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Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de condimentos frente a Staphylococcus spp
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Antimicrobial activities of essential oils extracted from spices against Staphylococcus spp
isolated from goat mastitis
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RESUMO

Avaliou-se a atividade antimicrobiana dos dleos
essenciais (OEs) de Origanum vulgare (orégano), Thymus
vulgaris (tomilho), Lippia graveolens (lipia), Zingiber officinale
(gengibre), Salvia officinalis (salvia), Rosmarinus officinalis
(alecrim) e Ocimum basilicum (manjericdo), bem como de
fragbes majoritarias carvacrol, timol, cinamaldeido e cineol
frente a 33 isolados de Staphylococcus spp oriundos de
rebanhos leiteiros caprinos. A concentracdo inibitéria minima
(CIM) e a concentragdo bactericida minima (CBM) foram
determinadas por meio da técnica de microdiluigdo em caldo.
Observou-se atividade antimicrobiana para os OEs de orégano,
lipia e tomilho, bem como para as fracdes majoritarias de
carvacrol, timol e cinamaldeido. A ordem decrescente de
atividade foi orégano = tomilho > lipia. As fragbes majoritarias
carvacrol, timol e cinamaldeido evidenciaram melhor atividade
do que os Oleos essenciais e, dentre elas, carvacrol e
cinamaldeido foram mais ativas que o timol.

Palavras-chave: plantas medicinais, fitoterapia, antimicrobianos
alternativos.

ABSTRACT

The antimicrobial activity of some essencial oils
was evaluated as follows: Origanum vulgare (oregano), Thymus
vulgaris (thyme), Lippia graveolens (Mexican oregano),
Zingiber officinale (ginger), Salvia officinalis (sage),
Rosmarinus officinalis (rosemary) and Ocimum basilicum
(basil), as well as the majority constituents carvacrol, thymol,
cinnamaldehyde and cineole against 33 Staphylococcus spp
isolates from herds of dairy goats. The minimum inhibitory
concentration (MIC) and the minimum bactericidal
concentration (MBC) were determined for each isolate by using

broth microdilution method. Antimicrobial activity observed
on the essencial oils of oregano, mexican oregano, thymus,
well as to majoritary constituents of carvacrol, thymol and
cinnamaldehyde. The descending order of antimicrobial activity
were oregano = thyme > mexican oregano. The majority
constituents carvacrol, thymol, cinnamaldehyde presented
themselves more active than the verified by the essencial oils.
The majority constituents, carvacrol and cinnomaldehyde were
equally more active than thymol.

Key words: medicinal plants, phytotherapy, antimicrobial
alternatives.

INTRODUGCAO

O rebanho efetivo (cabegas) de caprinos no
Brasil é estimado em 7,1 milhGes de animais, sendo que
aproximadamente 91% estdo na regido Nordeste (IBGE,
2006). A producéo de leite de cabras desempenha papel
relevante como fonte de proteinas e constitui-se em
importante fator s6cioecondmico para 0s pequenos
produtores, através da utilizagao de seus subprodutos
(LIMA, 2008). A falta de organizacgdes de criadores,
aliada a caréncia de assisténcia técnica especializada,
além da precariedade do manejo higiénico-sanitario,
sdo entraves que prejudicam o crescimento da
atividade. Os problemas sanitarios, nutricionais e
manejo inadequado limitam o potencial produtivo
destes animais (CHAPAVAL et al., 2009).
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A mastite infecciosa é causada por uma
ampla variedade de microrganismos. As bactérias dos
géneros Staphylococcus e Streptococcus sdo 0s
principais microrganismos contagiosos, e estao
relacionados com o descuido na higienizacdo dos
equipamentos de ordenha, anti-sepsia nos tetos e maos
do ordenhador. Ha também agentes ambientais como
as enterobactérias (Escherichia coli, Klesbsiella
pneumoniae, Enterobacter aerogenes), Nocardia
spp., Pseudomonas aeruginosa, fungos e algas
(CONTRERAS et al., 2007). Um estudo realizado por
BERGONIER et al. (2003) apontou S. aureus como o
agente de maior prevaléncia em mastites clinicas ovinas
e caprinas. Em relacdo as mastites subclinicas caprinas,
BERGONIER et al. (2003) relata que as principais
bactérias isoladas foram Staphylococcus coagulase
negativa (71% dos casos) e S. aureus (8%).

A infusdo intramamaria de antibi6ticos é o
método mais amplamente utilizado para o tratamento
das afeccbes infecciosas da glandula mamaria.
Entretanto, as taxas de cura obtidas com antibidticos
sdo, geralmente, insatisfatérias e dependem muito dos
patdégenos envolvidos (EBERHART et al., 1986). O uso
de agentes antibacterianos em animais, incluindo os
casos de mastites, pode determinar a emergéncia de
bactérias resistentes (WHO, 2003 e ZAFALON et al.
2008), constituindo-se em fonte de residuos de
antibioticos no leite. (ERSKINE et al., 2003). Frente a
este cendrio, alternativas terapéuticas tém sido
pesquisadas destacando-se a prdpolis e derivados de
plantas como agentes antimicrobianos (VARGAS et al.,
2004; BASKARAN et al., 2009).

Os Oleos Essenciais (OEs), derivados de
plantas utilizadas como condimentos, representam um
grupo de antimicrobianos naturais tradicionalmente
usados em alimentos para acentuar gosto ou aroma
destes. Constituem-se em complexas misturas de
substancias voléteis (SIMOES & SPITZER, 2000) cujos
componentes incluem hidrocarbonetos terpénicos,
alcoois simples, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres,
acidos organicos fixos, em diferentes concentracdes,
em que um composto farmacologicamente ativo é
majoritario. Assim, no orégano, destaca-se o carvacrol
(3a17%); notomilho, o timol (40%) (FARMACOPEA
ITALIANA, 1998). Os OEs extraidos de orégano e
tomilho tém potencial antimicrobiano significativo
(BURT, 2004; KALEMBA et al., 2002) frente a bactérias
Gram positivas, Gram negativas e fungos (SANTURIO
etal., 2007; MAYAUD et al., 2008). Nesse contexto, &
oportuno avaliar com técnicas microbioldgicas a
atividade de dleos essenciais sobre Staphylococcus
spp., um dos principais patogenos causador de
mastites em rebanhos leiteiros.

O presente estudo objetiva avaliar a
atividade antimicrobiana dos OEs extraidos de lipia,
manjericdo, orégano, alecrim, salvia, tomilho, gengibre
e das fragBes majoritérias carvacrol, timol, cinamaldeido
e cineol, frente a Staphylococcus spp. de origem caprina
com variados perfis de resisténcia a agentes
antimicrobianos de uso rotineiro.

MATERIAL E METODOS

Microrganismos

Foram estudados 33 isolados de mastite
caprina, provenientes do Laboratdrio de Bacteriologia
Veterinéria da Universidade Federal do Vale do Séo
Francisco. Os isolados foram identificados como: 1)
Staphylococcus sp. coagulase positiva (n=6); 2)
Staphylococcus sp. coagulase negativa (n=27). A cepa
padréo S. aureus ATCC 29213 foi utilizada (controle
positivo) e também foi utilizado uma linhagem de
Salmonella enterica (sabidamente sensivel) utilizada
por SANTURIO et al. (2007).

Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

Os testes de suscetibilidade aos
antimicrobianos foram realizados pelo método de
difusdo em agar (CLSI M31-A3; 2008), incluindo-se 0s
seguintes agentes: ceftiofur (30ug) (CEF), penicilina
(IOU)(PEN), ampicilina (10pg)(AMP), cefalotina
(30png)(CEFA), oxacilina (1pg)(OXA), eritromicina
(15pg)(ERI), tetraciclina (30pg)(TET). Com base nesses
testes, os isolados foram subagrupadas de acordo com
os seguintes perfis de resisténcia: 1) isolados ndo
resistentes; 2) isolados resistentes a tetraciclina; 3)
isolados resistentes a tetraciclina e penicilina; 4)
isolados resistentes a eritromicina e tetraciclina; 5)
isolados resistentes a eritromicina e penicilina; 6)
isolados resistentes a eritromicina, penicilina e
tetraciclina; 7) isolados resistentes a penicilina,
oxacilina , ampicilina , cefalotina e tetraciclina; 8)
isolados resistentes a eritromicina, oxacilina, penicilina,
cefalotina, ampicilina e tetraciclina (Tabela 1).

Oleos essenciais e fragdes majoritarias

Foram avaliados os 6leos essenciais de:
Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Lippia
graveolens, Zingiber officinale, Salvia officinalis,
Rosmarinus officinalis e Ocimum basilicum, bem
como as fragBes majoritarias carvacrol, timol,
cinamaldeido e cineol. A tabela 2 apresenta suas
composicdes. As fracdes majoritarias foram adquiridas
da empresa Essential7. com; Roewell, New Mexico,
USA, e da Acros Organics; Fair Lawn, NJ, USA; os
6leos essenciais cuja composicdo foram determinadas
previamente por POZZATTI et al. (2010).
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Tabela 1 — Relagédo de 6leos essenciais e fragdes majoritarias utilizados no estudo, com as respectivas composigdes.

OES" e Fragbes majoritarias™

Plantas condimentares (espécie)

Composicéo (Fragdo majoritaria %)

Orégano’ Origanum vulgare carvacrol (92,6)

Tomilho" Thymus vulgaris y-terpineno (64)

Lipia” Lippia graveolens carvacrol (56,8) e o-cimeno (32,2)
Alecrim” Rosmarinus officinalis L. 1,8-cineol (28,6) e canfora (26,31)
Salvia” Salvia officinalis L. cis-tujona (40,6)

Manjericdo” Ocimum basilicum L. linalol (32,2) e 1,8-cineol (23,6)
Gengibre” Zingiber officinale zingibereno (20,8)

Carvacrol™ - Carvacrol (99,5)

Timol™ - Timol (99,0)

Cinamaldeido™ - cinamaldeido (99,0)

Cineol™ - cineol (97,0)

“Oleos Essenciais adquiridos Essential7. com Roewell, New Mexico, USA, cujas composicdes foram determinadas previamente por
POZZATTI et al. 2010; ™ FragBes majoritarias adquiridas da Acros Organics; Fair Lawn, NJ, USA.

Determinacdo das concentragdes inibitdrias minimas

Apobs pesagem de 1g, cada OE foi diluido
em metanol até atingir a concentracéo de 640mg mi*
(Solugdo I). A seguir, diluiu-se a 1:100 em Caldo Muller-
Hinton, obtendo-se a concentragdo de 6400pg ml?
(Solucéo ).

As CIMs (menor concentracdo capaz de
inibir o crescimento bacteriano) foram determinadas
com base no documento M31-A3(CLSI, 2008).
Inicialmente, foi realizada a distribui¢ao de 100uL de
Caldo Muller-Hinton nos pocos de uma placa de
microtitulagdo, excetuando-se 0s pocos da primeira
coluna. Somente nestes da primeira coluna, eram
depositados 200uL da Solugdo II; a seguir, volumes de
100pL foram transferidos dos pogos da primeira coluna
para os da segunda coluna e assim, sucessivamente,
obtendo-se concentracdes finais de: 6400, 3200, 1600,
800, 400, 200, 100pg ml*. O indeulo foi preparado, a
partir de col6nias desenvolvidas no agar Muller-

Hinton, obtendo-se uma suspensdo bacteriana em
salina, com turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da Escala
Mac Farland (1x108UFC ml?). Dessa suspensao,
inoculou-se 10pl (1x105) em cada pogo contendo os
6leos essenciais incorporados ao caldo Muller-Hinton.
As microplacas foram incubadas a 35°C por 24h, em
condicOes de aerobiose. A determinacdo das CIMs
consistiu em registrar a menor concentragdo do 6leo
essencial ou fragdo majoritaria capaz de causar inibi¢éo
total do crescimento. Esses ensaios foram realizados
emtriplicata.

Determinacdo das concentracdes bactericidas minimas

Definida como a menor concentragdo dos
6leos essenciais capaz de causar a morte do inéculo,
foi determinada a partir dos pogos em que, apds 24h de
incubacdo, ndo havia crescimento bacteriano visivel.
Destes transferiu-se uma aliquota de 10ul para a
superficie do Agar Muller-Hinton, o qual foi incubado

Tabela 2 - Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de orégano, lipia, tomilho e das fragdes majoritéarias carvacrol, timol e cinamaldeido

frente a Staphylococcus spp isolados de mastite caprina.

Atividade antimicrobiana

--------------------- CIM (g ml?)-mmmmmmemmmmmemmeeee --------CBM (ug ml?)--------
OEs e FMs Faixa MG” CIMso Faixa MG”
Orégano 800 - 3200 1441° 1600 1600 - 6400 2487°
Lipia 1600 - 6400 29424 3200 3200 - 6400 5188*
Tomilho 800 - 3200 14718 1600 800 - 6400 2762°
Carvacrol 800 - 1600 767° 800 800 - 3200 1471°
Timol 200 - 1600 1060°¢ 1600 400 - 3200 1566°
Cinamaldeido 800 - 1600 875° 800 800 - 6400 2468°

CIM = Concentragdo Inibitéria Minima; CBM = Concentracdo Bactericida Minima; CIMs, = Concentracdo Inibitéria Minima capaz de inibir
50% dos isolados *MG = Média Geométrica, em que letras iguais na mesma coluna indicam atividade antimicrobiana similar
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a 35°C por 24h. A seguir, observou-se o crescimento
bacteriano, registrando-se a menor concentracéo dos
OEs ou fragBes majoritarias que ndo evidenciava
crescimento bacteriano. Esses ensaios foram realizados
emtriplicata.

Anélise Estatistica

O teste de Mann Whitney foi empregado
para comparar duas amostras independentes, visando
a observar se os diferentes grupos em estudo
apresentavam perfis de suscetibilidade semelhantes ou
ndo, frente a determinado éleo essencial ou fracdo
majoritaria.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados evidenciaram susceptibilidade
varidvel frente as concentracdes dos dleos essenciais
(OEs) efrente as fragBes majoritarias (FMs). As médias
geométricas para as Concentracdes Inibitdrias Minimas
(CIMs) e Concentrages Bactericidas Minimas (CBMs)
foram: lipia [CIM=2942pg ml* e CBM=5188ug ml?];
orégano [1441pg ml* e CBM=2487ug ml*]; tomilho
[CIM=1471pg ml* e CBM=2762pug ml?]; carvacrol
[CIM=762png ml* e CBM=1471pug ml*]; cinamaldeido
[CIM=875ug ml? ¢ CBM=2468ug ml?] e timol
[CIM=1060png ml* e CBM=1566ug ml?] (Tabela 3).
Considerando-se os subgrupos pela coagulase, os
Staphylococcus coagulase positiva e o0s
Staphylococcus coagulase negativa apresentaram
perfis de sensibilidade similares (P>0,05) frente aos OEs
ou fracdo majoritaria testados.

Considerando-se as médias geométricas das
ClIMs, os dleos essenciais de orégano e tomilho foram
igualmente os mais ativos. As fragdes majoritarias foram

mais ativas que os 6leos essenciais (P<0,05), com
excecdo das CBMs do cinamaldeido, que foram
similares as CBMs dos 6leos essenciais de orégano e
tomilho. Com base nas CIMs, as fracdes majoritarias
carvacrol e cinamaldeido foram igualmente mais ativas
que o timol (P<0,05).

Com base no documento emitido pela World
Health Organization (WHO, 2003), a emergéncia da
resisténcia de Staphylococcus aos agentes
antibacterianos constitui-se numa dupla ameaca ao
homem e aos animais, sendo decorrente do intenso e
indiscriminado uso dessa bactéria em medicina humana
e veterindria. No presente estudo, os OEs e suas fragdes
majoritarias evidenciaram atividades varidveis em
funcdo da susceptibilidade dos isolados. Ao
analisarmos as atividades dos OEs sobre os subgrupos
correspondentes aos perfis de resisténcia (1 a 8; Tabela 1)
ndo se detectou relagdo entre perfil de resisténcia aos
antibacterianos com variacdo na susceptibilidade aos
OEs e fracBes majoritarias. Estes achados estdo de
acordo com NOSTRO et al. (2004) que também néo
evidenciaram diferencas de susceptibilidade de
Staphylococcus sensiveis a meticilina (MSS) ou
resistentes a meticilina (MRSA) frente ao carvacrol e
timol.

A maior concentracdo de carvacrol e timol
nos OEs explicam a maior atividade antimicrobiana de
alguns deles (NOSTRO etal., 2007). SARTORATTO et
al. (2004) relataram atividade do OE de manjericdo frente
aisolados de Staphylococcus aureus. FU et al. (2007)
verificaram atividade do OE de alecrim frente a
Staphylococcus epidermides ATCC 12228 e
Staphylococcus aureus ATCC 6538. DALAMARE et
al. (2007) observaram atividade do 6leo essencial de
sélvia frente a alguns isolados de Staphylococcus spp.

Tabela 3 - Relagdes entre o perfil de resisténcia de Staphylococcus sp a antimicrobianos e a susceptibilidade a 6leos essenciais e fragdes

majoritarias.

Sub Grupos (n) Perfil deresisténcia

Ov Lg Tv cv cn tm
1(8) ndo resistente 1467,2 2934,4 1345,4 733,6 800,0 1345,4
2(2) TET 1200,0 3200,0 1600,0 800,0 800,0 1200,0
3(10) TET-PEN 1392,8 2785,7 1392,8 857,4 984,9 1131,3
4(2) ERI-TET 1200,0 3200,0 1600,0 800,0 800,0 1200,0
5(2) ERI-PEN 1600,0 3200,0 1200,0 600,0 1200,0 1200,0
6(5) ERI-PEN-TET 1600,0 2785,7 21112 696,4 800,0 696,4
7(3) PEN-OXA-AMP-CEFA-TET 1269,9 3200,0 1269,9 800,0 800,0 1007,9
8(1) ERI-OXA-PEN-CEFA-AMP-TET 3200,0 3200,0 1600,0 800,0 800,0 800,0

TET=tetraciclina; PEN=penicilina; ERI=eritromicina; OXA=oxacilina; AMP=ampicilina; CEFA=cefalotina; MG CIMs = Média Geométrica
das Concentracdes Inibitérias Minimas; (n) ndmero de isolados; Ov = Oreganum vulgare; Lg = Lippia graveolens;Tv = Thymus vulgaris;

cv = carvacrol; cn = cinamaldeido; tm = timol.
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HENDRY et al. (2009) encontraram atividade do cineol
frente a isolados de Staphylococcus aureus, porém a
atividade foi inferior ao 6leo essencial de eucalipto com
81% de cineol. De modo contrario a esses autores, no
presente estudo, os OEs de gengibre, manjericdo,
alecrim, sélvia e a fracdo majoritaria cineol ndo
evidenciaram atividade antibacteriana frente aos
microrganismos avaliados.

As comparacdes de nossos resultados com
estudos similares devem ser cautelosas, uma vez que a
grande maioria dos estudos emprega a técnica de
difusdo em 4gar, fornecendo resultados referentes ao
didmetro de inibicao, expressos em milimetros; mesmo
os estudos de microdiluigdo em caldo, na grande maioria
dos casos, ndo seguem procedimentos padronizados,
como os aqui empregados.

Finalmente, este estudo permitiu evidenciar
a especificidade da atividade de alguns dleos
essenciais sobre isolados de Staphylococcus spp. Os
resultados sinalizam para uma futura possibilidade de
utilizacdo dos 6leos essenciais no controle da mastite
bacteriana em caprinos. Estudos adicionais abordando
o sinergismo entre 6leos essenciais, fracdes majoritarias
e agentes antibacterianos sdo fundamentais para o
desenvolvimento de produtos alternativos no
tratamento das mastites.

CONCLUSAO

Este estudo permitiu concluir que: 1) os
6leos essenciais de orégano, tomilho, lipia; bem como
as fragcdes majoritarias de cinamaldeido, timol e
carvacrol evidenciaram significativa atividade
antimicrobiana; 2) os dleos essenciais de orégano e
tomilho apresentaram atividades antimicrobianas
(CIMs e CBMs) similares e superiores ao 6leo essencial
de lipia; 3) as fragbes majoritarias evidenciaram maior
atividade antimicrobiana do que os 6leos essenciais;
4) o carvacrol e cinamaldeido apresentaram pequenas
variagdes nas suas atividades inibitdrias; no entanto a
atividade bactericida do cinamaldeido foi
significativamente inferior a do timol e carvacrol; 5) a
auséncia de relacdo entre o perfil de resisténcia de
Staphylococcus aos antibacterianos com as variacdes
na susceptibilidade aos OEs e fracdes majoritarias
constitui-se num indicador da boa atividade destes
produtos mesmo sobre bactérias, com marcado perfil
de resiténcia, fato que merece prospeccdes futuras.
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