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RESUMO - A versatilidade do  Staphylococcus aureus no desenvolvimento de resisténcia a vdrios agentes
antimicrobianos contribui para a sua sobrevivéncia em ambientes hospitalares e difusdo entre os pacientes. A
cefalosporina e norfloxacina representam um grupo de agentes antimicrobianos ativos contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, e sdo freqiientemente utilizadas na prética clinica no combate a infec¢gdes por Staphylococcus aureus.
O objetivo do presente trabalho foi determinar a concentracdo inibitéria minima da cefalexina e norfloxacina isolada e
em associacdo com o extrato hidroalcoolico de Momordica charantia L. sobre isolados clinicos de S. aureus. Foram
utilizadas no presente trabalho cepas de S. aureus de origem bovina e humana hospitalar caracterizadas fenotipicamente
como sensiveis e resistentes a meticilina (MSSA e MRSA, respectivamente). A concentragdo inibitéria minima (CIM)
da cefalexina isolada e em associacdo, foi determinada pelo método da dilui¢do em placas e difusdo. A associacio
Cefalexina - alcoolatura de Meldo de Sao Caetano, produziu um efeito sinérgico em todas as amostras; como também a
associa¢do norfloxacina - alcoolatura de Meldo de Sao Caetano. O extrato do Meldo de Sdo Caetano, demonstrou
potencial atividade antimicrobiana sobre as amostas bovinas e nas amostras humanas, dados que estimularam a
avaliacdo por método de difusdo de um maior niimero de amostras. Os resultados deste estudo mostram a importancia
de se avaliar meios alternativos no combate a infeccdes e ao desenvolvimento de resisténcia a drogas em S. aureus,
particularmente em linhagens multirresistentes, contribuindo para uma melhor compreensio sobre os aspectos genéticos
da resisténcia aos antimicrobianos.
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ANTIMICROBIAL EFFECT OF EXTRACT Momordica charantia LINN
ISOLATED AND IN COMBINATION WITH ANTIBIOTICS ON RESISTANT
Staphylococcus aureus
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ABSTRACT - The versatility of the Staphylococcus aureus in the development of resistance to some agent
antimicrobials contributes for its survival in hospital environments and diffusion between the patients. The cefalosporin
and norfloxacin represent a group of antimicrobials agent active against Gram-positive and Gram-negative bacteria, and
frequently are used in the practical clinic in the combat the infections for Staphylococcus. The objective of the present
was to determine the minimum inibitory concentration of the cefalexin and isolated norfloxacin and in association with
the Momordica charantia L. extract of on isolated of S. aureus. They had been used in the present work strains of S.
aureus of bovine origin and hospital human being characterized as sensible and phenotypically resistant the meticilin
(MSSA and MRSA, respectively). The minimum inibitory concentration (CIM) of the isolated cefalexin and in
association, was determined by the method of the dilution in plates and diffusion. The Cefalexin association - ethanolic
extract of Momordica charantia Linn, produced a synergic effect in all the samples; as well as the norfloxacin
association - ethanolic extract of Momordica charantia Linn. The extract of the Momordica, demonstrated antimicrobial
activity on bovine and in the samples human beings, data that had stimulated the evaluation for method of diffusion of a
bigger number of samples. The results of this study show the importance of if evaluating alternative ways in the combat
the infections and to the development of resistance the drugs in S. aureus, particularly in multiresistant, contributing for

one better understanding on the genetic aspects of the resistance to antimicrobials.
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INTRODUCAO
Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria que se
apresenta na forma de cocos Gram-positivos e produz um
amplo espectro de doengas desde lesdes superficiais até
severas infecgdes sist€émicas, no homem e outros animais.
E um importante patégeno nosocomial, sendo descrito
como agente etioldgico significativo em infec¢des
hospitalares; € também o mais freqiiente microrganismo
associado as mastites caprina e bovina (WATTS, 1988).

A patogénese de S. aureus é devida a fatores de
viruléncia na forma de toxinas, enzimas e outras proteinas
associadas a parede celular, mediados por genes
plasmidiais ou cromossdmicos, que combinados conduzem
a doenca. S. aureus utiliza extensivas estratégias para
sobrepujar as defesas microambientais do hospedeiro
infectado e potencialmente colonizar os tecidos.

Linhagens de S. aureus tém sido isoladas de
diversas espécies de animais sadios, fato este que € de
grande importancia no campo da saude publica e no da
saude animal (PEREIRA, 2000). No Brasil, linhagens de S.
aureus foram isoladas de bovinos em fase de lactacdo, na
pele do ubere e tetas e menos frequentemente nas fossas
nasais (PEREIRA; SIQUEIRA-JUNIOR, 1995).

Resisténcia a Antimicrobianos em S. aureus

Ha muito tempo t€m-se estudado vérias formas de
controle e erradicacio de doencas causadas por
Staphylococcus aureus através de agentes antimicrobianos,
grandemente variados em suas agdes, aplicagdes e eficdcia,
porém o uso abusivo e indiscriminado de agentes na
prética clinica humana e veterindria tem um efeito seletivo
no surgimento e manutencio de resisténcia a drogas.

Particularmente, em S. aureus a sua versatilidade
no desenvolvimento de resisténcia a vdrios agentes
antimicrobianos contribui para a sobrevivéncia em
ambientes hospitalares e difusdo entre os pacientes, como
€ o caso do S. aureus resistente a meticilina (MRSA), que
usualmente € resistente ndo somente as penicilinas e
cefalosporinas, mas também aminoglicosideos,
lincomicinas,  tetraciclinas, rifampicinas e  mais

recentemente a vancomicina (VAN WAMEL et al., 1995;
GILLESPIE et al, 1997).

Além da vasta resisténcia aos mais diversos
antibidticos, o S. aureus pode ainda apresentar resisténcia
a fons metalicos, como arsenato, cadmio e mercurio, € a
biocinas, tais como acriflavina, cloreto de benzalconio,
cetrimida e clorexidina. A selecdo e manutengdo destas
marcas de resisténcia se explicam pela presenca desses
agentes como poluentes urbanos ou industriais, ou ainda
através do uso hospitalar como anti-séptico (PEREIRA,
2000).

Uma tentativa de manter o uso de antimicrobianos
atuais poderia ser encontrada em sua combinacdo com
outros produtos, como os produtos naturais, que
representariam uma opg¢do teraputica no tratamento de
infecgdes causadas por S. aureus e outros patogenos, no
que diz respeito ao aparecimento crescente de resisténcia
multipla (MUSUMECI et al., 2003; PEREIRA, 2000).

Consideracoes sobre fitoterapia

A medicina tem falhado, geralmente no
tratamento de infec¢des em longo prazo, nas doencas
degenerativas  associadas ao  desenvolvimento da
resisténcia a agentes antimicrobianos, particularmente nas
infeccdes causadas por S. aureus. Desta forma, um
conjunto de medidas preventivas e curativas sdo
necessdrias, em particular a busca de novos agentes
antimicrobianos, e este € o papel mais importante dos
produtos naturais potencialmente capazes de resolver
algumas condicdes cronicas e constituir excelente
alternativa para solucionar o problema da resisténcia aos
antimicrobianos colocados a disposi¢@o na prética clinica.

A utilizag@o das plantas pela medicina popular,
particularmente seu uso em medicina veterindria e a
divulgacdo dos éxitos conduziram a exploragdo cientifica,
proporcionando um conhecimento quimico-farmacoldgico
de milhares de plantas (SILVA et al., 2003)

Momordica charantia Linn. (Meldo de Sao Caetano)
A Momordica charantia L. pertencente a familia

das Cucurbitdceas, planta herbacea rasteira, apresenta
muitos ramos, flores amarelo-palidas ou brancas. No
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Brasil € pouco consumido embora na Europa seja
consumido e produzido em larga escala. Bastante comum
nos terrenos abandonados e muitos bem climatizados no
Brasil do sul até o nordeste. As partes da planta mais
utilizadas pela medicina popular sdo principalmente as
folhas e em menor medida os talos e os frutos. Podendo ser
preparada em varias formas: infusdo (folha e raiz),
cataplasma (fruto), ungiientos (folhas), azeite (sementes).
Sua utiliza¢@o € bastante variada, a cada dia pesquisadores
de todo mundo comprovam a eficicia dita pela medicina
popular trazendo relatos de atividades em parasitoses
intestinais, calculo renal, piolhos e grandes propriedades
antiinflamatdria, anti-séptica, antidiarréica e teratogénico.
O extrato preparado nas formas aquosa e etandica
apresentam também acg@o antibacteriana, antiflingica,
antielmintica (PEREIRA et al., 20006).

As fluorquinolonas

Para superar o surgimento de resisténcia por
parte das bactérias, estudos tém sido reportados com a
combinacdo de extratos vegetais com antibidticos, como as
fluoroquinolonas, contra bactérias de importancia clinica.
(YAM; HAMILTON-MUELLER; SHAH, 1998;
NASCIMENTO et al., 2000).

O objetivo do trabalho foi o de determinar a
atividade antimicrobiana in vitro, através da Concentragdo
Inibitéria minima, do extrato do Meldo de Sdo Caetano
(Momordica charantia Linn), em associagdio com a
cefalexina e uma fluorquinolona, sobre linhagens de
Staphylococcus aureus de origem humana
hospitalar,caracterizadas fenotipicamente em sensiveis e
resistentes a meticilina (MRSA) e linhagens bovinas
isoladas no Estado da Paraiba.

MATERIAL E METODOS

Preparacao do extrato da Momordica charantia Linn.

A matéria prima (folhas) da Momordica
Charantia Linn (Meldao de Sdo Caetano) foram obtidas e
identificadas botanicamente no Laboratério de Toxicologia
da Universidade Federal de Pernambuco. As folhas foram
colocadas para secar em estufa a 33°C.

Linhagens bacterianas

Foram utilizadas neste trabalho, amostras de S.
aureus de origem animal, isoladas de bovinos em fase de
lactacdo, na regido de Patos — PB (PEREIRA; SIQUEIRA-
JUNIOR, 1995) e amostras de S.aureus de origem
humanas obtidas a partir de pacientes internados no
hospital Universitario Lauro Wanderley/UFPB,
caracterizadas  fenotipicamente como  sensiveis e
resistentes a meticilina .

Determinacio da concentracio inibitoria minima do
extrato da Momordica charantia Linn em associacao
com cefalexina

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana dos
extratos de Meldo de Sdo Caetano em associacdo com a

cefalexina sobre amostras representativas de S. aureus de
origem bovina e humana foi realizado a determinagdo das
CIMs de cada droga isolada, para isso, foi utilizada uma
escala de antibidticos e da Fluorquinolona com
concentracdes crescentes de cefalexina e Norfloxaxina,
que variaram de 0,01565 a 512 pg da droga por mL do
meio de cultivo com o extrato. As amostras de S. aureus
foram cultivadas em caldo nutritivo (Brain Heart Infusion
— DIFCO); incubadas a 37°C por 18 a 20 horas, diluidas a
10 em solugdo salina e inoculada com uma multialca. As
placas foram incubadas a 37°C por 18 — 24 horas e foi
considerada como CIM a menor concentracdo da droga
que inibiu completamente o crescimento bacteriano.

Determinacio da atividade antimicrobiana do extrato
Momordica charantia Linn em associacio com
Norfloxacina

A atividade antimicrobiana em placas foi
determinada pelo método de difusdo em meio sélido para a
determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
do extrato do Meldo de Sdo Caetano em associacdo com
norfloxacina, sobre as linhagens bacterianas. As linhagens
foram cultivadas em caldo nutritivo (BHI — Brain Heart
Infusion — DIFCO); incubadas a 37°C por 18-20 horas.
Foram realizadas perfuracdes no meio de cultura (Agar
Miieller Hinton — DIFCO) de aproximadamente 6 mm de
didmetro. Nos orificios foram colocados um volume de
50ul da solugdo do extrato diluida, variando da dilui¢do
1:1 até 1:1024. As placas foram incubadas em estufa
bacteriolégica a 37°C por um periodo de 24 horas. Foi
considerada como CIM a menor concentraciio do extrato
que inibiu completamente o crescimento bacteriano
observada pela presenca do halo de inibicdo. Em estudo
comparativo foi realizado em todas as amostras, o teste de
sensibilidade a antibidticos com discos de norfloxacina
(Bioclin - 10 UI). Como controle da atividade do extrato
foi empregada a linhagem ATCC 29213.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso abusivo e indiscriminado de agentes
antimicrobianos na pratica clinica humana e veterindria
tem um efeito seletivo no surgimento e manutencdo de
resisténcia a drogas. Particularmente, em S. aureus a sua
versatilidade no desenvolvimento de resisténcia a varios
agentes antimicrobianos contribui para a sobrevivéncia em
ambientes hospitalares e difusdo entre os pacientes, como
é o caso do S. aureus resistente a meticilina (MRSA).

Da determinacdo da concentragdo inibitdria
minima (CIM) da associag¢@o da Cefalexina e norfloxacina
com o extrato de meldo de Sdo Caetano sobre amostras
representativas de Staphylococcus aureus de origem
bovina e humana ( Tabela 1).

Uma tentativa de manter o uso de antimicrobianos
atuais poderia ser encontrada em sua combinacdo com
outros produtos, como os produtos naturais, que
representariam uma opg¢do teraputica no tratamento de
infecgdes causadas por S. aureus e outros patégenos, no
que diz respeito ao aparecimento crescente de resisténcia
multipla (MUSUMECI et al., 2003; PEREIRA, 2000).
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Tabela 1 - Concentracdo inibitéria minima Cefalexina em associagdo com o extrato do Meldo sobre amostras
representativas de Staphylococcus aureus de origem bovina.

Linhagens Bacterianas CIM das amostras em (ug/mlL.)
S. aureus Cef Ext + Cef
316U 8 256
249FN 8 64
313FN 2 8
ATCC 2 256
311FN 8 256

Cefalexina, Ext — Dilui¢ées do extrato

Da atividade antimicrobiana por difusdo da Sao Caetano sobre amostras de Staphylococcus aureus de
associagdo da Norfloxacina com o extrato do Meldo de origem bovina e humana (Tabelas 2 e 3; Figuras 1 e 2).

Tabela 2 — Concentracdo inibitéria minima da Norfloxacina em associacido com o extrato do meldo de Sao Caetano
sobre amostras representativas de Staphylococcus aureus de origem humana.

Linhagens Diametro dos halos de inibicio (mm)
Bacterianas Diluicoes
S. aureus Assoc. 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512
01H 40 37 35 34 31 26 23 19 18 12
03H 36 35 34 32 30 27 24 19 18 12
06H 37 35 34 33 32 30 29 25 23 20
08H 41 38 37 33 29 27 21 17 12 00
09H 39 37 35 29 27 25 21 19 12 00
104H 35 33 31 28 25 21 17 14 12 00
117H 32 29 26 25 23 20 16 13 00 00
126H 33 32 29 27 25 20 16 12 00 00
148H 39 31 30 29 26 23 20 15 00 00
05C 34 30 26 25 23 19 15 12 00 00
08C 32 31 28 26 25 24 21 17 14 12
10C 31 29 26 25 21 20 18 13 12 00
149L 18 16 14 13 12 00 00 00 00 00
1731 33 30 28 25 22 18 14 00 00 00
2011 30 26 24 23 19 16 12 00 00 00
2091 33 32 30 28 27 26 25 23 22 18
13N 34 29 28 27 24 20 14 12 00 00

Nor =27 mm Meldo de Sdo Caetano = 13 a 32 mm
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Os resultados

obtidos

da

associagdo
antimicrobianos cefalexina + meldo de Sao Caetano
variaram de 8 a 256 pg/ ml. O extrato do Meldo de Sdo
Caetano, demonstrou potencial

dos

atividade antimicrobiana

sobre as amostas bovinas (halos de inibicdo entre 16 a 30

mm) e nas amostras humanas de 13 a 32 mm, dados que
estimularam

a avaliagdo por método de difusdo da
associacdo de um maior nimero de amostras.

Tabela 3 Concentragdo inibitéria minima Norfloxaxina em associa¢do com o extrato do Meldo de Sdo Caetano sobre

amostras representativas de Staphylococcus aureus de origem bovinha.

Linhagens

Diametro dos halos de inbicio (mm)

Bactérianas

Concentracao do extrato (mg/ml)

S. aureus ASSOC. 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512
ATCC 28 27 25 24 23 21 17 15 12 00
121FN 38 35 34 30 29 26 21 20 18 00
233FN 36 34 32 31 28 27 23 18 16 15
311FN 33 31 30 26 25 19 14 12 11 00

322FN 21 20 19 18 16 13 12 10 00 00
102U 36 35 33 31 29 24 18 17 12 00
122U 40 38 37 36 32 28 21 18 13 11
250U 30 29 27 2 24 22 18 17 13 00
313FN 19 18 18 17 15 14 12 11 00 00
314FN 32 31 29 28 27 26 21 20 18 17
2230 35 33 26 23 18 15 14 12 00 00
303U 38 34 32 28 24 14 00 00 00 00

FN = Fossa Nasal; U = Ubere; L = Leite
Nor =27 mm
Goiabeira 12 — 16 mm

13N

13N

Figura 1-2. Atividade antimicrobiana norfloxaxina em associagdo com o extrato do Melao de Sdo Caetano (Momordica
charantia Linn) sobre Staphylococcus aureus de origem humana.
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A associacdo norfloxacina + meldo de Sdo
Caetano sobre as amostras humanas, os halos de inibi¢do
foram de 18 a 41 mm e sobre as amostras bovinas
produziu halos de inibi¢do que variaram de 27 a 46 mm.
A norfloxacina em associacdo com o extrato do meldo
apresenta excelente efeito sinérgico.A combinag¢do com
produtos  naturais frequentemente utilizados pela
populacdo e os antibidticos aqui ensaiados, poderiam
representar uma opg¢do terapéutica no tratamento de
infeccdes causadas por S. aureus e outros patégenos, como
também, a preven¢do do desenvolvimento crescente de
resisténcia multipla.

CONCLUSOES

A cefalexina em associacdo com o extrato do
Melao sobre amostras representativas de Staphylococcus
aureus de origem bovina apresenta um efeito sinérgico.

Norfloxacina em associagdo com o extrato do
meldo de Sdo Caetano sobre amostras de Staphylococcus
aureus de origem bovina e humana, apresenta um efeito
sinérgico.
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