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RESUMO: O aumento da resisténcia bacteriana tem despertado interesse no uso de dleos essenciais como
fontes antimicrobianas. Com isso, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana do 6leo
essencial dos frutos de Eucalyptus globulus em bactérias causadoras de infec¢do hospitalar. O 6leo foi
inicialmente testado na concentragio de 8%, a partir do qual foram realizadas dilui¢des até 0,0625% para
determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM). O éleo apresentou agdo de inibigdo frente as bactérias
multirresistentes, com excegdo de Pseudomonas aeruginosa, com menor CIM para Staphylococcus aureus
resistentes a oxacilina, o que se conclui que o dleo essencial representa uma nova fonte terapéutica contra
bactérias envolvidas em infec¢io hospitalar.

PALAVRAS-CHAVE: Antibacteriano, Eucalyptus globulus, Infecgio hospitalar.

ABSTRACT: The increase of the bacteria resistance has aroused the interest in the use of essential oils as
antimicrobial sources. With that, the main goal of this paper was to evaluate the antibacterial activity in
the essential oil from the leaves of Eucalyptus globulus in bacteria that causes hospital infections. The oil
was first tested in the concentration of 8%, from which were performed dilutions until 0,0625% in order
to determine the minimum inhibitory concentration (MIC). The oil showed inhibition action when faced
with multiresistants bacteria, with only one exception from the Pseudomonas aeruginosa, with the
smallest MIC to Staphylococcus Aureus oxacillin resistants, what it comes to conclusion is that the
essential oil represents a new therapeutic source against hospital infectious bacteria.

KEYWORDS: Antibacterial, Eucalyptus globulus, Hospital infection.
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INTRODUCAO

Um dos maiores problemas de Satide Publica, enfrentados nas tltimas décadas foi
o agravamento da resisténcia a antimicrobianos em populagdes bacterianas,
principalmente de origem hospitalar (OREKE et al., 1999).

Atualmente, é notério um aumento significativo na frequéncia de isolamento de
bactérias que eram reconhecidamente sensiveis a drogas rotineiramente usadas na
clinica, mas que agora se apresentam resistentes aos farmacos disponiveis no mercado.
Tal fato torna-se relevante, pois é crescente o niimero de pacientes em hospitais com
imunidade suprimida e com isso susceptiveis a novas infecgdes, elevando os riscos de
morbidade e mortalidade (PELISSARI et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2006).

Estima-se que sdo necessdrios mais de 10 anos, a um custo superior a 200
milhdes de ddlares, para que um antimicrobiano esteja a disposi¢do da medicina. Sendo
entdo, uma alternativa para as inddstrias a modificagdo quimica da estrutura dos
antimicrobianos ja existentes, na tentativa de tornd-los mais eficientes ou mesmo de
recuperar a atividade prejudicada pelos mecanismos bacterianos de resisténcia
(ANDRADE et al., 2006).

Na busca de novos antimicrobianos devemos enfatizar aqueles de origem vegetal,
uma vez que o Brasil apresenta a maior biodiversidade do planeta e que muitas plantas ja
vém sendo utilizadas para tal finalidade (MICHELIN et al., 2005). Porém, muitas destas
plantas ainda nio tiveram qualquer avaliacdo cientifica do seu uso medicinal, o que é
essencial para que possam continuar a serem utilizadas com garantia de eficicia e
seguranc¢a (PORFIRIO et al., 2008).

Eucalyptus ¢ um arbusto pertencente a familia Myrtaceae, nativa da Australia e
Tasmania, atualmente encontrada em todo mundo nas regides tropicais e subtropicais. O
género Eucalytus contém cerca de 700 espécies, com mais de 300 possuindo 6leos volateis
em suas folhas responséveis por diversas propriedades farmacéuticas, de higiene pessoal,
cosméticas e na industria alimenticia (TYAGI et al., 2014).

Eucalyptus globulus é a espécie mais importante por ser a mais utilizada segundo a
farmacopeia internacional, com amplas aplicagdes como antisséptica, anti-hiperglicémica,
anti-inflamatéria, conservante de alimento, aromatizante e antioxidante devido as

moléculas presentes em seus 6leos (TYAGI et al., 2014).
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Os 6leos essenciais sdo produtos volateis do metabolismo secundario de plantas
aromaticas, formados em células especializadas e encontrados em folhas, flores,
sementes, caules e rafzes. De forma geral, sdo misturas complexas de substdncias
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Devido ao seu versatil conteido de
compostos, variando desde hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e aldeidos,
cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos, perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas e
cumarinas, até compostos com enxofre, estes, tém demonstrado um bom potencial como
agentes antibacterianos e antifiingicos (ANDRADE et al., 2012; COUTO et al., 2003).

A atividade antimicrobiana de O6leos essenciais de E. globulus tem sido
significativamente detectada em muitas espécies, embora poucos estudos tenham
avaliado a sua atividade contra microrganismos patogénicos multirresistentes
causadores de infecgdo hospitalar, demonstrando a necessidade para a pratica deste
trabalho (PEREIRA et al,, 2014; AKTHAR et al., 2014; SARTORELLI et al., 2007;
SOMDA et al., 2007; TYAGI et al., 2011).

PROCEDIMENTO METODOLOGICO
TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo analitico experimental zn vitro para detecgdo de atividade
antimicrobiana. A pesquisa foi realizada no setor de microbiologia do laboratério da
Farmacia Escola no Centro Universitario Cesmac. As bactérias utilizadas no teste foram
obtidas da bacterioteca do setor de microbiologia clinica do Centro de Patologia e
Medicina Laboratorial da Universidade Estadual de Ciéncias da Satde de Alagoas
(CPML/UNCISAL).

EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

Os frutos maduros de E. globulus foram colhidos em Macei6-AL. Para a obtengdo
do 6leo essencial, os frutos maduros foram cortados e misturados em baldo com agua, o
qual foi obtido por hidrodestilagio em aparelho de Clevenger. O 6leo obtido foi
armazenado a -20°C e a agua residual congelada removida (GEROMINI et al., 2012). O
6leo essencial puro para andlise antibacteriana foi cedido pela professora Dra. Aldenir

Feitosa dos Santos.

DIVERSITAS JOURNAL. Santana do Ipanema/AL. vol. 4, n. 1, p.242-252, jan./abr. 2019.

Pagina | 244



ACAO ANTIBACTERIANA DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE EUCALYPTUS GLOBULUS, FRENTE A
PATOGENOS MULTIRRESITENTES

ANTIBACTERIAL ACTION OF THE ESSENTIAL OIL OF LEAVES OF EUCALYPTUS GLOBULUS, AGAINST
MULTIRESISTANT PATHOGENS

LIMA, CARLA VANESSA RIBEIRO; NEVES, FELIPE JOSE MATHIAS DAS; MAIOR, LUCAS PEDROSA SOUTO,
PIRES, LUANA LUZIA SANTOS; ROCHA, THIAGO JOSE MATOS; SANTOS, ALDENIR FEITOSA DOS

PREPARACAO DO OLEO ESSENCIAL

O 6leo essencial de E. globulus utilizado neste estudo foi inicialmente diluido em
agua destilada estéril. Para obtengdo dessas dilui¢des, considerou-se a densidade das
substincias igual a 0,9 g/mL. Utilizou-se o0 método de dilui¢do descrito por Cavalcanti
et al.(2001), que compreendeu as seguintes etapas: foram adicionados em tubos de vidro
estéril, 0,8 mL do 6leo essencial, 0,05 mL de Tween 80 e 4,2 mL de dgua destilada
estéril; o conjunto foi agitado durante 5 minutos em aparelho agitador de solugdes tipo

Vortex e a concentragdo obtida foi de 16%, equivalente a 144 mg/mL.

BACTERIAS ANALISADAS

As cepas-padrdo testadas foram Staphylococcus aureus ATCC (American Type
Culture Collection) 25923, Staphylococcus saprophyticus ATCC 25352, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
Proteus mirabilis ATCC 25983.

Isolados bacterianos de Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosae e Acinetobacter baumannii com perfil de multirresisténcia
obtidos de amostras clinicas também foram analisados. Os isolados clinicos

multirresistentes de origem hospitalar podem ser observados no quadro 1.

Quadro 1. Espécime e Perfil de Resisténcia dos isolados clinicos hospitalares.

Isolados Clinicos Espécime Resisténcia
Staphylococcus aureus 213 Abscesso MSSA
Staphylococcus aureus 19 Secrecio de Ferida MRSA
Enterobacter aerogenes 21 Liquor KPC
Pseudomonas aeruginosa 181 Urina MBL
Acinetobacter baumannii 203 Aspirado Traqueal -
Acinetobacter baumannii 382 Aspirado Traqueal MBL
Escherichia coli 193 Urina ESBL

MRSA — Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MSSA — Staphylococcus aureus
sensivel a meticilina; KPC — Klebsiella pneumoniae carbapenemase; ESBL — Beta-

lactamase de espectro estendido; MBL — Metalo-beta-lactamase.
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ENSAIOS ANTIBACTERIANOS

A atividade antibacteriana e a concentragdo inibitéria minima (CIM) do 6leo
essencial de E. globulus foram avaliadas em microplacas de 96 pogos, seguindo
metodologia descrita por Cavalcanti et al.(2001), Freires et al.(2010) e Ferreira de Lima
et al. (2006).

A atividade antibacteriana foi evidenciada com in6culos na concentragio de
5+2x10° UFC/mL obtidos das coldnias frescas das bactérias testadas. Uma suspensio de
cada bactéria foi preparada em solugdo fisiolégica que foi diluida 1:20. Posteriormente,
10 plL da suspensdo bacteriana foram transferidos para os 96 pog¢os na microplaca,
previamente inoculada com 100 pL de caldo Miieller-Hinton duplamente concentrado.
Em seguida, foram adicionados aos pogos, 100 pL da emulsdo do 6leo essencial para
obtengdo da concentragdo inicial de 8% (72 mg/mL). As microplacas foram incubadas a
87°C por 16 a 20 horas. Para visualizagdo dos resultados, apés incubagdo, foram
adicionados em cada poc¢o da microplaca, 10 pL. de uma solug¢do a 1 mg/mL de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-brometo de tetrazélio (MTT), a qual foi incubada a
87°C por 30 minutos. A presenga de coloragdo violeta foi indicativa de atividade
metabdlica e, por tanto, o 6leo essencial ndo inibiu o crescimento bacteriano. Amicacina
(5 mg/L) foi utilizada controle positivo e 10 pl. do agente emulsificante como controle
negativo, além dos controles de crescimento e de esterilidade.

O o6leo essencial de E. globulus foi submetido a dilui¢des seriadas na placa de
microdiluicdo, partindo-se da concentragdo inicial de 8% (144 mg/mL) até 0,0625%
(0,5625 mg/mL), pela transferéncia de 100 pL do conteido ao pogo subsequente.
Posteriormente, foram inseridos 10 pl. da suspensdo das bactérias em todos os pogos,
exceto na coluna correspondente ao controle de esterilidade. As placas foram incubadas
em estufa a 37°C por 16 a 20 horas. A CIM correspondeu a ultima dilui¢do na qual ndo

foi verificada a presenca de crescimento bacteriano no meio de cultura apés o periodo de

incubagdo (CAVALCANTT et al., 2011).
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RESULTADOS

O 6leo essencial dos frutos maduros de E. globulus apresentou amplo espectro de
acdo antibacteriano, com exce¢do apenas para as espécies P. aeruginosa, I. faecalis e P.
mirabilis.

Nos S. aureus, o 6leo essencial de aroeira demonstrou acio inibitéria, inclusive
frente ao isolado clinico multirresistente MRSA 19, o qual foi isolado de uma secregdo
de ferida e apresentou apenas sensibilidade n vitro a teicoplanina, um glicopeptideo,

utilizado nos casos de infecgdes graves por estafilococos resistentes a oxacilina (Tabela

1).

Tabela 1 - Concentragdo inibitéria minima do 6leo essencial de Eucalyptus globulus.

. . Oleos E iais (9
Bactérias Analisadas eos Essenciais (%)

FEucalyptus globulus

S. aureus ATCC 25923 0,0625

S. aureus 19 (MRSA) 0,5

S. aureus 213 (MSSA) 0,125

E. coli ATCC 25922 1

E. coli 193 (ESBL) 1

E. aerogenes 21 (KPC) 1

A. baumanniz 208 0,008

A. baumannii 382 (MBL) 0,125

MRSA — Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MSSA — Staphylococcus aureus
sensivel a meticilina; KPC — Klebsiella pneumoniae carbapenemase; ESBL — Beta-

lactamase de espectro estendido; MBL — Metalo-beta-lactamase;

Nas bactérias gram-negativas, o 6leo essencial de eucalipto apresentou agio
frente aos diversos fenétipos de resisténcia envolvidos em falhas terapéuticas no
ambiente hospitalar.

Nas enterobactérias produtoras de ESBL e KPC, atualmente um dos maiores
problemas de infec¢des graves, o 6leo demonstrou agdo frente as mesmas. Esse resultado

foi de grande valia, uma vez que E. coli e E. aerogenes produtores de beta-lactamases
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ESBL e KPC estdo entre as principais enterobactérias multirresistentes causadoras de
infecgdes com altos indices de mortalidade.

Entre os ndo-fermentadores, apenas a espécie A. baumannii sofreu agdo inibitdria,
o que provavelmente as substancias ativas ndo estdo agindo a nivel de parede celular em
bactérias gram-negativas. Nesta espécie fol observada a menor concentragdo inibitéria,
entretanto para um isolado sensivel para a maioria dos antibiéticos utilizados na clinica,
com excecdo das quinolonas como cirpofloxacina e levetloxacina e cefalosporinas de 3°
geragdo como ceftriaxona.

Para os isolados multirresistentes foi observada ac¢ido antibacteriana. Fato de
grande interesse, pois sdo resistentes aos antimicrobianos de uGltima escolha para o

tratamento de infec¢des graves.

DISCUSSAO

O 6leo essencial de E. globulus apresentou ampla atividade antibacteriana contra
as bactérias gram-positivas e gram-negativas testadas. Diversos estudos tém atribuido
as caracterfsticas antimicrobianas de FEucalyptus globulus aos diversos compostos
encontrados em seu 6leo como 1,8 cineol, a-pineno, borneol, timol, carvacrol, citronelos,
citronelal e p-cimeno (OLIVEIRA, 2007; DAMJANOVIC et al., 201 1).

Uma importante caracteristica dos 6leos essenciais ¢ a sua hidrofobicidade, a qual
permite que interajam com os lipideos da parede da membrana celular e da mitocondria,
alterando a permeabilidade e causando distirbios nessas estruturas. Os constituintes dos
6leos essenciais podem também ligar-se a fons e moléculas alterando algumas fungoes
biolégicas. Considerando o grande niimero de constituintes quimicos presentes, pode ser
que seu efeito antibacteriano ndo seja atribuido a um mecanismo de agio especifico
(OLIVEIRA, 2007).

O oléo essencial de E. globulus apresentou maior agdo inibitéria sobre bactérias
gram-positivas. Dados da literatura descrevem que os organismos gram-negativos sio
menos suscetiveis a acdo dos 6leos essenciais, sugerindo que a membrana adicional que
encobre a parede celular restringe a difusdo de compostos hidrofilicos, através da
camada lipopolissacaridica dessas bactérias (DORMAN HJD, DEANS, 2000; BURT,

2004).
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Nos gram-positivos como S. aureus, o 6leo essencial de eucalipto apresentou a
menor concentragio inibitéria, inclusive frente ao isolado clinico multirresistente de
MRSA 169, o qual foi isolado de um abscesso cerebral e apresentou apenas sensibilidade
in vitro a teicoplanina, um glicopeptideo, utilizado nos casos de infec¢des graves por
estafilococos resistentes a oxacilina, corroborando com outros estudos descritos por
Tohidpour et al. (2010) e Chao et al.(2008).

Nas bactérias gram-negativas, o 6leo essencial de E. globulus apresentou agdo
frente aos diversos fenétipos de resisténcia envolvidos em falhas terapéuticas no
ambiente hospitalar, com excecdo para Pseudomonas aeruginosa. Alguns estudos
demostraram atividade antibacteriana muito fraca para P. aeruginosa que pode ser
explicada pela sua habilidade em metabolizar grande ntimero de compostos organicos,
explicando a sua alta resisténcia aos antibiéticos, podendo inibir os compostos presentes
no 6leo (CHAO et al., 2000).

Atualmente, um dos problemas graves causado por bactérias gram-negativas
causadoras de infec¢do hospitalar se deve a produgdo de ESBL e KPC que sdo enzimas
que hidrolisam os beta-lactamicos, inclusive os carbapenémicos como as produtoras de
KPC, antibidticos reservados para o tratamento das infecgdes por estas bactérias
(GOWSIYA et al, 2014).

Para as enterobactérias produtoras de ESBL e KPC, o 6leo demonstrou agdo
frente as mesmas. Esse resultado foi de grande valia, uma vez que K. pneumoniae e E.
aerogenes produtores de beta-lactamases ESBL e KPC estio entre as principais
enterobactérias multirresistentes causadoras de infec¢des com altos indices de
mortalidade.

Entre os ndo-fermentadores, como A. baumannii 45 e P. aeruginosa 112 com
resisténcia aos carbapénemicos, quinolonas, aminoglicosideos e cefalosporinas, sensivel
apenas a polimixina, o 6leo apresentou agdo frente a 4. baumannii, uma das bactérias que

mais dissemina resisténcia dentro dos hospitais com altos niveis de resisténcia

(ESTERLY et al, 2011).
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CONCLUSAO

O ¢leo essencial de E. globulus possui atividade antimicrobiana tanto em bactérias
Gram-positivas quanto em bactérias gram-negativas, mostrando que possui um amplo
espectro de agdo em diferentes concentragdes inibitérias. Mesmo considerando a

resisténcia da P. aeruginosa.
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