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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO OLEO ESSENCIAL COMERCIALIZADO DE
Zingiber officinale Roscoe FRENTE AS PRINCIPAIS CEPAS CAUSADORAS DE
INFECCAO URINARIA

Melissa Beatriz Da Silva Nascimento?®: Priscilla Ramos Freitas?.
RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e modificadora do 6leo
essencial comercializado de Zingiber officinale (gengibre) frente as cepas de Escherichia coli
e Staphylococcus aureus, principais espécies causadoras de infecgdo urinéria. O 6leo essencial
comercializado de gengibre foi obtido da marca Via Aroma. A avaliacdo da atividade
antibacteriana e modificadora foi realizada pelo método de microdiluigdo em placa, usando o0s
antibioticos Ciprofloxacino, Cefalexina e Ampicilina. O testes foram realizados em triplicata e
submetidos a andlise estatistica de variancia (ANOVA), considerando valores p < 0,05
significativos. A analise da concentracdo inibitéria minima demonstrou resultados
> 1.024 pg/mL para as cepas padrdo e multirresistente de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, indicando que ndo houve atividade antibacteriana. Realizados os testes de avaliacdo da
acdo modificadora, observou-se atividade antagénica do 6leo essencial quando associado aos
antibidticos Ciprofloxacino e Ampicilina, contra as cepas de E. coli e S. aureus,
respectivamente. Ja quando relacionado a Cefalexina, o 6leo ndo exibiu atividade contra
nenhuma das bactérias. O 6leo essencial comercializado de gengibre ndo apresentou acao
antibacteriana através do método de microdiluicdo frente as cepas testadas, sendo necessaria a
realizacdo de mais estudos para investigar uma possivel acdo antibacteriana frente a outras
cepas resistentes a multiplas drogas.

Palavras-chave: Escherichia coli. Gengibre. Infeccdo urinéria. Produtos naturais.
Staphylococcus aureus.

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THE COMMERCIALIZED Zingiber officinale
Roscoe ESSENTIAL OIL AGAINST THE MAIN STRAINS CAUSING URINARY
INFECTION

Melissa Beatriz Da Silva Nascimento?: Priscilla Ramos Freitas?.
ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the antibacterial and modifying activity of the
commercially available essential oil of Zingiber officinale (ginger) against strains of
Escherichia coli and Staphylococcus aureus, the main species causing urinary tract infections.
The ginger essential oil sold was obtained from the brand Via Aroma. The evaluation of
antibacterial and modifying activity was carried out using the plate microdilution method, using
the antibiotics Ciprofloxacin, Cephalexin and Ampicillin. The tests were performed in triplicate
and subjected to statistical analysis of variance (ANOVA), considering p values < 0.05
significant. The analysis of the minimum inhibitory concentration demonstrated results
>1,024 pg/mL for standard and multidrug-resistant strains of Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, indicating that there was no antibacterial activity. After carrying out
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tests to evaluate the modifying action, antagonistic activity of the essential oil was observed
when associated with the antibiotics Ciprofloxacin and Ampicillin, against strains of E. coli and
S. aureus, respectively. When related to Cephalexin, the oil did not exhibit activity against any
of the bacteria. The ginger essential oil sold did not show antibacterial action through the
microdilution method against the strains tested, making it necessary to carry out further studies
to investigate a possible antibacterial action against other strains resistant to multiple drugs.

Keywords: Escherichia coli. Ginger. Urinary infection. Natural products. Staphylococcus
aureus.

1 INTRODUCAO

A infeccdo do trato urinario (ITU) é uma patologia clinica comum, que pode acometer
ambos 0s sexos, entretanto, apresenta maior incidéncia nas mulheres, em decorréncia da
estrutura do sistema urinério, em que a uretra é mais curta. Essa patologia caracteriza-se pela
colonizacdo de microrganismos, principalmente bactérias, nos tecidos urinarios. Pode ser
classificada em assintomatica ou sintomatica, apresentando sintomas comuns como a disuria,
polacidria e urgéncia miccional. Logo, essa infecgdo pode ser diagnosticada de forma clinica
ou por meio de exames laboratoriais, como o exame de urina tipo 1 e urocultura (Assis et al.,
2019; Estrela et al., 2020; Haddad; Fernandes, 2019; Marks et al., 2020).

Nesse contexto, a infec¢do urindria pode ser causada tanto por bactérias Gram-
negativas, como por bactérias Gram-positivas. Com relacdo ao grupo das Gram-negativas,
Escherichia coli (E. coli) € a bactéria mais associada a ITU, enquanto Staphylococcus aureus
(S. aureus), é o principal patégeno Gram-positivo causador dessa infeccdo. Desse modo, 0
tratamento da ITU é realizado através da antibioticoterapia, sendo ciprofloxacino, medicamento
pertencente a classe das quinolonas, o farmaco mais prescrito para tratar quadros de infec¢do
urinaria (Denamur et al., 2021; Lima et al., 2022; Santos et al., 2021).

Essas bactérias podem apresentar mecanismos de bloqueio a a¢do dos farmacos, essa
caracteristica consiste na resisténcia bacteriana, um dos problemas de satde publica mais atuais,
e de vasto impacto global. Esta problematica caracteriza-se pelo surgimento de bacterias
multirresistentes, e estd associada, sobretudo, ao uso descontrolado de antibioticos, suscitando
diferentes meios de resisténcia que dificultam o tratamento de diversas patologias, como as
bombas de efluxo, a inativagdo enzimatica, com destaque para as enzimas f-lactamases, as
alteracOes de permeabilidade e alteracdo dos sitios-alvo dos antibidticos (Breijyeh; Jubeh;
Karaman, 2020; Galvao, 2021; Teixeira; Figueiredo; Franca, 2019).



Nessa perspectiva, as plantas medicinais dispdem de uma variedade de compostos
bioativos, sendo eles metabdlitos primarios, responsaveis pelo desenvolvimento da planta, e
metabolitos secundarios, que tém papel especializado na sobrevivéncia do vegetal, além de
serem 0s principais componentes dos fitoterapicos. Dessa forma, a utilizacdo de produtos
naturais é uma pratica crescente, visto que apresenta-se como como uma alternativa terapéutica
diante do revés da resisténcia bacteriana e da situacdo socioeconémica de muitas comunidades
(Borges; Amorim, 2020; Caldas et al., 2019; Fernandes; Santos; Souza, 2020).

Dessa maneira, os Oleos essenciais (OEs), produtos provenientes das plantas,
apresentam em sua composicdo 0s metabdlitos secundarios, sendo caracterizados como
compostos volateis, sollveis em lipidios, esses 6leos podem atribuir as plantas cheiro e sabor,
podendo ser extraidos de flores, folhas, raizes e frutos. Estes 0leos sdo amplamente utilizados
para producdo de cosmeticos, bebidas e fitoterapicos. Ademais, possuem atividade
antioxidante, antiviral, anti-inflamatoria e antibacteriana (Elsebai; Albalawi, 2022; Valdivieso-
Ugarte et al., 2019; Winska et al., 2019).

Posto isto, a espécie Zingiber officinale (Z. officinale), conhecida popularmente como
gengibre, é uma planta comum e mundialmente cultivada, sendo o rizoma a parte mais utilizada.
Consequentemente, seu 0 uso é vastamente difundido, no &mbito alimenticio, na cosmetologia
e, sobretudo, na fitoterapia, devido aos seus compostos bioativos, principalmente fendlicos e
terpenos, que apresentam propriedades antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatorias (Al-
Dhahli et al., 2020; Mahboubi, 2019; Nardino, 2021).

Sendo assim, a utilizacdo da fitoterapia € uma solucao plausivel frente a problematica
da resisténcia bacteriana. Logo, essa pesquisa permite uma analise in vitro do éleo essencial de
gengibre como possivel tratamento para infecgdes do trato urinario. Diante disso, esse estudo
apresenta como finalidade avaliar a atividade antibacteriana e modificadora do 6leo essencial

comercializado de Zingiber officinale frente as principais cepas causadoras de infec¢do urinaria.

2 METODOLOGIA

2.1 PRODUTOS UTILIZADOS

Neste estudo foi utilizado o 6leo comercial, obtido da marca Via Aroma. Conforme sua

descricdo, o 6leo tem como espécie Zingiber officinale, sendo a planta extraida da China e a

raiz a parte utilizada. Extraido por meio da destilacdo a vapor, este 6leo apresenta como



componentes quimicos principais o canfeno, limoneno + 1,8-cineol, ar-curcumeno, zingibereno
e B-sesquifelandreno.

Também foram utilizados os antibidticos Ciprofloxacino, Cefalexina e Ampicilina,
obtidos da Sigma, Aldrich.

2.2 MICRORGANISMOS

Esta pesquisa utilizou as cepas padrdo de E. coli e S. aureus, EC ATCC 25922 e SA
ATCC 25923, respectivamente, e as cepas multirresistentes, Escherichia coli 06, de origem
urinéria, e Staphylococcus aureus 10, oriunda de uma amostra de swab retal. O perfil de
resisténcia dessas bactérias foi descrito por Bezerra et al. (2017). Além disso, as cepas utilizadas
foram cedidas pelo Laboratorio de Microbiologia e Biologia Molecular da Universidade
Regional do Cariri — URCA.

2.3 PREPARACAO DO INOCULO

As bactérias utilizadas no estudo foram semeadas em placas de Petri contendo Heart
Agar Infusion (HIA), para esse semeio, foi realizado um repique das respectivas cepas, que em
seguida foram incubados para crescimento em estufa, a 37 °C por 24 horas. Logo ap6s o periodo
de incubacdo, uma alcada de cada bactéria foi diluida em tubos de ensaio contendo solugédo
salina estéril e, posteriormente, homogeneizada no aparelho vértex. Este procedimento ocorreu
em triplicata. Ao final, a turbidez das solucgdes foi comparada com o controle de 0,5 da escala
de MacFarland.

2.4 PREPARAGCAO DA SOLUGCAO DO OLEO ESSENCIAL E ANTIBIOTICOS

Para o preparo das substancias, pesou-se 10 mg de cada substancia, que em seguida
foram diluidas em 500 pL de Dimetilsulféxido (DMSO). Posteriormente, foram adicionados
9.265 mL de &gua destilada estéril obtendo uma solugéo do 6leo e antibidticos na concentracdo

de 1.024 pg/mL.

2.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MININA (CIM)
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A determina¢do da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) seguiu a metodologia
descrita por Javadpour et al. (1996). Realizou-se uma aliquota de 100 pL dos in6culos
bacterianos previamente preparados, correspondente a 10% do volume total. Essas aliquotas
foram transferidas para microtubos contendo 900 uL de BHI, preparado em uma concentragdo
de 10%. Em seguida, utilizou-se uma placa de microdiluicdo de 96 pogos, onde cada poco
comportou 100 pL da solucdo, e logo apds, foram diluidos 100 pL do éleo essencial. A
concentracdo do 6leo sofreu uma variacéo de 512 pg/mL a 8 pg/mL. Para este procedimento,
foi realizado um controle positivo do crescimento bacteriano, onde o Ultimo poco de cada
coluna da placa ficou sem a dilui¢do do 6leo, e um controle negativo realizado com a adi¢ao do
meio de cultura em cada poco. Ao final do processo de microdiluicdo, as placas foram
incubadas em estufa, a £ 37 °C por 24 horas. Ap6s a incubacdo, a analise do crescimento
bacteriano realizou-se pelo acréscimo de 20 pL de resazurina, a uma concentracdo de 0,04
g/mL, em todos 0s pogos. Uma vez a resazurina adicionada, a placa foi mantida em temperatura
ambiente, por 1 hora. Posteriormente a esse periodo, observou-se a variagcdo colorimétrica.
Permaneceu a coloracdo azul nos pocos em que o crescimento bacteriano foi negativo, e a
coloracdo rosa, foi observada nos pocos positivos para o crescimento de bactérias. Ressalta-se,

que este teste foi realizado em triplicata.

2.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE MODIFICADORA DE ANTIBIOTICOS

A analise da atividade modificadora da acdo de antibidticos do 6leo essencial de
Zingiber officinale foi realizada pelo método proposto por Coutinho et al. (2008). Esta
metodologia utilizou uma concentracdo subinibitéra (CIM/8) do produto testado. Uma solugédo
foi preparada em microtubos, adicionando 150 pL de in6culo bacteriano (correspondente a uma
concentracdo de 10% do volume total), o volume correspondente a concentracao subinibitoria
(CIM/8), e BHI, em uma quantidade que completou o volume final de 1500 pL. Os pocos da
placa de microdiluicdo utilizada foram preenchidos com 100 pL da solucdo preparada.
Seguidamente, ocorreu dilui¢des seriadas de 100 pL com os antibidticos Cefalexina,
Ciprofloxacino e Ampicilina, todos com concentracao inicial de 1.024 pg/mL até o penultimo
poco, sendo esse ultimo pogo o controle positivo do teste. Para a realiza¢do do teste tambem
foram realizadas placas controle de todos os antibioticos, adicionando 100 pL da solugédo
previamente preparada pela adigdo de 150 pL de in6culo bacteriano e 1.350 uL de BHI a 10%,
gue posteriormente, foi microdiluido com 100 pL de cada antibidtico. Apos este processo, as

placas foram incubadas em estufa, a 37 °C por 24 horas. A concentracdo inibitéria minima dos
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antibioticos em meio a a¢éo do 6leo essencial foi determinada pela adigdo da resazurina. Todo

o teste realizou-se em triplicata.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em média geomeétrica, e as diferencas avaliadas por meio da
analise de variancia (ANOVA), seguida do pos-teste de Bonferroni com o software GraphPad

Prism (9.0). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 demonstra a porcentagem dos constituintes quimicos do 6leo essencial de
gengibre utilizado nos testes, que incluem canfeno, limoneno + 1,8-cienol, ar-curcumeno,
zingibereno ¢ B-sesquifelandreno como componentes majoritarios, além de outros compostos

ndo especificados.

Tabela 1: Composicao quimica do 6leo essencial comercializado de Zingiber officinale.

Compostos Porcentagem (%o)
Canfeno 6,45
Limoneno + 1,8-cienol 7,88
Ar-curcumeno 8,40
Zingibereno 21,45
B-sesquifelandreno 12,06
Outros 43,73

Fonte: adaptado de Via Aroma.

De maneira semelhante, nos estudos de Oliveira; Hanada; Brito (2019) o 6leo essencial
de gengibre utilizado também apresentou entre 0s compostos quimicos majoritarios canfeno
(9,31%), B-sesquifelandreno (9,6%) e zingibereno (47,75%). No entanto, apesar de possuir
entre seus componentes o -sesquifelandreno (27,14%), a composi¢do quimica do 6leo usado
na pesquisa de Cutrim et al. (2019) diverge da constituicdo quimica descrita anteriormente, ja
que entre os principais compostos estdo geranial (14,06 %), nerolidol (13,51 %), neral (9,64 %)
e sabineno (5,23 %).

A avaliagdo da atividade antibacteriana do 6leo essencial comercializado de Zingiber

officinale Roscoe através da metodologia de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) frente as
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cepas padrédo e multirresistentes de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, demonstrou
resultados > 1.024 pg/mL, evidenciando que o Oleo essencial de gengibre ndo apresentou
resultados clinicamente relevantes sobre as cepas bacterianas testadas (K. Bhardwaj; Mohanty,
2012).

Na pesquisa realizada por Wang et al. (2020), evidenciou-se, através da CI1M, que o 6leo
essencial de gengibre apresenta efeito antibacteriano frente cepas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, expressando, seguidamente, concentracdes inibitorias minimas de 2,0
mg/mL e 1,0 mg/mL. Ainda, de acordo com Berisain-Bauza et al. (2019) a maior
susceptibilidade de S. aureus pode ser explicada pela diferenca existente na parede celular
desses microrganismos, visto que bactérias Gram-negativas apresentam uma bicamada lipidica
que fornece maior protecéo a bactéria, tornando-a menos susceptivel.

Em contrapartida, ao avaliar a atividade antibacteriana do 6leo de Z. officinale pelos
métodos de difusdo em agar e CIM, Reis et al. (2020) constatou que ndo houve acdo
antibacteriana efetiva para as cepas de S. aureus e E. coli. Ao resultado da anlise de disco
difusdo, ndo existiu crescimento de halos para nenhuma das duas espécies bacterianas, ja para
a CIM, os resultados se apresentaram como concentracdes inibitorias minimas nao definidas.

Todavia, neste mesmo estudo, observou-se, através do método de disco difusdo, o
crescimento de halos de inibicdo frente a cepa de Listeria monocytogenes, nas concentragdes
de 3%, 3,5% e 4% do 6leo essencial. As médias dos halos foram 9+ 75,12 + 7,37 e 14 + 3,21,
respectivamente. Diante disso, € possivel concluir que a efetividade da acdo antibacteriana do
o6leo essencial de gengibre pode sofrer variagdes de acordo com a espécie bacteriana testada.

Dessa forma, é valido considerar que a acdo antibacteriana dos 6leos essenciais pode
sofrer influéncia de fatores como propriedades fisicas e quimicas, sobretudo a volatilidade e
insolubilidade em agua, constituicdo quimica, método de extracdo, processamento pos-colheita,
bem como da metodologia utilizada e as espécies bacterianas testadas (Alves et al., 2022).

No que concerne a atividade modificadora de farmacos, constatou-se que o 6leo
essencial comercializado de Z. officinale apresentou potencial modificador, aumentando a CIM
dos antibi6ticos testados.

Nos ensaios de modificacdo, foi possivel observar um aumento da concentracéo
inibitéria em comparagédo aos controles quando associado o 0leo essencial com o antibidtico
Ciprofloxacino frente a cepa multirresistente de E. coli, indicando efeito antagonico. Os valores
da CIM obtidos foram 4 pg/mL, 1 pg/mL, 1 pg/mL. Similarmente, a associacdo da Ampicilina
com o Oleo essencial diante de S. aureus multirresistente também apresentou 0 mesmo efeito,

como demonstrado pelo Figura 1.
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Figura 1: Atividade modificadora da acéo de antibio6ticos

v
g EE Ampicilina
E) B Ampicilina + OEZo
& BE= Ciprofloxacina
% mm Ciprofloxacina + OEZo
= B2 Cefalexina
% Bl Cefalexina + OEZo
e

S. aureus E. coli

Fonte: Elaborada pela autora.

Ainda, a combinacéo do 6leo essencial com os farmacos Cefalexina e Ampicilina contra
a cepa de Escherichia coli ndo exibiu efeito modificador, assim como o 6leo associado a
Cefalexina e Ciprofloxacino frente a bactéria Staphylococcus aureus demonstrou 0 mesmo
resultado.

De acordo com Mahboubi (2019) os 6leos essenciais podem sofrer variagcdo na sua
composicdo quimica devido a fatores como a fonte do rizoma, secagem e método de extracéo.
O estudo faz uma comparacéo da variabilidade dos componentes quimicos do éleo essencial de
Zingiber officinale em conformidade com o método de extracéo, revelando que a depender da
metodologia, o 6leo essencial sofre variagdes tanto na composi¢do, como no rendimento. Nesse
sentido, o antagonismo demonstrado nos testes de modifica¢do pode ter sido influenciado pela
variedade quimica do 6leo.

No estudo de Betoni et al. (2006) realizado através do método de disco difusdo, o extrato
de gengibre associado a ampicilina ndo presentou efeito sinérgico diante da bactéria S. aureus,
corroborando com os resultados obtidos nessa pesquisa. No entanto, ao associar o gengibre com
outros antibidticos, como Gentamicina e Tetraciclina frente uma cepa de E. coli, Chavan et al.
(2023) obteve halos de inibicdo maiores se comparados aos halos formados pelos antibidticos

isolados, evidenciando efeito sinérgico.
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo evidenciam que o 6leo essencial comercializado de
Zingiber officinale Roscoe ndo apresenta efeito modificador da acao de antibioticos. O possivel
antagonismo demonstrado pela associagdo do 6leo essencial aos antibioticos frente as bactérias
testadas promovem a necessidade de novos estudo acerca de possiveis efeitos antibacterianos

do gengibre diante de outras cepas multirresistentes.
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