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RESUMO

InfeccBes de origem clinica contemplam uma ampla variedade de bactérias
com resisténcia a antimicrobianos, sendo um exemplo Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, esses bacilos gram-negativas (BGN) causam com
regularidade infec¢cdes no trato urinario. Grandes quantidades de farmacos
obtidos através da sintese organica tém sido utilizadas no tratamento de
infeccbes, o género Eucalyptus tem eficacia no combate de afeccdes das vias
respiratérias, dores de estbmago, diabetes, cistites e diarreia. Sendo primordial
a avaliacdo da composicdo quimica, atividades antioxidante e antimicrobiana,
uma vez que determinara a bioatividade de cada 6leo essencial. O objetivo
desse trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana do oOleo essencial de
Eucalyptus urograndis em cepas padrdo de bacilos gram-negativos. O 6leo foi
extraido pelo método de Clevenger, e o teste de susceptibilidade antibacteriana
in vitro foi realizada através do método de microdiluicdo em caldo, de acordo
com o Clinical and Laboratory Standards Institute (M27-A3), com modificacdes.
A andlise do 6leo demostrou predominio do composto citronelol que possui
atividade antimicrobiana. Foram testadas duas cepas padrao: Escherichia coli
ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Foi realizada a
Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) em placas de 96 pocos e aliquotas foram
semeadas em Mueller Hinton agar para confirmar o crescimento. A CIM para
ambas as bactérias analisadas se mostrou sensivel, sendo os valores obtidos
para P.aeruginosa considerados com maior relevancia. O uso do 6leo essencial
de E.urograndis mostrou-se eficaz como agente antimicrobiano, podendo ser
considerado no desenvolvimento de novos antibacterianos.

Palavras-chave: Antimicrobianos. Eucalyptus. Oleo de Eucalipto. Testes de
Susceptibilidade Microbiana.
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ABSTRACT

Clinical Infectious Diseases encompass a wide range o antimicrobial-resistant
bacteria. Take Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa, for example.
These gram-negative bacilli (GNB) frequently cause Urinary Tract Infection.
There is a great number of organic synthesized drugs that have been used as a
treatment for infections. The Eucalyptus genus is an effective combatant
against airway disorders, stomach aches, diabetes, cystitis, and diarrhea. The
chemical composition evaluation and the antioxidant and antimicrobial activities
are paramount in determining the bioactivity of each essential oil. This project
aims at evaluating the antimicrobial activity of essential Eucalyptus urograndis
oil in standard strains of gram-negative bacilli. The Clevenger method was used
to extract the oil. To perform the in vitro Antimicrobial Susceptibility Test we’ve
adapted and used a microdilution method in accord with the Clinical and
Laboratory Standards Institute (M27-A3). The results from the oil analysis show
a dominance of citronellol, an active antimicrobial compound. There were two
standard strains tested: Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was
performed on 96-well plates, and aliquots were seeded on Mueller-Hinton agar
to confirm growth. The MIC was sensitive for both bacteria, and the values
obtained for P. aeruginosa were more relevant. Using E.urograndis essential oil
proved to be effective as an antimicrobial agent and could be taken into
consideration for the development of new antibacterial.

Keywords: Anti-Infective Agents. Eucalyptus. Eucalyptus Oil. Microbial
Susceptibility Tests.

INTRODUCAO

Os agentes patologicos que podem culminar em infeccdes de origem
clinica e alimentar sdo uma preocupacao na area da saude, jA que algumas
cepas destes microrganismos se mostram resistentes aos agentes
desinfetantes que se tem disponivel atualmente (DAVIDSON; HARRISON,
2002). Quando se trata de infeccdes de origem clinica se conhece uma grande
variedade de bactérias que apresentam resisténcia aos antimicrobianos,
mesmo que o mecanismo de acdo dessas drogas comporte-se de forma
diferente uma exposi¢do indiscriminada ou até um contato com pessoas
contendo diferentes tipos de infecbes podem permitir que se estabelecesse
uma resisténcia. Essa resisténcia acontece quando ocorrem mutacdes
espontaneas e recombinacdo génica gerando variabilidade genética, que por
intermédio da agéo natural seleciona as cepas de maior resisténcia. Como
consequéncia dessas mutagcbfes a funcionalidade dessas drogas fica
prejudicada o que renova o0 interesse pela busca de antimicrobianos
alternativos (SANTOS; PICCOLI; TEBALDI, 2017).

Entre os microrganismos que podem culminar em alguma patologia para
0s seres humanos se encontram os bacilos gram-negativos (BGN) Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa, que tem como caracteristica comum causar

7

infecdo no trato urinario. E.coli pertence a familia Enterobacteriaceae, é um
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bacilo fermentador de glicose na natureza, sendo dividido em seis categorias
patogénicas, que abrangem cepas que produzem toxinas que podem causar
diarréias, a outras que quando acometem tecidos estéreis geram infec¢cao. Sao
0sS aerdbios comensais mais encontrados no trato intestinal dos seres humanos
e outros animais, ndo agindo de forma patogénica, tendo uma acéo fisioldgica
favoravel para o funcionamento do organismo (SOUZA et al.,, 2016). P.
aeruginosa é um bacilo ndo fermentador da glicose e classifica-se como o
principal microrganismo que causa infeccfes hospitalares, ja que este bacilo
gue é um patdégeno oportunista com capacidade de se habituar a alteracbes no
ambiente e de desenvolver resisténcia a multiplos farmacos (TAVARES, 2002).

As cefalosporinas (CEF) sdo uma classe de antimicrobianos que
apresenta uma diversificada gama de farmacos que séo classificados por
geracdo, sendo as de terceira e quarta geracdo aquelas que tém melhor acéo
frente a BGN facultativos, sdo antimicrobianos 3-lactamicos de amplo espectro
gue tem como atividade bactericida a inibicdo da sintese da parede celular,
estando disponiveis para uso no Brasil por via de administracao parenteral, e
incluem as subclasses ceftazidima (CAZ), ceftriaxona (CRO) e cefotaxima
(CTX) (ANVISA, 2007).

O uso de CRO ¢ indicado em casos de infeccbes em variados graus de
acometimento, que englobam sepse para neonatos e microrganismos sensiveis
em adultos, tendo uma atividade muito mais ativa em casos de infecbes por
Enterobacteriaceae como a E. coli (CEFTRIAXONA, 2015). Faz-se uso da CAZ
em infeccdes simples e até multiplas (CEFTAZIDIMA, 2016), podendo segundo
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) agir contra P. aeruginosa
ja que consegue penetrar no sistema nervoso central, o que a torna uma
alternativa para o tratamento de meningites promovidas por esta bactéria, ja
gue este agente tem uma alta resisténcia frente as outras cefalosporinas desta
classe. Alguns estudos demonstram que alguns espécimes clinicos tém
desenvolvido mecanismo de resistentes a cefalosporinas de 32 geracéo
(KESSLE, 2001).

Na tentativa de garantir a inocuidade desses antimicrobianos tem se
estudado cada vez mais a atividade de Oleos essenciais (OEs) de diversas
espécies de plantas, jA que estes possuem atividade antimicrobiana. Os OEs
constituem da mistura de compostos volateis, que contem inameros
constituintes quimicos individuais, que podem apresentar atividade biol6gica
(HORVATH, 2015).

Grandes quantidades de farmacos obtidas através da sintese organica
tém sido utilizadas no tratamento de infeccdes, o género Eucalyptus tem
eficAcia no combate de afeccbes das vias respiratorias, dores de estdmago,
diabetes, cistites e diarréia (FIGUEIREDE et al., 2013). Fatores que geram o
interesse em ampliar o conhecimento das espécies para se avaliar sua
composicdo quimica, atividades antioxidante e antimicrobiana, uma vez que
determinara a bioatividade de cada OEs (GHAFFAR et al., 2015).

A espécie Eucalyptus urograndis € um hibrido do cruzamento entre
Eucalyptus urophylla com Eucalyptus grandis, sendo uma espécie bastante
utilizada para cultivo no Brasil jA que se adapta bem a diferentes condigfes
climaticas e resiste bem as doencas (CARDOSO et al., 2019). Os OEs desse
género de planta sédo sintetizados nas folhas por meio de células secretoras,
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que também o armazenam (VITTI; BRITO, 2003). Encontram-se na literatura
dados acerca da atividade antimicrobiana de vérias espécies de eucalipto,
sendo, no entanto poucos os estudos sobre a acdo do hibrido E.urograndis
(ESTASNILAU et al., 2001; CARDOSO et al., 2019; CORREA, 2019).

Baseado no exposto acima o objetivo desse trabalho foi avaliar a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Eucalyptus urograndis em cepas
padrao de E. coli e P. aeruginosa.

MATERIAL E METODOS

Extracdo do 6leo essencial

Foram utilizadas folhas jovens de E. urograndis coletadas no Nucleo de
Agronomia Experimental (NEA), situado no Centro Universitario Inga-Uninga na
sede de Maringa, Parana, Brasil no dia 12 de Abril de 2019. Sendo os
experimentos conduzidos no Laboratorio de Microbiologia e Hematologia
Clinicas da Uninga no periodo de abril a setembro de 2019.

O dleo essencial das folhas de E. urograndis foi extraido por meio da
técnica de hidrodestilagdo em aparelho Clevenger utilizando 40g das folhas da
planta em 500 mL de agua destilada, sendo posteriormente tratato com sulfato
de sodio anidro e armazenado em vidro de cor &mbar envolto por papel
aluminio em geladeira para posterior uso. Uma amostra do 06leo extraido foi
enviada para determinacdo de sua constituicdo quimica pelo método de
cromatografia gasosa no Departamento de Analises de Alimentos (DAALM) da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand — UTFPR.

Atividade do 6leo essencial de E.urograndis

Foram realizadas diluicbes seriadas na razdo 2 a partir de 900 uL do
Oleo essencial de E.urograndis e 100 uL de Tween 80 (solucdo pura) sendo
utilizadas cepas padréo de Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), pertencentes ao Laboratério de Microbiologia e
Hematologia Clinicas da UNINGA - Centro Universitario Inga, que fornecem
referéncias de origem e padréo definidos, semeadas por esgotamento em Agar
Mueller Hinton (MHA) incubadas por 18 horas em estufa bacteriologica a 35°-C
+2°C.

Foram testadas em placas de microdiluicdo, a solugcéo pura, bem como
as diluicbes seriadas com igual volume de in6culo bacteriano ajustado na
escala 0,5 de MacFarland, permanecendo em estufa (35°-C + 2°C) e a leitura
visual apés 24 horas

Foi realizada a confirmacao da atividade do OE em cada diluicdo testada
transferindo assepticamente com pipeta automatica 20 uL dos volumes de cada
teste realizado nas microplacas para placas contendo MHA, sendo estas
armazenadas em estufa bacteriologica por 24 horas com verificagdo do
crescimento de coldnias.

Determinacao da MIC

Para esse experimento realizou-se o método de microdiluigdo em caldo
com algumas modificagcbes, com base na Metodologia dos Testes de
Sensibilidade aos Agentes Antimicrobianos por Diluicdo para Bactérias de
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Crescimento Aerodbico, padronizada pelo National Committee for Clinical
Laboratory Standards (CLSI, 2020).

Foram testadas duas diluicbes acima e duas abaixo da sensibilidade
estabelecida no CLSI e conforme podemos verificar na Tabela 1.

Tabela 1 — Interpretacdo da sensibilidade em relacdo aos antimicrobianos
testados.

Ceftazidima Ceftriaxona
CEPAS S I R S | R
Escherichia coli <4 8 >16 <1 2 >4
Pseudomonas aeruginosa <8 16 =32 WX F -*

Notas: (S) Sensivel (I) Intermediario (R) Resistente -* Ndo produz ac¢ao inibitdria.
Fonte: As autoras. CLSI 2020.

Os antimicrobianos Ceftazidima (CAZ) e Ceftriaxona (CRO) utilizados,
foram previamente esterilizados por filtracdo de membranas e estocados
congelados na concentracdo de 1000 pg/mL até sua decorrente aplicacao.
Foram adicionados 50 pL de caldo MHB nos pocos das colunas de 2 a 12 em
placa de 96 pocos (KASVI); 100 pL do respectivo farmaco no poco de numero
1 e transferido 50 pL entre os pog¢os e homogeneizado por dez vezes. Na placa
ja preparada com as diluicGes do antimicrobiano, foi inserido 50uL do inéculo
padronizado de cada cepa padréo nos pogos de 2 a 12.

As placas foram incubadas a 35°-C + 2°C com leitura apés 24 horas. O
crescimento bacteriano foi avaliado visualmente sendo confirmado através da
transferéncia asséptica de 20 pL de cada diluicdo testada com pipeta
automética para placas contendo MHA sendo estas armazenadas em estufa e
com leitura apds 24 horas com verificacdo do crescimento de colbnias.

RESULTADO E DISCUSSAO

A analise da composicdo quimica do 6leo essencial de E. urograndis
obtida por cromatografia gasosa realizada no DAALM revelou 18 constituintes
gue estdo dispostos na Tabela 2.

Os compostos encontrados em maior quantidade foram os
monoterpenos, citronelal (81,13%) e isopulegol (15,50%). O citronelal € um dos
principais componentes encontrado em 6leos essenciais de plantas aromaticas,
como as do género Eucalyptus, sendo capaz de promover atividade
antimicrobiana (MARCO et al., 2007; QUINTANS-JUNIOR et al., 2011; ZORE
et al., 2011). Alguns estudos demonstram que este composto possui atividades
anti-inflamatdrias e antinociceptiva (MELO et al., 2010; QUINTANS-JUNIOR et
al., 2010). Outros constituintes encontrados na amostra em menor quantidade
gue também chamam a atencao por apresentarem propriedades biolégicas que
incluem atividade antimicrobiana (GAYOSO et al., 2004; LIMA et al., 2005), séo
0s pinenos a-pineno (0,22%) e B-pineno (0,50%), utilizados na composicao de
cosmeéticos e produtos de limpeza (LETIZIA et al., 2003).
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Tabela 2 - Constituintes do 6leo essencial de E. urograndis.

Constituintes Concentracao em %
1-Butinol,3- metil-3- (1- metiletoxi) 0.10
Acido acético, trifuoro-,2,2-dimetilpropil 0.06
a-Pineno 0.22
B-Pineno 0.50
Etana, 1-(4-metilfenil) 0.08
5-Hepten-2-ona, 6-metil 0.28
Acido propanoico, 2-hidroxi-2metil 0.12
4-Hexen-1-ol, acetato 0.05
Etanona, 1-ciclopropil-2-(4-piridinil) 0.08
4.,4-Dimeil-1-hexeno 0.14
2H-Pirano, tetra-hidro-4-metil-2-(2-metil) 0.37
2-Penten-2-ona 0.07
Citronelal 81.13
Isopulegol 15.50
2,6,10- Trimetilundeca-1,3-dieno 0.54
Propanoato de 2-buteno-1-ol 0.19
1,3,6,10-Dodecatetraeno,3,7,11-trimetil 0.21
1-Penteno, 5- (2,2- dimetilciclopropil) 0.36

Fonte: As autoras. Departamento de Analises de Alimentos (DAALM) da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana — UTFPR.

Aratjo (2010) encontrou 10 constituintes no 6leo essencial de E.
urograndis, sendo os de maior concentracao o orto-cimeno (41,4%), 1,8-cineol
(25,8%) e a-terpineol (1,4%), que sdo usados como fragrancia e aroma, e
possuem atividade inseticida.

Doran (1991) classificou o hibrido E. urophylla x E. grandis com teor de
33% de 1,8-cineol. O monoterpeno 1,8-cineol é utilizado na induastria
farmacéutica, jA que apresenta acdo anestésica, antibronquitica, antisséptica,
bactericida, expectorante e, também, atividades herbicida e insetifuga. No
entanto este composto ndo foi identificado no éleo obtido, o que segundo
Ogunwande (2003) seria uma peculiaridade em espécies de E.grandis.

Pereira (2010) descreve acerca das diferencas de composicdo e
proporcdes dos componentes dos OEs podem variar entres espécimes, que
independente do seu controle genético podem sofrer modificacdes em resposta
a diferenca de condicdes de cultivo, de ambiente, idade da planta e suas
caracteristicas genéticas (COSENTINO et al., 1999; DARROW; BOWWERS,
1997).

A natureza dos constituintes e a sua concentracdo no 6leo podem
interferir diretamente na sua atividade biologica (BROOKER; KLEINIG, 2006),
sendo possivel que até as moléculas de menor proporcdo modulem a agcéo dos
principais componentes (HOET et al., 2006).

Alguns estudos promovidos compararam a atividade antibacteriana do
Oleo essencial extraido de algumas espécies de Eucalyptus, com o uso isolado
de seus compostos majoritarios como o 1,8-cineol, a-pineno e citronelal,
podendo concluir que os compostos quando usados individualmente possuem
menor atividade do que o proprio Oleo essencial, consolidando que a
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combinacédo dos constituintes € importante para a atividade antimicrobiana do
Oleo de eucalipto (CIMANGA et al., 2002).

Como podemos verificar a determinacédo da CIM em meio liquido em que
foi testada a acdo do Oleo essencial de E. urograndis para os bacilos gram-
negativos promoveu uma inibicdo do crescimento bacteriano. Para P.
aeruginosa a capacidade de inibicdo aconteceu na diluicdo de 1:16 conforme
podemos verificar na Figura 1.

A concentracéo efetiva do OE (16 pg/mL) em P. aeruginosa foi menor do
que a CIM da CAZ (64 ug/mL), antimicrobiano amplamente utilizado no
tratamento em infec¢bes ocasionadas pelo bacilo ndo fermentador de glicose, o0
gue demonstra uma possibilidade do uso do composto extraido.

Em relagdo CRO, o resultado é até mais promissor ja que este
antimicrobiano ndo é efetivo contra P. aeruginosa e conforme observamos na
Figura 1, a acao do OE é efetiva na concentracdo de 16 ug/mL.

Figura 1 - Determinacdo da CIM e acdo do Oleo essencial de E.
urograndis em cepa padrao de Pseudomonas aerumosa
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Notas: (A) CIM cefta2|d|ma (B) CIM eftrlaxona (C) Oleo de E. urograndls
Fonte: As autoras.

Ja em relacdo E. coli, podemos verificar que o OE teve uma acédo
inibitéria apenas na concentracdo de 256 pg/mL, valor bem maior do que as
CIM dos antimicrobianos CAZ (8 pg/mL) e CRO (0,5 pg/mL), conforme
podemos verificar na Figura 2.

Na Tabela 3, podemos verificar que OE € capaz de inibir o crescimento
de ambas bactérias, a concentracdo necessaria para ter sua acdo na
enterobactéria € bem maior quando comparamos com a CIM dos antibiéticos
testados.
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Figura 2 — Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima para cepa padrao
de E. coli e acdo do 6leo essencial de E. urograndis.

/;:;sm- 232 16 ~--~——-~~;:;» S

t: () eftaidima (B) ceftriaxona (C) Oleo de E. urograndis.
Fonte: As autoras.

Tabela 3 — Comparativo da concentracédo efetiva do Oleo essencial de E.
urograndis e dos antibioticos testados em relacdo as bactérias gram-negativas

Oleo essencial E. Ceftazidima Ceftriaxona
CEPAS urograndis
CIM pg/mL CIM pg/mL CIM pg/ml
P. aeruginosa
(ATCC 27853) 16 32 -
E. coli
(ATCC 25922) 256 8 0,5

Notas: * Nao se observou atividade antimicrobiana.
Fonte: os autores.

A confirmacédo do crescimento bacteriano na microdiluigdo em caldo foi
realizada através da semeadura das concentragfes testadas em placas
contendo MHA que confirmaram os valores da agdo do OE observados nas
placas conforme demonstrado na Figura 3.

Pseudomonas spp. é facilmente encontrada no ambiente hospitalar ja
gue pode sobreviver em locais com elevada umidade, sendo possivel o seu
desenvolvimento em equipamentos e materiais hospitalares, em sua maioria 0s
que possuem componentes liquidos, um bom exemplos sdo germicidas como
sabonetes liquidos e desinfetantes (CAETANO et al.,, 2011; BLANC et al.,
2016) que apresentam contaminacao pelo uso incorreto, ou até por algum erro
durante o processo de fabricacdo ou estocagem (CUNHA et al., 2017).
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Figura 3 — Confirmacdo da acdo oleo essencial de E. urograndis sobre as
cepas padrao de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Notas: (A) E. coli. (B) P. aeruginosa.
Fonte: As autoras.

Serufo (2007) realizou um monitoramento nos sabonetes liquidos e
antissépticos em uso em 27 hospitais brasileiros da Rede Sentinela. Foram
testadas um total de 1196 amostras, das quais em 16 delas foi identificada a
presenca de P. aeruginosa, sendo em 12 amostras de sabonete liquido e em 4
amostras de sabonete antisséptico.

Um estudo realizado em um hospital de médio porte de Fortaleza/CE
analisou 59 frascos de sabdo liquido, onde em 33 deles apresentaram
contaminacdo bacteriana, sendo que P. aeruginosa foi identificada em 3
amostras analisadas (CAETANO et al., 2011).

J& o estudo elaborado por Pereira (2008) teve como objetivo a produgéo
de sabao liquido, onde foram utilizados como matéria-prima 6leos alimentares
e sendo incorporado o 6leo essencial de eucalipto e outros OEs com o intuito
de promover uma fragrancia e estabilidade dos 6leos pelo uso de casca de
améndoas. Nao sendo, no entanto determinado se este sabdo apresentou
atividade antisséptica.

Uma outra utilizagdo para o OE de eucalipto seria em associacdo a
antimicrobianos. A espécie Eucalyptus globulos apresentou efeito antagonista
guando associado a eritromicina e testado em Streptococcus mutans (ALVES,
2011), j& o Eucalyptus citriodora apresentou sinergismo na associagdo a
tetraciclina frente P. aeruginosa (OLIVEIRA, 2006). Sendo assim, se entende
que as caracteristicas para que o 6leo exerca alguma interferéncia na acao de
antibioticos dependera do tipo de antibiético, da cepa bacteriana, e do OE que
esta sendo incorporado.

CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem que o uso do OE extraido das
folnas de Eucalyptus urograndis pode indicar uma possivel alternativa no
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tratamento de infeccbes promovidas por bacilos gram-negativos resistentes aos
antibiéticos convencionais. Entretanto, sdo necessarios mais estudos sobre 0s
constituintes e sua acao antimicrobiana para que se possa determinar a melhor
forma de se utilizar desta substancia.
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