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RESUMO.- O objetivo do presente trabalho foi investigar 
o potencial antimicrobiano do oleorresina de Copaifera 
reticulata Ducke em isolados de Staphylococcus coagulase 
positiva (SCP) provenientes de casos de otite externa em 
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The aim of this study was to investigate the antimicrobial activity of the oleoresin Co-
paifera reticulata Ducke against Staphylococcus coagulase positive (SCP) isolated from oti-
tis externa in dogs. The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bacterici-
dal concentration (MBC) of the oleoresin were determined by broth microdilution method. 
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resistance. The chemical composition of the oleoresin was performed by gas chromato-
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cães. O método de microdiluição em caldo foi utilizado para 
determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e 
concentração bactericida mínima (CBM) de oleorresina de 
copaíba. Em adição, foi determinado o perfil de suscetibili-
dade aos antimicrobianos dos isolados de SCP pelo método 
de difusão em ágar. Oito classes de antimicrobianos foram 
usadas para o cálculo de multirresistência antimicrobia-
na. A determinação da composição química do oleorresina 
de copaíba foi realizada por cromatografia em fase gasosa 
acoplada à espectrometria de massas (GC/MS), sendo que  
β-cariofileno, β-bisaboleno e (E)-a-bergamoteno foram os 
compostos majoritários. O oleorresina de copaíba demons-
trou CIM90 de 0,164mg/mL e CBM90 de 1,31mg/mL. A mul-
tirresistência foi verificada em 27% das cepas testadas. Os 
resultados sugerem que o oleorresina de copaíba exerceu 
atividade bacteriostática e bactericida mesmo em cepas 
multirresistentes de Staphylococcus coagulase-positiva.
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Copaifera reticulata, Staphylococcus, tratamento da otite canina, 
resistência antimicrobiana, cepas multirresistentes.

INTRODUÇÃO
As bactérias do gênero Staphylococcus são componentes 
da microbiota cutânea e da mucosa dos animais de sangue 
quente, no entanto algumas espécies também podem se 
comportar como patógenos oportunistas (Scott et al. 2001), 
como é o caso das espécies coagulase-positiva (Frank et al. 
2003, Morris et al. 2006). Espécies de Staphylococcus coa-
gulase-positiva (SCP) são consideradas patógenos primá-
rios em cães e um dos agentes etiológicos da otite canina 
externa (Kiss et al. 1997, Oliveira et al. 2006), que, estima-
-se, acomete 5 a 20% dos cães (Rougier et al. 2005).

A etiologia da otite em cães é multifatorial e a maioria 
dos casos evolui para um tipo crônico recidivante, ou seja, 
os fatores ligados aos quadros de fundo da otite, como a 
atopia, acabam ocasionando tratamentos antimicrobianos 
repetidos e continuados, o que contribui para a seleção de 
cepas resistentes. Por isso as altas taxas de recidiva aca-
bam resultando um número clinicamente significativo de 
Staphylococcus spp. com algum grau de resistência aos an-
timicrobianos (Werckenthin et al. 2001, Malik et al. 2005, 
Morris et al. 2006). Estudos apontam um padrão na cor-
relação entre a resistência aos antibióticos observada em 
bactérias isoladas, inclusive de cães e a quantidade e fre-
quência de utilização de certos antibióticos (Prescott et al. 
2002, Malik et al. 2005). A possibilidade de transferência 
de Staphylococcus resistentes à meticilina dos cães para os 
humanos tem sido identificada como um potencial risco à 
saúde pública (Malik et al. 2005). O aumento de tolerância 
de vários micro-organismos contra antimicrobianos comu-
mente usados representam um desafio aos cientistas para 
encontrar meios alternativos de tratar tais infecções. Es-
tas medidas incluem a prudência no uso de antibióticos e, 
principalmente, a condução de pesquisas para o desenvol-
vimento de novos fármacos, tanto sintéticos como naturais 
(Nascimento et al. 2000).

No Brasil há uma enorme gama de fitoterápicos com 
grande aceitação pela população, entretanto com poucas 
evidências científicas sobre a real eficácia. Dentre estes fito-
terápicos destaca-se o oleorresina de copaíba, um exsudato 
vegetal constituído por ácidos resinosos e rico em diterpe-
nos e sesquiterpenos, com potencial atividade farmacoló-
gica, principalmente propriedades anti-inflamatória e cica-
trizante testadas tanto in vitro quanto in vivo (Veiga et al. 
2007), atividade antimicrobiana e antisséptica também são 
citadas na literatura, embora com menor frequência (Veiga 
& Pinto, 2002, Rigamonte-Azevedo et al. 2004, Pieri et al. 
2009).

Apesar da constante busca na medicina veterinária por 
terapias alternativas e efetivas, até o momento não existem 
publicações disponíveis na literatura sobre o uso do oleor-
resina de copaíba no tratamento de otite externa em cães. O 
objetivo deste trabalho foi testar a atividade antimicrobia-
na in vitro do oleorresina de copaíba (Copaifera reticulata 
Ducke, Fabaceae) contra Staphylococcus coagulase positiva 
isolado de casos clínicos de otite externa.

MATERIAL E MÉTODOS
O oleorresina de copaíba, extraído em maio de 2011, foi forneci-
do pela Embrapa Amazônia Oriental. Para a coleta do exsudato 
foram utilizadas plantas adultas de Copaifera reticulata, nativas, 
dispersas e com mais de trinta anos de idade, localizadas no km 
67 da Floresta Nacional do Tapajós, município de Belterra, Pará. 
O orifício aberto no tronco das árvores, após o completo escoa-
mento do oleorresina, foi vedado com cano do tipo PVC, visando 
facilitar coletas posteriores. Um exemplar da espécie vegetal foi 
depositado no Herbário IAN da Embrapa Amazônia Oriental (Ex-
sicata: 183939). As amostras de oleorresina foram armazenadas 
em recipientes plásticos em alíquotas de 2000 mL por árvore e 
protegidas da ação da luz com papel alumínio. Posteriormente, 
foram transferidas para frascos de vidro (20 mL) para a condução 
das análises cromatográficas.

Os componentes voláteis do oleorresina de C. reticulata fo-
ram identificados por cromatografia em fase gasosa acoplada 
à espectrometria de massas (CG/EM) em sistema Finnigan Mat 
INCOS XL, equipado com coluna capilar de sílica DB-5MS (30m x 
0,25mm; espessura do filme: 0,25μm). As condições operacionais 
foram: gás carreador Hélio (32 cm/s); injeção splitless, (solução 
do produto a ser caracterizado a 0,2% em hexano); temperatura 
do injetor e do detetor a 250º C; programa de temperatura: 60ºC-
-240ºC (3°C/min); energia de ionização de 70eV; temperatura da 
interface a 180°C. Os componentes do oleorresina foram identifi-
cados com base no índice de retenção (IR), determinados através 
da utilização de uma curva de calibração de uma série homóloga 
de n-alcanos injetados nas mesmas condições cromatográficas 
das amostras e nos modelos de fragmentação dos espectros de 
massas, sendo ambos comparados com o banco de dados do sis-
tema e com a literatura (Adams 2001). A quantificação dos com-
ponentes foi obtida através de equipamento de CG, HP5890-II, 
equipado com detector de ionização de chama (FIDIC), acoplado 
a um integrador HP 3396-II, nas mesmas condições operacionais 
descritas acima, exceto o gás de arraste que foi o hidrogênio.

Foram utilizados 26 isolados de Staphylococcus coagulase 
positiva (SCP) provenientes de diferentes casos clínicos de otite 
canina tratados no hospital de clínicas veterinárias entre os anos 
de 1990 e 2011. As amostras foram semeadas em ágar sangue 
(Himédia Laboratories®) com 5% de sangue ovino desfibrinado 
e os cultivos foram incubados a 37°C por 24 horas. Os isolados 
foram fenotipicamente identificados de acordo com Quinn et al. 
(1994), o procedimento de identificação dos isolados foi realizado 
por meio da morfologia da colônia e das provas de Gram e catalase 
e posterior seleção dos isolados positivos na prova da coagulase 
(Coagu-plasma, Laborclin®).

Para a obtenção da concentração bactericida mínima (CBM) 
e da concentração inibitória mínima (CIM) foi utilizado o método 
de microdiluição em caldo em microplacas de 96 poços, conforme 
descrito no protocolo M31-A3 (Clinical and Laboratory Standards 
Institute - CLSI, 2008). A densidade do oleorresina de copaíba foi 
determinada em 1,05g/mL, este foi emulsificado em metanol p.a. 
(Nuclear®) (1:100), logo as concentrações testadas variaram de 
10,5mg/mL (oleorresina de copaíba emulsificado em metanol) 
até 0,041mg/mL em uma diluição seriada (1:2) em caldo Muel-
ler Hinton (Himedia® Laboratories). Para a comparação dos re-
sultados com outras publicações as concentrações apresentadas 
anteriormente correspondem aos percentuais de 1% a 0,003% do 
oleorresina e todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os 
inóculos foram preparados com as bactérias em suspensão salina 
na concentração de aproximadamente 5x105 UFC/mL e o tempo 
de contato entre o micro-organismo e as diferentes concentrações 
do oleorresina de copaíba foi de 24 horas de incubação à 37° C. 
Também foram realizados em caldo Mueller Hinton controles da 
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viabilidade do inóculo, do inóculo em metanol puro e da ausência 
de contaminação do oleorresina diluído em metanol. Após 24 ho-
ras de incubação uma alíquota 10μL do conteúdo de cada poço foi 
semeada em ágar Mueller Hinton para a estimativa da CBM. O va-
lor da CIM foi definido como a menor concentração de oleorresina 
de copaíba que inibiu completamente o crescimento bacteriano 
após 24 horas de incubação. Para facilitar a leitura foram adicio-
nados 20μL de solução do corante cloreto de 2,3,5-trifenil tetra-
zólio (Vetec®) a 1% em cada poço. Já o valor da CBM foi definido 

Quadro 1. Susceptibilidade dos 26 isolados de Staphylococcus 
coagulase-positiva (SCP) frente às diferentes concentrações 

do oleorresina de copaíba, utilizando a técnica de  
microdiluição em caldo

	 Concentração do oleorresina	 Suscetibilidade dos isolados
	 de copaíba	 de SCP (n)

	 %	 mg/mL	 CIM	 CBM
	 0,004	 0,041	 7	 0
	 0,007	 0,082	 17*	 3
	 0,015	 0,164	 24**	 7
	 0,031	 0,328	 25	 19*
	 0,062	 0,65	 26	 21
	 0,125	 1,31	 26	 25**
	 0,25	 2,62	 26	 26

CIM = concentração inibitória mínima, CBM= concentração bactericida 
mínima. *CIM50 e CBM50, **CIM90 e CBM90.

Quadro 2. Perfil de resistência frente aos antimicrobianos 
testados e o comportamento de inibição frente ao oleorresina 

das 26 cepas de Staphylococcus coagulase positiva

	 Ano	 Isolado	 Oleorresina de copaíba	 Perfil de resistência
		  Número	 CIM	 CBM	
		  de registro	 (mg/mL)	(mg/mL)	

	 1990	 83/90	 0,041	 0,328	  S
	 1990	 178/90	 0,082	 0,328	 Pen
	 1990	 201/90	 0,041	 0,328	 Pen/Amp
	 1990	 214/90	 0,082	 0,328	 Tet
	 1990	 261/90	 0,328	 0,125	 S
	 1991	 31/91	 0,041	 0,65	 Pen/Cfe/Est/Tet
	 1991	 66/91	 0,082	 0,164	 S
	 1991	 76/91	 0,164	 0,328	 S
	 1991	 81/91	 0,082	 0,328	 S
	 1991	 99/91	 0,041	 0,328	 Pen/Tet
	 1991	 138/91	 0,041	 0,082	 Tet
	 1991	 151/91	 0,164	 0,328	 S
	 1992	 107/92	 0,164	 0,65	 S
	 1992	 122/92	 0,082	 0,125	 Tet/Clo
	 1992	 126/92	 0,164	 0,328	 Pen/Sut/Tet
	 1992	 227/92	 0,082	 0,164	 Pen/Amp/Est/Sut/Tet
	 1994	 93/94	 0,164	 0,164	 Clo
	 1994	 94/94	 0,082	 0,164	 Tet/Clo
	 1994	 183/94	 0,164	 0,328	 Pen/Tet
	 1994	 197/94	 0,328	 2,62	 Pen/Amp/Gen/Sut/Tet
	 1995	 33/95	 0,082	 0,125	 Clo
	 1995	 93/95	 0,041	 0,082	 Amp/Sut
	 1995	 189/95	 0,164	 0,328	 Pen/Amp/Tet
	 2008	 107/08	 0,082	 0,328	 Pen/Cfe/Est/Cip
	 2011	 44/11	 0,082	 0,082	 Amp/Est/Gen/Neo/Eri/Pol/Sut
	 2011	 SPB 09/11	 0,041	 1,31	 Pol
	 Cepa	 ATCC	 0,164	 0,125	 Est/Eri/Pol
	padrão	 25923			 

S = Isolado sensível a todos os antimicrobianos testados, Amp+ Cla = am-
picilina associada ao ácido clavulânico, Pen = penicilina, Amp = ampicili-
na, Cfe = cefalexina, Est = estreptomicina, Gen = gentamicina, Neo = neo-
micina, Enr = enrofloxacina, Cip = ciprofloxacina, Clo = cloranfenicol, Eri 
= eritromicina, Pol = polimixina B, Sut = sulfazotrim, Tet = tetraciclina.

como a menor concentração de copaíba em que não se evidenciou 
crescimento bacteriano após a semeadura.

Para efeito comparativo do grau de suscetibilidade das amos-
tras de SCP, foi realizado o teste de suscetibilidade aos antimicro-
bianos por meio do método de disco-difusão em ágar Mueller Hin-
ton (Himedia Laboratories®) seguindo a técnica de Kirby-Bauer 
modificado (Bauer et al., 1966). Foram utilizados os seguintes 
antimicrobianos (Laborclin®) pertencentes às classes: (1) beta-
-lactâmicos - ampicilina associada ao ácido clavulânico (30µg), 
penicilina (10UI), ampicilina (10μg) e cefalexina (30μg), (2) 
aminoglicosídeos - estreptomicina (10µg), gentamicina (10µg) e 
neomicina (30µg), (3) fluoroquinolonas - enrofloxacina (05μg) e 
ciprofloxacina (05µg), (4) fenicóis- cloranfenicol (30μg), (5) ma-
crolídeos - eritromicina (15μg), (6) polimixinas - polimixina B 
(300UI), (7) sulfamidas - sulfazotrim (25μg) e (8) tetraciclinas - 
tetraciclina (30μg). A leitura do método de difusão em disco foi 
realizada por meio da medição dos halos inibitórios de cada disco 
e comparação com os valores apresentados em uma tabela apro-
priada, conforme o fabricante dos discos (Laborclin®), determi-
nando assim a sensibilidade ou resistência da bactéria aos anti-
microbianos testados. A multirresistência foi calculada conforme 
Youn et al. (2011), os quais definiram a multirresistência aos anti-
microbianos como a resistência a mais de três antimicrobianos de 
classes diferentes. Amostra de referência Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 foi utilizada como controle de qualidade dos discos.

RESULTADOS
Os resultados obtidos nos testes de atividade antimicro-
biana in vitro demonstraram que houve ação inibitória do 
oleorresina de Copaiba reticulata sobre os 26 isolados de 
Staphylococcus coagulase positiva. O controle utilizando so-
mente o metanol não inibiu o crescimento bacteriano.

Conforme os resultados encontrados na técnica de mi-
crodiluição em caldo, a atividade inibitória bacteriana de 
50% dos isolados ocorreu a partir de 0,082mg/mL do ole-
orresina de copaíba, enquanto a CBM50 ocorreu a partir da 
concentração de 0,328mg/mL (Quadro1). A CIM com ativi-
dade em 90% dos isolados analisados ocorreu a partir da 
concentração de 0,164mg/mL, enquanto a CBM90 ocorreu 
na concentração de 1,31mg/mL (Quadro 1).

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos 26 
isolados de SCP observado por meio do método de disco-
-difusão em ágar mostrou que 42% dos isolados foram re-
sistentes à tetraciclina e 38,5% à penicilina, sendo que o 
cálculo da multirresistência aos antimicrobianos, realizado 
segundo Youn et al. (2011), apontou resistência a pelo me-
nos um componente de três ou mais classes de antimicro-
bianos em 27% dos isolados testados (Quadro 2).

Por meio da CG/EM foi possível detectar 24 compostos 
voláteis no oleorresina de C. reticulata, os principais cons-
tituintes foram os sesquiterpenos β-cariofileno (37,6%), 
β-bisaboleno (14%) e (E)-a-bergamoteno (9,3%) (Qua-
dro 3).

DISCUSSÃO
Os resultados encontrados neste estudo com o oleorresina 
de copaíba ratificam a atividade antibacteriana encontrada 
em outros estudos realizados com oleorresina de copaíba. 
Mendonça & Onofre (2009), embora tenham utilizado a 
técnica de difusão em ágar, tida como menos precisa (Nas-
cimento et al. 2007b), encontraram uma CIM de 3,12% do 
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oleorresina de Copaifera multijuga frente a cepa do gênero 
Staphylococcus (ATCC 25923). Santos et al. (2008) confir-
mam a atividade bactericida do oleorresina de C. reticulata 
frente a cepas de S. aureus (ATCC 25923), Staphylococcus 
epidermidis (ATCC 12228) e S. aureus meticilina resistente 
(MRSA) (ATCC 33591), utilizando a técnica de microdilui-
ção em caldo, e apontam uma CIM e CBM de 62,5µg/mL.  
No presente trabalho, embora também tenha sido usada a 
técnica de microdiluição em caldo, a CIM e a CBM de oleor-
resina para 100% dos SCP testados foram respectivamen-
te de 0,65 e 2,62mg/mL (Quadro 1), ou seja, foi necessária 
uma maior concentração do oleorresina para exercer ativi-
dade antimicrobiana. No entanto, autores como Hood et al. 
(2003) sustentam a impossibilidade da comparação direta 
entre pesquisas de atividade antimicrobiana de óleos es-
senciais devido à falta de padronização dos métodos.

Quanto ao perfil de susceptibilidade dos 26 isolados de 
SCP observado no método de disco-difusão, os resultados 
obtidos são semelhantes aos descritos por Prescott et al. 
(2002) que indicam uma resistência mais comum dos isola-
dos de cães à penicilina, tetraciclina e eritromicina. No en-
tanto uma porcentagem relativamente alta de isolados foi 
resistente a outros antimicrobianos, destacando a estrep-
tomicina, o cloranfenicol e o sulfazotrim.

O cálculo da multirresistência aos antimicrobianos res-
saltou que 27% dos isolados foram resistentes a pelo me-
nos um componente de três ou mais classes de antimicro-
bianos conforme Youn et al. (2011). De acordo com Malik 
et al. (2005), este resultado é um alerta para a emergência 
de cepas multirresistentes em animais de companhia. Estes 
achados justificam a importância da pesquisa de novos fár-
macos com atividade antimicrobiana para uso na medicina 
veterinária. Não houve relação significativa entre multirre-
sistência aos antimicrobianos e resistência ao oleorresina 
de copaíba (Quadro 2).

Os principais compostos voláteis constituintes do ole-
orresina de C. reticulata foram os sesquiterpenos que, se-
gundo Gershenzon & Dudareva (2007), a grande classe dos 
terpenos, dentre outras funções, são comumente reconhe-
cidos como metabólitos antimicrobianos. Compilações de 
estudos realizados especificamente com o gênero Copaife-
ra citam o seu potencial anti-inflamatório e antimicrobiano 
(Veiga Junior & Pinto 2002, Ramos 2006, Santos et al. 2008). 
A atividade antimicrobiana do β-bisaboleno frente a cepas 
de Staphylococcus aureus e a sinergia com β-lactâmicos 

em cepas β-lactamase positivas foram demonstradas por 
Nascimento et al. (2007a). O β-cariofileno mostrou previa-
mente atividade direta na inibição do crescimento de bac-
térias como descrito por Huang et al. (2012).  Embora não 
existam relatos sobre a atividade do (E)-a-bergamoteno na 
sua forma isolada, a literatura apresenta evidências de que 
este composto também contribui para a atividade antibac-
teriana detectada. Diferentes óleos essenciais, contendo 
(E)-a-bergamoteno como um dos constituintes principais, 
apresentam atividade frente bactérias Gram-positivas, en-
tre elas Staphylococcus aureus (Arif et al. 2008). Também 
merecem crédito outros constituintes deste oleorresina de 
copaíba presentes em menor quantidade, mas que também 
podem desempenhar função na atividade antibacteriana 
como é o caso do α-humuleno (Pichette et al. 2006).

De maneira geral, o efeito antimicrobiano de misturas 
terpênicas, a exemplo do oleorresina de copaíba, é atribuí-
do a sua interação com componentes estruturais da célula 
bacteriana (Belletti et al. 2004) como a camada fosfolipí-
dica da membrana celular, aumentando a permeabilidade 
e ligando-se a constituintes de vital importância para a 
bactéria (Singh et al. 2002). Segundo Sikkema et al. (1994) 
os terpenóides podem atravessar a membrana, inchando a 
célula bacteriana, interferindo com os gradientes de pH e 
com os potenciais de ação. Danos causados à membrana da 
célula bacteriana, bem como prejuízos causados à prolife-
ração celular de S. aureus por terpenóides de óleos essen-
ciais foram descritos por Togashi et al. (2008).

Além das atividades anti-inflamatórias, cicatrizantes e 
antimicrobianas, dentre outras, o oleorresina de copaíba 
(Copaifera reticulata Ducke, Fabaceae) também pode ser 
considerado com potencial farmacológico por não demons-
trar ação de toxicidade e neurotoxicidade em dose oral até 
2000mg/kg, e apresenta uma relativa margem de seguran-
ça para a utilização como agente terapêutico conforme tra-
balho de Sachetti et al. (2009).

CONCLUSÕES
O oleorresina de copaíba (Copaiba reticulata) exerce 

atividade antimicrobiana in vitro frente a Staphylococcus 
coagulase-positiva multirresistentes isolados de otite cani-
na externa.

A atividade antimicrobiana foi evidenciada nos resulta-
dos de CIM e CBM, com eficácia demonstrada em concen-
trações inferiores a 2,62mg/mL.
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