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RESUMO

Contexto: O principal agente infeccioso de UTIN e Bercario sdo estafilococos, sendo
Staphylococcus aureus o mais importante entre os patégenos. Seu controle tem sido
dificultado e a resisténcia bacteriana tem aparecido para um grande numero de
antibidticos. 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 bergario frente ao Oleo Cymbopogon citratus (capim cidrao), Melaleuca sp. e
Eucalyptus sp. O segundo foi avaliar a suscetibilidade in vivo da cepa de cédigo DRJ80,
a mais resistente estre os Staphylococcus sp., de paciente de UTIN e do bercario frente ao
6leo Cymbopogon citratus (capim cidrdo). Métodos: Oleos de Cymbopogon citratus,
Melaleuca sp., Eucalyptus sp. e antibioticos, dentre eles Vancomicina foram testados in
vitro, quanto a eficicia de controlar cepas de Staphylococcus aureus e nio aureus,
isolados da pele de recém-nascidos hospitalizados em Unidade de Terapia Intensiva
Neonatal (UTIN) e bergarios do hospital regional Dr. Samuel Libanio. Para os
tratamentos que apresentaram os melhores resultados foi determinada a Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo bactericida minima (CBM). A cepa que
apresentou o menor halo de inibi¢do em relagdo aos tratamentos aplicados foi utilizada
para o estudo em ratos. Para o teste experimental foram utilizados 30 ratos machos
(Rattus norvegicus, variacao albinus, wistar), com 120 dias de idade e massa corporea de
aproximadamente 300 gramas. Lesdes de 2,5 cm de didmetro foram realizadas no dorso
do animal e infectadas com a bactéria Staphylococcus aureus (c6digo DRI80) na
concentracdo de 1,5 x 10° UFC/mL. Apos dois dias da infecgao os animais foram tratados
com formulag¢des de carbopol mais vancomicina, carbopol mais capim cidrdo e somente
carbopol. Resultado: Foram isolados 120 microrganismos da pele de recém-nascidos,
das quais 13 nao cresceram durante algum teste do experimento in vitro e por isso foram
eliminadas. As 107 cepas restantes foram sensiveis a Vancomicina e a Cymbopogon
citratus (capim cidrdo), 31 ao 6leo de Eucalyptus sp. e 11 ao oleo de Melaleuca sp. Nas
condi¢des in vivo a Vancomicina teve o resultado semelhante ao do capim cidrdo, que
por sua vez foram efetivos no combate a bactéria Staphylococcus aureus com p de 0,003
e 0,001, respectivamente. Conclusdo: O Cymbopogon citratus possui potencial para
controlar S. aureus e ndo aureus provenientes do Hospital Samuel Libanio, 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 Libanio. 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° 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
Libanio 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 pais ocupa a décima posicao entre os
que mais nascem prematuros. Nos Estados Unidos da América (EUA), a frequéncia de
nascimentos prematuros ¢ cerca de 10 a 13%, enquanto que em outros paises, também
classificados como desenvolvidos a taxa varia de 5 a 9% (HOWSON et al., 2012). A
prematuridade ocorre em razdo de crescentes indicagdes de cesariana e parto prematuro
devido a gestacao multipla concebido artificialmente (GOLDENBERG et al., 2008).

A maioria dos neonatos sadios permanece pouco tempo no hospital e, por isso,
ndo adquirem a microbidta nosocomial. Assim, independente do peso de nascimento,
ou do tipo de parto, o recém-nascido desenvolve a microbiota normal similar a do
adulto em poucas semanas apos o parto. Ao contrario 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 antibioticos, como grande parte das bactérias Gram-negativas (MUSSI-
PINHATA, et al., 2001).

Os agentes infecciosos prevalentes nas UTIN sdo os estafilococos, sendo classica
a infec¢do pelo Staphylococcus aureus e, mais recentemente foi reconhecida a
importancia 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 individuos saudaveis (SANTOS, et al., 2007).
Além das narinas, esses microrganismos podem colonizar também a garganta e
intestinos, a regido perineal e trato urindrio, regides umbilical, axilar e interpododactila,
além de feridas abertas; (ANDRADE et al, 2006; CARVALHO, et al., 2005). Em
hospitais, principalmente em bergarios e UTINs tornou-se rotina o isolamento desses
microrganismos em pacientes hospitalizados. Os estafilococos podem apresentar-se em
diversas formas, que vao 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 infeccdes causadas por S. aureus sdo particularmente
dificeis de serem tratadas devido ao perfil de resisténcia antimicrobiana, pois
Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (MRSA) acaba sendo um endémico
prevalente nos ambientes hospitalares, em grande propor¢ao no mundo (DIEKEMA, et
al.,2001). Na verdade os pacientes alocados em UTI sdo considerados grupos
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vulnerdveis a maiores riscos de contaminacao por infeccdo com MRSA, além dos
inimeros elementos predispostos ao risco como permanéncia hospitalar prolongada,
maior consumo de antimicrobianos e presenga de dispositivos intravenosos
(FERREIRA, et al.,2011).

No Brasil, nao se conhece o real problema sobre as Infeccdes Hospitalares (IH),
pelo fato dos dados ndo serem divulgado e até mesmo ndo fornecidos por muitos
hospitais (ARANTES, et al., 2013).

Estudo realizado no hospital geral de Sumaré-SP no periodo de 2007-2008
mostrou que houve o registro de 286 oObitos, nos quais 133 estava associado a IH e
dessas 75 diretamente relacionadas com a infec¢do adquirida no hospital e destacando o
S. aureus como o principal microrganismo causador (GUIMARAES, 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 infeccdo no CTIL. As areas mais frequentemente
acometidas pelo quadro infeccioso foram o pulmao, trato urinario 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 Sao Paulo foi verificado que a incidéncia de pacientes
com sepse hospitalar por MRSA atingiu 73,22%, o indice de mortalidade foi de 56,33%
(RATTI e SOUSA, 2009). Em Londrina, também em um hospital universitario, a
colonizacdo 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 € o caso do S. aureus, € motivo de
preocupacdo, e ressalta a importancia do investimento nas pesquisas tanto sobre a
prevaléncia das infec¢des nosocomiais por este agente, quanto para a descoberta de
novas estratégias terapéuticas e novos antibidticos (LIMA, et al., 2015).

O uso de o6leos essenciais de algumas plantas na satde tem ficado mais
populares nos ultimos anos como alternativa para alguns tratamentos devido ao fato de
muitas drogas sintéticas estarem relacionadas a efeitos colaterais desagradaveis, como a
nefrotoxicidade e a otoxicidade (LANG e BUCHBAUER, 2012). Em paises

desenvolvidos o mercado de medicamentos fitoterapicos em 2011 alcangou a cifra de



U$ 26 bilhdes, variando esse valor de acordo com as condigdes econdmicas ¢ sociais de
cada regidao do mundo (ALVES, 2013).

Entre as plantas com bom desempenho na produ¢do de 6leos essenciais estdo as
espécies de Eucalyptus, pertencentes a familia Myrtaceae, nas quais podemos descrever
varias 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 6leo em relacdo a cepa testada com uma concentracdo minima
inibitoria de 250 ng/ mL (PEREIRA, et al., 2014). Em outro estudo voltado para a area
da odontologia foi descrito que a atividade antimicrobiana do o6leo essencial de
Eucalyptus globulus foi superior ao da clorexidina, quando comparado ao controle da
bactéria Sthaphylococcus aureus, € 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 6leo essencial na
medicina ¢ a arvore do chd (Melaleuca alternifolia Cheel), ela ¢ uma das mais
importantes, pois ja demostrou agdo contra MRSA, Streptococcus sp. (CARSON et al.,
2006). A Australia foi o pais pioneiro a trabalhar com 6leo desse género (CARSON et
al., 2006). No entanto, existem varias espécies diferentes espalhadas pelo mundo. No
Brasil, pesquisadores trabalharam com oleo extraido 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 lesao,
quando o microrganismo foi avaliado in vivo, a capacidade de controle do 6leo foi
reduzida (FALCI, et al., 2015).

Considerando, a relevancia comercial e cientifica do 6leo essencial Cymbopogon
citratus, mais conhecido popularmente no Brasil como capim-limao, capim-cidro,
capim-cheiroso, capim-cidreira, capim-cidrdo, citronela-de-java e erva-cidreira.
Pertence a familia das Gramineas, subfamilia Panicoideae (GUIMARAES, et al.,2008).
Esse oleo ¢ amplamente utilizado para fins medicinais, sobretudo na forma de ché e tem
0 uso e aplicacdo nas industrias farmacéuticas, alimenticias, de cosméticos e perfumaria,
devido ao 6leo essencial, cujo principal componente ¢ o citral (MARTINAZZO, et

al.,2010).



A planta ¢ usada como um agente aromatizante e fragrancia e na medicina popular
como um antiespasmoddico, hipotensor, anticonvulsivantes, analgésicos, antiemético,
antitussigeno, anti-reumatico, anti-séptico e tratamento para disturbios gastrointestinais,
nervoso ¢ febres. E também usada como um agente antibacteriano, e os extratos
etanolicos das folhas de capim cidrao possui propriedade potencial contra
Staphylococcus aureus, acredita-se que os flavondides e taninos encontrados nos
extratos sdo responsaveis pela atividade. Esse 6leo também possui a¢do de controle
bastante eficiente contra outros patdogenos 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 atengdo entre os profissionais de saude. A busca
por compostos de origem natural e uso de plantas medicinais ja ¢ uma realidade para
alguns tratamentos, principalmente no que diz respeito ao poder antimicrobiano de
alguns compostos (AKINNIBOSUN, et al, 2008). Elas produzem compostos
secundarios, que podem ser separados de acordo com as estruturas quimicas em varios
grupos, dentre eles os 6leos essenciais, os quais apresentam atividades farmacologicas
como antissépticas, antiinflamatorias, antimicrobianas, dentre outras, que sao muito
utilizadas na medicina popular e na fabricagdo de medicamentos (CARDOSO, et al.,

2000).



2  OBJETIVO

Avaliar a suscetibilidade in vitro de cepas de Staphylococcus sp. isolados de
pacientes de UTIN e do bergario frente ao 6leo Cymbopogon citratus (capim cidrao),

Melaleuca sp. e Eucalyptus sp.

Avaliar a suscetibilidade in vivo da cepa de codigo 80, a mais resistente entre os
Staphylococcus sp. isolados de pacientes de UTIN e do bergario frente ao o6leo

Cymbopogon citratus (capim cidrao).



3 METODOS

3.1 Delineamentos do estudo

O estudo in vitro caracterizou-se por ser um estudo primario, observacional,
analitico, prospectivo e longitudinal, realizado em parte no Hospital das Clinicas
Samuel Libanio (HCSL) e também no laboratorio de Microbiologia da unidade central
da Universidade do Vale do Sapucai (Univas). As coletas s6 tiveram inicio apods
Autorizacao da Instituigdes Coparticipantes do projeto, ou seja HCSL (apéndice 11.2) O
projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de ética que emitiu liberagcdo para coleta
dos dados por meio do protocolo de nimero 810.001 (Anexo I).

O experimento com ratos caracterizou-se por se tratar um estudo primario,
intervencional, prospectivo, analitico e controlado. Os principios éticos para o uso de
animais de laboratorio foram seguidos conforme preconiza o Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animal (CEUA) da Universidade do Vale do Sapucai, sob o protocolo 246/15
(Anexo II). Uma parte desse trabalho foi realizada no biotério e a outra no laboratdrio

de Microbiologia do campus central da UNIVAS.

3.2 Casuisticas da coleta dos microrganismos dos recém-nascidos

Foram incluidos 30 recém-nascidos da Unidade de Terapia Intensiva Neonatal
(UTIN) e do bercario do Hospital das Clinicas Samuel Libanio (HCSL). A coleta das
amostras de microrganismos somente foi realizada mediante a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido pelos pais ou responsaveis dos recém-nascidos
(apéndice 11.1).

Os critérios de inclusdo, ndo inclusio e exclusdo estdo descritos abaixo.

3.2.1 Ciritérios de inclusao

e Recém-nascidos com mais de 26 semanas (pré-termos com idade gestacional
entre 26 e 36, e recém-nascidos a termo);

e Recém-nascidos internados na UTIN e bercario do HCSL;

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

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE);



e Recém-nascidos prematuros ou a termo com diagnostico presumivel ou
confirmado de corioamnionite;

e 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);

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

quarenta (40) dias.

3.2.2 Critérios de ndo incluséio

e Recém-nascidos cujo parto ndo foi realizado no HCSL.

3.2.3 Critérios de exclusao

e (Coleta sem colonizacao

3.3 Extracao dos oleos essenciais de Cymbopogon citratus stapf, Eucalyptus sp. e

Melaleuca sp

O ¢leo essencial foi obtido por hidrodestilacdo das folhas pelo método do arraste a
vapor em aparelho do tipo Clevenger modificado, conforme a Farmacopéia Brasileira
(1996), no Laboratério de Botanica da Univas.

Os oleos das folhas das plantas de Eucaliptus sp., Melaleuca sp. e Cymbopogon
citratus foram extraidos por meio da hidrodestilacdo, utilizando o equipamento do tipo
Clevenger (Hermex Glasware — Brasil). Para cada extracdo foram colocados 400 gramas
de folhas em um baldo com 300 mL de 4gua. Esse baldo foi colocado sobre uma manta
aquecedora que aqueceu a mistura até a ebulicao, liberando o vapor que arrasta com ele
o Oleo de Eucaliptus sp., Melaleuca sp. e Cymbopogon citratus. O vapor passando pelo
condensador foi resfriado e voltou novamente a fase liquida. No baldo de recolhimento,
os liquidos que ndo soluveis entre si separam-se. Depois de retirados, os 6leos foram

acondicionados em frascos escuros e mantido em geladeira a uma temperatura de 5° C.



3.4 Testes microbiolégicos

3.4.1 Coleta dos microrganismos da pele

A amostra biologica foi coletada da pele dos recém-nascidos internados em UTIN
e Bercario em quatro regides, a saber: membro superiores, membro inferiores, regido
nasal e axilar. Para isso foi utilizado swabs estéreis e descartaveis com embalagem
individual (ABSORVE®).

Todos os swabs utilizados foram previamente umedecidos em uma solugao estéril
tamponada de salina fosfato com 3% de tween 80 (DIFCO®). Essa solugéo foi utilizada
para neutralizar e remover maior quantidade de microrganismos da pele. Apos a coleta,
os swabs foram colocados em tubos esterilizados contendo 1 ml de solucdo fisioldgica
0,9% e 8 pérolas de vidro. Em seguida, as coletas foram identificadas e transportadas
em caixa isotérmica para o laboratdrio de microbiologia e pesquisas basicas da Univéas

para a realizag¢ao do isolamento de Staphylococcus sp.

3.4.2 Isolamento das bactérias Staphylococcus sp.

Para as andlises, cada swab foi homogeneizado no agitador Vortex (Phoenix,
modelo AP56) por 1 minuto com as 8 pérolas de vidro estéreis que favoreceram a
remoc¢do de microrganismos do swab para a solugdo fisioldgica 0,9%. Apds a
homogeneiza¢gdo do tubo, com auxilio de uma alca em anel estéril, calibrada e
descartavel foram semeados 10 uL da solugdo pela técnica de esgotamento, em placas
de Petri com meio Agar Manitol (HIMEDIA®™), meio seletivo para isolamento para
cocos Gram positivos.

Apos a semeadura das amostras, as placas de Petri foram identificadas e colocadas
na estufa a uma temperatura de 37°C por periodo de 48 horas. Colonias com padrdes
morfolégicos tipicos de Staphylococcus aureus e ndo aureus foram transferidos para o
meio Agar Mueller Hinton (HIMEDIA®) para os testes de identificagdo. Cada

microrganismo recebeu um codigo.

3.4.3 Manutengio e estocagem das linhagens
A manutencao e a estocagem das linhagens foi realizada em tubos de ensaio com

meio Agar Mueller Hinton e guardado a 8° C, em geladeira. Todos os isolados foram



pré-identificados com um codigo e depositados na Colecdo Microbiologica do

Laboratdrio de Pesquisas Basicas da Univas.

3.5 Identificacdo dos microrganismos

As identificacdes dos microrganismos foram realizadas analisando os aspectos
microscopicos e bioquimicos de forma a identificar Staphylococcus aureus e
estafilococos coagulase negativa . Foram realizados os testes de coloragao de Gram,
fermentacdo do manitol em meio Agar Manitol e teste de coagulase utilizando-se o kit

Coagu-plasma LABORCLIN®.

3.5.1 Teste de coloracio de Gram

Foi realizada uma suspensdo em solu¢do de NaCl a 0,9% com colonias de 24
horas de cultivo em Agar Mueller-Hinton. Uma gota da suspensdo foi depositada no
centro de uma lamina limpa e em seguida foi fixada ao fogo.

O teste de Gram ¢ composto de coberturas sobre o esfregaco fixado das seguintes
solugdes: cristal violeta por um minuto; solu¢do de lugol por um minuto; alcool-cetona
por 15 segundos e por fim solugdo de fucsina por 30 segundos. Entre uma solugdo e

outra, a retirada do corante se da em agua corrente.

3.5.2 Fermentacao do Manitol

Os microrganismos foram semeados meio Agar Manitol (HIMEDIA®). Neste
teste, quando ha modificagdo da cor do meio de cultura de rosea para amarela, indica a
fermentagdo do manitol. Quando nao hd fermentagdo do manitol o meio permanece
inalterado (manitol negativo). O controle de esterilidade do meio de cultura foi

realizado sem presenca de microrganismo.

3.5.3 Teste da Coagulase

Foi feita uma cultura em caldo Brain Heart Infusion (BHI) e ap6s 24 horas de
incubac¢do a 37°C, uma aliquota de 0,5 mL da cultura foi adicionada a 0,5 mL de plasma
recém-reconstituido (ndo diluido) em um tubo de vidro estéril. Os tubos foram
incubados banho-maria a 35° = 2°C por 4 horas. Foi considerado coagulase positiva,

tubos com formagao de coagulos neste periodo de avaliagdo.


https://www.bd.com/resource.aspx?IDX=9103

3.6 Teste de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos

A suscetibilidade in vitro das cepas de Staphylococcus aureus € nao aureus foi
determinada pelo teste de difusdo em disco, de acordo com o documento M2-A8 do
Clinical Laboratory Standard Institute- CLSI (2003) para as drogas antimicrobianas:
Gentamicina 10 pg, Ciprofloxacina 5 pg, Vancomicina 30 pg, Clindamicina 2 pg,
Eritromicina 15 pg e Oxacilina 1 pg (Anexo III). Os dleos essenciais de Cymbopogon

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

3.6.1 Preparo do indculo

Coldnias puras cultivadas em Agar Mueller Hinton (Sigma™) com 24 horas de
incubagdo a 37°C foram transferidas para um tubo contendo 4-5 mL de solucdo de
salina 0,9% esterilizada, para preparar uma suspensao, cuja turbidez foi ajustada para
que coincida com a da solug¢ao-padrao da escala de McFarland 0,5, a qual equivale de 1
a 2 x 10° UFC/mL. A densidade correta do controle de turbidez foi verificada usando
um espectrofotometro CELM modelo E-225D com fonte de luz de 1-cm e uma cubeta
apropriada para determinar a absorbancia com um comprimento de onda de 625 nm.

(CLSI - M2-A8).

3.6.2 Antibiograma

Ap6s o preparo do indculo, a suspensao bacteriana foi semeada com auxilio de um
swab estéril (ABSORVE®) e espalhada por toda a superficie da placa. Em seguida
discos com antibioticos foram colocados na superficie da placa de Petri, em locais
predeterminados. Apos 16 a 18 horas de incubagdo foram feitas a leitura dos resultados
para todas as drogas testadas, exceto a Vancomicina 30 pg, a qual o tempo de incubagdo
foi de 24 horas de acordo com as determinacdes da CLSI. Os halos de inibigao do
crescimento bacteriano foram medidos em milimetros, e o0s microrganismos
classificados como sensiveis, intermediarios, ou resistentes aos agentes antibacterianos

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

3.6.3 Teste de suscetibilidade aos dleos essenciais

Discos estéreis de papel de filtro Whatman N° 1 de 6 mm de didmetro foram
colocados sobre a superficie e no centro da placa onde ja foi disseminada a colonia
bacteriana. Em seguida foi pipetado Syl de 6leos essenciais e colocados sobre os
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discos. Os oOleos utilizados foram: Melaleuca sp., (4435,0ng); Eucalyptus sp.
(4307,5ug) e Cymbopogon citratus (4452,0ug). As placas foram vedadas com papel
filme e incubadas em temperatura de 37°C por 24 horas. Apos esse periodo, os halos de
inibicdo quando presentes foram mensurados com auxilios de um paquimetro ¢ o

resultado expresso em mm.

.....

-----

de oOleos essenciais (CIM)
A solugdo estoque foi preparada pesado 120 pL (106.848 mg) do 6leo essencial de
Cymbopogon citratus dissolvidos em 1ml de DMSO. A solu¢do foi armazenada em

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

3.7.2 Preparacao das concentracdes dos dleos

Foi realizada a diluicao prévia dos 6leos em 10 diferentes concentragdes avaliadas
que variam de 10,6848 mg/mL (1,2%) a 0,02086875 mg/mL (0,00234375%). Foram
adicionados 200 pl da solugdo estoque em um tubo eppendorf enumerado tubo n°l e,
100 ul de DMSO em 10 tubos eppendorf enumerados n°2 em diante. Procedeu-se entdo
a diluicao ao dobro, transferindo-se 100 pl do 1° tubo para o 2° tubo; do 2° para o 3° e
assim por diante até o 10° tubo. Finalmente, acrescentou-se 900 pul de dgua destilada
estéril em todos os tubos, resultando em um volume final em cada tubo eppendorf de 1

ml.

3.7.3 Execucao do teste e leitura da CIM

Foi realizado em placas de microdilui¢do, com fundo em “U” (estéril), para onde
foram transferidos todos os componentes preparados anteriormente: 20 pl de inoculo,
20 pl de suspensdo do Oleo essencial nas diferentes concentragdes e mais 160 pl do
meio Caldo Muller Hinton nos 10 primeiros pogos, o 11° foi adicionado apenas 160 pl
de meio sem inoculo para o controle negativo e o 12° poco foi adicionado 160 pl de
meio, 20 ul de DMSO e 20 pl de indculo para o controle positivo. A leitura foi realizada
apos 24 horas de incubagdo a 37°C comparando o crescimento de cada cavidade com a

obtida nos controles positivo e negativo.
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3.7.4 Concentracao bactericida minima dos 6leos essenciais

Apos leitura da placa de microdilui¢do, de cada poco que ndo apresentarem
crescimento foi retirado uma aliquota de 100 pl e semeados em meio Agar Muller
Hinton com auxilio da al¢a de Drigalski. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas
e apos esse periodo foi realizada a leitura sendo considerada a concentragdo bactericida

minima as placas que ndo apresentarem crescimento algum de bactérias.

3.8 Atividade antimicrobiana in vivo

3.8.1 Adaptacio dos ratos

A amostra foi constituida por 30 ratos (Rattus Norvegicus albinus) da linhagem
Wistar, Machos, com 3 a 4 meses de vida, com massa corporea de aproximadamente
300 g, proveniente do biotério da Universidade do Vale do Sapucai, MG, Brasil
(UNIVAS).

Os animais ficaram dez dias em adaptagdo, alojados e mantidos no biotério em
caixas moradias individual de polipropileno (Caixa GK 115 — Beira Mar), com
dimensdo de 49x34x16 cm, identificada com numeros de 1 a 30. A iluminacdo foi
controlada com ciclo claro/escuro de doze horas. Os animais receberam ragdo
padronizada (racdo extrusada presence da marca Evitalis) e agua ad libitum. A

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

3.8.2 Confeccao das feridas nos ratos

Todos os procedimentos cirargicos foram realizados sob anestesia geral, por meio
de administracdo 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 papeldo e com uma caneta
dermografica, demarcou-se no dorso uma area quadrangular de 5 cm no eixo
longitudinal por 5 cm no eixo transversal, iniciada a partir da margem inferior das
escapulas. Essa area foi epilada manualmente (Figura 1).

Antes da incisdo, o local da ferida foi estabelecido como uma area circular de 2,5
cm de didmetro, no plano transverso, com seu centro na linha mediana dorsal seguindo
em sentido caudal, iniciando-se a 1 cm da margem inferior das escapulas.
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Na mesa cirurgica, a regido demarcada em cada rato foi limpa com solugdo salina
a 0,9%, e a antissepsia realizada com alcool 70%. Com um “punch” de ago inoxidavel
de 2,5 cm de diametro e extremidade cortante em bisel fez-se pressdo contra a pele o
que produziu um corte circular superficial. Com bisturi e tesoura iris foram completadas
a incisdo e a resseccao da pele e do paniculo carnoso até a fascia muscular superficial

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

N .,
Figura 1 — Técnica de epilacdo manual dos Figura 2 - Incis@o e a ressec¢do da pele e
ratos do paniculo dos ratos

3.8.3 Infecc¢do por S. aureus nos ratos

A seguir ao procedimento cirurgico, cada animal recebeu sobre a ferida 0,5 mL
de uma suspensio bacteriana de 1,0 x 10° UFC/mL de S. aureus (turbidez de 0,5 na
escala de McFarland). Nesse experimento utilizou-se a cepa de codigo DRJ08O
identificada como S. aureus que apresentou menor halo de inibi¢do, ou seja, maior
resisténcia a Vancomicina e ao Cymbopogon citratus (Capim Cidrao). A concentragdo
do produto foi estabelecida com a concentragdo em 1% de principio 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 infec¢do. Em seguida, a ferida foi coberta com filme transparente
adesivo Tegaderm Film®, utilizado em curativos em UTIN, com dimensdo de 4,4x4,4
cm (Anexo IV). Para a fixacdo do filme transparente, a pelicula que protege a parte
adesiva foi removida, sendo o filme aderido a area ao redor da ferida.

Dois dias ap6s a infecg¢do foi realizada a separagdo dos animais em trés 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).
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b) grupo Vancomicina (n=10) — as feridas deste grupo de ratos receberam 1 mL
de gel carbopol a 1% de vancomicina, obtido em farmacia de manipulacao (Figura 3).
¢) grupo Cymbopogon citratus (n=10) — neste grupo foi aplicado 1 mL de gel de

carbopol a 1% de Cymbopogon citratus, obtido em farmécia de manipulagdo (Figura 3).

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

carbopol puro

3.8.4 Limpeza das feridas e aplicacio do principio ativo

Diariamente, sempre antecedendo a aplicacdo do tratamento, foi realizado o
desbridramento da ferida quando necessario, com o auxilio de pinga e gaze embebida
em soro fisioldgico 0,9% esterilizado por meio de um procedimento rapido, invadindo
minimamente os tecidos vivos. Em seguida foi realizada a limpeza da ferida com 5 mL
de soro fisiologico a 0,9%.

Para os tratamentos realizados a partir do estabelecimento da infec¢ao foi usado
um “prompt” ou “Spencer” com capacidade de dispensagdo de 1 mL da substincia
utilizada em cada grupo, de forma a preencher toda a superficie da lesdo e desta forma
padronizar a quantidade de tratamento aplicada nos trés grupos. Esses tratamentos
foram realizados durante um periodo de 11 dias.

Apods 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),
diluidos na 4gua que os ratos beberam, na quantidade de 5 mg/Kg e 15 mg/kg,

respectivamente.
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3.8.5 Quantificacdo do nimero de microrganismos nas lesoes pelo método da
irrigacdo-aspiracio

A coleta do lavado da ferida para quantificagdo das UFC foi realizada nos 2,5, 7, 9
e 11 dias, contados depois do processo de infec¢dao. A cada avaliagdo foram depositados
3 mL de soro fisiologico a 0,9%, esterilizado sobre a ferida, com o objetivo de fazer a
limpeza de todo o leito da lesdo. Com o auxilio de uma seringa, 2 mL, dessa solugdo do
soro com 0s microrganismos existentes na lesdo foram transferidos para um tubo de
ensaio esterilizado. Este foi vedado com tampa de rosca e imediatamente encaminhado
ao laboratorio de microbiologia para proceder a contagem dos microrganismos em cada
ferida através da técnica de diluicao seriada.

A metodologia consiste na utilizacdo de uma pipeta automatica esterilizada, na
qual foi utilizada para transferir 1,0 mL do lavado da ferida para outro tubo de ensaio
com 9,0 mL de solugao esterilizada de cloreto de sédio a 0,9%, obtendo a diluicao 107,
Esse procedimento foi repetido até a dilui¢do 10™ Apés a dilui¢do foi transferido 100uL
de cada uma das dilui¢des, comecando da mais diluida para a menos diluida, para a
superficie do meio agar sal manitol, seletivo para bactérias do género Staphylococcus.
Para cada dilui¢do, foram realizados trés plaqueamentos.

O indculo foi espalhado com o auxilio da alga de Drigalsky sobre a superficie do
agar sal manitol. As placas foram incubadas invertidas, a uma temperatura de 37°C, por
48 horas, quando entdo foi feita a contagem de bactérias com aspecto de coldnias
caracteristicas tipicas do crescimento de S. aureus, colonias com halo amarelo ao redor,
resultado da fermentacdo do manitol. Foi utilizado o contador de coldnias mecanico CP
602 (Phoenix®) para determinar quantas col6nias haviam por mililitros, na suspensao
original da ferida.

No décimo primeiro dia do experimento os animais foram submetidos a
anestesia geral e em seguida realizada a retirada do material bioldgico para futuros
estudos. A eutandsia foi realizada com cloreto de potassio 19% via intracardiaca,

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

3.9 Analise estatistica
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), versao 20. Por meio do

teste de Kruskal Wallis foi efetuada a comparagdo dos trés grupos. Como complemento

15



foi utilizado o teste de Mann-Whitney, que mostrou as diferencas de grupos dois a dois,
ou seja, diferencas entre os tratamentos com Vancomicina e O6leo essencial,
Vancomicina e grupo controle, 6leo essencial e grupo controle. Para verificar a
diferenca de efetividade entre os tratamentos foi teste de Friedman. O nivel de rejei¢ao
da hipdtese 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 identificacdo dos microrganismos

Um total de 120 cepas foi isolado, mas no decorrer do experimento houveram 13
perdas relacionadas ao ndo crescimento dos microrganismos. Dessa forma, a amostra
total avaliada no trabalho in vitro foi constituida 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,
nao aureus. As regides do corpo dos recém-nascidos, onde se encontrou 0 maior nimero
de S. aureus foi a axilar, seguida da nasal e membro superior, membro inferior
(Tabelal).

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

Regiao N Isolados S. aureus Nio 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 — ntimero de amostras, SC — sem crescimento.

4.2 Avaliacdo da resisténcia dos microrganismos isolados aos antibioticos

Todos os 107 microrganismos testados apresentaram sensibilidade a
Vancomicina, sendo este o melhor resultado entre os antibidticos testados. A Oxacilina
e a Gentamicina obtiveram os piores resultados no combate aos microrganismos
encontrados na pele de recém-nascidos, hospedados em bergario e UTIN. As bactérias
foram resistentes para ambos os antibioticos em 87,96% (Tabela 2).

A Oxacilina inibiu 24% e a Gentamicina 20% dos S. aureus estudados. Em
relagdo aos ndo aureus a inibicdo foi 6,02% e 9,63%, respectivamente. A oxacilina
apresentou ainda uma resisténcia intermediaria de 8% para S. aureus.

A porcentagem de resisténcia dos microrganismos a Clindamicina foi de 55,56%,
sendo que quando exposta para controlar somente os microrganismos identificados
como S. aureus obteve-se uma inibicdo de 56%, enquanto os ndo aureus foram

controlados em 40,97% (Tabela 2). Esse foi o tUnico antibidtico, a excecdo 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 relagdo a capacidade para controlar S. aureus ,
observou-se que Ciprofloxacina controlou 44% e 24,09% dos ndo aureus , enquanto a
Eritromicina controlou apenas 24% de S. aureus e 14,45% dos ndo aureus,
Ciprofloxacina apresentou ainda uma resisténcia intermedidria para 8% de S. aureus e
2,4% para os nao aureus. Analisando a Eritromicina foi constatado que 4% ¢ 9,63%,

respectivamente de resisténcia intermedidria para S.aureus € ndo aureus (Tabela 2).

Tabela 2 - Perfil de resisténcia aos antibidticos em porcentagem

Isolados CipSpg Oxalpg ErilSpg GenlOpg Van30pg Cli2pg
S. aureus 48,00% 68,00% 72,00% 80,00%  0,00% 44,00%
Nao
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 Avaliacdo da susceptibilidade dos microrganismos isolados aos oOleos
essenciais
O ¢leo essencial de Cymbopogon citratus (capim cidrao) apresentou inibi¢do a
todas as 107 cepas testadas destacando-se como o melhor resultado apresentado entre os
Oleos testados (Figura 4). Os microrganismos apresentaram suscetibilidade menos

expressiva aos 6leos essenciais de Eucalyptus sp. € Melaleuca sp. (Figura 4).

B S aureus MN4&o aureus Total positivos
107
82
25 26 3l
5 - ) 9 1
|
Capim cidrdo Eucalipto Melaleuca

Figura 4 - Suscetibilidade de Staphylococcus sp. frente aos 6leos essenciais.
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Os halos de inibi¢ao variaram entre 20 mm e¢ 70 mm, dando um halo médio de
31,4 mm para as cepas de S. aureus submetidas a agdo do 6leo de capim cidrdo. 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 o6leo da Melaleuca sp. controlou menos microrganismos que o Eucalyptus
sp., mas obteve o halo de inibi¢cao maior (tabela 3).

Em relacdo aos microrganismos ndo aureus observou-se halos de inibi¢do que
variaram entre 18 mm e 70 mm, dando um halo médio de 30,47 mm, quando
submetidos a a¢ao do capim cidrao. Os halos obtidos para Melaleuca sp. (17,77 mm) e
Eucalyptus sp. (14,26 mm) também nao foram discrepantes dos observados para as
cepas de S. aureus (Tabela 3).

De modo geral, os halos médios de inibi¢do dos microrganismos foram de 30,69
para o oleo do capim cidrao, 14,48 para o oleo de Eucaliptus sp. e 17,9 para o dleo da

Melaleuca sp. (Tabela 3).

Tabela 3 - Suscetibilidade por disco-difusdo de 6leos 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
Nao 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 inibi¢do pela Vancomicina em relacdo as cepas de
Staphylococcus aureus e estafilococos ndo aureus observou-se que as médias ficaram
estabelecidas em 21,52mm e 21,1mm, respectivamente (Tabela 4), valores menores que
o observado na acao do Cymbopogon citratus (Tabela 3). Também foi observado que o
maior halo foi conseguido também pelo 6leo dessa planta, enquanto que o menor halo
foi igual ao da Vancomicina. De maneira gral, o 6leo de Cymbopogon citratus foi mais

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

CIP OXA ERI GEN VAN CLI
S. aureus 14 8 13 7 25 14
Media de halo 27,28 mm 17,5mm 20,84 mm 2328 mm 21,52mm 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
Nao aureus 29 9 34 15 82 34
Media de halo 26 mm 19,22 mm 19,73 mm 15,06 mm 21,1mm 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 Concentracio inibitéria minima (CIM) e concentracio bactericida minima

(CBM) do oleo de Cymbopogon citratus

Nos testes de concentracao inibitoria minima e concentragdo bactericida minima

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

mg/mL resultando em 100% de inibicdo, j4 a metade dessa concentragdo, ou seja,

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

tabela 5.

Tabela 5 - Concentracdo inibitoria minima de capim cidrdo frente a Staphylococcus sp.

Concentracio S. aureus Nio 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 concentragdo bactericida minima de 1,3356 mg/mL foi 100% eficiente para

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

resultados completos estdo apresentados na tabela 6.
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Tabela 6 - Concentracdo bactericida minima capim cidrao frente a Staphylococcus sp.

Concentracao S. aureus Nio 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 cidrio e Vancomicina

A partir do teste de Kruskal-Wallis aplicado nos resultados observados dos trés
diferentes tratamentos foi observado diferencas estatisticamente significantes entre eles
a partir das 120 horas de observagao, seguindo a tendéncia até o final do experimento.

Houve um aumento no nimero de UFC/mL dos grupos controle, Vancomicina e
Cymbopogon citratus, entre o dia da inoculagdo e a primeira avaliacdo. Esse resultado
demostrou que o processo de inoculacdo da bactéria foi efetivo e que se nenhum
tratamento estivesse sido aplicado, os propagulos bacterianos continuariam aumentando
(Figura 5). O fato de realizar a lavagem da ferida reduziu drasticamente o numero 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 ja esperado, pois esse
antibiodtico possui caracteristicas e resultados comprovadamente positivos de agdo sobre
o género Staphylococcus. Apesar de haver a reducdo dos microrganismos devido a
lavagem das feridas, a agdo antimicrobiana do antibidtico ficou evidenciada ao mostrar-
se a reducdo no numero de S. aureus durante todo experimento. Nesse caso, o
tratamento com antibidtico foi eficiente na descolonizagdo, mas ndo na
descontaminag¢do, pois ndo houve a eliminagdo total dos microrganismos, conforme
pode ser avaliado na figura 5. Isso pode ter acontecido devido ao tempo de avaliacao de
acdo do antibiotico que foi de nove dias.

Quando se analisou a diferenca do crescimento dos microrganismos dentro do
grupo Vancomicina, os resultados mostraram que o niumero de UFC contado com 48

horas de avaliagao diferiu estatisticamente em relagao as demais leituras.
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Evolucdo das médias de UFC para os trés grupos

4000,00
o
o
=
= 2000,00
0,00 e
0 48 120 168 216 264
—(lep = \/ancomicina Controle

Figura 5 - Evolucao das médias de UFC ao longo do experimento para os trés tratamentos
com 0leo, Vancomicina e controle.

Na comparagao das médias, medianas e desvios-padrao para os tratamentos 6leo e
Vancomicina, com andlise pelo teste de Mann-Whitney foi percebido que ha diferenca
estatistica entre eles a partir das 120h. A Vancomicina que apresentou valor de p (
0,00027) menor que o do dleo a partir de 120h de observacdo, com 168h o p foi
(0,00044), para 216h de comparagdo o p foi de (0,00350) e finalmente com 264h o p
foi (0,00810), dentro do nivel de significancia o 0,05 (tabela 7). Sendo assim, o
tratamento vancomicina eliminou mais células da cepa 80 do que o 6leo de capim

cidrao.

Tabela 7: Comparagio de médias, medianas e desvios-padriio para os tratamentos Oleo
e Vancomicina, com andlise pelo teste de Mann-Whitney

. Mann-
Horas Oleo Vancomicina 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 60leo e o controle observou-se

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

comparou

€SSEs

dois tratamentos pode-se relatar que ndo houve tendéncia

suficientemente para se concluir que ha diferencas significativas entre os tratamentos

(tabela 8).
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Tabela 8: Comparagdo de médias, medianas e desvios-padrio para os tratamentos Oleo
e grupo Controle, com analise pelo teste de Mann-Whitney

Mann-
Horas Oleo Controle 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-padrao

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

controle (Tabela 9). O tratamento utilizando 6leo mostrou ser efetivo estatisticamente e

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

de eliminacdo dos microrganismos superiores aos observados no tratamento controle no

decorrer de todo o experimento.

Tabela 9: Teste de Friedman para detec¢ao de efetividade de tratamentos

Teste de Friedman

Tratamento Estatistica y? | DF |p-Valor

Oleo 21,783| 5| 0,001
Vancomicina 17,974 5 0,003
Controle 25,61 5(<0,0001
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5 PRODUTO

Neste trabalho foi desenvolvida uma formulagdo a base de Cymbopogon citratus,
e ela mostrou eficiéncia no combate aos microrganismos testados. O projeto traz
desafios para que novos estudos sejam realizados no sentido de se observar a seguranga
e a qualidade do manipulado que foi estudado. Também devem ser realizados em seres
humanos com o objetivo de conhecer e determinar a real eficidcia desse produto em
condicodes clinicas.

Baseado nos resultados preliminares desse trabalho os autores decidiram por dar
inicio ao pedido de patente da ideia aqui estudada com a finalidade de levarem adiante
os conhecimentos prévios adquiridos. Buscando futuramente um produto topico na

forma de gel ou pomada.
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6 APLICABILIDADE

A menor concentragdo minima inibitoria (CIM) conseguida neste estudo foi de
0,3339 mg/mL e inibiu em 88,00% as cepas de S. aureus e 93,90% de inibicdo para os
estafilococos ndo aureus. Os resultados obtidos estdo em acordo com os de varios outros
trabalhos in vitro, em que testaram o capim cidrdo e a sua eficiéncia inibitoria. Almeida
et al.,( (2013) trabalharam com o 6leo extraido de plantas coletadas no estado de Sao
Paulo e observaram a eficacia do 6leo para varios microrganismos com uma taxa CIM
de 0,25% que chegou a inibir até 80% das estirpes de S. aureus e numa concentragio de
0,125% inibiu até 60% das estirpes de S. epidermidis. Para S. mutans, a concentragdo de
0,25% de oleo essencial de C. citratus inibiu 50% das estirpes estudadas no trabalho.
Ao final desse experimento foi observado por seus autores que o Oleo essencial
apresentou atividade bacteriostatica, fungistatico e microbicida em todas as estirpes de
Staphylococcus spp., S. mutans e espécies de Candida. Eles também relataram que mais
estudos farmacologicos e de toxicidade sdo necessarios para ajudar a entender a agdo in
vitro do 6leo 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 numero menor de microrganismos, apenas trés cepas de S. aureus e trés de S.
epidermidis, isolados do hospital de Braga em Portugal. Eles testaram a sensibilidade
desses microrganismos ao antibidtico Vancomicina e observaram o insucesso no
controle das cepas de S. epidermidis. Outros antibidticos como a Penicilina, Meticilina e
o composto de Ac. clavulanico e Amoxilina também foram ineficientes por um ou mais
dos microrganismos testados. Foi observado também poder antibacteriano do odleo
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 a capacidade para controlar S. aureus, E. coli e C. albicans. O
estudo destacou que existem propriedades no extrato de C. citratus que inibiu os trés
agentes patogénicos (OKYGBO, et al., 2008). O oleo 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 ¢ Salmonella
choleraesuis entre outros (NAIK et al., 2010).

Um grande nimero de microrganismo apresentou resisténcia e sensibilidade
variavel aos antibidticos estudados, com a exce¢do da Vancomicina nos recém-nascidos
do Hospital Samuel Libanio (HCSL). Essa constatagdo foi de encontro a um importante
problema de satide em todo o mundo, que ¢ a resisténcia bacteriana aos antibioticos, em
particular aos Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Staphylococcus
aureus resistente a Vancomicina (VRSA), Enterococcus resistente a Vancomicina
(VRE), a Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter ¢ Enterobacter produtoras de
espectro estendido B-lactamase (ESBL). Em contrapartida, foi verificado que na UTIN e
bergarios do HCSL ainda ndo foi constatado ¢ nem relatado casos de resisténcia ao
antibidtico Vancomicina por Staphylococcus aureus, situagdo ja 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 presenca de MRSA no
HCSL tem sido motivo de preocupagao dos profissionais de satde que 14 trabalham.

O resultado de inibicdo da microbiota hospitalar (UTIN e bercério) pelo 6leo do
capim cidrao foi um resultado de consideravel relevancia no combate aos
microrganismos do Hospital Samuel Libanio que ja estdo resistentes aos antibidticos
Ciprofloxacina, Oxacilina, Eritromicina, Gentamicina e Clindamicina. Na média geral o
halo de inibicdo gerado pelo 6leo da planta foi superior ao da Vancomicina, o que
retrata que os microrganismos estudados estdo mais sensiveis ao o6leo do que ao
antibiodtico, nos testes in vitro. Trabalhos descrevendo sobre a utilizacdo da planta C.
citratus combatendo S. aureus e nao aureus ndo ¢ comum de serem encontrados pelo
menos nas bases de buscas relacionadas a saide. Um resultado interessante e com uma
aplicacdo parecido ao estudo conduzido neste trabalho foi o de MAYAUD et al. (2008)
que trabalharam testando 13 6leos essenciais e dentre eles o capim cidrao (foi descrito
como Lemongrass), Eucaliptus sp. € a arvore do chd em 65 estirpes bacterianas, sendo
26 ATCC e 39 clinicas. Dessas 34 estirpes apresentavam baixo nivel de resisténcia aos
antibioticos. Os autores fizeram a determinacdo da atividade bacteriostatica e
classificaram em ordem crescente de acdo, sendo os mais eficientes os aldeidos e
monoterpenos. Oxidos e hidrocarbonetos apresentaram resultados inferior, mas bem
interessante. O 6leo de capim cidrdo pertence ao grupo dos terpenos. Em geral, os 6leos

essenciais sdo mais eficazes contra as bactérias Gram-positivas, como ja 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 6leo da Melaleuca sp.
nao devem ser menosprezados diante dos resultados obtidos pelo capim cidrdo, pois
ficou demostrado que algumas cepas sao sensiveis a esses 6leos. FALCI et al., (2015)
descreveram que principal componente da planta Melaleuca sp. € o 1,8 cineol, mesma
substancia encontrada no Eucalyptus sp. com uma concentragdo um pouco maior
(FALClI et al, 2015).

O estudo de BOUKHATEM et al., (2014) concluiu que o 6leo essencial de capim
cidrdo pode ser utilizado como um descontaminante em hospitais devido a sua agdo
antimicrobiana observada no decorrer do seu experimento (BOUKHATEM et al,
2014).

Em um estudo com O6leo de Cymbopogon citratus, Cymbopogon martini,
Eucalyptus globulus, e outros 6leos incorpados em nanoparticulas de prata biogénicas
foi demonstrado notavel atividade antimicrobiana contra agentes patogénicos presentes
na pele de animais. Esses dleos antimicrobianos foram usados na formulacao de
shampoo, sabdo e pomada para dermatologia veterinaria (BANSOD, et al., 2015).

Em outro trabalho o capim cidrdo foi comparado com outros 20 dleos derivados
de plantas, ervas e frutas citricas. Os maiores efeitos antialérgicos e anti-inflamatérios
foram creditados quando em sua aplicacdo devido a sua capacidade de suprimir a
imunoglobulina E (IgE,) induzida nas reagdes anafildtica cutanea passiva em ratos e um
edema inflamatério da orelha do rato induzido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato,
respectivamente. A conclusao desse trabalho demonstrou que o capim cidrdao e os seus
componentes pode ser um candidato terapéutico para doencas alérgicas e inflamatorias
(MIYOSH]I, et al., 2014).

Nas literaturas consultadas em base de dados voltadas para 4rea da saude ndo foi
encontrado nenhum estudo que tenha relatado sobre o efeito de capim cidrado como
antimicrobiano de S. aureus em ratos. Toda revisdo realizada direcionou o estudo a
abordagem de controle do microrganismo apenas nas condigdes in vitro. Estudos sobre
a eficiéncia de C. citratus serdo necessarios para abrirem novas possibilidades para as
pesquisas com essa planta, que apresenta potencial para a experimentacao clinica e para
o desenvolvimento de novos medicamentos. No entanto, as poucas informagdes com

estudos em animais ndo sdo suficientes para que se possa realizar a avalia¢do do seu
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potencial terapéutico em humanos. H4 uma necessidade de mais pesquisas sobre o
potencial de interacdo do oOleo de C. citratus com outras drogas, além de outras

verificagoes.
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7 IMPACTO SOCIAL

Um dos principais impactos desse trabalho ¢ demostrar para os profissionais que
trabalham nas UTIN e bercarios o que eles ja sabem, mas que ainda nao foi realizado de
maneira cientifica. A resisténcia dos microrganismos aos antibidticos se tornou comum,
porém preocupante ao ponto das comunidades cientificas debaterem o tema em
congressos ¢ tentarem adequar medidas destinadas a controlar o fendmeno. O cenario
descrito neste trabalho sobre os microrganismos Staphylocccus aureus € nao aureus em
UTIN e bergario servirdo para que medidas preventivas e orientagdes sejam realizadas
nestes setores do hospital das Clinicas Samuel Libanio para evitar ou retardar o
aparecimento de cepas mais resistentes que as atuais. Dessa forma, e de maneira
cientifica este trabalho colabora com a comunidade ascendendo o alerta de vigilancia de
resisténcia aos microrganismos endémicos do hospital Samuel Libanio, em especial aos
encontrados nas UTIN e bergarios e pertencentes ao género Staphylococcus.

Tendo por base os resultados dessa pesquisa € possivel desenvolver juntamente
com os profissionais das UTIN e berg¢érios programas de educagdo para os profissionais
de saude e para o publico visitante

A pesquisa também foi de grande relevancia ao comprovar a eficiéncia do o6leo
Cymbopogon citratus como uma substincia com elevado potencial de controle dos
isolados de S. aureus e ndo aureus em condig¢des laboratoriais. Mais estudos precisam
ser realizados com esse 6leo, mas existe a possibilidade de desenvolvimento de um

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

Os resultados mostraram correlagdo dos testes laboratoriais com o teste
experimental, sendo as cepas de Staphylococcus sp., sensiveis frente ao capim cidrao

tanto in vitro como in vivo em ratos.
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Titulo da Pesquisa: Acdo antibacterianain vitrode fitoterapicos sobre Staphylococcus aureus e Klebsiella
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Apresentagéo do Projeto:

1. INTRODUCAD O cateter venoso central de inserciio periférica (PICC) é um dispositivo
intravenosoflexivel, de material bicestavel e biocompativel como silicone, polietileno ou poliuretano.1,2A
passagem de PICC & um processo de alta complexidade

técnica realizado por enfermeirose médicos. O PICC tem sido usado em neonatologia, pediatria, terapia
intensiva e oncologia para a administrac8o de fluidos & medicamentos que ndo podem ser infundidos em
veias periféricas diretamente na circulacdo central 3.As indicacdes para seu uso incluem as terapias de
duracéo prolongada (acima de uma semana); administracio de nutricdo parenteral com concentracio de
dextrose maior que 10%, medicamentos vesicantes, irritantes, drogas

vasoativas, antibidticas e antineopldsicos, hemoderivados e medida de pressiio venosa central 3,4,5. Ja
como contra indicacdes referem-se a administracéo de grandes volumes em bolo, lesBes cutaneas, infeccao
no local da pungéo, trombose

venosa, cateteres com didmetro menor que 3.8 French (Fr) e, hemodialise2,3,60 PICC apresenta como
vantagens a reducido das multiplas puncdes venosas, ser inserido por enfermeiros e a beira do leito, uma via
confidvel para administracdo de antibidticos e nutricdo parenteral, e ainda menor risco de contaminacfo 7.

Além disso, pode eliminar complicacdes como pneumotdrax, hemotdrax
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e ser de menor custo, quando comparado com cateteres centrais inseridos cirurgicamente. Por outro lado,
apresenta como desvantagens o treinamento especial para insercdo do dispositivo, necessidade de
radiografia para localizacio da ponta de cateter, além de requerer acesso em veias calibresas e integras
2.3 .Apesar das vantagens de seu uso, ha riscos associados, dentre eles a infeccao de corrente sanguinea
relacionada a cateter (ICSRC) 3,9,10,11. A maioria das ICSRC é ocasionada por microrganismos da
microbiota cutdnea, pela

contaminacdo do local de insercio do cateter, por infusfo de solucbes intravenosas contaminadas, pelas
conexbes do dispositivo, ou por via hematogénica e pelo contato direto da equipe. 12 A pele do recém-
nascido € composta pela epiderme, a

derme e o subcutdneo. A epiderme ¢é subdividida em estrato corneo e camada basal 13. Dentre as funcbes
da pele, a mais importante & agir como barreira entre o meio interno & o ambiente, prevenindo a
desidratacdo através da perda de agua corporal, o envenenamento por substincias quimicas e a infeccio
sistémica através da invas8o de microorganismos da superficie da pele, a termorregulacéo e sensacio tatil,
além de proteciio contra traumas e radiacio ultravioleta 14. A funcéo desta barreira é realizada pelo estrato
cornee que se torna madure funcional entre 32 e 34 semanas de idade gestacional 15,16. Em bebés a
termo, o estrato cérneo é composto por 10 a 20 camadas, que proporcionauma barreira contra toxinas e
microorganismos e retém calor edgual7. Entretanto,apele do recém-nascido pré-termo, com idade
gestacional inferior a 30 semanas, pode ter apenas duas ou trés camadas de estrato cérneoc e com menos
de 24 semanas de idade gestacional pode ndo haver estrate cémeo 17.0 pH acido da

pele de adulto tem side associado ao decréscimo da colonizacio estafilocdcica 18,19.Porém, a pele do
recém -nascido possui pHneutro 20,21,22, adquirinde uma tendéncia para acidez entre o terceiro e o quarto
dia de vida e tornando-se acido durante a primeira semana de vida, tanto no recém -nascido a termo, como
no pré-termo 23,24, A estabilizacdo do pH similar ao dos adultos ocorre dentro do primeire més de vida
22,25, com valores em tornode cinco 26. Assim, a maturacdo do estrato,que ocorre tardiamente no
desenvolvimento fetal, gera uma competente barreira cutidnea

permeavel, que proporciona defesa contra agressdes do ambiente externo 20. A colonizacdo da pele pode
ser definida como a presenca de microorganismos, com crescimento e multiplicago, mas sem gualgquer
expressio clinica ou reacio

imune 27.28. A presenca da flora normal protege a pele contra potenciais patégenos, por ajudar na
manutencéo do equilibrio Acido normal. Desta forma infecbes de pele ocorrem quando o
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equiliorio entre a flora normal & o5 patogenos s3o interrompidos, como quando ocorrem lesbes 28 A
colonizagde ocorre naturalmente durante = depois do

nascimento = pode resultar do contato com MiCroorganismas ex0gencs S550CEd08 COM SEres Vives ou com
objetos inanimados. S3o0 exemplos de bacierias normalmente encontradas na pele humana: Staphilococus,
Micrococus, Meissens, Peptococus, Conyneobacterium, Streptococus & Acinetobscter & 3 maioria das
pESE0ES Camega No minima cnco desses géneros como flora normal 30.A pele do recém-nascido 2 sensvel
a0 ambients quando 3 criancs nasce 30. A superficie corporal do neonato toma-se rapidsmente colonizads
©om microorganismas prevalentes no meio ambiente 28, A colonizagdo pede ccormer muito tempo ou
imediataments antes da infecgdo, porém

representa wm grande papel no desenvolvimento da infecgdo nosocomial 27.4 maioria dos necnatos sadios
pemmanecem pouco Introdugio:

Hipotese:

Recém-nascidos com mais de 30 semanas de idade gestacional podem permanscer um determinado
periodo de tempo internados em UTIN & bergdric e necessitar de acesso venaso, podendo ser perfénco ou
central, para infus3o de fluidoz. antibidtices, nutricie parenteral, dropas vasostivas, medicacSo vesicantes &
quimicterdpicos. Apesar das vantsgens de seu uso, ha riscos associzdos, denfre sles = infeccao da coments
sanguinea relacionada a catster (ICSRC), ocasionada por microrganismos da microbiota cutanza, pela
contaminacio do local de insergdo do cateter, por infusio de solugbes intravenosas contaminadas, pelas
conexoes do dispositiva, por via

hematogEnica. ou pelo contato direto da equipe.Desta forma, recem-nascidos intermados em UTIN tendem a
s& tomar colonizados com flora hospitalar, que possui microorganismas resistentes a antibidticos, coma, por
exemplo, bactérias do grupo gram-negativas.Diversos estudes ensaios clinicos mostram a agdo
antibacteriana

exercida por varios dleos essenciais & sua eficacia clinica, gquando comparados 3 controles. Os oleos
essencisis do Eucalyptus globulus L & Melsleuca sp.possuem como principio ativo cinsol & terginendal,
respactvaments, responsaveis pela agio

antizs&ptica, = vastamente descritos na literatura para o controle de diversos patogenos humanos. &
indicagdn do uso de fitoterapicos na medicing humana ndo possui como objetivo substituir principios ativos
registrados & ja comercializados, mas sim aumentar a opgdo teraputica dos profissionais de salde,
ofertando principios

ativos equivalentes, por vezes mais baratos, com espectro de 8580 mais adequade & menor efeito colateral.
Mistodologis Proposta:
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1— Delineamento do estudo Trata-s= de um estudo primario, observacional, analitico, prospectivo &
longitudinal que, apos anzglise & aprovagdo pelo

Comité de Efica em Pesquisa em Humanes da Universidade do Vale do Sapucai [Univas), serd realizado
em 60 recém-nascidos, no Hospital das Clinicas Samuel Libanic (HSSL).

Objetivo da Pesguisa:

Objetive Primario:

Avaliar 3 agdo antibacteriana in vitro dos dleos de Eucalyptus globuluz Le Melaleuca sp. sobre
Swaphilococcus surews e Klebisislla spisoladosde cateter central de insergio periférica e pele de recém-
nascidos

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Apesar das vantagens de seu uso, hd riscos associades, dentre eles a infecpBo da coments sanpguines
relacionada a cateter (IZSRC). ocasionada por microrganismos da microbiota cutdnea, pela contaminagdo
do lozal de insergio do cateter, por infusdo

de solugdes intravenasas contaminadas.

pelas conexdes do dispositivo, por wia hematogenica, ou pelo contato direto da equips.

Beneficios:

Frewenc3o sobre 3 acdo antibacteriana;

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesguisa muwito relevanie. Projeto bem escrito = fundameniado.

Consideragfes sobre os Termos de apresentagao cbrigatoria:
Todos os termos obrgatdrios foram apresentados.
Recomendagoes:

Tudo ok

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Tudo ok

Situagao do Parecer:
Aprovado

Hecessita Apreciagao da COMEP:
[EN]
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Consideragoes Finais a critério do CEP:

05 autores deverdo apresentar a0 CEP um relstorio parcial e um final da pesquiza de scorde com o
cronograma apresentado no projeto.

POUSO ALEGRE, 28 de Setembro d= 2014

Assinado por:

Ronalde Julic Baganha
[{Coordenadaor)
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10.3 Anexo III — Padroes Interpretativos de Diametros do Halo de inibicdo e
Pontos de corte equivalentes das Concentracdes Inibitorias Minimas (CIM)

para Staphylococcus spp.

Tabela 2C. Padrées Interpretativos de Didmetros do Halo de inibigdo e Pontos de Corte Equivalentes das Concentragdes Inibitorias Minimas
(CIM) para Staphylococcus spp.

Kondigoes do Teste Recomendagaes Minimas de CQ: (Ver Tabels 3, para faixas de CQ aceitaveis.)

Meiz: Agar Mueller-Hintan

néeul:  Suspensdo direla das celbnlas, equivalente a uma selushe padrie 0.5de MeFarland Staphylococeus aureus ATCC” 25023

Incubaga: 33" - 35" C (ndo exceder 35° CJ; ar ambiente, 18-18 horas: 24 horas para ovaciina, [Escherichia coll ATCC" 35218 (para combinagbes de f-actimicafinibider de B-
meticiling, nafeilina e vancomizing lactamase)

Staphylococous aureus ATCC” BAA-3TT e Staphylococous aureus ATCC® BAA-
1976 {para avaliar a qualidade do teste de indugdo de clindamicina)

Comentirios Gerals
(1) Historicamente, & resisténcia 8s penicilinas peniclinase-estaveis (Ver Glossaria |} tem sido denominada " resisténcia & meticiling”, assim.os acrdnimos MRSA (para 5. aureus resistente
& meticilina) au MRS (para "estafilococns resistentes & meticiing”) ainda sdo nermalmente usades, embera a meticiing nde seja mais o agente de escolha para testes ou frataments
Neste documenta, empregam-se varios fermos para fazer referéncia a resistencia a esses agentes (e.g., "MRS." " resisténcia a meticiling,” ou * resisténcia a oxaciling").

Para Staphylococcus aureus e estafilococos gul gati iveis 3 oxacilina, , os resultados para cefens parenterais e orais, as combinagdes f-

lactamicofinibidor de f-lactamase e os carbag , quando testados, devem ser relatados de acordo com os resultados gerados usando os criterios interpretativos
rotineiros. Ver o comentario {3), para relatos de resultados de f-lactimicos para cepas resistentes a oxacilina.

2

(3) AVISO: Mo caso de Staphylococcus aureus resistente a ilina & estafil coagulase-negativos (MRS), outros agentes p-lactimicos, ex., peniciinas, combinagdes de p-
lactamicos/inibidores de P-lactamase, cefens e carbapenens, podem parecer ativos in vitro, mas sBa clinicamente ineficazes. Os resultados para essas drogas devem ser relatados
como resistentes, ou ndo devem ser relatades. lsso se deve ao falo de que a maloria dos casos documentades de infeccdes por MRS nio tem respondide bem a terapia com f-

lactamicos, ou parque ainda ndo foram apresentados dades clinicos convincentes documentando a eficacia clinica desses agentes,

(4

Detecgio de resisténcia a oxacilina: Os testes para detecqdo do mecA ou para a proteina expressa por mech, a proteina 2a ligadora de penicilina (PEP Za, tambem
denominada PBP2) sho os métodos mals acurados para predizer resisténcla a oxacilina e podem ser usados para confirmar os resultados do teste com discos de
estafilococos isolados de infecgbes graves. Os isolados de estafilococos portadores do gene mecA, ou que produzem PBP 2a (o produto do gene mech), devem ser
reportados como resistentes 3 oxacilina, Os isolados nio portadores de meeA ou que nio produzem PBP 2a devem ser reportados como sensiveis 3 oxacilina. Devido i
rara ocorréncia de outros mecanismos de resisténcia que ndo a presenga de mech, se os testes de CIM forem realizados em acréscimo ao disco difusdo, os isolados com
MICs para oxacilina = 4 pg/mL e meeA-negativos ou negativos para PBP 2a, devem ser relatados como resistentes 3 oxacilina

{5) Nao se recomenda realizar testes rotineiros de isolados urindrios de 5. saprophyticus, parque as infecgBes respandem a concenfragbes alcancadas na urina pelos agentes
antimicrobiancs normalmente usados para tratar infecgdes agudas, nao complicadas do trato urindrio (ex.. nitrefurantoina, sulfametoxazal-trimetoprim ou uma fluoraguinclona).

{6) Para algumas combinagbes erganismalagente antimicrabiane, a auséncia de cepas resistentes impede a definigiie de quaisy tegarias de resultades exceto "sensivel" Para as
cepas que produzem resultades sugestivos numa categaria de "o sensivel’, a identificagio do organismo & os resultades dos testes de sensibilidade antimicrobiana devem ser
confirmados. Os isolados devem ser armazenados e remetidos a um Iaboratdrio de referéneia, para confirmagie dos resuftados por meio de um métoda de diluicio de referéncia do

CLSIMNCCLS.

NOTA: As informages em negrito devem ser consideradas tentativas durante um ano
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Tabela 2C. (Continuagéo)

Testel

Grupoe

Relatdrio do | Agente Antimicrobiano

Conteldo do
Disco

Didmetro do Halo de Inlblgdo,
em mm

R‘l‘s R

CIM Equlvalente
Pontos de Corte (pg/mL)

Comentdrios
-]

[PENICILINAS

A [Penicilina

10 unidades

=29 [s-lactamase

(7) Os estafilococos sensiveis 4 penicilina também s3q
sensiveis a outras peniciinas, combinagles [
4 vbidor da §-k cefens e carb
aprovados pelo FD& para uso nas (nfecgdes po
. AS cepas a p X Iy
4 oxacilina sao resistentes as penicilinas penicilinase{
lébeis, mas senslvels a outras penicilinas peniciinase|
lactamicolinibidor da B-lactamase,
cefens relmmes e carbapenens Os  estafilococos|
a sdo 2 ftodos o
antibid [ disponivels. Assim,
sensibilidade ou resisténcia a um amplo leque def
antibieticos f-lactamicos pode ser inferida testando apenas|
para penicilina e oxaciina. NSo se recomenda realiza
testes de rotina das outras penicilinas, combinagbes B
finibidor da , cefens rek o
carbapenens
‘er comentdrio (3)
< 0,12 [(8) As cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
penicilina que s3o sensiveis 4 oxacilina produzem p-
lactamase, sendo preferivel o teste do disco oom 10

unidades de ao inves de
deve ser usada para testar a sensibilidade de Ibdas as
B |4 bel como a,
ilina, inan, car

mezlocilina, pipelac\l\na e ticarciina.

|gualmente, um teste positive de f-lactamase (Ver MZ-A8
Secio 8) prediz resisténcia a esses agentes. Og
estafilococes resistentes a oxacilina devem ser relatados
como resistentes ou ndo relatados

Tabela 2C. (Continuagio

| gis
Tastal Iimntre da Habe de indbigia, CIM Explvalberie
Agerie Centeida 5
Relsticiodo o e mim inteino Mals Préocimo Ponios de Corte (pgml) Comenidrios
Grupe | | [ = [ 1 ] s R | ¢
PEMICILINAB [Cominuaeg bo|
A [oxaciiira [0 g enfouxiiing L8 =2 : d [owaciling) 2 Para 5. sureus & 5. lugdunensis
1 pg oxaciling =10 11-12 a1l ad =3 Faia 5 swrevs o 8 lgdisnensie
#) Para 5 sureus & 5 o teste com disco de
fefoxiting & comparavel 4o leste de disco de cuacling em
fermos de predizer s resiutincs i oxaciling mediads por mesA;
[eniretanto, & leilura do fesie de disco de cefouiing & mals Thcll
[, poriario, saes & o mitodo de preferdncia
A0} Ba Toram abildos resultados intarmadiddios pars 8 sareus,
Facomenda-ae raaizar um tesle para deiecglio de mech ou PRP
[2a, teste com disce de cefoulting, tente do CIM de oxsciling, ou
lesie de iriagem em dgar axscllina-nacl. O resulisde do lesis
[aMsrnative  deve Bl relalada, &0 nves  do  fesullads
frlermediddio.
B0 jag enfoxliing | <24 =M o D5 [omscilina 4 -] Para il s gt com sxcegho o .
Pugdirens =
1 i xAcil =17 a1 = b5 w025 e s % 5.

fugdumensis
"romewmnmum« nwﬁrinnll
para desisr estafiloses
thrlﬂ |Nll-fpﬂll1hm para wanciling F-'l w
wulsjam correlacionades
e & presenga ou H“MIIHIOM cadifieader da rasistinzia
la meticilinaloxaciing (mech) am 5 epidermidie, esses crilérios
friberpretatives m superestimar resisbéncia para outios
, ecoma por ek, 5|
iy atry e L. 0 teate m gkt de celoxiting  possul
maior ® ol ac teste de
[Hisco do cxaciliivh para os
11 Ba uma penicilicg panicilnse-esibvel lor leslada a
Jonsciing werk o agends de preferkneis @ o resultados podem
[ser mplicados s oulrss  penicilines  penicilinass-ssiivels,
feleenciling, “hl"“n ® fluclousciiine. A cxaciling & mnks
peslstants & d . it arite além de
[efeciar mais faciimenie heterorresisidncia 48 cepas  de
[stafilococos. On discos de cloxaciling nio devem sef waados,
porgque podem nhdl«du o 5 sureus resisienie 8 axacilina &
fefoxiting pode sed 1eklada, no luger @ oxaciline Ver of
Jeamentarios (#), ‘Wh (1}m {13
1%) Para todos sa sstallioesess, recomendamos o uss de luz
franseitida |(placa visla de coniraluz) para verilicar crescimente
Jave dertio do halo S IRibicEs S0 disce de cxaciling, qualquer
[erescimenis discarnivel denire do halo de inibigia & indicaiive
[e resisténcia 8 cuacling Leis o diwco de celoxling usando lug
peiletida
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Tabela 2C. (Continuagio]

DifmEtrs 8 Hala d8 inikigis,

CIM Equivalents |

Testel .
Relatirio | Agants Antimicrobiana = rue 02 e Fonioe dv Corty il Comentarios
de Grupa | | R | | | E] R s |
PEMICILINAB [Caninuaghe)
Q [urciing 10 -] - = B-mctamase 0 (14) Raprasantantes de chse pars ampiciing & amoricling (15)
Fara estafilococos redistentes a oraciira, relalil coma esisiente|
nlio reladar,
Q Metciins 5 8 1013 14 =18 a (16) O8 ponios de carte oo MACo ARURED &30 PRl U8 AparEs
5 mwrmos Vil 0 coméntdrio (12]
[=] Watciinan 1 T P 1] 1112 13 - £1 [17] 08 panied de cofe S0 Seco Sluslo slio pare ubd apenses]
& aweas, Vel o comentirio (12)
COMBINAGOES -LACTAMICOANIBIDOR DE f-LACTAMASE ‘War o8 comantinos (3) e (T)
[18] Para 08 SMaflococos resismnies 3 oaacilng, Matsr como
pesesiente ou ndo relatar
Q |irsamiing-acion clavudnes 00 g =18 - ) B4 L
Q |prpiciing- swlactam 10010 g =11 1214 i5 326 L]
[+ [Fiperaciira-ta zobactam TR0A0 pa =17 - EL] FREE] = &4
a [Ticarcding-dcide clavulinico TEA0 ug =22 - =23 a 162 1.
ICEFENS (PARENTER AL ) | hsimdo s 1,0, Wl e IV Favers reporiar-ee ao Glossdrie 1.) War o comartdne (7]
[19] Pala 08 &MANICOC0S MMSISMN0aS & CEalilne ISIEtEl COMo
pessieaie ou rla nelatar
Q I alararos 30w 14 1517 -] a2 =@
Q [Calazaira | 14 1517 W iz =8
a |Catapma 3 <14 1517 -] :32 =@
[s] ICalmatazo 10 g =2 1345 - 18 <B4 18
o [Calonicids 30 ug <14 1517 =15 52 =@
[5] I afops e zors TE g =15 18-20 =2 6 = 18
(=] [cafcmaima W g 14 1572 = red 3]
Q I afietam 3y <12 1315 L) B4 = 18
[s] T B 30y Al 15T L] =32 =@
Q [Cerzexima g 1 1519 o 2z <@
[=] | eftrmrara 30y 13 14.200 =3 B4 3]
[] I aluroims sddics [pansateral) 30 g 14 15T - 18 332 9.}
Q [Celaetom 0 g 18 1517 1] 32 a
(4] Moxalactsm 30 g L4 1522 aZ3 b o]
CEFENS (ORAL) il & s (7)
(20 P 0% entalinoocs reeslonies 3 cxdcing, 9as oeg
remstenis ou rilo elabn
a [Cetecion I 14 1517 14 = a
a [Cebsnii B ¢ 18 17-18 2 =4 g1
a - Al o 10 g =T 1520 al =B =32
Q [Catarazil L | 214 A7 18 2 |
a [P rcig axeti (oraly 30 g 1k 1822 -] X2 zd
Q Lenacarkel g 14 1617 ald i =8
Tabela 2C. (Continuagio] .
| Dismetre da Hala de mibigie il Equivadunis
Tesiel . em mm Pontos de Cons (upiml)
Agunte Antimierobi I Comantirios
o
do Grupe [ 1 E] " s
ICARBAPENENS Ver o comentdrio (7) (21) Para gslafilococol redlstentes &
cwaciing, relalar como resislente ou NBO relatar
o Eit ipdném 0wy =15 1818 =18 B 2
o Imipesrem 10w 13 1445 =18 1] 4
o Meropensm 0w 13 1415 | =18 16 4
[BLICOPEPTIDECS
B [V are i 30g - 15 4 22) Tosio moinde de evisblococo cujo dkmels do helo da varcamione for
bl oul inferine & 1dmm deve ser testaco usando um metode de CIM de
efardreia O tashe de disco dFuslo rdo difererdid as  cepeE com
permbiidads redds b vancomioine (CIMe &8ginl) das cephs senaiwwis
GO Taken o 0 5-Zjg ML), IMERMG QUandD iNCUDANES por 24 haras. Al
EETTERETY CRpaE 38 5 SFeUE resHlartER 4 VarCOoMCiE -:'\J'Rﬁn‘ﬂ Cids
PRUGIML PO IOMUTT SM e U CTEscim e sl am nmo o disco oo
ancsmasng Uima plecs de fragam de dgar Bl com vancamicing carbends
BHD‘\’\‘H 08 VAN OMICrE, lgllﬂl & Ut ra CRtRCtar &nherocOcs Fasisenies
| vancamicing [Var M7, Tabela 20) poda Sl incculeda par aumantar &
pensbicade o deteccan o8 cepas o8 S awews com  ressbinck
Marmadidreg ¢ Cepas resslenies 3 vancomicing, ROcomEnda-se ervar
fyuateguer estafilbcocos com CIM alvada para vancomicna (= 4 jginl), &
Lim berabdcis de referéncla.
(i3 [Teicoplaning 30 g 0 11-13 1% 32 B
LIPOPEPTIDEOS
B |Daptomicina | 30pa | 2165 | 21 Jrar & comamntanc ()
[AMINOGLICOSIDEDS
] IGantamsna 10 g 12 15 B 4
o (TSN 30 g 14 17 3z 18
o Canamicing 30 g %13 18 25 B
o Metilmicina 30 g 1z - 15 3z =z
o [Tobramicing 0 g 12 1% B 4
[MACROLIDEDS
B [pzifromicing ou 159 13 16 B 2 23] W redatan retineramende de molaios 4o trato urinkis.
E [Farromicna j:-‘ ] 13 18 g 2
o 5 M
eritramicing “ 3 = 08
o Dir iromicing 15 -] 1] B 2
CETOLIDES
B Telltromicing [ Bw [ =1 [ =22 ] | [
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Tabela 2C. (Continuagio)

(= G Ml de (=)
Taatad _ &m mm Faros de Corte (pgfel)
Relatsria Agerbe ARLImiErsbians Conte :.maﬁ Cemantaries
de Grupe R 1 ] R 8
TETRACICLINAS
[+] [Tetracicling ET 14 1518 48 18 ] (74) Crganamos serslveis & telraciling  tambsm  sdo
fongideratos sersivers & domicoing ¢ mrocciine, Ertretanis,
algurd  argacsmas rtedmeddnos  esslenies & labacicire
i Sl STEiveiE § SOXICCHNG ou MIRGCCING, Ol 3 AMDEE
Q Craxicicing 304 121315 16 18 4
Q Minocicling 30 g 14 1518 1w 16 &

FLUDROQUINOLONAS [26] SrapAyneacc 300 podem deservolvar raalstnga duirants
fagds  podongada com ounalonas  Foranto,  isalados
iniciaimants seriivaie podem e mar resshantes ks ou qusino
i i 0 inlcio di TerapE Podk s necEsRETio teatar isolidos
[

c AEna oy Sup 16-20 -l EXH 1
c levoflowacina ou Supg 16-18 z19 4 =1
c ofloxacing sug 15147 z 18 zd %1
c acina oo Spg M 33 23 22 =05
e maxifloxacing 59 a3 | za | 22 505
u Loimeflonacing 10 g 1221 22 5] F
U rorTiomacma 10 g 1318 w 168 4
a Enceacana 0 ug 1517 =18 B . [ 26 Aprewads peks FDA pars 5 sapvophyhcess & 5 spcksrmadis)
(nlo 5. swes)
a repalionscine Sug 14 4517 18 4 1
a Micaacing Sug 15 | 18 L] 2 A}
Irre Flaroxacing Sup 15 h-ali 1w B 2
NITROFURANTOINAS
u [Mitronusantoina | oS00 14 | =18 | a7 | 128 | 3z
Tabela 2C. (Continuagio)
| I Crifmatre da Hale de inibigio, AN Eagualvali it
Taniad i em mm Panios de Corle (ppiml)
Agarms c";,.“ “ Comentarios
do Grupe R 1 L] R L
LICOSAMIDAS
E I irmtarera Zug =14 15-20 =X 4 =05 27) Om ialados de 5. sueews o Slaphyfoctocis 5pp  coaguisse-segaties
pramiertes s08 MACROUDEQS podem spresenisr ressbdnoia cormt ks
s mauzival 3 clnsam ra rasicio as RNA 735 codfcass i gare
erm, immibkm canbecids como resisibnes MLS, (macrolices,
lincosomida @ estreptogram na tipo B)) ou podem ser iesistentes spenas sas
macrciducs (mecanisme de e codficadn pac gara mard) A lesisiancia
induzivel & clindamicing pode ser delectads usanco um besie de
[apromimagio de disco, Coloisndo um dico o8 Tjg 08 Chrdemacing & wna
[stancia o 15mm & 26mm da borda de um disca de antromicing de 15pg
o parie do wn esle de odng de dico dfusBa, Apds @ incubaclo, o
[rossismes qua nlo apresentarem achatamants do balo de cirdamicirg)
e sed Melafados como sersives @ clindamicing, O8 oganismeos qus|
peresesiam achatamento do hak de clindamicira adacente ag disco def
[erifomicing (chamadas de Malo “D7] Indcam resisténela induzivel of
[liesamicne Fsses isslstos devem ser relsiados como resisiertes 3
Elisdamicrs” podendc-se incluil um camentiic no senlide de que|
Presurs-ss gue este isoleds & resislerde com base na detecclo def
Pesmsresn rouivel @ CSRmICTE AN SRR 8 CHNGEMCItG podens sl
Efcas em algurs pacenies”. Pare an recomencdagies relaiivas & cantralel
™ ing bo de , reporiar-sn & Tabels 3
Wl 9 cormastania (23]
BIDORES DA VIA METASOLICA DO FOLATO
B | uramanazed -Trmetoprien |2375025pg| <qg | 110 | e 15z | rre)
u Sl e 20 0w 300 g 12 1318 T 50 2100 [38) O dico B6 Sulicnissl pode w1 uado (A (6pTARANAT UAIRGIe B8
™ ANLERIA P 8
u |'"""'°"P"“ | B <1 | 15 | - 16 18 | 4 [
FENICOIS
[+] Cioeanienicol | %om | sez | 17| = 2 | 2 Vot o camentiia (23)
ANSAMICINAS
[ Rfampiins | 5w | e | M| :m 4 | 1 [[29) Rit; Rifaempucios ns it S iintSs it s AR
ESTREPTOGRAMINAS
C Cunpsteecsfoprstrs | S | oaqg | 180 | s & | 1 |
OXAZOLIDINGNAS
B Linezciida | =wa | - | - | =2 - | 1l [Wai @ comantiin (€)
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Tabela 2C. (Continuacso)
Teste de Disco Difus&o’ para Predigiio de Resisténcia dos Estafilococos mediada pelo meca

Agente
Antirmicrobiano
[Comteudo do Disco)

ICefoxitina (30 pg)

Grupo de Organismos

15, aureus e
1S, lugdunensis

Estafilococos coagulase-
pegativos, exceto
|18, lugdunensis

Didmetro do Halo de

=18

=24

inibicio

mm

=20

1) eswfilococos coagulase-negativos

Comentanios

30) 5. aureus cup@ halo de inibicdo de|
efoxitina no teste de disco difusdo for
19mm deve ser relatado como
esistente a oxacilina, mas, no caso de
alos de cefoxiting = 20mm, deve ser
latado como sensivel a oxacilina

om halos de inibigio de cefoxitina

o teste de disco difusdo sdo < 24mm
evem ser relatados como resistentes
oxaciling, Aqueles cujos halos de

nibicio de cafoxitina sde = 25mm
evem ser relatados como sensiveis a
xacilina

® Usar as condigles do teste de disco padrdo e incubar durante 24 horas; entrétanto, os resultados podem ser
relatados apés 18 horas de incubagio, quanda resistentes, Ler o disco de cefoxitina usando luz refletida.
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10.4 Anexo IV — Informativo sobre o Tegaderm filme de cobertura da ferida

I i

CUaadetin I].““ 1626

‘_q.
TR i
-y }
———— i
‘ |
= 9 5@

Descricao

O Tegaderm ¢ 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 solugdes, luvas, fitas e gaze e
reduzindo substancialmente o risco de trauma de pele causado por remogdes repetitivas
de adesivo.

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

o Barreira versatil a prova d’agua
. Resistente a 4gua: ndo ¢ necessdria a remog¢do para banhos ou outros
procedimentos.

. Protege os profissionais de saude contra exposi¢do ao sangue e exsudato; Maior
tempo de uso — acima de 96 horas.

. Barreira contra contaminantes externos — ajuda a prevenir a entrada de virus e
bactérias na ferida, ao mesmo tempo em que permite a entrada de oxigénio e a saida de
vapor d’agua permitindo que a pele respire normalmente.

. Adesao superior suave a pele.

. Fornece excelente fixacdo mesmo em condi¢des adversas.
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Fécil de remover.

Praticidade

Aplicacdo rapida e facil.

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

Variedade de tamanhos para uso em todas as aplicagdes necessarias.

Indicagoes de uso:

Ulceras de pressio de estagios I e Il pouco exsudativas;

Debridamento autolitico de feridas;

Curativo secundario sobre gaze, alginato e hidrocoloide;

Feridas cirurgicas fechadas e limpas;

Protecao da pele integra em pacientes com propensdo para escaras;

Em dermoabrasdes, areas doadoras de enxerto e feridas cirurgicas limpas e nao-
drenantes;

Fixacdo de cateteres.
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11 APENDICE

11.1 Apéndice I - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, Jodo Batista de Oliveira, médico pediatra do Hospital das Clinicas Samuel
Libanio da Universidade do Vale do Sapucai - UNIVAS, Pouso Alegre, MG, realizarei
uma pesquisa intitulada:Ac¢do antibacteriana in vitro de fitoterapicos sobre
Staphylococcus aureus isolados de pele de recém-nascidos em unidade de terapia
intensiva, orientado pela Professora Dr* Maria José Azevedo de Brito Rocha, com o
objetivo de Avaliar a acdo antibacteriana in vitro dos oleos de Eucalyptus globulus Le
Melaleuca sp. sobre Staphilococcus aureus e Klebisiella sp. isolados de cateter central
de insercao periférica e pele de recém-nascidos.

A realizagdo deste estudo permitird a avaliacdo da ag@o antibacteriana dos dleos
essenciais de Eucalyptus globulus L e Melaleuca sp sobre Staphilococcus aureus e
Klebisiella sp de cateter central de inserc¢do periférica (PICC) e pele de recém-nascidos,
possibilitando, assim, a analise dessa possivel ferramenta profilatica e terapéutica, com
o potencial de aumentar as opgoes terapéuticas dos profissionais da satde.

O trabalho sera realizado a partir da coleta de material da pele e do PICC, em
recém-nascidos, posteriormente cultivado e testado em laboratorio, avaliando-se, assim
a acdo antimicrobiana dos 6leos supracitados.

Para a realizacdo desta pesquisa, o paciente nao sera identificado pelo seu nome.
As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo
divulgada a identificacdo de nenhum dos pacientes. Desta forma, serd mantido o
anonimato, assim como o sigilo das informagdes obtidas e serd respeitada a sua
privacidade e a livre decisdo de querer ou nao participar do estudo, podendo retirar-se
dele em qualquer momento, bastando para isso expressar a sua vontade direta, ou
indiretamente, através de seu responsavel legal.

Tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das
pesquisas, ou de resultados que sejam do conhecimento do pesquisador.

Nao hé beneficio direto para o participante. Nao ha despesas pessoais para o
participante em qualquer fase do estudo; também ndo h4d compensacdo financeira

relacionada a sua participagao.
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A realizacdo deste estudo ndo trara consequéncias fisicas ou psicologicas,
podendo apenas trazer, ndo necessariamente, algum desconforto mediante a avaliagdo
da pele, ou breves entrevistas quando adequadas, porém serdo tomados todos os
cuidados para que isso nao ocorra.

Em caso de davidas e se quiser ser melhor informado(a) podera entrar em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias da Satde “Dr.
José Antonio Garcia Coutinho”, que € o 6rgdo que ira controlar a pesquisa do ponto de
vista ético. O CEP funciona de segunda a sexta feira e o seu telefone ¢ (35) 3449 9271,
Pouso Alegre, MG.

O senhor (a) concorda que seu filho (a) participe deste estudo? Em caso
afirmativo, devera ler a “Declaragdo”, que se segue abaixo, assinando-a no local proprio

ou imprimindo a impressao digital do polegar direito.

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que fui informado (a) sobre esta pesquisa, estou
ciente dos seus objetivos e relevancia, assim como me foram retirados todas as duvidas.

Mediante isto, concordo livremente em participar dela, fornecendo as informacgdes
necessarias. Estou também ciente que, se quiser € em qualquer momento, poderei retirar
0 meu consentimento deste estudo.

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

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

Pouso Alegre, , 20

Participante:

Assinatura:

Pesquisador(a):

Assinatura:
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11.2 Apéndice II - Autorizacido de Instituicoes de Coparticipantes

Eu, Jodo Batista de Oliveira, pesquisador responsavel — mestrando do Programa
de Mestrado Profissional em Ciéncias Aplicado a Saude, solicito autorizacdo de Vossa
Senhoria para realizacdo de uma Pesquisa nas dependéncias do Hospital das Clinicas
Samuel Libanio — HCSL, no setor de Pediatria, O trabalho intitulado: “Acgao
antibacteriana in vitro de fitoterapicos sobre Staphylococcus aureus isolados de pele de
recém-nascidos em unidade de terapia intensiva”, cujo objetivo ¢ Avaliar a acdo
antibacteriana in vitro de 6leos de fitoterapicos sobre Staphilococcus aureus isolados

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

As informagdes obtidas serdo utilizadas para fins cientificos e os participantes

terdo garantia do anonimato, obedecendo a Resolugdo n°. 466/12.

Félix Carlos Ocariz Bazzano
Diretor Técnico

Hospital das Clinicas Samuel Libanio
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