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Atividade antibacteriana de Oleos Essenciais sobre Streptococcus
mutans e Staphylococcus aureus
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RESUMO: Este trabalho objetivou avaliar a ag&o antimicrobiana in vitro dos 6leos essenciais
de Ocimum basilicum (Manjericao Exético), Thymus vulgaris (Tomilho Branco), e de
Cinnamomum cassia (Canela da China) sobre cepas bacterianas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). A atividade antibacteriana dos 6leos
essenciais foi determinada pela Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentragao
Bactericida Minima (CBM) através da técnica de microdiluicdo e do esgotamento. Para a CIM,
foram utilizadas placas de 96 pogos e inseriu-se 100uL de caldo BHI, 100uL da diluicdo dos
Oleos essenciais no primeiro poco e 10uL da suspensao bacteriana (1,5x10¢ microrganismos/
mL). Realizou-se a diluicao seriada partindo-se da concentragéo inicial de 8% até 0,0625%.
A CIM correspondeu a ultima diluigdo na qual nao foi verificada a presenca de bactérias. Para
obter a CBM, realizou-se a semeadura em Agar Miller-Hinton das diluigdes correspondentes a
CIM, 2CIM e 4CIM. As placas foram incubadas a 37° C em estufa bacterioldgica por 24 horas. Os
testes foram realizados em triplicata tendo a clorexidina como controle positivo. Para S. aureus
(ATCC 25923) a CIM e CBM dos 6leos essenciais de C. cassia, O. basilicum e T. vulgaris foram
0,0625%, 4% e 0,0625%, respectivamente. Para S. mutans a CIM e a CBM dos 6leos essenciais
de C. cassiae T. vulgaris foram 0,125% e 0,25%, respectivamente. J&d a CIM do O. basilicum foi 4%
€ nao apresentou agao bactericida. Conclui-se que os 6leos essenciais avaliados apresentaram
agao antibacteriana frente a cepas de S. mutans e S. aureus, sendo que os menores valores de
CIM e de CBM foram provenientes dos 6leos de C. cassia e T. vulgaris.

Palavras-chave: Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Microbiologia.

ABSTRACT: Antibacterial Activity of Essential Oils against Strains of Streptococcus
and Staphylococcus: The aim of this study is to evaluate the in vitro antimicrobial activity of
essential oils of Ocimum basilicum (basil), Thymus vulgaris (thyme) and Cinnamomum cassia
(Chinese cinnamon) against strains of Streptococcus mutans (ATCC 25175) and Staphylococcus
aureus (ATCC 25923). The antibacterial activity of the essential oils was determined by Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC). The MIC was
obtained by the microdilution technique using 96-well microplates, in which we inserted: 100uL
of Brain Heart Infusion broth at double concentration, 100uL of the dilution of the essential
oils and 10uL of bacterial suspension (1.5 x 10¢ organisms / mL). The products were diluted
from the initial concentration of 8% up to 0.0625%. The MIC corresponded to the last dilution
in which there was no presence of bacteria or turbidity in the culture medium. The MBC was
obtained by seeding, in Mueller-Hinton agar, 10uL aliquots of dilutions corresponding to the
MIC and the two immediately preceding ones (2MIC and 4MIC). The plates were incubated
at 37°C in a bacteriological incubator for 24 hours. The tests were performed in triplicate, and
2% Chlorhexidine Digluconate was the control product. For S. aureus, the MIC and MBC of
the essential oils of C. cassia, O. basilicum and T. vulgaris were 0.0625%, 0.0625% and 4%,
respectively. For S. mutans, the MIC and MBC of the essential oils of C. cassia and T. vulgaris
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were 0.125% and 0.25%, respectively. The MIC of O. basilicum against S. mutans was 4% and
the essential oil showed no bactericidal action. Chlorhexidine Digluconate presented antibacterial
activity against all organisms. The evaluated essential oils presented antibacterial activity against
the strains of S. mutans and S. aureus, and we highlight the essential oils from C. cassia and

T. vulgaris with the lowest MIC and MBC.

Keywords: Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Microbiology, Antimicrobial agents/

inhibitors.

INTRODUGAO

As plantas medicinais estdo sendo cada
vez mais utilizadas para o tratamento de doengas,
a fim de diminuir as desvantagens trazidas pelo uso
cronico de antimicrobianos, tal como a resisténcia
desses microorganismos diante de substancias
sintéticas (Costa et al., 2009). Diversas plantas
e 6leos essenciais tém sido avaliados quanto a
acgao antimicrobiana, estando entre eles o Ocimum
basilicum (Manjericao Exético), Thymus vulgaris
(Tomilho Branco) (Duarte, 2006) e Cinnamomum
cassia (Canela da China).

O manjericao é uma planta medicinal
pertencente a familia Lamiacea e tornou-se importante
na sociedade por apresentar utilizagdo na cosmética,
na alimentagdo e, devido as suas propriedades
terapéuticas, na industria farmacéutica (Costa et al.,
2009). Martins et al., (2010) relataram que a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de manjericao esta
associada a seus constituintes metil chavicol e linalol,
sendo assim, amplamente utilizado na medicina
popular no combate as infec¢des bacterianas.

O Tomilho, também utilizado industria
alimenticia, apresenta significativo potencial
antimicrobiano devido a presenga de seu constituinte
Timol (Pozzo et al., 2011). J& o Cinnamomum cassia
(canela) possui atividade antimicrobiana devido a
presencga do aldeido cindmico (Souza et al., 2010).

Os dleos essenciais de produtos naturais
consistem na forma de apresentagao que concentra
a maior quantidade de fitoconstituintes com
propriedades biolégicas ativas (Pozzatti et al.,
2009). Uma vez que esses produtos sao de facil
acesso a populagao, vislumbra-se a possibilidade
de futura aplicagéo clinica. Assim, o seu uso deve
ser embasado pela literatura cientifica.

Os microrganismos Streptococcus mutans
e Staphylococcus aureus adquirem relevancia
na area da saude por estarem associados com o
desenvolvimento de diversas infecgbes. Assim,
0 uso de produtos naturais para contribuir para
obtencédo de novas ferramentas terapéuticas.
Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a agédo antimicrobiana in vitro dos 6leos
essenciais de Ocimum basilicum, Thymus vulgaris
e Cinnamomum cassia sobre cepas bacterianas de
S. mutans (ATCC 25175) e S. aureus (ATCC 25923).

MATERIAL E METODO

Realizou-se um estudo de abordagem
indutiva, com procedimento comparativo descritivo
e técnica de documentagao direta em laboratério
(Lakatos & Marconi, 2009).

As cepas de referéncia utilizadas no
estudo foram Streptococcus mutans (ATCC
25175) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
Os microrganismos foram obtidos do Laboratério
de Materiais de Referéncia do Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude (Fundacéao
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro - RJ,
Brasil). As cepas foram reativadas em caldo BHl a 37°
C no Laboratério de Microbiologia Oral - Nucleo de
Medicina Tropical do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Paraiba. Para a condugéo
do estudo, suspensdes dos microrganismos foram
preparadas em solugao salina, sob a concentragao
1,5 x 10¢ microrganismos/mL, equivalente ao tubo
0,5 da Escala de MacFarland.

Para avaliagado antimicrobiana in vitro,
foram utilizados 6leos essenciais de Ocimum
basilicum (Manjericao Exético), Thymus vulgaris
(Tomilho Branco) e Cinnamomum cassia (Canela da
China), obtidos da empresa Ferquima® (Ind. e Com.
Ltda) e da Empresa Viessence® (Floriandpolis-
SC, Brasil), as quais cederam Laudo Técnico com
especificagbes (Quadro 1). Os 6leos essenciais
utilizados no presente estudo tem sua produgao
padronizada e com possibilidade de facil acesso da
populacdo, o que justifica a sua utilizagao. A partir
desses produtos, componentes bioativos podem
ser identificados diante da sua atividade bioldgica.
A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
foi avaliada pela determinagdo da Concentragéo
Inibitéria Minima (CIM), por meio da técnica da
microdiluigao e pela determinagédo da Concentragcao
Bactericida Minima, através da semeadura em
placas de petri. Considerou-se a densidade
das substancias igual a 0,9 g/mL, conforme
especificagdes do fornecedor (Quadro 1). Os 6leos
essenciais foram diluidos em agua destilada estéril,
obtendo-se a concentragdo 16% considerada a
solugdo-padrao inicial para todos os produtos
avaliados. Para obtencédo dessa concentragao da
solugao-padréo inicial foram realizadas as seguintes
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etapas descrita por Aligiannis et al. (2001) e Lima
et al. (2006): foram adicionados, em tubos de vidro
estéril, 0,8 mL do éleo essencial, 0,05 mL de Tween
80 e 4,2 mL de agua destilada estéril; o conjunto
foi agitado durante 5 minutos em aparelho agitador
de solugdes tipo Vortex (Mod. AP56, Phoenix), a fim
de obter a concentracao inicial de 16%, equivalente
a 144 mg/mL. A utilizacdo de Tween 80 foi efetiva
para solubilizagdo dos 6leos essenciais em agua,
sem no entanto interferir na atividade bioldgica
desses produtos, conforme verificado em estudos
preliminares. Para avaliagdao da Concentragao
Inibitéria Minima (CIM), as solu¢des-padréo iniciais
dos 6leos essenciais foram diluidas de forma seriada,
mediante emprego da técnica da microdiluigdo em
placa de 96 pocgos (Aligiannis et al., 2011).

A determinacgéo da CIM foi realizada em
placas de microdiluicdo com 96 pocos (ALAMAR®,
Diadema, Sao Paulo, Brasil), dispostos em
12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Cada
uma dessas placas destinou-se a analise de
um microrganismo. As colunas 1, 2 e 3 foram
destinadas a analise da agao antibacteriana
do dOleo essencial de Cinnamomum cassia; as
colunas 4, 5, e 6 ao 6leo essencial de Ocimum
basilicum; e as colunas 7, 8 e 9, ao dleo essencial
de Thymus vulgari. A coluna 10 foi destinada ao
Controle de Esterilidade; a coluna 11 ao Controle
de Crescimento; e a coluna 12 ao Controle positivo
(Clorexidina).

Em cada um dos pogos das placas de
microdiluicao foram inseridos 100uL de caldo BHI
duplamente concentrado. Em seguida, inseriu-se
100uL das emulsdes dos 6leos essenciais para
obtenc¢éo da concentragao inicial de 8% (72,0 mg/
mL) na primeira linha da placa de microdiluicao. As
concentragdes subsequentes dos 6leos essenciais
foram obtidas apds diluigao seriada dos produtos
naturais na placa de microdiluigdo, partindo-se
da concentracéo inicial de 8% (72 mg/mL - Linha
A) até 0,0625% (Linha H), pela transferéncia de
100uL do conteudo ao pogo subsequente. Para
0s pogos da linha H, foram dispensados 100puL
do conteudo, de modo a igualar o volume total
de cada pogo. As concentragdes (em mg/mL) dos
produtos analisados ap6s a diluicao seriada séo
apresentadas no Quadro 02.

Posteriormente, foram inseridos 10 pL da

QUADRO 2. Diluigbes Seriadas dos Oleos Essenciais
para técnica de avaliagédo antimicrobiana por microdiluicdo

Pogos Concentragao (mg/mL)
1-A 72 mg/mL

2-B 36 mg/mL
3-C 18 mg/mL
4-D 9 mg/mL
5-E 4,5 mg/mL
6-F
7-G
8-H

2,25 mg/mL
1,125 mg/mL
0,5625 mg/mL

suspensao dos microrganismos (1,5 x 107 UFC/mL)
em todos os pogos, exceto na coluna correspondente
ao controle de esterilidade**. Buscou-se, dessa
forma, submeter todas as concentragdes de
produtos naturais avaliadas a mesma quantidade
de microrganismos. As placas foram incubadas em
estufa bacteriolégica a 37°, por 48 horas. A CIM
correspondeu a ultima diluicao dos 6leos essenciais
na qual nao foi verificada a presenca de precipitado
microbiano ou turvagdo no meio de cultura apds o
periodo de incubacéo.

A Concentragdo Bactericida Minima
(CBM) foi obtida por meio da semeadura, em Agar
Mueller-Hinton, de aliquotas de 10uL das diluicdes
correspondentes a CIM e duas imediatamente
anteriores (2CIM e 4CIM) dos conteudos dos pogos
das placas de microdiluicado**. Essas concentracdes
imediatamente superiores a CIM sao suficientes para
demonstrar o efeito bactericida dos produtos naturais,
visto que o efeito bacteriostatico foi determinado
pela auséncia de crescimento nos pogos da placa
de microdiluicao (Pozzatti et al., 2009). Apds a
semeadura, as placas de petri foram incubadas
em estufa bacteriolégica a 37°, por 24h. A CBM foi
considerada a menor concentragao que impediu
o crescimento visivel das bactérias ou permitiu a
formacao de até trés Unidades Formadoras de
Colbnia (UFC). Assim, as concentragdes em que
se verificou a formacgao de mais de trés UFC foram
consideradas inibitérias ao crescimento bacteriano
(CBM); enquanto as concentragbes na qual se
observou nulidade de crescimento ou menos de 3
UFC, foram consideradas bactericidas (Pozzatti et al.,
2009). Todos os testes foram realizados em triplicata.
RESULTADOS

QUADRO 1. Especificagdes técnicas dos oleos essenciais utilizados no estudo, segundo laudo técnico expedido por

fornecedor.
Oleo essencial Densidade (g.mL",20°C) Origem Fitoconstituintes
Cinnamomum cassia (Canela da China) 0,912 China Aldeido cindmico
Ocimum basilicum (Manjericao) 0,898 Brasil Linalol 1,8- cineol
Thymus vulgaris (Tomilho) 0,908 Franca Timol p-cimeno
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Os valores da Concentracao Inibitéria
Minima (CIM) e Concentracédo Bactericida Minima
(CBM) dos produtos testados sobre as cepas
de S. mutans e S. aureus estdo apresentados,
respectivamente, no Quadro 3 e Quadro 4. Nao
houve crescimento bacteriano no Controle de
Esterilidade e Controle Positivo (Clorexidina), sendo
este observado no Controle de Crescimento.

DISCUSSAO

Diversos estudos mostram que os
6leos essenciais apresentam efeito bactericida
e bacteriostatico contra variadas espécies de
bactérias (Aquino et al., 2010; Costa et al., 2009;
Freires et al., 2010, Martins et al., 2010), entretanto,
ha pouco relato quanto a agao dos 6leos essenciais
de Cinnamomum cassia, Ocimum basilicum e
Thymus vulgaris sobre cepas de S. aureus e S.
mutans. Almeida et al., 2012 mostrou o efeito desses
produtos sobre Candida.

Os valores de CIM e CBM verificados no
presente estudo demonstram que os produtos
naturais avaliados apresentam propriedades
biolégicas ativas frente a inibicdo S. mutans e S.
aureus. Conforme discutido por Menezes et al.
(2009), produtos naturais apresentam atividade
antimicrobiana adequada quando sua concentragao
inibitéria é inferior a 100 mg/mL. No presente estudo,
a CIM e CBM dos dleos essenciais C. cassiae T.
vulgaris apresentou valores muito baixos, o que
indica elevada atividade antimicrobiana e corrobora
o resultado de outros estudos (Almeida et al., 2012).

O Controle Positivo (Clorexidina), o Controle
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de Esterilidade e o Controle de Crescimento foram
empregados de modo a validar a técnica utilizada
neste estudo (Cavalcanti et al., 2010). A auséncia
de crescimento fungico diante da Clorexidina
demonstra a susceptibilidade das cepas frente
a um antimicrobiano sintético. Dessa forma, ao
considerar as diferengas entre a natureza quimica
dos o6leos essenciais e do Controle Positivo, ndo
foi possivel comparar os resultados obtidos por
essas substancias (Cavalcanti et al., 2010).

Costa et al., (2009), avaliaram a agao antimicrobiana
do d6leo essencial de Ocimum basilicum, o qual
mostrou-se ativo sobre cepas bacterianas até a
concentragdo de 2%, diferindo do nosso estudo,
em que mostrou-se ativo sobre cepas até 4%,
porém, em ambos 0s casos, verificou-se atividade
bactericida e bacteriostatica do produto. Aquino et
al., verificou a atividade do 6leo Ocimum basilicum
contra 8 cepas diferentes de S. aureus e, em todas,
0 6leo apresentou agao bactericida e bacteriostatica.
Dentre elas, 5 foram inibidas e mortas com CIMs e
CBMs de 3,12 e 6,25ug/mL, respectivamente, sendo
esses menores que os dados encontrados em nosso
estudo.

Machado et al., 2011, afirmaram que a
linhagem ATCC 25923 de S. aureus possui alta
suscetibilidade a diversos 6leos essenciais, estando
entre eles o Cinnamomum cassia e que, na técnica
de Halos de Inibigado, apresentou um halo de 15,5
mm. Apesar da metodologia diferente, pode ser
comparado a esta pesquisa quanto a presenga ou
auséncia da atividade antibacteriana, mostrando
que o 6leo essencial de canela foi eficaz contrao S.
aureus. Nao encontramos relato na literatura quanto

QUADRO 3. Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) em mg/mL dos 6leos essenciais de Ocimum basilicum, Thymus
vulgaris e Cinnamomum cassia frente a cepas de S. mutans e S. aureus.

Microorganismos

) . S. mutans S. aureus
Oleo Essencial CIM CIM
mg/mL mg/mL
Cinnamomum cassia 1,125 0,5625
Ocimum basilicum 36,0 36,0
Thymus vulgaris 2,25 0,5625

QUADRO 4. Concentragéo Bactericida Minima (CBM) dos 6leos

Cinnamomum cassia frente a cepas de S. mutans e S. aureus.

essenciais de Ocimum basilicum, Thymus vulgaris e

Microorganismos

) . S. mutans S. aureus
Oleo Essencial CBM CBM
mg/mL mg/mL
Cinnamomum cassia 1,125 0,5625
Ocimum basilicum Sem agao 36,0
Thymus vulgaris 2,25 0,5625

Rev. Bras. Pl. Med., Campinas, v.16, n.2, supl. |, p.372-377, 2014.



376

a acgao antibacteriana dos 6leos Cinnamomum
cassia e Ocimum basilicum sobre S. mutans.

Santos et al. (2007), avaliaram o 6leo
essencial de Thymus vulgaris através das técnicas
de Concentragao Inibitéria Minima e de Halos de
Inibicao e verificaram que este apresentou atividade
consideravel frente ao S. mutans, apresentando
halos de inibicdo variando de 2 a 30 mm e CIM
de 100pg/mL, sendo uma concentragdo maior
comparada ao nosso estudo. Segundo Santos-
Junior (2010), o tomilho possui atividade frente ao
S. aureus apresentando Concentracao Inibitéria
Minima de 0,39%.

Apesar dos poucos relatos encontrados, o
presente estudo corrobora os achados da literatura
quanto a atividade inibitoria dos oleos essenciais
sobre S. aureus. No entanto ndo encontramos
dados dos oleos Cinnamomum cassia e Ocimum
basilicum sobre S. mutans. Diante dos resultados do
nosso estudo quanto a agao antibacteriana, surgem
possibilidades de utilizar os 6leos essenciais de
Cinnamomum cassia, Ocimum basilicum e Thymus
vulgaris como agentes antimicrobianos.

CONCLUSAO

Os 6leos essenciais avaliados apresentaram
acao antibacteriana frente a cepas de S. mutanse S.
aureus, apresentando os menores valores de CIM
e CBM os ¢leos C. cassia e T. vulgaris.
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