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Atividade antibacteriana de 6leos essenciais de plantas frente alinhagens de
Staphylococcus aureus e Escherichia coliisoladas de casos clinicos humanos
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RESUMO: A agdo antibacteriana in vitro de 6leos essenciais de seis plantas foi verificada por
meio da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM=%v/v) pela diluicdo dos éleos em meio de cultura
Mueller Hinton Agar, frente a linhagens de Staphylococcus aureus (n=16) e Escherichia coli
(n=16) isoladas de casos clinicos humanos, além de 1 amostra padrdo ATCC para cada espécie
(SaATCC 25923 e ECATCC 25922), e determinacao de curvas de sobrevivéncia em concentracdes
equivalentes a CIM,,,, dos respectivos 6leos. O dleo essencial de canela foi o mais eficiente, com
valores de CIM,,,, de 0,047 e 0,09 para S. aureus e E. coli respectivamente, enquanto gengibre
(0,09), cravo da india (0,095) e capim cidreira (0,1) apresentaram eficiéncias semelhantes para S.
aureus. Frente a E. coli, os 6leos de gengibre (0,52) e capim cidreira (0,55) foram equivalentes
guanto a eficiéncia. De acordo com as curvas de sobrevivéncia, foi possivel verificar também que
os valores de CIM,,,, obtidos podem ser tanto bactericidas ou bacteriostaticas de acordo com a
bactéria testada. Em conclusao, verificou-se que os 6leos essenciais testados foram efetivos no
controle do desenvolvimento bacteriano, sendo o potencial antimicrobiano diferente em fungéo da
espécie bacteriana testada, sendo que a bactéria Gram positiva (S. aureus) mostrou-se mais
susceptivel aos 6leos testados que a Gram negativa (E. coli).

Palavras-chave: plantas medicinais, 6leos essenciais, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, acdo antibacteriana

ABSTRACT: Antibacterial activity of plant essential oils against Staphylococcus aureus
and Escherichiacolistrains isolated from human specimens. The in vitro antibacterial activity
of essential oils from six plants was verified through minimal inhibitory concentration (MIC=%v/v),
determined by diluting the oils in culture medium Mueller Hinton Agar, against Staphylococcus
aureus (n=16) and Escherichia coli (n=16) strains isolated from human clinical specimens, besides
one standard ATCC strain for each species (Sa 25923 and Ec 25922). Time-Kkill curves were also
determined at concentrations equivalent to MIC,,, for the respective oils. Cinnamon oil was the
most efficient, with MIC,,,, values of 0.047 and 0.09 against S. aureus and E. coli, respectively,
whereas ginger (0.09), cloves (0.095) and lemon grass (0.1) showed similar activities against S.
aureus. Ginger (0.52) and lemon grass (0.55) oils were equivalent in efficiency against E. coli
strains. According to the time-kill curves, the obtained MIC,,, values could indicate either bactericidal
or bacteriostatic effects depending on the tested bacterium. Thus, the studied essential oils were
effective to control bacterial development, the antimicrobial potential differed with the tested bacterial
species, and Gram-positive bacteria (S. aureus) strains were more susceptible to the tested oils
than Gram-negative ones (E. coli).

Key words: medicinal plants, essential oils, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, antibacterial

activity
INTRODUCAO

Uma planta é medicinal quando possui Brasil, o uso das plantas com finalidade terapéutica
substancias ativas que provocam no organismo vem crescendo exponencialmente (Nascimento etal.,
humano rea¢gfes que podem variar da cura ao 2000). Por outro lado, inUmeros pesquisadores
abrandamento da doenca (Silva Janior, 1994), e no salientam a necessidade de uso moderado objetivando
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evitar problemas quanto ao uso prolongado e
indiscriminado destes produtos (Marinho et al., 2007,
Negrelle et al., 2007).

Oleos essenciais sdo produtos volateis
presentes em varios 6rgaos vegetais (partes aéreas,
cascas, troncos, raizes, frutos, flores, sementes e
resinas) e estdo relacionados ao metabolismo
secundario das plantas exercendo diversas fungfes
importantes a sobrevivéncia vegetal, como por
exemplo na defesa contra microrganismos (Lima et
al., 2006). A composi¢céo quimica depende de varios
fatores, sendo como exemplos os climéaticos, acédo
de predadores, idade da planta, etc. (Gobbo Neto &
Lopes, 2007). A atividade antibacteriana vai depender
do tipo, composi¢éo e concentragdo da espécie ou
do 6leo essencial, a composi¢cdo do substrato, o
processamento e condi¢des de estocagem e tipo do
microrganismo em questao (Bertinietal., 2005). Eles
apresentam agéao contra bactérias Gram positivas e
Gram negativas (Dorman & Deans, 2000; Alvarenga
et al., 2007; Ushimaru et al., 2007) e ainda sobre
leveduras (Hammer etal., 1999) e fungos filamentosos
(Souza et al., 2004; Viegas et al., 2005).

O alecrim (Rosmarinus officinalis L. -
Lamiaceae) é planta utilizada no tratamento de
afecc¢Bes hepatica, intestinal, renal e respiratéria. O
6leo essencial apresenta varios compostos, incluindo
diterpenos fendlicos, carnosol e &cido carnosico,
4cido rosmarinico e flavonoides (S& et al., 2006).

O Oleo essencial de cravo da india
(Caryophyllus aromaticus L. - Myrtaceae) esta
presente na planta em grande quantidade, entre 15 e
25% e é utilizado na culinaria, nas industrias de
alimento e também na medicina. O principal
constituinte deste 6leo é o acido cindmico (70 a 80%)
e eugenol (4 a 7%) (Matan et al., 2006) e a agao
antimicrobiana é relatada frente a inUmeros
microrganismos (Dorman & Deans, 2000).

O uso do gengibre (Zingiber officinale Roscoe-
Zingiberaceae) é bem conhecido na culinaria como
tempero, mas ha muito tempo os chineses ja o
utilizavam também na medicina. E geralmente
utilizado no tratamento de disenteria, malaria,
reumatismo e resfriados e o 6leo é composto por uma
diversidade de terpenos (Sabulal et al., 2006)

O O6leo essencial de capim cidreira
[Cymbopogum citratus (DC.) Stapf - Poaceae] é
composto de mirénio, neral, gerénio e outros
compostos e é utilizado na medicina popular para o
tratamento de resfriados, disenteria, dores de cabeca,
tranguilizante e antiespasmadico (Pereira et al., 2004).
Relatos sobre a¢ao antimicrobiana de éleos essenciais
de C. citratus sao frequientes (Nguefack et al., 2004).

Embora seja planta nativa da regido do
Mediterraneo, a horteld@ pimenta (Mentha piperita L.-
Lamiaceae) é cultivada em todos os lugares do
mundo e utilizada na culinaria, nas industrias de

alimentos e perfumes, na agricultura e na medicina.
O 6leo essencial € um dos mais produzidos e
consumidos (Iscan et al., 2002), composto por
mentofurano, mentol, acetato de metila, mentona, 1,8
cineol, pulegona, a-limoneno, B-pineno, isomentol, a-
pineo e mirceno (David et al., 2006).

O dleo essencial de canela (Cinnamomum
zeylanicum Blume - Lauraceae) € utilizado como
flavorizante, aromatizante e conservante natural de
alimentos. Estudos mostraram a capacidade de inibir
o crescimento de fungos (Lima et al., 2006) e de
bactérias (Matan etal., 2006). Foram identificados 23
constituintes no 6leo essencial obtido de folhas de
canela, sendo o eugenol o composto que apresentou
maior percentual (60%). A partir de galhos foram
identificados 36 compostos com predominéncia de
monoterpenos o e B-pineno, a-felandreno, p-cimeno,
limoneno, linalol, sequiterpenos a-copaeno, B-
cariofileno, éxido de cariofileno e os alilbenzenos &-
cinamaldeido e aceto de e-cinamila (Limaetal., 2005).

Este estudo teve como objetivo determinar a
acdo antibacteriana de seis 6leos essenciais de
acordo com a determinagao da concentracao inibitoria
minima (CIM) e determinacdo de curvas de
sobrevivéncia, para linhagens das bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli isoladas
de casos clinicos humanos.

MATERIAL E METODO

Plantas e obtencéo dos respectivos éleos

Foram testados os 6leos essenciais de
alecrim (Rosmarinus officinalis L.), cravo da india
(Caryophyllus aromaticus L.), gengibre (Zingiber
officinalis Roscoe), capim cidreira [Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf], hortela pimenta (Mentha piperita
L.) e canela (Cinnamomum zeilanicum Blume). Os
6leos de cravo da india, gengibre e capim cidreira,
foram preparados através da extracao pelo arraste
em vapor d’agua em equipamento da marca Marconi
modelo MA480 no Departamento de Microbiologia e
Imunologia/IBB/UNESP/Campus de Botucatu/SP,
sendo as matérias primas obtidas no mercado local da
cidade de Botucatu/SP. Os demais 6leos essenciais
(canela, alecrim e horteld pimenta) foram obtidos na
forma pronta, sendo estes obtidos junto a Bioesséncia
Produtos Naturais Ltda—Barra Bonita/SP, empresa no
ramo deste tipo de produtos, sendo estes éleos também
produzidos pela metodologia de arraste pelo vapor
d’agua. De todas as plantas testadas, apenas o C.
citratus foi possivel obtencéo de exsicata, que recebeu
nimero BTU24297, no Herbario do Departamento de
Botanica do IBB/JUNESP/Campus de Botucatu/SP.

Linhagens bacterianas testadas
Foram utilizadas 15 linhagens de S. aureus
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e 15 de E. coli isoladas de materiais clinicos
humanos diversos de pacientes atendidos no Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu/
UNESP/Campus de Botucatu, e mantidas em meio
de Agar Nutriente no Departamento de Microbiologia
e Imunologia do IBB/UNESP/Botucatu. Além das
linhagens isoladas de casos clinicos, foram utilizados
nos ensaios linhagem padrédo ATCC (American Type
Culture Collection) de S. aureus (25923) e E. coli
(25922), totalizando desta forma 16 linhagens para
cada espécie estudada.

Testes de sensibilidade

Foram utilizados dois modelos de testes de
sensibilidade bacteriana aos respectivos 6leos, sendo
um baseado na diluicdo dos 6leos essenciais em agar
para determinagdo da Concentracgao Inibitéria Minima
(CIM) (National Committee for Clinical Laboratory
Standards, 2004) e outro para a verificacdo do
crescimento bacteriano na presenca de 6leos
essenciais em fungéo do tempo e determinagéo da
curva de sobrevivéncia (Sforcin et al., 2000). Foram
preparadas placas de Petri com concentragdes de
0,025% a 3,0% v/v dos 6leos diluidos diretamente
em meio Mueller-Hinton Agar (MHA), adicionado de
0,2% de Tween 80 e placas controles contendo
apenas MHA e 0,2% de Tween 80.

As linhagens bacterianas, inoculadas em
Brain Heart Infusion (BHI) a 35°C/18 horas, foram
padronizadas na escala 0,5 de MacFarland em
solucao fisiolégica estéril seguida de diluigéo 1:20,
obtendo valores de 10°e 108 Unidades Formadoras
de Colbnias (UFC) mL* e em seguida semeadas nhas
placas contendo os 6leos essenciais com auxilio de
multinoculador de Sterr com capacidade para 32
amostras simultaneas, sendo 16 S. aureus e 16 E.
coli. Apds incubacgéo a 35°C por 24 horas, os valores
de CIM foram considerados aqueles que ndo eram
observadas formacao de colbnias e na sequéncia
foram calculados os respectivos valores de CIM,,, e
a CIMy,.. Acurva de sobrevivéncia foi obtida utilizando
uma das linhagens isoladas de casos clinicos para
as duas espécies bacterianas frente aos valores da
CIM,,,, obtidos previamente. Foram preparados tubos
contendo concentracdes dos 6leos em meio de
cultura BHI acrescido de Tween 80 a 0,2% e

TABELA 1. Valores de CIM,,, e CIM,,,
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inoculados com 10%-10% UFC mL*. Nostempos 0, 1,
3, 6,9 e 24 horas de incubagéo a 35°C foram tomadas
aliquotas dos cultivos e realizada semeadura em
profundidade (método Pour Plate) em MHA, que ap6s
incubacdo (35°C/18-24horas) foram realizadas
contagens para obtencéo dos valores de UFC mL1e
respectivos logaritmos.

Analise Estatistica
Na andlise estatistica dos ensaios foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis (Analise de
Variancia ndo-paramétrica) visando comparar os
valores de CIM sendo considerada diferencga
significativa quando p<0,05. N&o foi aplicado teste
estatistico para os ensaios de curva de sobrevivéncia.

RESULTADO E DISCUSSAO

Os valores de CIM,,, e CIM,,, (%v/v) paraas
espécies bacterianas (S. aureus e E. coli) séo
apresentados nas Tabelas 1 e 2. Conforme analise
estatistica, considerando os valores de CIM para as
linhagens bacterianas estudadas, verifica-se que
potencial inibidor decrescente dos 6leos foi: canela
=gengibre>capim cidreira=cravo da india>hortela
pimenta>alecrim para S. aureus e canela=cravo da
india>gengibre>capim cidreira>horteld pimenta>
alecrim para as linhagens de E. coli.

Os 6leos essenciais testados apresentaram
semelhancas quanto ao potencial inibidor frente as
espécies bacterianas estudadas com valores
extremamente baixos de CIM,,,,. Quando comparados
entre si, verifica-se que o 6leo essencial de canelafoi
o de maior eficiéncia sobre as linhagens de S. aureus
(0,047%v/v) e E. coli (0,09 %v/v), com 0s menores
valores de CIM. Segundo Matan et al. (2006), os
compostos ativos presentes no 6leo da canela, entre
50 a 60% de cinnamaldeidos e 4 a 7% de eugenol,
apresentam a capacidade de interferir com sintese
de algumas enzimas nas bactérias além de
provocarem danos a estrutura da parede bacteriana.
Também verificou-se que os éleos essenciais de
canela e cravo da india ndo apresentaram diferencas
significativas quanto ao potencial inibidor sobre
linhagens de E. coli. Desta forma, embora néo tenha
sido feita analise fotoquimica dos 6leos estudados,

(%viv) e amplitude da CIM calculados para um total de 16 linhagens de S.

aureus (15 isolados de materiais clinicos humanos e 1 linhagem padréo ATCC 25923).

(d)

(b) (c)

Parametros alecrim cravo da india ® gengibre @ capim cidreira hortela pimenta
ClMsgg, 0,40 0,073 0,04 0,1 0,19
ClMeos% 0,55 0,095 0,09 0,1 0,28

Amplitude 0,3-0,6 0,05-0,1 0,025 - 0,1 0,1-0,1 0,17-0,3

Oleos seguidos de mesma letra n&o diferem estatisticamente quanto & ag&o inibidora do crescimento bacteriano (p<0,05).
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TABELA 2. Valores de CIM,, e CIM,

0%

(%viv) e amplitude da CIM calculados para um total de 16 linhagens de E.

coli (15 isolados de materiais clinicos humanos e 1 linhagem padréo ATCC 25922).

Parametros alecrim® cravo da india® gengibre ®  capim cidreira!®  horteld pimenta @  canela @
ClMs09% >3,0 0,25 0,24 0,40 0,63 0,06
ClMgo% >3,0 0,089 0,52 0,55 1,24 0,09

Amplitude 3,0->3,0 0,05-0,3 0,05-0,6 0,05-0,6 0,05-3,0 0,025-0,1

Oleos seguidos de mesma letra n&o diferem estatisticamente quanto & ag&o inibidora do crescimento bacteriano (p<0,05).

possivelmente a presenga de compostos ativos nos
6leos estudados foi decisiva para a maior atividade
antibacteriana dos dleos de canela e cravo da india.

O S. aureus apresentou maior susceptibilidade
frente a acdo dos 6leos, enquanto concentracdes
maiores foram necessarias para inibir o crescimento
de E. coli. Isto pode ser confirmado quando
comparados os valores de CIM obtidos para 6leo de
alecrim, que foi extremamente baixo para S. aureus,
entre 0,3 e 0,6%vV/v, e extremamente elevada paraE.
coli, inclusive ultrapassado o valor de 3,0%v/v que foi
o maior utilizado no estudo. Resultados semelhantes
foram relatados por outros autores (Iscan et al., 2002;
Nguefack etal., 2004). Uma explicagdo possivel para
as diferencas observadas quanto a sensibilidade
bacteriana aos 6leos pode ser a existéncia de
diferencas na estrutura da parede bacteriana, como
por exemplo a presenca de lipopolissacarideo nas
bactérias Gram negativas e auséncia nas Gram
positivas, que permite ou ndo a entrada de
substancias na bactéria. Além disto, alguns éleos
essenciais podem conter substancias que penetram
mais facilmente por essa camada lipidica (Bertini et
al., 2005), interferindo assim na acgéo sobre o
microrganismo.

Um aspecto importante a ser discutido sobre
estudos de acdo antimicrobiana de produtos naturais
€ o tipo de metodologia utilizada. Alguns autores
utilizam o método de difusao em disco para analisar
a atividade antimicrobiana (Viegas etal., 2005; Bertini
et al., 2005) enquanto outros utilizam a diluicéo
(Sforcin et al., 2000; Ushimaru et al., 2007). Nguefack
etal. (2004) relatam maior atividade antibacteriana
do 6leo de C. citratus quando comparado a Z.
officinales utilizando a metodologia da difuséo. Neste
estudo, no qual foi utilizada metodologia da diluicdo,
é verificado resultado oposto, pois a maior acao
inibidora foi apresentada pelo dleo essencial do
gengibre quando comparado ao capim liméo para
ambas as espécies bacterianas testadas.

As diferencas entre os resultados obtidos e
os relatados na literatura consultada evidenciam as
dificuldades de comparag&o com estudos anteriores
principalmente quanto aos parametros adotados nos
respectivos estudos. Além disto, diferencas entre
resultados podem ocorrer mesmo quando a
metodologia utilizada é idéntica, pois existem também

diferencas quanto a sensibilidade de linhagens
diferentes de um determinado microrganismo frente
aum mesmo produto antimicrobiano vegetal.

Outro aspecto que também deve ser
considerado é que os 6leos apresentam caracteristicas
hidrofébicas que néo possibilitam mistura homogénea
com o meio de cultura, podendo ocasionar diferencas
no crescimento microbiano devido a exposicdo
diferencial da bactéria ao agente inibidor. Estes, e
outros parametros, sdo importantes para explicar as
diferencgas significativas nos valores de CIM obtidos
em estudos in vitro (Hammer etal., 1999).

Nos ensaios para determinacéo de curva de
sobrevivéncia S. aureus e E. coli séo apresentados
osvalores de log de UFC mL para as linhagens em
fungdo dos 6leos estudados (Figuras 1 e 2). De acordo
com a variagédo da contagem em funcéo do tempo
dos ensaios, é possivel evidenciar o efeito inibidor
dos respectivos 6leos nas concentracdes utilizadas,
sendo este efeito bactericida quando a contagem
chega a zero em fun¢éo do tempo, ou bacteriostatico
guando a contagem se mantém aproximadamente
constante em funcéo do tempo.

Para alinhagem de S. aureus, os 6leos de
gengibre, capim cidreira, hortela pimenta e alecrim
apresentaram efeito bactericida, verificado pela
reducdo em 100% ao final de 24 horas de incubagéo
na contagem de células viaveis, enquanto o 6leo de
cravo da india reduziu a contagem para 1% em relacéo
aoindculoinicial no mesmo periodo de tempo. O 6leo
de canela ndo apresentou eficiéncia consideravel na
reducdo da contagem de células viaveis, o que
caracterizou efeito bacteriostéatico, quando comparado
ao teste controle. Tal observacgéo é importante ser
destacada quanto ao 6leo de canela, que embora
tenha apresentado o menor valor de CIM,,, (0,047%v/
v), esta foi considerada concentragcéo bacteriostatica
do 6leo em questéo.

Quanto a E. coli, os 6leos de cravo daindia,
capim cidreira e canela foram capazes de zerar a
contagem ao final de 24 horas de experimentacgao,
caracterizando assim o efeito também bactericida
destes dleos. Os demais 6leos (gengibre, horteld
pimenta e alecrim) apresentaram reduc¢des iniciais
consideraveis seguido de recuperacéo do crescimento
microbiano atingindo valores proximos dos valores de
UFC mL* do ensaio controle necessario para a
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FIGURA 1. Log de UFC mL- obtidos para a linhagem de S. aureus testada nas concentracdes correspondentes
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FIGURA 2. Log de UFC mL- obtidos para uma linhagem de E. coli testada nas concentragdes correspondentes

aosvalores de CIM

verificagdo do perfil de crescimento normal do
microrganismo em estudo. Sobre este aspecto é
possivel inferir que embora exista um efeito inibidor
inicial importante sobre & fisiologia da bactéria, a
possibilidade de volatilizacdo dos componentes
destes dleos, ou outro evento como por exemplo
interacdes destes componentes com matéria organica
do meio de cultura, podem interferir com o potencial

00 (Y0V/V) dos respectivos 6leos essenciais em fungdo do tempo

antimicrobiano dos 6leos essencialis.

Desta forma, ficou estabelecido que aagéo
antibacteriana dos 6leos essenciais varia
significativamente em funcao da bactéria, sendo a
sensibilidade maior da bactéria Gram positiva em
relagdo a Gram negativa. Além disto, os resultados
in vitro sugerem o uso potencial destes éleos na
terapéutica de doencgas infecciosas, mais com o
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indicativo de que estudos deverédo ainda ser realizados
objetivando testar a inocuidade destes produtos
naturais bem como a necessidade de verificar as
possibilidades de interferéncias destes 6leos sobre
afisiologia e/ou estruturas das células bacterianas.
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