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Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de condimentos frente a amostras de
Escherichia coli isoladas de aves e bovinos

Antimicrobial activity of spice essential oils against Escherichia coli strains isolated from
poultry and cattle

Deise Flores Santurio™ Mateus Matiuzzi da Costa" Grazieli Maboni'"' Carlos Pasqualin Cavalheiro'
Mariangela Facco de S&'"' Marcelo Dal Pozzo"' Sydney Hartz Alves'"' Leadir Lucy Martins Fries'

RESUMO

A discutida questdo da substitui¢do do uso de
antibacterianos em ragdes (promotores de crescimento) requer
urgentes alternativas. Face as necessidades de inibidores
microbianos nesses alimentos, os oleos essenciais (OES) se
constituem em alternativa, sob avaliagdo. Neste estudo, avaliou-
se a atividade antimicrobiana dos OES de Origanum vulgare
(orégano), Thymus vulgaris (tomilho), Cinnamomum
zeylanicum (canela), Lippia graveolens (orégano mexicano),
Zingiber officinale (gengibre), Salvia officinalis (sdlvia),
Rosmarinus officinalis (alecrim) e Ocimum basilicum
(manjericdo) frente a amostras de Escherichia coli isoladas de
fezes de aves (n=43) e de bovinos (n=36). A concentrag¢do
inibitoria minima (CIM) e a concentra¢do bactericida minima
(CBM) foram determinadas para cada isolado através da
técnica de microdilui¢do em caldo, a partir da maxima
concentra¢do de 6400ug mL' de cada OE testado. Observou-
se atividade antimicrobiana para os OES de orégano, orégano
mexicano, tomilho, canela. Para todas as amostras testadas,
independente de sua origem, os OES mais e menos efetivos
quanto a atividade antimicrobiana foram o orégano e a canela,
respectivamente. Esses resultados confirmaram o potencial
antibacteriano de alguns OES, os quais merecem novas
investigagoes abordando sua adi¢do na alimentag¢do de aves e
bovinos.

Palavras-chave: Escherichia coli, dleos essenciais, atividade
antimicrobiana.

ABSTRACT

The discussed issue about replacing the use of
antibiotics in animal feed (growth promoters) requires emerging

alternatives. To meet the needs of microbial inhibitors in these
foods, the essentials oils (EOS) constitute potential alternatives
under evaluation. In this study it was evaluated the antimicrobial
activities of EOs from Oreganum vulgare (oregano), Thymus
vulgaris (thyme), Lippia graveolens (Mexican oregano),
Cinnamomum zeylanicum (cinnamon), Zingiber officinale
(ginger), Salvia officinalis (sage), Rosmarinus officinalis
(rosemary) and Ocimum basilicum (basil) against Escherichia
coli strains isolated from poultry (n=43) and cattle faeces (n=36).
The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) were determined for each
isolate by using the broth microdilution technique, from the
maximum concentration of 6400ug mL"' of each OE tested.
Antimicrobial activity was observed on the essential oils of
oregano, mexican oregano, thymus and cinnamon. For all
strains tested, regardless of their origin, the OES more and less
effective as antimicrobial activity were oregano and cinnamon,
respectively. These results confirm the antimicrobial potential
of some EOs, which deserve further research, addressing the
addition of essential oils in poultry and cattle feeding.

Key words: Escherichia coli, essential oils, antimicrobial
activity.

INTRODUCAO

Escherichia coli ¢ a espécie predominante
entre as bactérias intestinais anaerobicas facultativas
e ndo esporuladas, pertencendo a familia
Enterobacteriaceae, sendo um bacilo Gram-negativo
fermentador da glicose e lactose com producao de acido
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e gas, dentre alguns atributos tuteis na sua identificagcdo
(ITOetal.,2007).

Alimentos de origem animal submetidos a
algum processo, como € o caso da carne moida, t€ém
sido identificados como importante veiculo de
transmissdo de E. coli do sorotipo O157:H7 ¢ outras
STEC (E. coli produtora de toxina Shiga), isoladas de
toxinfecgdes alimentares no homem (GRIFFIN &
TAUXE, 1991). Os bovinos tém sido considerados um
importante reservatorio de E. coli, produtoras da toxina
Shiga (SARIDAKIS etal., 1997).

Entre os patogenos bacterianos causadores
de infeccdo em aves, Escherichia coli destaca-se como
um dos principais agentes responsaveis por perdas
econdmicas na indistria avicola. As E. coli patogénicas
para aves (APEC) representam um conjunto de isolados
capazes de determinar doengas extra-intestinais como
acrossaculite, pericardite e septicemia (ITO etal., 2007),
geralmente denominadas como colibacilose.

A colibacilose pode ser controlada por
medidas profildticas e uso de antibacterianos
(McMULLIN, 2004). No entanto, a adicdo de
antibacterianos em doses subclinicas (promotores de
crescimento) tem gerado preocupacdes como a
emergéncia de bactérias resistentes bem como a
indesejada presenca de seus residuos em derivados
carneos, leite ¢ ovos (WHO, 2003). Nesse contexto,
alternativas substitutivas aos antibacterianos sdo
urgentemente requeridas tais como o uso de o6leos
essenciais ¢/ou extratos herbais (BRUGALLI, 2003).

Os Oleos Essenciais (OES), derivados de
plantas utilizadas como condimentos, representam
complexas misturas de substdncias naturais,
tradicionalmente utilizadas para acentuar gosto ou
aroma de alguns alimentos. Constituem-se de
substancias, cujos componentes incluem
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, aldeidos,
cetonas, fenois, ésteres, acidos organicos fixos, em
diferentes concentragdes, em que um composto
farmacologicamente ativo ¢ majoritario (SIMOES &
SPITZER, 2000). A maior parte da atividade
antimicrobiana de OES parece estar associada aos
compostos fendlicos (SIMOES & SPITZER, 2000). O
efeito antimicrobiano estd relacionado, principalmente,
a alteracdo da permeabilidade e integridade da
membrana celular bacteriana (LAMBERT etal., 2001).

Este estudo teve como objetivos: a) avaliar
a atividade antibacteriana in vitro dos dleos essenciais
de condimentos Cinnamomum zeylanicum (canela),
Lippia graveolens (orégano mexicano), Ocimum
basilicum (manjericdo), Origanum vulgare (orégano),
Rosmarinus officinalis (alecrim), Salvia officinalis
(salvia), Thymus vulgaris (tomilho) e Zingiber
officinale (gengibre) sobre amostras de E. coli. isoladas

de aves e bovinos; b) comparar a atividade dos OES
sobre isolados com perfis de susceptibilidade e de
resisténcia a antibacterianos diversos.

MATERIAL E METODOS

Microrganismos

Foram estudadas 79 amostras de
Escherichia coli, sendo 43 isoladas de fezes de aves e
36 de fezes de bovinos, provenientes do Laboratdrio
de Pesquisas Micologicas da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM). Todas as amostras foram isoladas
de animais sadios.

Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

Os testes de suscetibilidade aos
antimicrobianos foram realizados pelo método de
difusdo em agar (CLSI M31-A3; 2008) utilizando-se:
ampicilina (10pg), sulfametoxazol+trimetoprim (25pg),
ceftriaxona (30pg), ciprofloxacina (5ug), gentamicina
(10ug), estreptomicina (10pg), acido nalidixico (30ug),
ceftiofur (30pg), amoxicilina (10pg), amoxicilina+acido
clavulanico (30pg), imipenem (10pg), doxiciclina (30pg),
obtidos comercialmente (DME; Aragatuba, Sao Paulo,
Brasil).

Oleos essenciais

Foram utilizados os 6leos essenciais de
canela, orégano mexicano, manjericdo, orégano, alecrim,
salvia, tomilho e gengibre, obtidos comercialmente, em
frasco ambar, lacrados, com volumes de S5ml ( Essential
7.com; Roewell, New Mexico, USA).

Determinagao das concentragdes inibitorias minimas
Apds pesagem de 1g, cada 6leo essencial
foi diluido com metanol até atingir a concentragdo de
640mg ml! (solugdo I). A seguir, foi diluido na
proporgao de 1:100 em Caldo Muller-Hinton, obtendo-
se a concentragdo de 6400ug ml' (solugdo II). Com
base no documento M31-A3 do CLSI (2008), volumes
de 100p1 de caldo Muller-Hinton eram distribuidos nos
pogos de uma placa de microtitulagdo. Em seguida,
100u1 da solug@o II eram acrescidos ao primeiro pogo e,
apos homogeneizacao, transferia-se para o segundo e
assim sucessivamente, obtendo-se concentragdes
finais de 3200, 1600, 800, 400, 200, 100ug ml'. As
colonias de E. coli foram desenvolvidas no agar
Muller-Hinton, suspensas em solugdo salina 0,085%
obtendo-se uma turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da
Escala Mac Farland (1x108UFC ml ™). Desta suspenséo,
inoculava-se 10pl (1x10°UFC ml!) em cada pogo ja
contendo os 6leos essenciais. As microplacas eram
incubadas durante 24h/35°C, em condigdes de
aerobiose. A CIM consistiu na menor concentragao do
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oleo essencial capaz de causar inibigdo total do
crescimento bacteriano. Esses ensaios foram realizados
em triplicata.

Determinago das concentragdes bactericidas minimas

Definidas como as menores concentragdes
dos 6leos essenciais capazes de causar a morte do
indculo, foram determinadas a partir dos pogos onde,
apos 24h de incubagdo ndo havia crescimento
bacteriano visiveis. Destes transferia-se uma aliquota
de 10ul para a superficie do 4gar Muller-Hinton. Apds
24h de incubacdo a 35°C, registrava-se a menor
concentragdo dos oleos essenciais, nos quais nao se
evidenciava crescimento bacteriano. Esses ensaios
foram também realizados em triplicatas.

Andlise estatistica

O teste ndo paramétrico 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 6leo essencial.

RESULTADQOS

Os isolados incluidos neste estudo
evidenciaram variagdes na suscetibilidade frente aos
diferentes 6leos essenciais (OES). As médias
geométricas para as Concentragoes Inibitorias Minimas
(CIMs) e Concentragdes Bactericidas Minimas (CBMs),
frente a E. coli isoladas de bovinos foram: Origanum
vulgare [CIM=831,4pg ml' ¢ CBM=915,4ug ml'],

Lippia graveolens [CIM=1131,4pg ml!' e
CBM=1345 4ug ml'], Thymus vulgaris [CIM=2095,1ug
ml' e CBM=2262,7ug ml'], Cinnamomun zeylanicum
[CIM=4354,5pg ml"' e CBM=5486,4ug ml''] e frente a E.
coli isolados de aves foram Origanum vulgare
[CIM=750,1pug ml' ¢ CBM=895,5ug ml'], Lippia
graveolens [CIM=1508,7ug ml"' e CBM=2173 4ugml],
Thymus vulgaris [CIM=1941,5ug ml"' e CBM=2005,1 g
ml'] Cinnamomun zeylanicum [CIM=3098,5ug ml' ¢
CBM=4075,3ug ml']. No presente estudo, os OES de
gengibre, manjericao, alecrim e salvia ndo evidenciaram
atividade antibacteriana frente aos microrganismos
avaliados. A média geométrica das CIMs indicou que
o OE de orégano foi o mais ativo para os isolados de
aves do que de bovinos (P<0,0001). Os OE de orégano
mexicano ¢ tomilho foram igualmente ativos para os
isolados de aves, enquanto, para os isolados de
bovinos, o OF de orégano mexicano foi mais ativo que
0 OE de tomilho (P<0,0001). O OE de canela foi menos
ativo (P<0,0001) que os OES de orégano, orégano
mexicano e tomilho para os respectivos isolados
(Tabelal).

Com base na resisténcia aos
antimicrobianos, as amostras isoladas de aves foram
distribuidas em 16 subgrupos e as de bovinos em 11
subgrupos (Tabela 2). A seguir, avaliou-se a
suscetibilidade de cada subgrupo frente aos OES e
ndo foram detectadas diferengas significativas nas
suscetibilidades desses subgrupos.

DISCUSSAO

Desde 2006, a Unido Européia, importante
cliente do mercado brasileiro de carne, baniu o uso de

Tabela 1 - Atividade antimicrobiana (ug ml™") dos oleos essenciais de Origanum vulgare, Lippia graveolens, Thymus vulgaris e
Cinnamomum zeylanicum frente a E. coli isoladas de aves e bovinos.

CIM CBM
OES Faixa CIMs, CIMs MG Faixa CBM;, CBM,, MG
° Ov 400-1600 800 1600 750,1¢ 400-1600 800 1600 895,5¢
% 5 Lg 800-3200 1600 3200 1508,7°  1600-3200 1600 3200 2173 ,4°
& Tv 1600-3200 1600 3200 1941,5°  1600-3200 1600 3200 2005,1°
u Cz 1600-6400 3200 3200 3098,5%  3200-6400 3200 6400 4075,3%
" Ov 400-1600 800 1600 831,47 400-1600 800 1600 915,47
zé Lg 800-1600 1600 3200 1131,4°  800-1600 1600 3200 1345,4¢
8_ z Tv 1600-3200 1600 3200 2095,1%  1600-3200 1600 3200 2262,7°
= Cz 3200-6400 3200 6400 43545 3200-6400 6400 3200 5486,4"

CIM =Concentracdo Inibitéria Minima; CBM = Concentragdo Bactericida Minima; CIMs, = Concentragdo Inibitoria Minima capaz de inibir
50% dos isolados; CIMy, = Concentragdo Inibitoria Minima capaz de inibir 90% dos isolados; CBMs, = Concentragdo Bactericida Minima
para 50% dos isolados; CBMy, = Concentragdo Bactericida Minima para 90% dos isolados; MG = Média Geométrica, em que letras iguais na
mesma coluna indicam atividade antimicrobiana similar; OES = Oleos Essenciais, Ov = Origanum vulgare, Lg = Lippia graveolens; Tv =
Thymus vulgaris; Cz = Cinnamomum zeylanicum. Nas comparagdes entre as CIMs ¢ CBMs, utilizou-se o teste de Mann - Whitney

(P<0,05)

CiénciaRural, v.41,n.6, jun, 2011.
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Tabela 2 - Relagdes entre o perfil de resisténcia de E. coli a antimicrobianos e a susceptibilidade a 6leos essenciais.

Subgrupo (n) Perfil de resisténcia
Ov Lg Tv Cz
1(16) ndo resistente 400-800 800-3200 1600-3200 3200
2(3) DOX 400-800 1600-3200 1600-3200 3200
3(4) AMO 400-1600 1600-3200 1600 1600-6400
4(1) EST 400 1600 1600 3200
5(3) DOX-EST 400-1600 1600-3200 1600-3200 1600-3200
6(5) EST-AMO 400-1600 1600-3200 1600-3200 3200
é 7(1) SUT-EST 1600 1600 1600 3200
3 8 (1) AMP-AMO 800 3200 1600 3200
S 9(1) DOX-AMOX 1600 3200 3200 3200
:j 10 (2) AMP-EST-AMO 800 800-3200 1600 3200
11(1) AMC-EST- AMO 800 1600 1600 3200
12 (1) DOX -EST-AMO 400 1600 3200 3200
13 (1) DOX-AMC-AMO 400 1600 3200 3200
14 (1) AMC-EST-GEN 1600 1600 1600 3200
15 (1) CTF-NAL-EST-AMO 1600 3200 3200 3200
16 (1) SUT-DOX-EST-GEN 800 1600 1600 3200
19 nao resistente 400-1600 800-1600 1600-6400 3200-6400
2 (14) AMO 400-1600 800-1600 1600-6400 3200-6400
3(1) DOX 800 1600 3200 3200
é 4(4) EST 800 800-1600 1600-3200 3200-6400
g 5(1) EST-AMO 800 800 1600 3200
§ 6(1) NAL-EST 1600 800 3200 3200
5 7(1) AMC-AMO 800 1600 1600 6400
E 8(2) NAL-AMO 400-800 1600 1600 3200-6400
9(3) AMC-EST-AMO 1600 800 1600 3200
10 (5) SUT-DOX-AMC-EST-AMO 800 800 1600 3200
11 (5) AMP-DOX-AMC-EST-AMO 1600 1600 3200 3200

AMP = ampicilina ; SUT = sulfametoxazol+trimetoprim; GEN = gentamicina; EST= estreptomicina; NAL = acido nalidixico ; AMO =
amoxicilina; AMC = amoxicilina + acido clavulanico; CTF = ceftiofur; DOX = doxiciclina; CIMs = Concentragdes Inibitorias Minimas; (n)
numero de isolados; Ov = Oreganum vulgare; Lg = Lippia graveolens;Tv = Thymus vulgaris.

promotores de crescimento (HUGHES et al., 2008). No
Brasil, hé crescente pressdo pelas mesmas restrigoes,
por isso alternativas substitutivas aos antimicrobianos
tradicionalmente utilizados estdo sob investigacdo
(BRUGALLI, 2003).

As propriedades antimicrobianas dos 6leos
essenciais de plantas aromaticas sdo reconhecidas
desde a Antiguidade (SIMOES & SPITZER, 2000).
Neste estudo, avaliou-se a atividade antibacteriana de
OES, obtidos de plantas condimentares sobre E. coli
patogénica para aves e bovinos. Os OES de orégano,
orégano mexicano, tomilho e canela evidenciaram
atividade antimicrobiana frente a E. coli com variado
perfil de susceptibilidade a antibacterianos.

A destacada atividade antimicrobiana do O.
vulgare frente a E. coli de varias origens confirmou

estudos anterioes. SMITH-PALMER et al. (1998) ¢
HOFERL et al. (2009) relataram importante atividade
antimicrobiana do OE de orégano frente a bactérias
Gram positivas e Gram negativas, incluindo E. coli.
BURT et al. (2003) observaram que os 6leos essenciais
de orégano e tomilho possuem significativa atividade
bacteriostatica e bactericida frente E. coli O157:H7,
isoladas de fezes de bovinos. Os compostos fenolicos
carvacrol e timol, enquanto fragdes majoritarias,
garantem tais atividades. Essa atividade também tem
sido relatada frente a fungos leveduriformes sensiveis
e resistentes aos antimicoticos (POZZATTI et al., 2010).

A Lippia graveolens (orégano mexicano ou
lipia) ¢ uma planta condimentar originaria do México. A
composicao de seu OE exibe significativos teores de
carvacrol (0,47-24,84%) e timol (0,22-60,6%) (SANCHEZ

CiénciaRural, v.41, n.6, jun, 2011.
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etal.,2010). Vérios estudos ja evidenciaram atividade
antimicrobiana (CIM=2000ug ml™') sobre E. coli ATCC
11229 (SANCHEZ et al., 2010); todavia, no presente
estudo, detectou-se melhor potencial antimicrobiano
MG das CIMs=1508,7ug ml! (E. coli de aves) e MG
das CIMs=1131,4pg ml' (E. coli de bovinos) que o
relatado por SANCHEZ et al. (2010).

Com base na composi¢io média quantitativa
das fragdes majoritarias carvacrol e timol nos OES de
orégano (carvacrol 66%; timol 1,0%) (HOFERL et al.,
2009) lipia (carvacrol 38%; timol 3.0%) (SANCHES et
al., 2010) e tomilho (carvacrol <4.1% e timol 43.4%)
(HOFERL etal., 2009). Os resultados encontrados neste
trabalho evidenciaram que a menor concentracdo de
carvacrol teve impacto decrescente na atividade
antimicrobiana, o que torna-se claro nos resultados
obtidos com o OE de tomilho.

No presente estudo, o OE de canela
mostrou-se menos ativo que o de orégano, lipia e
tomilho. SANTURIO et al. (2007), avaliando amostras
de Salmonella enterica isoladas de aves e POZZATTI
et al. (2010) estudando amostras de Candida spp.,
também constataram este perfil de ativade para o OE
de canela. JAYAWARDENA & SMITH (2010) avaliaram
a composi¢ao do OES de Cinnamomum zeylanicum
extraido de folhas no qual predominava o eugenol
(98%); ja, quando extraido da casca, era rico em
cinamaldeido (>80%). HOFERL et al. (2009) relataram
fraca atividade do OE de folhas da canela (eugenol =
74%) frente a E. coli. Em contrapartida, BASKARAN
et al. (2009) ressaltaram a fracdo cinamaldeido como
mais ativa do que carvacrol, eugenol e timol. Assim, a
atividade do OE de canela ¢ dependente da parte do
vegetal do qual é extraido, o que pode justificar as
discrepancias acima apontadas.

Frente aos OES de alecrim, salvia, manjericao
e gengibre, os resultados aqui apresentados ndo
evidenciaram atividade antimicrobiana. Todavia,
VIUDA-MARTOS et al. (2008) e DELAMARE et al.
(2007) relataram atividade antimicrobiana dos OES de
salvia e alecrim frente a Staphylococcus spp,
Enterobacter gergoviae, E. amnigenus, Lactobacillus
sakei, e L. curvatus. A disparidade entre os resultados
encontrados neste trabalho ¢ os relatados por esses
autores pode ser atribuida a composicdo dos OES ou
as técnicas empregadas. Neste estudo, foi utilizada a
técnica de microdiluicdo em caldo, com base no
documento M31- A3 do CLSI (2008) para determinag&o
das CIMs e CBMs. A inexisténcia de uma técnica
internacionalmente padronizada para avaliagdo de OES
¢ extratos vegetais permite que diferentes protocolos
sejam utilizados, o que compromete as comparagdes
deresultados VIUDA-MARTOS et al. (2008) e SMITH-
PALMER etal. (1998).

No presente estudo, a atividade dos OES
sobre os subgrupos de E. coli com diferentes perfis de
resisténcia foi independente do maior ou menor padrdo
de resisténcia aos antibacterianos, o que esta de acordo
com outros autores. Sl et al. (2008) relataram a atividade
do OE de orégano sobre E. coli ESBL (extended-
spectrum B-lactamase) resistentes a multiplos
antibacterianos; MAHBOUBI & BIDGOLI (2009)
relataram que o OE de Zataria multiflora (condimento
iraniano semelhante ao tomilho) composto por timol
(38%), carvacrol (15,3%) e p-cimene (10,2%) apresentou
atividade antimicrobiana similar frente a isolados de
Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA)
e sensiveis (MSSA). Frente a Candida, sensiveis e
resistentes ao fluconazol. POZZATTI et al. (2010)
relataram atividade antifungica dos OES
independentemente do perfil de resisténcia dos
microrganismos.

O grande nimero de isolados e a variada
procedéncia garantiram a heterogeneidade das amostras
de E. coli para melhor avaliar a atividade antimicrobiana
destes OES. A constatagdo de que a atividade dos OES
de orégano, orégano mexicano, tomilho e canela ¢é
independente da susceptibilidade aos antibacterianos
testados refor¢a a condigdo desses OES como
candidatos a substituir antibacterianos, usados na
alimenta¢do de aves e bovinos.

CONCLUSAO

Este estudo permitiu concluir que: a) os
oleos essenciais de orégano, orégano mexicano,
tomilho e canela apresentaram atividade bactericida
frente a E. coli isolados de aves e bovinos; b) o dleo
essencial de orégano apresentou atividade
antimicrobiana (CIMs e CBMs) superiores aos 6leos
essenciais de orégano mexicano, tomilho ¢ canela; c) a
susceptibilidade aos o6leos essenciais foi semelhante
entre subgrupos de isolados, independente da
resisténcia aos antimicrobianos testados.
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