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ABSTRACT

Objective: To evaluate the in vitro antimicrobial activity of the Eucalyptus globulus essential
oil, and of the xylitol and papain substances against the following microorganisms:
Pseudomonas aeruginosa, Samonella sp.; Staphylococus aureus; Proteus vulgaris; Escherichia
coli and Candida albicans. Method: The in vitro antimicrobial evaluation was used by
means of the agar diffusion test and evaluation of the inhibition zone diameter of the
tested substances. Chlorhexidine 0.5% was used as control. Results: The Eucalyptus
globulus oil showed higher inhibition than chlorhexidine when applied to Staphylococcus
aureus, and equal inhibition when applied to the following microorganisms: Escherichia
coli, Proteus vulgaris and Candida albicans. Papain 10% showed lower antimicrobial effect
than chlorhexidine in relation to Candida albicans. Xylitol showed no inhibition of the
tested microorganisms. Conclusion: The Eucalyptus globulus oil has antimicrobial activity
against different microorganisms and appears to be a viable alternative as germicidal
agent hence, further investigation is recommended.
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INTRODUCAO

Os germicidas adotados em ambientes de cuidados a
satde, ou seja, antissépticos ou desinfetantes, sdo utilizados
de forma indiscriminada, frequentemente em concentragoes
muito superiores aquela considerada Concentragio Inibité-
ria Minima (CIM), o que tem potencializado o surgimento
de resisténcia microbiana também a esses agentes?.

As substincias germicidas sio empregadas em diversas
situagdes por agirem em diferentes locais da célula micro-
biana, possuindo agdo bactericida ou bacteriostdtica, além de
importante efeito residual®. Assim, os agentes antissépticos,
como por exemplo, a clorexidina, sio aplicados, preferen-
cialmente, na antissepsia de pele, mucosa e cateteres, jd os
desinfetantes, como o hipoclorito, podem ser usados na lim-
peza de bancadas e de artigos nio criticos ou semicriticos@.

O uso indiscriminado dos germicidas impacta na for-
ma de sobrevivéncia dos micro-organismos, sobretudo das
bactérias, que desenvolveram multiplos mecanismos para
superarem os agentes antimicrobianos disponiveis, desde a
produgdo de enzimas inativadoras de drogas, até mutagoes
genéticas e sua transmissao para novas geragdes bacterianas®.

Reconhecendo-se o problema da resisténcia bacteriana
surge a necessidade de analisar a capacidade de novas subs-
tincias em relagio a suas propriedades antimicrobianas, e, a0
considerarmos o Brasil um pais rico em diversidade de flora
e capacidade para o desenvolvimento da agricultura, torna-se
interessante e necessario o estudo de produtos derivados de
plantas, como principio ativo de possiveis agentes germicidas.

Entre estas substincias, destaca-se o xilitol, um composto
polidlcool de cinco dtomos de carbono, obtido pela industria
quimica a partir da cana-de-agtcar. O xilitol tem sido empre-
gado em grande escala pelas industrias odontoldgicas, alimen-
ticias e médico-farmacéuticas, ademais, vem demonstrado
agio contra biofilmes em feridas®, além de ter sido testado,em
modelo animal, como medida complementar no tratamento
de osteomielite!®. Sublinha-se também sua atividade contra
cepas de Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus®).

Outro derivado vegetal, a papaina, ¢ uma enzima pro-
teolitica extraida dos frutos do mamao (Carica papaya), co-
nhecida por sua agdo proteolitica e anti-inflamatéria, ado-
tada como agente debridante tépico em ferimentos de pele.
Sua utilizagdo ¢ indicada para feridas limpas e infectadas
em diversas fases do processo de cicatrizagio, sendo aplicada
em diferentes concentragdes e/ou apresentagdes, de acordo
com o tipo de tecido presente no leito da ferida. Atribui-
se também & papaina a¢Ges bactericidas e bacteriostiticas,
porém, estas evidéncias sdo provenientes de estudos com
delineamentos de pesquisa, que nio sio capazes de produzir
evidéncias fortes?”.

Ressalta-se também, a extracio de 6leos derivados de
plantas, método relativamente barato e disponivel em to-
do o mundo, constituindo-se em alternativa interessante
para o tratamento de infec¢oes adquiridas em servigos de
saide. Dentre os diversos tipos de 6leos estudados, aquele
extraido das folhas de diversas espécies de Eucalipto, dr-
vore pertencente a familia Myrzaceae, nativa da Austrélia,
tem sido destinado especialmente a fabricagio de produ-

tos farmacéuticos inalantes, estimulantes da secre¢do nasal,
produtos de higiene bucal, ou ainda com a fun¢io de dar
sabor e aroma aos medicamentos, contudo, evidéncias re-
centes apontam possiveis efeitos associados 2 cicatrizagio,
a¢do anti-inflamatéria e antimicrobiana®.

Todos os produtos citados anteriormente sdo largamente
cultivados no Brasil, dessa forma, avaliar o potencial destas
substincias pode resultar em hipéteses futuras de investiga-
¢des, como o desenvolvimento de produtos antissépticos ou
desinfetantes, que atenderiam a preocupagio com o emer-
gente risco de redugio de sensibilidade dos micro-organis-
mos aos agentes germicidas disponiveis®, ou ainda, estimular
descobertas relativas 4 prevengio e tratamento de biofilmes,
especialmente em feridas cronicas, que retardam ou mes-
mo impedem a cicatriza¢do das mesmas, gerando elevados
custos para o tratamento e morbimortalidade associada®”.

Portanto, o presente estudo procurou avaliar a ativida-
de antimicrobiana in vitro do 6leo essencial de Eucalyp-
tus globulus, xilitol e papaina, frente aos micro-organismos:
Pseudomonas aureginosa; Samonella sp.; Staphylococus aureus,
Proteus vulgaris, Escherichia coli e Candida albicans.

METODO

Trata-se de um estudo piloto, do tipo laboratorial qua-
litativo, desenvolvido no Laboratério de Microbiologia de
uma faculdade do interior do estado de Sao Paulo. O Proje-
to de pesquisa, apesar de ndo incluir seres humanos em suas
andlises, foi aprovado por Comité de Eticaem Pesquisa, sob

o nimero de parecer 107/2011.

ORGANIZAC;\O DO PROCEDIMENTO

Os micro-organismos empregados na investigagio fo-
ram selecionados por representarem agentes frequentes na
ocorréncia de infecges relacionadas 2 assisténcia a satde.
Portanto, foram utilizadas as bactérias gram-negativas:
Pseudomonas aureginosa (BA 01 nov./2012), Samonella sp.
(BA 02 fev./2012), Proteus vulgaris (BA 03 fev./2012) e Es-
cherichia coli (BA 01 ago./2011); a bactéria gram-positiva:
Staphylococus aureus (BA 01 fev./2012) e o fungo Candida
albicans, adquiridas da empresa Control Lab.

Os produtos utilizados nos ensaios foram: papaina em
concentragdes de 10 e 20%j; xilitol em concentragoes de 10 e
20% e o dleo essencial de Eucalyptus globulus. Considerou-se
como referéncia para comparagio o antisséptico emprega-
do nas institui¢des de satude, clorexidina alcodlica 0,5%, da
marca RIOHEX"0,5%.

O 6leo de eucalipto foi extraido conforme segue: a plan-
ta foi coletada em uma cidade na regido do Vale do Paraiba,
interior do estado de Sdo Paulo, no més de fevereiro de
2012. Para a obtencio do éleo, as folhas foram lavadas com
dgua potdvel e sofreram secagem ao ar livre, sendo poste-
riormente colocadas no aparelho Clevenger para obtengdo
do éleo por meio da técnica de arraste a vapor e pelo méto-
do de hidrodestilagdo. O dleo essencial de Eucalyptus globu-
Jus extraido permaneceu em frasco estéril rotulado.

A papaina em p6 foi adquirida em farmacia de manipu-
lagdo e o xilitol em pé foi obtido junto ao Laboratério da
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Escola de Engenharia de Lorena da Universidade de Sao
Paulo. Os dois produtos foram diluidos com dgua estéril
destilada em concentragdes de 10 e 20% em frascos estéreis
identificados, com volume final de 10 mililitros (ml).

PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Foi empregada a avaliacdo antimicrobiana in vitro, pelo
teste da difusdo em dgar Brain Heart Infusion (BHI), por
se tratar de um método de prova qualitativa adequado para
estudar a sensibilidade das bactérias de crescimento répi-
do. O didmetro do halo de inibi¢do expressa a difusio do
agente, determinando o poder antimicrobiano do material
testadoV.

Os micro-organismos foram semeados pela al¢a de pla-
tina em tubos de ensaio rotulados contendo cinco ml de
caldo nutriente estéril e incubados a 36 °C por 24 horas.
Ap6s esse periodo, cada micro-organismo foi semeado em
duas placas de Petri, identificadas e esterilizadas, contendo
dgar nutriente. Os micro-organismos foram distribuidos,
com swabs estéreis, por técnica de rolamento, em todo o
meio de cultura.

Os discos estéreis de papel filtro de um centimetro (cm)
de didmetro foram embebidos nas solu¢des com auxilio de
pingas estéreis, até a completa absor¢do dos produtos utili-

zados no ensaio e distribuidos nos meios de cultura, devi-
damente identificados e numerados.

Todas as placas foram colocadas em estufa bacteriolégi-
caa36°C por 24h. Apés este periodo, a leitura do resultado
foi realizada a olho nu e mediu-se o halo de inibi¢io com
régua?.

RESULTADOS

Os halos de inibi¢do provocados pelos produtos testados
nos diferentes micro-organismos estdo na Tabela 1.

A clorexidina 0,5% foi usada como referéncia (controle)
para os outros produtos, por ser um agente germicida usado
em grande escala nos servigos de assisténcia a saude.

Observou-se que, dentre as substincias testadas, apenas
o 6leo de Eucalipto apresentou inibi¢do superior a da clore-
xidina em relagdo ao micro-organismo S. aureus e a mesma
inibigdo em relagdo aos micro-organismos gram-negativos
Escherichia coli, Candida albicans e Proteus vulgaris (Tabela 1).

A papaina a 10% apresentou resultado inferior ao da
clorexidina, com inibi¢do apenas de 1,6 cm em relagio a
Candida albican (Tabela 1).

Os produtos xilitol a 10 e 20% e papaina a 20% nio
apresentaram inibi¢do em relagdo aos micro-organismos

testados (Tabela 1).

Tabela 1 - Apresentacao do halo de inibicdo em centimetros (cm), segundo produto e micro-organismo testados - Sdo Paulo, 2012.

HALO DE INIBICAO (cm)

Controle Produtos testados
Classificacao Micro-organismos Eucali
Clorexidina ulf)i)lupltjuss Papaina Papaina  Xilitol Xilitol
0,5% 8 (6leo) 10% 20% 10% 20%
Gram + Staphylococus aureus 4 9 0 0 0 0
Gram — Escherichia coli 3 3 0 0 0 0
Gram - Pseudomonas aeruginosa 3 0 0 0 0 0
Gram — Salmonella sp. 4 0 0 0 0 0
Gram - Proteus vulgaris 5 5 0 0 0 0
Fungo Candida albicans 5 5 1,6 0 0 0
DISCUSSAO a concentracgdo a 100% do 6leo essencial obteve o maior ha-

A descoberta de novas propriedades para produtos na-
turais ja conhecidos e utilizados para outras finalidades deve
ser estimulada, principalmente ao nos depararmos com a
emergente resisténcia microbiana aos agentes antimicrobia-
nos empregados atualmente.

Dentre as substancias testadas no presente estudo, o 6leo
essencial de Eucaliptus globulus destacou-se em relagio a sua
atividade antimicrobiana, sendo semelhante a da clorexidi-
na em alguns micro-organismos gram-negativos e fungo
testados e superior em relagdo ao micro-organismo gram-
positivo incluido, tradicionalmente associado a infec¢oes
relacionadas 2 assisténcia em satde.

O resultado identificado vem ao encontro da literatura
cientifica produzida recentemente, que testou o 6leo essen-
cial de Eucalyptus globulus em diferentes concentragdes, con-
tra cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, sendo que

lo de inibi¢do, quando comparada as demais concentragdes
testadas™V. Destaca-se, também, a a¢io do dleo essencial
de Eucalyptus globulus contra cepas de Sthaphylococcus aureus
meticilina resistente (MRSA)1314,

Entretanto, a atividade antimicrobiana do 6leo de Eu-
calyptus globulus parece ser inferior em relagdo a algumas
bactérias gram-negativas, como a Klebsiela, Pseudomonas
e Acinectobacter™. Vale ressaltar, contudo que, o presen-
te estudo observou inibi¢do do crescimento de parte dos
micro-organismos gram-negativos testados, ou seja, a agdo
antimicrobiana do dleo de Eucalyptus globulus foi similar a
da clorexidina, quando aplicado as bactérias Proteus e Es-
cherichia coli, embora nio tenha inibido o crescimento das
bactérias Pseudomonas e Salmonella.

Observou-se também na presente investigacio que, ape-
sar da papaina a 10% ter sido capaz de gerar um halo de
inibi¢do de 1,6 cm em relagio & Candida albicans, este re-
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sultado foi inferior ao halo de inibi¢do de cinco centimetros
obtido pela clorexidina.

Da mesma forma, outra pesquisa testou diferentes con-
centragdes de papaina na formulagio gel, em relagio a diver-
sos micro-organismos iz vitro e seus resultados demonstra-
ram inibi¢do bacteriana apenas em relagio ao Staphylococcus
aureus ¢ Pseudomonas aeruginosa na concentragio a 10%°).

Cabe destacar a agdo da papaina como debridante enzim4-
tico, e neste sentido, estudo em ratos com feridas intencional-
mente contaminadas com Escherichia coli observou que a papa-
ina superou os outros produtos testados (colagenase e solugio
fisiolégica), permitindo uma rapida redugio da contagem bac-
teriana, o que contribuiu para a cicatrizagio dos ferimentos!!?.

Percebe-se, contudo, que a agio antimicrobiana da pa-
paina ¢ pouco estudada e, que, apesar de incipiente, as evi-
déncias cientificas parecem demonstrar o potencial de agdo
do produto contra determinados tipos de micro-organis-
mos¢1?, Portanto, existe a necessidade de testd-la em ou-
tras concentragdes, verificando sua atuagdo antimicrobiana
in vitro e in vive, principalmente, dado que sua utilizagio
no tratamento de lesdes de pele é abrangente, constituindo
uma realidade nos servicos de saide brasileiros.

Quanto ao xilitol, este produto vem sendo largamente
utilizado pela indudstria alimenticia e estudado pelos den-
tistas na prevengdo de placas e céries dentédrias'®. Porém,
ressalta-se que, na presente pesquisa, nio houve inibi¢io de
crescimento microbiano quando se utilizou as concentra-
¢oes de xilitol a 10 e 20%.

O xilitol tem sido indicado na literatura cientifica como
alternativa na prevengio e tratamento do biofilme, tanto
dentdrio, quanto em feridas, apresentando um efeito mo-
derado na inibi¢io do seu crescimento®, que pode ser po-
tencializado na combinagio do xilitol com outra substincia,
denominada lactoferrina. Juntas, seriam capazes de causar
desestabiliza¢do do biofilme, com efeitos importantes sobre
cepas de Pseudomonas aeruginosa™.

Além disso, o xilitol seria capaz de, em presenca de outra
fonte de carbono, agir sobre cepas de Streptococcus pneumoniae
provenientes de criangas com otite média, interferindo na for-
magio do biofilme®. Este fato estaria associado & competén-
cia doxilitol em alterar a estrutura capsular do pneumococo®@.

O biofilme ¢ um problema persistente e de dificil mane-
jo, responsével por diversos problemas clinicos, entre eles, a
recorréncia e dificuldade de cicatriza¢do de feridas cronicas

RESUMO

infectadas, perda de cateteres e préteses. Somado a estes
aspectos, salienta-se, também, sua progressiva e rdpida resis-
téncia aos agentes antimicrobianos atualmente empregados,
como por exemplo, a clorexidina, o que demonstra nio ser
possivel o sucesso de uma unica terapia, e sim uma aborda-
gem multifatorial para o seu controle®23,

Assim, diante das evidéncias cientificas, parece que, ape-
sar de promissor, o xilitol precisa ser combinado com outras
substincias para ter sua a¢do potencializada, podendo ser
uma alternativa para a prevengio e o tratamento de biofil-
mes. Dessa maneira, faz-se necessdrio investir em pesquisas
que permitam encontrar solugdes para a problemdtica do
biofilme ou que possam combaté-lo de forma mais eficiente.

CONCLUSAO

Concluiu-se que o éleo essencial de Eucalyptus globulus
possui atividade antimicrobiana superior 4 da clorexidina
em relagdo a bactéria gram-positiva Sthaphylococcus aureus e
igual agdo antimicrobiana para as bactérias gram-negativas
Escherichia coli e Proteus vulgaris, e ao fungo Candida albicans.

A papaina apresentou efeito antimicrobiano em relagio
a Candida albicans apenas na concentragio a 10%, e o xilitol
nio apresentou efeito antimicrobiano nas concentragdes 10
e 20% testadas.

Dessa forma, pode-se inferir que o 6leo essencial de Eu-
calyptus globulus possui atividade antimicrobiana contra ce-
pas de diferentes micro-organismos e pode ser uma alterna-
tiva vidvel como agente germicida. Assim, recomendam-se
novas investigacdes que ampliem os testes para outros tipos
de micro-organismos, e, explorem também sua compatibi-
lidade para o uso em pele humana.

Cabe ressaltar que, diante da observa¢io de uma dis-
creta, mas presente a¢do antimicrobiana da papaina, faz-se
necessdria a condugio de outras pesquisas relacionadas a sua
acdo antimicrobiana, principalmente no tratamento de feri-
das cronicas, com delineamentos que permitam demonstrar
as dosagens ou apresentacdes ideais da substincia para a
obten¢do de melhores resultados.

Apesar dos efeitos promissores do xilitol assinalados nalite-
ratura cientifica, sugere-se a necessidade de mais investigagdes,
especialmente com a sua combinagio com outras substincias.

Neste sentido, existem ainda muitas lacunas a serem preen-
chidas naliteratura cientifica quanto autilizagdo destas substin-
cias e suas possiveis propriedades farmacolégicas e germicidas.

Objetivo: Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do 6leo essencial de Eucalyptus globulus e das substincias xilitol e papaina, frente
aos micro-organismos: Pseudomonas aeruginosa; Samonella sp.; Staphylococus aureus, Proteus vulgaris, Escherichia coli e Candida albicans.
Método: Utilizou-se a avaliagio antimicrobiana in wvitro, por meio do teste da difusdo em dgar e avaliagio do didmetro do halo de
inibi¢do das substincias testadas. A clorexidina 0,5% foi utilizada como controle. Resultados: Observou-se que o 6leo de Eucalyptus
globulus apresentou inibigdo superior 4 da clorexidina quando aplicado ao Staphylococus aureus, e inibi¢io idéntica quando aplicado aos
micro-organismos Escherichia coli, Proteus vulgaris e Candida albicans. A papaina 10% apresentou efeito antimicrobiano inferior ao da
clorexidina em relagio a Candida albicans. O xilitol ndo apresentou inibi¢do dos micro-organismos testados. Conclusdo: O 6leo de
Eucalyptus globulus possui atividade antimicrobiana contra diferentes micro-organismos e parece ser uma alternativa vidvel como agente

ermicida, portanto, recomendam-se novas investigacoes.
) b

DESCRITORES
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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Eucalyptus globulus y las sustancias xilitol y papaina, ante
los microorganismos: Pseudomonas aeruginosa; Samonella sp.; Staphylococus aureus, Proteus vulgaris; Escherichia coli 'y Candida albicans.
Meétodo: Se utilizé la evaluacién antimicrobiana in vitro, por medio de la prueba de la difusién en agar y evaluacién del didmetro
del halo de inhibicién de las sustancias probadas. La clorhexidina al 0,5% fue utilizada como control. Resultados: Se advirtié que el
aceite de Eucalyptus globulus present6 inhibicién superior a la de la clorhexidina cuando aplicado al Staphylococus aureus, e inhibicién
idéntica cuando aplicado a los microorganismos Escherichia coli, Proteus vulgaris y Candida albicans. La papaina al 10% present6 efecto
antimicrobiano inferior al de la clorhexidina con relacién a la Candida albicans. El xilitol no presentd inhibicién de los microorganismos
probados. Conclusién: El aceite de Eucalyprtus globulus tiene actividad antimicrobiana contra diferentes microorganismos y parece ser
una alternativa viable como agente germicida, por lo que se recomiendan nuevas investigaciones.

DESCRIPTORES
Eucalyptus globulus; Papaina; Xilitol; Antiinfecciosos; Control de Infecciones; Enfermeria.
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