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RESUMO

A Enterobacter cloacae, bactéria encontrada no trato gastrointestinal e
cavidade oral de individuos saudaveis, pode representar um importante
microrganismo oportunista causador de infeccoes hospitalares, como
pneumonias aspirativas em pacientes internados em Unidades de Terapia
Intensiva. Essa bactéria € capaz de formar biofilmes, secretar citotoxinas e
apresenta resisténcia a varios antimicrobianos. Nesse sentido, vale salientar a
crescente busca por produtos naturais com propriedades antimicrobiana,
antifungica e antiaderente, como os 0leos essenciais, pois sdo produtos de
origem vegetal, de baixo custo e facil acesso pela populacdo. Dentre os
inumeros Oleos essenciais com propriedades farmacoldgicas, destaca-se o
Origanum vulgare. Dessa forma, o objetivo dessa pesquisa foi analisar a
atividade antibacteriana e antiaderente do éleo essencial de Origanum vulgare
contra Enterobacter cloacae. Foram realizados ensaios metodoldgicos
empregando as técnicas de microdiluicdo em caldo em placas de 96 pogos
para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Bactericida Minima (CBM), e a técnica de tubos inclinados para determinagao
da Concentracao Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA), na presenca de
sacarose a 5%. Constatou-se que o 6leo essencial de Origanum vulgare
apresentou uma CIM de 128 ug/mL e CBM de 256 ug/mL contra a cepa de
Enterobacter cloacae. J& a CIMA do 6leo essencial e do controle positivo
(digluconato de clorexidina 0,12%) n&o foi encontrada nas concentragdes
experimentadas. Portanto, foi possivel concluir que o 6leo essencial de
Origanum vulgare apresentou elevado potencial antimicrobiano e foi
considerado bactericida frente a Enterobacter cloacae embora inexista
atividade antiaderente nas concentracdes testadas e na metodologia aplicada.

Palavras-chave: fitoterapia; microbiologia; odontologia.



ABSTRACT

Enterobacter cloacae, a bacterium found in the gastrointestinal tract and oral
cavity of healthy individuals, can represent an important opportunistic
microorganism that causes hospital-acquired infections, such as aspiration
pneumonia in patients admitted to Intensive Care Units. This bacterium is able
to form biofilms, secrete cytotoxins and is resistant to various antimicrobials. In
this sense, it is worth highlighting the growing search for natural products with
antimicrobial, antifungal and anti-adherent properties, such as essential oils, as
they are products of plant origin, low cost and easily accessible to the
population. Among the many essential oils with pharmacological properties,
Origanum vulgare stands out. The aim of this study was to analyze the
antibacterial and anti-adherent activity of Origanum vulgare essential oil against
Enterobacter cloacae. Methodological tests were carried out using broth
microdilution techniques in 96-well plates to determine the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC), and the
inclined tube technique to determine the Minimum Inhibitory Concentration of
Adherence (MICA), in the presence of 5% sucrose. The essential oil of
Origanum vulgare was found to have an MIC of 128 pg/mL and CBM of 256
ug/mL against the Enterobacter cloacae strain. The MICA of the essential oil
and the positive control (0.12% chlorhexidine digluconate) were not found at the
concentrations tested. Therefore, it was possible to conclude that the essential
oil of Origanum vulgare had a high antimicrobial potential and was considered
bactericidal against Enterobacter cloacae, although there was no anti-adherent
activity at the concentrations tested and in the methodology applied.

Keywords: phytotherapy; microbiology; dentistry.
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1. INTRODUGCAO

O corpo humano € naturalmente colonizado por diferentes espécies de
microrganismos que estabelecem uma relagdo de simbiose com o0s
mecanismos de defesa do hospedeiro. Alteragdes na composigcdo e no
tamanho das popula¢des microbianas associados a deficiéncia dos fatores de
resisténcia do individuo podem desencadear uma quebra dessa homeostasia e
favorecer o surgimento de patologias (Germano et al., 2018).

A cavidade oral abriga uma parte importante da microbiota humana e
inclui de centenas a milhares de espécies microbianas diversas. Muitos desses
microrganismos sao tidos como oportunistas, sendo responsaveis por doencgas
bucais como carie, gengivite e periodontite, e se organizam na forma de
biofilmes sob qualquer superficie ndo descamativa da cavidade oral. Quando o
ecossistema sensivel se desequilibra, seja por sobrecarga ou sistema
imunolégico fraco, h4 um comprometimento da saulde local ou sistémica
(Arweiler e Netuschil, 2016).

Sob essa optica, Cabral (2016) afirma que a Enterobacter cloacae,
bactéria frequentemente encontrada na microbiota enddgena intestinal de
individuos saudaveis, pode representar um importante microrganismo
oportunista causador de infec¢des relacionadas a assisténcia a saude, como
pneumonias nosocomiais em pacientes internados em Unidades de Terapia
Intensiva (UTI’s).

Esse microrganismo apresenta-se como um bacilo gram-negativo,
anaerdbio facultativo, mesofilo, catalase positivo, mével, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, nao formadora de esporos e resistente a antimicrobianos.
Sua capacidade de formar biofilmes e secretar varias citotoxinas
(enterotoxinas, hemolisinas, toxinas formadoras de poros) € importante para
sua patogenicidade (Mezzatesta et al., 2012).

Quando a desorganizacao do biofilme néo é realizada, esse patégeno,
que pode estar presente em superficies dentérias, proteses, mucosas da
cavidade oral e tubos orotraqueais de paciente intubados, pode ser aspirado ou
passar para a corrente sanguinea por meio de doengas no periodonto, de
modo a iniciar um quadro pneumatico infeccioso (Silva, 2013).
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Nessa perspectiva, o0 imunocomprometimento de individuos
hospitalizados associado a presenca natural da Enterobacter cloacae é
responsavel por uma parcela significativa dessas infecgdes adquiridas em
hospitais, de modo a contribuir com o aumento dos indices de complicagbes
relacionadas a saude. Diante disso, essa condi¢cao configura-se como uma das
principais causas de morbimortalidade, o que pode estar relacionado a
resisténcia intrinseca da Enterobacter cloacae a ampicilina, amoxicilina,
cefalosporinas de primeira geragao e cefoxitina devido a produgdo de AmpC -
lactamase constitutiva (Potron et al., 2013).

Tal resisténcia limita as op¢des terapéuticas, prolongando o tempo de
tratamento dessas infeccbes e aumentando, dessa forma, os custos por parte
do sistema de saude, além de aumentar as altas taxas de mortalidade,
configurando entdo um problema de saude publica.

Tendo em vista o desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos
atuais, a elevada capacidade de aderéncia e formacao de biofilmes da
Enterobacter cloacae, substancias naturais de baixo custo e com potencial
antimicrobiano e antiaderente podem desempenhar papel importante na
resolucao das infec¢des associadas a este microrganismo (Moura, 2012).

Dessa forma, novas alternativas tém sido investigadas para combater
esse patdgeno e a fitoterapia se torna um campo de amplas possibilidades
para sanar essa problematica (Lima, 2011). De acordo com a Organizagao
Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 80% da populacdo mundial
utilizam a medicina alternativa, destacando-se os medicamentos fitoterapicos,
para suprir a auséncia de atendimento médico primario, principalmente em
paises da Africa (Oliveira et al., 2011).

Segundo Lbébo et al. (2010), os medicamentos fitoterdpicos, obtidos a
partir da matéria prima vegetal, tém sido amplamente empregados no
tratamento de diversas enfermidades humanas, podendo ser encontrados nas
formas sélida e liquida.

Dentre os extratos liquidos vegetais estao os éleos essenciais, que sao
compostos derivados do metabolismo secundério das plantas e ricos em
terpenos (componentes majoritarios desses 06leos) e que possuem diversas
propriedades farmacoldgicas, tais como acao antibacteriana e antiaderente
(Cansian et al., 2010).
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Nesse contexto, o Origanum vulgare (orégano) tem sido reconhecido
como uma espécie vegetal que possui varias propriedades terapéuticas, de
modo que atualmente seu potencial antimicrobiano vem recebendo um grande
interesse cientifico no campo da fitoterapia (Kubiga, 2012).

Segundo Cordeiro et al. (2019), o Oleo essencial de orégano
apresentou atividade antimicrobiana contra cepas de E. coli e S. aureus. 1sso
se deve pelo fato do 6leo essencial de orégano possuir em suas composi¢des
constituintes o carvacrol e timol em maiores concentragcbes, que geram agao
antibacteriana sobre esses microrganismos patogénicos.

Ja Sartorato et al. (2004) mostram que o 6leo essencial de Origanum
vulgare apresentou forte atividade antibacteriana contra cepas de E. faecium e
atividade moderada contra S. choleraesuis, S. aureus e B. subtilis. Logo,
evidencia-se que o0 Oleo essencial de orégano apresenta atividade
antimicrobiana cientificamente comprovada, sendo objeto de estudo em varias
partes do mundo.

Mediante a importancia do combate as infecgbes causadas pelas
bactérias multirresistentes e as informag¢des acerca do potencial terapéutico
dos medicamentos fitoterapicos, este trabalho inovador visa avaliar a possivel
atividade antibacteriana e antiaderente do éleo essencial de Origanum vulgare
contra cepa de Enterobacter cloacae, e, por conseguinte, desenvolver uma
nova tecnologia que consistira em um produto natural com atividade
antiaderente para combater o aumento da resisténcia desta bactéria, e assim
evitar agravos a pacientes hospitalizados.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana e antiaderente do o6leo

essencial do Origanum vulgare contra Enterobacter cloacae.

2.2 ESPECIFICOS

e Analisar a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) do éleo essencial de
Origanum vulgare contra Enterobacter cloacae;

e Determinar a Concentracédo Bactericida Minima (CBM) do 6leo essencial
de Origanum vulgare contra Enterobacter cloacae;

e Avaliar a Concentracéo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) do 6leo
essencial de Origanum vulgare contra Enterobacter cloacae;

e Comparar a poténcia antiaderente do &leo essencial do Origanum
vulgare com o digluconato de clorexidina 0,12%;

e Discutir os resultados obtidos com outros ja publicados na literatura

cientifica.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 BIOFILMES

A cavidade oral € naturalmente colonizada por centenas a milhares de
espécies microbianas, que habitam em simbiose com 0s mecanismos de
defesa do hospedeiro. Entretanto, muitos desses microrganismos sao
oportunistas e, quando ha uma quebra dessa relagdo de simbiose, seja por
sobrecarga ou sistema imunologico fraco, ocorre a instalacdo de doencgas.
Esses seres microbianos podem estar dispostos de forma livre em suspensao
(forma planctdnica) ou formar comunidades complexas denominadas biofilmes
(Arweiler e Netuschil, 2016).

Os biofilmes ocorrem naturalmente nos mais variados tipos de
ambientes, sejam eles bibticos ou abiodticos. A opcao por sua constituicao esta
no fato de que estes, por meio da formulagdo de micro-habitats, oferecem
protecdo aos individuos que dele fazem parte contra estresses do meio
ambiente, constituindo uma barreira fisica e protegendo-os contra a luz
ultravioleta (UV), estresse osmético, calor, inanicdo, detergentes &acidos,
antibidticos, fagdécitos, anticorpos e bacteriéfagos. Esta comunidade bacteriana,
envolta em uma matriz de polissacarideos extracelulares de producéo prépria,
constitui um modo protegido de crescimento que permite a sobrevivéncia em
ambientes hostis (Vale, 2015).

Figura 1. llustragdo das formas de vida bacteriana.

Agua ——
\ = Bactérias Planctdnicas
[
Associacao i
= Matriz
de Bactérias — Extra Celular
no Biofilme

Fonte: microambiental, 2023.

Na cavidade oral, quando ndo desorganizado, o biofilme dental maduro
pode ocasionar varias doencgas bucais como a carie e a gengivite. Esta ultima
decorre da ativagdo de cascatas inflamatérias no periodonto de protecéo, a
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qual pode progredir para um acometimento mais grave, como a periodontite.
Alguns desses microrganismos podem alcancar a corrente sanguinea, através
da prépria escovacao dental, gracas a rica vascularizacdo dos tecidos
periodontais, ocasionando uma bacteremia transitéria sistémica (Pinheiro e
Almeida, 2014).

3.2 Enterobacter cloacae E PNEUMONIAS NOSOCOMIAIS

Dentre as varias bactérias que habitam nossa microbiota oral
enddgena esta a Enterobacter cloacae. Uma bactéria pertencente a familia
Enterobacteriaceae, caracterizada como um bacilo, gram-negativo, anaerobio
facultativo, mesdéfilo, catalase positivo, mével, ndo formadora de esporos e
resistente a antimicrobianos. Sua capacidade de formar biofilmes e secretar
citotoxinas €& importante para sua patogenicidade e representa um
microrganismo oportunista causador de varias enfermidades (Mezzatesta et al.,
2012).

Nesse sentido, a presenca natural da Enterobacter cloacae na
microbiota oral enddgena, associada a sua capacidade de formar biofilmes,
tornam esse patdgeno oportunista, podendo ser aspirado ou disseminado para
a corrente sanguinea por meio de doencas no periodonto e, assim,
desencadear um processo infeccioso sistémico (Ferreira et al., 2017).

Segundo Rosa (2015), nas ultimas trés décadas, a Enterobacter
cloacae vem sendo reportada como importante patdogeno de infeccéo
relacionada a assisténcia a saude (IRAS) como endocardite infecciosa,
osteomielites, infec¢des do trato urinario, artrite séptica, infeccées da pele e
tecidos moles e pneumonias nosocomiais.

De acordo com Oliveira et al. (2007), a pneumonia nosocomial € uma
infeccdo hospitalar desenvolvida apds 48h de internacdo e que ndo estava
presente ou incubada no paciente no momento da admissao no hospital, sendo
responsavel pelo aumento no tempo de internacao e acréscimo dos custos com
assisténcia médica. Dentre todas as infecgbes adquiridas em hospital, a
pneumonia nosocomial é responsavel por 10% a 15% deste total e 20% a 50%
de todos os pacientes afetados por essa infecgcéao falecem.
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Ainda de acordo com os autores, a Enterobacter cloacae foi
identificada como um dos microrganismos presentes no biofilme formado nos
tubos de respiracdo endotraqueal de pacientes entubados em UTI’s (Unidades
de Terapia Intensiva), representando dessa forma um importante agente

etiolégico no desenvolvimento dessa condigao.

Figura 2. Foto de um paciente fazendo uso de ventilagdo mecanica.

Fonte: Interfisio.com, 2023.

As bactérias mais frequentemente encontradas no aspirado traqueal
dos pacientes intubados foram S. pneumoniae (23,3%), P. aeruginosa (20%),
S. aureus (13,3%), Kleibsella pneumoniae (13,3%), Candida albicans (6,6%),
Streptococcus a-hemolitico (6,6%), Staphylococcus sp. (6,6%), Enterobacter
cloacae (3,3%) e Eschericia coli (3,3%). Nesses pacientes, 70% destas
bactérias foram encontradas no biofilme dental, 63,33% em amostras da
lingua, 73,33% nas amostras do tubo do respirador artificial e em 43,33% em
todas as areas simultaneamente (Oliveira et al., 2007).

Além disso, estudos mostram que esse patdégeno vem cada vez mais
apresentando resisténcia aos antibioticos atuais. Os estudos de Potron et al.
(2013) identificaram uma cepa da Enterobacter cloacae como sendo resistente
a ampicilina, amoxicilina, cefalosporinas de primeira geracao e cefoxitina
devido a producao de AmpC [-lactamase constitutiva.

Beraldo e Andrade (2008) afirmam que varios aspectos comprometem
a higienizacdo da cavidade bucal e favorecem ainda mais o crescimento
microbiano nesses pacientes, como a dificuldade e/ou impossibilidade do
autocuidado, a presenca do tubo traqueal, que dificulta o acesso a cavidade
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bucal, e a consequente formacao de biofilme, ficando a cargo da equipe
hospitalar realizar a higienizagc&o da cavidade oral desses pacientes.

E consagrado na literatura que o digluconato de clorexidina, substancia
tida como padrao ouro na odontologia, atua na reducéo e formagéo de biofilme
com um amplo espectro antimicrobiano, apresentando boa atividade contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas, tais como a Enterobacter cloacae,
além de fungos diversos. Essa substancia esta disponivel nas concentracdes
de 0,12%, como antisséptico bucal, e 2% como degermante. No entanto,
efeitos adversos do uso cronico dessa substancia, como pigmentacdo dos
dentes, sabor desagradavel, vermelhidao e descamacéao oral, sdo fatores que
limitam o seu uso (Trindade et al., 2015).

Nesse contexto de microrganismos cada vez mais resistentes aos
antibioticos disponiveis no mercado atual, evidencia-se a importancia da busca
por novos farmacos de origem natural, com menos efeitos adversos, baixo

custo e de facil acesso por parte da populacao.

3.3 FITOTERAPIA

A fitoterapia apresenta-se como uma importante ferramenta com
amplas possibilidades de pesquisa. E estimado que 25% a 30% de todos os
medicamentos considerados agentes terapéuticos derivam de produtos
naturais (Clatworthy et al., 2007).

O termo fitoterapia foi dado a terapéutica que utiliza os medicamentos
cujos constituintes ativos sdo plantas ou derivados vegetais, e que tem a sua
origem no conhecimento e no uso popular. As plantas utilizadas para esse fim
sao tradicionalmente denominadas medicinais (De Pasquale, 1984).

No Brasil, cerca de 82% da populacao brasileira utiliza produtos a base
de plantas medicinais nos seus cuidados com a saude, seja pelo conhecimento
tradicional na medicina indigena, quilombola, entre outros povos e
comunidades tradicionais, seja pelo uso na medicina popular, de transmissao
oral entre geracoes, ou nos sistemas oficiais de saude, como pratica de cunho
cientifico, orientada pelos principios e diretrizes do Sistema Unico de Salde
(SUS) (Rodrigues e Simoni, 2010).
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Na odontologia, o estudo de fitoterapicos para o controle do biofilme é
crescente, seja para obtencdo de compostos bactericidas e/ou bacteriostaticos,
seja para substancias que dificultem a adesao bacteriana (Rasko e Sperandio,
2010).

Dentre as inUmeras pesquisas com produtos naturais para a obtencao
de medicamentos, um grupo que vem se destacando sdo os 6leos essenciais,
compostos derivados do metabolismo secundario de plantas e usados na
prevencao e tratamento de diversas doengas, tendo em vista suas
propriedades farmacoldgicas documentadas, tais como antimicrobiana,
antifungica, antiviral, antitumoral, espasmolitica, anticarcinogénica e
antiaderente (Cansian et al., 2010).

Estes compostos sédo constituidos, geralmente, por hidrocarbonetos
terpénicos, alcoodis, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, Oxidos, lactonas,
cumarinas e entre outras. Embora todos os érgaos de uma planta possam
acumular éleo essencial, sua composicao pode variar segundo a localizacao
(desde as flores, até botdes, folhas, ramos, casca, semente, frutas e raizes).
Os géneros capazes de elaborar os constituintes que compdéem os O6leos
essenciais estdo divididos em varias familias como Myrtaceae, Lauraceae,
Rutaceae, Lamiaceae, Apiaceae e entre outras (Sarto e Junior, 2014).

Segundo os mesmos autores, as propriedades terapéuticas e
organolépticas dos Oleos essenciais, em geral, se devem a presenca de
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides, compostos volateis
relacionados as propriedades farmacoldgicas e bioldgicas.

3.4 Origanum vulgare

O Origanum vulgare (orégano) é uma erva perene e aromatica da
familia Lamiaceae, que é nativa do Mediterraneo e é usada principalmente
como tempero na culinaria ocidental. Na medicina tradicional, as partes mais
comumente utilizadas sdo suas folhas e flores, em infusées, compressas ou
submetidas a decoccdo, atuando como tonico estimulante ou desinfetante,
usadas no tratamento de tosse, dor de dente, dor de ouvido, dor de cabeca,
febre e doencas de pele (Peter, 2004).
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O dleo essencial extraido desta planta apresenta alta estabilidade e
diversidade de componentes quimicos, principalmente o carvacrol e o timol,
com atividade antimicrobiana comprovada. Além disso, apresenta atividade
antifungica, antioxidante, anti-inflamatéria, analgésica, antiespasmodica,
antisséptica e vasoconstritora. Nesse prisma, experimentos revelaram que seu
6leo essencial foi capaz de inibir o crescimento de cepas de Streptococcus
faecium em valores proximos aos encontrados em antibiéticos disponiveis no
mercado, reforcando a importancia dos o6leos essenciais como produtos
inovadores (Rehder et al,. 2004; Cleff et al,. 2008).

Figura 3. Imagem da planta e folhas trituradas do orégano.

Varios estudos cientificamente comprovados demonstraram que o éleo
essencial de orégano apresentou excelentes atividades antimicrobianas.
Cordeiro et al. (2019) comprovaram efetiva agdo antimicrobiana contra cepas
de E. coli e S. aureus. Ja Sartorato et al. (2004) mostraram que o 6leo
apresentou forte atividade antibacteriana contra E. faecium e atividade
moderada contra S. choleraesuis, S. aureus e B. subtilis. Por fim, os estudos de
Silva et al. (2010), concluiram que a cepa de Salmonella enteritidis teve seu
crescimento inibido pelo 6leo essencial de orégano.

Portanto, tendo em vista as excelentes propriedades farmacoldgicas
dos Oleos essenciais, e em especial do 6leo essencial de orégano, aliado a
crescente resisténcia microbiana e a elevada capacidade de aderéncia desses
microrganismos € relevante a realizacdo de pesquisas que investiguem a
atividade antimicrobiana e antiaderente do 6leo essencial de Origanum vulgare,
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principalmente contra microrganismos colonizadores da cavidade bucal como a
Enterobacter cloacae, tendo em vista que a boca € a porta de entrada para
muitas infeccdes oportunistas de repercussao sistémica e que esse patégeno
apresenta-se com alto potencial de viruléncia, bem como resisténcia a terapia

antibiética convencional.
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4. METODOLOGIA

O projeto seguiu as normas do CGEN — Conselho de Gestdao do
Patriménio Genético, cadastrado na plataforma SISGEN sob numero de
protocolo A333035.

4.1 LOCAL DE ESTUDO

Os ensaios laboratoriais foram realizados no Laboratério de Bioquimica
e no laboratério de Microbiologia da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG), campus de Patos. Todos os experimentos foram realizados em
condicOes assépticas e seguiram as normas de biosseguranca do laboratorio.

4.2 SUBSTANCIAS-TESTE

O dbleo essencial de Origanum vulgare foi adquirido da Industria Quinari
(Pinhais/PR). A substancia foi solubilizada em dimetilsulfoxido (DMSQO) e
diluida em agua destilada para a realizagdo dos ensaios farmacoldgicos. A
concentracao utilizada de DMSO foi inferior a 0,1% v/v. Para os ensaios do
controle positivo, foi utilizado o Digluconato de Clorexidina 0,12% (Periogard®,

Colgate-Palmolive Company, Nova York, EUA) disponivel no laboratério.

4.3 ESPECIES BACTERIANAS E MEIO DE CULTURA

Para a realizacao do presente estudo, foi utilizada a cepa clinica ECL
41 da Enterobacter cloacae que foi mantida em meio Agar Mueller Hinton
(AMH) a uma temperatura de 4 °C, sendo utilizado para os ensaios, repiques
de 24 horas em AMH incubados a 35 °C. Ainda, um inéculo bacteriano de
aproximadamente 1,5 x 10 UFC/mL padronizado de acordo com a turbidez do
tubo 0,5 da escala de McFarland foi utilizado no estudo da atividade
antimicrobiana (Cleeland e Squires, 1991; Hadacek e Greger, 2000).

4.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A CIM foi determinada utilizando a técnica de microdiluicdo em placa
contendo 96 pocos com fundo em “U”. Foi adicionado 100uL de caldo Mueller
Hinton duplamente concentrado e 100uL do dleo essencial de Origanum
vulgare em cada pogo da placa, nas concentragdes de 1024 a 16ug/mL. A
determinacdo da CIM foi conduzida com 10uL do indculo previamente

preparado e adicionado em cada cavidade. Foi preparado também o controle



24

de crescimento no penultimo poco, contendo 200uL do caldo e a suspenséao do
microrganismo e no ultimo poco o controle negativo, com apenas 200uL do
caldo. Todo o ensaio foi realizado em duplicata. As placas foram incubadas a
35 °C durante 24 horas, apos esse periodo realizou-se a primeira leitura dos
resultados. Em seguida foram adicionados 20uL de solugédo de resazurina
sédica (SIGMA), em agua destilada esterilizada na concentragdo de 0,01 %
(p/v), reconhecido como indicador colorimétrico de o&xido-redugdao para
bactérias e feito uma nova incubagdo a 37 °C. A leitura se procedeu
visualmente pela auséncia ou presenca de crescimento do microrganismo pela
formacao de aglomerado de células (botdo) e também pela observacdo da
mudanca da colorag¢ao da solugao, de azul para rosa, indicando crescimento do
microrganismo. A CIM foi determinada como a menor concentragdo do 6leo
essencial que inibiu o crescimento visivel da cepa ECL 41 de Enterobacter
cloacae, verificado por uma ndo mudanca da coloragdo do corante indicador
(Palomino et al., 2002; Ostrosky et al., 2008; CLSI, 2012; Bona et al., 2014).

4.5 DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO BACTERICIDA MiNIMA (CBM)

Para a determinacdo da CBM, apds a leitura dos resultados da
Concentragao Inibitéria Minima, foram feitos in6culos (10uL) de trés diluigdes a
partir da CIM para o meio de caldo Mueller Hinton (100uL/cavidade) em placa
de microdiluicao esterilizada, em seguida seguiram para incubacgao a 37 °C por
24 horas. Apos esse tempo, foi adicionado 20uL de resazurina sédica (SIGMA).
Os ensaios foram incubados novamente a temperatura de 37 °C por mais 24
horas para confirmacdo da concentracdo capaz de causar a morte das
espécies bacterianas, verificado por uma ndao mudangca da coloracdo do
corante indicador (Ncube et al., 2008; Guerra et al., 2012).

4.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DE
ADERENCIA (CIMA)

A Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) do 6leo foi
determinada na presenca de sacarose a 5%, de acordo com Albuquerque et al.
(2010), usando-se concentragdes correspondentes aos 6leos essenciais puros
até a diluicdo 1:1024. A partir do crescimento bacteriano, a cepa de
Enterobacter cloacae escolhida foi cultivada a 37 °C em caldo Mueller Hinton
(DIFCO®, Michigan, Estados Unidos) e foram distribuidos 0,9 mL do subcultivo
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em tubos de ensaio e, em seguida, adicionado 0,1 mL da solucao
correspondente as diluicoes dos 6leos essenciais.

A incubacdo deu-se a 37 °C por 24 horas com os tubos de ensaios
inclinados em 30° A leitura foi realizada através da observacao visual da
aderéncia da bactéria as paredes do tubo, ap6s realizar a coloragcdo com
fucsina e a agitagdo do mesmo. O ensaio foi realizado em duplicata. O mesmo
procedimento foi realizado para o controle positivo, o Digluconato de
clorexidina a 0,12% (Periogard®, Colgate-Palmolive Company, Nova York,
EUA). Na andlise de ambos os 6leos, a menor concentragdo do agente em
contato com sacarose que impediu a aderéncia do biofilme nas paredes do

tubo de vidro foi considerada a CIMA.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos ensaios laboratoriais realizados foi possivel observar que o
Oleo essencial de Origanum vulgare em estudo foi capaz de inibir o
crescimento bacteriano da cepa de Enterobacter cloacae testada a partir de
uma concentracdo de 128 pg/mL, sendo esta determinada como a
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) para a cepa ECL 41 da Enterobacter
cloacae, que representa a menor concentragdo do 6leo essencial que foi capaz
de inibir o crescimento microbiano da cepa em questdo. Ademais, apés o teste
para determinacéo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), observou-se o
valor de 256 pg/mL para a cepa ECL 41 experimentada, representando a
menor concentracdo do Oleo essencial capaz de matar 100% da estirpe
bacteriana em questao.

Os resultados acerca da atividade antibacteriana do 6leo essencial de
Origanum vulgare para a cepa de Enterobacter cloacae encontram-se
expressos nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Concentragédo Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL do 6leo essencial de
Origanum vulgare contra Enterobacter cloacae.

Concentracao do Cepa bacteriana
oleo essencial ECL 41

testado

1024 pg/mL +

512 pg/mL +

256 pg/mL +

128 pg/mL +

64 pg/mL -

32 pg/mL -

Legenda: ( + ) Houve inibicdo do crescimento bacteriano; ( - ) ndo houve inibicao do
crescimento bacteriano.
Fonte: Autoria Prépria (2023).
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Tabela 2. Concentragdo Bactericida Minima (CBM) em pg/mL do dleo essencial de
Origanum vulgare contra Enterobacter cloacae.

Concentracao do Cepa bacteriana
6leo essencial ECL 41
testado

1024 pg/mL +

512 pg/mL +

256 pg/mL +

128 pg/mL -

64 pg/mL -

32 pg/mL -
Legenda: ( + ) houve morte bacteriana; ( - ) ndo houve morte bacteriana.

Fonte: Autoria Propria (2023).

Conforme proposto por Sartoratto et al. (2004), a atividade
antimicrobiana para 6leos essenciais € classificada como forte quando estes
apresentarem uma CIM de até 500 pug/mL, moderada para valores de CIM
entre 600 a 1500 pg/mL e fraca para CIM acima de 1500 ug/mL. Dessa forma,
os resultados identificados no presente estudo mostram que a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de Origanum vulgare exibiu uma forte inibicao
frente a cepa de Enterobacter cloacae, dado que se apresenta com o valor da
CIM de 128 pg/mL.

Ja de acordo com Hafidh et al. (2011), para uma substancia ser
considerada bactericida consoante a sua CBM esta deve ser igual ou duas
vezes maior que a CIM. Ja para ela ser considerada bacteriostatica, a CBM
deve ser maior que duas vezes o valor da CIM. Logo, os resultados
encontrados nesta pesquisa revelam que o 6leo essencial de orégano
apresenta um potencial bactericida defronte a cepa testada, uma vez que o
resultado encontrado para CBM foi de 256 ug/mL.

Os resultados encontrados corroboram com os estudos de Cordeiro et
al. (2019), que mostraram que o Oleo essencial de orégano apresentou forte
atividade antimicrobiana contra cepas de E. coli e S. aureus. Segundo 0s
autores, essa atividade antimicrobiana deve-se pelo fato do 6leo essencial de
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orégano possuir em suas composicoes constituintes o carvacrol e timol em
maiores concentragdes, que geram acao antibacteriana sobre esses
microrganismos patogénicos.

Por sua vez, os estudos realizados por Santos et al. (2012),
demonstraram que o Oleo essencial extraido das folhas de Piper
malacophyllum (C. Presl.) apresentou uma CIM acima de 1850 pg/mL
(atividade antimicrobiana classificada como fraca) e CBM acima de 3700
(atividade bactericida fraca ou inexistente) frente as cepas testadas de
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumanii, utilizando a mesma metodologia da CIM
e CBM empregada em nossa pesquisa, destacando dessa forma os resultados
promissores encontrados no 6éleo essencial de orégano.

Ja a atividade antiaderente dos 6leos essenciais é avaliada atraves da
menor concentracdo da substancia necessaria para inibir a formacao do
biofilme nas paredes do tubo, esse valor é conhecido como Concentragéo
Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA). Nesse excerto, realizados os testes da
concentracao inibitéria minima de aderéncia do éleo essencial e do mesmo
experimento com a substancia controle (digluconato de clorexidina 0,12%),
observou-se que o 6leo essencial de Origanum vulgare foi incapaz de inibir a
formacgao de biofilme da Enterobacter cloacae nas paredes do tubo mesmo em
sua maior proporcao (1:1). J& a substancia testada como controle positivo, o
digluconato de clorexidina 0,12%, também néo foi capaz de inibir a formacao
do biofilme nas paredes do tubo mesmo na sua proporcéao pura (1:1). Ambos
os experimentos foram realizados em duplicata. Os resultados obtidos da CIMA
encontram-se ilustrados na tabela 3.

Corroborando com os resultados encontrados, Silva et al. (2023)
mostraram que tanto o dleo essencial de Origanum vulgare, quanto o
digluconato de clorexidina 0,12% falharam em inibir a formagéo do biofilme nas
paredes dos tubos frente a cepa de Klebsiella pneumoniae em todas as
propor¢cdes testadas, utilizando a mesma metodologia empregada no nosso

estudo.
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Tabela 3. Concentragéo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) do 6leo essencial de
Origanum vulgare e Digluconato de clorexidina 0,12% contra a cepa ECL 41 de Enterobacter

cloacae.

Concentracdo da Oleo essencial de Digluconato de
substancia Origanum vulgare Clorexidina 0,12%
1:1 - -
1:2 - -
1:4 - -
1:8 - -
1:16 - -
1:32 - -
1:64 - -
1:128 - -
1:512 - -
1:1024 - -

Legenda: ( - ) Houve adesao microbiana na parede do tubo; ( +) nao houve adesao
bacteriana na parede do tubo.
Fonte: Autoria Prépria (2023).

Ja o trabalho de Gomes et al. (2021), utilizando a mesma metodologia
da concentracao inibitéria minima de aderéncia, mostrou que o Oleo essencial
de Lavandula hybrida Grosso apresentou boa atividade antiaderente contra
cepas de Staphylococcus aureus, onde foi necessaria uma concentracdo do
Oleo essencial 4 vezes menor que a concentracdo da Clorexidina (controle
positivo) para impedir a formacao de biofilme no tubo de vidro.

Diversos estudos comprovaram a capacidade dos 6leos essenciais de
inibirem o crescimento microbiano e a formacao de biofilmes de diversas
espécies bacterianas. No entanto, algumas espécies bacterianas, como a
Enterobacter cloacae, apresentam alta patogenicidade e elevada resisténcia a
antimicrobianos, incluindo a clorexidina, substancia tida como antisséptico
“padrao ouro” na odontologia. Dessa forma, torna-se necessario utilizar novas
abordagens (como experimentar outros tipos de O&leos essenciais) e
metodologias diferentes para buscar resultados promissores, ndo reduzindo a
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relevancia desse estudo para a literatura cientifica, visto que sera utilizado
como base para outros pesquisadores. Além disso, verifica-se a necessidade
de encontrar um novo “padrdo ouro” na odontologia, uma substancia que
possua capacidade de inibir a adesdo dessa e outras espécies bacterianas e
que sirvam de comparagao (controle positivo) em outros experimentos futuros,
tendo em vista que a clorexidina nao foi capaz de inibir a formacao do biofilme
da cepa testada.

Portanto, fica evidente que a bactéria alvo do estudo representa um
importante problema de saude publica, uma vez que apresenta alta
patogenicidade, elevada resisténcia aos antimicrobianos atuais e € um
importante causador de infec¢gdes oportunistas, que culminam em maior tempo
de internacao do paciente na UTI, aumentando assim os custos para o sistema
de saude, além de possuir altos indices de mortalidade. Dessa forma, o 6leo
essencial de orégano surge como um potencial agente terapéutico, de origem
natural e baixo custo, tendo em vista os altos valores antimicrobianos de CIM e
CBM encontrados, podendo atuar como antimicrobiano, antisséptico ou ainda
em associagcdo com antibidticos ja existentes, com o objetivo de combater as
infecgcbes causadas pela Enterobacter cloacae. Para isso, novas pesquisas
necessitam ser realizadas, com o objetivo de avaliar seu perfil de seguranca
clinico e espectro de acao frente a outros patégenos, validando os resultados in
vitro encontrados nessa pesquisa e contribuindo para o combate de patégenos

emergentes.
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6. CONCLUSAO

O dleo essencial de Origanum vulgare apresentou elevado potencial
antimicrobiano e foi considerado bactericida para a estirpe de Enterobacter
cloacae testada. Contudo, mostrou-se ineficaz em inibir a aderéncia da cepa
representativa testada desse patdégeno na parede do tubo de ensaio mediante
a metodologia utilizada. Ainda assim, o 6leo essencial em questdo podera ser
utiizado como opgao terapéutica eficaz para o tratamento de infecgdes
oportunistas causadas pela Enterobacter cloacae, nos casos em que este
patdégeno venha a ser identificado. No entanto, a realizacdo de outros estudos
é imprescindivel para enfatizar sua eficacia contra outros diferentes tipos de
microrganismos e, posteriormente, realizar ensaios in vivo para verificar seu

perfil de seguranca e comportamento no organismo humano.
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