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RESUMO  

O controle à infecções causadas por Acinetobacter baumannii multirresistente ainda é 

um desafio para a saúde pública, uma vez que esse patógeno possui mecanismos 

intrínsecos e adquiridos de resistência, além de estar envolvido com aumento de taxa de 

morbidade e mortalidade principalmente em ambiente hospitalar. A Organização 

Mundial da Saúde designou A. baumannii resistentes a carbapenêmicos como grupo 

prioritário para pesquisa que visem o controle de sua disseminação bem como para o 

desenvolvimento de novos antibióticos capazes de controlar a infecção causada por este 

patógeno. O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade antibiofilme do óleo essencial 

de Protium heptaphyllum (Breu branco) frente a isolados clínicos de A. baumannii 

multirresistente. Para a formação da unidade formadora de colônia (UFC), a diluição foi 

realizada em 1:100 (v/v) de culturas crescidas por 20 h de 8 cepas de A. baumannii 

multirresistente e apresentaram uma concentração de 8x10
5 

- 2,3 x10
6
 ufc.mL

-1
. A 

capacidade de formação de biofilme entre as cepas foi determinada em três meios de 

culturas: Infusão de cérebro e coração (Brain Heart Infusion, BHI), Caldo Mueller 

Hinton (MH) e Caldo de Soja Triptonada (Trypticase Soy Broth, TSB).  Foi determinada 

a concentração inibitória mínima (CIM) do óleo de P. heptaphyllum contra as cepas de 

A. baumannii multirresistente através da microdiluição em caldo MH. Observou-se 

também que houve uma maior tendência de formação de biofilme no meio BHI, e uma 

menor tendência de formação de biofilmes em meio TSB, sugerindo que diferenças em 

nutrientes podem influenciar a formação de biofilmes. O crescimento planctônico e a 

formação de biofilmes foram variáveis entre os isolados, quando considerado o mesmo 

meio de cultura, sugerindo que variações genéticas ou plasticidade fenotípica podem 

influenciar no crescimento de A. baumannii multirresistente. A diluição de 0,25% do 

óleo foi capaz de inibir células planctônicas de A. baumannii multirresistente, 

demonstrando eficácia antimicrobiana. A incapacidade de formar biofilme nessa mesma 

concentração e total capacidade de crescimento planctônico e formação de biofilmes em 

concentrações menores que 0,25% (v/v), indica a inexistência de atividade antibiofilme 

do óleo de P. heptaphyllum. Desta forma, esse óleo poderia potencialmente ser útil para 

combater bactérias resistentes oriundas de infecções de pele, por meio de pomadas ou 

para desinfecção de superfícies, porém, além de A. baumannii multirresiste, análises 

com outras espécies bacterianas precisam ser realizadas, assim como a segurança 

biológica do óleo.  

Palavras chave: Biofilme; multirresistente; Acinetobacter baumannii; Protium 

heptaphyllum. 
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ABSTRACT 

Controlling infections caused by multidrug-resistant Acinetobacter baumannii is yet a 

challenge for public health, once this pathogen has intrinsic and acquired resistance 

mechanisms, being involved with morbidity and mortality rate increase in hospital 

environment. World Health Organization nominated carbapenem resistant A. baumannii 

as a priority group for research aiming dissemination control as well as new antibiotic 

development to control the infections caused by this pathogen. The objective of this 

study was to evaluate Protium heptaphylum (white pitch) essential oil antibiofilm 

activity against clinical isolates of A. baumannii multidrug-resistant. A dilution 1:100 

(v/v) of 20-hour grown cultures from eight A. baumannii multidrug-resistant strains 

presented a concentration of 8x10
5 

- 2,3 x10
6
 cfu.mL

-1
. Biofilm formation capability of 

the analyzed strains was determined in three culture means: Brain Heart Infusion (BHI), 

Mueller Hinton broth (MH) and Trypticase Soy Broth (TSB). Planktonic growth and 

biofilm formation were variable among the isolates when considering the same culture 

mean, suggesting that genetic variations or phenotypical plasticity can influence on 

multidrug-resistant A. baumannii growth. We also observed that there was a higher 

propensity of biofilm formation in BHI, and a lower propensity in TSB, suggesting that 

nutrient differences can influence on biofilm formation. The Minimum Inhibitory 

Concentration (MIC) of P. heptaphylum oil against A. baumannii multidrug-resistant 

strains was determined using microdilution in MH broth. 0,25% dilution of the oil was 

capable to inhibit multidrug-resistant A. baumannii planktonic cells, showing 

antimicrobial activity. Incapability of biofilm production in this concentration and 

maintenance of total planktonic growth capability and biofilm formation in 

concentrations lower than 0,25% (v/v) indicate the absence of P. heptaphylum oil 

antibiofilm activity. Thus, this oil could be useful to treat skin infections via ointment 

compounds or to disinfect surfaces; however, besides multidrug resistant A. baumannii, 

antimicrobial activity against other bacterial species needs to be analyzed, as well as the 

biological safety of the oil. 

Keywords: Biofilm; multiresistant; Acinetobacter baumannii; Protium heptaphyllum   
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1. INTRODUÇÃO 

O controle das infecções causadas por Acinetobacter baumannii multirresistente 

ainda é um desafio para a saúde pública, uma vez que esse patógeno possui mecanismos 

intrínsecos e adquiridos de resistência, incluindo bombas de efluxo, porinas, 

lipopolissacarídeos (LPS), cápsulas polissacarídicas, fosfolipase, secreção de sistemas 

de proteínas, β-lactamases e formação de biofilme (SKARIYACHAN, 2019). Com isso, 

A. baumannii multirresistente contém diversos mecanismos de resistência, que podem 

eliminar a atividade de diferentes classes de antibióticos (BUTLER et al. 2019). 

Uma característica relevante em patógenos oportunistas como A. baumannii 

multirresistente é a formação de biofilme. Células bacterianas em biofilmes, que se 

formam tanto em superfícies bióticas ou abióticas, apresentam contato íntimo. Em 

biofilmes, as células apresentam-se incorporadas em uma substância polimérica 

extracelular (EPS), uma matriz de produção própria (Zhang et al. 2018), podendo haver 

canais que auxiliam no transporte de nutrientes e sinais (Davies, 2003; Romling e 

Balsalobre, 2012; Haussler e Fuqua, 2013).  

Biofilmes podem se formar nos mais diversos ambientes, desde que sejam 

favoráveis e tenham condições nutricionais adequadas (Wilks et al, 2006; Morgan et al, 

2010). Os biofilmes têm a capacidade de se aderir em qualquer parte do corpo humano, 

como por exemplo, dentes, pulmões, feridas e sistema urinário. A. baumannii 

multirresistente possui uma predileção por pacientes com feridas abertas, 

imunocomprometidos ou idosos, e existe uma relação dessa contaminação entre essa 

bactéria e o uso de equipamentos médicos pelos pacientes, como cateteres, ventiladores, 

drenos ventriculares externos e até as luvas (Peleg et al., 2008; Park et al., 2013). 

Estima-se que aproximadamente 80% dos casos de doenças infecciosas nos seres 

humanos estão diretamente relacionadas a biofilmes patogênicos (JORGE, 2012; 

Harriot e Noverr, 2011). Alguns fatores genéticos, como a transferência de genes e o 

envolvimento da matriz celular contribuem para o aumento da tolerância dos biofilmes, 

tornando-os mais resistentes ao tratamento com antibióticos (Kart et al; 2014). 

 A falta de antibióticos existentes no gerenciamento de infecções causadas por 

organismos MDR aumentou o interesse em alternativas para tratamento. Isso é 

demonstrado pela amplitude de estudos publicados na área de antimicrobianos naturais, 

especialmente os efeitos antimicrobianos de óleos essenciais de origem vegetal 

(Adukwu et al, 2016). Os óleos essenciais podem restaurar a sensibilidade aos 
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antibióticos, diminuir a dose efetiva de antibióticos, estender o espectro antimicrobiano 

e reduzir o custo da terapia anti-infecciosa (Fadli et al. 2012).  As plantas aromáticas e 

seus óleos essenciais são cada vez mais exploradas e utilizadas como agentes 

antimicrobianos e aromatizantes devido a seus conteúdos terpenóides e fenólicos 

variáveis (Helander et al, 1998). Devido a essas características, as plantas podem 

desempenhar um papel terapêutico importante. Alguns estudos mostram que compostos 

de plantas podem inibir o crescimento de microrganismos, mediante atuação em 

diferentes alvos bacterianos. Isso pode limitar a seleção de determinantes de resistência 

(Sharma et al, 2016). Os óleos essenciais podem agir como antifúngicos, agentes 

antivirais e inseticidas, antibacterianos e antibiofilme (Burt 2004). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 HISTÓRICO DO SURGIMENTO DA ACINETOBACTER 

BAUMANNII 

A. baumannii é pertencente à família Moraxellaceae da classe Proteobacteria, 

são cocobacilos, Gram-negativos aeróbicos de natureza onipresente, não fermentativo, 

não esporulado, o que é notório por sua capacidade de sobreviver em várias condições 

ambientais (Evans et al, 2013). Existem várias espécies de Acinetobacter sp. (CHAN et 

al, 2012), porém, a espécie de Acinetobacter baumannii é a mais frequente em 

processos infeciosos em humanos (Munoz-Price, 2008).  

Durante a guerra entre Iraque e Afeganistão, tendo início em 2001, foi 

necessário o auxílio do exército militar, este por sua vez voltava da guerra com fraturas 

expostas, feridas abertas e inúmeras lesões causadas durante este evento. Esse contexto, 

fez com que esses soldados necessitassem de um local para tratamento médico na zona 

de guerra. Entretanto, esses locais apresentavam uma pobre higienização. Essa situação 

favorecia infecções por A. baumannii, também conhecida como "Iraqibacter" causando 

pneumonia, infecções de pele e tecidos moles, meningite, etc (DIJKSHOORN et al, 

2007). 

Atualmente, A. baumannii multirresistente é considerado um problema em 

centros de cuidado à saúde no mundo todo. Em 2017, A. baumannii multirresistente foi 

citado como prioridade entre os patógenos resistente a antibióticos identificados pela 

Organização Mundial da Saúde como necessidade de mais pesquisas que visem a 

controle da sua disseminação (World Health Organization 2017). A. baumannii 

multirresistente faz parte do grupo de patógenos "ESKAPE" (Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.), responsáveis por várias infecções 

hospitalares multirresistentes (MDR) (Costa et al, 2019, Boucher et al. 2009; RICE, 

2008).  

          A disseminação de A. baumannii multirresistente ocorre de modo vertiginoso. 

Essa bactéria pode sofrer constantes modificações genéticas que levam a resistência de 

antibióticos e isso limita o tratamento (Willyard, 2017). Adicionalmente, apresenta uma 

alta capacidade para formação de biofilme. Quando em biofilmes A. baumannii 

multirresistente pode sobreviver a ambientes secos, tornando-se uma fonte de infecção, 
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especialmente para pacientes imunossuprimidos nas unidades hospitalar de terapia 

intensiva (Perez et al, 2007). 

            2.2 MECANISMOS DE RESISTÊNCIA 

 Unidades hospitalares ainda enfrentam dificuldades no combate às infecções 

causadas por A. baumannii multirresistente, pois esse patógeno possui mecanismos 

intrínsecos e adquiridos de resistência, tornando-os uma das principais causas de 

morbidade e mortalidade (SKARIYACHAN, 2019). A resistência intrínseca está 

relacionada à característica da espécie, não necessitando de uma exposição a um 

antibiótico (DAVIES, DAVIES, 2010). Em contrapartida, a resistência adquirida está 

relacionada à pressão seletiva por determinado antibiótico, ocorrendo à seleção de cepas 

resistentes, ou seja, é uma alteração estrutural ou fisiológica na bactéria (PORTUGAL, 

2014).  

 Atualmente, os carbapenêmicos são os antibióticos de escolha contra infecções 

por A. baumannii multirresistente. Porém, a resistência a carbapenêmicos está sendo 

relatada cada vez mais, deixando poucas opções terapêuticas disponíveis (Peleg, 2008; 

Walther-Rasmussen, 2006; Walsh, 2005). As enzimas carbapenemase pertencem as 

classificacoes dos tipos A, B e D . Os mais frequentes em A. baumannii multirresistente 

são Carbapenem-Hydrolysing Class D β-lactamase (CHDLs), também conhecidas 

como oxacilinases (OXAs) codificadas pelo gene blaOXA-like e em segundo lugar, 

metaloenzimas (MBL) como VIM, IMP e NDM (Walther-Rasmussen, 2006; Walsh, 

2005). As enzimas de oxacilinases frequentemente encontradas em isolados de A. 

baumannii multirresistente estão divididas em quatro subgrupos filogenéticos:s OXA- 

23-like, OXA-24-like, OXA-51-like e OXA-58-like (MOSTACHIO, LEVIN, RIZEK, 

et al., 2012; KAMOLVIT, SIDJABAT, PATERSON, 2015, Woodford, 2006). Em vista 

disso, o Centro de Controle de Doenças e Prevenção (CDC) categorizou Acinetobacter 

spp multirresistente como uma ameaça séria, promovendo o monitoramento e contínuas 

atividades de prevenção na saúde pública (CDC, 2013). 

 Além disso, A. baumannii multirresistente contém alguns fatores que 

colaboram para sua virulência, dentre elas estão as porinas (como a proteína  ompA e o 

omp22) encontrados nas superfícies das células ajudam na regulação da biogênese; 

lipopolissacarídeos formados na parte externa membrana desempenha um papel 

importante na sobrevivência; polissacarídeos capsulares encontrados na membrana 
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externa envolvidos em agentes antimicrobianos resistência; sistemas de secreção de 

proteínas transportam proteínas do espaço do periplasma para o extracelular para fora da 

célula; fosfolipase embutida na membrana envolvida no metabolismo do fosfolipídeo; 

vesículas de membrana externa agem como entrega sinais de bactérias para a célula 

hospedeira (Skariyachan, 2019) e estes, por sua vez, estão ilustrados na figura 1.  

        Portanto, a pesquisa e desenvolvimento de novos compostos com atividade 

antimicrobiana contra A. baumannii multirresistente é cada vez mais necessária 

(BUTLER et al. 2019). Para isso estudos de tratamentos incluem diversas terapias 

alternativas como o uso de peptídeos antimicrobianos, terapia com bacteriófagos, 

anticorpos antibacterianos, além do uso de antibióticos em combinação com adjuvantes, 

dentre outros. Isso se torna extremamente importante para facilitar o tratamento de 

doenças causadas pelo microrganismo (Mandal et al., 2014; Kaur, 2016).  

Figura 1: Principais fatores de virulência presente em A. baumannii (adaptado de 

Skariyachan, 2019). 

 

 A. baumannii multirresistente forma comunidades de biofilme na maioria das 

superfícies abióticas, incluindo equipamentos associados à assistência médica, como 

tubo endotraqueal, bem como policarbonato e aço inoxidável (Greene et al, 2016). Essa 

bactéria pode usar estruturas como apêndices de superfície, adesinas, determinantes de 

virulência e resistência e estruturas de superfície protetoras, como polissacarídeos 

capsulares, contribuindo grandemente para a formação e manutenção de biofilmes 

(Harding & Hennon, & Feldman, 2018).  
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2.3 FORMAÇÃO DE BIOFILME 

 Uma característica relevante em patógenos oportunistas como A. baumannii 

multirresistente é a formação de biofilme. Células bacterianas em biofilmes, que se 

formam tanto em superfícies bióticas ou abióticas, apresentam contato íntimo (Zhang et 

al. 2018). Embora a primeira observação de bactérias associadas à superfície tenha sido 

feita por Anthony van Leeuwenhoek, em 1684, o termo "biofilme" só foi usado e 

definido em um relatório em 1978, por Costerton et al.  (Bjarnsholt, 2011). Em 

biofilmes, as células apresentam-se incorporadas em uma substância polimérica 

extracelular (EPS), uma matriz de produção própria (Zhang et al. 2018). A capacidade 

de produção de fatores de virulência de A. baumannii multirresistente durante a fase de 

biofilme contribui para as várias etapas da ligação das células de biofilme nas 

superfícies (Gaddy & Actis, 2009). As bactérias na maioria dos ambientes vivem no 

modo de crescimento de biofilme, enquanto o estado planctônico é considerado uma 

fase de transição. A mudança de bactérias do modo de crescimento planctônico para o 

biofilme depende da produção de adesinas e componentes da matriz extracelular que 

envolvem as bactérias nos biofilmes (Tolker-Nielsen, 2015). 

Figura 2: Etapas da formação de biofilme em A. baumannii multirresistente (adaptado de 

Floyd, 2017). 

 

 O mecanismo do ciclo de biofilme ocorre principalmente em cinco estágios. A 

capacidade de adesão inicial de bactérias planctônicas em superfícies abióticas depende 

da hidrofobicidade da superfície celular (Zhang et al. 2018). Então ocorre a produção de 

polímeros extracelulares, o que leva a uma adesão irreversível, onde ocorre com a 
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formação de microcolônias e maturação do biofilme, a massa celular tridimensional 

(3D) varia em sua bioarquitetura constituindo estruturas semelhantes a cogumelos. 

Durante a formação do biofilme, as bactérias produzem moléculas envolvidas em um 

fenômeno conhecido como quorum sensing (QS), que é definido como sistema de 

comunicação entre as células (Lopez et al. 2017; Wood et al. 2018) e utiliza-se para 

coordenar a expressão de múltiplos fatores de virulência e formação de biofilmes em A. 

baumannii multirresistente (Ahmed & Salih, 2019; Saipriya et al, 2019; Di Domenico 

al, 2017). Pequenas moléculas chamadas de "sinais" geram QS pelas bactérias, 

produzindo a homoserina acilada lactonas (Di Domenico et al. 2017). A concentração 

de QS aumenta quando o número de células numa população aumenta, os receptores 

reconhecem as moléculas e iniciam a transdução de sinal que levam a expressão gênica, 

e esses sinais moleculares fizeram com que a população sobrevivesse e proliferasse. 

Com esse mecanismo de comunicação, as moléculas de QS ajudaram a manter o 

biofilme para regular a resistência a antibióticos em A. baumannii multirresistente 

(Zhang et al. 2018). A detecção de quorum sensing (QS) ocorre em uma densidade 

celular específica. Após isso, as células são destacadas e dispersas para colonizar novas 

regiões devido às forças físicas (Di Domenico et al. 2017). 

 A formação de biofilme de A. baumannii multirresistente em superfícies 

abióticas é mediada por um complexo proteico chamado de Csu pili. O Csu pili é 

elaborado a partir de quatro subunidades de proteínas, CsuA/B, CsuC, CsuD e CsuE e 

com ajuda dessas pilis faz as bactérias resistirem a condições desfavoráveis (Tomaras et 

al, 2003). Além disso, existe a proteína associada ao biofilme (BAP) visa 

principalmente carboidratos, que mantém o complexo de biofilme (Zhang et al. 2018). É 

referida como alta proteína de peso molecular na superfície bacteriana, consistindo 

cerca de 8620 aminoácidos e funções no biofilme maturação e interações célula a célula 

(Wood et al. 2018) (fig. 2). A formação de biofilme tem um papel importante na 

sobrevivência das bactérias, causando maior tolerância à exposição a ácidos e/ou 

desidratação em A. baumannii multirresistente (Di Domenico et al, 2017).  
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Figura 3: Principais fatores associados à formação de biofilme em A. baumannii 

multirresistente que incluíram PNAG, proteína associada ao biofilme (BAP), sistema de 

secreção de acompanhante, Pili e detecção de quórum (Skariyachan, 2019). 

 

2.4 ADERÊNCIA DE BIOFILME A.b-MDR HOSPITALAR EM 

CONDIÇÕES ADEQUADAS DE CRESCIMENTO. 

 Biofilmes podem se formar nos mais diversos ambientes, desde que seja 

favorável e tenha condições nutricionais adequadas. Para a fixação das células, as 

superfícies podem ser abióticas, como metal, vidro, plástico, implantes, aço inoxidável, 

equipamento e ferramentas médicas, móveis e até luvas e vestidos de profissionais da 

saúde (Wilks et al, 2006; Morgan et al, 2010) ou biótico, como células epiteliais, pele 

humana e tecidos de animais. Além de outros fatores do ambiente como temperatura, 

pH e força iônica do meio, dentre outros (Sharma et al, 2016). 

Os biofilmes têm a capacidade de se aderirem em qualquer parte do corpo 

humano, como por exemplo, dentes, pulmões, feridas e sistema urinário. A. baumannii 

multirresistente possui uma predileção por pacientes com feridas abertas, 

imunocomprometidos e/ou idoso e existe uma relação dessa contaminação entre essa 

bactéria e os pacientes pelos equipamentos médicos, como por exemplo, cateteres, 
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ventiladores, drenos ventriculares externos e até as luvas (Peleg et al., 2008; Park et al., 

2013).  

Os biofilmes podem se aderir, por exemplo, no canal da uretra até a bexiga, 

formando um biofilme ao longo do cateter urinário inserido no paciente, conforme 

demonstrado na figura 3 (LAMB, 2011). Os dispositivos invasivos estão associados a 

um maior índice de infecções hospitalares, porém, com a implementação de medidas de 

controle e vigilâncias referente à infecção hospitalar houve diminuição de 30 a 70% dos 

casos de infecções por equipamentos (MACIEL et al, 2016). 

 Figura 4: Biofilmes incorporados em cateter uretral (RÖMLING et al., 2014). 

 

 

 

Figura 5:  Infecções causadas por biofilmes (RÖMLING et al., 2014). 
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A. baumannii multirresistente permanece sendo um patógeno Gram negativo de 

difícil tratamento. A incapacidade de diagnosticar e otimizar infecções por A. 

baumannii multirresistente em tempo hábil, particularmente aquelas devido a fenótipos 

resistentes, repertório de mecanismos intrínsecos e adquiridos de resistência, falta de 

uso rotineiro de diagnóstico rápido apropriado, um número limitado de opções de 

tratamento eficazes (Vikas et al 2010) faz com que haja uma capacidade notável do 

microrganismo para persistir e se espalhar no ambiente hospitalar (Villegas & Hartstein, 

2003; Lee et al., 2006; Rodriguez-Bano et al., 2008). 

 

2.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE ÓLEO ESSENCIAL 

 Os óleos essenciais são misturas de compostos aromáticos voláteis gerados a 

partir de metabolismo secundário em plantas. Cada óleo essencial é composto vários 

componentes, que estão inclusos os terpenos e terpenóides incluindo derivados 

oxigenados, tais como aldeídos, cetonas, álcoois, éteres, ésteres e epóxidos (Bajpai e 

Baek, 2016). E as plantas aromáticas e seus óleos essenciais são cada vez mais 

exploradas como possível agente antiterapêutico, pois eles podem matar o 

microrganismo com diversos mecanismos de ação com chance mínima para as bactérias 

desenvolverem resistência a ela (Sharma et al, 2016). Além de desempenhar um papel 

importante na proteção das plantas, os óleos essenciais agem como antifúngico, agentes 

antivirais, inseticidas (Nazzaro et al, 2013; Alitonou et al, 2012; Burt 2004), assim 

como antibactericida e antibiofilme (Viktorová et al, 2020). Sendo que em sua estrutura 

tanto foliar, caulinar e radicular as plantas apresentam substâncias químicas, dentre elas 

estão os óleos essenciais como o elemento mais importante, sendo ele uma substância 

volátil, e quando utilizados em meios, vários estudos identificam a sua capacidade em 

conter o crescimento de fungos e bactérias, tornando um agente químico eficaz para tal 

uso (Gibbons, 2008; Vasconcelos et al, 2020; Viktorová, 2020; Dorman & Deans 

2000). Os óleos essenciais podem restaurar a sensibilidade aos antibióticos, diminuir a 

dose efetiva de antibióticos, minimizando assim efeitos, estender o espectro 

antimicrobiano e reduzir o custo da terapia anti-infecciosa (Fadli et al. 2012, 

Hammoudi, Moubareck e Sarkis, 2014).  

 Tradicionalmente, as plantas têm sido consideradas fonte de novos 

medicamentos e estudos clínicos demonstrando o valor terapêutico dessas biomoléculas 

para a descoberta de novos produtos terapêuticos (ABREU et al, 2012). O óleo essencial 
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de Protium heptaphyllum já foi abordado em estudos relacionados à medicina popular 

por apresentar, em sua resina, compostos com atividade antiinflamatória e 

antimicrobiana (Sian, et al, 1999 & Bandeira, 2006). Essa planta pode ser conhecida 

como Almescar, amescla, breu branco dentre outros, além de ter sua origem na América 

do Sul (Corrêa, 1982) podendo ser encontrada com grande facilidade na Mata Atlântica 

no nordeste do Brasil (Nogueira et al, 2018). Durante sua extração, a partir de seu 

tronco, o P. heptaphyllum libera uma resina oleosa, chamada de breu branco, essa resina 

liberada contém compostos químicos como triterpenos da α-amyrina (ursano) e β-

amyrin (oleane) e um óleo essencial rico em mono e sesquiterpenos (Pernet, 1972; 

Maia, 2000). E com o passar dos anos, óleo essencial da resina P. heptaphyllum teve um 

desfecho maior devido à sua composição química e possíveis atividades farmacológicas 

(Siani et al, 1999 & Oliveira et al, 2005). Desse modo, os óleos podem apresentar 

atividade antimicrobiana que não é derivada apenas de um único mecanismo de ação, 

mas de uma cascata de reações envolvendo toda a célula bacteriana por apresentar 

várias substâncias em diferentes estruturas químicas em sua composição (Burt 2004; 

Nazzaro et al. 2013). 
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3. OBJETIVO  

Prospectar a atividade antibiofilme do óleo essencial de Protium heptaphyllum 

frente A. baumannii multirresistente.  

3.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Realizar a padronização do teste de UFC com a densidade óptica das cepas de 

A.baumannii multirresistente; avaliar o crescimento de biofilme A. baumannii 

multirresistente em meio de cultura; verificar a capacidade de erradicação/inibição de 

biofilme de A.baumannii multirresistente em óleo essencial de P. heptaphyllum. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

             4.1 ISOLADOS BACTERIANOS  

As bactérias de A. baumannii multirresistente utilizadas neste estudo foram 

isoladas de pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) e 

Unidade intermediária neonatal (NIU), de um hospital terciário de Dourados, Mato 

Grosso do Sul/MS, entre Setembro/2013 à Setembro/2015, devidamente numeradas e 

selecionadas de acordo com o local de coleta das bactérias, assim como apresentação da 

situação encontrada do paciente. A bactéria de número 22 foi coletada a partir de 

secreção traqueal, na qual o paciente veio a óbito; de número 35 por swab retal, se 

encontrava em recuperação; 58 e 65, por cateter e estavam em recuperação; 75 não foi 

informado; 103 foi coletado por swab retal e o paciente estava em recuperação; 153 

coletado por swab nasal e o paciente veio a óbito e 185 coletado por urocultura e o 

paciente estava em recuperação. Todas as cepas apresentam a sequência de inserção 

ISAba1 à montante do gene blaOXA-23 e o gene blaOXA-51 ou seja, as bactérias 

utilizadas são produtoras de carbapenemases (KPC) (MACIEL et al, 2016). 

            4.2 ÓLEO ESSENCIAL DE PROTIUM HEPTAPHYLLUM   

A resina do caule de árvores adultas de Protium heptaphyllum (Breu branco) foi 

coletada na região de Porto Seguro-BA, em bima Mata Atlântica e submetido ao 

processo de hidrodestilação na temperatura de 90°C, em aparelho tipo Clevenger, para 

extração do óleo essencial que foi caracterizado quimicamente por CG-EM. Foram 

identificados 32 compostos, sendo 7 majoritários: Pineno <α-> (~ 39,28%); Careno <δ-

3-> (~21,31%); Pineno < β- > (~9,77%); Sabineno (~9,24%); Cymeno <ρ->  (~4,22%); 

Cineole <1,8-> (~2,65%); Terpinen-4-ol (~2,45%), sem variações significativas em 

função da temperatura de extração (Viktorová et al, 2020). 

            4.3 FORMAÇÃO DE UNIDADE FORMADORA DE COLÔNIA (UFC)  

Foi determinado a correlação de densidade óptica e unidade formadora de 

colônia (UFC) de cada uma das 8 estirpes hospitalares de A. baumannii multirresistente 

para estabelecer uma quantidade aproximada de bactérias inoculadas durante o 

experimento de susceptibilidade antimicrobiana. Para isso, foi realizada a cultura em 

meio Müeller Hinton (MH) das cepas entre 18-24 horas. Após esse tempo, a cultura foi 
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diluída em meio Müeller Hinton 1/100 (v/v). A cultura diluída foi submetida a leitura da 

densidade óptica a 600 nm e a diluição seriada. Cada diluição foi plaqueada em meio de 

cultura MH sólido e incubada por 24 horas. Após a incubação foi realizada a contagem 

do número de unidades formadoras de colônias (UFC).  

4.4 AVALIAÇÃO DE DIFERENTES MEIOS DE CULTURA NA 

FORMAÇÃO DE BIOFILMES BACTERIANOS 

        As cepas de A. baumannii multirresistente foram plaqueadas em placas de petri 

contendo meio Ágar MH, as mesmas foram incubadas à 37 ºC entre 18-24 horas (1). 

Após 20 horas, as colônias foram inoculadas em meio líquido contendo Infusão de 

cérebro e coração (BHI), Caldo Mueller Hinton (MH) e Caldo de Soja Triptonada 

(TSB) e incubadas à 37ºC, durante 24 horas, sob agitação constante (2). Após esse 

período as mesmas foram diluídas em uma proporção de 1:100 (v/v). Em uma placa de 

microtitulação de poliestireno de 96 poços foram adicionados 100 uL da cultura diluída, 

devidamente selecionadas nas placas de forma que houvesse as repetições (triplicata) 

biológicas e técnicas e incubadas à 37ºC, durante 24 horas (3).  

        Após incubação, foi realizada a leitura em espectrofotômetro a 595 nm para 

obtenção da absorbância de células planctônicas. Logo após a placa foi lavada com água 

destilada (2x) e corada com 110 µl de cristal violeta 0,1%, ao qual reagiu em 

temperatura ambiente durante 20 minutos. Novamente a placa foi lavada com água 

destilada por duas vezes, e em seguida foram adicionados 110 µl de álcool 70% e 

submetida a leitura em 595 nm, no espectrofotômetro, para obtenção das absorbâncias 

oriundas da formação de biofilme (4) (Figura 6). 
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Figura 6: Etapas dos ensaios realizados para a obtenção da formação de biofilmes em diferentes 

meios de cultura. 

  

4.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS. 

 Os experimentos para comparação do crescimento bacteriano em diferentes meios 

de cultura, foram conduzidos com três réplicas biológicas e três réplicas técnicas. Os 

resultados correspondem a média das replicatas mais o desvio padrão. ANOVA de duas 

vias seguida pelo teste de Tukey foi usado para calcular o valor P entre os diferentes 

grupos de tratamento. Diferenças com P <0,05 foram consideradas estatisticamente 

significantes. 

 4.6 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME 

Seguiram-se os mesmos passos anteriores para crescimento do biofilme (etapas 

1 e 2 da figura 6), onde foram selecionadas 3 cepas bacterianas que apresentaram 

formação de biofilme superior a 1 UA em todos os meios de cultura. O teste de 

sensibilidade antimicrobiana foi realizado pelo método de microdiluição em caldo, 

utilizando placas de microtitulação de poliestireno de 96 poços em caldo de Mueller 

Hinton Broth. Foi adicionado 50 uL de diferentes concentrações do óleo de P. 

heptaphyllum (0,03 – 2%), 50 uL da suspensão bacteriana diluída a 1/100 (v/v) e 

incubado à 37ºC por 24 horas.  Em seguida, foram realizados os mesmos procedimentos 

(etapa 4) para todos ensaios planctônicos, de adesão e de biofilme, representadas na 

figura 7. 
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Figura 7: etapas dos ensaios realizados para a obtenção atividade antibiofilme nos óleos 

essenciais. 
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5. RESULTADOS 

5.1. CORRELAÇÃO ENTRE UNIDADE FORMADORA DE COLÔNIA 

(UFC) E DENSIDADE ÓPTICA  

         A correlação entre UFC e densidade óptica da cultura foi realizada com o objetivo 

de determinar a concentração da bactéria na cultura crescida por 20 horas. As 

estimativas obtidas com esse experimento foram usadas para ajustar a concentração das 

bactérias nos experimentos de susceptibilidade antibiofilme. Os resultados da densidade 

óptica foram obtidos pelo equipamento automatizado Biodrop, na qual cada estirpe 

bacteriana foi devidamente numerada e o valor de cada unidade formadora de colônia 

correspondeu a cada estirpe de A. baumanni multirresistente (tabela 1). 

Tabela 1: Representa a correlação entre a densidade óptica (D.O) e unidade formadora de 

colônia (UFC), estimando a quantidade inserida no experimento. 

 

*Dados do desfecho clínico obtido por MACIEL et al, 2016. 

5.2 EFEITO DO MEIO DE CULTURA NA FORMAÇÃO DE BIOFILME 

Para avaliar o efeito da fonte de nutrientes sobre o crescimento planctônico e 

formação de biofilmes, isolados clínicos de A. baumannii multirresistente foram 

crescidos em diferentes meios de cultura. Os resultados mostraram que, de uma forma 

geral, o meio TSB é o meio nutritivo que mais potencializa o crescimento planctônico, 

seguido pelo meio BHI (Fig. 8). Observou-se que todos os isolados apresentam um 

menor crescimento planctônico em MH. Em contrapartida, o meio MH é o que mais 

favorece a formação de biofilmes (6 dos 8 isolados apresentam crescimento de biofilme 

significante em meio MH quando comparado aos outros meios). Além disso, observou-

se que existe variabilidade no crescimento planctônico e na formação de biofilmes entre 
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alguns dos isolados bacterianos quando utilizado o mesmo meio de cultura (Tabela 2 e 

3). Interessantemente, isolados com o mesmo crescimento planctônico em todos os 

meios, apresentam diferentes potenciais para formar biofilmes, como observado entre os 

isolados 22 e103 (Fig. 8 ; Tab. 2 e 3). 

Figura 8: Crescimento de planctônico e de biofilme de A. baumanni em diferentes meios 
nutritivos. A significância estatística foi determinada ANOVA de duas vias, seguida pelo teste 

posthoc de Tukey para comparar o crescimento bacteriano em distintos meios de cultura (*, P = 

0,0123-0,03 ; **, P ≤ 0,0024; ***, P = 0,0004; **** P <0,0001).  
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5.3 EFEITO ANTIBIOFILME DE ÓLEO ESSENCIAL CONTRA A. 

BAUMANNII MULTIRRESISTENTE 
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 O óleo essencial de P. heptaphyllum (Breu branco) foi testado contra os 

isolados clínicos de A. baumannii 185, 153 e 103 em meio de cultura MH.   O óleo 

essencial apresentou uma CIM 0,25% (v/v) contra todos os isolados (Fig. 8). A 

atividade do óleo essencial de P. heptaphyllum foi especificamente antimicrobiana, uma 

vez que ausência do crescimento planctônico impacta a formação de biofilmes e 

concentrações inferiores a CIM apresentam formação de biofilme similar ao controle.  

Assim resultado mostra que o óleo é ineficiente em inibir biofilme. 

Gráfico 1: Efeito do óleo essencial de P. heptaphyllum na inibição de células planctônicas e na 

formação de biofilmes. O ensaio foi realizado em meio MH.  

 

 

 

 

  

 

 

 



 
 

30 

 

 

6. DISCUSSÃO 

          O uso de compostos naturais tem auxiliado na investigação de propriedades 

antibacterianas, na influência na adesão bacteriana, formação de biofilmes e até mesmo 

na interrupção da comunicação bacteriana em biofilmes (Simões et al 2010; Borges et al 

2014). Nesse estudo foi utilizado óleo essencial de P. heptaphyllum para avaliar a 

antibiofilme de seus compostos contra de A. baumannii multirresistente. Inicialmente, 

realizamos a correlação entre a densidade óptica e UFC da cultura crescida 

possibilitando mostrar que essa diluição apresenta uma concentração média de 10
6
 

UFC/mL, permitindo padronizar as condições de diluição e a concentração de bactérias 

utilizadas em experimentos (Maier, 2008).  

 Os experimentos para determinar a capacidade de formação de biofilmes das 

diferentes cepas de A. baumannii multirresistente mostraram variação no crescimento 

planctônico e em biofilmes, incluindo a baixa produção de biofilmes em algumas cepas, 

assim como alta capacidade de formação de biofilme. Fato observado no estudo 

realizado por Lianou & Koutsoumanis, 2011, que ocorreram  diferenças em relação ao 

cresimento entre isolados de Salmonella entérica da mesma espécie microbiana tratadas 

de forma idêntica. Essa variação entre isolados da mesma espécie possivelmente se deve 

a variabilidade genética e fenotípica de cada isolado, resultantes de processos como 

mutações e fluxo gênico (Imperi et al, 2011, Rossum et al, 2020). Outra justificativa 

seria o uso de diferentes meios de cultura na indução da formação de biofilmes 

sugerindo que as bactérias podem crescer melhor como biofilmes em um determinado 

meio de cultura, verificado pelo método de coloração de Cristal Violeta (Haney et al, 

2018).  

Além disso, conseguimos demonstrar, conforme a tabela 2 e figura 8, que o meio 

de cultura pode apresentar variação de crescimento em isolados com o mesmo 

crescimento planctônico em todos os meios e apresentar diferente crescimento em 

biofilmes. Essa variação pode estar relacionada com a interferência do meio de cultura 

suplementado com nutrientes para o crescimento de biofilme, na qual as mesmas 

espécies demonstra diferença no crescimento entre elas, tanto para células planctônicas 

quanto em biofilmes (Bowden & Li, 1997). Isso  significa que os resultados podem 

apresentar divergências em um determinada cepa microbiana e, desse modo, não podem 
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ser estendido com segurança a qualquer outra cepa da mesma espécie (Lianou & 

Koutsoumanis, 2011).  

 O meio nutritivo no desenvolvimento de biofilmes entre cepas da mesma epécie 

pode apresentar vários fatores como, por exemplo, o nutriente pode fornecer energia, 

nitrogênio ou carbono para um ou mais microrganismos. A metabolização dos 

microrganismos também pode influenciar, onde os produtos do metabolismo de um 

organismo fornece determinado nutriente que é mais significativo para outro, assim 

como  os produtos do metabolismo de um nutriente altera o ambiente que pode 

influenciar o crescimento (BOWDEN, 1997). Isso demonstra que cepas bacterianas da 

mesma espécie apresentam uma variabilidade (Whiting e Golden, 2002).  

 Estudos demonstrando o efeito antimicrobiano do óleo de P. Heptaphyllum 

contra A. baumannii multirresistente ainda é inexistente na literatura, porém, inúmeros 

trabalhos avaliando a atividade de óleos essenciais contra A. baumannii multirresistente 

já foram relatados apresentando eficácia e de interesse para a indústria farmacêutica 

(Ismail et al, 2020; Kim, 2016; Duarte et al, 2013). É possível que a atividade 

antimicrobiana de óleos essenciais seja conferida pela mistura de diferentes compostos, 

aumentando assim o efeito antibacteriano (Silva, Ferreira, Duarte, et al. 2011).  

 Após conhecer a capacidade de formação de biofilme de cepa de A. baumannii 

multirresistente, realizou-se os ensaios de susceptibilidade antimicrobiana e 

antibiofilmes. Nesse estudo, o óleo essencial de P. heptaphyllum apresentou atividade 

antimicrobiana em uma concentração inibitória mínima de 0,25%, desse modo, não foi 

capaz de inibir o crescimento nas demais concentrações, além de não apresentar 

nenhuma eficácia para atividade antibiofilme. A determinação da atividade 

antimicrobiana do óleo de P. heptaphyllum contra isolados clínicos multirresistentes a 

antibióticos com alta capacidade de formação de biofilme, abre possibilidades para 

futuros ensaios, como por exemplo, testes para avaliar sinergismo desse óleo contra 

antibióticos. Um estudo realizado, demonstrou atividade antibacteriana do óleo 

essencial de flores de Nectandra megapotamica contra A. baumannii multirresistente -

OXA-23-like, além de constatar a capacidade de melhoraria da atividade de antibióticos 

(imipenem) contra as bactérias testadas (Vasconcelos et al, 2020) e isso comprova que 

óleos essenciais podem ser capazes de restaurar a sensibilidade aos antibióticos e 

podendo também diminuir a dose efetiva desses antibióticos (Fadli et al. 2012).   
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 Outro estudo utilizando óleo essencial de capim-limão (Cymbopogon citratus), 

avaliou a atividade antimicrobiana da mistura dos compostos do óleo essencial em 

bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras, dentre elas estavam 

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (resistente à meticilina). Seus 

resultados demonstraram  atividade antibacteriana contra as bactérias P. Aeruginosa e S. 

aureus (Viktorová et al, 2020). Isso demonstra a relevância do uso de óleos essenciais 

no combate das bactérias pertencentes ao grupo das ESKAPE, assim como A. 

baumannii multirresistente, apresentando resultados promissores na superação da 

resistência aos medicamentos, por resultar em citotoxicidade bacteriana direta. Nesse 

estudo, o óleo essencial de P. Heptaphyllum, apresentou apenas atividade 

antimicrobiana, porém, ainda assim, pode ser uma alternativa para um possível 

antimicrobiano e antibiofilme. 

 Os óleos essenciais podem apresentar possibilidades de uso nos mais diversos 

setores como, por exemplo, no sistema alimentar utilizadas como sabonete 

antimicrobiano e desinfetante para controlar bactérias patogênicas. Podem ser usadas 

para prevenção e/ou tratamento de doenças infecciosas na área da aquicultura assim 

como na área da saúde, minimizando os efeitos de antibióticos para tratamento de 

doenças. De uma forma geral as plantas podem representar uma fonte promissora de 

novas drogas naturais para eliminação de bactérias patogênicas (Bajpai et al, 2011; 

Anon, 2006; Tajkarimi et al. 2010; Cunha et al, 2018; Dorman & Deans 2000). 
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7. CONCLUSÃO 

A padronização das cepas bacterianas de A. baumannii por UFC/mL permitiu 

demonstrar que todas as culturas estavam padronizadas em uma concentração 10
6
 

UFC/mL. Além disso, o teste usando diferentes meios de cultura possibilitou a 

visualização do crescimento dessas cepas em meios de culturas distintos, visando 

também o crescimento entre o mesmo meio de cultura, demonstrando assim, que pode 

haver alteração no crescimento quando comparadas tanto em células planctônicas 

quanto em biofilmes. Desse modo, o teste de sensibilidade das bactérias por 

concentração inibitória mínima demonstrou que o óleo essencial de P. hepttaphyllum foi 

eficiente em inibir o crescimento planctônico de A. baumannii multirresistente com 

robusta capacidade de formação de biofilmes. Esse óleo poderia potencialmente ser útil 

para combater bactérias resistentes oriundas de infecções de pele, por meio de pomadas 

ou para desinfecção de superfícies. Entretanto, outros estudos são necessários para 

comprovar o potencial antimicrobiano do óleo de P. hepttaphyllum contra diferentes 

espécies de bactérias multirresistentes a antibióticos, além de um modelo in vivo, como 

por exemplo, os nematóides Caenorhabditis elegans, bem como para confirmar a 

segurança biológica do mesmo. 
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