents were performed into MHB. From these dilutions, one hundred microliters were added
in 96-well microplates to obtain final concentration equal to MIC or six dilutions lower than
MIC to P. guineense and nine dilutions lower than MIC to antimicrobial agents. Each well
received 5 pL of the bacterial suspensions (10’ CFU/mL). Plates were incubated for 24 hours.
Interpretation of the data was achieved by calculating the fractional inhibitory concentration
index (FICI) as follows: (MIC of P. guineense in combination with antimicrobial agents/MIC
of P. guineense) + (MIC of antimicrobial agents in combination with P. guineense/MIC of
antimicrobial agents). The combination was considered to be synergistic when the FICI was <

0.5; additive when it was 0.5 to < 1 and antagonistic when > 2 [17].

RESULTS
Phytochemical profile

The phytochemical profile from the Psidium guineense extract showed the presence of
tannins, flavonoids, condensed proanthocyanidins, leucoanthocyanidins, and sugar. In the
other hand, it wasn’t verified the presence of alkaloids, phenylpropanoid and saponins. The

aqueous extract yielded 3.7% (w/w) over 50g of leaves of of P. guineense.

Antimicrobial activity
MIC and MCB values of P. guineense extract and of the ampicilin,
amoxicillin/clavulanic acid, cefoxitin, ciprofloxacin, gentamicin and meropenem against

twelve S. aureus strains are shown in table 1.



The aqueous extract of P. guineense showed a strong activity against all S. aureus
strains with MIC values between 250 and 500 pg/mL. The S. aureus strains revealed a
resistance profile against most antimicrobial agents tested, in particular to the beta-lactam
antibiotics. The MIC values for ampicillin and cefoxitin ranged from 3.12 to 400 pg/mL
which showed to be less effective against S. aureus strains tested. For amoxicillin/clavulanic
acid such values ranged from 3.12 to 50 pg/mL. Among all S. aureus strains tested, seven
showed to be resistant to ciprofloxacin. For meropenem MIC values ranged from 3.12 to 25
ug/mL. All strains showed to be sensitive to gentamicin, except (LFBM 26, LFBM 28, LFBM
33). Four strains of S. aureus (LFBM 01, LFBM 26, LFBM 28, LFBM 33) showed resistance
to all antimicrobial agents tested and they were selected for the study of the interaction
between P. guineense extract and antimicrobial agents. The values of MCB were higher than

MIC in one dilution.



Table 1 - MIC/MBC of the aqueous extract of Psidium guineense and antimicrobial agents against multidrug resistant Staphylococcus aureus
strains.

Staphylococcus MIC/ MBC (ng/mL)

aureus AMC AMP CEF CIP GET MER AE Resistance Phenotype1

ATCC 25923 3.12/6.24 3.12/6.24 3.12/6.24 3.12/6.24 0.39/0.78 3.12/6.24 250/500  Control strain

LFBM 01 25.0/50.0 400/800  400/800  50.0/100 12.5/25.0 25.0/50.0 250/500 AMC, CFO, CIP, GET
LFBM 05 6.25/12.5 100/200  25/50.0  3.12/6.24 3.12/6.24 12.5/25.0 250/500 AMP, AZI, CFO, PEN
LFBM 08 3.12/6.24 100/200  12.5/25.0 3.12/6.24 3.12/6.24 6.25/12.5 250/500  AMP; AZI, CIP, CFO
LFBM 16 12.5/25.0 25.0/50.0 12.5/25.0 3.12/6.24 3.12/6.24 6.25/12.5 250/500 AMP, AZI, CFO, PEN
LFBM 26 50.0/100 400/800  400/800  50.0/100 25.0/50.0 25.0/50.0 250/500 AMC, AMP, CFO, CIP
LFBM 28 25.0/50.0 400/800  100/200  50.0/100 25.0/50.0 12.5/25.0 250/500 AMC, CIP, CFO, GET
LFBM 29 12.5/25.0 50.0/100 25/50.0  3.12/6.24 3.12/6.24 12.5/25.0 500/1000 AMC, AMP, CFO, PEN
LFBM 30 12.5/25.0 200/400  12.5/25.0 50.0/100 3.12/6.24 12.5/25.0 250/500 AMC, AMP, CFO, CIP
LFBM 31 12.5/25.0 100/100  12.5/25.0 50.0/100 3.12/6.24 6.25/12.5 250/500 AMP, AZI, CFO; CIP;
LFBM 32 12.5/25.0 200/200  12.5/25.0 50.0/100 3.12/6.24 12.5/25.0 250/500 AMP, CFO, CIP, PEN
LFBM 33 12.5/25.0 200/200  200/200  50.0/100 3.12/6.24 12.5/25.0 250/500 AMC, AMP, CFO, CIP

MIC: Minimal inhibitory concentration; MBC: Minimal bactericidal concentration; ATCC: American Type Culture Collection; LFBM:
Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos; AMC: Amoxicillin/clavulanic acid; AMP: Ampicillin; AZI: Azithromycin; CFO:
Cefoxitin; CIP: Ciprofloxacin; GET: Gentamicin; PEN: Penicillin; MER: Meropenem; AE: Aqueous extract of P.guineense; 'Resistance
phenotype determined by disk-diffusion method



Determination of in vitro synergic activity

The MICs obtained by the combination of the aqueous extract of P. guineense with
ampicillin, amoxicillin/clavulanic acid, cefoxitin, ciprofloxacin and meropenem, against S.
aureus strains (LFBM 01, LFBM 26, LFBM 28, LFBM 33) are listed in Table 2. The minimal
inhibitory concentrations of P. guineense extract (250 pg/mL) enhanced the
antistaphylococcal activity of all antimicrobial agents. The synergistic activity was detected
by an eight-fold decrease in the MIC of the antimicrobial agents in the combination and
determined by the FICI <0.5.

The combination of the aqueous extract of P. guineense and cefoxitin showed the
lowest FICI which values ranged from 0.125 to 0.5. The MIC of cefoxitin (individual MIC
100 — 400 pg/mL) was lowered to 1/512 (combined MIC ranged 0.19- 0.78 pg/mL), when it
was used in combination with the aqueous extract of P. guineense (MIC 250 ug/mL). For S.
aureus LFBM 26 and LFBM 33 strains, this combination was also efficient on reducing the
MIC of P. guineense extract to 1/8 x MIC (31.25ug/mL) or 1/4 x MIC (62.25 pg/mL)
respectively.

The inhibition of the growth of all the S. aureus strains by meropenem was enhanced
by P. guineense extract (FICI 0.5). This combination was more effective against LFBM 28
(FICT 0.25) which individual MIC of P. guineense (250 pg/mL) lowered to 1/4 x MIC.

For S. aureus LFBM 33 strain, the MIC value of ciprofloxacin (individual MIC 50
pg/mL) was lowered to 0.78 pg/mL when combined with P. guineense extract (1/4 x MIC)
enhancing the antistaphylococcal activity of this fluoroquinolone (FICI 0.25). All other
combinations of the aqueous extractof P. guineense with  antimicrobial agents

demonstrated synergistic ~ activity, enhancing its  activity, with  FICI  0.5.



Table 2. Combination testing of the aqueous extract of Psidium guineense with antimicrobial agents against multidrug resistant Staphylococcus
aureus

Staphylococcus Individual MIC ~ Combination MIC  Individual FICindex % MIC % reduction of
Combination Interpretation ) ) .
aureus (pg/mL) (ng/mL) FIC (FICD reduction viable cells
AE + AMC 250/25 125/0.048 0.5/0.002 0.5 Synergic 50.0/99.8 80.21
AE + AMP 250/400 125/0.78 0,5/0.002 0.5 Synergic 50.0/99.8 84.43
LFBM 01 AE + CFO 2507400 125/0.78 0.5/0.002 0.5 Synergic 50.0/99.8 87.04
AE + CIP 250/50 125/0.09 0.5/0.002 0.5 Synergic 50.0/99.8 93.49
AE + MER 250725 125/0.048 0.5/0.002 0.5 Synergic 50.0/99.8 84.24
AE + AMC 250/50.0 125/0.78 0.5/0.002 0.5 Synergic 50.0/99.8 88.82
AE + AMP 250/400 125/0.78 0.5/0.002 0.5 Synergic 50.0/99.8 83.58
LFBM 26 AE + CFO 2507400 31.25/0.78 0.125/0.002 0.125 Synergic 87.5/99.8 80.90
AE + CIP 250/50.0 125/0.09 0.5/0.002 0.5 Synergic 50.0/99.8 94.59
AE + MER 250725 125/0.048 0.5/0.002 0.5 Synergic 50.0/99.8 80.76
AE + AMC 250/12.5 125/0.024 0.5/0.002 0.5 Synergic 50.0/99.8 83.38
AE + AMP 250/400 125/0.78 0.5/0.002 0.5 Synergic 50.0/99.8 89.71
LFBM 28 AE + CFO 250/100 125/0.19 0.5/0.002 0.5 Synergic 50.0/99.8 86.91
AE + CIP 250/50.0 125/0.09 0.5/0.002 0.5 Synergic 50.0/99.8 94.45
AE + MER 250/25.0 62.5/0.048 0.25/0.002 0.25 Synergic 75.0/99.8 89.08

LFBM 33 AE + AMC 250/12.5 125/0.024 0.5/0.002 0.5 Synergic 50.0/99.8 78.89




AE + AMP 250/200 125/0.39 0.5/0.002 0.5 Synergic 50.0/99.8 76.72

AE + CFO 250/200 62.5/0.39 0.25/0.002 0.25 Synergic 75.0/99.8 81.53
AE + CIP 250/50.0 62.5/0.78 0.25/0.002 0.25 Synergic 75.0/99.8 94.09
AE + MER 250/12.5 125/0.024 0.5/0.002 0.5 Synergic 50.0/99.8 81.84

MIC: Minimal inhibitory concentration; FIC: Fractional inhibitory concentration; AMC: Amoxicillin/clavulanic acid; AMP: Ampicillin; CFO:
Cefoxitin; CIP: Ciprofloxacin; MER: Meropenem; AE: Aqueous extract of P. guineense; LFBM: Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de
Micro-organismos

'Combination of extract (1/2 MIC) and antibiotics (1/512 MIC)



DISCUSSION

Phytochemicals have great potential as antimicrobial compounds, and have been
proven to have great therapeutic potential [18]. Some secondary metabolites have the ability
to increase the susceptibility of the microorganism. When used in combination, these
metabolites have the potential to either inhibit the modified targets or exhibit a synergy by
blocking one or more of the targets in the metabolic pathway, acting as a modifier of
multidrug resistance mechanisms [6].

Several studies have investigated the interactions between antibiotics and
phytochemicals or crude extracts against multidrug resistant S. aureus strains [4,7,8,19].

In the Myrtaceae family there is a large variety of phytochemicals with antimicrobial
activity which include, terpenes present in essential oils, flavonoids, [20] and tannins [21].

The genus Psidium is native to America but are worldwide distributed. Their
specimens are traditionally used in the prevention or treatment of a large number of diseases.
Preparations of twigs or leaves of Psidium species are extensively used for the control of
gastrointestinal and respiratory disorders as well as in the treatment of skin damage [22].

Ethnopharmacological evaluation demonstrated the antimicrobial activities of Psidium
ssp. that explain its use for the treatment of infectious diseases of the digestive, respiratory,
urinary tract as well as the skin and soft tissues [23]. Within this genus, P. guajava is the most
studied and used specie [24]. Thus, we are interested in P. guineense, an indigenous plant to
Brazil, because it is characterized by its ample spectrum of uses including gastrointestinal
disorders, infection of the genitourinary tract, treatment of colds, bronchitis, ulcers [11].

According to Sartorato et al. 2004[25], strong activity is for MIC values between 50 —
500pg/mL, moderate activity MIC values between 600 — 1500 pg/mL and weak activity
above 1500 pg/mL. Comparing with literature results the aqueous extract of P. guineense

(250 — 500 pg/mL) has a strong activity against multidrug resistant S. aureus strains tested.



The phytochemical analyses from the leaves of P. guineense indicated the presence of
flavonoids, hydrolysable and condensed tannins, and essential oils distributed throughout the
leaf tissue. These results are in agreement with those obtained in the present study[26].

Gonzéalez et al. 2005 [11], associated the presence of the flavonoids, mainly
avicularin, quercetin and guaijaverin present in the ethanolic extract of P. guineense, with the
activity against clinical isolated Streptococcus mutans strains.

The flavonoids has the ability of complexing with proteins and bacterial cells forming
irreversible complexes, mainly, with nucleophilic amino acids. This complex often leads to
inactivation of the protein and loss of its function [27].

Tannins are not crystallizable substances, and in the aqueous system form colloidal
solutions. The antimicrobial activity of tannins can be summarized as follows (i) binding with
proteins and adhesins, inhibiting enzymes, (ii) complexation with the cell wall and metal ions
and (ii1) disruption of the plasmatic membrane [27, 24].

Synergism of natural products and antimicrobial agents is a thrust area of
phytomedicinal research, developing novel perspective of phytopharmaceuticals. The
synergism of plant derived compounds and antimicrobial agents has been evaluated
previously against pathogenic microorganisms. The approach is not exclusive for extract
combinations, since effective combinations between single natural products, essential oils or
extracts with chemosynthetics or antibiotics have been described [6,28].

In addition to achieving these synergistic effects, combinations of two or more
compound for the following reasons: (1) to prevent or suppress the emergence of resistant
strains, (2) to decrease dose-related toxicity, as a result dosage, (3) to attain the broad

spectrum of activity [17].



In this study, a growth inhibitory effect of P. guineense extract on multidrug resistant
S. aureus was observed for the combinations with beta-lactams, carbapenems, and
fluroquinolones.

The combination of P. guineense extract and beta-lactam may help to reduce the
amount of antimicrobial agent used and deliver a medicine with similar or greater potency as
antimicrobial. More importantly, since phytochemicals are structurally different from
antimicrobial agents and often have different modes of action, they may provide novel means
of studying the mechanisms of bacterial control at a molecular level. With the increase
prevalence of multidrug resistant S. aureus, synergism testing using various combinations of
phytochemicals with antimicrobial agents could be a powerful tool to aid selection of
appropriate antimicrobial therapy [6, 28].

The indiscriminate use of antimicrobial agents in the treatment of bacterial infections
has led to the emergence and spread of resistant strains, and such loss of clinical efficacy of
previously effective first-line antimicrobials results shifting of antimicrobial treatment
regimen to second-line or third-line antimicrobial agents that are often more expensive with
many side effects [29]. Based upon the fact the ability of crude extracts of plants to enhance
the activity of antimicrobial agents have been studied [4,7,8].

There is a wide list of phytochemical which act as inhibitors and a few of them are
glycosylated flavones suppressing topoisomerase IV activity, myricetin inhibiting DnaB
helicase, allicin inhibiting RNA synthesis. Corilagin, a polyphenol from Arctostaphylos uva-
ursi is found to markedly reduce the MIC of beta-lactam agents against MRSA. According to
Hemaiswarya et al. 2008[6], there are two possibilities regarding the mechanism of action of
corilagin, namely inhibition of penicillin binding protein (PBP2a) activity or inhibiting its

production.



The polyphenol epigallocatechin gallate (EGCg) from green tea, was achieved to be
synergic with beta-lactam agents since both attacked the same target site namely,
peptideoglycan. EGCg inhibits the penicilinase produced by S. aureus thereby restoring the
activity of penicilin. The combination of EGCg with ampicillin/sulbactam reduced the MIC o,
to 4ug/mL from initial value of 16 pg/mL [6].

Hatano et al. 2005[30], investigated the synergic activity of two proanthocyanidins
isolated from the fruits of the Zizyphus genus. Although the MICs of these polyphones were
512-1024 pg/mol, both reduced the MIC for oxacyllin to 1/2 - 1/16 of those in the absence of
the polyphenols.

It is interesting to note that most of plant secondary metabolites have weak
antimicrobial activity, several orders of magnitudes less than that of common antimicrobial
agents produced by bacteria and fungi. In spite of the fact that plant-derived antimicrobials are
less potent, plants fight infections successfully. Hence, is becomes apparent that plants adopts
a synergistic mechanism between their compounds [28].

According to Rosales-Reyes et al. 2005[31], the use of the crude extract for our study
was intentional and based on the belief that it would represent the nearest from to traditional
preparations.

Therefore, it is speculated that the efficacy of a crude extract may be due to the
interplay between the different active constituents that may be present in the extract leading to

better activity and/or decrease in potential toxicity of some individual constituents [32].

CONCLUSION
An antibacterial effect of P. guineense extract and a synergic effect in combination
with antimicrobial agents might be an interesting alternative therapy for infection disease

caused by multidrug resistant Staphylococcus aureus. However, more studies need to be



conducted to search for this plant before being used in new therapeutics treatments, should

have their toxicity tested in vivo.
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