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1INTRODUCAO

A relacdo da humanidade com produtos naturais € tdo antiga quanto a sua propria existéncia,
sendo especialmente intensa com as plantas aplicadas para fins nutricionais e terapéuticos. Por longo
periodo de tempo, as plantas tém sido uma das fontes de produtos naturais para a manutencéo da salde
humana (ARAUJO e LEON, 2001). Porém, desde o advento da Revolug&o Industrial e o desenvolvimento da
guimica organica, a preferéncia por produtos sintéticos para o tratamento farmacoldgico quase extinguiu o
uso de derivados de plantas como antimicrobiano (COWAN, 1999; NASCIMENTO, 2004).

As industrias farmacéuticas produziram e desenvolveram imensa variedade de antibiéticos. O
consumo de mais de uma tonelada diaria de antibiéticos em alguns paises da Europa tem resultado
na resisténcia de populagdes bacterianas, causando sério problema de salde publica (RAPINI et al.,
2004).

Em decorréncia do problema de resisténcia microbiana, a busca por novas substancias
antimicrobianas a partir de produtos naturais tem aumentado o interesse das companhias farmacéuticas,
principalmente por espécies de plantas utilizadas na medicina popular no combate a doencas, como
resfriados, bronquites, gastrenterites, diarréias e infec¢des urinarias, entre outras. As propriedades
antimicrobianas de substancias presentes em extratos e 6leos essenciais produzidos pelas plantas,
como consequéncia do seu metabolismo secundario, também séo reconhecidas empiricamente ha
séculos. No entanto, somente nos ultimos anos foram comprovadas cientificamente (AHMAD e BEG,
2001; BUR e REINDERS, 2003; PEREIRA et al., 2004).

O estudo sobre plantas aromaticas no Brasil € bastante extenso e o nimero de plantas
conhecidas para a producéo de 6leos essenciais abrange desde plantas rasteiras, como a horteld, até
plantas de porte arb6reo, como é o caso do eucalipto (VITTI e BRITO, 2003).

O Eucalipto tornou-se uma das plantas mais cultivadas do mundo em raz&o de suas aplica¢cfes
nas industrias farmacéuticas, de perfumaria, na extragédo de madeira e producéo de papel. Diversas
espécies dessa planta sao bastante utilizadas na medicina tradicional da China para vérias situacdes
médicas (CHENG et al., 2008).

Baseado nos conhecimentos empiricos da medicina popular, diversos estudos tem sido
reportados na literatura sobre as propriedades quimicas, biolégicas e medicinais do 6leo essencial do
eucalipto, tais como a sua atividade antimicrobiana (ESTANISLAU et al., 2001), larvicida (NATHAN,
2007), analgésica e antiinflamatoéria (SILVA et al., 2003).

O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a acao antibacteriana do 6leo essencial extraido das
folhas do Eucalyptus sp. frente a cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL BOTANICO
As folhas do Eucalyptus sp. foram coletadas no comércio informal da cidade de Sao Luis
(MA), no periodo de julho a outubro de 2007. O material coletado foi mantido a temperatura ambiente,
sem exposicao a luz solar e em local seco para que ocorresse sua desidratagdo. Apds a secagem, as
folhas foram moidas em moinho elétrico.
2.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL
O ¢leo essencial foi extraido pelo processo de hidrodestilacéo, utilizando-se o sistema de
Clevenger no Laboratério de Fisico-Quimica do Programa de Controle de Qualidade de Alimentos e

Agua da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). Para a obtenc&o do 6leo foram utilizadas 300 g
das folhas secas e moidas, diluidas em agua destilada na proporc¢éo de 1:10, as quais foram submetidas
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atemperatura de 100°C por 3 horas. Posteriormente, o 6leo extraido foi seco por meio da percolagao
em sulfato de sddio anidro.

2.3ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS CEPAS TESTES DE Staphylococcus COAGULASE
POSITIVA E Escherichia coli

As cepas de S. aureus e E. coli foram isoladas de humanos (manipuladores de alimentos),
alimentos (alface e sururu) e ambiente (areia e 4gua do mar) durante os meses de novembro de 2007
a fevereiro de 2008 no Laboratério de Microbiologia da UFMA. Para o isolamento e identificacéo de
Escherichia coli dos alimentos foram utilizadas, respectivamente, as técnicas descritas no Compendium
of methods for the microbiological examination of foods (VANDERZANT e SPLITTSTOESSER, 2001)
e Sistema AP| 20E (BIOMERIEUX, 1997).

Para o isolamento do Staphylococcus coagulase positiva e Escherichia coli dos manipuladores
de alimentos empregou-se a técnica do swab, com plaqueamento em Agar Baird-Parker e Agar Eosina
Azul de Metileno, segundo a metodologia descrita por Lancette e Bennett (2001).

A Escherichia coli foi isolada da 4gua do mar mediante plagueamento direto, usando-se Violeta
Red Bile Agar como meio seletivo. Inoculou-se 0,1 mL da amostra na superficie do agar, que foi
espalhado com auxilio de alca de Drigalski (APHA, 2005). Apos o periodo de incubagéo (35°C/24
horas), as cepas foram identificadas pelo Sistema API 20E (BIOMERIEUX, 1997).

Para o isolamento do Staphylococcus coagulase positiva da areia da praia, 25 g da amostra foi
diluida em 225 mL de solucao salina 0,85% de NaCl (diluicdo 10?). A partir dessa diluigdo foram feitas
diluicbes decimais sucessivas 102 e 10°. Em seguida, inoculou-se 0,1 mL de cada diluicdo em Agar
Baird-Parker com posterior incubacgao a 35°C por 24 horas. As coldnias suspeitas de S. aureus foram
isoladas e identificadas pelos testes de coloracdo de Gram, catalase e coagulase em plasma de
coelho (VANDERZANT e SPLITTSTOESSER, 2001).

2.4 SUSCEPTIBILIDADE DAS CEPAS AO OLEO ESSENCIAL

Avaliou-se a atividade antibacteriana do 6leo essencial por meio dos métodos de difuséo de
disco e de microdiluicdo em caldo (NCCLS, 2003; CLSI, 2009). Para a realiza¢c&do dos referidos
experimentos “in vitro”, as cepas testes de E. coli e S. aureus foram ativadas em Caldo Brain Heart
Infusion (BHI) e incubadas durante 24 horas a 35°C. ApGs este subcultivo procedeu-se a padronizacéo
do indculo, que consistiu na preparacao de suspenséao bacteriana em solugéo salina 0,85% de NacCl,
cuja turvagao fosse similar ao tubo 0,5 da Escala McFarland (1x108 UFC/mL).

Para a determinacao da atividade inibitoria do 6leo essencial de Eucalyptus sp. frente as cepas-
teste foram utilizados, como parametros, os padrfes de sensibilidade adotados por Moreira et al. (2005)
gue classificaram a atividade de diferentes 6leos essenciais de acordo com o tamanho do halo de inibi¢&o:
ndo sensivel (-) para diametros < 8 mm; sensivel (+) para diametros de 9-14 mm; muito sensivel (++) para
15-19 mm e extremamente sensivel (+++) para os halos com didametros > 20mm.

2.5 SUSCEPTIBILIDADE DAS CEPAS AOS ANTIBIOTICOS COMERCIAIS
Usou-se 0 método de difuséo de discos (CLSI, 2009) para testar o comportamento das cepas
de E. coli e S. aureus coagulase positiva frente a acio dos seguintes antibiéticos comerciais: Acido

pipemidico — 20 ug, Tetraciclina — 30 png, Ampicilina — 10 pg, Vancomicina — 15 ug.

2.6 AVALIACAO DO EFEITO SINERGICO DAASSOCIACAO DE ANTIBIOTICOS COMERCIAIS
E O OLEO ESSENCIAL DE Eucalyptus sp.

A avaliacao da combinagédo entre o 6leo essencial e os antibidticos comerciais foi realizada
pela técnica de difuséo. Os discos contendo os antibiéticos foram embebidos com 20 uL da menor
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concentracgdo inibitéria do 6leo, sendo em seguida colocados em placas de Petri estéreis contendo o
Agar Muller Hinton inoculado com 0,1 mL da cultura bacteriana, conforme a metodologia recomendada
por Oliveira et al.(2006).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

ATabela 1 apresenta os valores dos halos de inibicdo (mm) referentes a atividade antibacteriana e
a concentracgéo inibitéria minima (CIM) observados para as cepas de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, isoladas de diferentes fontes e para cepas padréo frente a acéo do 6leo essencial do Eucalyptus sp.

TABELA 1-HALOS DE INIBICAO E CONCENTRACAO INIBITORIA
MINIMA DO OLEO ESSENCIAL DE Eucalyptus sp.
FRENTE AS CEPAS S. aureus E E.coli

Oleo essencial de Eucalyptus sp.

CEPAS
Halo de inibicdo (mm) CIM (mg/mL)
E.coli ATCC 25922 13 (S) 8
E.coli (Alface) 8 (R) 64
E.coli (Agua do mar) 7 (R) 16
E.coli (Manipulador de alimento) 7 (R) 8
S.aureus ATCC 12600 - -
S.aureus (Manipulador de alimento) 7 (R) -
S.aureus (Sururu) 15 (S) 32
S.aureus (Areia do mar) 7 (R) 8

Nota: CIM - Concentragao inibitéria minima, S - sensivel, R - resistente, (-) - sem inibi¢&o.

De acordo com a Tabela 1, os halos de inibicdo encontrados variaram de 7 a 15 mm de
diametro, considerando todas as cepas bacterianas testadas. Os resultados evidenciaram que somente
a cepa de E. coli padréo e S. aureus isolado de sururu foram sensiveis a acdo do 6leo essencial de
eucalipto, com halos de inibicdo de 13 e 15 mm, respectivamente.

Estanislau et al. (2001) ao estudarem a acao antibacteriana de cinco espécies de eucalipto,
cultivadas em Goiés, reportaram a eficiéncia da a¢éo dos 6leos de eucalipto frente as bactérias gram
negativas, inclusive a E. coli. Resultados similares foram encontrados por Cimanga et al. (2002) ao
investigarem a atividade antibacteriana de 15 plantas medicinais na Republica Democratica do Congo,
das quais 10 espécies pertenciam ao género Eucalyptus. Demonstraram que os 6leos essenciais de
Eucalyptus foram mais eficientes frente a E. coli do que a S. aureus. Os halos de inibi¢do encontrados
para E. colivariaram de 7 a 20 mm, enquanto que S. aureus foi resistente a maioria dos 6leos aplicados.
Tais resultados estdo de acordo com os dados encontrados nesta pesquisa, uma vez que todas as
cepas de E. coli foram inibidas pela acdo do 6leo testado e somente a cepa de S. aureus padrao
mostrou-se resistente.

Segundo Batish et al. (2008), a bioatividade dos 6leos essenciais de eucalipto pode estar
diretamente correlacionada com a sua composi¢cao quimica, que apresentam como componentes
majoritarios: 1,8 cineol, citronelal, citronelol, p-cimeno, limoneno, linalol, o-pineno, y-terpineno e o-
terpineol. Contudo, a qualidade e quantidade dessas substancias podem variar de acordo com o
estagio de crescimento da planta, condi¢cbes ecologicas e método utilizado para a extracao do 6leo
essencial (MOREIRA et al., 2005).
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A menor concentragao inibitéria encontrada foi de 8 mg/mL para a cepa de E. coli padréo, E.
coliisolada de humanos e S. aureus isolado do ambiente. As demais cepas foram sensiveis a pelo
menos uma das concentragdes aplicadas do 6leo, com excecao das cepas de S. aureus padréo e S.
aureus isolada de humanos. E importante ressaltar que apesar do baixo espectro de a¢éo do 6leo
essencial de eucalipto durante a sua aplicacao puro, esse apresentou niveis significativos de inibi¢cao
quando diluido.

Chagas et al. (2002) afirmaram que os 6leos emulsificavéis (diluidos) apresentam maior
bioatividade do que os aplicados de forma natural (puro) porque quando utilizado puro, o 6leo é somente
lipolitico implicando em menor absorc¢éo. O concentrado emulsificado € lipolitico e hidrofilico devido
dispersao nas moléculas do 6leo pela agédo do tensoativo, permitindo maior biodisponibilidade de
monoterpenos sobre os microrganismos. Deve-se ressaltar que o método de difusédo em agar para a
determinacao de antibiogramas néo é especifico para 6leos essenciais, o que pode influenciar sua
difusibilidade (PEREIRA et al., 2008).

Hammer, Carson e Riley (1999) também demonstraram a susceptibilidade das cepas de E.
coli e S. aureus nas concentracGes de 1% e 2%, respectivamente, frente ao 6leo essencial de
Eucalyptus polybractea, popularmente conhecido como eucalipto. No entanto, enfatizaram que pesquisas
posteriores deveriam ser realizadas, principalmente, sobre as propriedades téxicas e irritantes desse
oleo. Cermelli et al. (2008) ao investigarem a agéo antimicrobiana do 6leo essencial do eucalipto
encontraram resultados semelhantes ao desta pesquisa, tanto pelo método de difusdo de discos
guanto pelo método de diluicdo em caldo.

Na Tabela 2 sao apresentados os resultados referentes a sensibilidade das cepas de E. colie
S. aureus aos antibiéticos comerciais. As cepas-teste de S. aureus apresentaram resisténcia a pelo
menos um dos antibiéticos testados. No que diz respeito as cepas-teste de E. coli, a isolada de
alimentos demonstrou-se resistente a todos os antibidticos comerciais aplicados, enquanto que a
isolada de ambiente mostrou-se resistente somente a ampicilina. E importante ressaltar a diferenca
naresisténcia das cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus isoladas de diferentes origens
aos antibidticos comerciais. Algumas bactérias podem diferir na sua resisténcia intrinseca, ou
desenvolver a resisténcia a antibidticos quando submetidas a diferentes condigées ambientais.

TABELA 2 - SENSIBILIDADE DAS CEPAS DE S.aureus E E.coli DETECTADA PELO METODO
DE DIFUSAO DE DISCOS FRENTE A AGENTES ANTIMICROBIANOS COMERCIAIS

CEPAS Antibioticos

PIP TET AMP VAN
E.coli ATCC 25922 20 (S) 19 (S) 19 (S) NT
E.coli (Alface) - 9 (R) 9 (R) NT
E.coli (Agua do mar) 20 (S) 12 (1) - NT
E.coli (Manipulador de alimento) 16 (1) 26 (S) 30 (S) NT
S.aureus (Manipulador de alimento) NT NT 31 (S) 13 (R)
S.aureus ATCC 12600 NT NT - 17 (S)
S.aureus (Sururu) NT NT - 15 (S)
S.aureus (Areia da praia) NT NT 30 (S) 13 (R)

Nota: PIP = Acido pipemidico, TET = Tetraciclina, AMP = Ampicilina, VAN = Vancomicina, (-) = sem halo de inibigéo, S =
sensivel, | = Intermediario, R = Resistente, NT = N&o Testada.

Nascimento et al. (2007) compararam a agao dos antibiéticos convencionais e 6leos essenciais

frente a bactérias isoladas de sururu, inclusive E. coli e S. aureus, bem como seus respectivos controles
padréo ATCC. Os resultados demonstraram que ambas as cepas de E. coli foram sensiveis a tetraciclina
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e ao acido pipemidico. No entanto, somente a cepa de S. aureus ATCC 25923 foi sensivel a vancomicina,
sendo a cepa de Staphylococcus coagulase positiva isolada de sururu resistente a vancomicina e a
ampiclina. Esses dados corroboram os resultados encontrados nesta pesquisa.

A presenga de cepas de S. aureus resistentes a vancomicina em manipuladores de alimentos
tornou-se problema preocupante para a saude publica, uma vez que a manipulacédo inadequada ou
sem o devido controle higiénico-sanitario pode acarretar a contaminacéo de alimentos por esses
patégenos. Rapini et al. (2004) estudaram o perfil de resisténcia de 45 cepas de Staphylococcus sp.
isoladas de queijo tipo coalho e constataram que 75,5% foram resistentes a vancomicina. Dessas
90,9% eram cepas de S. aureus, 100% de Staphylococcus coagulase positiva e 43,8% de
Staphylococcus coagulase negativa.

Em relagdo & associacao entre antibidticos comerciais e o 6leo essencial de eucalipto,
observou-se que o 6leo nao interferiu na agdo dos antimicrobianos comerciais testados. Os resultados
para a agao inibitoria do antibidtico associado ao 6leo essencial foram semelhantes aos obtidos pela
utilizagcdo dos antibidticos isolados. Os estudos sobre o efeito sinérgico entre 6leos essenciais e
drogas ineficazes na antibioticoterapia tém se intensificado, visando melhorar o seu espectro de acéo
(HARRIS, 2002).

Nascimento et al. (2000) obtiveram éxito ao associarem antibioticos e extratos vegetais ou fito
farmacos, demonstrando que em alguns casos ocorreu sinergismo. Entretanto, € importante ressaltar
gue o uso paralelo de plantas medicinais e/ou seus subprodutos com medicamentos convencionais
pode inibir ou intensificar seu efeito terapéutico, bem como néo interferir na resposta esperada.

4 CONCLUSAO

A avaliacéo da atividade antibacteriana pelo método de difuséo de discos indicou qualitativamente
gue o Oleo essencial do Eucalyptus sp. apresentou agao bacteriostatica sobre o crescimento das
cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Nao foi verificado o efeito sinérgico da associagao
entre antibioticos comerciais e o 6leo essencial de Eucalyptus sp frente a Escherichia coli e
Staphylococcus aureus.

ABSTRACT

INHIBITORY EFFECT OF Eucalyptus sp. ESSENTIAL OIL, PURE AND IN ASSOCIATED TOANTIBIOTICS,
AGAINST STRAINS OF Escherichia coli AND Staphylococus aureus ISOLATED FROM HANDLERS,
FOOD, SAND AND SEAWATER

The essential oil obtained from the Eucalyptus sp. leafs was evaluated according to the inhibitory activity
against different strains of Escherichia coli and Staphylococus aureus. It was also verified the possibility of
synergistic effect of the association among essential oil and antibiotics. To evaluate the antibacterial effect
of commercial antibiotics and essential oil were applied the disc diffusion method and the dilution in stock
method. The results showed that the essential oil of Eucalyptus sp. presented higher inhibitory potential
against the strains of S. aureus isolated from Mytella falcata. It was not verified synergism from the association
among antibiotics and essential oil of Eucalyptus sp. against multi-resistant bacterias. The antibacterial
activity of the Eucalyptus sp. observed revalidate the importance of this plant to the alternative therapy based
in natural products. However studies concerning the toxicity of Eucalyptus sp. should be intensified.

KEY-WORDS: Eucalyptus sp.; ESSENTIAL OIL; ANTIBIOTICS.
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