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Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de orégano, tomilho e canela frente a
sorovares de Salmonella enterica de origem avicola

Antimicrobial activity of essential oils from oregano, thyme and cinnamon against Salmonella enterica
sorovars from avian source

Janio Morais Santurio' Deise Flores Santurio' Patricia Pozzatti" Cristiane Moraes''
Paulo Rogério Franchin"' Sydney Hartz Alves'"

RESUMO

Avaliou-se a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais de orégano (Origanum vulgare), tomilho (Thymus
vulgaris) e canela (Cinnamomum zeylanicum) frente a 60
amostras de Salmonella enterica distribuidas entre 20
sorovares, todos isolados de carcacas de aves. A concentracéo
inibitéria minima (CIM) e a concentragdo bactericida minima
(CBM) foram determinadas para cada isolado, utilizando-se a
técnica de microdiluigdo em caldo. O 6leo essencial de orégano
evidenciou forte atividade antibacteriana (CIM média = 529ug
ml* e CBM média= 661ug ml?), seguido do tomilho (CIM
média=961ug ml* e CBM média= 1074ug ml?), com atividade
moderada, enquanto que a menor atividade foi observada
com o dleo essencial de canela (CIM média= 1335ug ml* e
CBM média = 1979ug ml?). Apesar deste claro padrédo de
atividade, os sorovares de Salmonella enterica evidenciaram
significativas variagdes de suscetibilidade, embora nenhuma,
em particular, pudesse ser classificada como totalmente sensivel
ou resistente aos trés dleos essenciais avaliados. Assim, no
momento em que os antibacterianos utilizados como promotores
de crescimento estdo sendo substituidos. E os 6leos essenciais
de temperos e condimentos se constituem numa alternativa
importante, os resultados aqui apresentados sinalizam dois
pontos: os 6leos essenciais de orégano e tomilho séo efetivos
contra Salmonella, mas as variagdes de suscetibilidade entre
0s sorovares deverdo também ser consideradas.

Palavras-chave: Salmonella, 6leos essenciais, orégano,
tomilho, canela, atividade antimicribiana.

ABSTRACT

Essential oils from oregano (Origanum vulgare),
thyme (Thymus vulgaris) and cinnamom (Cinnamomum
zeylanicum) were tested for their inhibitory activity against
sixty Salmonella sp. isolates. These microorganisms were
distributed in 20 serovars, all of them isolated from broiler

chickens. Based on microdilution technique, the minimal
inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal
concentration (MBC) were determined. The strongest
antibacterial activity was obtained for oregano (MIC mean =
529ug ml* and MBCmean = 661ug ml?t), followed by a
moderate activity for thyme (MICmean=961ug ml* and
MBCmean=1074ug ml?*) and the lowest obtained activity
observed for cinnamon (MICmean= 1335ug ml* and
MBCmean= 1979ug ml*). Despite of this activity pattern, the
serovars of Salmonella enterica showed significant susceptibility
variations. However none of them could be classified as sensitive
or resistant to the three essential oils tested. At the moment,
when the antibiotics, as growth promoters, are being replaced,
the essential oils from spices could be a very reasonable choice
and the present results show us two points: the essential oils
from oregano and thyme are effective against Salmonella
isolates but the variations among the serovars must be
considered.

Key words: Salmonella, essential oils, oregano, thyme,
cinnamon, antimicrobial activity.

INTRODUCAO

A salmonelose é uma zoonose de
importancia mundial que preocupa as autoridades
sanitarias e se constitui em importante barreira ao
comércio internacional de alimentos. A ampla
distribuicdo de Salmonella entre os animais e sua
capacidade de sobreviver por longos periodos no meio
ambiente contribuem para seu destacado papel em
saude publica (BUTAYE et al., 2003). O género
Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e
compreende as espécies S. enterica e S. bongori; a
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espécie S. enterica alberga as linhagens patogénicas
distribuidas em seis subespécies e 2.564 sorovares,
todas patogénicas ao homem (BOPP et al., 2003). Em
consequéncia da ampla distribuigdo bacteriana no
intestino das aves, desde 1953, agentes antibacterianos
tém sido incorporados na racdo animal, devido ao
benéfico e vantajoso efeito no desenvolvimento
ponderal de aves e suinos. Esta pratica consolidou-se
e 0s antimicrobianos passaram a ser chamados de
promotores de crescimento, porque reduzem a
morbidade e a mortalidade causadas por doengas
clinicas e subclinicas; também, incrementam a
conversdo alimentar, favorecendo o crescimento
(BUTAYE etal., 2003). Desta forma, os antimicrobianos
contribuiram para a expansdo da avicultura e
suinocultura, atingindo os patamares capazes de
influenciar na balanga comercial dos paises produtores
(MENTEN, 2001). Mais recentemente, entretanto, o
amplo uso destes agentes tem sido alvo de restri¢es;
na Unido Européia, a partir de 2006, sera proibida a
utilizacdo de antibacterianos como promotores de
crescimento na produgdo animal (BUTAYE et al., 2003;
BRUGALL, 2003). Tais regulamenta¢des tém forcado a
busca de alternativas que garantam o maximo
crescimento dos animais sem afetar a qualidade do
produto final. As principais alternativas que tém sido
pesquisadas incluem prebidticos, enzimas, acidos
orgénicos e extratos vegetais (MILTEMBERG, 2000;
JEAUROUND, 2002). A utilizacdo de plantas como
medicamentos acompanhou o processo civilizatério e
ainda representa uma fonte de recursos a moderna
farmacologia. A inclusdo de extratos vegetais as racoes
animais requer auséncia de toxicidade e assim os leos
essenciais de vegetais, tradicionalmente utilizados
como condimentos ou temperos, enquandram-se a este
fim, agora, com renovado interesse (BRUGALI, 2003).

Os 6leos essenciais constituem-se em
complexas misturas de substancias volateis,
geralmente lipofilicas (SIMOES & SPITZER, 1999), cujos
componentes incluem hidrocarbonetos terpénicos,
alcoois simples, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres,
acidos organicos fixos, etc, em diferentes
concentragbes, nos quais, um composto
farmacologicamente ativo é majoritario. Assim, no
orégano, temos o carvacrol (3 a 17%); no tomilho, o
timol (40%) e, na canela, o cinamaldeido (75%)
(FARMACOPEA ITALIANA, 1998). No ambito do
consumo de racfes destinadas a Avicultura e
Suinocultura, ha nitida preocupacao pela substituicao
dos antibacterianos, denominados promotores de
crescimentos, por agentes ndo menos efetivos, mas de
origem natural (MENTEN, 2001; MILTEMBERG, 2000).
Os 6leos essenciais extraidos de orégano, tomilho,

canela, entre outros, tém potencial antimicrobiano
significativo JEAUROUND et al., 2002; BURT, 2004;
KALEMBA & KUNICKA, 2003); todavia, a maioria das
publicacBes estabelece generalizagbes sobre estas
atividades frente a bactérias Gram positivas, Gram
negativas, fungos, incluindo limitado nimero de
representantes de cada espécie, sendo costumeira a
utilizacdo de apenas um exemplar catalogado como 0s
da colegdo ATCC (HAMMER et al., 1999; SMITH-
PALMER etal., 1998).

Com esta perspectiva, & fundamental avaliar,
a luz de técnicas microbioldgicas modernas e
padronizadas, a atividade de 6leos essenciais sobre
Salmonella, um dos principais patdgenos dos
intestinos de aves e suinos. Nesse contexto, o presente
estudo avaliou a atividade antibacteriana de 6leos
essenciais extraidos de orégano (Origanum vulgare),
tomilho (Thymus vulgaris) e canela (Cinnamomum
zeylanicum), frente a 60 isolados de Salmonella
enterica, compreendendo 20 sorovares, todos de
origem avicola.

MATERIAL E METODOS

Microrganismos

Foram utilizados 60 cultivos de Salmonella
enterica, isolados de carcaca de aves, incluindo os
sorovares: Anatum (3), Agona (5), Orion (3), Ohio (3),
Enteritidis (7), Typhimurium (2), Pullorum (2),
Senftenberg (4), Mbandaka (1), Livingstone (4), Panama
(2), Rissen (4), Saintpaul (3), Schwarzengrund (3),
Tennessee (1), Worthington (5), Heidelberg (2), Cerro
(2), Derby (2) e Infantis (2).

Oleos essenciais

Foram utilizados os 6leos essenciais de
orégano, tomilho e canela, obtidos comercialmente em
frascos ambar, lacrados, com volumes de 5 ml
(Essential7. com; Roewell, New Mexico, USA).

Determinacdo da atividade antibacteriana

Diluicdo dos 0Oleos essenciais: ap0s
pesagem de 1g, cada éleo era diluido com metanol até
atingir a concentracdo de 640mg ml* (Solucéo I). A
seguir, realizou-se a diluicdo 1:100 em Caldo Muller-
Hinton, obtendo-se a concentragdo de 6400ug mi*
(Solugéo I1).

Determinacdo da concentragdo inibitdria
minima: com base no documento M7-A4 do NCCLS
(NCCLS, 1997), consistiu na distribuicdo de 200uL de
Caldo Muller-Hinton em pocos de uma placa de
microtitulacdo; a seguir, 200uL da Solucéo Il eram
acrescidos ao primeiro po¢o e, apds homogeneizacao,
transferia-se para o segundo e assim sucessivamente,
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obtendo-se concentragdes finais de : 3200, 1600, 800,
400, 200, 100, 50, e 25ug ml. A preparacdo do in6culo
consistiu em preparar, com col6nias desenvolvidas no
agar Muller-Hinton, uma suspensdo bacteriana em
salina, com turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da Escala
Mac Farland (1 x 108 UFC ml). Aseguir, diluia-se esta
suspensdo 1:100 com caldo Muller-Hinton, obtendo-
se como in6culo 1 x 10® UFC ml*. Desta suspensédo,
inoculavam-se 10ul (1 x 10* UFC) em cada pogo ja
contendo os 6leos essenciais. As microplacas eram
incubadas a 35°C/ 24h, em condicdes de aerobiose. A
determinacdo das ClMs consistia em examinar a placa,
registrando-se a menor concentragao do dleo essencial
capaz de causar inibicdo total do crescimento. A CIM
50% foi definida como a menor concentracao capaz de
inibir 50% dos isolados. Estes ensaios foram realizados
emtriplicata.

Determinacédo da concentragdo bactericida
minima (CBM): a partir dos pocos onde ndo havia o
desenvolvimento de crescimento bacteriano visivel,
retirava-se uma aliquota de 10ul, semeando-a na
superficie do agar Muller-Hinton. Apo6s 48h de
incubacdo a 35°C, definia-se a concentracéo bactericida
minima como a menor concentracdo do 6leo essencial

em estudo capaz de causar a morte do inoculo. Os
ensaios foram realizados em triplicata.

Interpretacao

As CIMs entre 50-500ug ml? foram
consideradas de elevada atividade; moderada atividade
para as CIMs entre 600-1.500ug ml* e fraca atividade
paraas CIMs acimade 1.500ug ml* (SARTORATTO et
al., 2004).

RESULTADOS

As atividades antimicrobianas dos 6leos
essenciais de orégano, tomilho e canela, obtidas através
de microdiluicdo em caldo, expressas como CIM , CIM
50% e CBM, estdo dispostas nas tabelas 1, 2 e 3,
respectivamente. Com base nas CIMs, a faixa de
suscetibilidade de isolados representantes de vinte
sorovares de Salmonella enterica ao orégano (Tabela
1) evidenciou variacfes de 200 pug/mla 1.600 ug ml?, o
que foi coincidente com a CIM 50%. Apesar desta larga
variagao, a média aritmética das CIMs foi de 510ug ml,
ressaltando a forte atividade antimicrobiana deste dleo
essencial. Os isolados mais sensiveis foram os

Tabela 1 — Suscetibilidade de sorovares de Salmonella enterica frente ao 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare).

Atividade antimicrobiana

Sorovares de Salmonella enterica CIM (ug ml) CBM (ug ml?)
Faixa Média MIC50 Faixa Média

Anatum (3) 400 - 800 666 800 400 - 800 666
Agona (5) 200 - 800 320 400 200 - 800 440
Cerro (2) 400 - 400 400 400 400 - 400 400
Derby (2) 1600 — 1600 1600 1600 1600 — 1600 1600
Enteritidis (7) 200 - 800 457 400 200-1600 628
Heidelberg (2) 400 - 400 400 400 400 - 400 400
Infantis (2) 400 - 400 400 400 400 - 400 400
Livingstone (4) 400 - 800 700 800 400 - 1600 900
Mbandaka (1) 800 800 800 1600 1600
Ohio (3) 200 - 800 400 200 400 - 800 533
Orion (3) 400 - 800 533 400 400 - 800 533
Panama (2) 800 - 800 800 800 1600 — 1600 1600
Pullorum (2) 200 - 400 300 200 400 - 400 400
Rissen (4) 200 - 400 350 400 200 - 400 350
Saintpaul (3) 200 - 800 466 400 200 - 800 466
Schwarzengrund (3) 400 - 400 400 400 400 - 400 400
Senftenberg (4) 200 - 200 200 200 200 200 200
Tennessee (1) 200 200 200 400 400
Typhimurium (2) 400 - 800 600 400 400 - 800 600
Worthington (5) 200 - 800 600 800 200 - 800 680
Média 529 661

CIM = Concentragéo inibitéria minima.
CBM = Concentragao bactericida minima.
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Tabela 2 — Suscetibilidade de sorovares de Salmonella enterica frente ao 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgare).

Atividade antimicrobiana

Sorovares de Salmonella enterica CIM (ug mlt) CBM (ug ml?)
Faixa Média MIC50 Faixa Média

Anatum (3) 800 - 1600 1066 800 800 - 1600 1066
Agona (5) 400 - 1600 1040 800 800 — 1600 1120
Cerro (2) 800 - 800 800 800 800 - 800 800
Derby (2) 800 - 800 800 800 800 - 800 800
Enteritidis (7) 800 - 1600 1028 800 800 - 1600 1257
Heidelberg (2) 800 - 1600 1200 800 1600 — 1600 1600
Infantis (2) 800 - 800 800 800 800 - 800 800
Livingstone (4) 400 - 800 700 800 800 - 800 800
Mbandaka (1) 800 800 800 800 800
Ohio (3) 800 - 800 800 800 800 - 800 800
Orion (3) 400 - 1600 800 400 1600-1600 1600
Panama (2) 800 - 800 800 800 800 - 800 800
Pullorum (2) 800 - 1600 1200 800 800 — 1600 1200
Rissen (4) 800 - 1600 1200 800 800 - 1600 1200
Saintpaul (3) 800 - 800 800 800 800-800 800
Schwarzengrund (3) 800 - 1600 1066 800 800 — 1600 1333
Senftenberg (4) 1600 — 1600 1600 1600 1600 — 1600 1600
Tennessee (1) 800 800 800 800 800
Typhimurium (2) 800 - 1600 1200 800 800 — 1600 1200
Worthington (5) 400 -800 720 800 800 - 1600 1120
Média 961 1074

CIM = Concentragéo inibitéria minima.
CBM = Concentracéo bactericida minima.

representantes dos sorovares Senftenberg, Tennessee,
Pullorum e Rissen. Por outro lado, os isolados menos
sensiveis foram os representantes do sorovar Derby
(CIM=1.600ug mlt). Em 17 sorovares, totalizando 47
(78,3%) isolados observou-se que a CBM foi
coincidente coma CIM, o que também ressalta a elevada
atividade bactericida do 6leo essencial de orégano.
Frente ao 6leo essencial extraido de tomilho,
as CIMs das sorovares de Salmonella enterica (Tabela
2) variaram de 400 a 1.600ug ml, também coincidentes
com a variacdo das CIMs 50%. A média das CIMs foi
de 961ug ml?, indicando que o 6leo de tomilho tem
moderada atividade sobre os isolados estudados.
Isolados representantes de onze sorovares
evidenciaram maior suscetibilidade, destacando-se :
Livingstone, Worthington, Cerro, Derby, Mbandaka,
Ohio, Orion, Panama, Saintpaul e Tennessee; por outro
lado, os isolados representantes do sorovar
Senftenberg, seguidos de Heidelberg , Pullorum, Rissen
e Typhimurium, requereram as maiores concentragdes
de 6leo de tomilho para serem inibidos. As
concentragdes bactericidas minimas variaram de 800ug
ml?t (58,3%) a 1.600ug ml* (41,4%), com média de

1.133ug mlt; em 50 isolados (83,3%), as CIMs e CBMs
foram coincidentes.

A atividade do 6leo de canela sobre os
sorovares de Salmonella enterica (Tabela 3)
evidenciou suscetibilidade variavel de 400 a 3.200ug
ml para CIM e de 800 a 3.200 ug ml* para CBM. A
média geral das CIMs foi de 1.335,3ug ml, indicando
moderada atividade antibacteriana; ja a média das
CBMs foi de 1979, 6ug mlt. Apesar da menor atividade
antibacteriana deste 6leo essencial, quatro isolados
(sorovares Derby, Infantis e Typhimurium) foram
fortemente inibidos por esta esséncia, evidenciando
CIMs de 400ug ml2. Os isolados menos suscetiveis as
concentragdes inibitdrias do 6leo de canela incluiram
representantes dos sorovares Ohio e Schwarzengrund,
enquanto Livingstone, Mbandaka, Ohio e Saintpaul
requereram as maiores concentra¢Ges para serem
mortos. Em 32 (53,3%) isolados, as CIMs, foram
coincidentes com as CBMs.

DISCUSSAO

A emergéncia de resisténcia de Salmonella
as drogas antimicrobianas constitui-se numa dupla
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Tabela 3 — Suscetibilidade de sorovares de Salmonella enterica frente ao 6leo essencial de canela (Cinnamomon zeylanicum).

Atividade antimicrobiana

Sorovares de Salmonella enterica CIM (ug ml) CBM (ug ml?)
Faixa Média MIC50 Faixa Média

Anatum (3) 800 - 1600 1066 800 1600-1600 1600
Agona (5) 800 — 1600 1120 800 800 — 1600 1120
Cerro (2) 1600 — 1600 1600 1600 1600 — 1600 1600
Derby (2) 400 - 400 400 400 1600 — 1600 1600
Enteritidis (7) 800 - 1600 1028 800 800 - 1600 1257
Heidelberg (2) 800 — 1600 1200 800 1600 — 3200 2400
Infantis (2) 400 - 800 600 400 800 — 1600 1200
Livingstone (4) 1600 — 3200 2000 1600 3200 - 3200 3200
Mbandaka (1) 1600 1600 1600 3200 3200
Ohio (3) 1600 — 3200 2133 1600 3200 - 3200 3200
Orion (3) 800 — 1600 1066 800 1600 — 3200 2133
Panama (2) 800 - 800 800 800 800 -1600 1200
Pullorum (2) 800 — 1600 1200 800 800 — 1600 1200
Rissen (4) 1600 — 3200 2000 1600 1600 - 3200 2000
Saintpaul (3) 1600 — 1600 1600 1600 3200 - 3200 3200
Schwarzengrund (3) 1600 — 3200 2133 1600 1600 — 3200 2133
Senftenberg (4) 1600 — 1600 1600 1600 1600 — 3200 2000
Tennessee (1) 1600 1600 1600 1600 1600
Typhimurium (2) 400 - 1600 1000 400 800 — 3200 2000
Worthington (5) 800 — 1600 960 800 800 - 3200 1750
Média 1335 1979

CIM = Concentragéo inibitéria minima.
CBM = Concentracéo bactericida minima.

ameaca ao homem e aos animais, sendo decorrente do
intenso emprego de antimicrobianos em medicina
humana e veterinaria (VAN DUIJKEREN et al., 2003;
BOPP et al., 2003). Um estudo realizado na Holanda
(VAN DUIJKEREN et al., 2003) comparou a
suscetibilidade de sorovares de Salmonella isolados
entre 1984-1989 com isolados do periodo entre 1996-
2001; a multirresisténcia em isolados humanos variou
de 3,2% para 45%; em suinos, a variagdo foi de 3,9%
para 41,7% e, nas aves, de 1,8 para 25,2%; o sorovar
Typhimurium foi o que evidenciou os maiores
percentuais de resisténcia. No Brasil, 0s sorovares
Typhimurium, Enteritidis, Infantis, Agona e Heidelberg
sdo bastante presentes e com elevados percentuais de
resisténcia (WEISS et al., 2002). Numa interpretacdo
genérica, com base nas médias das CIMs e nas CIMs
50%, o presente estudo evidenciou que a atividade do
6leo de orégano foi superior ao do tomilho, e este
superior ao de canela. Resultados semelhantes foram
observados por NOSTRO et al., (2004), ao avaliarem a
suscetibilidade de Staphylococcus aureus resistentes
a meticilina (MRSA). HELANDER et al.(1998), ao
caracterizarem a atividade dos componentes dos 6leos

essenciais, observaram que o carvacrol e o timol,
principais fracSes do orégano e do tomilho,
respectivamente, evidenciaram atividades similares, as
quais eram superiores a do cinamaldeido, principal
constituinte do 6leo de canela. SARTORATTO et al.
(2004), no Brasil, observaram CIMs das esséncias de
orégano e tomilho sobre Salmonella choleraesuis
similares as obtidas no presente estudo.

Os resultados aqui obtidos indicam também
certo grau de especificidade entre os 6leos essenciais
e os isolados incluidos no estudo, representando o0s
sorovares. Por outro lado, a falta de uniformidade entre
0 nimero de isolados representantes de cada sorovar
impede de se estabelecer as variagdes das CIMs como
caracteristicas dos respectivos sorovares. Entretanto,
ficou claro que os isolados representantes do sorovar
Derby foram menos sensiveis ao orégano, mas bastante
sensiveis aos 6leos de tomilho e canela, enquanto o
isolado representante do sorovar Mbandaka foi pouco
sensivel aos 6leos de orégano e canela, mas,
nitidamente, sensivel ao 6leo de tomilho.

Com relagdo as concentragdes bactericidas
minimas (CBM), a suscetibilidade dos sorovares
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estudados seguiu 0 mesmo padrdo observado nas
CIMs. Todavia, a literatura ndo dispde de estudos que
classifiqguem a atividade bactericida de dleos essenciais,
o que limitaa, tdo somente, apresentar-se estes dados.
E, ainda, oportuno salientar que CBM implica a morte
bacteriana, e o 6leo essencial de orégano, em
concentragdes abaixo de 500ug ml?, foi efetivo nesta
acdo sobre dez (50%) dos sorovares estudados,
compreendendo 28 (46,6%) isolados. Ja os dleos
essenciais de tomilho e canela ndo evidenciaram o
mesmo desempenho.

As comparages de nossos resultados com
estudos similares deve ser cautelosa, na medida em
que a grande maioria dos estudos emprega a técnica
de difusdo em &gar, fornecendo resultados referentes
ao diametro de inibigdo, expressos em milimetros;
mesmo os estudos de microdiluicdo em caldo, na
grande maioria dos casos, ndo seguem procedimentos
padronizados, como o0s aqui empregados. A
autobiografia é outra técnica de avaliagdo da atividade
antimicrobiana que combina cromatografia em camada
delgada com difusdo em &gar e cujos resultados
referem-se aos didmetros dos halos de inibicdo e ndo
as CIMs.

Finalmente, este estudo permitiu evidenciar
a nitida especificidade da atividade de alguns 6leos
essenciais sobre determinadas sorovares, indicando
gue a substituicdo dos promotores de crescimento nas
racbes para aves ou suinos devera levar em
consideraco tal fato, ndo podendo, por isso, embasar-
se na eleicdo de apenas uma esséncia. Estudos
adicionais abordando o sinergismo entre 6leos
essenciais sdo fundamentais para o rapido
desenvolvimento desta questdo, de significativo
impacto na Avicultura e Suinocultura brasileiras.
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