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RESUMO: Objetivou-se no trabalho avaliar a agdo antibacteriana do 6leo essencial de Lippia
origanoides frente a isolados de Staphylococcus sp. de alimentos de origem animal. Para
tanto, realizou-se analise quimica da composigao do 6leo, teste de sensibilidade das bactérias
frente a dez antibioticos de uso terapéutico e ao 6leo essencial de Lippia origanoides, além da
determinacéo da concentragdo inibitéria minima (CIM) e da concentragdo bactericida minima
(CBM). A analise cromatografica do 6leo apresentou o timol como composto majoritario
(48,70%), além de pequena quantidade de carvacrol (1,14%). No teste de sensibilidade frente
aos antibidticos, 75% dos isolados apresentaram resisténcia a, no minimo, trés antibiéticos.
Em relagéo ao 6leo essencial, os isolados de Staphylococcus sp oriundos de leite bovino
mostraram-se mais resistentes e os isolados de carne ovina apresentaram-se mais sensiveis.
A CIM foi maior para os Staphylococcus sp. isolados de leite bovino e leite ovino (60uL/mL).
Enquanto que para os isolados de carcaga de ovinos e queijo, a CIM foi de 15uL/mL e 30pL/
mL respectivamente. A CBM, consequentemente, foi maior para os isolados de leite bovino
e leite ovino, sendo de 240uL/mL e 120uL/mL respectivamente. O 6leo essencial de Lippia
origanoides apresenta atividade antimicrobiana sobre Staphylococcus sp. isolados de alimentos.
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ABSTRACT: Assessment of the antibacterial activity of the essential oil of Lippia
origanoides in relation to Staphylococcus sp. isolated from food of animal origin. The aim
of this study was to evaluate the antibacterial activity of the essential oil of Lippia origanoides in
relation to Staphylococcus sp. isolated from food of animal origin. For this purpose, we performed
the chemical analysis to determine the oil composition, evaluated the bacteria sensibility to ten
antibiotics of therapeutic use and determined the minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum bactericidal concentration (MBC). The chromatographic analysis showed that tymol
was the main compound (48.70%) and that carvacrol was present in a small amount (1.14%). In
the test of antibiotic susceptibility, 75% of the microorganism isolates were resistant to at least
three of the ten antibiotics tested. The Staphylococcus sp isolated from bovine milk was more
resistant to the essential oil of Lippia origanoides, and the microorganism isolated from sheep
meat was more susceptible to this oil. The Staphylococcus sp. isolated from bovine or sheep
milk showed a MIC of 60uL/mL and for those isolated from sheep carcass and cheese the MIC
was 15uL/mL and 30pL/mL, respectively. Consequently, the MBC was higher for isolates from
cow’s (240uL/mL) and sheep’s milk (120uL/mL) when compared with other food sources. These
results suggest that the essential oil of Lippia origanoides has antimicrobial activity against
staphylococcus sp. isolated from food.

Keywords: sensitivity, antibiotics, Lippia origanoides.

INTRODUGAO

As plantas medicinais, os acidos organicos
e Oleos das especiarias possuem agao inibitoria
e antisséptica comprovada e revelaram nova
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perspectiva para seu emprego. Na industria de
alimentos sdo usados como conservantes podendo
ainda eliminar células viaveis em superficies de
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bancadas, equipamentos, utensilios e alimentos
sélidos, como a carne (Pereira et al., 2008).

O alecrim-pimenta (Lippia origanoides)
também conhecido como alecrim-do-nordeste e
estrepa-cavalo, € um arbusto medicinal pertencente
a familia Verbenaceae nativa do semiarido
nordestino e do norte de Minas Gerais, possui
altura média de 3m, folhas simples com pelos
esbranqui¢cados na face inferior e flores brancas
(MARTINS et al., 2002). As folhas apresentam 4%
de 6leo essencial (COSTA, 2006), cuja composigao
tem cerca de 60% de timol ou uma mistura de timol
e carvacrol, ambos agentes antimicrobianos, além
de outros componentes quimicos como flavonoides
e quinonas (LORENZI; MATOS, 2002).

A planta possui elevado valor terapéutico
devido a atividade antimicrobiana comprovada.
E muito utilizada na medicina popular brasileira
como agente anti-infeccioso, principalmente para
infecgbes da garganta, gastroentéricas, da pele e
couro cabeludo (Costa et al., 2001), além de ser
usado como analgésico, sedativo e expectorante
(COSTA, 2006; MARTINS et al., 2002).

Entre as plantas com potencial de uso,
o alecrim-pimenta (Lippia origanoides) esta na
Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS) publicada em janeiro
de 2009 pelo Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (Brasil, 2009).

A atividade antimicrobiana do d6leo
essencial e de extratos de Lippia origanoides
contra varios fungos, bactérias e outros
microrganismos ja foi comprovada por diversos
autores (Silva et al, 2010; Cavalcanti et al, 2010;
Reis et al, 2011; Fernandes et al, 2012, entre
outros). Entre os microrganismos mais testados
estdo: Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, E. coli, Streptococcus mutans, Candida
albicans. Atividades acaricidas foram relatadas
por Cavalcanti et al (2010) e atividade moluscicida
e larvicida contra Biomphalaria glabrata e Aedes
aegypti também é relatado em Matos e Oliveira
(1998).

A intoxicagao estafilocécica é a causa
mais freqliente de surtos de doengas microbianas
transmitidas por alimentos, em muitos paises.
Surtos e de intoxicagdo atribuidos ao consumo
de produtos lacteos, principalmente queijos, tém
casos esporadicos sido relatados em varios paises
(Carmo et al., 2002).

No presente trabalho, objetivou-se avaliar
o efeito antibacteriano do 6leo essencial de
Lippia origanoides frente a Staphylococcus sp.
isolados de alimentos de origem animal, visando
perspectivas de uso como sanitizante na industria
de alimentos.

MATERIAL E METODOS

A planta foi coletada em area de reserva
do Instituto de Ciéncias Agrarias da UFMG em
Montes Claros, MG (coordenadas 16°40°51,5”S e
43°50°32,1"W, altitude de 640m) e possui exsicata
no Herbario PAMG da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais sob registro 56526.
O ¢6leo essencial de alecrim-pimenta (Lippia
origanoides) foi obtido a partir das folhas da planta,
por meio da técnica de destilagdo por arraste de
vapor em destilador piloto (Linax®, modelo D20).
Apos trés horas de extragdo, o 6leo foi separado
do hidrolato por particao liquido-liquido, retirado
com micropipeta e acondicionado em frascos ambar
estéreis e mantidos sob refrigeracao.

A separacéo e a quantificagdo (método
de normalizagédo de area) das substancias
foram realizadas por cromatografia gasosa em
cromatoéfago com detector de ionizagdo de chama
(CG-DIC, Shimadzu, GC-2010), coluna capilar DB-5
(J&W Scientific; 30,0 m x 0,25 mm x 0,25 um);
A identificagdo das substancias foi realizada em
cromatografo a gas acoplado a espectrobmetro de
massas (CG-EM, Shimadzu, QP-5000), operando
por impacto de elétrons (70eV), coluna OV-5 (Ohio
Valley Specialty Chemical, Inc.; 30,0m x 0,25mm x
0,25um). Aidentificagdo dos compostos foi realizada
por meio da comparagdo dos seus espectros de
massas com o banco de dados do sistema CG-
EM (Nist. 62 lib.) e o indice de retengéo de Kovats
(Adams, 2007). Para a obtengcdo dos indices
de retencao das substancias (IR) empregou-se
uma mistura padrdao de hidrocarbonetos (C,-C,,),
injetados nas mesmas condigdes operacionais das
amostras, aplicando-se a equacgao de Van Den Dool;
Kratz (1963).

Foram obtidas 16 linhagens de
Staphylococcus sp. isoladas de leite bovino, leite
de ovinos, carcaca de ovinos e queijo “minas
frescal”, sendo duas Staphylococcus sp. de teste
coagulase positiva e duas Staphylococcus sp.
de teste coagulase negativa de cada alimento,
todas adquiridas por meio de pesquisas anteriores
realizadas no laboratério de microbiologia aplicada
do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Minas Gerais.

Para o teste de sensibilidade antimicrobiana,
utilizou-se a técnica de difusdo em disco descrita
por Bauer et al. (1966), utilizando os antibiéticos:
neomicina 10ug, eritromicina 15ug, clindamicina
02ug, penicilina 10U, sulfazotrim 25ug, tetraciclina
30ug, vancomicina 30ug, gentamicina 10ug,
norfloxacina 10 ug e ciprofloxacina 05ug, todos da
marca Laborclin®. Os resultados foram interpretados
de acordo com recomendagbes do fabrincante
Diante dos resultados, determinou-se o indice de
Resisténcia Multipla a Antimicrobianos (IRMA),
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descrito por Krumperman (1983).

Para a avaliagdo da sensibilidade das
bactérias ao 6leo essencial de alecrim-pimenta
fez-se o teste de 06 concentragdes distintas. A
concentracdo maxima de dleo testada foi 120 pL/mL,
obtida segundo metodologia proposta por Oliveira
et al. (2006), na qual sao utilizados 600 uL do dleo,
40 pL de Tween 80 e o volume completado para 5
mL com agua destilada estéril. A primeira solugao
foi agitada por 5 minutos com o auxilio do vortex.
Em seguida, pelo método de dilui¢do seriada foram
obtidas as concentragdes de 60uL/mL, 30uL/mL,
15ul/mL, 7,5uL/mL, 3,75uL/mL. O teste foi realizado
pela técnica de disco-difusdo. Foram utilizados
discos de papel de filtro Whatman nimero um, 6mm
de diametro, estéreis saturados com 10uL do dleo
nas concentragdes citadas anteriormente. O indculo
foi preparado e padronizado para 0,5 da escala de
Mac-Farland, correspondendo a 10¢ UFC/mL, em
meio agar Mueller Hilton, espalhados com o auxilio
de swabs estéreis. Foi feita a leitura dos halos em
milimetros apés 24 horas de incubagdo a 37°C
usando régua milimetrada.

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi
determinada por meio do método de Macrodiluigao
(tubo) em caldo (NCCLS, 2003). As concentragdes
do 6leo foram preparadas usando o caldo infuso
cérebro coragao (caldo BHI) conforme metodologia
descrita anteriormente, substituindo a agua estéril
pelo caldo BHI. 12,5uL do in6culo padronizado
para 0,5 na escala McFarland foi adicionado a cada
tubo e os mesmos foram incubados a 37°C por 24
horas. Apods este periodo foi determinada a CIM de

120%
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acordo com a turvagao do meio. As amostras foram
comparadas com os controles positivo (inoculagéo
bacteriana sem adigao do 6leo) e controle negativo
(diluicdo do 6leo sem a presenga do microrganismo).
Para determinagdo da concentragao
bactericida minima (CBM) foi realizado o
plaqueamento da amostra em meio Triple Soy Agar
(TSA), por meio de alga bacteriolédgica, de todas as
diluicdes do 6leo em que nado houve crescimento
para a CIM. As placas foram incubadas a 37°C
por 24 horas e fez-se a contagem das col6nias.
Para as amostras onde houve crescimento até na
concentragao de 120uL/mL, foi repetido o teste na
concentracao de 240uL/mL (NCCLS, 2003).

Os resultados do teste de sensibilidade
foram expressos como média dos valores + desvio
padrao analisados pelo Prisma (GraphPad Software,
San Diego, CA). Significancia estatistica foi testada
usando Student’s teste ou ANOVA seguido por teste
Bonferroni, valor de p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das cepas de Staphylococcus sp. coagulase
positiva estudadas, 75% apresentaram sensibilidade
agentamicina e 100% das mesmas foram sensiveis a
ciprofloxacina, eritromicina, oxacilina e norfloxacina.
O IRMA variou de 0,2 a 0,6 e 75% dos isolados
em geral apresentaram resisténcia a no minimo
trés bases antibidticas, conforme apresentado na
Figura 1.

Segundo Oliveira (2011), teste de
susceptibilidade aplicado a cepas de Staphylococcus

100% w—w w w
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60%

40%

20%
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FIGURA 1. Perfil da sensibilidade e resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus sp. coagulase positiva (A) e
coagulase negativa (B) isoladas de alimentos de origem animal dado em percentagem.
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sp. coagulase positiva apontaram a gentamicina
como o antibiético mais eficaz, com 100% de
sensibilidade, seguida pela ciprofloxacina com
88,8%. O IRMA para as cepas de Staphylococcus
sp. coagulase positiva, variou de 0,42 a 0,71 € 67%
dos isolados mostraram-se resistentes a no minimo
trés antibidticos.

Em relagédo a penicilina, 100% dos
Staphylococcus sp. coagulase negativa e 75%
dos Staphylococcus sp. coagulase positiva
apresentaram resisténcias. No geral, 100% das
cepas foram sensiveis a oxacilina e eritromicina.
Resultados semelhantes foram encontrados por
Tavares (2000), que cita uma resisténcia superior a
70% de Staphylococcus sp. a classe das penicilinas.
Entretanto, cita sensibilidade a oxacilina (acima de
80%) para Staphylococcus aureus isolados em meio
extra-hospitalar no Brasil.

Os resultados da cromatografia gasosa do
6leo essencial de Lippia origanoides sao descritos
na Figura 2. O Timol foi o principal agente bacteriano
presente no 6leo extraido das folhas de Lippia
origanoides (48,70%), reconhecido antimicrobiano
por Burt (2004). Porém, verificou-se também a
presenga, em pequena quantidade do carvacrol
(1,14%), cuja atividade antimicrobiana € citada
por Cimanga et al. (2002). Estudos realizados por
Aquino (2011) com plantas da mesma espécie e
coletadas na mesma regiao apontam o Timol como
composto majoritario (30,24%) no 6leo essencial de
Lippia origanoides.

A diferenga na composicdo dos oleos
essenciais de uma mesma espécie é associada
a uma variedade de fatores. Segundo Morais
(2009), caracteres genéticos, idade e alguns
fatores climaticos e ambientais, podem acarretar
alteracgdes significativas na produgao dos metabdlitos

secundarios pelas plantas. Dependendo do
ambiente onde a planta se encontra, os estimulos
podem redirecionar a rota metabdlica, ocasionando
a biossintese de diferentes compostos, alterando o
teor e a composicao quimica dos 6leos essenciais.

No teste de sensibilidade das amostras
ao 6leo do alecrim pimenta pela técnica de difuséo
em discos, os isolados de leite bovino foram menos
sensiveis, visto que, apresentaram halos de inibigdo
de 8 a 10mm apenas nas concentragdes de 120 e
60uL/mL; Enquanto que nos isolados de carne ovina
os halos foram de 8 a 12mm nas concentragdes de
120, 60, 30, e 15uL/mL.

Oliveira et al. (2006) avaliaram a atividade
do 6leo essencial da Lippia origanoides na inibicao
do crescimento de cepas de Staphylococcus aureus
observando halos de inibigdo do crescimento
bacteriano entre 15-21 mm.

A agéo antimicrobiana do extrato de alecrim
pimenta foi testada por Silva (2010) frente a isolados
bioldégicos de Staphylococcus aureus e todos os
isolados ensaiados foram sensiveis ao extrato da
Lippia origanoides. A CIM observada pela formagéo
dos halos de inibigdo ocorreu até a diluigdo de 1:16
variando de 9 a 27 mm de didmetro.

A comparacao do perfil de sensibilidade
entre as cepas de Staphylococcus sp. coagulase
positiva e Staphylococcus sp. coagulase negativa
€ apresentada na Figura 3.

As cepas de Staphylococcus sp. isoladas
de leite bovino apresentaram maior resisténcia
ao o6leo essencial, em contrapartida, as cepas
isoladas de carcaga de ovinos apresentaram maior
sensibilidade. Quando comparadas as bactérias
nas diferentes fontes de isolamento, verificou-se
que os Sthaphylococcus sp. coagulase negativa
apresentaram diferenca no perfil de sensibilidade

FIGURA 2. Cromatograma do 6leo essencial de Lippia origanoides analisado por cromatografia gasosa com
detector de massa. Os compostos detectados foram os seguintes: 1- alfa-pineno, 2- canfeno, 3- borneol, 4-
nao identificado, 5- acetato de borneol, 6- carvacrol, 7- timol, 8- trans-cariofileno, 9- beta-selineno, 10- éxido

de cariofileno
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FIGURA 3. Analise das médias dos halos de inibicdo das cepas de Staphylococcus sp. A) coagulase positiva e
B) coagulase negativa isoladas do leite ovino, carcaca de ovino, queijo minas e leite bovino frente a diferentes

concentragdes de Oleo de alecrim-pimenta.

em concentragées acima 15uL/mL, enquanto
que os Staphylococcus sp. coagulase positiva
apresentaram diferenca no perfil de sensibilidade
apenas em concentragdes acima de 30uL/mL,
mostrando-se mais resistentes ao 6leo essencial.

Segundo Burt (2004), o mecanismo de agéo
dos d6leos essenciais ainda nao foi estudado com
detalhes, mas os 6leos esseciais que apresentam
maior atividade sobre patdgenos alimentares tém
sido aqueles que possuem altas quantidades
de compostos como timol, eugenol e carvacrol.
Acredita-se que estes compostos poderiam causar
distor¢des na estrutura fisica da célula devido ao seu
efeito contra a membrana plasmatica modificando a
sua permeabilidade.

Aatividade antimicrobiana ja n&o é atribuida
apenas ao composto majoritario. A sinergia entre
0s compostos dos 6leos essenciais na atividade
antimicrobiana é citada por Maciel et al. (2002)
e Bakkali et al. (2008). Segundo eles, isso pode
acontecer devido ao fato de o 6leo essencial ser
uma mistura de compostos muito complexa.

A concentracao inibitéria minima (CIM) foi
maior para os Staphylococcus sp. isolados de leite
bovino e leite ovino (60uL/mL). Enquanto que para

os isolados de carcaga de ovinos e queijo artesanal,
a CIM foi de 15uL/mL e 30uL/mL respectivamente.
A maior resisténcia das bactérias isoladas de leites
pode estar relacionada ao uso indiscriminado
de antibidticos no tratamento de doencas como
mastite. Para Masurani & Tavares (2007), o uso
abusivo e indiscriminado de antimicrobianos tem
proporcionado o surgimento de resisténcia dos
microrganismos aos farmacos de uso corrente.

A concentracao bactericida minima (CBM)
foi consequientemente maior para os Staphylococcus
sp. isolados de leite bovino e ovino, que foi de 240puL/
mL e 120uL/mL, respectivamente. Enquanto que,
para os Staphylococcus sp. isolados de queijo e
carne de ovinos a CBM foi de 60uL/mL e 15uL/mL,
respectivamente.

Castro et al.(2011), mostraram que o 6leo
essencial de Lippia origanoides teve alta atividade
antimicrobiana sobre as bactérias Staphylococcus
aureus e Escherichia coli isoladas de queijo
artesanal; A concentracao inibitéria minima (CIM)
encontrada foi de 13uL/mL para todas as bactérias
testadas e a concentragéo bactericida minima (CBM)
foi de 25uL/mL.

O uso de dleos essenciais como agentes
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antimicrobianos apresenta como principais
caracteristicas a sua origem natural, o que significa
mais seguranga para 0s usuarios e 0 meio ambiente;
e um baixo risco de aumento da resisténcia
microbiana a sua ag¢ao, visto que, os 6leos
essenciais sdo misturas de varios compostos que,
aparentemente apresentam agao antimicrobiana
diferentes, tornando mais dificil a adaptagao
microbiana (Daferera et al., 2003). O uso de plantas,
especiarias, 6leos essenciais e frutos com agao
antimicrobiana ainda é remota se comparada com o
uso de aditivos sintéticos por varias razdes: poucos
dados sobre o efeito na alimentagao humana, odor
marcante e alto custo (Tajkarimi et al., 2010).

CONCLUSAO

O dleo essencial de alecrim pimenta (Lippia
origanoides) apresenta atividade antimicrobiana
sobre Staphylococcus sp. isolados de alimentos.
Estudos futuros podem avaliar seu efeito bactericida
e uso como sanitizante no controle desse
microrganismo, além da toxicidade in vitro e in vivo.
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