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1. INTRODUÇÃO 
 

Os biofilmes são responsáveis por cerca de 80% das infecções hospitalares 
resistentes aos antimicrobianos usuais. A grande maioria dos micro-organismos 
está associada a problemas relacionados a dispositivos médicos, como, cateteres 
e sondas (VERGIDIS; PATEL, 2012). Além disso, os custos com os tratamentos 
excedem $ 350 milhões por ano, o que evidencia a urgência da situação (LO et 
al., 2014). 

Alguns micro-organismos apresentam alta capacidade de formar biofilme, 
entre eles destaca-se Pseudomonas aeruginosa, um patógeno com extensa difu-
são detectado no meio ambiente, nas superfícies de plantas, no solo, na água e 
podem fazer parte da microbiota intestinal em seres humanos, ou seja, com vasta 
ubiquidade (DE FREITAS et al., 2018). Este agente apresenta resistência antimi-
crobiana natural ou adquirida, devido a fatores como a capacidade metabólica 
flexível e seu genoma que codifica uma série de genes de resistência como os 
sistemas de efluxo da família RND - resistance-nodulation-cell division (MUL-
CAHY et al., 2014). 

Ao longo dos anos, a busca por alternativas terapêuticas oriundas de plantas 
medicinais, vem aumentando gradativamente e, com isso, diversos estudos utili-
zando óleos essenciais extraídos de plantas aromáticas e medicinais, vêm mos-
trando suas atividades antimicrobianas, como é o caso do óleo essencial de tomi-
lho (Thymus vulgaris L) e seu constituinte majoritário timol (SANCHEZ et al., 
2010). 

Considerando que a resistência antimicrobiana como uma problemática de 
grande impacto na saúde pública, este estudo objetivou avaliar a atividade antimi-
crobiana e antibiofilme do óleo essencial de tomilho e seu constituinte majoritário 
(timol) frente a biofilme de Pseudomonas aeruginosa cepa PA01 em material hos-
pitalar. 
 

2. METODOLOGIA 
 

Para a realização deste estudo, foi utilizada cepa de P. aeruginosa perten-
cente à bacterioteca do Laboratório de Pesquisa em Bioquímica e Biologia Mole-
cular de Microrganismos (LaPeBBioM), Universidade Federal de Pelotas (UFPel).  

A quantificação da formação de biofilme através da coloração de cristal vio-
leta foi realizada da seguinte forma: em cada tubo contendo o material médico 
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hospitalar adicionou-se 3 mL de caldo BHI, juntamente com 150 µL de inóculo de 
cada suspensão de micro-organismo e adicionado o óleo e/ou constituinte majori-
tário nas concentrações correspondentes à CIM, ½ CIM e 2x CIM (14,50µg/ml, 
29,01µg/ml, 58,02µg/ml, respectivamente, tanto para o tomilho quanto para o ti-
mol) para testar a eficácia dos mesmos na inibição de formação dos biofilmes. Os 
controles negativos foram tubos com caldos BHI apenas. Já os controles positi-
vos, continham apenas inóculo e BHI caldo. Os tubos foram incubados a 37°C por 
48 horas (SANDBERG et al., 2008 com adaptações).  

Passado o tempo, a suspensão de micro-organismos foi aspirada e a sonda 
foi lavada 3 vezes com 2mL de solução fisiológica a 0,9% estéril e logo após foi 
transferida para outro tubo estéril. Após, foi realizada a fixação do biofilme em 
estufa a 60ºC por 60 minutos. As sondas foram coradas com 2mL de solução de 
cristal violeta de Hucker 1% durante 15 minutos, lavadas 5 vezes com solução 
fisiológica a 0,9% estéril após foi adicionado 2mL de Etanol 95% por 10 minutos. 
Após foi feita a transferência em triplicata, de 200µL de cada tubo para placas de 
96 poços e realizada a leitura da absorbância em leitor de microplacas (Rosys 
Anthos 2010) em comprimento de onda de 492nm (TOMARAS et al., 2003 com 
adaptações). 

Para os ensaios as análises foram realizadas por ANOVA de 1 via, seguida 
pelo teste de Dunnett. O nível de significância foi fixado em 5%. Os gráficos foram 
realizados no software graphpad prism (Graphpad Software, INC). 

 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A atividade antibiofilme para a espécie testada demonstrou que houve sen-
sibilidade aos compostos utilizados e suas concentrações (CIM, ½ CIM e 2x CIM), 
isso pode ser evidenciado na figura 1. 

 
Figura 1: Indices de formação de biofilmes de Pseudomonas aeruginosa 

(cepa PA01) após tratamento com óleo de tomilho e seu constituinte timol. O nível 
de significância de 5%. ** P < 0.01. 

 
Previamente, Kozics e colaboradores (2019), demonstraram a atividade an-

timicrobiana de dez óleos essenciais – orégano, tomilho, cravo, arborvitae, cássia, 
capim-limão, melaleuca, eucalipto, lavanda e sálvia – contra microrganismos re-
sistentes (Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Citrobacter koseri e Kleb-
siella pneumoniae e duas leveduras resistentes (Candida albicans e Candida pa-
rapsilosis).  

Mohsenipour et al., (2015), também examinaram o efeito de extratos de tomi-
lho na forma planctônica e nas estruturas do biofilme de seis bactérias patogêni-
cas (Staphylococcus aureus, Bacilluscereus, Streptococcus pneumoniae, Pseu-



 

 

domonas aeruginosa, sorotipo patogênico de Escherichia coli e Klebsiella pneu-
moniae) e fungo Candida albicans. Os resultados encontrados pelos autores su-
gerem que os extratos de tomilho podem ser aplicados como agentes antimicrobi-
anos contra as bactérias patogênicas, particularmente nos biofilmes formulários.  

Assim como, estudos realizados por Sakkas et al., (2016) investigou a ativi-
dade antimicrobiana de cinco óleos essenciais de plantas sobre bactérias Gram-
negativas multirresistentes. Dentre os oleos utilizados estão manjericão, azul de 
camomila, origanum, tomilho e óleo de melaleuca. As bactérias utilizadas foram 
Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomo-
nas aeruginosa. Nossos estudos se assemelham aos de Mohsenipour et al., 
(2015) e Sakkas etal., (2016), visto que para P. aeruginosa o percentual de redu-
ção dos biofilmes foram bem significativos como mostra a figura 1. Tanto o óleo 
essencial de tomilho como seu constituinte majoritario timol apresentaram resul-
tados bem promissores  
 

 
4. CONCLUSÕES 

 
Os resultados mostram que óleos essenciais podem ser eficazes na preven-

ção do crescimento de microrganismos resistentes, assim como na formação de 
biofilme. Apesar de os resultados obtidos até o momento demonstrarem-se pro-
missores, eles permitem apenas um entendimento preliminar acerca da atividade 
do óleo essencial e seu principal constituinte majoritário frente ao micro-
organismo já citado. 
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