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RESUMO

ALVARENGA, Ana Licia. Efeito antibacteriane in vifro de extratos vegetais
sobre bactérias patogénicas. 2004. 63p. Dissertagio (Mestrado em Ciéncia dos
Alimentos) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

As bactérias patogénicas, de grande importincia em saiude publica,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Shigella flexneri e Salmonella
choleraesuis podem estar veiculadas a alimentos, comprometendo seriamente a
sua qualidade e, dependendo da quantidade presente e da condi¢do de saide dos
pacientes, poderd leva-los 3 morte. Portanto torna-se necessério a utilizagio de
métodos seguros e eficientes no controle destas bacterioses. Assim, neste
trabalho utilizaram-se extratos aquosos e etandlicos de Rosmarinus officinalis
(alecrim), Cymbopogon citratus (capim limao), Zingiber officinallis (gengibre),
Mentha piperita (horteld), Origanum vulgare (orégano) e Salvia officinalis
(salvia) nas concentragbes de 10% e 20% sobre seis cepas das bactérias
patogénicas: Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Shigella flexneri,
Streptococcus mitis, Streptococcus mutans e Salmonella choleraesuis. Na
avaliagio da atividade antimicrobiana através do método de difusdo em Agar
Miiller Hinton, as cepas foram espalhadas na superficie do meio de cultura e
colocados cilindros de metal com 100 pL de cada um dos extratos. Como
controle negativo utilizou-se adgua destilada ou élcool a 70%; para o controle
positivo foram utilizados antibidticos especificos para cada cepa bacteriana. Os
resultados mostraram que o extrato etandlico de sdlvia a 20% foi o mais
eficiente no controle de Listeria monocytogenes. Todos os extratos etanolicos a
20% foram eficientes para o controle de Shigella flexneri. Para Streptococcus
mitis, o extrato etandlico de gengibre a 20% apresentou a maior atividade
antibacteriana.

Palavraschave: extrato etandlico, extrato aquoso, plantas condimentares
medicinais; atividade antimicrobiana.

! Comité orientador: Rosane Freitas Schwan - UFLA (Orientadora); Disney
Ribeiro Dias - UEMG (Co-orientador).



ABSTRACT

ALVARENGA, A. L. In vitro antibacterial effect of vegetable extracts on
pathogenic bacteria. 2004. 63p. Dissertation (Master in Food Science) -
Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.!

The pathogenic  bacteria, Staphylococcus  aureus, Listeria
monocytogenes, Shigella flexneri e Salmonella choleraesuis, that are of great
importance on public health, can be connected to food, and seriously implicating
on food’s quality and depending of the quantity and the patient’s health
condition, they can lead them to death. Thus, it is necessary the use of safe and
efficient methods to contro! these bacterial action. The aim of this study was
utilize waterish and ethanolic extracts of Rosmarinus officinalis (rosemary),
Cymbopogon citratus (lemon grass), Zingiber officinallis (ginger), Mentha
piperita (mint), Origanum vulgare (orégano) and Salvia officinalis (salvia) on
the concentrations of 10% and 20% over six pathogenic bacteria:
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Shigella flexneri, Streptococcus
mitis, Streptococcus mutans and Salmonella choleraesuis. On the evaluation of
the antimicrobian activity through diffusion method in Agar Miiller Hinton, the
strains were spread on the surface of growth solution and placed metal cylinders
with 100 uL of each of the extracts. For a negative control it was utilized
distilled specific antibiotics for each bacterial stem. The results indicated that the
salvia ethanolic extract at 20% was more efficient for controlling Shigella
JSlexneri. For Streptococcus mitis, the ginger ethanolic extract at 20% presented
the higher antibacterial activity.

Key words: ethanolic extract, waterish extract, medicinal aromatical plants,
antimicrobian activity.

! Guidance committee: Rosane Freitas Schwan - UFLA (Adviser); Disney
Ribeiro Dias - UEMG (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

Apesar da grande diversidade de antimicrobianos que agem sobre os
diversos microrganismos patogénicos, muitas pesquisas tém sido realizadas na
tentativa de se chegar ao antimicrobiano ideal, ou seja, aquele que apresenta
maior espectro de agio, menor toxicidade, menor custo e menor indicio de
resisténcia bacteriana. Estudos com patogenos veiculados pela ingestdo de
alimentos contaminados, como espécies de Staphylococcus, Listeria, Shigella,
Salmonella, entre outros, tém sido realizados. O controle das espécies de
Streptococcus, reconhecido como uma das principais bactérias responsaveis pela
carie dentaria, adquiridos pelo contato direto entre hospedeiros, de objetos
inanimados (chupetas e brinquedos), pela saliva (principal via de transmiss3o) e
a mae (mais importante fonte de infecgfo), tem sido realizado como uso de
antimicrobianos, como forma preventiva de inibir o crescimento destas espécies
de bactérias.

Embora apresentem vias de transmiss@o, sintomatologia e mecanismos
de infecgdo diferentes, as doengas causadas por microrganismos patogénicos ou
responsaveis pela carie podem ser consideradas grandes problemas de saide
publica.

Tem-se verificado cientificamente o uso popular de plantas para a
obtengdo dos mais variados efeitos medicamentosos, incluindo sua aplicagdo
como antimicrobianos (Pozetti et al., 1972). O uso de plantas medicinais, muitas
delas cultivadas em fundo do quintal, € pratica secular baseada no conhecimento
popular e transmitida verbalmete, na maior parte das situagdes. Numa populagio
com baixo acesso a medicamentos, como a brasileira, agregar garantias
cientificas a essa prética terapéutica traz variadas vantagens. Nesse sentido, a

investigacfio de materiais naturais como fontes de novos agentes antibacterianos



tem aumentado potencialmente nos ultimos vinte amos, quando diferentes

extratos de plantas medicinais, condimentares e aromaticas tém sido testados.
Assim, o objetivo deste trabalho foi o de avaliar o efeito de extratos de

diferentes plantas aromaticas ou medicinais sobre bactérias patogénicas de

importédncia em saiide piblica.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracdes gerais

Nas ultimas décadas, a utilizagdo de plantas medicinais como opgdo de
tratamento e cura tem aumentado em todas as classes sociais das mais diversas
regides do mundo. Sabe-se que 80% da populagdo do planeta ja fizeram uso de
algum tipo de planta, sendo 30% por indicagdo médica (Castro et al., 2000).

A Organizagio Mundial de Saide (OMS) recomenda o uso de
fitoterapicos como forma de reduzir os custos dos programas de saude publica,
provendo mais fécil acesso para a populagio mais pobre, em especial nos paises
em desenvolvimento e subdesenvolvidos (Matos, 1989).

No Brasil, a flora é extremamente rica, com cerca de 55 mil espécies
vegetais catalogadas, das quais 10 mil podem ser consideradas medicinais,
aromaticas e uteis (Rodrigues, 1998). Apesar da grande diversidade, nada se
sabe sobre a composi¢io quimica de 99,6% destas plantas. O Brasil ainda
importa 84% dos farmacos que € utilizado a custo muito elevado (Simdes et al.,
2001). E importante ressaltar que grande parte dos compostos secundarios ja
isolados de plantas medicinais, ainda estd para ser estudado quanto as suas
atividades biologicas (Stangarlin et al., 1999; Cowan, 1999; Simdes et al., 2001).

Os vegetais tém uma grande capacidade de sintetizar substincias que,
em muitos casos, sdo utilizadas como defesa contra microrganismos, insetos e
herbivoros (Dempsey et al., 1993), ou na geragdo de odores, cores e sabor, e que
servem de modelo para a sintese de inimeros farmacos. Entretanto, somente
15% a 17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal
(Simbes et al., 2001).

As plantas medicinais cientificamente aprovadas para serem utilizadas



pela populagcio nas suas necessidades basicas de saide tém sido avaliadas
quanto & sua eficiéncia terapéutica e toxicologia. Uma vez classificadas como
produtos naturais, € permitido, legalmente, que sejam comercializadas
livremente, além de poderem ser cultivadas por pessoas que disponham de
condigOes necessarias. Com isso, a automedicagio em casos mais simples, tem
reduzido a procura por médicos, o que vem facilitar e reduzir ainda mais o custo

do servigo de satide piiblica (Martins et al., 1995).

2.2 Principios ativos de plantas medicinais

Os produtos fitoquimicos podem ser divididos em dois grupos: os
metabolitos primarios ou macromoléculas, presentes em todos os seres vivos e
os secundarios ou micromoléculas. Os primeiros sio os lipideos, protideos e
glicidios. Destes, por meios de vias biossintéticas, derivam os metabdlitos
secundarios (Figura 1) (Cowan, 1999; Simdes et al., 2001; Habermehl, 1998;
Simbes et al., 2001), com estruturas complexas e atividade biologicas
importante, muitas vezes restritas somente a determinados grupos vegetais
(Habermehl, 1998; Simdbes et al., 2001). Apresentam diferengas qualitativas e
quantitativas entre as diferentes espécies e, apesar de produzidos em pequenas
quantidades, os seus efeitos terapéuticos, em contrapartida, sdo notaveis (Simdes
et al, 2001). Existem ainda os metabélitos terciarios, aqueles produzidos por
microrganismos que vivem em simbiose com o vegetal e que sio incorporados
pela planta, como, por exemplo, as toxinas produzidas pelo fungo Myrothecium
verrucaria, presentes nas raizes de Baccharis dracunculifolia, incidente no sul
do Brasil, Uruguai e norte da Argentina, responsaveis pelo envenenamento de
gado nestas regides (Habermehl, 1998).
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FIGURA 1 Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios (Simdes et al.,
2001).

A variedade e a complexidade de metabolitos biossintetizados pelas
plantas formaram-se e evoluiram, como mecanismo de defesa desses vegetais is
condigdes ambientais ricas em microrganismos, insetos, animais ¢ também as
condigbes de adaptagio e regulagio. No contexto da evolugio das plantas
terrestres, estima-se que cerca de 500.000 espécies ocupem todo o planeta.
Dessa forma, as plantas constituem um enorme laboratério de sintese organica,
fruto de milhGes de anos de evolugio e adaptagdo sobre a terra (Reinbothe et al.,
1990).

Geralmente, estas substincias ndio se encontram na planta em estado



puro, mas sob a forma de complexos, cujos diferentes componentes se
completam e reforgam na sua agdo sobre o organismo (Simdes et al., 2001).

‘ Conforme foi mostrado na Figura 1, existem varios principios ativos nas
plantas medicinais ¢ dentre eles as saponinas. As saponinas caracterizam-se, do
ponto de vista quimico, por um radical glicidico (glicose, galactose) ligado a um
radical aglicono. A sua propriedade fisica principal € reduzir fortemente a tensdo
superficial da agua. Além disso, as saponinas exibem a propriedade de
proporcionarem a hemolise dos glébulos vermethos (eritrocitos), isto &, libertam
a sua hemoglobina, o que explica o efeito toxico de algumas delas, tornando-as
improprias para consumo (Simdes et al., 2001).

Os principios amargos s3o substincias que apresentam gosto amargo,
excitam as células gustativas, estimulam o apetite ¢ aumentam a secregio dos
sucos gastricos. A farmacologia agrupa, sob o nome de principios amargos, as
substincias vegetais terpénicas susceptiveis de libertar azuleno, assim como
glicosideos de diversas estruturas bioquimicas (Simdes et al., 2001).

De acordo com Simées et al. (2001), as substincias amargas, freqiientes
nas drogas vegetais, podem estar associadas, na planta, a outras substancias
ativas. E neste grupo que se encontram-se, nomeadamente, os glicosideos
fenélicos ou os derivados do fenilpropano, como as cumarinas de perfume
caracteristico. Os mesmos autores colocam que um segundo grupo de
substincias aromadticas € constituido pelos produtos de condensagio das
moléculas de 4cido acético ativado (acetogeninas). E a este grupo que pertencem
as substéncias fenélicas denominadas flavonoéides.

Os taninos, substincias de composigio quimica varidvel, sdo
hidrossoliveis. O seu interesse medicinal reside essencialmente na sua natureza
adstringente: possuem a propriedade de coagular as albuminas das mucosas e
dos tecidos, criando assim uma camada de coagulagdo isoladora e protetora, cujo

efeito ¢ reduzir a irritabilidade ¢ a dor e deter os pequenos derrames de sangue



(Simdes et al., 2001).

Os oOleos essenciais sdo liquidos voldteis, refringentes, de odor
caracteristico. Estes 6leos sdo formados, em grande nimero de plantas, como
subprodutos do metabolismo secundario. Estes 6leos acumulam-se em certos
tecidos no scio das células ou de reservatérios de esséncia, sob a epiderme dos
pélos, das glandulas ou nos espagos intracelulares. Do ponto de vista quimico,
tratam-se de misturas extremamente complexas (Simdes et al., 2001).

Os oOleos essenciais compdem-se, sobretudo, de terpenos, produtos
volateis fregiientemente misturados com outras substancias, definiveis pelo
conjunto de propriedades, entre as quais se destacam: cheiro, sabor e elevada
concentragdo (Di Stasi, 1996). Desde a pré-historia, nossos antepassados
utilizavam essas substincias com finalidades diversas (Worwood, 1995). Essas
substincias se encontram nas plantas sob a forma de complexos, cujos
componentes se completam e reforgam a sua agéo sobre o organismo. Worwood
(1995) e Davis (1996) citam virias propriedades medicinais atribuidas aos 6leos
essenciais, sendo as principais: adstringente, analgésico, antidepressivo,
antipirético, antiviral, bactericida, bacteriostatico, béquico, citofilatico,
desodorante, estimulante, fungicida, fungistitico e imunoestimulante.

Os terpenos sd@o metabolitos secundarios derivados do acetato, cuja
estrutura basica € o isopreno, € que quando possuem elementos adicionais, como
o ‘oxigénio, sdo denominados terpendides (Simdes et al., 2001). Sdo ativos
contra bactérias, fungos e protozoarios, agindo possivelmente na desorganizagio
da estrutura da membrana. Alguns terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos) sao
constituintes de Oleos essenciais e os pigmentos (flavonoides, antocianinas e
betalainas) agem atraindo insetos, passaros, morcegos € ratos, responsaveis pela
polinizagdo (Habermehl, 1998; Cowan, 1999). Os gincolideos, terpenos presente
no Ginkgo biloba, por exemplo, sio responsaveis pela inibigio do fator de

ativag@o plaquetaria e os seus flavonéides pela atividade captadora de radicais



livres (Cowan, 1999; Simdes et al., 2001).

Os fendis sfo compostos derivados de um anel fendlico, sendo que
quanto maior for seu grau de hidroxilagio, maior sua toxicidade para
microrganismos (Simdes et al., 2001). Provavelmente, os compostos oxidados
inibem a atividade enzimatica por reagio de grupos sulfidrila ou por interagdes
ndo especificas com proteinas (Cowan, 1999; Habermehl, 1998).

Além dos fendis simples, as quinonas, que podem ser consideradas
derivadas por oxidagdo, de compostos aromaticos, sdo compostos que também
podem ser utilizados pelas plantas como antifingico. Talvez por estarem
relacionadas com reagGes redutoras, assim reagem com histidina, triptofano e
tirosina, induzindo reagdes de oxidagdo; flavonas e flavonéides produzidos em
resposta a infecgbes microbianas; flavondis e taninos responsdveis pela
preservagdo do fruto até o total desenvolvimento da semente e cumarinas ddo
sabor amargo (Cowan, 1999). As atividades antimutagénica e antitumoral do cha
preto (Camellia sinensis) sio atribuidas a compostos fenolicos presentes na
mesma, assim como o efeito antioxidante do mate (Habermehl, 1998; Cowan,
1999).

Os glicosideos, produtos do metabolismo secundario das plantas,
compbem-se em duas partes. Uma contém agiicar, por exemplo, a glicose, e é
geralmente inativa, embora favorega a solubilidade do glicosideo, a sua absorgdo
e mesmo O seu transporte para determinado o6rgio. O efeito terapéutico ¢
determinado pela segunda parte, a mais ativa, designada aglicono (Simdes et al.,
2001).

Os alcalides sdo compostos nitrogenados complexos, de natureza
basica, capaz de produzir geralmente poderosos efeitos fisiologicos. Sdo, na
maior parte dos casos, venenos vegetais muito ativos, dotados de ag#o especifica
(SimGes et al., 2001). A agfo antimicrobiana deste grupo, em especial contra

protozoarios, esta relacionada a sua capacidade de se intercalar ao DNA. Além



disso, esses compostos, nos vegetais, dio sabor amargo, porém, a sua
propriedade mais marcante ¢ a neurotoxicidade (Habermehl, 1998; Cowan,
1999).

pertencem ao grupo de moléculas positivamente carregadas e portadoras de
pontes disulfeto. Sua agdo estd, provavelmente, relacionada & formagido de
das proteinas microbianas aos receptores polissacarideos do hospedeiro. Essas
proteinas sdo codificadas pelos genes de resisténcia (genes R) (Hammond-Kosak
& Jones, 1997, Cowan, 1999).

As grandes moléculas de lecitinas apresentam forte atividade antiviral,
sendo seu provavel mecanismo de a¢io a inibigio da interagSo do virus com
componentes celulares do hospedeiro (Cowan, 1999).

Além dessas classes, outras substincias de origem vegetal mostram
atividade antimicrobiana, como poliaminas, isotiocianatos e tiosulfinatos,
fazendo esta ultima parte do grupo de substancias que contém enxofre, derivadas
de aminoacidos (Cowan, 1999). A aliina, substincia contida no alho, pela agdo
da alinase origina a alicina, que € responsavel pelas atividades biologicas (anti-
hipertensiva, hipocolesterolemiante, inibidora de agregacdo plaquetaria,
fibrinolitica, antidiabética) e odor caracteristico do alho (Simdes et al., 2001).
Este produto, cuja atividade antibacteriana foi relatada por Pasteur no século
XIX, tem sido muito utilizado como farmaco desde a Antigiiidade. Sua agdo ¢
creditada a reatividade da alicina e seus produtos de degradag@o frente a grupos
sulfridilas de proteinas (Cowan, 1999; Simdes et al., 2001).

Entretanto, Santos et al. (1999) citam que quando certos extratos
vegetais sdo analisados com o fim de se encontrar qual dos seus componentes é
responsavel pela sua atividade antimicrobiana, encontra-se ndo um, mas um

conjunto de compostos que somente sdo bioativos quando juntos. Os autores



citam como exemplo dessa mistura complexa o latex de Carica papaya, que é
constituido de papaina, carpaina e terpendides, ¢ apresenta atividade
bacteriostatica sobre Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae, Escherichia coli,
Salmonella typhi, Staphylococcus aureus e Proteus vulgaris € a propolis que
apresenta composi¢o quimica muito complexa, com a presenca de terpendides,
flavondides, acidos benzéicos e acidos fendlicos substituidos. Estima-se que a
propolis composta por cerca de 150 derivados, dos quais apenas dois tém origem
puramente animal (Santos et al., 1999).

A propolis, in vitro, apresenta atividade antiviral, antibacteriana e
antifingica. Entretanto, quando seus compostos sdo isolados, estes apresentam
atividade muito menor do que a do extrato, levando a crer que seus componentes

atuam sinergisticamente (Cowan, 1999).

2.3 Resisténcia bacteriana a antimicrobianos

Apesar das grandes descobertas relacionadas com o efeito de extratos de
plantas sobre microrganismos, um dos maiores problemas de satide piblica
enfrentados nas ultimas décadas foi o aumento da resisténcia a antimicrobianos
de populages bacterianas (Okeke et al., 1999). Atualmente, registra-se aumento
substancial na freqiiéncia do isolamento de bactérias que eram
reconhecidamente sensiveis as drogas usadas rotineiramente, mas que se
apresentam agora resistentes a todos ou quase todos farmacos disponiveis no
mercado, como ocorre com varias bactérias multirresistentes (Tabela 1) (Huycke
et al., 1998).

Muitas linhagens multirresistentes de Staphylococcus aureus, por
exemplo, reconhecido patégeno associado a infecg@io hospitalar ou adquirida na
comunidade, ji& sfo sensiveis apenas ao tratamento com vancomicina,

mostrando-se resistentes aos aminoglicosideos, B-lactdmicos, macrolideos,
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tetraciclinas, quinolonas e outros quimioterapicos (Chartone-Souza, 1993).

TABELA 1 Patégenos que apresentam aumento da freqiiéncia de isolamento de
linhagens resistentes.

, Pais
Patégeno Drogas (Ano)
Campylobacter' Fluoroquinolonas  Tailandia (1981-1995)
E. coli enterotoxigénica' Cotrimetoxazol Tailandia (1981-1995)
Enterococcus faecium4 Vancomicina 2329?1(918998)6 )
Isoniazida, as
Mycobacterium tuberculosis' e.strept_orpicina, ﬁ‘;zngzésl ?]8;;12?193; 4)
rifampicina
Sulfonamidas,
Neisseria gonorrhoeae’ penicilinas, Mundial (década de 90)
tetraciclina
Neisseria mem‘ngix'ia’is2 Penicilina Europa (desde 1995)
Salmonella (nio tifoide)’ Cotrimetoxazol Tailandia (1981-1995)
Ampicilina,
Salmonella typhi' cloranfenicol, Bangladesh (1989-1993)
cotrimetoxazol
Ampicilina, Bangladesh (1983-1990)
Shigella flexneri, tetraciclina, Brasil (1988-1993)
S. dysenteriae' sulfonamidas, Ruanda (1988-1993)
acido nalidixico Tailandia (1981-1995)
Penicilina, EUA (1960; 1980); Japsio
Staphylococcus aureus’ am1).|c.ll.1na, (1996)
meticilina (MRSA) EUA (1997)
vancomicina (VISA)
Penicilina, Australia e Nova Guiné
cefotaxime (década de 60)
Streptococcus pneumoniae® ) ’ Africa do Sul (1977)
ceftriaxome,
. Europa e EUA (desde
macrolideos 1991)
Cotrimetoxazol, Guiné-Bissau (1987-
Vibrio cholerae' ampicilina, acido 1995)
nalidixico india (1993-1995)
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TABELA 1 Continuacio ...

z

Patégeno Drogas ‘ (i::::)

Ampicilina, cloran-
fe-nicol,
estreptomicina,

Yersinia pestis’ espectinomicina, Madagascar (1997)
cana-micina,
tetraciclina,
sulfonamidas

T Okeke et al. (1999).

Recentemente, entretanto, foram isoladas linhagens mutantes com
sensibilidade reduzida a vancomicina (Domin, 1998). Esses dados antecipam os
gravissimos problemas que essas linhagens multirresistentes poderdo trazer, caso
ndo surjam novos antimicrobianos ou terapias alternativas para combate-los
(Labischinski et al., 1998).

A relevancia da resisténcia a drogas e a exploragio de recursos
fitoterapicos, sio demonstradas pelos incentivos dados por agéncias
internacionais, tal qual a OMS e nacionais, como o Ministério da Satde e pelo

Ministério da Educag@o (Moreira et al., 1997).

2.4 Propriedade antimicrobiana das plantas

O uso de componentes de plantas para propositos farmacéuticos tem
gradualmente aumentado no Brasil. Segundo Santos et al. (1995), a OMS tem
preconizado que as plantas medicinais sdo as melhores fontes para a obtengdo de
grande variedade de medicamentos.

Cerca de 80% da populagdo mundial utiliza a medicina tradicional com
compostos derivados de plantas medicinais € comumente 20% tem acesso aos

medicamentos quimicos. Entretanto, tais propriedades tém sido investigadas
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para o seu melhor entendimento quanto & seguranga e eficiéncia (Ellof, 1998).

Muitas plantas tém sido utilizadas pelas caracteristicas antimicrobianas,
que devem-se a compostos sintetizados no metabolismo secundario das mesmas.
Estes produtos sdo conhecidos por suas substincias ativas, por exemplo, os
compostos fenolicos, que sdo parte dos dleos essenciais (Jansen et al., 1987),
assim como os taninos (Saxena et al., 1994).

As propriedades antimicrobianas tém sido investigadas por grande
numero de pesquisadores do mundo todo, especialmente na América Latina. Na
Argentina, uma pesquisa testou 122 espécies de plantas usadas em tratamentos
terapéuticos (Anesini & Perez, 1993). Foi documentado que, entre os compostos
extraidos destas plantas, vinte inibiram o crescimento de Staphylococus aureus,
dez inibiram Escherichia coli e quatro inibiram Aspergillus niger. Foi também
relatado que o composto mais eficaz foi extraido de Tabebuia impetiginosa (ipé-
roxo).

Martinez et al. (1994) e Martinez et al. (1996) detectaram as
propriedades antimicrobianas obtidas de Parthenum argentatum, conhecida
popularmente como guaiule, contra Candida albicans, Torulopsis, Hansemula,
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa.

Muitos estudos tém sido conduzidos no Brasil. A atividade inibitoria de
Vatairea macrocarpa (angelim) sobre Klebsiella spp. e Staphylococcus aureus
foi observada por Matos et al. (1988) e a atividade inibitéria de extratos
Eucalyptus spp. sobre fungos do solo por Bruna et al. (1989). Bravo-Martins
(2004) verificou o efeito inibitério de extratos de Rosmarinus officinalis
(alecrim), Ocimum gratissimum (alfavaca), Cymbopogon citratus (capim-limdo),
Tropaeolum majus (capuchinha), Mentha piperita (horteld) e Salvia officinalis
(sélvia) no crescimento de diferentes espécies de leveduras isoladas de silagem
de cana-de-agucar.

Estudo mais detalhado sobre compostos antimicrobianos avaliou extratos
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de 120 espécies de plantas de 28 familias diferentes (Santos et al., 1990). Foi
observado que 81 extratos obtidos de 58 plantas foram ativos contra S. aureus e
cinco extraidos de outras quatro plantas inibiram o crescimento de P.
aeruginosa. Extratos de Lippia gracilis (erva cidreira) e Xylopia sericea
(pindaiba-vermelha) mostraram atividade antifingica. A investigagio da
atividade antimicrobiana, bem como a toxicidade de extratos de 30 espécies de
plantas contra cinco bactérias e dois fungos, de espécies diferentes, foi também
realizada por Nascimento et al. (1990). Neste estudo, concluiu-se que extratos
etanélicos de 70% das plantas foram toxicos para a célula e somente a espécie
Combretum duarteanum (vaqueta) mostrou atividade antimicrobiana.

A atividade antimicrobiana de Mikania triangularis (gnaco) foi testada
contra cinco géneros de bactérias e trés géneros de leveduras, mostrando alta
atividade contra Bacillus cereus, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e 8.
epidermidis (Cruz et al., 1996).

As investigagGes sobre a atividade antimicrobiana dos 6leos de vegetais
podem ser observadas em grande variedade de organismos incluindo:
organismos deterioradores de alimentos (Martins, 2004); organismos
contaminantes de alimentos (Lis-Balchin & Deans, 1997); fungos filamentos
deterioradores e micotoxigénicos (Knobloch et al., 1989), leveduras patogénicas
e dimérficas (Ghannoum, 1988) e virus (Romerio et al., 1989).

Zaika (1988) relatou que as bactérias gram-positivas sdo mais resistentes
que as gram-negativas as propriedades antibacterianas dos 6leos vegetais, o que
contrasta com a hipétese proposta por Deans e colaboradores (Deans & Ritchei,
1987; Deans et al., 1995) de que a suscetibilidade bacteriana para os éleos
vegetais e a reagdo de Gram parece ter uma pequena influéncia sobre a inibi¢io
do crescimento.

De acordo com Conner & Beuchat (1984), a agdo antimicrobiana dos

o6leos essenciais pode ser devido a danos de variedade de sistemas enziméticos
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incluindo aqueles envolvidos na produgdo de energia e sintese de componentes
estruturais. Em geral, os estudos sobre 0 mecanismo de agdo dos 6leos essenciais
tém usado uma metodologia comum, que atenta para ilustrar efeitos deletérios
sobre a membrana celular, por exemplo, permeabilidade e forga protomotiva

(Ultee et al., 1999).

2.5 Algumas plantas aromaticas com efeito antimicrobiane
2.5.1 Rosmarinus officinallis

Rosmarinus officinallis (Labiatae), conhecida popularmente como

alecrim, ¢ uma planta de verde intenso, com folhas espinhosas e sabor forte. E
aromdtica ¢ suas flores t€m propriedades estimulantes. Podem ser encontradas
frescas ou desidratadas. E originario da Costa do Mar Mediterrineo e também
conhecido pelo nome de "Rosmarinus” que lembra a denominagdo latina ros
marinus (rosa do mar) (Alecrim medicinal, 2004).
Contém 6leo essencial rico em carvacrol e timol, seu principio ativo, flavonéides
€ quinonas. Esses componentes sio responsaveis por sua forte agdo antifingica e
antibacteriana, tornando-se possivel agente no controle de enfermidades orais
(Aguiar et al., 1984).

2.5.2 Mentha piperita

Menta é o nome comum de aproximadamente 25 espécies perenes do
género Mentha, que se desenvolve melhor em regides de clima temperado. O
nome se refere a algam membro das Lamiaceae, freqiientemente chamada pela
familia das mentas pelo fato dessas plantas serem caracterizadas por suas

folhagens aromaéticas. As mentas verdadeiras, entretanto, sio restritas a
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pequenos grupos e por muitos hibridos. Propaga-se por sementes, porém os
hibridos de menta sdo estéreis ¢ podem se propagar por replante de estolhos
(Joly, 1983).

Hortela é o nome latino da Mentha piperita. De acordo com a literatura,
as propriedades medicinais desta planta estdo relacionadas com sua agdo
adstringente,  anti-séptica, antipruritica, antiespasmédica, antiemética,
carminativa, diaforética, analgésica, anticatarral, antimicrobiana e estimulante
(Bove, 1996).

A horteld contém cerca de 1,2% a 1,5% de oOleo essencial. Os dleos
volateis contém 30-70% de mentol livre e ésteres de mentol e mais de 40 outros
compostos. Os principais componentes do o6leo sdo: mentol (29%), mentona
(20% - 30%), e mentil acetato (3% - 10%). O oleo de grau farmacéutico,
produzido por destilagio de partes aéreas frescas da planta, é padronizado para
conter ndo menos de que 44% mentol, 15% - 30% de metona, e 5% de ésteres,
em adig@o aos varios terpendides. Outros compostos encontrados na horteld sdo
flavonéides (12%), polifendis polimetizados (19%), carotenos, tocoferois, entre
outros (Murray, 1995).

Dados da literatura apontam a atividade antibacteriana, in vifro, da
horteld. Seu 6leo e seu principal composto, o mentol, tém efeito antibacteriano
moderado contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (Pattnaik et al.,
1997). Extratos de horteld sdo bacteriostiticos contra espécies de Streptococcus
e Lactobacillus (Bayoumi, 1992). O mentol € bactericida contra Staphylococcus
pyogenes, S. aureus, Serratia marcescens, Escherichia coli, e Mycobacterium
avium e fungicida para Candida albicans, Aspergillus albus e fungos
dermatéficos (Pattnaik et al., 1997).
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2.5.3 Zingiber officinalis

O gengibre (Zingiber officinallis) é uma das mais importantes plantas
condimentares da Asia. Esta espécie é também chamada de gengibre jamaicano
e possui rizomas que contém resina e Oleos volateis (terpineol, linalol,
metileugenol e outros), responsaveis pelo aroma caracteristico (Martins et al.,
1995).

Extratos de gengibre apresentam efeito antibacteriano contra bactérias
gram-positivas € gram-negativas como Clostridium, Listeria, Enterococcus, e
espécies de Staphylococcus, mas alguns destes efeitos sio destruidos pelo
aquecimento (por exemplo, cozimento) (Chen et al., 1985). O gengibre ¢
também conhecido por estimular certas fungdes digestivas (Yamahara et al.,
1985) e por diminuir o colesterol (Bhandari et al., 1998).

Em muitos paises tropicais, o gengibre tem sido utilizado para preservar
alimentos que se deterioram facilmente como frutas e carnes (Ejechi et al.,
1998).

2.5.4 Origanun vulgare

O orégano € uma planta herbacea perene que cresce em touceiras de 25 a
80 cm de altura. Com florescimento do final da primavera ao fim do verdo,
libera aroma muito caracteristico. Possui varios componentes ativos, como 6leo
essencial (timol), acidos polifendlicos (acido rosmarinico), taninos e
flavonéides, fendis, origaneno, caneacol, terpineno e sais minerais, além de
cimoleno, timoleno € carvacoleno (Sena & Venturi, 2002).

Pertence a familia Labiatae, a mesma das manjeronas, alecrim, alfazema,
salvia, melissa, tomilho, menta, alfavaca, manjericio ¢ muitas outras folhas

aromaticas. Seu nome cientifico é Origanum vulgare e é conhecida
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popularmente como: orégdo, orégano; manjerona-baiana, manjerona-rasteira,
manjerona-silvestre, orégano silvestre e manjerona-selvagem, no Brasil € como
wild marjoram, oregano (inglés), origan (francés), origano (italiano), dost,
oregano (aleméo), orégano (espanhol), orenga (cataldo), aitz belarr, loragifio
(basco) e ourego (galego) (Sena & Venturi, 2002).

O oéleo essencial apresenta terpenos fenolicos, como o timol (5%) e
carvacrol (65-70%), de propriedades antiinfecciosas e que sdo os elementos
comuns a todas as variedades de orégano (Sagpya, 2004).

Seu oleo essencial tem conhecidas propriedades antioxidantes,
associadas ao timol e ao carvacrol, além das fungicidas, bactericidas ¢
citotoxicas. Recentemente, foi comprovado que o 6leo essencial de orégano
inibe o crescimento de microrganismos que se multiplicam com o calor
(Escherichia coli, Salmonella e Listeria) de forma eficaz (Sagpya, 2004).

Numerosos estudos baseados nestes modelos de sistema tém revelado a
agdo bacteriostatica e bactericida deste 6leo essencial sobre patogenos como S.
aureus, S. typhimurium, E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis e sobre bactérias
deterioradoras como Brochothrix thermosphacta, P. fluorescens, Serratia
liquefaciens, Lactobacillus carvatus, L. sake e fungos (Skandamis & Nychas,
2002). Entretanto, a aplicagdo limitada deste composto como preservante de
alimento pode ser atribuida ao forte “flavor” que afeta negativamente as

propriedades organolépticas dos alimentos.

2.5.5 Salvia officinallis

A sélvia é uma planta semi-arbustiva, que atinge cerca de 80 cm de
altura, bastante ramificada. As folhas, de coloragio verde acinzentada,
aproximam-se das da horteld, sendo, no entanto, bem mais compridas do que

estas. De superficie rugosa, possuem um peciolo mais ou menos longo que as
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une ao caule. As flores da salvia podem ser violaceas, azuis, réseas ou brancas,
surgindo em inflorescéncia na forma de espiga, nas porgdes terminais dos ramos.
Sdo meliferas e muito procuradas pelas abelhas (Martins et al., 1995).

Dados da literatura mostram que a salvia também tem sido utilizada para
preservar grande niimero de alimentos, incluindo cames e queijos (Schwarz &
Ternes, 1992).

O oleo essencial da salvia contém constituintes ativos (terpenos) com
atividade antioxidante (Schwarz & Temes, 1992) que podem destruir uma
variedade de bactérias e fungos (Masterova et al., 1996). A atividade bacteriana
deve-se a presenga de 1,8-cineol (Duke, 1985), além de substincias antifingicas
(Nakamura et al., 1999).

O oleo essencial de S. officinalis L. tem efetivo microbicida contra
patogenos como Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Salmonella enteritidis, bem como atividade antifiingica contra Aspergillus niger
(Moretti et al., 1998). Os principais componentes detectados por Moretti et al.
(1998) foram a-thujona (24,88%), canfora (16,03%) e 1,8-cineole (9,79%).

2.5.6 Cymbopogon citratus Stapf

O capim-limdo, como é conhecido popularmente no Brasil, é uma
espécie da familia das gramineas, pertencente ao género que abriga 85 espécies
(Abegaz & Yohannes, 1983). A planta é uma erva acaule, cespitosa, de folhas
longas, aromaticas, estreitas, agudas e asperas, com nervura central grossa e
acanalada (Leal, 1998).

E originario da India, sendo cultivado em todos os paises da regido dos
tropicos. Prefere climas quentes e vimidos, com chuvas bem distribuidas e
temperatura média elevada. Nio resiste a regides frias sujeitas a geadas. E

cultivado a pleno sol, vegetando em qualquer solo, desde que bem drenado e
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fértil (Correa Jr. et al., 1994).

O éleo do capim-limdo é um dos Sleos essenciais mais importantes,
possuindo como componente principal o citral, ou uma mistura dos isémeros,
geranial € neral, que € utilizado pela industria farmacéutica para a sintese de
iononas € vitamina A (Martins, 2000). Segundo pesquisas do Instituto
Agrondmico do Parani (IAPAR), a agdo larvicida da espécie no combate ao
mosquito da dengue é maior do que a dos inseticidas quimicos utilizados
(Maschio, 1998).

Seu Oleo essencial apresenta agdo antibacteriana e antifiingica
(Carriconde et al., 1996), possuindo atividade germicida contra 22 espécies de
microrganismos diferentes (Ming et al., 1999). Suas propriedades fungicidas
podem ser aproveitadas na conservagdo de alimentos estocados (Martins, 2004)
e no tratamento de micoses e alergias (fungos sdo os maiores causadores de
alergias de pele e respiratéria).

Pesquisa feita com o capim cidreira constatou grande eficicia contra
Aspergillus flavus, fungo comumente encontrado em alimentos estocados em
galpdes e responsivel pela sua rdpida deteriorizagdo. Propriedades
antibacterianas no 6leo mostram-se muito uteis no tratamento de doengas
provocadas por uma série de microrganismos como Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Candida albicans, Salmonela entérica, Aeromonas

veronii € Pseudomonas aeruginosa, entre outras. (Martins, 2000).

2.6 Patogenos de importincia em alimentos e satide piblica

2.6.1 Staphylococcus aureus enterotoxigénico

Segundo Pereira et al. (2000), estafilococos enterotoxigénicos sdo
aqueles, em sua grande maioria, produtores de coagulase e representados por

Staphylococcus aureus. Adicionalmente, os autores citam que quando presentes
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no alimento em nimero suficiente, sintetizam enterotoxinas que, ao serem
ingeridas, ap6és incubagdo de uma a quatro horas, ocasionam sintomas de
gastroenterite.

Quando o crescimento do S. aureus é permitido no alimento, este pode
produzir toxina e, embora a bactéria seja destruida pela cocgdio, a toxina
produzida ¢é termoestivel e ndo pode ser destruida pelo calor. Estas toxinas sdo
resistentes & fervura por 60 minutos, podendo manter-se ativas até quando
submetidas a autoclavagdo, a 120°C, por 20 minutos. Segundo Pereira et al.
(1999), a propriedade de termorresisténcia constitui ponto crucial para o controle
de qualidade dos alimentos, uma vez que a enterotoxina pode persistir no
produto final apés o processamento, consegiientemente oferecendo grande
perigo de toxinfecgdo.

O crescimento de cepas enterotoxigénicas de S. aureus em cerca de 10°
ou mais c€lulas por grama de alimento é geralmente considerado necessario para
que haja produgdo de toxinas em quantidade suficiente para causar intoxicagdo
se o alimento for consumido (Bergdoll, 1990; Park et al., 1994).

De acordo com Park et al. (1994), pequena dose de enterotoxina
estafilococica (SE), cerca de 100 a 200 ng/g, pode produzir sintomas de
toxinfecgdo.

A preocupagd@o com a qualidade dos alimentos no s6 envolve os riscos
de veiculagdo de doengas, como também as perdas econdmicas oriundas das
alteragbes microbianas. A redugdo da vida til e a depreciagdo do produto pelo
consumidor geralmente estdo associadas 2 matéria-prima de ma procedéncia e
condigbes de manipulagio inadequadas (Bennik et al., 1996).

O leite cru tem sido apontado como veiculo de Staphylococcus aureus e
outras bactérias. Em trabalho realizado por Reyes et al. (2002) foram isoladas
bactérias gram-positivas com residuos de antimicrobianos de leite cru. Os

microrganismos encontrados foram Staphylococcus, representando 44% dos
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microrganismos, Streptococcus (19%), Enterococcus (17%), Bacillus (9%),

Micrococcus (4%), Corynebacterium (4%) e Lactococcus (3%).

2.6.2 Salmonella

O género Salmonella é composto por mais de 2.700 sorotipos. Animais e
aves sio apontados como os reservatorios naturais. A maioria se encontra no
trato intestinal do homem ou animais, como patégenos ou como comensais,
Género da familia Enterobacteriaceae caracteriza-se como bactérias gram
negativas, aerobias e anaerdbias facultativas, de forma bacilar, nio formadoras
de esporos. As formas moveis possuem flagelos peritriqueos. S8oc capazes de
produzir dcido e, ds vezes, gds, a partir da fermentacio da glicose, mas nfo
fermentam a lactose. Podem ser catalase positiva e oxidase negativa e reduzem
nitratos a nitritos (ICMSF, 1998).

Atualmente, nos Estados Unidos, a Salmonella pode ser considerada o
patogeno mais relatado como causador de doengas de origem alimentar
(Donoghue et al., 2004). Inicialmente, as investigacbes indicaram que,
tipicamente, para causar enfermidade nas pessoas adultas, era necessdria a
ingestdo de 10°-10" UFC g™ do produto contaminado. Entretanto, a investigagiio
de alguns surtos, especialmente quande o veiculo foi a 4gua ou alimentos
gordurosos ou tamponados, foram encontradas doses <100/g de Salmonella
(ICMSF, 1998). A diferenca na dose infectiva parece estar relacionada com a
sobrevivéncia da bactéria durante o trinsito gastrintestinal e resisténcia
individual. Por outro lado, as células de gordura protegem o microrganismo da
acdo dos acidos do estdmago (ICMSF, 1998).

Segundo Mossel & Garcia (1983), mesmo gque a contaminagio inicial

dos alimentos seja pequena em termos quantitatives, sfio as condigbes como
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temperatura, umidade, pH ¢ conteido em nutrientes, que irdo permitir a
multiplicagdo desse microrganismo e, assim, tornar real o risco de infecgdo.

A contaminagio de alimentos ocorre em varios estagios da cadeia
alimentar, desde o cultivo até o processamento ou mesmo até chegar a mesa do
consumidor. A poluigio do meio ambiente durante o cultivo e as condigbes
higiénicas inadequadas durante © manuseio e processamento aumentam
consideravelmente o risco de contaminagdo por esses patogenos. Muitas vezes, a
contaminagfio ocorre durante as praticas agricolas de irrigagio e ou fertilizagdo
do solo. A wtilizagiio de aguas poluidas, o esterco animal ou os sedimentos de
dejetos sdo citados como as principais fontes deste ¢ de outros patégenos
toxigenos nestes produtos (Gagliardi & Karns, 2000).

Medidas preventivas para controle da salmonelose sio aconsethadas pelo
"Centers for Disease Control and Prevention" (CDC, 2001) como: 1) tratamento
de 4guas para suprimento municipal, 2) methoramento das condigdes higiénicas
das fazendas, dos abatedouros de aves e animais, e nas operagbes de colheita,
processamento ¢ embalagem de frutos e hortalicas, 3) aperfeicoamento e
educac@io sanitiria de trabalhadores das indistrias de alimentos e fazendas de
produgdo, com base na seguranca dos alimentos, 4) procedimento de inspegdo e
controle em restaurantes, lanchonetes, "fast-food", etc., para prevenir a
contaminagio cruzada e erros de manuseio de alimentos que podem levar a
surtos, 5) ser particularmente cuidadoso com alimentos preparados para
criangas, idosos e pessoas imunocomprometidas e 6) observar o tempo € a
temperatura de cocgfio para frango, carne moida, carne assada, ovos e nfio comer
ou beber alimentos contendo ovos crus ou leite sem pasteurizar.

Salmonella enterica sorotipo choleraesuis (S. choleraesuis) usvalmente
causa infecgdio sistémica no homem, que precisa de tratamento antimicrobiano.
Este trabalho isolou cepas de S. choleraesuis que foram resistentes pra
Ceftriaxone ¢ Ciprofloxacin em pacientes com septicemia (Chiu et al., 2004).
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Recentemente, Gradel et al. (2004) pesquisaram a agio de solugtes
desinfetantes, como formaldeido, glutaraldeido, cloro benzalconico, peroxido de
hidrogénio e agua com calcio (também chamada agua dura), sobre bactérias
normalmente isoladas de galinheiros (Salmonella enteritidis, Salmonella
Senfienberg e Enterococcus faecalis), bactérias estas que podem ser
consideradas indicador da limpeza destes ambientes.

Outro estudo avaliou as condigBes microbiologicas de 13 chiqueiros no
sul da Australia. Foi detectada a presenga de Salmonella, em baixo nivel, nos
tanques de quatro chiqueiros. Estes conhecimentos adquiridos asseguram
condiges para a reutilizagdo dos residuos com seguranga (Chinivasagem et al.,

2004).

2.6.3 Listeria

Listeria spp. é um cocobacilo gram-positivo, nio-esporulado, ndo-
produtor de 4cidos, aerébio e anaerdbio facultativo, de ampla distribuicdo
ambiental, com carater ubiquitirio, tendo sido isolado de aguas superficiais, de
esgotos domésticos, 4aguas residudrias de indastrias de laticinios e de
abatedouros, de solos, de insetos, de adubo orgénico e em fezes de animais e
inclusive de humanos (Nojimoto et al., 1997).

Pode também ser isolada em diversos produtos alimenticios, sejam crus
ou apds tratamentos térmicos ou quimicos (Franco & Landgraf, 1996).

L. monocytogenes é patogénica para o0 homem e diversos animais e sua
ampla distribuigdo ambiental, igual as outras espécies, é favorecida pela sua
capacidade de se desenvolver entre 0°C e 44°C ¢, embora sua faixa tima scja
entre 30°C e 37°C, pode sobreviver em alimentos congelados. Tolera pH
extremos de 5 e 9, baixa atividade da dguva e concentragdes de NaCl de 10% e

até superiores. Este conjunto de caracteristicas faz com que Listeria spp. e L.
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monocytogenes, em especial, sejam patogenos emergentes de grande interesse na
area de alimentos e explica o destaque que estes microrganismos vém ocupando
nos ultimos anos no controle de qualidade na indistria de alimentos, visto as
dificuldades de sua eliminagéo, assim como a possibilidade de causar doenga
grave no consumidor (Nojimoto et al., 1994).

No Brasil, existem varios registros da presen¢a de L. monocytogenes em
leite e derivados (van Dender, 1995).

Estudos recentes avaliaram a atividade antimicrobiana de Oleos
essenciais extraidos de plantas aromaticas (Cymbopogon citratus, Ocimum
gratissimum, Thymus vulgaris e Zingiber officinale) sobre Listeria monocyteges
L. innocua e Staphylococus aureus. Foi observado que a maioria dos 6leos
essenciais testados apresentou atividade antibacteriana em diferentes extensdes.
O efeito antibacteriano foi devido & permeabilizagio da membrana
citoplasmatica (Nguefack, 2004).

2.6.4 Shigella

As bactérias do género Shigella se apresentam como bacilos gram-
negativos anaerébicos facultativos, existindo quatro espécies patogénicas (S.
sonnei, S. dysenteriae, S. flexneri e S. boydii) (Tortora et al., 2002).

Disenterias causadas por Shigella constituem importante problema de
saitde em paises industrializados e em desenvolvimento (Hoeprich et al., 1994).
Apesar de a shigelose ser usualmente autolimitada, a antibioticoterapia efetiva
nessa enfermidade reduz a duragio e a gravidade da disenteria, podendo
diminuir os indices de morbidade e mortalidade (Hoeprich et al., 1994).

Na década de 1980, a terapéutica preconizada para o tratamento das
shigeloses, era a base de ampicilina; por volta do final daquela década e inicio
dos anos 1990, observou-se aumento significativo de amostras de S. flexneri



resistentes a este antimicrobiano (Lima et al., 1995).

Trabalho recente empregando eletroforese identificou clone de Shigella
dysenterial tipo 1 associado com disenterias esporadicas na india. Este patogeno
mostrou-se resistente a antibiéticos como tetraciclina, cloranfenicol e acido
nalidixico, além de reduzida sensibilidade 2o ciprofloxacin (Pazhani et al.,
2004).

Nimri et al. (2004) detectaram infecgSes polimicrobianas em criangas
com diarréia na drea rural da Jorddnia. As fezes foram coletadas de 220
pacientes criangas e 100 controles. Os agentes potencialmente isolados de 143
(65%) foram identificados pelos métodos molecular e microbiolégico. Infecgdes
causadas por dois ou mais agentes foram detectadas em 50 dos casos,
representando  35%. Microrganismos, como Escherichia coli, Shigella
dysenteriae, Giardia e Entamoeba histolitica foram predominantes. Em 77 dos
casos (35%), o agente etiolégico ndo pode ser determinado. Os mais
significantes fatores de risco observados foram a idade, o nivel de educagdo da
mie e o uso de agua ndo clorada. A alta taxa de infecgio de doengas com
diarréia ¢ forte indicag@io de que estes patégenos circulam pela populagdo.

2.6.5 Streptococcus

Membros do género Streptococcus sio bactérias gram-positivas esféricas
que se apresentam caracteristicamente em cadeias. Uma das caracteristicas
utilizadas para sua classificacdo ¢ a agdo que apresentam em agar-sangue
(Tortora et al., 2002).

Uma das problematicas associadas a algumas espécies de Streptococcus,
mais especificamente o S. mutans e S. mitis, estdo relacionadas &s infecgdes
bacterianas comuns da cavidade oral nos seres humanos, como a cérie dental e a
doenga periodontal (Loesche, 1986). A placa dental, ou biofilme dental, tem sido
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extensivamente estudada por sua relagdo com estas infecgdes (Gibbons & van
Houte, 1975).

O desenvolvimento do biofilme dental ocorre em duas fases distintas.
Durante a primeira fase, proteinas da superficie bacteriana interagem com o
hospedeiro ou com produtos bacterianos adsorvidos & superficie dentaria. Na
segunda fase, um biofilme se forma com bactérias acumuladas pela coagregagdo
com a mesma espécie ou com outras espécies e produgdo de uma matriz
polissacaridica extracelular (Kolenbrander, 2000).

A lesdo de carie é uma manifestagdo de um processo patolégico que
ocorre na superficie do dente por meses ou anos. Esta doenga é resultado da
interagdio entre bactérias presentes na cavidade oral, as superficies dentais e
constituintes da dieta, especialmente a sacarose (Bowen, 2002).

Em geral, a aquisi¢o de microrganismos pelo corpo humano ocorre pelo
contato direto entre um hospedeiro e outro, por objetos inanimados, como
chupetas e brinquedos (Madigan et al., 1997). A saliva é a principal via de
transmissdo de S. mutans (Kohler & Bratthall, 1979) e a mde é considerada a
mais importante fonte de infecgfio para as criangas (Klein, 2003), embora outros
estudos tenham sugerido haver outras formas de aquisigdo (Mattos-Graner,
2001).

Streptococcus mutans e o Streptococcus sobrinus séo os microrganismos
mais comumente relacionados a populagdes humanas (Loesche, 1986). O S.
mutans ¢ amplamente distribuido ndo apenas em populagdes de moderada ou
alta incidéncia de cérie (Beighton et al., 1987) como também em populagdes que
ndo apresentam ou tém baixo indice de céarie (Carlsson et al. 1985), o que mostra
que a simples colonizagdo por estes microrganismos ndo implica no
desenvoivimento da carie dental (Bratthall, 1992).

Variagdes nos fatores de viruléncia de S. mutans também podem

influenciar o desenvolvimento da carie dental (Caufield, 1997). Fatores como a
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acidogenicidade (capacidade de produgéo de acidos), aciduricidade (capacidade
de metabolizagio de substratos em meios acidos) € a sintese de glucanos
insoltiveis (GI) a partir da sacarose pela agio de glicosiltransferases (GTF), estdo
relacionados & capacidade do S. mutans em colonizar as superficies dentais e a
indug#o de carie (Smith & Taubman, 1997).

Mattos-Graner et al. (2000) demonstraram correlagdo positiva entre a
sintese de glucanos insoliveis e a capacidade de ades@o “in vitro” em isolados
de S. mutans de criangas com cdrie ativas, sugerindo haver a presenca de
gendtipos mais virulentos em individuos que desenvolvem cérie dental.

Gibbons, em 1984, relatou que o potencial cariogénico dos §. mutans é
principalmente dependente das suas altas propriedades acidogénicas e da
habilidade de se acumular nos dentes. O aciimulo desses microrganismos nos
dentes deve-se, principalmente, a sintese de glucanos extracelulares a partir de
sacarose.

Foi estudada a transmissdo de Streptococcus mutans num grupo de
familias usando a técnica de reagdo PCR para detecgo S. mutans ATCC 10449.
Foi utilizada saliva de 8 criangas de 2 a 3 anos de idade e também de pais e
mdes. Concluiu-se que os pais e as mies podem ter sido fonte para transmissao
do Streptococcus mutans para as criangas (Ersin et al., 2004). Este estudo
avaliou e concluiu uma predominéncia de Streptococcus mitis e Streptococcus
salivarius na flora bucal, influenciando no alto risco de caries dentdrias destes

pacientes, seguidas de tratamento de radioterapia (Tong et al., 2004).
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3 MATERIAL F METODOS

3.1 Microrganismos testados

O experimento foi realizado no Laboratério de Fisiologia de
Microrganismos do Departamento de Biologia e no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da
UFLA. Foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Listeria monocytogenes (ATCC 33090), Salmonella choleraesuis (ATCC
14028), Shigella flexneri (ATCC 25931), Streptococcus mitis (ATCC 9811) e
Streptococcus mutans (ATCC 25175), provenientes da American Type Culture
Colection (ATCC), adquiridos na Fundac¢io André Tosello.

3.2 Preparo dos inéculos

Para a padronizag@o da técnica e dimensionamento do indculo, 2 al¢adas
de cada cepa bacteriana foram semeadas em 10 mL do meio de cultura liquido
Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas a 37°C por 24 horas. As suspensdes de
microrganismos foram ajustadas de acordo com o tubo 2 da escala de
MacFarland, expressa em niimero de bactérias/mL de meio de cultura.

Foram removidos 100 pL de cada uma das suspensdes bacterianas

experimentais para posterior inoculagio nos meios de origem.

3.3 Preparo dos extratos fitoterapicos

Para o teste de inibicao dos microrganismos testados fez-se uso de

extratos aquosos (10% e 20%) e etandlicos (10% e 20%), preparados e
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fornecidos pelo Horto Medicinal do Centro Universitirio de Lavras
(UNILAVRAS), a partir de plantas frescas selecionadas e colhidas na parte da
manha (entre 8 e 10h): orégano (Origanum vulgare), horteld (Mentha piperita),
alecrim (Rosmarinus officinalis), salvia (Salvia officinalis), gengibre (Zingiber
officinale) e capim limdo (Cymbopogon citratus). Os extratos aquosos foram
congelados até o momento de serem usados e os alcodlicos ficaram sob agitagdo
por 20 dias e apés este periodo foram utilizados nos experimentos. As partes
utilizadas para o preparo dos referidos extratos, de cada uma das plantas,
encontram-se na Tabela 2.

TABELA 2 Espécies de plantas e partes usadas para extragdo dos extratos

Espécies de plantas Partes usadas
Cymbaopogon citratus (capim limao) folhas
Mentha Piperita (horteld) folhas e caules novos
Origanum vulgare (orégano) folhas e caules novos
Rosmarinus officinalis (alecrim) folhas e caules novos
Salvia officinalis (salvia) folhas
Zingiber officinallis (gengibre) rizomas

Foram adicionados 40 mL de agua destilada a 10 g de cada planta
triturada em Hand Blender (JD-1001) Modelo 14A4257. Apos serem trituradas,
o homogeneizado obtido foi coado em gaze e filtrado em papel de germinagio
com auxilio de bomba a vacuo e posteriormente em filtro quantitativo JP 42-
faixa azul, com poros de 8 pm, da marca Quanty. A solugdo foi ainda submetida
a filtragem, utilizando-se filtro millipore 0,45 pm originando a solug@o aquosa a
20% que foi acondicionada em frascos e guardada sob congelamento. Em
seguida foram adicionados 500 mL de agua destilada (estéril) a 500 mL da
solugdo, obtendo-se a solugdo aquosa a 10%. Foram também submetidos a

filtragem, e a agua destilada.
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O extrato alcodlico foi preparado no Centro de Pesquisa da
UNILAVRAS. Os extratos foram obtidos em etanol/agua nas concentragdes de
10% e 20%, por agitagdio durante 20 dias a temperatura ambiente. Apds este
periodo, a solugdio obtida foi filtrada em gaze e conservada em frasco ambar.

Todas as etapas do experimento foram realizadas em condigdes
assépticas, em cédmara de fluxo laminar (VECO, modelo VLFS-12, série FL-
6496).

3.4 Semeadura dos microrganismos

Streptococcus mutans e S. mitis foram transferidos para meio liquido
BHI e incubados para reativagéio e posterior cultivo em agar mitis salivarius.
Foram removidas 4 algadas de cada microrganismo testado, para posterior
inoculagdo, em aproximadamente 10 mL do meio de cultura liquido BHI,
respeitando-se a numeragio para identificagio das cepas bacterianas. Apés a
homogenizagéo dessa mistura, os tubos foram incubados a 37°C, por 24 horas.

As demais bactérias foram transferidas para o meio liquido Tripticase
Soy Broth (TSB) para reativagdo e posteriormente cultivadas em tripticase soy

Agar, como mencionado anteriormente.

3.5 Avaliacio do efeito dos extratos no crescimento de microrganismos

patogénicos
3.5.1 Preparacéo das suspensdes microbianas
As suspensdes de microrganismos foram previamente ajustadas ao tubo

2 da escala de MacFarland, apresentando aproximadamente 6x10 ® bactérias/mL,
segundo padroes estabelecidos pelo Naticional Comite Control Laboratory
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Standart (NCCLS, 2000). O crescimento bacteriano foi evidenciado pela
constatagdo macroscopica da turvagdo deste meio de cultura. Foi feita coloragdo
de gram para todas as cepas bacterianas utilizadas no experimento.

O cultivo das cepas foi realizado em 5 mL de meio de cultura liquido
Brain Heart Infusion (BHI, Difco Laboratories, Detroit, Mi, USA), previamente
distribuido em tubos de ensaios e esterilizados a 121°C, durante 20 minutos.
Para a padronizagdo do indculo, foram semeadas duas algadas de cada cepa
bacteriana em 5 mL do meio de cultura liquido BHI e incubadas a 37°C por 24
horas. Foi removido 1 mL de cada uma das suspensdes experimentais, para
posterior utilizagdo, englobando as seis cepas bacterianas. Em todos os casos, as
concentragdes das suspensdes de microrganismos foram ajustadas, com auxilio
do mesmo diluente, ao tubo 2 da escala de MacFarland, na concentragio
aproximada de 6 X 10® bactérias/mL.

3.5.2 Avaliaciio da atividade bactericida dos extratos

Para a realizagéio do trabalho, inicialmente foram preparadas 36 placas
de petri com agar Mueller Hinton, sendo inoculadas na superficie destas,
solugdes das bactérias utilizadas na pesquisa, com o auxilio de al¢a de
Drigalsky.

Posteriormente, foram perfurados, assepticamente, pogos (4x4mm) em
pontos eqiiidistantes sobre o agar, nos quais as solugdes bactericidas foram
dispensadas.

A atividade bactericida das solugdes fitoterapicas foi realizada de acordo
com Nakamura et al. (1999). Um volume de 100 pL das suspensdes bacterianas
envolvidas neste estudo foram inoculadas, em triplicata, em placas contendo
Agar Mileller-Hinton, previamente solidificadas utilizando-se alga de Drigaslky.

7

Apoés o espalhamento, foram inseridos, assepticamente, oito anéis
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(microcilindros de ago) no meio de cultura. Foram colocados seis anéis com os

extratos, 1 anel com o solvente (agua ou élcool) e um anel com o antibidtico, o
qual foi especifico para cada cepa de bactéria testada. Nos grupos 1,2, 3,4, 5 e
6, as solug#o testadas foram formas fitoterdpicas elaboradas a partir dos extrato,
alcodlico e aquoso, das plantas citadas no item 3.1. No Grupo 7, utilizou-se uma
placa padrio controle, sem os cilindros e sem as solugdes fitoterapicas; s6 as
cepas de bactérias especificas para cada grupo foram semeadas para que fosse
avaliado o crescimento bacteriano. Para o controle negativo no 7° anel, foi
colocada agua ou etanol conforme o extrato utilizado no grupo de placas. No
oitavo anel colocou-se o antibidtico especifico para cada bactéria. Vancomicina
500 mg para Staphylococcus aureus e ciprofloxacim (250 mg) para Shigella
Sflexneri e Salmonella choreaesuis e também utilizou-se ampicilina 500 g para
Listeria monocytogenes. Foi colocada clorexedine para Streptococcus mutans e
para Streptococcus mitis. Os antibiéticos utilizados possuem agéo bactericida de
largo espectro sobre microrganismos gram-positivos e gram-negativos, sendo
bastante efetivos contra infecgGes causadas por estas bactérias (Murray et al.,
2004).

Na seqii€ncia, o material foi ihcubado a 37°C por 24 horas, em ambiente
favordvel (aerobiose) as exigéncias respiratérias dos microrganismos
indicadores e, entfio, analisado, macroscopicamente, o tamanho dos halos
formados (Ejechi et al., 1999).

Para a interpretag@o dos resultados foram seguidas as recomendagdes do
NCCLS (2000). Apés o periodo de incubagdo, os halos de inibigio formados
foram medidos e comparados com a tabela aprovada internacionalmente pela
NCCLS (2000), sendo os microrganismos classificados como resistente (zona de
inibi¢do inferior a 15 mm), intermedidrio (de 15 mm a 29 mm) e sensivel (de 30

mm a 35 mm).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da atividade antimicrobiana dos extratos, aquosos e
etanélicos, das plantas condimentares e medicinais contra bactérias testadas

estdo apresentados nas Tabelas 3, 4, 5, 6, 7 e 8, respectivamente.

TABELA 3 Média dos didmetros, em mm, dos halos de inibi¢do da ag@o
antimicrobianos. Extratos vegetais aquosos.

~ Staphylococcus aureus Listeria monocytogenes
Concentragio — 540, 10% 20% 10%
Alecrim 2,00% 0,00" 1,00% 1,83%
Capim-limdo 517° 0,00* 0,00% 1,00%
Gengibre 917" 0,00} 1,00% 1,83%
Hortela 8,33% 0,00% 2,33% 0,00}
Orégano 2,00% 0,00} 0,50% L17*
Sélvia 7,17° 0,00% 1,33% 0,00}
Agua destilada 0,00} 0,00% 0,00} 0,00}
Vancomicina 7,838 6,50% . -
Ampicilina - - 8,33} 29,50'
Ciprofloxacim - - - -
Clorexidina - - - -

* Resistente - halo de inibigdo inferior a 15 mm
! Intermediério - halo de inibigdo de 15 a 29 mm
$ Sensivel - halo de inibigdo de 30a 35 mm
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TABELA 4 Média dos didmetros, em mm, dos halos de inibi¢do da agdo
antimicrobianos. Extratos vegetais aquosos.

Concentragiio Salmonella choleraesuis Shigella flexneri
20% 10% 20% 10%
Alecrim 0,00% 0,00" 2,67° 4,33"
Capim-liméo 0,00} 0,00% 2,00% 1,83%
Gengibre 0,00% 0,00% 5170 2,508
Horteld 0,00% 0,00} 5,00% 0,67%
Orégano 0,00% 0,00% 2,338 0,00%
Salvia 0,00% 0,00% 2,33} 0,00%
Agua destilada 0,00% 0,00} 0,00% 0,00%
Vancomicina - - - -
Ampicilina - - - -
Ciprofloxacim 43,80° 42,60° 23,00' 18,67
Clorexidina - - - -

‘K Resistente - halo de inibigéo inferior a 15 mm
! Intermediério - halo de inibigdo de 15 a 29 mm
S Sensivel - halo de inibig#o de 30a 35 mm

TABELA 5 Média dos didmetros, em mm, dos halos de inibigdo da agdo
antimicrobianos. Extratos vegetais aquosos.

Concentragio Streptococcus mitis Streptococcus mutans
20% 10% 20% 10%

Alecrim 0,00% 0,00° 0,00% 0,00"
Capim-limao 0,00% 0,00% 3,00° 0,00%
Gengibre 0,00% 0,00% 2,67° 0,00}
Horteld 0,00% 0,00% 2,838 0,00}
Orégano 0,00% 0,00% LI17* 0,00}
Salvia 3,00° 0,00% 1,00% 0,00*
Agua destilada 0,00% 0,00} 0,00% 0,00°
Vancomicina - - - -

Ampicilina - - - -

Ciprofloxacim - - - -

Clorexidina 13,34% 11,70% 0,008 14,00%

X Resistente - halo de inibig#o inferior a 15 mm
! Intermedidério - halo de inibigéo de 15 a 29 mm
S Sensivel - halo de inibigdo de 30a 35 mm
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TABELA 6 Média dos didmetros, em mm, dos halos de inibicio da agdo
antimicrobianos. Extratos vegetais alcodlicos.

- Staphylococcus aureus Listeria monocytogenes
Concentragio — 5404 10% 20% 10%
Alecrim 0,00" 0,00% 6,00" 0,00°
Capim-limdo 0,00} 0,00* 0,83% 0,00*
Gengibre 0,00% 0,00} 4,67 0,00%
Horteld 0,00% 0,00% 2,83% 0,00%
Orégano 0,00% 0,00% 2,67° 0,00}
Sélvia 0,00% 0,00} 11,17° 0,00}
Etanol 0,00% 0,00% 0,67 0,00}
Vancomicina 11,00% 7,34% - -
Ampicilina - - 30,83° 29,33
Ciprofloxacim - - - -
Clorexidina - - - -

[T

R Resistente - halo de inibig#o inferior a 15 mm
! Intermediario - halo de inibigdo de 15 a 29 mm
S Sensivel - halo de inibigéo de 30a 35 mm

TABELA 7 Média dos didmetros, em mm, dos halos de inibi¢do da agdo
antimicrobianos. Extratos vegetais alcodlicos.

Staphylococcus choleraesuis Shigella flexneri
Concentragio =550/ 10% 20% 10%
Alecrim 2,33% 0,00" 23,33 24,83
Capim-limao 0,00* 0,00} 22,83 26,00'
Gengibre 6,33% 0,00} 21,67 25,17
Horteld 0,00% 0,00} 24,17 13,67"
Orégano 0,00" 0,00% 24,17 14,00
Salvia 0,00} 0,008 23,67" 15,17
Etanol 0,00% 0,008 26,83! 15,83
Vancomicina - - - -
Ampicilina - - - -
Ciprofloxacim 33,675 37,50° 22,33 22,00'
Clorexidina - - - -

* Resistente - halo de inibig#o inferior a 15 mm
! Intermediério - halo de inibi¢do de 15 a 29 mm
S Sensivel - halo de inibigéo de 30a 35 mm

36



TABELA 8 Média dos didmetros, em mm, dos halos de inibi¢do da agdo
antimicrobianos. Extratos vegetais alcodlicos.

Concentragiio Streptococcus mitis Stretptococcus mutans
20% 10% 20% 10%

Alecrim 517" 5,17% 0,00% 0,00%
Capim-limao 6,50% 7,338 0,00% 0,00}
Gengibre 9,00} 8,50} 0,308 0,00%
Hortela 0,50% 467" 0,00% 0,00}
Orégano 4,17° 4,17 0,00% 0,00}
Sélvia 6,508 3,00} 0,30% 0,008
Etanol 9,00} 7,838 0,00% 3,83R
Vancomicina - - - -

Ampicilina - - - -

Ciprofloxacim - - - -

Clorexidina 567% 12,33% 1,83% 13,00}

IR

! Intermedidrio - halo de inibi¢do de 15 a 29 mm
$ Sensivel - halo de inibigdo de 30a 35 mm

De acordo com as médias dos halos de inibigdo obtidos nos
antibiogramas, os diferentes extratos aquosos testados, ndo apresentaram efeito
inibitério sobre Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella
choleraesuis, Shigella flexneri, Streptococcus mitis e S. mutans (Tabelas 3, 4 e
5). Foi, portanto, constatado que, nas concentra¢des utilizadas, estes extratos nio
exerceram atividade inibidora sobre os patdgenos utilizados neste trabalho.
Comparando os resultados para Shigella flexneri em todos os extratos alcodlicos
a 20% verificou-se que apresentaram valores de médias de halos maiores que os
a 10%, ou seja, quando aumentou a concentragdio do extrato, aumentou o
tamanho do halo, mostrando que o aumento da concentragio dos extratos
interferiu no resultado, exceto para o alecrim e capim limdo que houve redugdo
da média do halo (Tabela 7).

Dentre os antibiéticos utilizados para controle positivo, somente o
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ciprofloxacim apresentou agéo efetiva contra S. choleraesuis. Em S. flexneri, a
acdo deste antibidtico foi classificada como intermedidria. A bactéria S. aureus
apresentou resisténcia para vancomicina. Apesar de varios autores (Levy, 1997;
Salyers & Amabile-Cuevas, 1997, Chartone-Souza, 1998) citarem que cepas de
S. aureus multirresistentes sio hoje comuns, limitando as opgdes terapéuticas
apenas aos antibidticos vancomicina e teicoplamina, recentemente, foram
isoladas linhagens mutantes com sensibilidade reduzida a vancomicina (Di
Sélvio, 1998; Domin, 1998). Esses dados antecipam os problemas que poderdo
trazer essas linhagens multirresistentes, caso ndo surjam novos antimicrobianos
ou terapias alternativas para combaté-los (Labischinski et al., 1998; Nogueira,
2000).

O maior potencial antimicrobiano foi verificado para Shigella flexneri
em todos os extratos etandlicos a 20%, com excegdo dos extratos de horteld e de
orégano, que apresentaram média dos halos de inibi¢#o inferior a 15 mm (Tabela
7 e Figura 2). Zaika (1988) propds que as bactérias gram-positivas sdo mais
resistentes que as gram-negativas para as propriedades antibacterianas dos 6leos
vegetais, 0 que contrasta com a hipdtese proposta por Deans de que a
suscetibilidade bacteriana para os dleos vegetais e a reagdo de Gram parecem ter
uma pequena influéncia sobre a inibi¢do do crescimento (Deans & Ritchie 1987
Deans et al. 1995). Os dleos volateis de Origanun vulgare, por exemplo,
parecem ndo ter igualmente efetividade contra microrganismos gram-positivos e
gram-negativos, em contraste a Zaika (1988), Hussein (1990) e Smith-Palmer et
al. (1998). Entretanto, outros dleos volateis, como de P. graveolens e T. vulgaris
apresentavam, preferencialmente, maior atividade com relagdo a reagdo de

Gram, exercendo maior atividade inibitéria contra organismos gram-positivos.
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| - Extrato de alecrim

2 - Extrato de capim-limao
3 - Extrato de gengibre

4 - Extrato de hortela

5 - Extrato de orégano

6 - Extrato de salvia

7 - Alcool 70%

8 - Ciprofloxacim

FIGURA 2 Formagdo de halos intermedidrios sobre Shigella flexneri, utilizando
extratos alcodlicos a 20% de plantas medicinais aromaticas.

Para a bactéria Shigella flexneri, houve formagio de halo com uma
média de 2,33 mm para o extrato aquoso de salvia a 20% e também para o
extrato aquoso de sélvia a 10% (Tabela 4). A média do halo de inibigio para
ocasionado na presenga do extrato aquoso de orégano a 20% foi de 2,33 mm e,
para o extrato aquoso a 10% de orégano, continuou como a medida de 2,33 mm.
Foi observado que o aumento da concentragio do extrato, aumentou o tamanho

médio do halo em mm em todos os extratos estudados, exceto o capim-limdo
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onde na concentragio de 10% houve o aparecimento de halo maior (4,33 mm).

Diferenca de sensibilidade entre bactérias gram-positivas e gram-
negativas pode ser devido as grandes diferencas na constituigio quimica da
parede celular destes dois grupos de bactérias. Enquanto na parede celular dos
géneros gram-negativos a quantidade de peptideoglicanos se encontra numa
fragdo menor em comparagdo ao que ocorre nas bactérias gram-positivas, o
conteudo lipidico e a complexidade quimica da parede celular das bactérias
gram-negativas sdo consideravelmente maiores que nas gram-positivas (Pinto et
al., 2001). )

Quando se estuda planta medicinal como antimicrobiano, é notdria a
dificuldade de avaliagdo entre os resultados, pois as varidveis vdo desde os
aspectos do solo e climaticos que exercem influéncia na composi¢do quimica,
como o estagio do desenvolvimento do vegetal quando da coleta, parte da planta
estudada, forma de preparar o material para estudo, até os protocolos seguidos
nos experimentos (Auricchio et al., 2003).

Os resultados encontrados para a bactéria Streptococcus mitis,
utilizando-se extrato alcodlico de gengibre a 20% obteve-se um didmetro médio
de halo de 9 mm, para extrato alcodlico de capim limio a 10%, o resultado foi
de 7,33 mm e 6,5 mm para o extrato alcodlico de salvia a 20% (Tabela 8). Para a
bactéria Staphylococcus aureus os extratos aquosos que apresentaram valor
médio de formagdio de halos em mm foram extrato aquoso a 20% de gengibre
9,17 mm, extrato aquoso de horteld a 20% 8,33 mm e extrato aquoso de salvia
7,17 mm (Tabela 3). Listeria monocytogenes apresentou o maior didmetro de
halo de inibigdo quando testada com o extrato de horteld a 20% (halo de 2,33
mm) seguidos dos extratos aquosos a 10% de alecrim 1,83mm e extrato aquoso
de gengibre, 1,83 mm.

Para a bactéria Streptococcus mutans, o extrato aquoso a 20% de capim-

limédo o resultado foi equivalente a 3 mm, extrato aquoso de horteld 2,83 mm e
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para o extrato aquoso a 20% de gengibre 2,67 mm.

O efeito antimicrobiano dos extratos aquosos (Tabelas 3, 4 ¢ 5) e
alcodlicos (TabelaS 6, 7 e 8) sobre Staphylococcus aureus néo foi detectado nas
concentragdes utilizadas (10% e 20%), de acordo com NCCLS (2000). Pode-se
observar que o aumento da concentragdo das plantas na preparagéo dos extratos
afetou a formagdo de halos de inibigdo por S. aurew. Assim, o extrato de
gengibre 20% destacou-se em relagdo aos demais extratos com média de 9,17
mm, seguido dos extratos de hortela (8,33 mm), sélvia (7,17 mm), capim limao
(5,17 mm), alecrim (2 mm) e orégano (2 mm).

O efeito antimicrobiano dos extratos aquosos € alcodlicos sobre Listeria
monocytogenes ndo foi detectado nas concentragdes utilizadas (10% e 20%).
Quando o extrato de alecrim foi testado a 10%, a média de halo foi 1,83 mm.
Quando o mesmo extrato (alecrim) foi testado com a concentragéo a 20%, a
média de halo foi 1 mm, ou seja, houve uma diminuigdo no didmetro do halo.
Também houve diminui¢do no didmetro dos halos com os extratos de capim-
limdo, gengibre, orégano. Entretanto com os extratos de horteld e salvia ocorreu
o contrério, houve aumento no didmetro do halo. O halo com maior didmetro foi
observado com o extrato de horteld 20% (halo 2,33 mm).

Entretanto, observou-se que o aumento da concentragdo do extrato
afetou a formagéo de halos nos extratos avaliados. Quando o extrato de salvia foi
testado a 20%, a média de halo foi 11,17 mm, seguido dos extratos de alecrim (6
mm), gengibre (4,67 mm), hortela (2,83 mm), orégano (2,67 mm) e capim-limio
(0,83 mm). L. monocytogenes mostrou-se com sensibilidade intermediaria (29,5
mm, 29,33 mm e 30,83 mm) para o antibiético ciprofloxacin (Figura 2) e 8,33
mm resistente).

O efeito antimicrobiano dos extratos aquosos foi nulo a 10% e 20% para
Salmonella choleraesuis. A agdo inibitéria dos extratos alcodlicos sobre a S.

choleraesuis foi nulo nas concentragdes das plantas medicinais utilizadas (10% e
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20%), com excegéio dos extratos alcodlicos de gengibre a 10% (6,33 mm) e
alecrim a 20% (2,33 mm).

O efeito antimicrobiano dos extratos aquosos sobre Shigella flexneri
pode ser observado nos resultados apresentados na Tabela 4. Pode-se observar
que o aumento da concentragdo de extratos alterou a formagéo de halos. No caso
de alguns extratos, houve aumento de halo quando aumentou-se a concentragdo
do extrato das plantas para 20%. Quando o extrato de alecrim foi testado a 10%,
a média de halo foi 4,33 mm. Quando o mesmo extrato (alecrim) foi testado com
a concentragio a 20%, a média de halo foi 2,67 mm, ou seja, houve diminuigéo
no didmetro do halo.

Para o extrato de salvia houve uma formagdo de halo de 2,33 mm (a
20%) e 0 mm (a 10%); para o extrato de orégano formou-se um halo de 2,33 mm
(a 20%) e 0 mm (a 10%). Para estes extratos, quando aumentou a concentragéo
do extrato, aumentou o tamanho do halo, exceto no capim-liméo.

O efeito antimicrobiano dos extratos alcodlicos sobre S. flexneri foi
detectado nas concentragdes utilizadas (10% e 20%), mostrando, na maioria dos
casos, sensibilidade intermedidria (de 16 mm a 29 mm). Entretanto, houve
também formagdo de halo quando se utilizou apenas o solvente (etanol). Os
extratos de capim limdo 10% (26 mm), gengibre 10% (25,17 mm) e alecrim
10% (24,83 mm) apresentaram halos com didmetro maior, quando comparados
com os extratos a 20%. Os extratos de horteld e orégano a 10% apresentaram
halos com didmetro de 13, 67 mm e 14 mm, respectivamente, mostrando que S.
flexneri mostrou-se resistente a esses dois extratos nessa concentragdo (Tabela
7). Entretanto, quando os extratos de horteld e orégano foram testados a 20%,
houve aumento nos didmetros dos halos (24,17 mm para ambos os extratos), o
que significou sensibilidade intermediéaria de S. flexneri aos extratos alcodlicos
das plantas.

O efeito antimicrobiano dos extratos aquosos € alcodlicos sobre
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Streptococcus mitis e S. mutans ndo foi detectado nas concentragdes utilizadas
(10% e 20%). Observou-se que sobre S. mitis a resposta proporcionada pela
maioria dos extratos aquosos foi a mesma (nula) nas duas concentragdes com
excegdo para o extrato de salvia, que apresentou halo de 3 mm. Sobre S. mutans
a resposta proporcionada por todos os extratos aquosos a 10% foi igual a S.
mitis. Entretanto, com os extratos aquosos de gengibre, capim-lim&o, horteld, e
orégano preparados a 20% S. mutans apresentou halos com didmetros de 3 mm,
2,83 mm e 2,67 mm (orégano), respectivamente.

A bactéria S. mitis nos extratos alcodlicos a 20%, apresentou os
resultados: gengibre (9 mm), capim-lim&o (6,5 mm), salvia (6,5 mm), alecrim
(5,17 mm), orégano (4,17 mm) e horteld (0,5 mm) e para os extratos alcoélicos a
10% de horteld (4,67 mm) e capim-liméo (7,33 mm) (Tabela 8).

Apesar da atividade antibacteriana dos Oleos essenciais de plantas
condimentares ter sido revisado (Nychas, 1995), seu mecanismo de agéo contra
microrganismo ndo tem sido estudado com grandes detalhes. Alguns autores
sugerem que a agdo antimicrobiana de éleos essenciais pode ser prejudicial para
a atividade das enzimas responsaveis pela produgdo de energia e sintese de
componentes estruturais (Cox et al., 1998; Helander et al., 1998; Ultee et al.,
1999; Sikkema et al., 1995).

O conhecimento da extensdio e modo de inibigdo de compostos
especificos, os quais estdo presentes em extratos de plantas, pode contribuir para
o sucesso da aplicag@o de tais preservantes naturais em alimentos, levando em
considerago que muitas combinagdes de compostos podem produzir alta
inibicdo com menor impacto no “flavour”. Por essa razdo, ha crescimento de
demanda para o conhecimento da concentragdo minima inibitéria efetiva (CMI)
para os Oleos essenciais para habilitar equilibrio entre aceitabilidade sensorial e
eficacia antimicrobiana.

De acordo com os resultados obtidos, sugere-se que outros trabalhos
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sejam realizados utilizando-se os mesmos extratos avaliados, porém, em
concentragdes diferentes, e métodos de extragdo diferenciados. Nos extratos para
os quais foram observados resultados intermedidrios, sugere-se pesquisar qual
ou quais dos seus componentes sdo responsdveis pela sua atividade
antimicrobiana, uma vez que Santos et al. (1999) citam que certos extratos s6
sdo bioativos quando juntos. Deve-se levar em consideragdo que nos extratos,
pequenas porgdes da substincia ativa podem estar presentes, uma vez que se
trabalhou com pequenas quantidades das plantas.

Os resultados obtidos neste trabalho indicaram que os extratos possuem
agdo intermédidria para alguns dos microrganismos avaliados, possibilitando
assim, a utilizagfio destas plantas no controle da placa bacteriana em odontologia
ou como substancias antimicrobianas na lavagem de legumes e verduras. Isso
poderia controlar (inibir, reduzir ou destruir) o crescimento microbiano,
aumentando a vida de prateleira de alguns alimentos, além de contribuir para a

melhoria da qualidade de vida da populag&o.



5 CONCLUSOES

Nas condi¢des avaliadas neste trabalho pode-se concluir que:
A atividade antimicrobiana dos extratos etan6licos a 20% de concentragdo
das plantas Rosmarinus officinalis (alecrim), Cymbopogon citratus (capim
liméo), Zingiber officinallis (gengibre), Mentha piperita (horteld), Origanun
vulgare (orégano) e Salvia officinalis (salvia) foi considerada intermediéria
para Shigella flexneri.
Os resultados mostraram que o extrato etandlico de salvia a 20% foi o mais
eficiente no controle de L. monocytogenes.
Para S. mitis, o extrato etandlico de gengibre a 20% apresentou a maior
atividade antibacteriana.
As demais bactérias avaliadas foram resistentes as concentragdes dos

extratos aquosos e etandlicos das plantas medicinais testadas.
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Composigéo do meio de cultura d4gar Rambach (para
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TABELA 1A Composigio do meio de cultura brain heart infusion - BHI (pH 7,4
e 121°C/15 min).

Composicio Quantidades
Infusdo de cérebro de bezerro 200,0 g
Infusdo de coragdo de boi 250,0 g
Proteose peptona 10,0 g
Dextrose 20g
Cloreto de sédio 50¢g
Fosfato dissédico (Na,HPO,) 25¢g
Agua destilada 1 litro

O meio de cuitura BHI (3,7 g de BHI para 100 mL de agua destilada) foi
dividido em tubos contendo aproximadamente 10 mL cada, seguindo-se de sua
esterilizagio em autoclave (121°C/20 min.). Apés o resfriamento a temperatura
ambiente, as células bacterianas foram inoculadas separadamente no meio de
cultura liquido.

TABELA 2A Composigio do meio de cuiltura agar SS (para crescimento de

Shigella flexneri).
Composicio Quantidades
Extrato de carne 5,0
Proteose-peptona 5,0
Lactose 10,0 g
Sais biliares 85g
Citrato de sédio 85¢g
Tiossulfato de sédio 85¢g
Citrato férrico 1,0g
Verde brilhante 0,00033 g
Vermelho neutro 0,025 g
Agar 1000 ml

O meio de cultura Agar SS (60 g de Agar SS para 1000 mL de igua destilada)
foi esterilizado em banho de agua fervente, de acordo com fabricante. O
conteido foi dividido em placas de petri contendo aproximadamente 19 mL de
meio de cultura. Ap6s o resfriamento e solidificagéio a temperatura ambiente, as
células bacterianas foram inoculadas.
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TABELA 3A Composic¢do do meio de cultura agar Palcam (para crescimento de

Listeria monocytogenes).
Composicio Quantidades
Peptona 230g
Extrato de levedura 30g
Amido 10g
Cloreto de sédio 50g
Agar-dgar 130g
Manitol 10,0 g
Citrato férrico de aménio 05¢g
Esculina 08¢g
Glicose 05¢g
Cloreto de litio 150¢g
Vermelho de fenol 0,08g

Palcam Suplemento Seletivo SR 150.

Acriflavina, polimixina e Cloreto de litio. Procedéncia Inglesa.

O meio de cultura Palcam (35,9 g de meio desidratado para 500 mL de agua
destilada e suplementado com um frasco de suplemento seletivo para Palcam).
Ap6s esterilizagdo em autoclave (121°C/15 min.). O contetido foi dividido em
placas de petri contendo aproximadamente 19 mL de meio de cultura. Apés o
resfriamento e solidificagdo a temperatura ambiente, as células bacterianas
foram inoculadas.

TABELA 4A Composig¢@o do meio de cultura agar Rambach (para crescimento
de Salmonella choleraesuis).

Composicio Quantidades
Peptona 80g
Propilen glicol 10,5g
Desoxicolato de sodio 1,0g
Cloreto de sédio 50g
Mistura cromogénica 1,5g
Agar 150g
Agua destilada 1000 ml
_Agua destilada 940 ml

O meio de cultura Rambach (7,6 g de meio desidratado para 250 mL de agua
destilada) ap6s esterilizagdo em autoclave (121°C/15 min.) foi dividido em
placas de petri contendo aproximadamente 19 mL de meio de cultura. Apés o
resfriamento e solidificagdio a temperatura ambiente, as células bacterianas
foram inoculadas.
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TABELA 5A Composigio do meio de cultura édgar Baird-Parker (para
crescimento de Staphylococcus aureus) - pH 7,0 e 121°C/15

min.
Composicio Quantidades

Triptona 10,0 g
Extrato de carne 50g
Extrato de levedura 10g
Piruvato de sédio 10,0 g
Glicina 120 g
Cloreto de litio 50g
Agar 20,0 g
Agua destilada 940 ml
Suplemento
Solugdo aquosa de telurito de potassio 1% 10,0m1/940ml base
Emulsdo gema de ovo: salina (1:1 peso/peso) 50,0 ml/940ml/base

Ao meio de cultura Baird-Parker (63 g meio desidratado para 950 mL de 4gua
destilada), apés esterilizagdo em autoclave (121°C/20 min.), foram adicionados
50 mL de suplemento composto de gema de ovo e telurito. O meio de cultura foi
distribuido em placas contendo aproximadamente 19 mL.

TABELA 6A Composigido do meio de cultura Mueller-Hinton.

Composicio Quantidades
Infusdo de carne 20g
Hidrolisado de caseina 175¢g
Amido 15¢g
Agar 4gar 130g

O meio de cultura Miieller-Hinton (34 g de meio desidratado para 1000 mL de
agua destilada) apés esterilizagio em autoclave (121°C/15 min.) foi dividido em
placas de petri contendo aproximadamente 19 mL de meio de cultura. Apés o
resfriamento e solidificacio a temperatura ambiente, as células bacterianas
foram inoculadas.
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TABELA 7A Composi¢do do meio de cultura agar mitis salivarus (férmula
aproximada por litro) - pH final 7,0 + 0,2.

Composicio Quantidades
Digerido pancreético de caseina 60g
Peptona de proteose N° 3 90¢g
Peptona de proteose 50g
Dextrose 10g
Sacarose 500¢g
Fosfato dipotassico 0,0008 g
Agar 150 g

O meio de cultura Agar mitis-salivarius (90 g de meio desidratado para 1000 mL
de 4gua destilada) ap6s esterilizagdo em autoclave (121°C/15 min.) foi dividido
em placas de petri contendo aproximadamente 19 mL de meio de cultura. Apés
o resfriamento e solidificagdo a temperatura ambiente, as células bacterianas
foram inoculadas.

TABELA 8A Composi¢do do meio de cultura agar (caldo) tripticase de soja
(TSA/TSB) - pH 7,3 e 121°C/15 min.

Compeosicio Quantidades
Peptona de caseina 17,0g
Peptona de soja 30g
Cloreto de sédio 50g
Fosfato dipotassico (K,HPO,) 25¢g
Dextrose 25¢g
Agua destilada 1 litro

O meio de cultura liquido Tripticase de soja (30 g de meio desidratado para 1000
mL de agua destilada) apds esterilizagio em autoclave (121°C/15 min.) foi
dividido em tubos de ensaio contendo aproximadamente 9 mL de meio de
cultura. Ap6s o resfriamento a temperatura ambiente, as células bacterianas
foram inoculadas.

Para o preparo do agar tripticase de soja foram adicionados 8 gramas de agar ao
TSB.
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