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ABSTRACT

Objective: to evaluate antimicrobial and synergistic activity of essential oils (Citrus aurantifolia, Citrus sinensis,
Mentha viridis and Thymus vulgaris) against isolated bacteria from surgical staff’s hands and bacterial strains.
Method: the antimicrobial activity of oils was analyzed by microdilution method to determine the Minimum Inhibitory
Concentration. Moreover, the combinatory effect of the oil that presented greater effectiveness using gentamycin
sulphate through the Fractional Inhibitory Concentration index was tested. The study was performed over the period
2016-2018. Results: T. vulgaris was effective against Staphylococcus saprophyticus with a concentration of 0.0008
pL.mL" and against the ATCC standard strains of Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis, Staphylococcus
epidermidis and Proteus vulgaris and the bacteria S. aureus, S. epidermidis and Bacillus sp. with MIC > 0.10 pyL.mL"
', This oil association with gentamycin sulphate showed synergistic activity against S. epidermidis. Conclusion: T.
vulgaris essential oil showed expressive antimicrobial activity against ATCC and isolated clinic microorganisms,
suggesting broad spectrum of activity.

Descriptors: Anti-Bacterial Agents; Hand Hygiene; Cross Infection; Drug Synergism; Thymus Plant.

RESUMO

Objetivo: avaliar a atividade antimicrobiana e sinérgica de dleos essenciais (Citrus aurantifolia, Citrus sinensis,
Mentha viridis e Thymus vulgaris) contra bactérias isoladas nas maos de equipe cirlrgica e cepas de bactérias.
Método: a atividade antimicrobiana dos dleos foi analisada por método de microdiluicdo para determinacado da
Concentracao Inibitoria Minima. Também foi testado o efeito combinatdrio do dleo que apresentou maior efetividade
com sulfato de gentamicina através do indice de Concentracao Inibitéria Fracionada. O estudo foi realizado no periodo
de 2016-2018. Resultados: o T. vulgaris foi efetivo contra o Staphylococcus saprophyticus com uma concentracao de
0,0008 pL.mL" e contra as cepas padrao ATCC de Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis, Staphylococcus
epidermidis e Proteus vulgaris e as bactérias S. aureus, S. epidermidis e Bacillus sp. com CIM > 0,10 yL.mL". A
associacao desse 6leo com o sulfato de gentamicina mostrou atividade sinérgica contra S. epidermidis. Conclusao: o
oleo essencial de T. vulgaris mostrou expressiva atividade antimicrobiana contra microrganismos ATCC e isolados
clinicos, sugerindo amplo espectro de atividade.

Descritores: Antibacterianos; Higiene das Maos; Infeccdo Hospitalar; Sinergismo Farmacoloégico; Thymus (Planta).

RESUMEN

Objetivo: evaluar la actividad antimicrobiana y sinérgica de los aceites esenciales (Citrus aurantifolia, Citrus
sinensis, Mentha viridis y Thymus vulgaris) contra bacterias aisladas en manos del equipo quirdrgico y cepas
bacterianas. Método: La actividad antimicrobiana de los aceites se analizo mediante el método de microdilucién para
determinar la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM). También se probd, a través del indice de Concentracion
Inhibitoria Fraccional, el efecto combinatorio mas efectivo del aceite con sulfato de gentamicina. El estudio se realizo
entre 2016 y 2018. Resultados: T. vulgaris fue eficaz contra Staphylococcus saprophyticus con una concentracion de
0.0008 uL.mL" y contra cepas ATCC estandar de Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis, Staphylococcus
epidermidis y Proteus vulgaris y las bacterias S. aureus, S. epidermidis y Bacillus sp. con CIM > 0.10 uL.mL™". La
asociacion de este aceite con sulfato de gentamicina mostro actividad sinérgica contra S. epidermidis. Conclusion:
el aceite esencial de T.vulgaris mostré una actividad antimicrobiana pronunciada contra microorganismos ATCC y
aislados, lo que sugiere un amplio espectro de actividad.

Descriptores: Antibacterianos; Higiene de manos; Infeccion nosocomial; Sinergia farmacoldgica; Thymus (planta).
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INTRODUCAO
O controle das infeccoes hospitalares (IH) é
considerado um grande desafio para os servicos
de saude publica. O Ministério da Saude do Brasil,
na Portaria n.° 2616/98, definiu IH como aquela
infeccao adquirida apds admissao do paciente.
Ela se manifesta durante sua internacao ou
mesmo apos sua alta, podendo estar relacionada
a: internacao ou procedimentos
hospitalares/ambulatoriais ou procedimentos
diagnosticos ou terapéuticos realizados durante
aquele periodo." As IH podem ser causadas
majoritariamente por bactérias, fungos, virus,
entre outros microrganismos. Desse conjunto, as
bactérias sao os agentes causadores mais
frequentes dessas infeccoes. Além disso, outros
fatores também estdao associados a sua
ocorréncia, como o estado imunologico e a idade
do paciente. A utilizacdo de métodos invasivos,
como a colocacao de cateteres e a realizacao de
cirurgias, também pode ser determinante para o
surgimento de [H.2

Apesar do grande avanco tecnoldgico, com
o desenvolvimento de métodos mais eficazes de
tratamento, profilaxias mais rigorosas contra
doencas, antibioticos mais potentes e melhoria do
saneamento basico, a World Health Organization
(WHO) aponta as infeccoes bacterianas como uma
das principais causas de morte em todo o mundo.?
De acordo com o Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) nos Estados Unidos, estima-se
que 23.000 mortes hospitalares por ano sao
associadas a infeccdes bacterianas resistentes a
medicamentos, o que custa ao sistema de salde
cerca de 20 bilhées de délares anualmente.*
Atualmente, a resisténcia antimicrobiana é vista

como uma das maiores ameacas a saude global,
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devido ao aumento de microrganismos resistentes
aos antibioticos existentes, dificultando o
combate a infeccoes antes tratadas com
antimicrobianos comuns.® As infeccées causadas
por microrganismos resistentes ao tratamento
antimicrobiano frequentemente resultam em
maior tempo de internacao hospitalar, custo
médico e aumento nas taxas de mortalidade.?

Dentre os sitios das instituicoes
hospitalares, as infeccoes do sitio cirurgico (I1SC)
sao potenciais complicacoes associadas a todo
tipo de procedimento cirirgico e tém se
destacado devido aos altos indices de mortalidade
e morbidade apresentadas e aos custos
consideraveis atribuidos ao tratamento. Embora
as ISC estejam entre as IH mais controlaveis, elas
sao as que mais geram custo aos sistemas de
salide em todo o mundo.® Nos Estados Unidos, um
relatorio de 2016 da WHO sobre as taxas de IH
com base em dados de 2014 mostrou que 3.654
hospitais relataram 20.916 ISC entre os mais de 2
milhoes de procedimentos cirlrgicos realizados
naquele ano. Dentre as ISC, o microrganismo S.
aureus foi o patdégeno mais relatado (30,4%),
seguido de estafilococos coagulase-negativa
(11,7%), Escherichia coli (9,4%) e Enterococcus
faecalis (5,9%).7%°

A higienizacdo das maos é considerada a
acao isolada mais efetiva no controle das IH
quando realizada adequadamente e tem como
objetivo remover sujeira, material organico e
reduzir a contaminacao microbiana da flora
transitoria.® A antissepsia cir(rgica das maos deve
eliminar a microbiota transitéria e reduzir a
microbiota residente. Além disso, ela deve inibir
o crescimento de bactérias na mao enluvada. O

objetivo dessa medida preventiva é reduzir a
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chance de transmissao da microbiota da pele das
maos da equipe profissional para o sitio cirdrgico,
principalmente se ocorrer algum dano nas luvas
durante esse tipo de procedimento.’

O uso de um antimicrobiano eficaz auxilia
no processo de antissepsia adequada das maos. Os
oleos essenciais sao conhecidos por serem
antissépticos, isto €, apresentam atividade
bactericida, viricida e fungicida, possuindo
diversas propriedades medicinais, sendo também
usados em embalsamamento, preservacao de
alimentos e como antimicrobiano, analgésico,
sedativo, anti-inflamatoério, espasmolitico e
anestésico local.' Esse fato, combinado com o
ressurgimento do interesse em terapias naturais e
consequente crescimento da demanda de
consumo por produtos naturais efetivos e seguros,
permite a exploracao de produtos naturais com
finalidade terapéutica. O uso de plantas como
uma fonte de medicamentos é atualmente
predominante em paises em desenvolvimento e é
considerada como solucao alternativa para
problemas de salde, além de estar bem
estabelecida em algumas culturas e tradicoes,
especialmente na Asia, América Latina e Africa."

A selecao de microrganismos resistentes
em ambiente hospitalar pode ocorrer devido ao
uso inapropriado de agentes antimicrobianos,
muitos deles ineficientes no controle das
infeccoes. Compostos de origem natural podem
ser uma alternativa para o combate de
microrganismos resistentes a terapia, associados
a execucao correta de técnicas assépticas.
Todavia, precisa-se explorar e elucidar melhor os
efeitos desses compostos na literatura da area.

Diante dessa problematica, o presente

trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
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antimicrobiana de oOleos essenciais frente a
amostras bacterianas isoladas das maos de
profissionais de equipe cirlrgica e avaliar a
atividade antimicrobiana e sinérgica do oleo
essencial mais efetivo com antibidticos

comerciais contra as cepas das bactérias isoladas.

METODO

Obtencao dos 6leos essenciais

Os odleos essenciais foram adquiridos da Kampo de
Ervas Ind. & Com. Ltda.-ME (Ribeirao Preto, SP,
Brasil), acompanhado pelas fichas técnicas e
numeros de série de cada espécime sendo: Lot.
No. 116 densidade (d) = 0,868 (Citrus
aurantifolia); Lot. No. 116 densidade (d) = 0,868
(Citrus sinensis); Lot. No. 116 densidade (d) =
0,868 (Mentha viridis); Lot. No. 116 densidade (d)
= 0,868 (Thymus vulgaris). Os Oleos essenciais
foram extraidos por hidrodestilacdo a partir da
casca de fruta de C. aurantifolia e de C. sinesis e

folhas de M. viridis e de T. vulgaris)."™

Isolamento dos microrganismos das maos de
profissionais de equipe cirurgica

A amostra foi composta por quinze médicos da
Santa Casa de Misericordia, hospital localizado na
cidade de Guaxupé - MG, Brasil. Os critérios de
inclusao foram: auséncia de contato com o
gluconato de clorexidina no dia da coleta, devido
ao efeito residual; sem sinais de secura ou lesdes
na pele; sem sinais de micoses ou infeccoes de
pele; idade entre 18 e 55 anos, pois ha alteracoes
na microbiota da pele apos os 60 anos; saudavel e
que nao faz uso de medicamentos, especialmente
antibidticos. O estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa Humana da UNAERP n.°

014/2010, em consoante a Resolucao n.°
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466/2012 do Conselho Nacional de Saude, e todos
os participantes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido.

Para a realizacao da coleta de
microrganismos nas maos dos profissionais
utilizou-se swab estéril aberto assepticamente no
momento da coleta. O swab foi umedecido em
solucao tampao com neutralizante (tiossulfato de
sodio 0,25%, que acompanha o swab). O algodao
foi friccionado trés vezes em direcao a cada um
dos dedos a partir do punho. Em seguida, a partir
do punho, o algodao do mesmo swab foi
friccionado retornando novamente ao punho. Os
microrganismos coletados foram transferidos para
tubos contendo 10 mL de solucao tampao com
agente neutralizante (tiossulfato de sodio 0,25%)
para inativar possiveis quantidades residuais de
agentes sanitizantes. O tempo decorrido entre a
coleta da amostra e sua chegada ao laboratorio
nao excedeu 24 horas. Quando necessario, as
amostras foram mantidas sob refrigeracao até

3 |dentificou-se os isolados

serem analisadas.'
bacterianos por meio de procedimentos padrao.™

As bactérias isoladas das maos da equipe
cirirgica consistiram em 4 amostras de
Staphylococcus  aureus, 2 amostras de
Staphylococcus saprophyticus, 2 amostras de
Staphylococcus epidermidis e 1 amostra de
Bacillus sp., sendo a numeracao de amostras o
numero de profissionais. Os microrganismos
American Type Culture Collection (ATCC)
Salmonela cholerasuis (ATCC 10708), Proteus
vulgaris (ATCC 6380), S. aureus (ATCC 6538) e S.
epidermidis (ATCC 12228), juntamente com as
amostras isoladas, foram utilizadas na avaliacao
da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

testados.
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Preparo dos o6leos essenciais e do controle
positivo
Os oleos essenciais foram dissolvidos em etanol a
10% e, posteriormente, em Mueller Hinton Broth.
Os oleos foram testados numa faixa de 0,0008 a
100 pL.mL". Quando ensaiados simultaneamente,
os 6leos foram preparados na proporcao 1:1.

Para o controle positivo foi utilizado o
antibiotico sulfato de gentamicina (Ouro Fino®).
Ele foi dissolvido em agua e, posteriormente, em
meio de cultura, utilizando-se a concentracao
inicial de 100 pg.mL™".

A concentracao final de etanol usado nos
ensaios antimicrobianos foi 0,5% ou menos.
Controles de solvente, esterilidade e controle de

crescimento foram incluidos em cada ensaio.

Avaliacao da Concentragao Inibitéria Minima
(CIM)

O efeito da atividade antimicrobiana dos
compostos extraidos e dos Oleos essenciais foi
avaliado pelo método de microdiluicdo em
Mueller Hinton Broth, em placas de 96 pocos,
como descrito pelo CLSI M7-A11."° A concentracao
do inoculo bacteriano foi ajustada em
espectrofotometro utilizando comprimento de
onda de 550 nm, numa faixa de absorbancia de
0,100 a 0,125. Em seguida, o indculo padrao foi
diluido 50 vezes em Mueller Hinton Broth, sendo
100 pL utilizado por poco, equivalente a 1x10*
UFC.mL" de cada cepa de bactéria ensaiada.
Controles de esterilidade do meio de cultura e dos
6leos foram realizados conjuntamente. A CIM foi
determinada apo6s 24 horas de crescimento em
estufa a 37,2°C, comparando com o crescimento
do controle. O antibidtico sulfato de gentamicina

foi utilizado como controle positivo.
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Avaliacao do indice de Concentracéo Inibitéria
Fracionada (ICIF)

O efeito combinatoério do 6leo testado de maior
efetividade com o controle positivo (sulfato de
do ICIF,

calculado segundo a férmula da Avaliacao do ICIF,

gentamicina) foi avaliado através

descrita por Pappalardo.'®

A/CIMa +B/CIMb =CIF A+ CIF B = ICIF

A= CIM do farmaco a em combinacao; CIM a= CIM
do farmaco a sozinho; B= CIM do farmaco b em

combinacao; CIM b = CIM do farmaco b sozinho.

Sendo definida a interacao como:

Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais

- Sinérgica quando ICIF < 0,50;
- Aditiva quando ICIF > 0,50 e < 1,0;
- Indiferente quando ICIF > 1 e < 4;

- Antagonica quando ICIF > 4,0.

RESULTADOS

Dentre os oOleos essenciais avaliados, o oleo
essencial de Thymus vulgaris mostrou a melhor
atividade antimicrobiana para as cepas padrao
ATCC de Staphylococcus aureus, Salmonella

choleraesuis, Staphylococcus epidermidis e
Proteus vulgaris e contra as bactérias S. aureus,
S. epidermidis, Bacillus sp. e principalmente
Staphylococcus saprophyticus isoladas de maos de

equipe cirurgica, conforme mostrado na Tabela 1.

Tabela 1: Concentracao Inibitoria Minima (pL.mL") de 6leos essenciais contra cepas bacterianas ATCC
e amostras isoladas a partir de maos de equipe cirlrgica.

Bactérias TV CA CS MV Gent (pg.mL-1)
Salmonella choleraesuis ATCC 10708 >0,10 > 100 > 100 > 100 >0,20
Staphylococcus aureus ATCC 6538 > 0,10 > 100 > 100 > 100 > 0,20
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 > 0,39 > 100 > 100 > 100 > 0,39
Proteus vulgaris ATCC 6380 >0,20 > 100 > 100 > 100 >0,78
1- Staphylococcus aureus >0,10 > 100 > 100 > 100 > 0,20
2- Staphylococcus aureus > 0,10 > 100 > 100 > 100 > 0,20
3- Staphylococcus aureus > 0,10 > 100 > 100 > 100 > 0,20
4 - Staphylococcus aureus > 0,10 > 100 > 100 > 100 > 0,20
5- Staphylococcus saprophyticus >0,0008 =100 > 100 > 100 > 6,25
6- Staphylococcus saprophyticus > 0,39 > 100 > 100 > 100 > 6,25
7- Staphylococcus epidermidis > 0,39 > 100 > 100 > 100 > 6,25
8- Staphylococcus epidermidis >0,78 > 100 > 100 > 100 > 6,25
9- Bacillus sp. > 0,39 > 100 > 100 > 100 > 6,25

Nota: TV: Thymus vulgaris, CA: Citrus aurantifolia, CS: Citrus sinensis, MV: Mentha viridis, Gent: sulfato

de gentamicina.

Quanto a Avaliacao do ICIF, na qual foi
associado o oleo de T. vulgaris com o sulfato de
gentamicina para avaliar a atividade sinérgica,

essa associacao apresentou uma acao aditiva
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somente para S. epidermidis (ATCC 12228),
conforme apresentado nos resultados na Tabela
2.
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Tabela 2: Avaliacio do Indice de Concentraco Inibitéria Fracionada.

Bactérias v (ngf:f.1) TV+Gent ICIF  Atividade
Salmonella choleraesuis ATCC 10708 20,10 >0,20 > 3,125 4,68 Antagonica
Staphylococcus aureus ATCC 6538 >0,10 > 0,20 > 6,25 4,68 Antagonica
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 >0,3 > 0,39 >0,10 0,52 Aditiva

Proteus vulgaris ATCC 6380 >0,20 >0,78 >0,39 2,45 Indiferente
7- Staphylococcus epidermidis (maos) > 0,39 > 6,25 > 6,25 4,68 Antagonica
8- Staphylococcus epidermidis (maos) >0,78 > 6,25 > 6,25 4,68 Antagonica

Nota: TV: Thymus vulgaris, Gent: sulfato de gentamicina, ICIF: Concentracao Inibitoéria Fracionada.

Os resultados apresentados relacionados
ao CIM demonstram que o 6leo essencial de T.
vulgaris apresentou atividade antimicrobiana
expressiva em comparacao aos demais oOleos
essenciais analisados e frente ao sulfato de
gentamicina, usado como controle positivo no
estudo. Ao verificarmos o0s resultados da
Avaliacdo do ICIF, a associacdo desse oOleo
essencial com o antibiotico gentamicina mostrou
atividade sinérgica apenas para S. epidermidis

(ATCC 12228).

DISCUSSAO

A espécie Thymus wvulgaris, popularmente
conhecida como “tomilho branco”, é uma planta
pertencente da familia Lamiaceae. Diversos
compostos identificados por analise quimica
de CG-EM"
constituicdo compostos majoritarios como timol
(49,24%), (25,48%)

(7,46%). Sua aplicacao como conservante de

atraveés identificaram em sua

p-cimeno e y-terpineno

alimentos ou antisséptico € amplamente
estudada.” Com base na literatura cientifica,
estudos farmacoldgicos apontam essa espécie
como inseticida e larvicida,™ antimicrobiana' e
antifungica.”
Extratos vegetais de T. wulgaris
apresentam boa atividade antimicrobiana contra

patdgenos, sugerindo que tais extratos poderiam
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ser usados para tratar varios tipos de infeccoes
causadas por microrganismos.?'

Muitos dos medicamentos fitoterapicos
possuem efetividade favoravel através da acao
aditiva ou sinérgica de varios compostos
quimicos, atuando em um ou varios alvos.? Dados
mostraram que a combinacao dos Oleos de T.
vulgaris e Pimpinella anisum apresentou efeito
aditivo contra a maioria das bactérias patogénicas
testadas. Pseudomonas aeruginosa foi inibida
usando a maior concentracao dos 6leos essenciais
combinados.?

Estudos realizados em 2010 por métodos
de difusdao em disco e diluicdo em agar resultaram
em uma atividade antimicrobiana
semiquantitativa entre dois dleos essenciais (T.
vulgaris e  Eucalyptus globulus) contra
Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA). O oleo de T. vulgaris apresentou as
maiores zonas de inibicao, sendo esses resultados
confirmados pelos valores de CIM (variacao: 0,1-4
v/v%). 2

No presente estudo, os o6leos essenciais de
Citrus sinensis, Citrus aurantifolia e Mentha
viridis nao apresentaram atividade
antimicrobiana e nao foram considerados para uso
na higienizacao das maos. Entretanto, a literatura
cientifica tem reportado atividades
antimicrobiana, anti-inflamatdria, antitérmica,®

antieméticas, calmantes e antialérgicas.?
6
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A higienizacao das maos € a acao isolada
considerada como a primeira técnica importante
no controle de IH e de ISC. Constata-se que,
devido a resisténcia de bactérias aos antibioticos
existentes, existe uma grande preocupacao no
meio hospitalar sobre o assunto constantemente
associada ao uso de agentes antibacterianos,
como sabonetes e solucdes alcoolicas. Portanto,
a busca de novos antimicrobianos é de extrema
importancia,® como o Odleo essencial de T.
vulgaris, que poderiam ser adicionados aos
produtos para higienizacao das maos.

Diante dos resultados apresentados,
recomenda-se que sejam feitos estudos mais
aprofundados sobre qual a melhor forma de uso
do oleo essencial de T. wvulgaris em produtos
comerciais € em associacao com outros tipos de
oleos essenciais que possam ser utilizados para

antissepsia e controle bacteriano em meio

Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais

hospitalar. E importante que sejam realizados
testes com outras espécies bacterianas e testes
de citotoxicidade in vitro e in vivo para avaliar a

seguranca e efetividade desse composto.

CONCLUSAO

O odleo essencial de Thymus vulgaris mostrou
atividade antimicrobiana expressiva, assim como
amplo espectro de atividade contra
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos
ATCC e contra as cepas bacterianas isoladas das
maos de profissionais de equipe cirurgica. Além
disso, a atividade sinérgica do 6leo essencial de
T. wulgaris com o antibidtico sulfato de
gentamicina demonstrou atividade aditiva
somente para um tipo de cepa bacteriana Gram-
positiva  (Staphylococcus epidermidis ATCC

12228).
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