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1. INTRODUCAO

Bactérias como Staphylococcus spp. fazem parte da microbiota normal da
pele e membranas mucosas em seres humanos e outros animais, entretanto, sao
considerados como importantes patdégenos oportunistas, podendo causar desde
simples infeccbes de pele até doencas sistémicas, como sepse. Ha algum tempo
sdo considerados como um problema crescente em ambientes hospitalares
devido a seus varios fatores de viruléncia, facil disseminacdo e possibilidade de
resisténcia a diversos antibacterianos. Atualmente, o0s estafilococos
multirresistentes sdo um dos principais agentes causadores de infeccdes
nosocomiais estando associados a consideraveis taxas de morbidade e
mortalidade (MURRAY, 2009; OLIVEIRA, 2007; RODRIGUES, 2011).

Devido ao aumento na incidéncia de bactérias multirresistentes em
ambientes hospitalares se faz necessario buscar novas alternativas que possam
ser eficientes no tratamento e controle desses agentes infecciosos. Tendo em
vista essa necessidade, muitos extratos vegetais, como o0s 0leos essenciais (OE)
séo avaliados quanto ao seu potencial antibacteriano (PROBST, 2012).

Os OE sédo oriundos do metabolismo secundario vegetal, apresentam
uma composicdo variavel e complexa, mas seus principais compostos sao 0s
terpenos e seus derivados oxigenados, terpendides e compostos fendlicos, sendo
estes 0s responsaveis pela sua acdo antibacteriana (SOLORZANO-SANTOS e
MIRANDA-NOVALES, 2011). Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar o potencial antibacteriano de Gleos esséncias frente a isolados clinicos de
Staphylococcus spp.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados trés Oleos essenciais, sendo eles cravo botdo (Eugenia
caryophyllus (Spreng) Bullock & S.G. Harrison), tangerina cravo (Citrus reticulata
Blanco) e eucalipto citriodora (Corymbia citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S.
Johnson), os quais foram adquiridos comercialmente, e foram utilizados isolados
clinicos de Staphylococcus spp. cedidos pelo Laboratorio de Analises Clinicas do
Hospital Escola da Universidade Federal de Pelotas. Foram utilizadas trés cepas
de S. aureus e dez de Staphylococcus coagulase negativa, e como controle foram
utilizadas S. aureus ATCC 25923 e S.epidermidis ATCC 35984. Os testes foram
realizados no Laboratério de Bacteriologia do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas.

A Técnica de Difusdo em Disco segundo o NCCLS (National Committe for
Clinical Laboratory Standars, 2015) foi utilizada para avaliar o potencial biol6gico
dos oleos essenciais frente aos isolados bacterianos. Para a realizagdo do teste
foram adicionados 10 uL dos OE sobre discos de papel filtro estéreis. Como


mailto:kamilafurtado1@hotmail.com
mailto:angelitamilech@gmail.com
mailto:gladisaver@hotmail.com

C'.OQO'I 6 XXV CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA 23a SEMANA INTEGRADA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS SRR - PE50UISAgEEaiRAD
UFPEL /2016

controle negativo, foram utilizados discos de papel filtro contendo 10 pL de agua
destilada estéril, e como controle positivo discos de Gentamicina (10ug), sendo
incubados a 36°C por 24h. Apds o periodo de incubacéo foi verificada a formacéo
de um halo de inibicdo ao redor dos discos com 6leo essencial.

Para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), foi utilizada a
técnica de microdiluicdo em caldo (NCCLS, 2015) utilizando o Caldo Brain Hearth
Infusion (BHI) (Acumedia®), acrescido do emulsificante Tween 80 (T80-Vetec®) a
1%. Foram feitas diluicdes do OE no meio variando de 25% a 0,019%. Como
controle negativo foi utilizado meio de cultura sem adicédo de indculo, e 0 meio de
cultura com a adicdo do in6culo foi usado como controle positivo do crescimento
bacteriano. Para controle de esterilidade do OE, foi utilizado 6leo essencial e meio
de cultura. Os testes foram realizados em triplicata e incubados a 36°C por 24h.
ApoOs a incubacéo foi adicionado 20uL do reagente Cloreto de Trifenil Tetrazolio a
0,5% em todas as cavidades da placa a fim de verificar possivel atividade
antibacteriana.

A partir da CIM foi determinada a Concentracdo Bactericida Minima (CBM),
sendo semeada uma al¢cada de todas as cavidades que demonstram inibicdo do
crescimento em placas contendo Agar BHI. Ap6s a incubacdo foi possivel
determinar quais concentra¢des inibiram ou impediram o crescimento bacteriano
(NCCLS, 2015).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dente os 6leos esséncias avaliados apenas cravo botdo demonstrou acao
biologica frente aos isolados testados, inibindo seu crescimento no teste de
Difusdo em Disco, sendo este utilizado para determinar a CIM e CBM.
GERHARDT et al (2012) também observaram que a acdo do OE de tangerina
cravo contra S. aureus ATCC 25923 néao foi significativa, sendo semelhante ao
resultado obtido no presente trabalho. Em contrapartida, no trabalho realizado por
ESTANISLAU et al (2001) observou-se acao do OE de eucalipto contra S. aureus,
diferente dos resultados obtidos em nosso estudo, que pode ser devido a
variacbes na composicdo quimica dos OE de acordo com a espécie vegetal,
condi¢cdes ambientais que esta se encontra e forma de extracdo (LUCENA, 2015).

Os resultados obtidos com relacdo a CIM e CBM estdo na tabela abaixo
(Tabela 1), demonstrando que o OE de cravo botdo apresentou acao inibitoria e
bactericida em suas menores concentracfes. Nota-se que o 6leo essencial
apresentou acao bactericida contra 73,3% dos isolados testados em sua menor
concentracdo, sendo esta 0,019%. Os maiores valores de CBM e CIM foram de
0,078% e 0,039%, respectivamente.

Tabela 1: Concentrag&o Inibitéria Minima e Bactericida Minima do Oleo Essencial de Cravo bot&o
frente a isolados clinicos de Staphylococcus spp.

Isolado CIM CBM
S. epidermidis ATCC 35984 0,019% 0,039%
Staphylococcus coag. neg. 4 - 0,019%
Staphylococcus coag. neg 5 - 0,019%
Staphylococcus coag. neg 8 - 0.019%
Staphylococcus coag. neg 9 - 0,019%
Staphylococcus coag. neg 10 - 0,019%
Staphylococcus coag. neg 12 - 0,019%

CIM: Concentragéo Inibitéria Minima; CBM: Concentracdo Bactericida Minima; -: auséncia de
concentracao inibitéria minima.
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Tabela 1: Concentrag&o Inibitéria Minima e Bactericida Minima do Oleo Essencial de Cravo botio
frente a isolados clinicos de Staphylococcus spp.

Isolado CIM CBM
Staphylococcus coag. neg 13 - 0,019%
Staphylococcus coag. neg 14 - 0,019%
Staphylococcus coag. neg 16 0,019% 0,039%
Staphylococcus coag. neg 17 0,039% 0,078%

S. aureus ATCC 25923 - 0,019%
S. aureus 5 - 0,019%
S. aureus 6 - 0,019%
S. aureus 7 0,019% 0,039%

CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; CBM: Concentracdo Bactericida Minima; -: auséncia de
concentracao inibitéria minima.

Resultados semelhantes para CIM foram encontrados por BODNAR et al
(2014), onde foi observado que a concentracdo de 0,5% do 6leo essencial foi
capaz de inibir o crescimento S. aureus, e também de outras bactérias Gram-
negativas. SILVISTRI et al (2010) observaram que o OE de cravo botéo
apresentou uma maior atividade antibacteriana contra S. aureus, quando
comparado com outras bactérias testadas, obtendo uma CIM de 0,2%mg.mL™.
SCHERER et al (2009) relatam também que o OE de cravo apresentou uma acao
antibacteriana, obtendo uma CIM que variou de 0,400 a 0,600 mg.mL™ quando
testado contra S. aureus.

Dentre os compostos majoritarios do OE de cravo botdo, destaca-se o
Eugenol, o qual apresenta agdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Ja foi descrito que esse composto € capaz de reduzir a expressao de
importantes fatores de viruléncia em S. aureus, como hemolisinas, enterotoxinas
(SEA e SEB), Toxina da Sindrome do Choque Toxico, além de inibir a formacéao
de biofilme in vitro, a qual é um importante fator de viruléncia também nos
Staphylocccus coagulase negativa (QIU et al, 2010; YADAV et al, 2015).

4. CONCLUSOES

Dos trés Oleos essenciais utilizados contra os isolados clinicos de
Staphylococcus spp. apenas o de cravo botéo (E. caryophillus (Spreng) Bullock &
S.G. Harrison) apresentou acao biolégica. Observou-se, que para a maioria dos
isolados avaliados, esse Oleo apresentou acdo bactericida em sua menor
concentracdo testada. Sendo assim, pode concluir-se que o 6leo essencial de
cravo botdo apresenta resultados in vitro satisfatérios e promissores quanto sua
acdo antibacteriana, entretanto mais testes sdo necessarios para comprovar sua
eficiéncia.
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