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RESUMO 
 
 

RODRIGUES, Fábio Assad Féres, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 
2017. Avaliação da atividade antibacteriana e antibiofilme in vitro de óleos 
essenciais em Actinobacillus pleuropneumoniae. Orientadora: Marisa Alves Nogueira 
Diaz. Coorientador: Gaspar Diaz Muñoz.  

 
 
 

A antibioticoterapia é a forma de tratamento mais utilizada para o combate de doenças 

causadas por bactérias, tanto na medicina humana quanto na veterinária. Entretanto, o 

uso indiscriminado desses compostos favorece a seleção de bactérias resistentes. Uma 

alternativa no combate a estes patógenos é a utilização de óleos essenciais. Estes são 

compostos sintetizados pelas plantas a partir do metabolismo secundário e 

desempenham funções de atração de polinizadores e alelopatia. Neste trabalho, foi 

analisado o efeito antimicrobiano e antibiofilme de óleos essenciais contra isolados da 

bactéria Actinobacillus pleuropneumoniae, agente causal da pleuropneumonia suína. 

Essa doença é de grande importância na suinocultura devido às significativas perdas 

econômicas. Recentemente, foi observado que isolados desta bactéria apresentam genes 

de resistência a diversos antibióticos comerciais, tornando a prospecção e 

desenvolvimento de novos fármacos uma medida imediata para melhor controle da 

doença. Para isso, dezoito óleos essenciais foram utilizados para triagem de atividade 

antimicrobiana e antibiofilme em quatro isolados de A. pleuropneumoniae sorotipo 8 

(MV518, MV780, MV1022 e MIDG2331) e em um isolado do sorotipo 1 (S1). Oito 

óleos essenciais apresentaram atividade antibacteriana, sendo, então, selecionados: 

canela, coentro, hortelã pimenta, hortelã do campo, tomilho, manjerona, eucalipto e 

louro. Estes óleos foram analisados por cromatografia gasosa para avaliar seus 

componentes. Os testes de concentração inibitória mínima (CIM) e de concentração 

bactericida mínima (CBM) foram realizados com os oito óleos ativos. Os valores de 

CIM e CBM foram idênticos para todos os óleos em todos os isolados, com valores 

variando de 5 mg/mL a 0,3125 mg/mL. O óleo de coentro (0,3125 mg/mL) e o de 

canela (0,625 mg/mL) apresentaram valores de CIM e CBM mais baixas para a maioria 

dos isolados testados, sendo considerados os mais efetivos. Adicionalmente, foram 

realizadas as análises de rompimento do biofilme pré-formado e da inibição do biofilme 

em formação. Seis óleos, na maior concentração (4xCIM), foram capazes de romper em 

mais de 30 % o biofilme pré-formado das bactérias analisadas, sendo que os óleos de 
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canela e eucalipto em sua menor concentração analisada (1/8xCIM), foram capazes de 

romper o biofilme do isolado MV1022 em 21,29 % e 30,68 %, respectivamente. Na 

avaliação do biofilme em formação, cinco óleos foram capazes de inibi-lo em mais de 

30 %. Entretanto, apesar do efeito no rompimento e formação do biofilme, os óleos de 

tomilho e coentro, dependendo da concentração utilizada, induziram o aumento na 

formação do biofilme. Esses resultados evidenciam a possível utilização destes óleos 

essenciais como sanitizantes e no combate a patógenos bacterianos. Assim, esses óleos 

se tornam uma possível alternativa no tratamento a doenças causadas por bactérias 

resistentes, a exemplo da A. pleuropneumoniae. 
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ABSTRACT 
 

RODRIGUES, Fábio Assad Féres, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2017. 
Evaluation of antibacterial and antibiofilm activity in vitro of essential oils against 
Actinobacillus pleuropneumoniae. Adviser: Marisa Alves Nogueira Diaz. Co-adviser: 
Gaspar Diaz Muñoz. 
 

Antibiotic therapy is the most used form of treatment against diseases caused by 

bacteria, both in human and veterinary medicine. However, the indiscriminate use of 

these substances causes the selection of resistant bacteria. An alternative strategy of 

treatment against these pathogens is the utilization of essential oils. These are 

synthesized by aromatic plants from the secondary metabolism and perform functions of 

the attraction of pollinators and allelopathy. In this work, we analyzed the antimicrobial 

and antibiofilm effect of essential oils in isolates of Actinobacillus pleuropneumoniae, 

causative agent of swine pleuropneumonia. This disease is of great importance in swine 

farming due to significant economic losses. Recently, it was observed that isolates of 

this bacterium present resistance genes to several commercial antibiotics, which makes 

the need for prospecting and development of new drugs an immediate measure for 

better control of the disease. For this, eighteen essential oils were initially used for 

screening antimicrobial and antibiofilm activity in four isolates 

of A. pleuropneumoniae serotype 8 (MV518, MV780, MV1022 and MIDG2331) and a 

serotype 1 (S1) isolate. Eight essential oils showed antibacterial activity and were 

selected for future analyses: cinnamon, coriander, peppermint, mint, thyme, marjoram, 

eucalyptus, and laurel. These oils were analyzed by gas chromatography and presented 

antimicrobial components in their composition. The minimum inhibitory concentration 

(MIC) and minimum bacterial concentration (MBC) tests were performed with the eight 

active oils. MIC and MBC values were identical for all oils in all isolates, with values 

ranging from 5 mg/mL to 0.3125 mg/mL. Coriander oil (0.3125 mg / mL) and 

cinnamon oil (0.625 mg / mL) showed lower MIC and MBC for most of the tested 

isolates, being considered the most effective oil. In addition, the analyses of rupture of 

the preformed biofilm and the inhibition of the biofilm in formation were performed. 

Six oils, in the highest concentration (4xMIC), were able to disrupt in more than 30% 

the preformed biofilm of the analyzed bacteria, being the oils of cinnamon and 

eucalyptus in its lowest concentration analyzed (1/8xCIM), were able to break the 
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biofilm of isolate MV1022 in 21.29 % and 30.68 %, respectively. In the evaluation of 

the biofilm in formation, five oils were able to inhibit this biofilm in more than 30 %. 

However, despite the effect on biofilm breakdown and formation, the thyme and 

coriander oils, depending on the concentration used, induced increased biofilm 

formation. These results show the possible use of essential oils as sanitizers and in the 

treatment against bacterial pathogens. Thus, these oils become a possible alternative in 

the treatment of diseases caused by resistant bacteria, such as A. pleuropneumoniae. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Antibióticos são utilizados como linha de frente no tratamento de diversas 

doenças em animais. Entretanto, a resistência bacteriana a esses compostos vem sendo 

um dos principais problemas enfrentados atualmente. Estudos vêm relatando o 

surgimento de bactérias multirresistentes a antibióticos comerciais. Os vários 

mecanismos de transferência de genes, como a transformação natural, e a pressão 

seletiva causada pela utilização indiscriminada desses compostos vêm favorecendo a 

disseminação da resistência em diversas espécies bacterianas. A diminuição da eficácia 

dos antibióticos convencionais aumenta, dessa forma, a necessidade da prospecção e 

desenvolvimento de novos compostos com atividade antimicrobiana.    

 Nesse contexto, a utilização de óleos essenciais surge como alternativa isolada 

ou em sinergismo com antibióticos convencionais para o tratamento de doenças 

causadas por microrganismos. Os óleos essenciais são produtos naturais sintetizados 

pelas plantas aromáticas a partir do metabolismo secundário e desempenham funções 

como alelopatia e atração de polinizadores. Óleos essenciais são misturas de compostos 

orgânicos, os quais estão presentes em diferentes concentrações e geram as 

características bioativas observadas. A atividade antimicrobiana e antibiofilme dos óleos 

essenciais, usados isoladamente ou em sinergismo com antibióticos comerciais, já é 

comprovada contra várias bactérias patogênicas incluindo membros da família 

Pasteurellaceae.         

 Esta família engloba diversas espécies causadoras de doenças respiratórias em 

animais, a exemplo da pleuropneumonia suína, cujo agente causal é a bactéria Gram-

negativa Actinobacillus pleuropneumoniae. Essa bactéria é classificada em dois biotipos 

de acordo com o requerimento do fator nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD) para 

o crescimento. Esses biótipos subdividem-se em 16 sorotipos, classificados em relação 

às propriedades antigênicas da cápsula. Isolados dessa bactéria já foram relatados como 

resistentes à antibióticos comerciais, a exemplo do florfenicol, cloranfenicol, ampicilina 

e tetraciclina. Visando o desenvolvimento de novos compostos com atividade 

antibacteriana, o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana e 

antibiofilme de óleos essenciais em A. pleuropneumoniae. 

 



 

2 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1.1. Óleos essenciais 
 

Produtos naturais são substâncias orgânicas, produzidos pelo metabolismo 

secundário e podem estar relacionados com o aumento das vantagens competitivas, 

como defesa, comunicação e reprodução (Hanson, 2003). Além disso, diversos produtos 

naturais apresentam atividade antifúngica (Maskey et al., 2003), anticancerígena 

(Loboda et al., 2005), cicatrizante (Talmadge et al., 2003) e antiviral (Zandi et al., 

2012).  Nos últimos anos, aproximadamente 50 % de todas as drogas aprovadas para a 

produção, bem como cerca de um terço das vendas de fármacos foram de produtos 

naturais ou moléculas inspiradas neles (Strohl, 2000; Bolzani et al., 2012; Newman & 

Cragg, 2012), o que mostra a importância da prospecção de produtos naturais 

objetivando o tratamento e a terapia de diversas doenças.     

 Neste contexto, os óleos essenciais são produtos naturais com características 

hidrofóbicas, responsáveis muitas vezes pelos odores característicos das plantas, atração 

de polinizadores, proteção contra patógenos e contra mudanças drásticas na temperatura 

ambiente (Krishna et al., 2000; Retta et al., 2012). Tais substâncias são produzidas, 

acumuladas e liberadas das glândulas secretoras (Bruneton, 1987; Bouwmeester et al., 

1995; Krishna et al., 2000; Svoboda & Greenaway 2003). Os óleos essenciais podem 

ser extraídos de diversas partes e órgãos das plantas como flores, folhas, caules, raízes, 

frutas, sementes, dentre outras. Dentre as espécies de plantas conhecidas, 10 % contêm 

óleos essenciais, sendo denominadas plantas aromáticas (Svoboda & Greenaway, 2003). 

 Para a extração dos óleos essenciais, é utilizada a técnica de hidrodestilação a 

arraste a vapor (Wang & Weller, 2006). Para isso, as partes das plantas ficam em 

contato com a água em ebulição, e a temperatura do vapor rompe as células vegetais, 

liberando e evaporando o óleo e a água ali presentes. Posteriormente, no condensador, 

ocorre a separação das fases e o óleo é retirado (Meyer-Warnod, 1984). A demanda de 

óleos essenciais no mundo, no ano de 2015, foi de aproximadamente 178 mil toneladas. 

Esse montante foi responsável por movimentar cerca de seis bilhões de dólares entre 

países produtores e consumidores (GVR, 2016).      

 Os óleos essenciais são misturas de compostos que variam em quantidade (entre 

20 a 60) e concentração dos componentes. A grande maioria possui entre dois a três 

componentes principais, sendo que as concentrações destes somados constituem 
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aproximadamente 70 % do óleo essencial (Bowles, 2003; Pichersky et al., 2006). Na 

maioria das vezes esses constituintes principais são os responsáveis pela bioatividade do 

óleo. As análises destes constituintes são, na maioria das vezes, realizadas por 

cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro de massa (GC-MS) e se destacam 

moléculas da classe dos terpenos, terpenoides e os fenilpropanoides (Silva et al., 2003; 

Bakkali et al., 2008). Dentre esses, os terpenoides e os fenilpropanoides são os 

principais conhecidos por apresentar atividade antibacteriana (Dorman & Deans, 2000). 

 Entretanto, a atividade destes óleos pode se dar devido ao sinergismo desses 

constituintes principais com os constituintes traços (Croteau et al., 2000). Estes 

componentes variam em relação à sazonalidade de quando as partes da planta foram 

coletadas para se extrair o óleo. Diversos fatores podem alterar a constituição dos óleos 

essenciais, dentre eles a temperatura e luminosidade, estágio de desenvolvimento da 

planta, quantidade de água e horário da coleta (Voirin et al., 1990; Simon et al., 1992; 

Mattos, 1996). Diversos óleos essenciais, ou seus constituintes purificados, são 

amplamente utilizados na indústria alimentícia e aromaterapia por serem geralmente 

reconhecidos como seguros (em inglês “GRAS”), a exemplo do óleo de tomilho e 

orégano (Cosentino et al., 1999; Nedorostova et al., 2009; Pandey et al., 2016).  

          

2.1.2. Óleos essenciais com propriedades antimicrobianas 
 

Estudos evidenciaram a bioativade de óleos essenciais contra diversas espécies 

de bactérias, dentre elas Pseudomonas aeruginosa (Mimica-Dukic et al., 2004; Saïdana 

et al., 2007), Escherichia coli (Hong et al., 2004; Mimica-Dukic et al., 2004; Saïdana et 

al., 2007), Bacillus subtilis (Mimica-Dukic et al., 2004), Staphylococcus aureus (Hong 

et al., 2004; Sartorelli et al., 2007) e Salmonella typhimurium (Hong et al., 2004). 

Geralmente, bactérias Gram-negativas apresentam maior resistência aos óleos essenciais 

quando comparadas com as Gram-positivas (Trombetta et al., 2005). Um dos motivos 

dessa resistência está relacionado com a membrana externa presente nas Gram-

negativas, que impede parcialmente a passagem de compostos hidrofóbicos, como os 

óleos essenciais (Nikaido, 1994).        

 Os óleos essenciais, sendo misturas de compostos, apresentam diferentes 

mecanismos de ação nas células bacterianas. A hidrofobicidade dos óleos essenciais é 

responsável pela interação com os lipídios da membrana plasmática, gerando alterações 
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na estrutura e destruindo a célula (Knobloch et al., 1988). Os componentes dos óleos 

podem interagir com as proteínas da divisão celular (Domadia et al., 2007), degradar a 

parede de peptideoglicano (Helander et al., 1998) e alterar a morfologia e a fisiologia da 

célula bacteriana (Hafedh et al., 2009; Di Pasqua et al., 2013).    

 Devido a esses diversos mecanismos de ação, os produtos fitoterápicos, em 

especial os óleos essenciais, podem ser utilizados como alternativa ou em sinergismo 

com os antibióticos, sendo de grande importância no desenvolvimento de novos 

fármacos com atividade antibacteriana. Estes produtos podem fornecer uma estratégia 

alternativa de tratamento a diversas doenças de interesse médico e veterinário. 

 A característica antimicrobiana dos óleos essenciais tem sido observada em 

espécies de diversas famílias bacterianas, a exemplo da família Pasteurellaceae (Hussain 

et al., 2008; Mayaud et al., 2008). Essa família engloba espécies bacterianas que são 

agentes etiológicos de doenças do trato respiratório de suínos (Olsen et al., 2005). 

Representantes dessa família foram descritos apresentando resistência a antibióticos e 

causando grandes prejuízos na produção de carne suína em todo o mundo (Chang et al., 

1987; Azad et al., 1992; Christensen et al., 2014). 
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2.2. Actinobacillus pleuropneumoniae 
 

A produção e o consumo de carne suína vêm aumentando consideravelmente nos 

últimos anos. Em 2016, foram produzidos cerca de 110 milhões de toneladas, sendo a 

China, EUA e União Europeia os maiores produtores. A expectativa global é um 

aumento de 1 % para o final de 2017 em relação ao ano anterior (USDA, 2017). O 

Brasil encontra-se em quarto lugar, tanto no quesito de produção quanto no de 

exportação de carne suína, com uma produção de aproximadamente 3.643 toneladas. 

Dentre os estados brasileiros, Minas Gerais é o quarto maior produtor, sendo os estados 

da região sul os líderes de produção (Figura 1) (ABIPECS, 2016). 

 

Figura 1.     Estados brasileiros com maior produção em porcentagem de carne suína em 
2015. Fonte: ABIPECS, 2016. 
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Entretanto, os produtores de carne suína no mundo enfrentam diversos 

problemas, dentre eles as doenças do trato respiratório que afetam os animais da criação 

(Barcellos et al., 2008). Dentre as diversas doenças, a pleuropneumonia suína (PPS) tem 

se destacado como uma das mais importantes, visto as significativas perdas econômicas. 

Essas perdas englobam o custo com medicamentos, vacinação, manejo e o abate 

precoce dos animais (Gottschalk, 2012). Porcos de todas as idades podem ser 

acometidos pela pleuropneumonia, que pode variar da fase aguda à fase crônica 

dependendo de fatores como a virulência dos agentes etiológicos e do sistema imune do 

hospedeiro (Rogers et al., 1990; Cruijsen et al., 1995). O confinamento dos animais, 

gerado pela produção intensiva, tem agravado a transmissão dos agentes causadores 

dessa doença, aumentando os custos para os produtores de carne suína (Coelho et al., 

2004).           

 A bactéria Actinobacillus pleuropneumoniae, membro da família 

Pasteurellaceae, é o principal agente etiológico da pleuropneumonia suína. Esse 

patógeno é um cocobacilo encapsulado Gram-negativo, que pode ser transmitido por 

aerossol a curtas distâncias e pelo contato direto entre porcos (Biberstein, 1990; Frey, 

1995; Ferri et al., 2002; Loera-Muro et al., 2013). Tal bactéria foi isolada, classificada e 

nomeada em 1961 como Haemophilus pleuropneumoniae (Matthews & Pattison, 1961). 

Entretanto, em 1983, pesquisas utilizando dados fenotípicos e genéticos concluíram que 

se tratava de um gênero diferente, propondo a atual classificação no gênero 

Actinobacillus (Pohl et al., 1983). A. pleuropneumoniae pode ser isolada da cavidade 

nasal, vias aéreas superiores, amigdalas, cavidade auditiva média e pulmões de 

indivíduos infectados (Sidibe et al., 1993; Xu et al., 2008).     

 A. pleuropneumoniae é classificada em dois biotipos de acordo com a 

necessidade do fator nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD) para o crescimento, 

sendo o biótipo 1 ȕ-NAD dependente e o biótipo β ȕ-NAD independente, podendo a 

bactéria sintetizá-los a partir de precursores (Nicolet, 1992). Dentre esses dois biotipos, 

16 sorotipos são subdivididos, classificados de acordo com propriedades antigênicas dos 

polissacarídeos da cápsula (Perry et al., 1990; Blackall et al., 2002; Sarkozi et al., 2015). 

 A distribuição e a prevalência global dos sorotipos são variáveis, havendo 

diferenças em relação ao tempo da observação e das regiões geográficas (Xu et al., 

2010; Yoo et al., 2014). Como exemplo, o sorotipo 8, é o mais comum no Reino Unido, 

na América do Norte e no sudeste do Brasil. (O’Neill et al., β010; Rossi et al., 2013; 

Gottschalk & Lacouture, 2014; Li et al., 2016) enquanto que o sorotipo 1 é mais 



 

7 

 

disseminado na Coréia do Sul (Yoo et al., 2014). Apesar de todos os sorotipos serem 

capazes de causar a doença, há diferenças significativas no índice de mortalidade 

causada por eles (Rosendal et al., 1985; Rogers et al., 1990). Por exemplo, os sorotipos 

1, 5, 9 11 são os mais virulentos, causando maior mortalidade e lesões pulmonares 

(Nicolet, 1992), enquanto o sorotipo 8 causa uma alta morbidade (Frey, 2011).  

 As diferenças nas taxas de mortalidade podem estar relacionadas com fatores de 

virulência descritos em estudos anteriores (Bossé et al., 2002). A virulência de A. 

pleuropneumoniae é multifatorial, tendo como fatores de virulência a cápsula 

polissacarídica (Dubreuil et al., 2000), lipopolissacarídeos (LPS) (Chiers et al., 2010), 

proteínas de ligação ao ferro (transferrina) (Klirgaard et al., 2012) e as toxinas da 

família Repeat in toxin (RTX). Estas são consideradas como os principais fatores de 

virulência e possuem a capacidade de causar hemólise e citólise, formando poros nas 

membranas celulares (Frey, 2011). Essas toxinas são classificadas em quatro tipos 

(ApxI, ApxII, ApxIII e ApxIV) e são secretadas em diferentes combinações pelos isolados 

dos 16 sorotipos (Chien et al., 2009; Frey, 2011). Tais toxinas são importantes na 

taxonomia dos isolados, visto que os genes que as codificam são utilizados para 

classificá-las utilizando técnicas de polymerase chain reaction (PCR) (Gram et al., 

2000; Rayamajhi et al., 2005; Guo-Sheng et al., 2006). Outro fator de virulência de A. 

pleuropneumoniae são as fímbrias, responsáveis pela adesão das células aos tecidos do 

hospedeiro. Essas são de extrema importância na fixação do patógeno na superfície das 

células epiteliais e, consequentemente, favorecendo a formação do biofilme bacteriano 

(Craig et al., 2004). 

 

2.3. Biofilme bacteriano 
 

O biofilme bacteriano é um agregado de células envoltas por uma matriz de 

substâncias extracelulares poliméricas (em inglês “EPS”), dentre as quais se destacam 

os polissacarídeos e as proteínas (Donlan & Costerton, 2002; Hall-Stoodley et al., 

2006). Os biofilmes podem ser compostos por apenas uma espécie bacteriana, ou 

múltiplas espécies, com a capacidade de aderir em superfícies bióticas ou abióticas 

(Archibald & Gaynes, 1997).         

 A formação e a maturação do biofilme engloba cinco etapas. O primeiro estágio 

está relacionado com a adesão das bactérias na superfície, de forma reversível, por meio 
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de proteínas adesinas. Em um segundo estágio ocorre a produção de EPS, sendo as 

células envoltas por este, em um processo irreversível. Os estágios três e quatro estão 

relacionados com o crescimento e a maturação do biofilme por meio da maior produção 

de EPS e da agregação das células em microcolônias. Por fim, o estágio cinco se dá pela 

liberação de células envoltas pela matriz EPS. Estas células retornam à forma de vida 

planctônica, possuindo a capacidade de formar biofilme em outras superfícies (Figura 2) 

(Sauer et al., 2002; Stoodley et al., 2002).     

 Aproximadamente 80 % das infecções bacterianas estão diretamente 

relacionadas com a formação e a fixação do biofilme nos tecidos do hospedeiro, 

causando problemas na saúde pública e perdas econômicas (Davies, 2003; Shi & Zhu, 

2009). O biofilme é extremamente importante na persistência da infecção, visto ajudar 

às células a escapar do sistema imune do hospedeiro (Li et al., 2008; Jensen et al., 

2010). 

 

Figura 2. Etapas na formação do biofilme bacteriano. Estágio 1 –Aderência das células 
de forma reversível. Estágio 2 – Aderência de forma irreversível, mediado 
pela EPS. Estágio 3 – Primeiro estágio de maturação do biofilme. Estágio 4 – 
Biofilme formado, apresentando as células em seu interior e a camada de EPS 
no exterior. Estágio 5 – Estágio de dispersão (Sauer, 2003). 

 

Estudos demonstraram a importância do biofilme bacteriano na resistência a 

tratamentos com antibióticos (Mah & O’Toole, β001; Singh et al., β010). Células 

envoltas ou em formação no biofilme são aproximadamente 100 a 1.000 vezes mais 

resistentes a antibióticos, antimicrobianos e agentes desinfectantes, quando comparadas 

com células planctônicas (Xu et al., β000; Mah & O’Toole, β001; Stoodley et al., β00β; 

Hoiby et al., 2010). Essa resistência é devido, por exemplo, a fatores como a lenta 
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difusão do agente antimicrobiano na matriz do biofilme, diminuindo a quantidade 

disponível para atuar nas células (Mah & O’Toole, β001). Adicionalmente, estudos 

relataram que baixas concentrações de antimicrobianos aumentavam a produção de 

biofilme em espécies bacterianas (Ichimiya et al., 1996; Hathroubi et al., 2015). 

Portanto, a formação e a instalação do biofilme nos órgãos do hospedeiro estão 

relacionadas com a transmissão, patogênese e persistência do patógeno no indivíduo 

(Labrie et al., 2010).         

 Outro fato relevante é que em células presentes na formação do biofilme, os 

mecanismos de transferência horizontal de genes ocorrem com maior frequência, sendo 

transferidos, por exemplo, plasmídeos contendo genes de resistência de vários agentes 

antimicrobianos (Donlan, 2002). Neste contexto, A. pleuropneumoniae é uma bactéria 

naturalmente competente, sendo capaz de adquirir material genético do meio por 

transformação. Dessa forma, a formação de biofilme para esta espécie pode facilitar a 

aquisição de material genético do ambiente, a exemplo de genes de resistência a 

antibióticos (Bossé et al., 2004). Além disso, o biofilme produzido por A. 

pleuropneumoniae pode interferir no tratamento da pleuropneumonia suína, visto que o 

patógeno se torna mais resistente ao tratamento com diversos antimicrobianos 

(Tremblay et al., 2013).       

 

2.4. Utilização de antibióticos no tratamento da pleuropneumonia 
 

 A principal forma de combate a infecções bacterianas é pelo uso de antibióticos. 

Em 2010 foram consumidos cerca de cem mil toneladas destes compostos, sendo que 

aproximadamente 63 mil toneladas foram para o consumo animal (Tabela 1) (Van 

Boeckel et al., 2015).  
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Tabela 1. Países que mais consumiram antibióticos na alimentação animal no ano de 
2010 (Van Boeckel et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

O Brasil encontra-se em terceiro lugar no ranking de maiores consumidores de 

antibióticos para utilização na pecuária. Dentre estes, destaca-se a utilização do 

antibiótico florfenicol (Figura 3) no tratamento de diversas doenças animais, dentre elas 

a pleuropneumonia suína causada por A. pleuropneumoniae (SINDAN, 2013). O 

florfenicol pertence à classe dos fenicois, produzido a partir de substituições em radicais 

na molécula do antibiótico cloranfenicol (Shaw, 1983). Seu mecanismo de ação é 

devido à ligação reversível a peptidiltransferase na subunidade 50S do ribossomo de 

procariotos (Schlünzen et al., 2001). 

 

 

Figura 3. Fórmula da estrutura química do antibiótico florfenicol. 

 

Nesse contexto, o aumento no número de bactérias resistentes aos mais variados 

antibióticos tem gerado um alerta para pesquisadores e agências do mundo todo, com o 

objetivo de prospectar e desenvolver novos agentes antimicrobianos (WHO, 2014). 

Custos de 1,5 bilhões de euros por ano são estimados devido ao tratamento e perdas 

País % de consumo de antibióticos 

China 23% 

EUA 13% 

Brasil 9% 

Índia 3% 

Alemanha 3% 
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econômicas causadas por bactérias resistentes na Europa (EMA & ECDC, 2009). Já nos 

EUA, esse custo pode chegar a 20 bilhões de dólares por ano (CDC, 2013). Estudos 

recentes relataram isolados de A. pleuropneumoniae resistentes aos antibióticos 

florfenicol e cloranfenicol (Bossé et al., 2015; Da Silva et al., 2017), sulfonamida, 

estreptomicina e ampicilina (Yoo et al., 2014). Nesse contexto, a prospecção de 

compostos para o controle da pleuropenumonia suína se torna imediata.   

 Assim, o objetivo geral desse trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana e 

antibiofilme de óleos essenciais em isolados da bactéria A. pleuropneumoniae. Os 

objetivos específicos foram: realizar o screening inicial para atividade antibacteriana de 

dezoito óleos essenciais; determinar os valores de concentração inibitória mínima (CIM) 

e concentração bactericida mínima (CBM) dos óleos essenciais que apresentarem 

atividade antibacteriana no ensaio de screening; determinar os valores de concentração 

inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida mínima (CBM) dos óleos essenciais 

que apresentarem atividade antibacteriana no ensaio de screening; avaliar a capacidade 

dos óleos essenciais, que apresentaram atividade antibacteriana, no rompimento do 

biofilme pré-formado e em formação produzido pelos isolados de A. pleuropneumoniae 

e analisar, por meio da cromatografia gasosa, os principais constituintes dos óleos 

essenciais ativos.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1. Microrganismos utilizados 
 

Os isolados de A. pleuropneumoniae foram adquiridos do Laboratório de 

Genética Molecular de Bactérias, do Departamento de Microbiologia, Universidade 

Federal de Viçosa, Viçosa, Minas Gerais, Brasil. Para as análises, foram utilizados 

quatro isolados pertencentes ao sorotipo 8, provenientes do Brasil (MV780, MV518 e 

MV1022) e do Reino Unido (MIDG2331) e um isolado do sorotipo 1 (S1 – ATCC), 

totalizando cinco isolados. Para o estoque, as bactérias foram cultivadas em caldo Brain 

Heart Infusion (HiMedia), suplementado com NAD 0,01 % (BHI + NAD) (Sigma-

Aldrich), a 37 ºC e agitação de 180 rpm durante 24 horas. Posteriormente, uma amostra 

foi transferida para microtubos de 1,5 mL, estes centrifugados a 6.000 rpm por 15 

minutos e o sobrenadante retirado. O pellet foi ressuspendido em 800 µL de meio BHI + 

NAD, e 200 µL de glicerol estéril. Os microtubos foram imersos durante um minuto em 

nitrogênio líquido e posteriormente transferidos para ultrafreezer a -80 ºC. Para a 

preparação do inóculo nos experimentos, uma amostra foi retirada do ultrafreezer, 

inoculada em frascos de cultura contendo meio BHI + NAD e incubadas a 37º C e 

agitação de 180 rpm até atingirem a concentração de 108 UFC/mL. As suspensões, 

quando necessário, foram diluídas com meio BHI + NAD. 

 

3.2. Obtenção dos óleos essenciais 

Neste estudo foram utilizados dezoito óleos essenciais, todos extraídos por 

hidrodestilação. Na tabela 2 encontram-se algumas informações dos óleos essenciais 

utilizados no presente trabalho. Os óleos de alecrim, canela, coentro, noz moscada, 

laranja-doce, manjerona, hortelã do campo, louro, limão, curry e café foram fornecidos 

pela empresa Laszlo Aromaterapia e Aromatologia (Belo Horizonte, Minas Gerais, 

Brasil). Os óleos essenciais de hortelã-pimenta, gengibre e tomilho foram adquiridos da 

empresa Ferquima Indústria e Comércio de Óleos Essenciais (Vargem Grande Paulista, 

São Paulo, Brasil). Enquanto os óleos essenciais de melaleuca, tangerina, lima-comum e 

eucalipto foram adquiridos do Laboratório de Síntese de Agroquímicos (LASA) da 

Universidade Federal de Viçosa (Viçosa, Minas Gerais, Brasil). Todos os óleos foram 

diluídos utilizando Tween 80 (Vetec) como solvente. 
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Tabela 2. Principais constituintes e propriedadades relatadas dos óleos essenciais utilizados no presente trabalho e nome popular e nome 
científico das plantas das quais foram extraídos. 

Nome 
científico  

Nome 
comum 

Principais 
componentes 

Propriedades 
relatadas 

 
Referências 

 

Cinnamomum 

zeylanicum 

 

Canela 

 

 
α-Pineno, 
limoneno, 

cinamaldeído, 
eugenol 

 
inseticida, 

afrodisíaco, 
antibacteriano 

 
Samarasekera et al., 2005; Ooi et al., 2006; Shahverdi et al., 2007; Joshi 

et al., 2009, Unlu et al., 2010 
 

http://www.alwaysayurveda.com/cinnamomum-zeylanicum/ 

Citrus 

aurantifolia 

 

 

Lima-comum 

 

 

 
 

limoneno 

 
 

antioxidante, 
antimicrobiano, 
antineoplásico 

 
 

Moufida & Marzouk, 2003; Garau et al., 2007; Fisher & Philips, 2008; 
Razzaghi-Abyaneh et al., 2009 

 
https://www.britannica.com/plant/lime 

Citrus 

limonum 

 

Limão 

 

 
 

limoneno 
ocimeno 

valenceno 

 
 

antioxidante, 
antibacteriano, 

inseticida 

 
 

Wilson et al., 1997; Moreira et al., 2005; Bertuzzi et al., 2013 
 
 

http://www.meupomar.com.br/ver_produto/produto/43/Limão 



 

14 

 

Citrus 

reticulata 

 

 

Tangerina 

 

 
limoneno, 
geraniol, 

citral 

 
 

antioxidante, 
antimetastásica, 

antifúngico 

 
 

Moufida & Marzouk, 2003; Fisher & Philips, 2008; Chutia et al., 2009 
 
 

http://www.exotic-plants.de/seeds/fruit-trees/Citrus-reticulata.php 

Citrus sinensis 

 

 

Laranja-doce 

 

 
 

limoneno, 
linalol 

 

 
 

antifúngico, 
antibacteriano 

 
Moufida & Marzouk, 2003; Fisher & Philips, 2008; Sharma & Tripathi, 

2008 
 

http://www.gardensonline.com.au/GardenShed/PlantFinder/Show_929.
aspx 

Coffea arabica 

 

 

 

Café 

 

 

 

fenilacetonitrila 
álcool benzílico 

 
antifúngico, 

odorante 
 

 
 

Del Terra et al., 2013; Quijano-Célis et al., 2015 
 

http://www.colhefort.com.br/noticias/noticias/index/89 

Coriandrum 

sativum 

 

Coentro 

 
 

 
 

decanal, 
decenal 

 
antifúngico, 
repelente, 

antibacteriano 

 
Matasyoh et al., 2009; Silva et al., 2011; Benelli et al., 2013 

 
 

http://www.spicesmedicinalherbs.com/coriander-herb-annual.html 
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Eucalyptus 

citriodora 

 

 

 

 

Eucalipto-limão 

 

 
 

α-pineno,  
1,8-cineol, 
pinocarveol 

 
 

antibacteriano, 
anti-

inflamatório, 
antitérmico 

 
Delaquis et al., 2002; Gbenou et al., 2013; Grichi et al., 2016 

 
 

http://www.omcseeds.com/eucalyptus-citriodora-lemon-scented-gum-
50.html 

 

Laurus nobilis 

 

Louro 

 

 
1,8-cineol, 
α –terpineno, 

sabineno 

 
antioxidante, 
antifúngico, 

antibacteriano 

 
Dadalioǧlu & Evrendilek, 2004; Cherrat et al., 2014; Da Silveira et al., 

2014; Caputo et al., 2017 
 
 

http://florawww.eeb.uconn.edu/198500843.html 

Melaleuca 

alternifolia 

 

Melaleuca 

 

 
terpinen-4-ol, 
α-terpieno, 

 

 
 

antibacteriano 

 
Cox et al., 2001; Gómez-Rincón et al., 2014; Souza et al., 2017 

 
https://www.lifestyle.com.au/plant-guide/tea-tree-2306.aspx 

Mentha 

piperita 

 

Hortelã-pimenta 

 
 

 
 

mentol 
mentona 

1,8-cineol 

 

 
 
antiespasmódico 

antiemético, 
analgésico 

 
Rohloff, 1999; Ciobanu et al., 2013; Ferreira et al., 2014 

 
http://worddirection.com/comparative-study-on-the-effect-of-different-

methods-of-drying-on-mentha-piperita-essence-2/ 
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Mentha 

spicata 

 

Hortelã do 

campo 

 

 
carvona, 

limoneno, 
1,8-cineol 

 
 

 
antifúngico, 

odorante 

 
 

Adam et al., 1998; Znini et al., 2011 
 
 

http://www.jardimcor.com/catalogo-de-especies/mentha-spicata/ 

Murraya 

koenigii 

 

Curry 

 

 
 

α -pineno, 
ȕ-cariofileno  

 
 

antiemético, 
antibacteriano 

 
 

Wong & Tie; 1993, Raina et al., 2002 
 
 

http://snaplant.com/herbs/helichrysum-italicum-or-curry-plant/ 

Myristica 

fragrans 

 

 

Noz moscada 

 

 
sabineno, 

terpine-4-ol, 
safrol 

 
 

antibacteriano, 
antioxidante 

 
Dorman & Deans, 2000; Singh et al., 2005; Subarnas et al., 2010 

 
 

http://hermionesgarden.blogspot.com.br/2011/12/notorious-nutmeg-
myristica-fragrans.html 

Origanum 

majorana 

 

Manjerona 

 

 

 

 
 
 
 

timol, 
3-careno 

 
 
 

antibacteriano 
antioxidativo 
antifúngico 

 
Daferera et al., 2000; Busatta et al., 2008 

 
 

http://anandanicosmeticosnaturais.blogspot.com.br/2013/04/oleo-
essencial-de-manjerona-origanum.html 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Murraya_koenigii
https://pt.wikipedia.org/wiki/Murraya_koenigii
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Rosmarinus 

officinalis 

 

Alecrim 

 

 
α-Pineno 
canfeno 
linalol 

 
antioxidativo, 

acaricida, 
anticancerígeno 

 
Gachkar et al., 2007; Erkan et al., 2008; Wang et al., 2008; Wang et al., 

2012 
 

http://www.vcmbc.com/rosemary-rosmarinus-officinalis-good-as-a-
food-spice-good-as-a-health-cure-part-1/ 

Thymus 
vulgaris 

 

Tomilho branco 

 

 

 
 

p-cimeno 
timol 

 
antibacteriano, 
antioxidante, 

anticancerígeno 

 
Reddy et al., 1998; Rota et al., 2008;  Nikolić et al., 2014 

 
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/tomilho-thymus-

vulgaris/ 

Zingiber 
officinale 

 

Gengibre 

 

 
geranial 

neral 
α-zingibereno 

 

 
antibacteriano, 
antioxidante, 

antinflamatório 

 
Sacchetti et al., 2005; Singh et al., 2008  

 
 

http://www.snqc.org/zingiber-officinale/ 
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3.3. Screening dos óleos essenciais 

A triagem dos óleos essenciais com atividade antibacteriana foi realizada de 

acordo com a técnica descrita por Aligiannis e colaboradores (2001), com modificações. 

As soluções dos óleos essenciais, diluídas em Tween 80, foram novamente diluídas para 

concentrações de 10 mg/mL e 1 mg/mL, utilizando meio BHI + NAD. 100 µL das 

soluções dos 18 óleos essenciais foram adicionados em poços de uma microplaca 

contendo 96 poços. Posteriormente, 100 µL de inóculo bacteriano, contendo 1 x 106 

UFC/mL foram adicionados em cada poço. A microplaca foi incubada durante 24 horas 

a 37 ºC e 5 % de CO2. Para a avaliação dos resultados, 50 µL de resazurina (0,01 %) 

(Sigma-Aldrich) foram adicionados em cada poço sendo a placa novamente incubada 

durante 2 – 3 horas a 37 ºC, e posteriormente observada a coloração.    

 Os sais de resazurina são utilizados como indicador de oxirredução em testes de 

screening e CIM (Elshikh et al., 2016). Para isso, a resazurina (corante azul) é reduzida 

a resorufina (coloração rosa), indicando a presença e a viabilidade celular na diluição 

testada (Sarker et al., 2007) (Figura 4). Os óleos que apresentaram atividade bactericida 

ao menos na concentração 10 mg/mL foram selecionados para o prosseguimento do 

estudo. O antibiótico florfenicol (em sua CIM) foi utilizado como controle positivo por 

ser amplamente comercializado no tratamento contra A. pleuropneumoniae na 

suinocultura brasileira (SINDAN, 2013). Como controle negativo foi utilizado uma 

solução de meio BHI + NAD contendo Tween 80. Os testes foram realizados em 

triplicata. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.   Redução da resazurina (corante azul) em resorufina (coloração rosa), 
indicando a viabilidade celular nas diluições analisadas. 



 

19 

 

  

3.4. Análises cromatográficas 

As análises cromatográficas dos óleos essenciais com atividade antibacteriana 

foram realizadas em aparelho CG-EM SHIMADZU GCMS-QP5050A, presente no 

Departamento de Química da Universidade Federal de Viçosa. Para isso, foi preparada 

uma solução contendo o óleo essencial e hexano como solvente, na concentração de 10 

mg/mL. Posteriormente, essa solução foi adicionada a uma coluna cromatográfica DB-5 

de 30 metros de comprimento e 0,25 mm de diâmetro interno e 0,5 micrômetros de 

espessura do filme. Para a temperatura, foi utilizada a faixa de 220 °C, modo Split, com 

40 °C (2 minutos), tendo um aumento de 3 °C por minuto até 240 °C, por 10 minutos. A 

passagem do fluxo de gás foi de 1,8 mL/min. 

 

3.5. CIM dos óleos essenciais com atividade antibacteriana 

O protocolo utilizado foi descrito por Elshikh e colaboradores (2016), com 

modificações e está de acordo com os manuais da CLSI (Clinical and Laboratory 

Standards Institute) (CLSI, 2015). Em uma microplaca de 96 poços, 100 µL de meio 

BHI + NAD foram adicionados em cada poço. Posteriormente, foram feitas as soluções 

contendo o óleo essencial e meio BHI + NAD. Cada poço inicial do teste recebeu 100 

µL dessa solução, sendo a primeira concentração de 10 mg/mL. Após a 

homogeneização, foram realizadas as diluições seriadas. Onze concentrações do óleo 

essencial foram testadas (10 mg/mL – 0,009 mg/mL). Após a diluição seriada, 100 µL 

de inóculo bacteriano a 1 x 106 UFC/mL foram adicionados em cada poço. A 

microplaca foi então incubada durante 24 horas a 37 ºC. Para a avaliação dos resultados, 

50 µL de resazurina (0,01 %) foram adicionados em cada poço, e a placa novamente 

incubada durante 2 – 3 horas a 37 ºC, e posteriormente observada a coloração. O valor 

da CIM foi considerado como a menor diluição do óleo essencial em que não houve a 

mudança na coloração azul nos poços (Figura 5).  

A atividade dos óleos foi classificada de acordo com Djabou e colaboradores 

(2013), variando de inativo a extremamente ativo. Os seguintes valores foram utilizados 

para a classificação dos óleos essenciais (mg/mL): 
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CIM > 12,5 (Inativo)    12,5 ≤ CIM < 1,5 (Moderadamente ativo) 

1,5  ≤ CIM < 0,β (Ativo)                      CIM ≤ 0,β (Extremamente ativo) 

Para controle positivo foi utilizado a CIM do antibiótico florfenicol para cada 

isolado e para controle negativo foi utilizado meio BHI + NAD com Tween 80. Os 

testes foram realizados em triplicata biológica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.  Exemplo do experimento em microplaca de 96 poços com o ensaio de CIM 
utilizando a resazurina como reagente para observar a viabilidade celular. 
Poços com coloração rosa indicam bactérias viáveis. A CIM de ambos os 
óleos foi 1,25 mg/mL. +: Controle positivo. –: Controle negativo. M: 
Controle de meio contendo BHI + NAD. 

 

 

3.6. CBM dos óleos essenciais com atividade antibacteriana 

A concentração bactericida mínima (CBM) dos óleos essenciais foi determinada 

de acordo com Mah (2014), com modificações. Em uma microplaca 96 poços, foram 

adicionados 100 µL de meio BHI + NAD, juntamente com 100 µL de uma solução de 

óleo essencial e, posteriormente, realizadas 11 diluições seriadas (10 mg/mL – 0,009 

mg/mL). Após isso, foram adicionados 100 µL de inóculo bacteriano a 1 x 106 UFC/mL 

por poço e a placa incubada durante 24 horas, a 37 ºC. A partir dos valores de CIM de 

cada óleo essencial para cada isolado, spots de 1,5 µL foram inoculados em placa de 
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Petri contendo meio BHI + NAD ágar (HiMedia). As seguintes concentrações: 4xCIM, 

2xCIM, 1xCIM, 1/2xCIM foram plaqueadas e a placa de Petri, contendo os inóculos, foi 

incubada durante 18 horas a 37 ºC e 5 % de CO2. A CBM foi considerada como a 

menor concentração em que não houve crescimento bacteriano nos inóculos transferidos 

para a placa de Petri (Figura 6). Os experimentos foram realizados em triplicata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.    Exemplo do ensaio de CBM utilizando quatro concentrações (4xCIM a 
1/2xCIM). Cada quadrante da placa de Petri recebeu um tratamento com 
um óleo essencial diferente. Ctrl+: Controle positivo. Ctrl-: Controle 
negativo. 

 

3.7. Avaliação da atividade antibiofilme dos óleos essenciais frente ao biofilme pré-
formado 

As bactérias estudadas foram classificadas quanto a sua capacidade de formar 

biofilme de acordo com Stepanović e colaboradores (β007). Para isso, 100 µL de meio 

BHI + NAD foram adicionados em cada poço de uma microplaca 96 poços. 

Posteriormente 100 µL de bactéria na concentração 1 x 106 UFC/mL foram inoculadas 

nos poços e incubadas em estufa 37 ºC e 5 % de CO2 durante 24 horas. A avaliação do 
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crescimento bacteriano ocorreu visualmente pela turbidez do meio nos poços. O meio 

foi então retirado e 200 µL de cristal violeta 0,1 % (Sigma-Aldrich) foram adicionados. 

A placa foi incubada a temperatura ambiente durante 30 minutos, o cristal violeta 

retirado cuidadosamente e os poços lavados com água destilada. Posteriormente, 250 µL 

de ácido acético 33 % foram adicionados em cada poço durante 10 minutos. 150 µL 

dessa solução presentes em cada poço foram transferidos para uma nova microplaca e as 

leituras de absorbância realizadas com D.O.570nm. BHI + NAD com Tween 80 foi 

utilizado como controle negativo. As bactérias foram classificadas de acordo os 

seguintes conceitos propostos por Stepanović e colaboradores (2007), utilizando a 

densidade óptica (D.O.570nm) da quantificação do biofilme: 

D.O.c = Média da D.O. do controle negativo + (3 x Desvio padrão da média) 

Sendo que: 

D.O. ≤ D.O.c: Não produz biofilme 

D.O.c< D.O. ≤ β x D.O.c: Fraca produtora de biofilme 

2 x D.O.c < D.O. ≤ 4 x D.O.c: Moderada formadora de biofilme 

4 x D.O.c < D.O.: Forte produtora de biofilme 

A análise da atividade dos óleos essenciais no biofilme pré-formado foi realizada 

de acordo com Klein e colaboradores (2015), com modificações. Para isso, bactérias 

foram inoculadas em microplacas de 96 poços como descrito acima. Posteriormente, o 

sobrenadante foi retirado gentilmente e 200 µL de solução contendo meio BHI + NAD 

com os óleos essenciais foram adicionados nas seguintes concentrações: 4xCIM, 

2xCIM, 1xCIM, 1/2xCIM, 1/4xCIM, 1/8xCIM. A microplaca foi então incubada por 6 

horas a 37 ºC e 5 % de CO2 e, ao final desse período, o sobrenadante foi retirado 

cuidadosamente e os poços lavados duas vezes com água destilada (Figura 7). A 

coloração com cristal violeta e a leitura de absorbância ocorreram como descritos 

acima. Os experimentos ocorreram em triplicata, sendo que o resultado final foi à média 

dessas repetições. Os dados foram analisados por análise de variância (ANOVA). Os 

tratamentos foram comparados com o controle pelo teste de Dunnett (P ≤ 0.05) e entre 

eles pelo teste de Tukey (P ≤ 0.05). 
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Figura 7. Esquema placa de biofilme pré-formado, utilizando as concentrações 
relacionadas à CIM como tratamentos. C+ - Controle positivo. C- - 
Controle negativo. 

 

3.8. Avaliação da atividade antibiofilme dos óleos essenciais frente ao biofilme em 
formação 
 

A análise da atividade dos óleos essenciais no biofilme em formação foi 

desenvolvida de acordo com O'Toole (2011), com modificações. Os óleos essenciais 

que apresentaram atividade antibacteriana nos ensaios de CIM foram selecionados para 

as análises de biofilme. A partir dos valores de CIM de cada óleo essencial para cada 

bactéria, foram utilizadas as seguintes concentrações: 4xCIM, 2xCIM, 1xCIM, 

1/2xCIM, 1/4xCIM e 1/8xCIM. Para isso, 100 µL de meio BHI + NAD foram 

adicionados em cada poço de uma microplaca 96 poços. Os óleos essenciais foram 

diluídos em meio BHI + NAD a fim de gerar a solução com a concentração desejada. 

100 µL dessa solução foram acrescentados nos poços e as diluições seriadas realizadas, 

atingindo os valores propostos para o teste. Por fim, 100 µL da bactéria em uma 

concentração 1 x 106 UFC/mL foram adicionados em cada poço e a microplaca 

incubada durante 24 h a 37 ºC e 5 % de CO2. Após esse período, o meio foi retirado 

cuidadosamente, e os poços foram lavados com água destilada duas vezes. 

Posteriormente, 200 µL de cristal violeta 0,1 % foram adicionados em cada poço, e a 

placa incubada a temperatura ambiente por 30 minutos (Figura 8). Após esse período, o 

cristal violeta foi retirado e a placa novamente lavada com água destilada para retirar o 
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excesso do corante. Para a quantificação do biofilme, 250 µL de ácido acético 33 % 

foram adicionados em cada poço. Após 10 minutos em contato com o cristal violeta do 

biofilme, 150 µL da solução foram retirados e transferidos para uma nova microplaca de 

96 poços. As leituras de absorbância ocorreram em D.O.570nm. BHI + NAD com Tween 

80 foi utilizado como controle negativo. Testes foram realizados em triplicata, e o 

resultado final foi a média das replicatas. Os dados foram analisados por análise de 

variância (ANOVA). Os tratamentos foram comparados com o controle pelo teste de 

Dunnett (P ≤ 0.05) e entre eles pelo teste de Tukey (P ≤ 0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Esquema placa de biofilme em formação, utilizando as concentrações 
relacionadas à CIM como tratamentos. C+: Controle positivo. C-: Controle 
negativo. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1. Óleos essenciais com atividade antimicrobiana contra A. pleuropneumoniae 
 

Dentre os 18 óleos essenciais analisados pelo screening inicial, oito 

apresentaram atividade antibacteriana: Canela, coentro, hortelã pimenta, hortelã do 

campo, tomilho, manjerona, eucalipto e louro (Tabela 3). Estes óleos foram 

selecionados para as análises posteriores de cromatografia, atividade antibacteriana e 

antibiofilme. 

 

Tabela 3. Valores de inibição da análise de screening (mg/mL). Óleos essenciais que 
apresentaram valores de inibição iguais a 10 mg/mL ou a 1 e 10 mg/mL foram 
selecionados para as análises posteriores. 

 

                            Bactéria 

Óleo essencial MV518 MV780 MV1022 MIDG2331 S1 

Alecrim >10 >10 >10 >10 >10 
Café >10 >10 >10 >10 >10 

Canela 1 e 10 1 e 10 1 e 10 1 e 10 1 e 10 
Coentro 1 e 10 1 e 10 1 e 10 1 e 10 1 e 10 
Curry >10 >10 >10 >10 >10 

Eucalipto 10 10 10 10 10 
Gengibre >10 >10 >10 >10 >10 

Hortelã do campo 10 10 10 10 10 

Hortelã pimenta 10 10 10 10 10 

Laranja-doce >10 >10 >10 >10 >10 
Lima-comum  >10 >10 >10 >10 >10 

Limão >10 >10 >10 >10 >10 
Louro 10 10 10 10 10 

Manjerona 10 10 10 10 10 
Melaleuca >10 >10 >10 >10 >10 

Noz moscada >10 >10 >10 >10 >10 
Tangerina >10 >10 >10 >10 >10 
Tomilho 10 10 10 1 e 10 10 
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4.2. Análises cromatográficas dos óleos essenciais ativos 
 

Os óleos essenciais que apresentaram atividade frente as bactérias foram 

submetidos à cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas para 

determinar seus componente majoritários. A maioria dos óleos apresentou compostos 

descritos anteriormente com atividade antimicrobiana e estão representados nas figuras 

9 a 16. 
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A. 

 

B. 

Pico Tr (min)¹  Composto Í S² (%) % IK ³ 

1 16.274 Linalol 97% 5.85 1.095 

2 24.403 Cinamaldeído 97% 69.65 1.272 

3 28.008 Eugenol 97% 4.94 1.354 

4 28.596 α-copaeno 93% 2.67 1.368 

5 30.393 ȕ-cariofileno 96% 2.23 1.410 

6 31.683 Acetato de cinamila 96% 6.60 1.442 

¹ - Tempo de retenção; ² - Índice de similaridade; ³ - Índice de Kovats 

C. 

OCH3

O

Acetato de cinamoila

6

H

O1

OCH3

OH
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Eugenol

Cinamaldeido

Linalol

2
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4

CH3

CH2

CH3

CH3

5

Cariofileno

 

Figura 9.  Compostos majoritários encontrados no óleo essencial de canela. A –   
Cromatograma do óleo de canela. B – Principais componentes. C – 
Estrutura química dos principais componentes. 



 

28 

 

A. 

 

 

 

 

 

B. 

Pico Tr 
(min)¹ 

Composto Í S² (%) % IK³ 

1 16.31 Linalol 96 10.15 1.053 

2 21.15 Decanal 97 7.59 1.204 

3 23.75 Decenal 93 12.59 1.193 

4 24.02 Trans-dodecanol 89 8.02 1.407 

5 32.26 Decanol 95 5.39 1.272 

6 40.10 8-hexadecenal 93 4.12 1.759 

¹ - Tempo de retenção; ² - Índice de similaridade; ³ - Índice de Kovats 

C. 

O

Linalol

OH

O

Decanal

1
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Decenal

HO
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HO
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Figura 10. Compostos majoritários encontrados no óleo essencial de coentro. A – 
Cromatograma do óleo de coentro. B – Principais componentes. C – 
Estrutura química dos principais componentes. 
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A. 

 

 

 

B. 

Pico Tr (min)¹  Composto Í S² (%) % IK ³ 

1 8.25 -pineno 96  6.42 939 

2 9.99 -pineno 95 6.97 980 

3 12.40 d-limoneno 94 4.90 1.031 

4 18.29 Mentona 96 26.40 1.154 

5 18.90 Neoisomentol 97 9.31 1.188 

6 19.40 Mentol 98 30.26 1.173 

¹ - Tempo de retenção; ² - Índice de similaridade; ³ - Índice de Kovats 

C. 

-pineno

1

-pineno

2

d-limoneno

3

O
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4
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OH
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Figura 11. Compostos majoritários encontrados no óleo essencial de hortelã do campo. 
A – Cromatograma do óleo de hortelã do campo. B – Principais 
componentes. C – Estrutura química dos principais componentes. 
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A. 

B. 

Pico Tr  (min)¹ Composto Í S² (%) % IK ³ 

1 8.71 -pineno 97 2.01 939 

2 10.51 -pineno 96 11.39 980 

3 11.29 -mirceno 95 1.35 991 

4 12.73 -cimeno 97 4.28 1.022 

5 13.02 d-limoneno 96 28.56 1.031 

6 14.35 -terpineno 97 11.32 1.024 

7 28.33 Acetato de nerila 97 1.17 1.365 

8 34.17 -bisaboleno 95 2.74 1.671 

¹ - Tempo de retenção; ² - Índice de similaridade; ³ - Índice de Kovats 

C. 

-pineno
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-pineno
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O
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7 8
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Figura 12. Compostos majoritários encontrados no óleo essencial de hortelã pimenta.  
A – Cromatograma do óleo de hortelã pimenta. B – Principais componentes. 
C – Estrutura química dos principais componentes. 
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A. 

 

B. 

Pico Tr (min)¹  Composto Í S² (%)  % IK ³ 

1 8.706 -pineno 97 2.10 939 

2 12.781 p-cimeno 96 28.81 1.020 

3 12.972 Ȗ-terpineno 96 1.33 1.024 

4 14.315 Linalol 97 3.85 1.053 

5 16.342 Timol 98 6.05 1.097 

6 25.521 Carvacrol 97 48.43 1.296 

7 25.773 Óxido de cariofileno 95 2.83 1.302 

¹ - Tempo de retenção; ² - Índice de similaridade; ³ - Índice de Kovats 

C.  
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3 OH
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Figura 13. Compostos majoritários encontrados no óleo essencial de tomilho. A –     
Cromatograma do óleo de tomilho. B – Principais componentes. C – 
Estrutura química dos principais componentes. 
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A. 

B. 

Pico Tr (min)¹  Composto Í S² (%) % IK³ 

1 8.78 Sabineno 96 11 976 

2 10.9 -terpineno 97 13 1.018 

3 12.73 -cimeno 90 4,6 1.022 

4 12.40 d-limoneno 90 8 1.031 

5 14.35 -terpineno 97 14 1.024 

6 18.47 trans-sabineno hidratado 96 5,5 1.097 

7 19.20 Terpinoleno 94 3 1.088 

8 20.63 cis-sabineno hidratado 95 11 1.068 

9 26.59 Terpinen-4-ol 95 31 1.177 

10 30.393 -cariofileno 95 3 1.418 

¹ - Tempo de retenção; ² - Índice de similaridade; ³ - Índice de Kovats 
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C. 

Sabineno
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Figura 14. Compostos majoritários encontrados no óleo essencial de manjerona.  A – 
Cromatograma do óleo de manjerona. B - Estrutura química dos principais 
componentes. C – Estrutura química dos principais componentes. 
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A. 

 
 

 

 

 

 

B. 

Pico Tr ¹ (min) Composto Í S² (%) % IK ³ 

1 8.77 -pineno 96 1.104 939 

2 10.47 -pineno 95 10.47 980 

3 11.29 -mirceno 95 1.73 991 

4 12.75 p-cimeno 89 3.94 1.020 

5 13.07 d-limoneno 94 33.31 1.031 

6 14.32 -terpineno 96 1.20 1.024 

7 17.78 Cis-óxido de limonenono 95 0.71 1.134 

8 18.00 Trans-óxido de limoneno 95 1.21 1.139 

¹ - Tempo de retenção; ² - Índice de similaridade; ³ - Índice de Kovats 

C. 

-pineno -pineno

-mirceno p-cimeno

d-limoneno

1 2 3
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8O
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Figura 15. Compostos majoritários encontrados no óleo essencial de eucalipto.  A – 
Cromatograma do óleo de eucalipto. B - Principais componentes. C – 
Estrutura química dos principais componentes. 
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A. 

B.  

Pico Tr (min)¹  Composto Í S² (%) % IK ³ 

1 8.86 -pineno 97 20.33 939 

2 9.96 -pineno 95 15.03 980 

3 12.52 1,8-cineol 96 64.64 1.033 

¹ - Tempo de retenção; ² - Índice de similaridade; ³ - Índice de Kovats 

C.  

-pineno

1

-pineno

2

O
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3

 

 

Figura 16. Compostos majoritários encontrados no óleo essencial de louro.  A – 
Cromatograma do óleo de louro. B - Principais componentes. C – Estrutura 
química dos principais componentes. 
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4.3. CIM e CBM dos óleos essenciais: 
  

Os resultados da CIM e da CBM dos oito óleos essenciais testados nas cinco 

bactérias estão presentes na Tabela 4. A CIM e a CBM foram idênticas para os óleos em 

todos os isolados e variaram de 5 mg/mL a 0,3125 mg/mL. As imagens de algumas 

placas contendo os resultados da CIM para as cinco bactérias estão apresentadas nas 

Figuras 17 a 21. As imagens das placas com os resultados da CBM para as cinco 

bactérias estão apresentadas nas Figuras 22 a 26. 
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Bactéria MV518 MV780 MV1022 MIDG2331 S1 

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM 

Canela 0,625 0,625 0,625 0,625 0,625 0,625 0,625 0,625 0,625 0,625 

Coentro 0,3125 0,3125 0,3125 0,3125 0,625 0,625 0,3125 0,3125 0,3125 0,3125 

Hortelã pimenta 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 

Hortelã do campo 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 

Tomilho 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 0,625 0,625 1,25 1,25 

Manjerona 2,5 2,5 2,5 2,5 5 5 1,25 1,25 2,5 2,5 

Eucalipto 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 2,5 2,5 

Louro 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 

Tabela 4. Valores de CIM (mg/mL) e CBM (mg/mL) dos óleos essenciais nas bactérias testadas. 

 

CIM: Concentração inibitória mínima; CBM: Concentração bactericida mínima.  
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Figura 17. Ensaio de CIM para bactéria A. pleuropneumoniae, isolado MV518,      
sorotipo 8. Óleos na placa A: 1 - Hortelã do campo; 2 - Hortelã pimenta. 
Óleos na placa B: 1 – Manjerona; 2 - Louro. +: Controle positivo. –: 
Controle negativo. M: Controle de meio contendo BHI + NAD. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Ensaio de CIM para bactéria A. pleuropneumoniae, isolado MV780,      
sorotipo 8. Óleos na placa A: 1 – Louro; 2 - Canela. Óleos na placa B: 1 – 
Coentro; 2 - Hortelã pimenta. +: Controle positivo. –: Controle negativo. M: 
Controle de meio contendo BHI + NAD. 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Ensaio de CIM para a bactéria A. pleuropneumoniae, isolado MV1022, 
sorotipo 8. Óleos na placa A: 1 – Canela; 2 - Hortelã do campo. Óleos na 
placa B: 1 – Coentro; 2 - Hortelã pimenta. +: Controle positivo. –: Controle 
negativo. M: Controle de meio contendo BHI + NAD. 
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Figura 20. Ensaio de CIM para bactéria A. pleuropneumoniae, isolado MIDG2331,      
sorotipo 8. Óleos na placa A: 1 - Hortelã do campo; 2 - Manjerona. Óleos na 
placa B: 1 – Hortelã pimenta; 2 - Louro. +: Controle positivo. –: Controle 
negativo. M: Controle de meio contendo BHI + NAD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Ensaio de CIM para bactéria A. pleuropneumoniae, S1 (ATCC), sorotipo 1. 
Óleos na placa A: 1 – Coentro; 2 - Tomilho. Óleos na placa B: 1 – Louro;   
2 - Eucalipto. +: Controle positivo. –: Controle negativo. M: Controle de 
meio contendo BHI + NAD. 
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Figura 22. Ensaio de CBM para bactéria A. pleuropneumoniae, isolado MV518,      
sorotipo 8, utilizando as quatro concentrações (4xCIM a 1/2xCIM). Óleos 
na placa A – Canela, coentro, hortelã pimenta e hortelã do campo. Óleos na 
placa B – Tomilho, manjerona, eucalipto e louro. Ctrl+: Controle positivo. 
Ctrl-: Controle negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Ensaio de CBM para bactéria A. pleuropneumoniae, isolado MV780,      
sorotipo 8, utilizando as quatro concentrações (4xCIM a 1/2xCIM). Óleos 
na placa A – Canela, coentro, hortelã pimenta e hortelã do campo. Óleos na 
placa B – Tomilho, manjerona, eucalipto e louro. Ctrl+: Controle positivo. 
Ctrl-: Controle negativo. 
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Figura 24. Ensaio de CBM para bactéria A. pleuropneumoniae, isolado MV1022,      
sorotipo 8, utilizando as quatro concentrações (4xCIM a 1/2xCIM). Óleos 
na placa A – Canela, coentro, hortelã pimenta e hortelã do campo. Óleos na 
placa B – Tomilho, manjerona, eucalipto e louro. Ctrl+: Controle positivo. 
Ctrl-: Controle negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Ensaio de CBM para bactéria A. pleuropneumoniae, isolado MIDG2331,      
sorotipo 8, utilizando as quatro concentrações (4xCIM a 1/2xCIM). Óleos 
na placa A – Canela, coentro, hortelã pimenta e hortelã do campo. Óleos na 
placa B – Tomilho, manjerona, eucalipto e louro. Ctrl+: Controle positivo. 
Ctrl-: Controle negativo. 
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Figura 26. Ensaio de CBM para bactéria A. pleuropneumoniae, S1 (ATCC),      
sorotipo 1, utilizando as quatro concentrações (4xCIM a 1/2xCIM). Óleos 
na placa A – Canela, coentro, hortelã pimenta e hortelã do campo. Óleos na 
placa B – Tomilho, manjerona, eucalipto e louro. Ctrl+: Controle positivo. 
Ctrl-: Controle negativo. 

 

Os óleos analisados variaram a sua classificação entre moderadamente ativo e 

ativo, sendo sete considerados ativos para ao menos um isolado. O óleo de louro foi o 

único considerado moderadamente ativo para todos os isolados (5 mg/mL). O óleo de 

coentro obteve a CIM e a CBM mais baixa para a maioria das bactérias testadas (0,3125 

mg/mL), seguido da canela (0,625 mg/mL) como os mais efetivos na inibição das 

bactérias. 
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4.4. Biofilme pré-formado 
 

Utilizando esses conceitos de classificação quanto à produção de biofilme, os 

isolados MV780, MV518, MV1022 e MIDG2331 foram selecionados por serem fortes 

formadores de biofilme. A bactéria S1, do sorotipo 1, não foi utilizada por ser 

considerada como formadora moderável de biofilme (Figura 27). Os oito óleos 

essenciais que apresentaram atividade antibacteriana no ensaio de screening foram 

utilizados para as futuras análises. 

 

Figura 27. Produção de biofilme pelas bactérias do presente estudo. 

 

Os resultados em porcentagem do rompimento do biofilme nos isolados, pela 

utilização dos óleos essenciais estão representados na Tabela 5. Os resultados gráficos 

das análises dos óleos essenciais nos biofilmes pré-formados dos isolados selecionados 

estão presentes nas Figuras 28 a 31.        

 Os óleos de coentro e canela apresentaram capacidade de rompimento do 

biofilme de todos os isolados nas concentrações 1xCIM, 2xCIM e 4xCIM, sendo a 

maior concentração capaz de romper em média 50 % a 60 %. O óleo de canela foi capaz 

de romper 80 % do biofilme pré-formado do isolado MV1022, sendo o maior valor 

observado nos ensaios. Este isolado apresentou maior susceptibilidade aos óleos 
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testados, sendo que todos foram capazes de romper o biofilme nas concentrações 

1xCIM e supra-CIM. Neste mesmo isolado, o óleo de canela e eucalipto foram capazes 

de romper o biofilme na menor concentração (1/8xCIM) em 21 % e 30,6 %, 

respectivamente. A maior concentração do óleo de tomilho foi efetiva contra o biofilme 

dos isolados MV518 (49 % de rompimento) e MV1022 (70,5 %). Entretanto, para os 

isolados MV780 e MIDG2331, esse apresentou capacidade de aumentar o biofilme 

produzido por esses isolados. Para o MV780 o aumento foi aproximadamente 39,7 % na 

concentração 1/8xCIM e para o MIDG2331 esse aumento foi de 34,7 % na 

concentração 1xCIM.   
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Tabela 5. Porcentagem do rompimento do biofilme pré-formado dos quatro isolados de A. pleuropneumoniae, sorotipo 8, pelos óleos essenciais.  

-: Não significativo em relação ao controle. +: Aumento do biofilme em relação ao controle. 

MV518                        MV780 

  4x 2x 1x 1/2x 1/4x 1/8x   4x 2x 1x 1/2x 1/4x 1/8x 

Canela 66,70 % 58,46 % 43,65 % 30,79 % - - Canela 33,15 % 28,95 % - - - - 
Coentro 53,77 % 58,39 % 47,01 % - - - Coentro 52,71 % 53,46 % 49,68 % 26,12 % 16,33 % 13,40 % 

H. pimenta 46,69 % 41,38 % - - - - H. pimenta 24,00 % 25,82 % 22,42 % - - - 
H. campo 42,52 % 43,27 % 49,72 % - - - H. campo - - - - - - 
Tomilho 49,59 % 52,41 % 52,82 % 42,13 % 32,29 % - Tomilho - - - - - +39,74 % 

Manjerona 48,46 % 48,69 % 51,27 % 49,37 % 38,91 % - Manjerona 41,02 % 49,32 % 41,06 % 22,39 % - - 
Eucalipto 38,11 % 29,59 % 28,88 % 18,77 % - - Eucalipto 25,60 % 23,38 % 22,26 % - - - 

Louro 33,93 % - 25,55 % - - - Louro 21,87 % 28,68 % 36,64 % 30,88% - - 

MV1022   MIDG2331 

  4x 2x 1x 1/2x 1/4x 1/8x   4x 2x 1x 1/2x 1/4x 1/8x 

Canela 76,63 % 53,93 % 17,30 % 21,79 % 16,32 % 21,29 % Canela 51,76% 33,70 % 30,12 % 23,86% 18,61% 37,17% 
Coentro 53,50 % 51,32 % 54,30 % - - - Coentro 59,56% 57,00 % 29,47 % - 14,64 % - 

H. pimenta 56,51 % 49,58 % 46,56 % - - - H. pimenta 36,97% 34,90 % - - - - 
H. campo 58,39 % 55,09 % 44,56 % - - - H. campo - - - - - - 
Tomilho 70,56 % 67,23 % 64,72 % 48,02 % - - Tomilho 40,03% - +34,76 % - - - 

Manjerona 61,80 % 57,39 % 46,31 % 26,19 % - - Manjerona 49,95% 32,71% - - - - 
Eucalipto 75,12 % 69,45 % 59,23 % 59,15 % 44,36% 30,68 % Eucalipto 22,10% 21,87 % 21,99 % 22,03 % - - 

Louro 69,57 % 50,71 % 37,38% 51,09 % 46,83 % - Louro - 38,91% 32,20 % 35,35 % 38,32 % 44,98 % 
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Figura 28. Avaliação da atividade dos óleos essenciais no biofilme pré-formado do 
isolado MV518. Letras iguais para os tratamentos que não diferenciaram 
pelo teste de Tukey 5 %. * - Tratamento significativo em relação ao controle 
(Dunnett, p < 0,05). 
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Figura 29. Avaliação da atividade dos óleos essenciais no biofilme pré-formado do 
isolado MV780. Letras iguais para os tratamentos que não diferenciaram 
pelo teste de Tukey 5 %. * - Tratamento significativo em relação ao controle 
(Dunnett, p < 0,05). 
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Figura 30. Avaliação da atividade dos óleos essenciais no biofilme pré-formado do 
isolado MV1022. Letras iguais para os tratamentos que não diferenciaram 
pelo teste de Tukey 5 %. * - Tratamento significativo em relação ao controle 
(Dunnett, p < 0,05). 
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Figura 31. Avaliação da atividade dos óleos essenciais no biofilme pré-formado do 
isolado MIDG2331. Letras iguais para os tratamentos que não diferenciaram 
pelo teste de Tukey 5 %. * - Tratamento significativo em relação ao controle 
(Dunnett, p < 0,05). 
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4.5. Biofilme em formação 
 

Os resultados em porcentagem de inibição do biofilme em formação estão 

representados na Tabela 6. Os resultados gráficos das análises dos óleos essenciais nos 

biofilmes pré-formados dos isolados estão presentes nas Figuras 32 a 35.   

 O óleo de canela foi capaz de diminuir a formação do biofilme nos três isolados 

brasileiros, com o valor de inibição variando entre 37,75 % e 69,36 %. Os óleos de 

manjerona e louro foram os mais efetivos na inibição da formação do biofilme para o 

isolado MV1022. Na menor concentração destes (1/8xCIM), a inibição foi de 40,26 % e 

53,90 %, respectivamente. A maior porcentagem de inibição ocorreu na concentração de 

1/2xCIM do óleo de coentro no isolado MIDG2331, sendo esse valor de 72,93 %. 

Entretanto, para esse mesmo óleo no mesmo isolado, a menor concentração (1/8xCIM) 

foi capaz de induzir a formação de biofilme em 45,15 %. Esse aumento também foi 

observado na formação do biofilme na menor concentração do óleo de coentro para o 

isolado MV780 (19,20 % de aumento). O óleo de hortelã pimenta foi capaz de romper o 

biofilme do isolado MIDG2331 apenas na menor concentração, sendo essa taxa de 

41,95 %.      
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               Tabela 6. Porcentagem da inibição do biofilme em formação dos quatro isolados de A. pleuropneumoniae, sorotipo 8, pelos óleos 
essenciais.  

 

 

 

 

 

 

 

             

   -: Não significativo em relação ao controle. +: Aumento do biofilme em relação ao controle. 

MV518 MV780 
Óleos 1/2x 1/4x 1/8x Óleos 1/2x 1/4x 1/8x 
Canela 37,75 % 29,19 % - Canela 51,91 % 24,79 % - 
Coentro 22,93 % - - Coentro 38,12 % - +19,20 % 

H. pimenta 36,36 % - - H. pimenta 41,15 % - - 
H. campo 21,45 % - - H. campo 54,72 % 26,01 % - 
Tomilho 35,51 % - - Tomilho - - - 

Manjerona - - - Manjerona 49,66 % - - 
Eucalipto - - - Eucalipto - - - 

Louro 27,88 % 25,11 % - Louro 43,04 % - - 
MV1022 MIDG2331 

Óleos 1/2x 1/4x 1/8x Óleos 1/2x 1/4x 1/8x 
Canela 69,36 % - - Canela - - - 
Coentro - - - Coentro 72,93 % 54,92 % +45,15 % 

H. pimenta - - - H. pimenta - - 41,95 % 
H. campo - - - H. campo - - - 
Tomilho - - - Tomilho - - - 

Manjerona 69,52 % 51,81 % 40,26 % Manjerona - - - 
Eucalipto - - - Eucalipto - - - 

Louro 59,28 % 45,91 % 53,90 % Louro - - - 
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Figura 32. Avaliação da atividade dos óleos essenciais no biofilme em formação do 
isolado MV518. Letras iguais para os tratamentos que não diferenciaram 
pelo teste de Tukey 5 %. * - Tratamento significativo em relação ao controle 
(Dunnett, p < 0,05). 
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Figura 33. Avaliação da atividade dos óleos essenciais no biofilme em formação do 
isolado MV780. Letras iguais para os tratamentos que não diferenciaram 
pelo teste de Tukey 5 %. * - Tratamento significativo em relação ao controle 
(Dunnett, p < 0,05). 
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Figura 34. Avaliação da atividade dos óleos essenciais no biofilme em formação do 
isolado MV1022. Letras iguais para os tratamentos que não diferenciaram 
pelo teste de Tukey 5 %. * - Tratamento significativo em relação ao controle 
(Dunnett, p < 0,05). 
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Figura 35. Avaliação da atividade dos óleos essenciais no biofilme em formação do 
isolado MIDG2331. Letras iguais para os tratamentos que não diferenciaram 
pelo teste de Tukey 5 %. * - Tratamento significativo em relação ao controle 
(Dunnett, p < 0,05). 
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5. DISCUSSÃO 
 

Mais de cem mil toneladas de antibióticos são produzidas anualmente no mundo, 

sendo que dois terços são destinados à pecuária (Bbosa & Mwebaza, 2013; Van 

Boeckel et al. 2015). Nesse contexto, a resistência bacteriana aos antibióticos causa uma 

preocupação em escala global, sendo necessária a busca por novos compostos 

antimicrobianos. 

No presente trabalho, dos dezoito óleos analisados, oito apresentam atividade 

antimicrobiana contra isolados de A. pleuropneumoniae, sendo eles: canela, coentro, 

hortelã pimenta, hortelã do campo, tomilho, manjerona, eucalipto e louro. Estudos 

anteriores relataram a atividade antibacteriana desses óleos contra diversas espécies 

bacterianas como, por exemplo, a atividade antibacteriana do óleo de canela em 

Staphylococcus aureus, Streptococus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella 

anatum (Shan et al., 2007; Unlu et al., 2010) e do óleo de coentro contra Escherichia 

coli, Pseudomonas aeruginosa e Xanthomonas campestri (Lo Cantore et al., 2004; 

Matasyoh et al., 2009). Os demais óleos analisados neste trabalho, como hortelã do 

campo (Aggarwal et al., β00β), hortelã pimenta (İşcan et al., β00β), tomilho (Rota et al., 

2008), manjerona (Vagi et al., 2005), eucalipto (Delaquis et al., 2002) e louro 

(Dadalioǧlu et al., β004) também já apresentaram efeito bactericida avaliado em 

diferentes espécies bacterianas.       

 A similaridade da CIM e CBM foi observada para todos os óleos essenciais, 

evidenciando a característica bactericida destes. O ensaio de CBM é complementar ao 

ensaio de CIM, pois a inibição determinada pela CIM pode ocorrer tanto pela morte das 

células (característica bactericida) quanto pela inibição do crescimento (característica 

bacteriostática). Portanto, a CBM é realizada para determinar em qual concentração do 

composto as células foram mortas (Mah, 2014). Estudos anteriores relataram a 

característica bactericida de óleos essenciais em bactérias Gram-negativas (Friedman et 

al., 2002). Helander e colaboradores (1998) observaram que componentes fenólicos de 

alguns óleos essenciais atuam diretamente na membrana externa de bactérias Gram-

negativas. Essa característica também foi descrita por Rhayour e colaboradores (2003) 

que ao testar óleos como orégano e cravo, observaram o rompimento da membrana 

externa de bactérias Gram-negativas. Os componentes fenólicos dos óleos essenciais 

possuem grande afinidade por compostos hidrofóbicos da bicamada lipídica das 

bactérias. A partir da interação destes componentes, pode ocorrer a desestabilização da 
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bicamada, consequentemente o estresse osmótico celular e o aumento da 

permeabilidade de membrana (Singh et al., 2002). Esses mesmos componentes 

fenólicos, em grandes quantidades, desnaturam as enzimas citoplasmáticas, afetando 

principalmente a divisão celular (Sacchetti et al., 2005). 

A maioria desses componentes atua diretamente na membrana plasmática das 

células, devido à interação hidrofóbica com os lipídeos (Trombetta et al., 2005; 

Oyedemi et al., 2009). Essa interação poderia desestabilizar a bicamada lipídica, 

causando a maior fluidez de membrana, diminuição da permeabilidade seletiva e a 

ocorrência da dissipação do potencial de membrana com consequente redução na 

produção de ATP. Adicionalmente, componentes como o cinamaldeído e o linalol 

causam danos à parede celular, gerando estresse osmótico e lisando a célula (Gill & 

Holley, 2004; Alves et al., 2016). Esses compostos poderiam interagir com 

componentes da membrana plasmática e da parede celular de A. pleuropneumoniae, 

causando danos a essas estruturas. Os estresses causados por esses componentes, por 

diferentes mecanismos de ação, poderiam ser os responsáveis pela inibição da bactéria e 

da característica bactericida observada.      

 Esses componentes isolados podem apresentar características bioativas 

semelhantes às observadas no óleo essencial. Todavia, em determinados casos, são 

necessárias concentrações menores dos componentes em relação ao óleo, para observar 

a mesma atividade. Didry e colaboradores (1994) determinaram a CIM para o 

cinamaldeído (componente do óleo de canela) variando de 32 µg/mL a 64 µg/mL para 

algumas espécies Gram-positivas e Gram-negativas. Ali e colaboradores (2005), 

analisando os componentes do óleo de canela, como o cinamaldeído e eugenol, 

determinaram a CIM destes como 2 µg/mL para a bactéria Helicobacter pylori. Esta 

mesma pesquisa revelou algumas linhagens de H. pylori, que foram testadas com os 

componentes do óleo, sendo resistentes ao antibiótico metronidazol (CIM > 8 μg/ml). 

Portanto, um componente do óleo essencial isolado foi mais efetivo em relação a um 

antibiótico comercial na inibição de uma bactéria Gram-negativa. Esses resultados 

evidenciam a redução da CIM quando determinados componentes dos óleos são 

purificados e testados isoladamente. A partir desses resultados com os óleos essenciais, 

os componentes destes poderão ser isolados, obtendo moléculas para futuros estudos e 

possíveis tratamentos. 

Os principais componentes dos óleos no presente estudo foram relatados 

possuindo mecanismos de ação diferentes dos antibióticos comerciais, a exemplo do 
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florfenicol, que atua diretamente na síntese proteica (Schlünzen et al., 2001). Da Silva e 

colaboradores (2017) evidenciaram a resistência do isolado MV518 para o antibiótico 

florfenicol e cloranfenicol (CIM > 8 µg/mL). As análises com esse mesmo isolado 

evidenciaram a inibição dessa bactéria pelos óleos testados, sendo o de coentro como 

tendo inibição com a CIM de 0,3125 mg/mL. Este óleo apresentou uma CIM idêntica 

para quatro dos cinco isolados, sendo a exceção o MV1022. Pereira e colaboradores 

(2015), utilizando testes de virulência na lagarta Galleria mellonella, observaram que 

esse isolado é o mais virulento dentre os analisados. Com isso, o valor de CIM e CBM 

para o óleo de coentro nesse isolado foi duas vezes maior (0,625 mg/mL) quando 

comparadas com a dos outros isolados. O óleo de manjerona também apresentou um 

valor de CIM duas vezes maior (5 mg/mL) para esse isolado em comparação com os 

outros, observando a resistência maior dessa bactéria aos dois óleos analisados.   

 Ao avaliar a ação efetiva dos óleos em isolados do sorotipo 8 provenientes do 

Brasil e do Reino Unido e um do sorotipo 1, pode-se observar uma possível 

característica de atuação de amplo espectro dos óleos testados. A capacidade 

antibacteriana observada dos óleos eleva esses produtos a efetivos no combate contra 

bactérias de alta virulência, a exemplo de representantes do sorotipo 1 (Nicolet, 1992). 

Parte da alta virulência desse sorotipo é responsável pela liberação da toxina ApxI (Beck 

et al., 1994). Esta possui a característica de ser fortemente hemolítica e citotóxica para 

células fagocitárias, causando a alta mortalidade em animais infectados (Frey & Nicolet, 

1988; Kamp et al., 1991). Portanto, os óleos testados possuem atividade antibacteriana 

em bactérias capazes de causar alta morbidade (sorotipo 8) e com elevado grau de 

virulência (sorotipo 1). 

As análises da atividade dos óleos no biofilme em formação e o pré-formado 

ocorreram em bactérias fortes produtoras de biofilme. A bactéria S1 não é uma forte 

formadora de biofilme, portanto não foi avaliada nos testes. Por ser uma linhagem 

ATCC, a sua manutenção ocorreu durante certo tempo em laboratório. Kaplan e Mulks 

(2005) observaram que linhagens de A. pleuropneumoniae cultivadas mais de duas 

vezes em meio de cultura líquido diminuíam significativamente a sua capacidade de 

formar biofilme. Esse poderia ser um dos motivos da linhagem S1 não ser uma forte 

formadora de biofilme quando comparadas com os outros isolados.  

Os resultados evidenciam a capacidade de diversos óleos como o de canela e 

coentro em romperem o biofilme nas concentrações 1xCIM, 2xCIM e 4xCIM. O óleo 

de coentro e seus componentes foram testados anteriormente com resultados 
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significativos no rompimento do biofilme de Acinetobacter baumannii (Alves et al., 

2016). Bazargani e Rohloff (2016) observaram que o óleo essencial de coentro foi capaz 

de inibir a formação do biofilme de Staphylococcus aureus em 90 %. Os mesmos 

autores observaram a capacidade do óleo de hortelã pimenta em romper cerca de 67 % 

do biofilme de S. aureus e 81 % do biofilme de Escherichia coli.  

Entretanto, para o óleo de tomilho, concentrações iguais a CIM e sub-CIM 

foram responsáveis pelo aumento no biofilme dos isolados MV780 e MIDG2331. Esse 

aumento na produção do biofilme foi relatado para diversos antibióticos em variadas 

espécies bacterianas (Kaplan, 2011). Hathroubi e colaboradores (2015) observaram que 

concentrações sub-CIM de penicilina G aumentavam a produção e a auto agregação do 

biofilme em linhagens de A. pleuropneumoniae. O aumento da produção do biofilme 

em doses sub-CIM dos antibióticos pode estar relacionado com o mecanismo de ação 

destes. Kohanski e colaboradores (2010) relataram que antibióticos com ação na parede 

celular afetam a maior produção de peptideoglicanos, gerando o aumento na matriz 

polissacarídica formadora do biofilme.  

Em relação aos óleos essenciais, essa observação do aumento na produção de 

biofilme poderia estar relacionada com a desestabilização da parede celular das 

bactérias, devido aos componentes do óleo em concentrações sub-CIM, estimulando a 

produção de mais substância polimérica extracelular. Trabalhos anteriores, utilizando 

componentes isolados de óleos essencias, observaram resultados semelhantes aos 

encontrados pelo presente estudo, na etapa da indução ou diminuição do biofilme. 

Sandasi e colaboradores (2008) observaram que os componentes isolados de óleos 

essenciais, utilizados separadamente induziam a formação do biofilme em linhagens de 

Listeria monocytogenes. Entretanto, para essa mesma bactéria, foi relatado que óleos 

essenciais como tomilho e hortelã pimenta foram capazes de inibir a formação do 

biofilme em cerca de 80 % (Sandasi et al., 2010).       

 Resultados semelhantes foram observados pelo presente projeto, em que o óleo 

de tomilho foi capaz de romper o biofilme pré-formado em algumas concentrações, 

entretando foi capaz de induzir a formação de biofilme nas concentrações de 1/8xCIM 

(para o isolado MV780), e 1xCIM (para o isolado MIDG2331). Esses resultados 

poderiam estar relacionados com a quantidade dos componentes do óleo presentes nos 

difentes tratamentos. Estes componentes em baixas concentrações estariam ativando 

respostas celulares contra o estresse causado por essas moléculas. Com isso, a produção 

de EPS poderia sofrer regulação, com o objetivo de aumentar o biofilme. Entretanto, em 
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grandes concentrações dos componentes, estes estariam destruindo as células e 

reduzindo à produção de EPS, consequentemente rompendo o biofilme. 

Adicionalmente, células presentes no biofilme, na presença de um agente 

antimicrobiano em pequena concentração, reduzem o metabolismo, a utilização de 

nutrientes e oxigênio. Sendo um dos motivos da maior resistência das células do 

biofilme aos agentes antibacterianos (Mah & O’Toole, β001). 

Os resultados dos experimentos tanto do biofilme pré-formado quanto o do 

biofilme em formação evidenciam a característica antibiofilme dos óleos essenciais 

analisados. Portanto, esses óleos tem potencial na utilização para o combate a infecções 

e para a utilização desses compostos como sanitizantes. As características 

antibacterianas e antibiofilme dos óleos essenciais são relatadas por um grande número 

de estudos, elevando a importância destes produtos naturais no combate à bactérias 

patogênicas.  
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6. CONCLUSÕES 
 

 No presente estudo, dezoito óleos essenciais foram avaliados quanto a sua 

atividade antibacteriana. Dentre estes, os óleos de canela, coentro, hortelã pimenta, 

hortelã do campo, tomilho, manjerona, eucalipto e louro apresentaram bioatividade 

frente às bactérias analisadas. Sendo os óleos de coentro e canela como os mais efetivos 

na inibição dos isolados de A. pleuropneumoniae. O resultado similar de CIM e CBM 

evidenciou a característica bactericida dos óleos essenciais analisados. Os resultados de 

cromatografia gasosa evidenciaram a presença de compostos antibacterianos já citados 

na literatura e que estão presentes nos óleos do presente estudo.   

 Os óleos de canela e coentro foram os mais efetivos no rompimento do biofilme 

pré-formado dos quatro isolados. Determinadas concentrações do óleo de tomilho foram 

capazes de induzir a formação do biofilme de dois isolados.    

 Para os experimentos de biofilme em formação, os óleos essenciais de canela e 

coentro novamente foram os mais efetivos na inibição da formação do biofilme. 

Entretanto, na menor concentração (1/8xCIM), o óleo de coentro induziu a formação de 

biofilme neste mesmo isolado.       

 Os oitos óleos essenciais avaliados se apresentam promissores para uso no 

combate à infecções causadas por A. pleuropneumoniae. 
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