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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do 6leo essencial do Lippia
sidoides (OELs), conhecido popularmente como “alecrim-pimenta”, e do extrato bruto seco do Stryphnodendron
adstringens (EBSSa), ou “barbatimio”, contra bactérias isoladas do leite total de rebanho, provenientes de
unidades agricolas familiares do norte de Minas Gerais. O EBSSa foi obtido a partir da casca do vegetal por
extracdo estatica em etanol 99,9% por oito dias. O OELs foi obtido por meio da hidrodestilagdo das folhas
frescas. As bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus isoladas de leite foram submetidas aos testes de
disco-difusdo e concentragdo bactericida minima (CBM), utilizando as concentragdes de 320, 160, 80, 40, 20 ¢
Oul/mL do OELs e 400, 200, 100, 50, 25 ¢ 0Omg/mL do EBSSa. Todas as bactérias se mostraram sensiveis aos
extratos vegetais, exceto Escherichia coli que nao foi inibida pelos dois testes quando foi utilizado o EBSSa.
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Abstract

Antimicrobial activity of rosemary-pepper essential oil and barbatimao dry crude extract against
bacteria isolated from milk. The aim of this study was to evaluate the in vitro antimicrobial activity of Lippia
sidoides essential oil (LsEO), popularly known as “rosemary-pepper”, and the Stryphnodendron adstringens
dry crude extract (SaDCE), or “barbatimao”, against bacteria isolated from total milk flock, from small farms
of northern Minas Gerais state. SaDCE was obtained from the peel of the vegetable through static distillation
in ethanol 99.9% during eight days. LsEO was obtained through hydro-distillation of its fresh leaves. The
bacteria Escherichia coli and Staphylococcus aureus isolated from milk underwent the test of disk-diffusion
and minimum bacterial concentration (MBC), using concentrations of 320, 160, 80, 40, 20 and Oul/mL of LsEO
and 400, 200, 100, 50, 25 and Omg/mL of SaDCE. All bacteria were sensitive to the vegetable extracts, except
the Escherichia coli which was not inhibited by any test when SaDCE was used.
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Introducao

Na cadeia produtiva de leite, a sanidade dos
animais e das instalagdes em que ¢ obtido, assume
grande importancia na qualidade final do produto.
Isso ocorre pelo fato do leite ser um substrato propicio
ao crescimento de microrganismos ambientais e
infecciosos que podem acometer os animais € tornar os
derivados impréprio ao consumo humano (GERMANO;
GERMANO, 1995; AMABILE, 1999). Dessa forma,
a eficiéncia dos antimicrobianos empregados tem
grande importancia no tratamento de animais além de
protocolos de sanitizagdo dessa atividade (MORAES
etal., 1997).

O uso de antimicrobianos sintéticos em demasia
levou a um aumento considerdvel da resisténcia dos
microrganismos a estes compostos (LOPES et al., 1990;
NORBBY; NORD, 2005). Diante da necessidade de
encontrar novas bases com atividade antimicrobiana
como forma de garantir a eficiéncia do tratamento a
bacterioses, nota-se um crescente interesse pelas plantas
medicinais como potencial fonte de agentes de novas
moléculas bioativas (COHEN, 1992; RIBEIRO et al.,
2005).

A bioatividade das plantas medicinais € inerente
a um grupo de compostos chamados metabolitos
secundarios. Estes, sdo sintetizados a partir de reacdes
catabolicas, anabdlicas e da biotransformacao a partir
dos aminoacidos, carboidratos e lipidios produzidos
pela planta. Entre os principais metabolitos secundarios,
esta o tanino, que se destaca pela sua variada atividade
biolégica (SANTOS; MELLO, 2000).

Muitas plantas taniferas sao conhecidas no Brasil,
no entanto, o Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville, conhecido popularmente como “barbatimao”, se
destaca pela quantidade de taninos na casca que confere
suas principais propriedades, entre elas sua significante
atividade antimicrobiana sobre Staphyloccocus aureus,
Pseudomonas sp., Escherichia coli (TOLEDO, 2002;
MACEDO; FERREIRA, 2004).

Outra planta nativa com potencial fonte de moléculas
bioativas ¢ a Lippia sidoides Cham. (verbenaceae) ou
“alecrim-pimenta”, encontrada desde o norte de Minas
Gerais até o nordeste brasileiro (MARTINS et al., 2000).
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O ¢6leo essencial extraido das folhas frescas dessa planta
possui o timol e o carvacrol, constituintes que conferem
a atividade antimicrobiana frente a Candisa albicans,
S. aureus, bactérias causadoras da carie dentaria, entre
outras (OLIVEIRA etal., 2006; BOTELHO etal., 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro do 6leo do alecrim-pimenta ¢ do
extrato bruto seco do barbatimdo em bactérias isoladas
do leite cru.

Material e Métodos

O material vegetal para a extrag@o do 6leo essencial
de Lippia sidoides (OELs) foi coletado no horto medicinal
na fazenda experimental do instituto de Ciéncias Agrarias
da UFMG em Montes Claros (MG). O OELs foi obtido
por meio da técnica de hidrodestilagao de folhas fresca
em aparelho de Clevenger (GUENTHER, 1972). Para
o preparo do extrato bruto seco de Strypnhodendron
adstringesn (EBSSa) foi utilizada a casca (periderme)
da planta de “barbatimdo”. O material foi submetido
a secagem em estufa de circulacao forcada a 45°C por
periodo de 48h, logo foi moido em moinho tipo Wiley
e submetido a extracdo por maceragdo estatica usando
etanol P.A. como solvente (1:2 de casca para etanol p/v
respectivamente), em um periodo de oito dias (ZELNIK
et al., 1977). O EBSSa foi obtido da separagdao do
solvente por evaporagdo em estufa de circulagio forcada
a 45°C até ressecar totalmente (ORLANDO, 2005).

A atividade antimicrobiana foi determinada pelo
método de difusdo em disco (NCCLS, 2002), adaptada
por Pinto et al. (2003), medindo os diametros dos halos
de inibigao formados (BARRY; THORNSBERRY,
1991). Os materiais vegetais em estudo foram diluidos
em concentracdes que variaram de 400 a 25mg/mL em
solucdo aquosa de dimetilsufoxido (DMSO) a 10%
e 320 a 20uL/mL em solugdo aquosa de Tween 80®
(propilenoglicol) a 10%, respectivamente para o EBSSa
e OELs (HOOD et al., 2003; KARAMAN et al., 2003).
Discos de papel filtro (Whatman nimero 1) medindo
6mm de diametro foram impregnados com as diluigdes
e colocados na superficie de placas de petri contendo
Agar Mueller Hinton previamente inoculado com uma
suspensao bacteriana com turvacgao equivalente ao tubo
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0,5 da escala de Mc Farland. As culturas foram incubadas
a 354£2°C por 18-24h (CARVALHO et al., 2002). Como
controle negativo usou-se disco impregnado com solucao
aquosa de DMSO a 10%, Tween 80® a 10% e, controle
positivo Vancomicina 30ug.

A concentra¢do bactericida minima do EBSSa e
OELs foi determinada pelo método de diluigdo seriada em
tubos (RIOS etal., 1988). Cada cepa utilizada foi inoculada
em caldo de BHI (Brain and Heart Infusion) e incubada a
35+2°C durante 18-24h. A partir deste inoculo, foi ajustada
aturvacdo em salina até o tubo 0,5 da escala de Mc Farland
e diluidas 1:10 em salina. Em seguida foram transferidos
100uL da suspensao padronizada para cada tubo de ensaio
contendo 2mL de solu¢do de DMSO ou Tween 80%, caldo
BHI e o antimicrobiano em teste, para que desta forma a
solug@o final contenha aproximadamente 5 x 10° ufc/mL
(NCCLS, 2003). Dilui¢des seriadas de base dois foram
realizadas a fim de encontrar concentragdes de 400 a
25mg/mL para o EBSSa e 320 a 20mg/mL para o OELs.
Apds incubagdo a 35+2°C por 24h, uma aliquota de cada
tubo foi transferida para placas de Petri contendo meio
solido Miieller-Hinton, sendo incubadas a 35+2°C por
24h para posterior verificagdo de presenga ou auséncia de
crescimento bacteriano (PIZSOLITTO; POZETTI, 1987).

Todos os testes foram feitos em triplicata, sendo
conduzidos, simultaneamente, testes controle com as
bactérias com o solvente DMSO a 10% para o EBSSa
e Tween 80 a 10% para OELs.

As bactérias avaliadas neste estudo foram
Echerichia coli, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
aureus ATCC 25923. As duas espécies ndo ATCC foram
isoladas do leite total de rebanhos (tanque) provenientes
de unidades agricolas familiares do norte de Minas
Gerais. As amostras de leite foram coletadas em frascos
descartaveis estéreis e transportadas em caixas térmicas
(£4°C) até o laboratorio, onde foram semeadas em Agar
Sangue (4gar base para agar sangue acrescido de 5% de
sangue de carneiro desfibrinado) e agar Mac Conkey
e incubadas por 72h em estufa a 35+£2°C. Os cocos
Gram- positivos agrupados em forma de cachos, com
morfologia indicativa de Staphylococcus sp., foram
identificados utilizando os testes de catalase, coagulase
conjugada em plasma de coelho (SILVA et al., 2001),
novobiocina, hidrélise da trealose, uréase, inoculacao

em agar Salt D-Manitol, B-glucuronidase, acetoina e
presenga de hemolise (BRITO; BRITO, 1999). Para
a identificagdo da Echerichia coli foi utilizado o meio
Rugai com lisina conforme as orienta¢des do fabricante
(RUGAIL; ARAUIJO, 1968).

As médias dos halos da atividade antimicrobiana no
teste de disco-difusdo foram analisadas pelo teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis pelo software SAEG 9.1.
A CBM foi expressa como sendo a menor concentragao
que ndo houve crescimento bacteriano em todas as
repeticoes (SOUZA et al., 2007).

Resultados e Discussao

O OELs mostrou ter efeito inibitdrio em todas as
espécies em teste (Tabela 1). No entanto, na concentragao
de 160uL/mL foi observado a presenga de halo de
inibicdo em todas as espécies de bactérias em estudo,
exceto para S. aureus, que foi inibida na concentracao
subsequente (320uL/mL).

TABELA 1: Halos de inibigao do crescimento (mm) do
oleo essencial de Lippia sidoides (OELs)
frente a bactérias isoladas de leite cru.

Concentracao (uL/mL)

Bactéria Van

kk

0,0 0,0 22,0 23,2 26,0 273

0* 20 40 80 160 320

Escherichia coli 0,0

Staphylococcus 5 (6 00 00 00 82 183
aureus
Staphylococeus 6 00 00 00 82 140 220
aureus

*controle negativo: solugdo de caldo BHI e Tween 80 (10%);
**controle positivo: Vancomicina 30ug; ***ATCC 25923.

No presente trabalho, utilizou-se uma bactéria da
espécie Staphylococcus aureus isolada do leite cru e
outra da mesma espécie padronizada ATCC, portanto,
obtidas em condig¢des diferentes. Diante dos resultados
dos halos de inibi¢ao do crescimento contidos na Tabela
1, evidenciam a diferenca da susceptibilidade das
bactérias ao OELs, uma vez que a cepa padronizada foi
inibida da concentracdo de 160uL/mL, enquanto que
a cepa isolada do leite foi inibida da concentragdo de
320pL/mL.
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O OELs tem como principais compostos
antimicrobianos o carvacrol e o timol (BOTELHO et
al., 2007), esse ultimo ja havia sido descrito por Myers
e Thienes (1925) como sendo a substancia de maior
atividade leveduricida em andlise de anti-sépticos,
devido a sua grande capacidade de reduzir o niimero
de células em menos de trinta segundos de contato. Em
trabalho utilizando o OELSs e seus principais constituintes
(timol e carvacrol), Botelho et al. (2007) concluiram que
houve inibi¢ao do crescimento das principais espécies
de patogenos orais do género Streptococcus spp., assim
como encontrado no presente trabalho, mostrando dessa
forma, o OELSs ter efeito inibitorio sobre microrganismos
originarios de fontes diferentes.

Percebe-se que no teste de inibicao pelo método
de disco-difusdo o EBSSa inibiu o crescimento de todas
as bactérias na concentra¢do de 200mg/mL (Tabela
2), exceto para Echerichia coli que ndo foi inibida em
quaisquer das concentragdes, mostrando insensibilidade

S. adstringens uma promissora fonte de antimicrobiano
contra esse agente infeccioso (LOPES et al., 1990;
BRITO; BRITO, 1999).

Audi et al. (2004) constataram que o extrato
acetonico do S. adstringens inibiu o crescimento de
S. aureus, porém, nao inibiu a E. coli, atestando a
insensibilidade desse microrganismo ao EBSSa que foi
reportado também por Lopes et al. (2003).

No teste de concentragdo bactericida minima o
OELs apresentou efeito bactericida em todas as bactérias
em estudo (Tabela 3), destacando a atividade do 6leo
sobre espécies do género Staphylococcus que ocorreu
na concentragdo de 20pL/mL.

TABELA 3: Concentragdo bactericida minima (CBM)
do oleo essencial de Lippia sidoides
(OELs) e do extrato bruto seco de
Stryphnondendron adstringesn (EBSSa)
frente a bactérias isoladas do leite cru.

ao EBSSa. Extrato
Bactéria
TABELA 2: Halos de inibigdo (mm) do extrato bruto CLElLs Ll Ll L
seco de Stryphnondendron adstringens — Escherichia coli 320 >400*
(EBSSa) frente a bactérias isoladas de Staphylococcus 20 400
leite cru. aureus
Staphylococcus 20 50
Concentracido (mg/mL) aureus **
Bactéria 0* 25 50 100 200 400 Van *: apresentou crescimento bacteriano em todas as concentragdes;
o **ATCC 25923.
Escherichia coli 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 24,6
Staphylococcus 0.0 84 10.6 126 13.0 160 20,0 Em expe.rlmento r.ez.lllzado por Fe1tos~a (2005), o
aureus OELs teve efeito bactericida na concentragao de 20mg/
St”phyl;’:’;cc”s 0,0 10,6 11,2 13,2 152 16,0 22,2  mL sobre S. aureus ¢ E. coli, confirmando a atividade
aureus

*controle negativo: solugdo de caldo BHI ¢ DMSO a 10%;
**controle positivo: Vancomicina 30pug; ***ATCC 25923.

O EBSSa inibiu o crescimento da S. aureus e S.
aureus ATCC na concentracdo de 25mg/mL, ou seja,
na menor concentracdo em estudo, evidenciando a
alta susceptibilidade desses microrganismo ao extrato
vegetal.

A inibicdo do crescimento dessa bactéria pelo
EBSSa ¢ um fato importante, principalmente, por
se tratar de um patégeno multiresistente a drogas
utilizadas no tratamento da mastite bovina e ser um dos
principais causadores dessa doenga, tornando assim o
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bactericida desse extrato vegetal.

O EBSSa teve atividade bactericida para todas as
bactérias na concentracdo de 400mg/mL, exceto a E.
coli, que cresceu em todas as concentragdes, mostrando
ser resistente. Portanto, a CBM dessa bactéria deve estar
acima de 400mg/mL (Tabela 3).

Souza et al. (2007) verificaram concentracgdes
bactericidas minimas do EBSSa de 50 ¢ 75mg/mL para S.
aureus, S. epidermitis e E. coli confirmando os resultados
encontrados no presente estudo exceto para com E. coli
que ndo teve CBM encontrada nas concentragcdes em
estudo. No entanto, o trabalho supracitado foi realizado
com bactérias de colecdes de culturas, evidenciando
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a diferenga da susceptibilidade dos microrganismos
1solados de fontes diferentes nas avaliagdes de atividade
antimicrobiana de novos compostos.

Os extratos vegetais mostraram-se potenciais
agentes antimicrobianos frente as principais bactérias
mesofilas encontradas no leite cru, no entanto, €
necessario que estudos complementares sejam realizados
para averiguar com mais seguran¢a ¢ de forma mais
ampla as atividades e aplicagdes desses extratos para o
uso animal e humano.

Conclui-se que os extratos vegetais possuem
atividade antimicrobiana frente a todas as bactérias
mesofilas isoladas de leite cru em estudo, exceto a E.
coli para todos os testes quando foi utilizado o extrato
de barbatimao.
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