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RESUMO 
 

 

Contexto: O principal agente infeccioso de UTIN e Berçário são estafilococos, sendo 

Staphylococcus aureus o mais importante entre os patógenos. Seu controle tem sido 

dificultado e a resistência bacteriana tem aparecido para um grande número de 

antibióticos. Objetivos: o presente trabalho teve dois objetivo, o primeiro foi avaliar a 

suscetibilidade in vitro de cepas de Staphylococcus sp. isolados de pacientes de UTIN e 

do berçário frente ao óleo Cymbopogon citratus (capim cidrão), Melaleuca sp. e 

Eucalyptus sp. O segundo foi avaliar a suscetibilidade in vivo da cepa de código DRJ80, 

a mais resistente estre os Staphylococcus sp., de paciente de UTIN e do berçário frente ao 

óleo Cymbopogon citratus (capim cidrão).  Métodos: Óleos de Cymbopogon citratus, 

Melaleuca sp., Eucalyptus sp. e antibióticos, dentre eles Vancomicina foram testados in 

vitro, quanto a eficácia de controlar cepas de Staphylococcus aureus e não aureus, 

isolados da pele de recém-nascidos hospitalizados em Unidade de Terapia Intensiva 

Neonatal (UTIN) e berçários do hospital regional Dr. Samuel Libânio. Para os 

tratamentos que apresentaram os melhores resultados foi determinada a Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) e a Concentração bactericida mínima (CBM). A cepa que 

apresentou o menor halo de inibição em relação aos tratamentos aplicados foi utilizada 

para o estudo em ratos. Para o teste experimental foram utilizados 30 ratos machos 

(Rattus norvegicus, variação albinus, wistar), com 120 dias de idade e massa corpórea de 

aproximadamente 300 gramas. Lesões de 2,5 cm de diâmetro foram realizadas no dorso 

do animal e infectadas com a bactéria Staphylococcus aureus (código DRJ80) na 

concentração de 1,5 x 10
6
 UFC/mL. Após dois dias da infecção os animais foram tratados 

com formulações de carbopol mais vancomicina, carbopol mais capim cidrão e somente 

carbopol. Resultado: Foram isolados 120 microrganismos da pele de recém-nascidos, 

das quais 13 não cresceram durante algum teste do experimento in vitro e por isso foram 

eliminadas. As 107 cepas restantes foram sensíveis à Vancomicina e à Cymbopogon 

citratus (capim cidrão), 31 ao óleo de Eucalyptus sp.  e 11 ao óleo de Melaleuca sp. Nas 

condições in vivo a Vancomicina teve o resultado semelhante ao do capim cidrão, que 

por sua vez foram  efetivos no combate a bactéria Staphylococcus aureus com p de 0,003 

e 0,001, respectivamente. Conclusão: O Cymbopogon citratus possui potencial para 

controlar S. aureus e não aureus provenientes do Hospital Samuel Libânio, tanto em 

testes laboratoriais como em testes experimentais em ratos.  

Palavras-chave: Fitoterapia; Cymbopogon; Staphylococcus aureus; MRSA, Ferida.  
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ABSTRACT 
 

 

Context: The main infectious agent in the NICU and nursery are staphylococci, and 

Staphylococcus aureus the most important among pathogens. His control has been 

hindered and bacterial resistance has appeared for a large number of antibiotics. 

Objective: This study had two goals, the first was to evaluate the In vitro susceptibility 

of strains of Staphylococcus sp. isolated NICU patients and Nursery front of 

Cymbopogon citratus oil (Lemon grass), Melaleuca sp. and Eucalyptus sp. The second 

was to evaluate the in vivo susceptibility of DRJ80 code strain, the toughest among 

Staphylococcus sp., patient NICU and nursery opposite the oil Cymbopogon citratus 

(Lemon grass) Methods: Cymbopogon citratus oils, Melaleuca sp., Eucalyptus sp. and 

antibiotics, including Vancomycin were tested in vitro for efficacy of controlling strains 

of Staphylococcus aureus and not aureus isolated from the skin of hospitalized newborns 

in Neonatal Intensive Care Unit (NICU) and nurseries from Regional Hospital Dr. 

Samuel Libânio. To the treatments that showed the best results was determined 

Concentration Minimum Inhibitory (CMI) and minimum bactericidal concentration 

(MBC). The strain that showed the lowest inhibition zone in relation to the applied 

treatments was used for the study in rats. For the experimental test were used 30 male rats 

(Rattus norvegicus, Albinus variation, Wistar), with 120 days of age and body mass of 

approximately 300 grams. Injury 2.5 cm in diameter were performed in back of the 

animal and infected with Staphylococcus aureus (DRJ080 code) in concentration of 1.5 x 

10
6
 CFU/mL. After two days of infection the animals were treated with Carbopol 

formulations plus Vancomycin, Carbopol plus Lemon grass and only Carbopol. Results: 

We isolated 120 microorganisms from the skin of newborn, of which 13 have not grown 

for some experiment in vitro test and that were eliminated. The 107 remaining strains 

were susceptible to Vancomycin and Cymbopogon citratus (Lemongrass), 31 to the 

Eucalyptus sp oil. and 11 to the oil Melaleuca sp. In the in vivo conditions Vancomycin 

had results similar to Lemon grass, which in turn were effective in combating bacteria 

Staphylococcus aureus P of 0.003 and 0.001, respectively. Conclusion: Cymbopogon 

citratus  has the potential to control S. aureus and not aureus from the Hospital Samuel 

Libânio both in laboratory tests and in experimental tests in rats. 

 

Keywords: Phytotherapy; Cymbopogon; Staphylococcus aureus; MRSA, Wound.  
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1 CONTEXTO 

 

Estudo realizado no Brasil descreveu que o país ocupa a décima posição entre os 

que mais nascem prematuros. Nos Estados Unidos da América (EUA), a frequência de 

nascimentos prematuros é cerca de 10 a 13%, enquanto que em outros países, também 

classificados como desenvolvidos a taxa varia de 5 a 9% (HOWSON et al., 2012). A 

prematuridade ocorre em razão de crescentes indicações de cesariana e parto prematuro 

devido à gestação múltipla concebido artificialmente (GOLDENBERG et al., 2008).  

A maioria dos neonatos sadios permanece pouco tempo no hospital e, por isso, 

não adquirem a microbióta nosocomial.  Assim, independente do peso de nascimento, 

ou do tipo de parto, o recém-nascido desenvolve a microbiota normal similar à do 

adulto em poucas semanas após o parto. Ao contrário dessa realidade temos os recém-

nascidos internados em Unidades de Tratamento Intensivos Neonatos (UTIN), que 

tendem a tornar-se colonizados com a microbiota hospitalar, que possui microrganismos 

resistentes a antibióticos, como grande parte das bactérias Gram-negativas (MUSSI-

PINHATA, et al., 2001). 

Os agentes infecciosos prevalentes nas UTIN são os estafilococos, sendo clássica 

a infecção pelo Staphylococcus aureus e, mais recentemente foi reconhecida a 

importância do Staphylococcus epidermides, denominado na literatura de coagulase 

negativo. Eles pertencem ao grupo dos cocos Gram-positivos, podendo ser facilmente 

encontrado na pele e nas fossas nasais de indivíduos saudáveis (SANTOS, et al., 2007). 

Além das narinas, esses microrganismos podem colonizar também a garganta e 

intestinos, a região perineal e trato urinário, regiões umbilical, axilar e interpododáctila, 

além de feridas abertas; (ANDRADE et al, 2006; CARVALHO, et al., 2005). Em 

hospitais, principalmente em berçários e UTINs tornou-se rotina o isolamento desses 

microrganismos em pacientes hospitalizados. Os estafilococos podem apresentar-se em 

diversas formas, que vão desde isolados, aos pares, em cadeias curtas, ou agrupados 

irregularmente com aspecto semelhante a um cacho de uvas ( SANTOS et al.; 2007)  

Existem relatos que as infecções causadas por S. aureus são particularmente 

difíceis de serem tratadas devido ao perfil de resistência antimicrobiana, pois 

Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (MRSA) acaba sendo um endêmico 

prevalente nos ambientes hospitalares, em grande proporção no mundo (DIEKEMA, et 

al.,2001). Na verdade os pacientes alocados em UTI são considerados grupos 
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vulneráveis a maiores riscos de contaminação por infecção com MRSA, além dos 

inúmeros elementos predispostos ao risco como permanência hospitalar prolongada, 

maior consumo de antimicrobianos e presença de dispositivos intravenosos 

(FERREIRA, et  al., 2011). 

No Brasil, não se conhece o real problema sobre às Infecções Hospitalares (IH), 

pelo fato dos dados não serem divulgado e até mesmo não fornecidos por muitos 

hospitais (ARANTES, et al., 2013). 

Estudo realizado no hospital geral de Sumaré-SP no período de 2007-2008 

mostrou que houve o registro de 286 óbitos, nos quais 133 estava associado a IH e 

dessas 75 diretamente relacionadas com a infecção adquirida no hospital e destacando o 

S. aureus como o principal microrganismo causador (GUIMARÃES, et al., 2011). 

Um total de 174 pacientes foi avaliado em um estudo em dezesseis Centros de 

Terapias Intensivas (CTIs) do estado do Rio Grande do Sul, desses 122 estavam 

infectados, sendo que 51 adquiriram infecção no CTI. As áreas mais frequentemente 

acometidas pelo quadro infeccioso foram o pulmão, trato urinário e sepse sem foco 

definido e o microrganismo mais isolado foi S. aureus, sendo que destes, 63% eram 

cepas resistentes a meticilina (LISBOA, et al., 2007). 

Em um hospital-escola de São Paulo foi verificado que a incidência de pacientes 

com sepse hospitalar por MRSA atingiu 73,22%, o índice de mortalidade foi de 56,33% 

(RATTI e SOUSA, 2009). Em Londrina, também em um hospital universitário, a 

colonização por S. aureus foi de 17,68% em membros da equipe médica e sendo de 

1,19% deles eram portadores de MRSA (PEREIRA e CUNHA, 2009). 

O surgimento de microrganismos cada vez mais resistentes, principalmente 

daqueles encontrados na microbiota hospitalar, como é o caso do S. aureus, é motivo de 

preocupação, e ressalta a importância do investimento nas pesquisas tanto sobre a 

prevalência das infecções nosocomiais por este agente, quanto para a descoberta de 

novas estratégias terapêuticas e novos antibióticos (LIMA, et al., 2015). 

O uso de óleos essenciais de algumas plantas na saúde tem ficado mais 

populares nos últimos anos como alternativa para alguns tratamentos devido ao fato de 

muitas drogas sintéticas estarem relacionadas a efeitos colaterais desagradáveis, como a 

nefrotoxicidade e a otoxicidade (LANG e BUCHBAUER, 2012).  Em países 

desenvolvidos o mercado de medicamentos fitoterápicos em 2011 alcançou a cifra de 
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U$ 26 bilhões, variando esse valor de acordo com as condições econômicas e sociais de 

cada região do mundo (ALVES, 2013). 

Entre as plantas com bom desempenho na produção de óleos essenciais estão as 

espécies de Eucalyptus, pertencentes à família Myrtaceae, nas quais podemos descrever 

várias espécies como a Eucalyptus citriodora, a Eucalyptus globulus, a Eucalyptus 

polybractea e Eucalyptus camaldulensis (HILL e JOHNSON, 1995). Em um estudo 

com E. globulus e S. aureus resistente a Meticilina ficou demostrados o potencial 

antimicrobiano do óleo em relação a cepa testada com uma concentração mínima 

inibitória de 250 ng/ mL (PEREIRA, et al., 2014). Em outro estudo voltado para a área 

da odontologia foi descrito que a atividade antimicrobiana do óleo essencial de 

Eucalyptus globulus foi superior ao da clorexidina, quando comparado ao controle da 

bactéria Sthaphylococcus aureus, e comportamento igual para as bactérias Gram-

negativas como: Escherichia coli e Proteus vulgaris, e a levedura Candida albicans 

(DE SIQUEIRA MOTA, et al., 2015).  

 Outra planta também bastante conhecida pelo emprego de seu óleo essencial na 

medicina é a árvore do chá (Melaleuca alternifólia Cheel), ela é uma das mais 

importantes, pois já demostrou ação contra MRSA, Streptococcus sp. (CARSON et al., 

2006). A Austrália foi o país pioneiro a trabalhar com óleo desse gênero (CARSON et 

al., 2006). No entanto, existem várias espécies diferentes espalhadas pelo mundo. No 

Brasil, pesquisadores trabalharam com óleo extraído de Melaleuca sp. cultivada no Sul 

de Minas Geais, na cidade de Pouso Alegre – MG e detectaram relevante potencial 

bactericida in vitro contra isolados de S. aureus, isolado de membro inferior com lesão, 

quando o microrganismo foi avaliado in vivo, a capacidade de controle do óleo foi 

reduzida (FALCI, et al., 2015).  

Considerando, a relevância comercial e científica do óleo essencial Cymbopogon 

citratus, mais conhecido popularmente no Brasil como capim-limão, capim-cidró, 

capim-cheiroso, capim-cidreira, capim-cidrão, citronela-de-java e erva-cidreira. 

Pertence à família das Gramíneas, subfamília Panicoideae (GUIMARÃES, et al., 2008). 

Esse óleo é amplamente utilizado para fins medicinais, sobretudo na forma de chá e tem 

o uso e aplicação nas indústrias farmacêuticas, alimentícias, de cosméticos e perfumaria, 

devido ao óleo essencial, cujo principal componente é o citral (MARTINAZZO, et 

al.,2010). 
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A planta é usada como um agente aromatizante e fragrância e na medicina popular 

como um antiespasmódico, hipotensor, anticonvulsivantes, analgésicos, antiemético, 

antitussígeno, anti-reumático, anti-séptico e tratamento para distúrbios gastrointestinais, 

nervoso e febres. É também usada como um agente antibacteriano, e os extratos 

etanólicos das folhas de capim cidrão possui propriedade potencial contra 

Staphylococcus aureus, acredita-se que os flavonóides e taninos encontrados nos 

extratos são responsáveis pela atividade.  Esse óleo também possui ação de controle 

bastante eficiente contra outros patógenos humanos, principalmente a levedura  

Candida albicans (MANVITHA e BIDYA 2014). 

Nos dias atuais, o apelo por uma medicina alternativa e causadora de menor 

sintomatologia colateral tem recebido a atenção entre os profissionais de saúde. A busca 

por compostos de origem natural e uso de plantas medicinais já é uma realidade para 

alguns tratamentos, principalmente no que diz respeito ao poder antimicrobiano de 

alguns compostos (AKINNIBOSUN, et al., 2008). Elas produzem compostos 

secundários, que podem ser separados de acordo com as estruturas químicas em vários 

grupos, dentre eles os óleos essenciais, os quais apresentam atividades farmacológicas 

como antissépticas, antiinflamatórias, antimicrobianas, dentre outras, que são muito 

utilizadas na medicina popular e na fabricação de medicamentos (CARDOSO, et al., 

2000).  
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2 OBJETIVO 

 

 

Avaliar a suscetibilidade in vitro de cepas de Staphylococcus sp. isolados de 

pacientes de UTIN e do berçário frente ao óleo Cymbopogon citratus (capim cidrão), 

Melaleuca sp. e Eucalyptus sp.  

 

Avaliar a suscetibilidade in vivo da cepa de código 80, a mais resistente entre os 

Staphylococcus sp. isolados de pacientes de UTIN e do berçário frente ao óleo 

Cymbopogon citratus (capim cidrão). 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

6 

 

3 MÉTODOS 

 

3.1 Delineamentos do estudo  

O estudo in vitro caracterizou-se por ser um estudo primário, observacional, 

analítico, prospectivo e longitudinal, realizado em parte no Hospital das Clínicas 

Samuel Libânio (HCSL) e também no laboratório de Microbiologia da unidade central 

da Universidade do Vale do Sapucaí (Univás). As coletas só tiveram início após 

Autorização da Instituições Coparticipantes do projeto, ou seja HCSL (apêndice 11.2) O 

projeto foi avaliado e aprovado pelo Comitê de ética que emitiu liberação para coleta 

dos dados por meio do protocolo de número 810.001 (Anexo I).  

O experimento com ratos caracterizou-se por se tratar um estudo primário, 

intervencional, prospectivo, analítico e controlado. Os princípios éticos para o uso de 

animais de laboratório foram seguidos conforme preconiza o Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA). O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso 

de Animal (CEUA) da Universidade do Vale do Sapucaí, sob o protocolo 246/15 

(Anexo II). Uma parte desse trabalho foi realizada no biotério e a outra no laboratório 

de Microbiologia do campus central da UNIVÁS.  

 

3.2 Casuísticas da coleta dos microrganismos dos recém-nascidos 

Foram incluídos 30 recém-nascidos da Unidade de Terapia Intensiva Neonatal 

(UTIN) e do berçário do Hospital das Clínicas Samuel Libânio (HCSL). A coleta das 

amostras de microrganismos somente foi realizada mediante a assinatura do termo de 

consentimento livre e esclarecido pelos pais ou responsáveis dos recém-nascidos 

(apêndice 11.1). 

Os critérios de inclusão, não inclusão e exclusão estão descritos abaixo. 

 

3.2.1 Critérios de inclusão 

 Recém-nascidos com mais de 26 semanas (pré-termos com idade gestacional 

entre 26 e 36, e recém-nascidos a termo);  

 Recém-nascidos internados na UTIN e berçário do HCSL;  

 Recém-nascidos que tenham assinatura dos pais ou responsáveis e também do 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE);  



 

 

7 

 

 Recém-nascidos prematuros ou a termo com diagnóstico presumível ou 

confirmado de corioamnionite; 

 Rotura prematura das membranas obstétricas com mais de 12 horas antes do 

parto para prematuros (menores que 36 semanas de idade gestacional), ou mais de 18 

horas para partos a termo (com mais de 36 semanas de idade gestacional); 

 Recém-nascidos com tempo de internação superior a dez (10) dias e inferior a 

quarenta (40) dias. 

 

3.2.2 Critérios de não inclusão 

 Recém-nascidos cujo parto não foi realizado no HCSL.  

 

3.2.3 Critérios de exclusão 

 Coleta sem colonização  

 

3.3 Extração dos óleos essenciais de Cymbopogon citratus stapf, Eucalyptus sp. e 

Melaleuca sp 

O óleo essencial foi obtido por hidrodestilação das folhas pelo método do arraste a 

vapor em aparelho do tipo Clevenger modificado, conforme a Farmacopéia Brasileira 

(1996), no Laboratório de Botânica da Univás.  

Os óleos das folhas das plantas de Eucaliptus sp., Melaleuca sp. e Cymbopogon 

citratus foram extraídos por meio da hidrodestilação, utilizando o equipamento do tipo 

Clevenger (Hermex Glasware – Brasil). Para cada extração foram colocados 400 gramas 

de folhas em um balão com 300 mL de água. Esse balão foi colocado sobre uma manta 

aquecedora que aqueceu a mistura até à ebulição, liberando o vapor que arrasta com ele 

o óleo de Eucaliptus sp., Melaleuca sp. e Cymbopogon citratus. O vapor passando pelo 

condensador foi resfriado e voltou novamente à fase líquida. No balão de recolhimento, 

os líquidos que não solúveis entre si separam-se. Depois de retirados, os óleos foram 

acondicionados em frascos escuros e mantido em geladeira a uma temperatura de 5
o
 C. 
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3.4 Testes microbiológicos 

 

3.4.1 Coleta dos microrganismos da pele 

A amostra biológica foi coletada da pele dos recém-nascidos internados em UTIN 

e Berçário em quatro regiões, a saber: membro superiores, membro inferiores, região 

nasal e axilar. Para isso foi utilizado swabs estéreis e descartáveis com embalagem 

individual (ABSORVE
®

). 

Todos os swabs utilizados foram previamente umedecidos em uma solução estéril 

tamponada de salina fosfato com 3% de tween 80 (DIFCO
®
). Essa solução foi utilizada 

para neutralizar e remover maior quantidade de microrganismos da pele. Após a coleta, 

os swabs foram colocados em tubos esterilizados contendo 1 ml de solução fisiológica 

0,9% e 8 pérolas de vidro. Em seguida, as coletas foram identificadas e transportadas 

em caixa isotérmica para o laboratório de microbiologia e pesquisas básicas da Univás 

para a realização do isolamento de Staphylococcus sp. 

 

3.4.2 Isolamento das bactérias Staphylococcus sp. 

Para as análises, cada swab foi homogeneizado no agitador Vortex (Phoenix, 

modelo AP56) por 1 minuto com as 8 pérolas de vidro estéreis que favoreceram a 

remoção de microrganismos do swab para a solução fisiológica 0,9%. Após a 

homogeneização do tubo, com auxilio de uma alça em anel estéril, calibrada e 

descartável foram semeados 10 µL da solução pela técnica de esgotamento, em placas 

de Petri com meio Ágar Manitol (HIMEDIA
®

), meio seletivo para isolamento para 

cocos Gram positivos. 

Após a semeadura das amostras, as placas de Petri foram identificadas e colocadas 

na estufa a uma temperatura de 37ºC por período de 48 horas. Colônias com padrões 

morfológicos típicos de Staphylococcus aureus e não aureus foram transferidos para o 

meio Agar Mueller Hinton (HIMEDIA
®

) para os testes de identificação. Cada 

microrganismo recebeu um código. 

 

3.4.3 Manutenção e estocagem das linhagens 

A manutenção e a estocagem das linhagens foi realizada em tubos de ensaio com 

meio Agar Mueller Hinton e guardado a 8º C, em geladeira. Todos os isolados foram 
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pré-identificados com um código e depositados na Coleção Microbiológica do 

Laboratório de Pesquisas Básicas da Univás. 

 

3.5 Identificação dos microrganismos 

As identificações dos microrganismos foram realizadas analisando os aspectos 

microscópicos e bioquímicos de forma a identificar Staphylococcus aureus e 

estafilococos coagulase negativa . Foram realizados os testes de coloração de Gram, 

fermentação do manitol em meio Agar Manitol e teste de coagulase utilizando-se o kit 

Coagu-plasma LABORCLIN
®
. 

 

3.5.1 Teste de coloração de Gram 

Foi realizada uma suspensão em solução de NaCl  a 0,9% com colônias de 24 

horas de cultivo em Agar Mueller-Hinton. Uma gota da suspensão foi depositada no 

centro de uma lâmina limpa e em seguida foi fixada ao fogo.  

O teste de Gram é composto de coberturas sobre o esfregaço fixado das seguintes 

soluções: cristal violeta por um minuto; solução de lugol por um minuto; álcool-cetona 

por 15 segundos e por fim solução de fucsina por 30 segundos. Entre uma solução e 

outra, a retirada do corante se dá em água corrente. 

 

3.5.2 Fermentação do Manitol 

 

 Os microrganismos foram semeados meio Agar Manitol (HIMEDIA
®

). Neste 

teste, quando há modificação da cor do meio de cultura de rósea para amarela, indica  a 

fermentação do manitol. Quando não há fermentação do manitol o meio permanece 

inalterado (manitol negativo). O controle de esterilidade do meio de cultura foi 

realizado sem presença de microrganismo.  

  

3.5.3 Teste da Coagulase  

Foi feita uma cultura em caldo  Brain Heart Infusion (BHI) e após 24 horas de 

incubação a 37ºC, uma alíquota de 0,5 mL da cultura foi adicionada a 0,5 mL de plasma 

recém-reconstituído (não diluído) em um tubo de vidro estéril. Os tubos foram 

incubados banho-maria a 35º ± 2ºC por 4 horas. Foi considerado coagulase positiva, 

tubos com formação de coágulos neste período de avaliação. 

https://www.bd.com/resource.aspx?IDX=9103
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3.6 Teste de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos  

A suscetibilidade in vitro das cepas de Staphylococcus aureus e não aureus foi 

determinada pelo teste de difusão em disco, de acordo com o documento M2-A8 do 

Clinical Laboratory Standard Institute- CLSI (2003) para as drogas antimicrobianas: 

Gentamicina 10 µg, Ciprofloxacina 5 µg, Vancomicina 30 µg, Clindamicina 2 µg, 

Eritromicina 15 µg e Oxacilina 1 µg (Anexo III). Os óleos essenciais de Cymbopogon 

citratus, Eucalyptus sp. e Melaleuca sp. também seguiram a mesma metodologia. 

 

3.6.1 Preparo do inóculo 

Colônias puras cultivadas em Agar Mueller Hinton (Sigma
®
) com 24 horas de 

incubação a 37°C foram transferidas para um tubo contendo 4-5 mL de solução de 

salina 0,9% esterilizada, para preparar uma suspensão, cuja turbidez foi ajustada para 

que coincida com a da solução-padrão da escala de McFarland 0,5, a qual equivale de 1 

a 2 x 10
8
 UFC/mL. A densidade correta do controle de turbidez foi verificada usando 

um espectrofotômetro CELM modelo E-225D com fonte de luz de 1-cm e uma cubeta 

apropriada para determinar a absorbância com um comprimento de onda de 625 nm. 

(CLSI - M2-A8). 

 

3.6.2 Antibiograma 

Após o preparo do inóculo, a suspensão bacteriana foi semeada com auxílio de um 

swab estéril (ABSORVE
®
) e espalhada por toda a superfície da placa. Em seguida 

discos com antibióticos foram colocados na superfície da placa de Petri, em locais 

predeterminados. Após 16 a 18 horas de incubação foram feitas a leitura dos resultados 

para todas as drogas testadas, exceto a Vancomicina 30 µg, a qual o tempo de incubação 

foi de 24 horas de acordo com as determinações da CLSI. Os halos de inibição do 

crescimento bacteriano foram medidos em milímetros, e os microrganismos 

classificados como sensíveis, intermediários, ou resistentes aos agentes antibacterianos 

testados conforme documento M100-S15 tabela 2C do CLSI.   

 

3.6.3 Teste de suscetibilidade aos óleos essenciais 

Discos estéreis de papel de filtro Whatman Nº 1 de 6 mm de diâmetro foram 

colocados sobre a superfície e no centro da placa onde já foi disseminada a colônia 

bacteriana. Em seguida foi pipetado 5µL de óleos essenciais e colocados sobre os 
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discos. Os óleos utilizados foram: Melaleuca sp., (4435,0µg); Eucalyptus sp. 

(4307,5µg) e Cymbopogon citratus (4452,0µg).  As placas foram vedadas com papel 

filme e incubadas em temperatura de 37ºC por 24 horas. Após esse período, os halos de 

inibição quando presentes foram mensurados com auxílios de um paquímetro e o 

resultado expresso em mm. 

 

3.7 Teste de concentração mínima inibitória CIM 

 

3.7.1 Preparo da solução estoque para o teste da concentração inibitória mínima 

de óleos essenciais (CIM) 

A solução estoque foi preparada pesado 120 µL (106.848 mg) do óleo essencial de 

Cymbopogon citratus dissolvidos em 1ml de DMSO. A solução foi armazenada em 

microtubos de polipropileno com tampa, mantidos a -5ºC por até 6 meses. 

 

3.7.2 Preparação das concentrações dos óleos 

Foi realizada a diluição prévia dos óleos em 10 diferentes concentrações avaliadas 

que variam de 10,6848 mg/mL (1,2%) a 0,02086875 mg/mL (0,00234375%). Foram 

adicionados 200 µl da solução estoque em um tubo eppendorf enumerado tubo nº1 e, 

100 µl de DMSO em 10 tubos eppendorf enumerados nº2 em diante. Procedeu-se então 

a diluição ao dobro, transferindo-se 100 µl do 1º tubo para o 2º tubo; do 2º para o 3º e 

assim por diante até o 10º tubo. Finalmente, acrescentou-se 900 µl de água destilada 

estéril em todos os tubos, resultando em um volume final em cada tubo eppendorf de 1 

ml.  

 

3.7.3 Execução do teste e leitura da CIM 

 Foi realizado em placas de microdiluição, com fundo em “U” (estéril), para onde 

foram transferidos todos os componentes preparados anteriormente: 20 µl de inoculo, 

20 µl de suspensão do óleo essencial nas diferentes concentrações e mais 160 µl do 

meio Caldo Muller Hinton nos 10 primeiros poços, o 11º foi adicionado apenas 160 µl 

de meio sem inoculo para o controle negativo e o 12º poço foi adicionado 160 µl de 

meio, 20 µl de DMSO e 20 µl de inóculo para o controle positivo. A leitura foi realizada 

após 24 horas de incubação a 37ºC comparando o crescimento de cada cavidade com a 

obtida nos controles positivo e negativo.  
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3.7.4 Concentração bactericida mínima dos óleos essenciais 

 Após leitura da placa de microdiluição, de cada poço que não apresentarem 

crescimento foi retirado uma alíquota de 100 µl e semeados em meio Agar Muller 

Hinton com auxílio da alça de Drigalski. As placas foram incubadas a 37ºC por 24 horas 

e após esse período foi realizada a leitura sendo considerada a concentração bactericida 

mínima as placas que não apresentarem crescimento algum de bactérias. 

 

3.8 Atividade antimicrobiana in vivo 

 

3.8.1 Adaptação dos ratos 

A amostra foi constituída por 30 ratos (Rattus Norvegicus albinus) da linhagem 

Wistar, Machos, com 3 a 4 meses de vida, com massa corpórea de aproximadamente 

300 g, proveniente do biotério da Universidade do Vale do Sapucaí, MG, Brasil 

(UNIVÁS). 

Os animais ficaram dez dias em adaptação, alojados e mantidos no biotério em 

caixas moradias individual de polipropileno (Caixa GK 115 – Beira Mar), com 

dimensão de 49x34x16 cm, identificada com números de 1 a 30. A iluminação foi 

controlada com ciclo claro/escuro de doze horas. Os animais receberam ração 

padronizada (ração extrusada presence da marca Evitalis) e água ad libitum. A 

higienização das gaiolas foi realizada duas vezes por semana, com troca das maravalhas. 

 

3.8.2 Confecção das feridas nos ratos 

Todos os procedimentos cirúrgicos foram realizados sob anestesia geral, por meio 

de administração intramuscular de 0,1 mL de cloridrato de quetamina (Dopalen, 

Agribrands), associado a 0,05 mL de cloridrato de xylazina (Rompun, Bayer), para cada 

100 gramas de peso do animal. 

Com o animal anestesiado, por meio de um molde de papelão e com uma caneta 

dermográfica, demarcou-se no dorso uma área quadrangular de 5 cm no eixo 

longitudinal por 5 cm no eixo transversal, iniciada a partir da margem inferior das 

escápulas. Essa área foi epilada manualmente (Figura 1). 

Antes da incisão, o local da ferida foi estabelecido como uma área circular de 2,5 

cm de diâmetro, no plano transverso, com seu centro na linha mediana dorsal seguindo 

em sentido caudal, iniciando-se a 1 cm da margem inferior das escápulas. 
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Na mesa cirúrgica, a região demarcada em cada rato foi limpa com solução salina 

a 0,9%, e a antissepsia realizada com álcool 70%. Com um “punch” de aço inoxidável 

de 2,5 cm de diâmetro e extremidade cortante em bisel fez-se pressão contra a pele o 

que produziu um corte circular superficial. Com bisturi e tesoura íris foram completadas 

a incisão e a ressecção da pele e do panículo carnoso até a fáscia muscular superficial 

(Figura 2), produzindo a ferida conforme técnica descrita em ATZINGEN et al. (2013). 

 

 

 

 

 

           

 

 

 

       

3.8.3 Infecção por S. aureus nos ratos 

 A seguir ao procedimento cirúrgico, cada animal recebeu sobre a ferida 0,5 mL 

de uma suspensão bacteriana de 1,0 x 10
6
 UFC/mL de S. aureus (turbidez de 0,5 na 

escala de McFarland). Nesse experimento utilizou-se a cepa de código DRJ080 

identificada como S. aureus que apresentou menor halo de inibição, ou seja, maior 

resistência a Vancomicina e ao Cymbopogon citratus (Capim Cidrão). A concentração 

do produto foi estabelecida com a concentração em 1% de princípio ativo, tanto para 

Vancomicina quanto para o Cymbopogon citratus.                                

 Esse procedimento foi efetuado em todos os animais, sendo esse dia considerado 

como dia zero da infecção. Em seguida, a ferida foi coberta com filme transparente 

adesivo Tegaderm Film®, utilizado em curativos em UTIN, com dimensão de 4,4x4,4 

cm  (Anexo IV). Para a fixação do filme transparente, a película que protege a parte 

adesiva foi removida, sendo o filme aderido à área ao redor da ferida.  

Dois dias após a infecção foi realizada a separação dos animais em três grupos 

distintos, a saber: 

 a) grupo controle (n=10) – o tratamento das feridas dos ratos foi realizado com 1 

mL de gel de carbopol (Figura 3). 

Figura 1 – Técnica de epilação manual dos 

ratos 

Figura 2 - Incisão e a ressecção da pele e 

do panículo dos ratos 



 

 

14 

 

 b) grupo Vancomicina (n=10) – as feridas deste grupo de ratos receberam 1 mL 

de gel carbopol a 1% de vancomicina, obtido em farmácia de manipulação (Figura 3). 

c) grupo Cymbopogon citratus (n=10) – neste grupo foi aplicado 1 mL de gel de 

carbopol a 1% de Cymbopogon citratus, obtido em farmácia de manipulação (Figura 3). 

 

 

Figura 3 – gel Spencer com carbopol + vancomicina, carbopol + Cymbopogon citratus e                      

carbopol puro 

 

3.8.4 Limpeza das feridas e aplicação do princípio ativo 

Diariamente, sempre antecedendo à aplicação do tratamento, foi realizado o 

desbridramento da ferida quando necessário, com o auxílio de pinça e gaze embebida 

em soro fisiológico 0,9% esterilizado por meio de um procedimento rápido, invadindo 

minimamente os tecidos vivos. Em seguida foi realizada a limpeza da ferida com 5 mL 

de soro fisiológico a 0,9%.  

Para os tratamentos realizados a partir do estabelecimento da infecção foi usado 

um “prompt” ou “Spencer” com capacidade de dispensação de 1 mL da substância 

utilizada em cada grupo, de forma a preencher toda a superfície da lesão e desta forma 

padronizar a quantidade de tratamento aplicada nos três grupos.  Esses tratamentos 

foram realizados durante um período de 11 dias. 

Após a limpeza e o tratamento, as feridas permaneceram cobertas por filme 

Tegaderm transparente adesivo durante todo o experimento. A analgesia dos animais 

durante o experimento foi feita com Cetoprofeno (3 dias) e Dipirona gotas (12 dias), 

diluídos na água que os ratos beberam, na quantidade de 5 mg/Kg e 15 mg/kg, 

respectivamente. 
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3.8.5 Quantificação do número de microrganismos nas lesões pelo método da 

irrigação-aspiração 

A coleta do lavado da ferida para quantificação das UFC foi realizada nos 2,5, 7, 9 

e 11 dias, contados depois do processo de infecção. A cada avaliação foram depositados 

3 mL de soro fisiológico a 0,9%, esterilizado sobre a ferida, com o objetivo de fazer a 

limpeza de todo o leito da lesão. Com o auxílio de uma seringa, 2 mL, dessa solução do 

soro com os microrganismos existentes na lesão foram transferidos para um tubo de 

ensaio esterilizado. Este foi vedado com tampa de rosca e imediatamente encaminhado 

ao laboratório de microbiologia para proceder a contagem dos microrganismos em cada 

ferida através da técnica de diluição seriada. 

A metodologia consiste na utilização de uma pipeta automática esterilizada, na 

qual foi utilizada para transferir 1,0 mL do lavado da ferida para outro tubo de ensaio 

com 9,0 mL de solução esterilizada de cloreto de sódio a 0,9%, obtendo a diluição 10
-1

. 

Esse procedimento foi repetido até a diluição 10
-4

 Após a diluição foi transferido 100µL 

de cada uma das diluições, começando da mais diluída para a menos diluída, para a 

superfície do meio ágar sal manitol, seletivo para bactérias do gênero Staphylococcus. 

Para cada diluição, foram realizados três plaqueamentos.  

 O inóculo foi espalhado com o auxílio da alça de Drigalsky sobre a superfície do 

ágar sal manitol. As placas foram incubadas invertidas, a uma temperatura de 37ºC, por 

48 horas, quando então foi feita a contagem de bactérias com aspecto de colônias 

características típicas do crescimento de S. aureus, colônias com halo amarelo ao redor, 

resultado da fermentação do manitol. Foi utilizado o contador de colônias mecânico CP 

602 (Phoenix®) para determinar quantas colônias haviam por mililitros, na suspensão 

original da ferida. 

 No décimo primeiro dia do experimento os animais foram submetidos à 

anestesia geral e em seguida realizada a retirada do material biológico para futuros 

estudos. A eutanásia foi realizada com cloreto de potássio 19% via intracardíaca, 

conforme descrito no projeto enviado e analisado pelo CEUA (Anexo II). 

 

3.9 Análise estatística 

Os dados foram processados pelos Softwares R v.3.2.4, RStudio v.0.99.893 e 

software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versão 20. Por meio do 

teste de Kruskal Wallis foi efetuada a comparação dos três grupos. Como complemento 



 

 

16 

 

foi utilizado o teste de Mann-Whitney, que mostrou as diferenças de grupos dois a dois, 

ou seja, diferenças entre os tratamentos com Vancomicina e óleo essencial, 

Vancomicina e grupo controle, óleo essencial e grupo controle. Para verificar a 

diferença de efetividade entre os tratamentos foi teste de Friedman. O nível de rejeição 

da hipótese de nulidade foi fixado em 5%, considerando-se significantes os valores de p 

menores ou iguais a 0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Isolamento e identificação dos microrganismos 

Um total de 120 cepas foi isolado, mas no decorrer do experimento houveram 13 

perdas relacionadas ao não crescimento dos microrganismos. Dessa forma, a amostra 

total avaliada no trabalho in vitro foi constituída por 107 isolados.  A espécie de S. 

aureus representou um total de 25 (23,36%) dos microrganismos isolados, enquanto os 

outros 82 (76,63%) foram identificados como estafilococos coagulase negativa, ou seja, 

não aureus. As regiões do corpo dos recém-nascidos, onde se encontrou o maior número 

de S. aureus foi a axilar, seguida da nasal e membro superior, membro inferior 

(Tabela1).  

Tabela 1 - Cepas encontradas por recém-nascidos nas áreas de coleta. 

Região N  Isolados S. aureus Não aureus SC 

Axilar 30 28 33,33% 60,00% 6,67% 

Nasal 30 30 20,00% 80,00% 0,00% 

Membro 

superior 30 26 20,00% 66,67% 13,33% 

Membro 

inferior 30 25 13,33% 70,00% 16,67% 

N – número de amostras, SC – sem crescimento. 

 

4.2 Avaliação da resistência dos microrganismos isolados aos antibióticos 

Todos os 107 microrganismos testados apresentaram sensibilidade a 

Vancomicina, sendo este o melhor resultado entre os antibióticos testados. A Oxacilina 

e a Gentamicina obtiveram os piores resultados no combate aos microrganismos 

encontrados na pele de recém-nascidos, hospedados em berçário e UTIN. As bactérias 

foram resistentes para ambos os antibióticos em 87,96% (Tabela 2).  

A Oxacilina inibiu 24% e a Gentamicina 20% dos S. aureus estudados. Em 

relação aos não aureus a inibição foi 6,02% e 9,63%, respectivamente. A oxacilina 

apresentou ainda uma resistência intermediária de 8% para S. aureus. 

A porcentagem de resistência dos microrganismos a Clindamicina foi de 55,56%, 

sendo que quando exposta para controlar somente os microrganismos identificados 

como S. aureus obteve-se uma inibição de 56%, enquanto os não aureus foram 

controlados em 40,97% (Tabela 2). Esse foi o único antibiótico, a exceção da 
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Vancomicina que controlou mais da metade das bactérias S. aureus, conforme descrito 

na tabela 2.  

Para Ciprofloxacina e Eritromicina os microrganismos foram resistentes em 

67,59% e 74,07%, respectivamente. Com relação à capacidade para controlar S. aureus , 

observou-se  que Ciprofloxacina controlou 44% e 24,09% dos não aureus , enquanto a 

Eritromicina controlou apenas 24% de S. aureus e 14,45% dos não aureus, 

Ciprofloxacina apresentou ainda uma resistência intermediária para 8% de S. aureus e 

2,4% para os não aureus. Analisando a Eritromicina foi constatado que 4% e 9,63%, 

respectivamente de resistência intermediária para S.aureus e não aureus (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Perfil de resistência aos antibióticos em porcentagem 

 Isolados Cip 5 µg Oxa 1 µg Eri 15 µg Gen 10 µg Van 30 µg Cli 2 µg 

S. aureus 48,00% 68,00% 72,00% 80,00% 0,00% 44,00% 

Não 

aureus 73,49% 93,97% 74,69% 90,36% 0,00% 59,03% 

Todos 

isolados 67,59% 87,96% 74,07% 87,96% 0,00% 55,56% 

Legenda: Cip – Ciprofloxacina; Oxa – Oxacilina; Eri – Eritromicina; Gen – Gentamicina; Van – Vancomicina; Cli – Clindamicina . 

 

4.3 Avaliação da susceptibilidade dos microrganismos isolados aos óleos 

essenciais 

O óleo essencial de Cymbopogon citratus (capim cidrão) apresentou inibição a 

todas as 107 cepas testadas destacando-se como o melhor resultado apresentado entre os 

óleos testados (Figura 4). Os microrganismos apresentaram suscetibilidade menos 

expressiva aos óleos essenciais de Eucalyptus sp. e Melaleuca sp. (Figura 4). 

 

Figura 4 - Suscetibilidade de Staphylococcus sp. frente aos óleos essenciais. 
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 Os halos de inibição variaram entre 20 mm e 70 mm, dando um halo médio de 

31,4 mm para as cepas de S. aureus submetidas à ação do óleo de capim cidrão. Para o 

Eucalyptus sp. o halo médio foi de 15,6 mm e para a Melaleuca sp. foi de 18,5 mm 

(Tabela 3). O óleo da Melaleuca sp. controlou menos microrganismos que o  Eucalyptus 

sp., mas obteve o halo de inibição maior (tabela 3). 

Em relação aos microrganismos não aureus observou-se halos de inibição que 

variaram entre 18 mm e 70 mm, dando um halo médio de 30,47 mm, quando 

submetidos a ação do capim cidrão. Os halos obtidos para Melaleuca sp. (17,77 mm) e 

Eucalyptus sp. (14,26 mm) também não foram discrepantes dos observados para as 

cepas de S. aureus (Tabela 3). 

De modo geral, os halos médios de inibição dos microrganismos foram de 30,69 

para o óleo do capim cidrão, 14,48 para o óleo de Eucaliptus sp. e 17,9 para o óleo da 

Melaleuca sp. (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Suscetibilidade por disco-difusão de óleos essenciais 

  Cymbopogon citratus Eucalyptus sp. Melaleuca sp. 

S. aureus 25 5 2 

Media de halo 31,4 mm 15,6 mm 18,5 mm 

Maior halo 70 mm 25 mm 22 mm 

Menor halo 20 mm 7 mm 15 mm 

Não aureus 82 26 9 

Media de halo 30,47 mm 14,26 mm 17,77 mm 

Maior halo 70 mm 35 mm 30 mm 

Menor halo 18 mm 8 mm 11 mm 

Total 107 31 11 

Media de halo 30,69 mm 14,48 mm 17,9 mm 

Maior halo 70 mm 35 mm 30 mm 

Menor halo 18 mm 7 mm 11 mm 

 

Quando analisada a inibição pela Vancomicina em relação às cepas de 

Staphylococcus aureus e estafilococos não aureus observou-se que as médias ficaram 

estabelecidas em 21,52mm e 21,1mm, respectivamente (Tabela 4), valores menores que 

o observado na ação do Cymbopogon citratus (Tabela 3). Também foi observado que o 

maior halo foi conseguido também pelo óleo dessa planta, enquanto que o menor halo 

foi igual ao da Vancomicina. De maneira gral, o óleo de Cymbopogon citratus foi mais 

efetivo no controle dos microrganismos in vitro do que todos os antibióticos testados.  
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Tabela 4 - Suscetibilidade por disco difusão de antibióticos 

 

CIP OXA ERI GEN VAN CLI 

S. aureus 14 8 13 7 25 14 

Media de halo 27,28 mm 17,5 mm 20,84 mm 23,28 mm 21,52 mm 30,5 mm 

Maior halo 36 mm 28 mm 35 mm 31 mm 25 mm 33 mm 

Menor halo 12 mm 12 mm 8 mm 9 mm 19 mm 26 mm 

Não aureus 29 9 34 15 82 34 

Media de halo 26 mm 19,22 mm 19,73 mm 15,06 mm 21,1 mm 29,88 mm 

Maior halo 45 mm 30 mm 38 mm 44 mm 38 mm 42 mm 

Menor halo 8 mm 11 mm 8 mm 8 mm 19 mm 8 mm 

Total 43 17 47 22 107 48 

Media de halo 26,64 mm 18,36 mm 20,285 mm 19,17 mm 21,31 mm 30,19 mm 

Maior halo 45 mm 30 mm 38 mm 44 mm 38 mm 42 mm 

Menor halo 8 mm 11 mm 8 mm 8 mm 19 mm 8 mm 

Legenda: Cip – Ciprofloxacina; Oxa – Oxacilina; Eri – Eritromicina; Gen – Gentamicina; Van – Vancomicina; Cli – Clindamicina . 
 

4.4 Concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida mínima 

(CBM) do óleo de Cymbopogon citratus 

Nos testes de concentração inibitória mínima e concentração bactericida mínima 

foram testadas 107 cepas. A CIM mais eficiente para todas as cepas foi de 1,3356 

mg/mL resultando em 100% de inibição, já a metade dessa concentração, ou seja, 

0,6678 mg/mL foi eficiente em 99,06%. Os resultados completos estão apresentados 

tabela 5. 

 

Tabela 5 - Concentração inibitória mínima de capim cidrão frente a Staphylococcus sp. 

Concentração S. aureus Não aureus Total 

0,16695 mg/mL 0,00% 3,66% 2,80% 

0,3339 mg/mL 88,00% 93,90% 92,52% 

0,6678 mg/mL 96,00% 100,00% 99,06% 

1,3356 mg/mL 100,00% 100,00% 100,00% 

 

A concentração bactericida mínima de 1,3356 mg/mL foi 100% eficiente para 

todas as cepas testadas. A metade desta concentração inibiu 96,06% das cepas. Os 

resultados completos estão apresentados na tabela 6. 
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Tabela 6 - Concentração bactericida mínima capim cidrão frente a Staphylococcus sp. 

Concentração S. aureus Não aureus Total 

0,16695 mg/mL 0,00% 14,63% 11,21% 

0,3339 mg/mL 4,00% 89,02% 69,15% 

0,6678 mg/mL 96,00% 100,00% 99,06% 

1,3356 mg/mL 100,00% 100,00% 100,00% 

 

4.5 Tratamentos em ratos com capim cidrão e Vancomicina 

A partir do teste de Kruskal-Wallis aplicado nos resultados observados dos três 

diferentes tratamentos foi observado diferenças estatisticamente significantes entre eles 

a partir das 120 horas de observação, seguindo a tendência até o final do experimento.  

Houve um aumento no número de UFC/mL dos grupos controle, Vancomicina e 

Cymbopogon citratus, entre o dia da inoculação e a primeira avaliação. Esse resultado 

demostrou que o processo de inoculação da bactéria foi efetivo e que se nenhum 

tratamento estivesse sido aplicado, os propágulos bacterianos continuariam aumentando 

(Figura 5). O fato de realizar a lavagem da ferida reduziu drasticamente o número de 

microrganismos durante a segunda, terceira e quarta leituras, voltando registrar um 

aumento de crescimento na quinta leitura do tratamento controle (Figura 5).  

A Vancomicina reduziu as cepas de S. aureus, resultado já esperado, pois esse 

antibiótico possui características e resultados comprovadamente positivos de ação sobre 

o gênero Staphylococcus. Apesar de haver a redução dos microrganismos devido à 

lavagem das feridas, a ação antimicrobiana do antibiótico ficou evidenciada ao mostrar-

se a redução no número de S. aureus durante todo experimento. Nesse caso, o 

tratamento com antibiótico foi eficiente na descolonização, mas não na 

descontaminação, pois não houve a eliminação total dos microrganismos, conforme 

pode ser avaliado na figura 5. Isso pode ter acontecido devido ao tempo de avaliação de 

ação do antibiótico que foi de nove dias. 

Quando se analisou a diferença do crescimento dos microrganismos dentro do 

grupo Vancomicina, os resultados mostraram que o número de UFC contado com 48 

horas de avaliação diferiu estatisticamente em relação às demais leituras.  
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Figura 5 - Evolução das médias de UFC ao longo do experimento para os três tratamentos 

com óleo, Vancomicina e controle.  

 

Na comparação das médias, medianas e desvios-padrão para os tratamentos óleo e 

Vancomicina, com análise pelo teste de Mann-Whitney foi percebido que há diferença 

estatística entre eles a partir das 120h. A Vancomicina que apresentou valor de p ( 

0,00027) menor que o do óleo a partir de 120h de observação, com 168h o p foi  

(0,00044), para 216h de comparação o p foi de (0,00350) e  finalmente com 264h o p 

foi (0,00810), dentro do nível de significância α 0,05 (tabela 7). Sendo assim, o 

tratamento vancomicina eliminou mais células da cepa 80 do que o óleo de capim 

cidrão.  

 

Tabela 7: Comparação de médias, medianas e desvios-padrão para os tratamentos Óleo 

e Vancomicina, com análise pelo teste de Mann-Whitney 

Horas Óleo     Vancomicina     

Mann-

Whitney 

  Média Mediana SD Média Mediana SD p-Valor 

0 2910,00 2700,00 2069,06 6780,00 1950,00 16123,40 0,42578 

48 193300,00 46500,00 250251,67 277100,00 72000,00 543731,03 0,90965 

120 455240,00 303000,00 573368,59 1683,33 900,00 177,64 0,00027 

168 337500,00 193500,00 506109,18 2475,00 2175,00 2276,28 0,00044 

216 584777,80 366000,00 682972,25 4233,33 2550,00 4179,04 0,00350 

264 855955,00 55050,00 1372064,43 12745,00 4725,00 17255,83 0,00810 

 

Ao compararmos as médias e medianas entre o óleo e o controle observou-se 

significância apenas nas 120hs de observação e o valor do P foi de 0,01854, quando se 

comparou esses dois tratamentos pode-se relatar que não houve tendência 

suficientemente para se concluir que há diferenças significativas entre os tratamentos 

(tabela 8). 
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Tabela 8: Comparação de médias, medianas e desvios-padrão para os tratamentos Óleo 

e grupo Controle, com análise pelo teste de Mann-Whitney 

Horas Óleo     Controle     

Mann-

Whitney 

  Média Mediana SD Média Mediana SD p-Valor 

0 2910,00 2700,00 2069,06 1350,00 600,00 1662,83 0,06202 

48 193300,00 46500,00 250251,67 1270700,00 405000,00 1881421,57 0,22630 

120 455240,00 303000,00 573368,59 169440,00 31850,00 279404,46 0,01854 

168 337500,00 193500,00 506109,18 337025,00 105000,00 456258,49 0,52884 

216 584777,80 366000,00 682972,25 436370,00 227250,00 731860,58 0,90482 

264 855955,00 55050,00 1372064,43 2269160,00 318750,00 3612776,79 0,14031 

SD: desvio-padrão 

 

Quanto a efetividade, todos os tratamentos foram bons, inclusive o tratamento 

controle (Tabela 9). O tratamento utilizando óleo mostrou ser efetivo estatisticamente e 

semelhante ao tratamento com Vancomicina (Tabela 7). Ambos apresentaram resultados 

de eliminação dos microrganismos superiores aos observados no tratamento controle no 

decorrer de todo o experimento. 

 

Tabela 9: Teste de Friedman para detecção de efetividade de tratamentos 

Teste de Friedman 

Tratamento Estatística χ² DF p-Valor 

Óleo 21,783 5 0,001 

Vancomicina 17,974 5 0,003 

Controle 25,6 5 < 0,0001 
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5 PRODUTO 

 

 

Neste trabalho foi desenvolvida uma formulação a base de Cymbopogon citratus, 

e ela mostrou eficiência no combate aos microrganismos testados. O projeto traz 

desafios para que novos estudos sejam realizados no sentido de se observar a segurança 

e a qualidade do manipulado que foi estudado. Também devem ser realizados em seres 

humanos com o objetivo de conhecer e determinar a real eficácia desse produto em 

condições clínicas. 

Baseado nos resultados preliminares desse trabalho os autores decidiram por dar 

início ao pedido de patente da ideia aqui estudada com a finalidade de levarem adiante 

os conhecimentos prévios adquiridos. Buscando futuramente um produto tópico na 

forma de gel ou pomada. 

 

 

 



 

 

25 

 

6 APLICABILIDADE 

 

 

A menor concentração mínima inibitória (CIM) conseguida neste estudo foi de 

0,3339 mg/mL e inibiu em 88,00% as cepas de S. aureus e 93,90% de inibição para os 

estafilococos não aureus. Os resultados obtidos estão em acordo com os de vários outros 

trabalhos in vitro, em que testaram o capim cidrão e a sua eficiência inibitória. Almeida 

et al.,( (2013) trabalharam com o óleo extraído de plantas coletadas no estado de São 

Paulo e observaram a eficácia do óleo para vários microrganismos com uma taxa CIM 

de 0,25% que chegou a inibir até 80% das estirpes de S. aureus e numa concentração de 

0,125% inibiu até 60% das estirpes de S. epidermidis. Para S. mutans, a concentração de 

0,25% de óleo essencial de C. citratus inibiu 50% das estirpes estudadas no trabalho. 

Ao final desse experimento foi observado por seus autores que o óleo essencial 

apresentou atividade bacteriostática, fungistático e microbicida em todas as estirpes de 

Staphylococcus spp., S. mutans e espécies de Candida. Eles também relataram que mais 

estudos farmacológicos e de toxicidade são necessários para ajudar a entender a ação in 

vitro do óleo essencial da planta. 

Em outra pesquisa realizada em Angola, SOARES et al., (2013) obtiveram um 

resultado semelhante ao obtido neste trabalho, com a ressalva de que eles trabalharam 

com um número menor de microrganismos, apenas três cepas de S. aureus e três de S. 

epidermidis, isolados do hospital de Braga em Portugal. Eles testaram a sensibilidade 

desses microrganismos ao antibiótico Vancomicina e observaram o insucesso no 

controle das cepas de S. epidermidis. Outros antibióticos como a Penicilina, Meticilina e 

o composto de Ac. clavulânico e Amoxilina também foram ineficientes por um ou mais 

dos microrganismos testados. Foi observado também poder antibacteriano do óleo 

contra estirpes multirresistentes de Escherichia coli, Klebsiella pneumonia e Candida 

sp.  

Na Nigéria extratos de plantas medicinais de C. citratus e de outras duas plantas 

foram testados quanto à capacidade para controlar S. aureus, E. coli e C. albicans. O 

estudo destacou que existem propriedades no extrato de C. citratus que inibiu os três 

agentes patogênicos (OKYGBO, et al., 2008). O óleo essencial dessa planta também 

demostrou bons resultados contra uma gama diversificada de microrganismos como 
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Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Salmonella 

choleraesuis entre outros (NAIK et al., 2010). 

Um grande número de microrganismo apresentou resistência e sensibilidade 

variável aos antibióticos estudados, com a exceção da Vancomicina nos recém-nascidos 

do Hospital Samuel Libânio (HCSL). Essa constatação foi de encontro a um importante 

problema de saúde em todo o mundo, que é a resistência bacteriana aos antibióticos, em 

particular aos Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA), Staphylococcus 

aureus resistente à Vancomicina (VRSA), Enterococcus resistente à Vancomicina 

(VRE), a Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter e Enterobacter produtoras de 

espectro estendido ß-lactamase (ESBL). Em contrapartida, foi verificado que na UTIN e 

berçários do HCSL ainda não foi constatado e nem relatado casos de resistência ao 

antibiótico Vancomicina por Staphylococcus aureus, situação já bastante descrita como 

realidade de alguns hospitais do Brasil (SANTOS, et al.,2007) e do mundo 

(BADDOUR, et al., 2006; TIWARI e SEN, 2006). Porém, a presença de MRSA no 

HCSL tem sido motivo de preocupação dos profissionais de saúde que lá trabalham.  

O resultado de inibição da microbiota hospitalar (UTIN e berçário) pelo óleo do 

capim cidrão foi um resultado de considerável relevância no combate aos 

microrganismos do Hospital Samuel Libânio que já estão resistentes aos antibióticos 

Ciprofloxacina, Oxacilina, Eritromicina, Gentamicina e Clindamicina. Na média geral o 

halo de inibição gerado pelo óleo da planta foi superior ao da Vancomicina, o que 

retrata que os microrganismos estudados estão mais sensíveis ao óleo do que ao 

antibiótico, nos testes in vitro. Trabalhos descrevendo sobre a utilização da planta C. 

citratus combatendo S. aureus e não aureus não é comum de serem encontrados pelo 

menos nas bases de buscas relacionadas à saúde. Um resultado interessante e com uma 

aplicação parecido ao estudo conduzido neste trabalho foi o de MAYAUD et al. (2008) 

que trabalharam testando 13 óleos essenciais e dentre eles o capim cidrão (foi descrito 

como Lemongrass), Eucaliptus sp. e a árvore do chá em 65 estirpes bacterianas, sendo 

26 ATCC e 39 clínicas. Dessas 34 estirpes apresentavam baixo nível de resistência aos 

antibióticos. Os autores fizeram a determinação da atividade bacteriostática e 

classificaram em ordem crescente de ação, sendo os mais eficientes os aldeídos e 

monoterpenos. Óxidos e hidrocarbonetos apresentaram resultados inferior, mas bem 

interessante. O óleo de capim cidrão pertence ao grupo dos terpenos. Em geral, os óleos 

essenciais são mais eficazes contra as bactérias Gram-positivas, como já foi 
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demonstrado por outros autores em outros trabalhos (SMITH-PALMER et al., 1998; 

HAMMER et al., 1999; PRABUSEENIVASAN et al., 2006). 

Os resultados obtidos para o Eucalyptus sp. assim como o óleo da Melaleuca sp. 

não devem ser menosprezados diante dos resultados obtidos pelo capim cidrão, pois 

ficou demostrado que algumas cepas são sensíveis a esses óleos. FALCI et al., (2015) 

descreveram que principal componente da planta Melaleuca sp. é o 1,8 cineol, mesma 

substância encontrada no Eucalyptus sp. com uma concentração um pouco maior 

(FALCI et al., 2015). 

O estudo de BOUKHATEM et al., (2014) concluiu que o óleo essencial de capim 

cidrão pode ser utilizado como um descontaminante em hospitais devido a sua ação 

antimicrobiana observada no decorrer do seu experimento (BOUKHATEM et al., 

2014). 

Em um estudo com óleo de Cymbopogon citratus, Cymbopogon martini, 

Eucalyptus globulus, e outros óleos incorpados em nanopartículas de prata biogênicas 

foi demonstrado notável atividade antimicrobiana contra agentes patogênicos presentes 

na pele de animais. Esses óleos antimicrobianos foram usados na formulação de 

shampoo, sabão e pomada para dermatologia veterinária (BANSOD, et al., 2015).  

Em outro trabalho o capim cidrão foi comparado com outros 20 óleos derivados 

de plantas, ervas e frutas cítricas. Os maiores efeitos antialérgicos e anti-inflamatórios 

foram creditados quando em sua aplicação devido a sua capacidade de suprimir a 

imunoglobulina E (IgE,) induzida nas reações anafilática cutânea passiva em ratos e um 

edema inflamatório da orelha do rato induzido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato, 

respectivamente. A conclusão desse trabalho demonstrou que o capim cidrão e os seus 

componentes pode ser um candidato terapêutico para doenças alérgicas e inflamatórias 

(MIYOSHI, et al., 2014). 

Nas literaturas consultadas em base de dados voltadas para área da saúde não foi 

encontrado nenhum estudo que tenha relatado sobre o efeito de capim cidrão como 

antimicrobiano de S. aureus em ratos. Toda revisão realizada direcionou o estudo à 

abordagem de controle do microrganismo apenas nas condições in vitro. Estudos sobre 

a eficiência de C. citratus serão necessários para abrirem novas possibilidades para as 

pesquisas com essa planta, que apresenta potencial para a experimentação clínica e para 

o desenvolvimento de novos medicamentos. No entanto, as poucas informações com 

estudos em animais não são suficientes para que se possa realizar a avaliação do seu 
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potencial terapêutico em humanos. Há uma necessidade de mais pesquisas sobre o 

potencial de interação do óleo de C. citratus com outras drogas, além de outras 

verificações.  
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7 IMPACTO SOCIAL 

 

 

Um dos principais impactos desse trabalho é demostrar para os profissionais que 

trabalham nas UTIN e berçários o que eles já sabem, mas que ainda não foi realizado de 

maneira científica. A resistência dos microrganismos aos antibióticos se tornou comum, 

porém preocupante ao ponto das comunidades científicas debaterem o tema em 

congressos e tentarem adequar medidas destinadas a controlar o fenômeno. O cenário 

descrito neste trabalho sobre os microrganismos Staphylocccus aureus e não aureus em 

UTIN e berçário servirão para que medidas preventivas e orientações sejam realizadas 

nestes setores do hospital das Clínicas Samuel Libânio para evitar ou retardar o 

aparecimento de cepas mais resistentes que as atuais. Dessa forma, e de maneira 

científica este trabalho colabora com a comunidade ascendendo o alerta de vigilância de 

resistência aos microrganismos endêmicos do hospital Samuel Libânio, em especial aos 

encontrados nas UTIN e berçários e pertencentes ao gênero Staphylococcus. 

Tendo por base os resultados dessa pesquisa é possível desenvolver juntamente 

com os profissionais das UTIN e berçários programas de educação para os profissionais 

de saúde e para o público visitante 

A pesquisa também foi de grande relevância ao comprovar a eficiência do óleo 

Cymbopogon citratus como uma substância com elevado potencial de controle dos 

isolados de S. aureus e não aureus em condições laboratoriais. Mais estudos precisam 

ser realizados com esse óleo, mas existe a possibilidade de desenvolvimento de um 

produto que possa combater os microrganismos estudados e outros.  
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8 CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados mostraram correlação dos testes laboratoriais com o teste 

experimental, sendo as cepas de Staphylococcus sp., sensíveis frente ao capim cidrão 

tanto in vitro como in vivo em ratos.  
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10 ANEXOS 

 

 

10.1 Anexo I - Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da UNIVÁS 
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10.2 Anexo II - Aprovação do Comissão de Ética no Uso de Animais – 

CEUA/UNIVÁS 

 

 

 



 

 

41 

 

10.3 Anexo III – Padrões Interpretativos de Diâmetros do Halo de inibição e 

Pontos de corte equivalentes das Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) 

para Staphylococcus spp.   
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10.4 Anexo IV – Informativo sobre o Tegaderm filme de cobertura da ferida 

 

 

 

Descrição 

 

O Tegaderm é um curativo estéril de filme transparente de poliuretano.  

Pode ser usado por mais tempo do que os curativos com gaze e fita, permanecendo por 

até 7 dias, reduzindo os gastos com materiais, como soluções, luvas, fitas e gaze e 

reduzindo substancialmente o risco de trauma de pele causado por remoções repetitivas 

de adesivo.  

A diminuição de trocas de curativos significa maior conforto ao paciente.  

 

 Barreira versátil à prova d’água  

 Resistente à água: não é necessária a remoção para banhos ou outros 

procedimentos. 

 Protege os profissionais de saúde contra exposição ao sangue e exsudato; Maior 

tempo de uso – acima de 96 horas. 

 Barreira contra contaminantes externos – ajuda a prevenir a entrada de vírus e 

bactérias na ferida, ao mesmo tempo em que permite a entrada de oxigênio e a saída de 

vapor d’água permitindo que a pele respire normalmente. 

 Adesão superior suave à pele.  

 Fornece excelente fixação mesmo em condições adversas. 
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 Fácil de remover. 

 Praticidade 

 Aplicação rápida e fácil. 

 Molda-se aos contornos do corpo, promovendo conforto ao paciente. 

 Variedade de tamanhos para uso em todas as aplicações necessárias. 

 

Indicações de uso:  

 Úlceras de pressão de estágios I e II pouco exsudativas; 

 Debridamento autolítico de feridas; 

 Curativo secundário sobre gaze, alginato e hidrocolóide; 

 Feridas cirúrgicas fechadas e limpas; 

 Proteção da pele íntegra em pacientes com propensão para escaras; 

 Em dermoabrasões, áreas doadoras de enxerto e feridas cirúrgicas limpas e não-

drenantes; 

 Fixação de cateteres. 
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11 APÊNDICE 

 

 

11.1 Apêndice I - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

Eu, João Batista de Oliveira, médico pediatra do Hospital das Clínicas Samuel 

Libânio da Universidade do Vale do Sapucaí - UNIVÁS, Pouso Alegre, MG, realizarei 

uma pesquisa intitulada:Ação antibacteriana in vitro de fitoterápicos sobre 

Staphylococcus aureus isolados de pele de recém-nascidos em unidade de terapia 

intensiva, orientado pela Professora Drª Maria José Azevedo de Brito Rocha, com o 

objetivo de Avaliar a ação antibacteriana in vitro dos óleos de Eucalyptus globulus Le 

Melaleuca sp. sobre  Staphilococcus  aureus e Klebisiella sp. isolados de cateter central 

de inserção periférica  e pele de recém-nascidos.  

 A realização deste estudo permitirá a avaliação da ação antibacteriana dos óleos 

essenciais de Eucalyptus globulus L e Melaleuca sp sobre  Staphilococcus  aureus e 

Klebisiella sp de cateter central de inserção periférica (PICC) e pele de recém-nascidos, 

possibilitando, assim, a análise dessa possível ferramenta profilática e terapêutica, com 

o potencial de aumentar as opções terapêuticas dos profissionais da saúde. 

O trabalho será realizado a partir da coleta de material da pele e do PICC, em 

recém-nascidos, posteriormente cultivado e testado em laboratório, avaliando-se, assim 

a ação antimicrobiana dos óleos supracitados. 

Para a realização desta pesquisa, o paciente não será identificado pelo seu nome. 

As informações obtidas serão analisadas em conjunto com outros pacientes, não sendo 

divulgada a identificação de nenhum dos pacientes. Desta forma, será mantido o 

anonimato, assim como o sigilo das informações obtidas e será respeitada a sua 

privacidade e a livre decisão de querer ou não participar do estudo, podendo retirar-se 

dele em qualquer momento, bastando para isso expressar a sua vontade direta, ou 

indiretamente, através de seu responsável legal.  

Tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das 

pesquisas, ou de resultados que sejam do conhecimento do pesquisador.  

Não há benefício direto para o participante. Não há despesas pessoais para o 

participante em qualquer fase do estudo; também não há compensação financeira 

relacionada à sua participação. 



 

 

50 

 

A realização deste estudo não trará consequências físicas ou psicológicas, 

podendo apenas trazer, não necessariamente, algum desconforto mediante a avaliação 

da pele, ou breves entrevistas quando adequadas, porém serão tomados todos os 

cuidados para que isso não ocorra.  

Em caso de dúvidas e se quiser ser melhor informado(a) poderá entrar em contato 

com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciências da Saúde “Dr. 

José Antônio Garcia Coutinho”, que é o órgão que irá controlar a pesquisa do ponto de 

vista ético. O CEP funciona de segunda a sexta feira e o seu telefone é (35) 3449 9271, 

Pouso Alegre, MG.  

O senhor (a) concorda que seu filho (a) participe deste estudo? Em caso 

afirmativo, deverá ler a “Declaração”, que se segue abaixo, assinando-a no local próprio 

ou imprimindo a impressão digital do polegar direito.  

 

DECLARAÇÃO 

 

Declaro para os devidos fins que fui informado (a) sobre esta pesquisa, estou 

ciente dos seus objetivos e relevância, assim como me foram retirados todas as dúvidas.  

Mediante isto, concordo livremente em participar dela, fornecendo as informações 

necessárias. Estou também ciente que, se quiser e em qualquer momento, poderei retirar 

o meu consentimento deste estudo. 

Para tanto, lavro minha assinatura (impressão digital do polegar direito) em duas 

vias deste documento, ficando uma delas comigo e a outra com o pesquisador (a). 

 

Pouso Alegre, ___ , ______________20________________ 

 

Participante: ______________________________________ 

Assinatura:________________________________________ 

Pesquisador(a):_____________________________________ 

Assinatura:________________________________________ 
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11.2 Apêndice II - Autorização de Instituições de Coparticipantes 

 

Eu, João Batista de Oliveira, pesquisador responsável – mestrando do Programa 

de Mestrado Profissional em Ciências Aplicado à Saúde, solicito autorização de Vossa 

Senhoria para realização de uma Pesquisa nas dependências do Hospital das Clínicas 

Samuel Libânio – HCSL, no setor de Pediatria, O trabalho intitulado: “Ação 

antibacteriana in vitro de fitoterápicos sobre Staphylococcus aureus isolados de pele de 

recém-nascidos em unidade de terapia intensiva”, cujo objetivo é Avaliar a ação 

antibacteriana in vitro de óleos de fitoterápicos sobre  Staphilococcus  aureus isolados 

de pele de recém-nascidos em unidade de terapia intensiva.   

 

As informações obtidas serão utilizadas para fins científicos e os participantes 

terão garantia do anonimato, obedecendo a Resolução n°. 466/12. 

 

 

 

 

Félix Carlos Ocáriz Bazzano 

Diretor Técnico 

Hospital das Clínicas Samuel Libânio 

 

 

 

 


