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RESUMO

O crescente interesse pelo uso de extratos naturais como alternati-
va na preven¢do e tratamento de patologias colocam em discussao
as propriedades antimicrobianas de diferentes tipos de especiarias
como o Origanum vulgare (orégano). O objetivo do estudo foi ava-
liar a atividade antimicrobiana da tintura e da infusdo preparada
com Origanum vulgare sobre cepas de Candida albicans (ATCC
36802), Candida tropicalis (ATCC 13803), Candida parapsilosis
(ATCC 22019), Candida krusei (ATCC 6258), Candida guilliermon-
dii (FCF 205), Escherichia coli (ATCC 25922) e Sthaphylococcus
aureus (ATCC 6538). Para avaliacdo da maxima dilui¢do inibitdria
(MDI), tubos contendo 50%, 25%, 12,5%, 6%, 3%, 1,5%, 0,75% ¢
0,3% da tintura ou da infusdo em meio de cultura foram contami-
nados com 0,1 ml de suspensdes dos microrganismos padronizadas
por espectrofotometria. Os tubos foram incubados a 37°C por 24
horas e ap6s este periodo, foi realizada a avaliagdo do crescimento
microbiano. Todos os testes foram realizados em duplicata. Os resul-
tados demonstraram que ocorreu crescimento nos meios de cultura
inoculados com os microrganismos testados a partir da dilui¢do de
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ABSTRACT

The increasing interest on the use of natural extracts as an
alternative in the prevention and treatment of pathologies leads
to the discussion on the antimicrobial properties of different types
of plants such as Origanum vulgare. The aim of this study was
to evaluate the antimicrobial activity of the tincture and infusion
prepared with Origanum vulgare on Candida albicans (ATCC
36802), Candida tropicalis (ATCC 13803), Candida parapsilosis
(ATCC22019), Candidakrusei(ATCC6258), Candidaguilliermondii
(FCF205), Escherichia coli (ATCC 25922) e Sthaphylococcus
aureus (ATCC 6538). For the evaluation of maximum inhibitory
dilution (MID), tubes containg 50%, 25%, 12.5%, 6%, 3%, 1.5%,
0.75% and 0.3%of the tincture or infusion in culture medium were
contaminated with 0.1 ml of the standardized suspensions obtained
by spectrophotometry. Tubes were incubated at 37°C for 24 h
and after this period the evaluation of the microbial growth was
performed. All the tests were performed in duplicate. The results
demonstrated that all the tested microorganisms grew from the
dilution of 50% Origanum vulgare tincture and infusion. It was
concluded that the concentrations of Origanum vulgare tincture
and infusion analyzed did not demonstrate inhibitory activity on
the tested microorganisms.

Key-words: Antimicrobial activity. Origanum vulgare. Phytotherapy.

INTRODUCAO

O uso de plantas e extratos fitoterapicos acompanha a humanidade
desde os tempos mais remotos, alguns povos tal como chineses e egip-
cios utilizavam com primor as plantas como recurso nos tratamentos
terapéuticos e preventivos. Alguns paises como o Brasil, que possui
uma flora rica e pouco conhecida, investigam a atividade antimicro-
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biana de algumas plantas sobre alguns microrganismos como bacté-
rias e fungos, principalmente leveduras (SARTORATTO, 2004).

A Organizag¢ao Mundial da Saude (OMS) considera planta medi-
cinal como sendo todo e qualquer vegetal que possua substancias que
possam ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursoras
de farmacos semi-sintéticos, no entanto, algumas plantas sdo consi-
deradas toxicas e devem ser utilizadas com cautela considerando os
riscos que representam para a satde. Diversas substancias isoladas
de plantas medicinais possuem atividade citotoéxica ou genotdxica
e mostram relacdo com incidéncia de tumores (VEIGA-JUNIOR,
2005). Durante as décadas passadas, o interesse publico em terapias
naturais aumentou dramaticamente, ocasionando um consumo exa-
gerado e sem controle, despertando entdo a atengdo e o interesse da
industria farmacéutica que passou a processar esses medicamentos
em escala industrial (CALIXTO, 2000).

O aumento de infecgdes oportunistas entre pacientes imunocom-
prometidos e o aparecimento de algumas cepas de microrganismos
resistentes aos antimicrobianos usualmente administrados, gerou
interesse em pesquisas voltadas para agentes fitoterapicos. A com-
binacao de algumas drogas antifungicas como fluconazol ou cetaco-
nazol com esses agentes fitoterapicos potencializam os efeitos desses
medicamentos e podem diminuir os efeitos colaterais e secundarios
(GIORDANI, 2004).

As propriedades terapéuticas de algumas plantas tém sido utili-
zadas como anti-sépticas, antifingicas e antiinflamatorias, sendo a
atividade antimicrobiana a de maior interesse médico, em microrga-
nismos Gram-positivos e Gram-negativos principalmente em leve-
duras do género Candida (HAMMER, 1999).

Plantas aromaticas e especiarias sdo ricas em oleos essenciais ca-
racterizados por notdvel atividade antimicrobiana e antioxidante, po-
dendo ser utilizados para retardar o crescimento de microrganismos
patogénicos (SOUZA, 2001). O Origanum vulgare ¢ um condimen-
to aromatico originario da Asia, muito utilizado na culinaria grega,
francesa e italiana, e também na elabora¢ao de licores, cosméticos e
farmacos. A quantidade de metabdlitos secundarios encontrados no
Origanum vulgare sao derivados fenolicos (carvacrol e timol), que
sdo relacionados a altos niveis de atividade antimicrobiana, sendo o
timol o mais ativo (LOZANO, 2004).

Na literatura pouco se conhece sobre a atividade antimicrobiana
de Origanum vulgare. Tampieri (2005) analisou a eficacia de varios
oleos essenciais sobre fungos do género Candida e relatou que maior
atividade inibitoria foram das plantas que apresentavam em sua com-
posicao as substancias carvacrol e timol como principio ativo. Estes
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autores relataram efeito fungicida do dleo essencial de Origanum
vulgare sobre Candida albicans.

Bozin (2006) analisou atividade antimicrobiana de varios 6leos es-
senciais sobre cepas bacterianas e fungicas. Os autores observaram
que o oleo essencial de orégano demonstrou uma melhor atividade
antimicrobiana comparada a outros 6leos essenciais estudados, mes-
mo frente a cepas multirresistentes de Pseudomonas aerugionosa e
Escherichia coli. Burt (2006) relatou efetividade antimicrobiana do
oleo essencial de Origanum vulgare sobre diferentes cepas de E. coli.

Leveduras do género Candida sao fungos que causam infecgdes
nas mucosas bucal e vaginal e infecgdes sistémicas, embora sejam
comensais da microbiota de individuos saudaveis, sdo comumen-
te associados com disfungdes imunes em pacientes transplantados
e portadores do virus HIV (EGGIMANN et al. (2003). O agente
etioldgico mais comum da candidose ¢ Candida albicans, entretanto
¢ crescente a incidéncia de infecgdes causadas por outras espécies
deste género, tal como C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis, princi-
palmente apds o advento da AIDS na década de 80 (WILLIAMS &
LEWIS, 2000). Staphylococcus aureus pode ser relacionada a infec-
coes sistémicas graves particularmente em pacientes diabéticos, com
AIDS, pos-cirurgicos, sob hemodialise e doencas cronicas de base
como tumores malignos e cardiopatias (DAVID et al., 2005; GOTZ,
2004). A emergéncia de isolados resistentes aos antimicrobianos tais
como cepas resistentes a meticilina (MRSA) tem sido relatada na li-
teratura (SMITH, 2003). Enterobactérias sdo um grupo de patogenos
importantes nas infec¢des hospitalares e também na comunidade e
a resisténcia aos antibidticos destas cepas tem se tornado muito co-
mum (Motta et al., 2003). A ocorréncia de resisténcia a antibioticos,
particularmente os -lactdmicos, tem sido bastante relatada em E.
coli (NAVEEN & MATHALI, 2005).

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de
tintura e infusdo de Origanum vulgare.

MATERIAL E METODO

Para a verificagdo da atividade antimicrobiana de compostos de
Origanum vulgare, foi utilizada tintura adquirida comercialmente
(Pharmaciantiga, Sao José dos Campos, SP), e infusdo de folhas de-
sidratadas de Origanum vulgare (Kitano, Sdo Paulo-SP, Brasil). A
infusdo foi obtida a partir da imersdo de 100 g de folhas desidrata-
das de Origanum vulgare em agua destilada esterilizada aquecida
a 100°C, cujo tempo de imersdo foi de 10 minutos. O produto da
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imersdo foi esterilizado através da filtracdo em membranas para es-
terilizacdo de 0,22 pm (Spritz-Filter, TPP, Switzerland).

Para a realizagdo do estudo foram utilizadas amostras padrao de
Candida albicans (ATCC 36802), Candida tropicalis (ATCC 13803),
Candida parapsilosis (ATCC 22019), Candida krusei (ATCC 6258),
Candida guilliermondii (FCF205), que foram semeadas em placas
de Petri contendo agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, USA)
e amostras padrao de Escherichia coli (ATCC 25922) e Sthaphylo-
coccus aureus (ATCC 6538), que foram semeadas em Triptic soy
agar (Difco, Detroit, USA). As amostras foram incubadas durante
24 horas a 37°C.

Ap0s o periodo de incubagdo, foram obtidas suspensdes padro-
nizadas de 1 x 10° células/mL de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e C. albicans em espectrofotdometro (Shinadzu modelo UV-
1203, Kyoto - Japan). As densidades opticas e comprimentos de onda
utilizados na espectrofotometria foram previamente estabelecidos no
Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Odontologia UNESP
- Sao José dos Campos, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Comprimento de onda e densidades Opticas utilizados para obtencao
das suspensdes contendo 1x10células/ml dos microrganismos utilizados

Microrganismos Comprimento de onda Densidade optica
Staphylococcus aureus 490 nm 0,374
Escherichia coli 590 nm 0,324
Candida albicans 530 nm 0,284

Foram obtidas dilui¢cdes de 50%, 25%, 12,5%, 6%, 3%, 1,5%,
0,75% e 0,3% da tintura e da infusdo em tubos contendo meio de
cultura caldo Saboraud dextrose (Difco, Detroit, USA) ou Triptic soy
broth (Difco, Detroit, USA), conforme o microrganismo a ser testa-
do, em duplicata. Os tubos contendo as dilui¢des foram inoculados
com 0,1 mL das suspensdes padronizadas. Foram incluidos também
tubos controle de crescimento que continham apenas o meio de cul-
tura sem tintura ou infusdo. Em seguida, os tubos foram incubados
durante 24 horas a 37°C. Apos este periodo, leituras do valor da ma-
xima dilui¢do inibitéria (MDI) foram realizadas, considerando-se a
turvacao dos tubos.

A seguir, 0,1 mL do contetido dos tubos foram semeados em pla-
cas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, USA)
ou Triptic soy agar (Difco, Detroit, USA) e as placas foram incubadas
durante 24 horas a 37°C. Ap6s o periodo de incubagao, as placas fo-
ram observadas para a determinag¢ao dos valores de maxima dilui¢ao
fungicida/bactericida (MDF ou MDB). A partir das colonias que se
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desenvolveram em cada placa, foram obtidos esfregacos, os quais fo-
ram corados pelo método de Gram para confirmag@o microscopica.

RESULTADOS

Observou-se crescimento de todos os microrganismos testados a
partir da dilui¢ao de 50% tanto da tintura como da infusdo de Ori-
ganum vulgare.

DISCUSSAO

As qualidades antimicrobianas de plantas aromaticas e medici-
nais, e seus extratos sdo reconhecidos como terapéuticos desde a
antiguidade. Muitos componentes dessas plantas, principalmente o
6leo obtido por destilagdo, apresentam atividade frente a diversos
microrganismos. Esses agentes fitoterapicos sdo preparados nas for-
mas liquida, sélida, viscosa ou na forma de gel, e podem ser obtidos
por maceragdo, percolacdo ou destilacdo (obtencdo do dleo essen-
cial) e misturados com alcool ou agua destilada sendo muitas vezes
concentrado para promover o efeito esperado (CALIXTO, 2000). No
presente estudo foi utilizada tintura e infusdo das folhas desidratadas
de Origanum vulgare, obtendo-se o extrato concentrado da planta.
Estas formas foram selecionadas, pois sdo as mais frequentemente
empregadas para o uso caseiro.

Plantas que possuem em sua estrutura componentes fendlicos
tal como o carvacrol e timol possuem atividade antimicrobiana de
caracteristicas bacteriostaticas e bactericidas, motivo que desper-
tou interesse na analise da atividade antimicrobiana da tintura e da
infusdo de Origanum vulgare, ja que a planta possui componentes
desta natureza.

Diversos autores relataram atividade antimicrobiana dos com-
ponentes de Origanum vulgare. Giordani (2006) observou que os
componentes fenolicos responsaveis pela atividade antimicrobia-
na do Origanum vulgare se devem a presenca do carvacrol nesta
planta. Lambert (2001) mencionou em seu estudo que as substan-
cias encontradas no Origanum vulgare alteram a permeabilidade
da membrana celular bacteriana. Além do efeito antimicrobiano do
Origanum vulgare descrito anteriormente, esta planta exibe outras
propriedades terapéuticas, consideradas antioxidante e estrogénica,
utilizada também na lavoura como inseticida contra insetos na la-
voura (NURMI, 2006).
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No entanto, no presente estudo pdde-se observar que a tintura e
a infusdo de orégano ndo demonstraram atividade antimicrobiana
frente aos microrganismos testados. Embora este estudo ndo tenha
utilizado o 0leo essencial, existem relatos sobre a falta de efetividade
antimicrobiana do 6leo essencial de Origanum vulgare sobre bacté-
rias Gram-positivas e Gram-negativas. (DORMAN (2000).

Por outro lado, os resultados da atividade antifingica diferiram
de estudos na literatura, que relatam eficiéncia dos componentes e
do 6leo essencial de Origanum vulgare sobre leveduras do género
Candida. Tampieri (2005) e Bozin (2006) relataram efeito fungicida
do 6leo essencial de Origanum vulgare sobre Candida albicans.

O estudo foi relevante principalmente por demonstrar que dife-
rentes formas de elaborag@o das plantas e especiarias como o Origa-
num vulgare, podem ser utilizadas com finalidades antimicrobianas
de maneira erronea por aqueles que levam em consideracdo somente
a atividade antimicrobiana demonstrada pelos componentes do 6leo
essencial e de outras formas. Deve-se salientar que antes da indi-
cacdo de qualquer forma de elaboragdo de produtos naturais como
plantas e especiarias, ¢ importante considerar estudos que compro-
vem a verdadeira eficdcia de seus componentes ativos.

CONCLUSAO

Concluiu-se que as concentragdes de tintura e infusao de Origa-
num vulgare analisadas nao apresentaram atividade antimicrobiana
nas condigdes testadas.
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