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Antibacterial activity of essential basil oil against serogroups of enteropathogenic
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RESUMO

Considerando-se a crescente participacdo dos
vegetais na transmissdo de microrganismos, incluindo as
Escherichia coli enteropatogénicas multirresistentes as drogas
convencionais, a busca por novos compostos com propriedades
antimicrobianas a partir de fontes naturais, tais como os 6leos
essenciais, tem se intensificado nos Ultimos anos. Esta pesquisa
objetivou avaliar a atividade antibacteriana do 6leo essencial
do manjericdo (Ocimum basilicum Linn.) frente a sorogrupos
de Escherichia coli enteropatogénicas (EPEC) isolados de
alfaces (Lactuca sativa), utilizando-se o Método de Difuséo
em Disco (MDD). Os resultados evidenciaram que todas as
cepas de E. coli EPEC testadas apresentaram sensibilidade a
acdo do 6leo essencial, sugerindo que este possa ser uma fonte
de compostos com potencial terapéutico no combate a
bactérias patogénicas.

Palavras-chave: Escherichia coli EPEC, 6leo essencial,
manjericdo, atividade antibacteriana.

ABSTRACT

Considering the increase of the involvement of
vegetables in the transmission of microorganism including the
enteropathogenic Escherichia coli multiresistance to
conventional drugs, the search for new antimicrobial
compounds from natural sources, such as the essential oils,
has been intensified in the last years. This research aimed to
evaluate the antibacterial activity of the essential oil from basil
(Ocimum basilicum Linn.) front to sorogroups of
enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) isolated in lettuces
(Lactuca sativa) using the Diffusion in Disk Method. The results
showed that, all the tested strains of E. coli EPEC presented

sensitivity to the essential oil’s action, suggesting that it can be
a source of compounds with therapeutic potential in the fighting
to bacteria pathogenic.

Key words: Escherichia coli EPEC, essential oil, basil;
antibacterial activity.

INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais para o
tratamento de doencas estd associado a medicina
popular de diferentes partes do mundo. Entre os
principais produtos de origem vegetal com atividade
antimicrobiana estdo os extratos e 0s 0leos essenciais
(SARTORATTO et al., 2004). Entre as plantas
medicinais comumente usadas na medicina popular esta
0 manjericdo (Ocimum basilicum Linn.), o qual pertence
a familia Lamiaceae, possuindo espécies originarias
de regides tropicais e subtropicais da Asia, da Africa e
da América Central e do Sul (LABRAet al., 2004).

A composicdo dos 6leos essenciais
extraidos das folhas e dos &pices com inflorescéncia
do manjericdo varia de acordo com a espécie e a
localizacdo geogréfica, sendo classificados em quatro
quimiotipos, de acordo com 0Ss componentes
majoritarios do 6leo: quimiotipo linalol-metil chavicol
(Europeu), metil chavicol (Reunido), metil cinamato
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(Tropical) e quimiotipo eugenol (Java). Em funcdo de
suas propriedades terapéuticas, 0 manjericdo é
amplamente utilizado na medicina popular como
antiespasmadico, antitérmico, auxiliando também na
digestdo e no combate de infeccBes bacterianas e
parasitarias intestinais (TELCI et al., 2006).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial
do manjericdo tem sido relatada como sendo
predominantemente associada aos seus constituintes
majoritarios, o metil chavicol e o linalol. O éleo essencial
dessa planta tem sido utilizado nas indistrias de
alimentos como flavorizante para produtos de
confeitaria, bebidas ndo alcodlicas, sorvetes e como
condimentos e na indUstria de cosméticos (BOZIN et
al., 2006).

O habito alimentar da populagdo tem
mudado consideravelmente, e 0 aumento no consumo
de hortalicas in natura caracteriza essa mudanca. Nesse
contexto, a alface (Lactuca sativa) esta entre as
hortalicas folhosas mais consumidas no Brasil, sendo
um dos componentes mais presentes nas saladas dos
brasileiros. Seu cultivo € praticado de forma organica,
livre de pesticidas ou agrotoxicos; hidroponica, em que
as hortalicas ficam protegidas contra diversos fatores
adversos do meio ambiente, como chuvas, geadas e
ventos fortes, favorecendo a produtividade do
produto; e convencional, com utilizagdo de defensivos
agricolas (SANTANAet al., 2006).

Segundo FERNANDES et al. (2002), as
hortalicas, por serem consumidas in natura, tém sido
consideradas como uma das principais veiculadores
de microrganismos patogénicos de interesse em Saude
Publica. Esses autores relatam ainda que as principais
fontes de contaminacdo de hortalicas sdo a agua de
irrigacdo, que pode apresentar uma grande quantidade
de contaminantes, como ovos de helmintos, cistos de
protozoarios e coliformes de origem fecal, e o esterco
animal, utilizado como adubo orgénico. Entre as
principais espécies de bactérias contaminantes de
hortalicas estd a Escherichia coli, por apresentar
linhagens patogénicas produtoras de toxinas, tais
como: hemolisinas, enterotoxinas termolabeis (LT) e
termoestaveis (ST) e Shiga-toxina e estar
frequentemente associada a surtos de toxinfecgdes
alimentares. E. coli enteropatogénicas (EPEC), apesar
de ndo produzirem Shiga ou verotoxinas, estdo entre
as linhagens de E. coli diarreiogénicas (KAPER et al.,
2004).

Considerando-se a relevancia e atualidade
do problema no Brasil e a crescente participagéo das
hortaligas na transmisséo de E. coli enteropatogénicas,
esta pesquisa teve por objetivo avaliar a atividade
antibacteriana do 6leo essencial do manjericédo

(Ocimum basilicum L.) frente a sorogrupos de E. coli
enteropatogénica (EPEC) isolados de alfaces (Lactuca
sativa) orgénicas e hidropbnicas comercializadas em
feiras livres e supermercados da cidade de S&o Luis,
Maranhdo (MA).

MATERIAL E METODOS

Coletas das amostras

Foram coletadas 100 amostras de alfaces
(variedade crespa) cultivadas em sistemas organico e
hidroponico e comercializadas em feiras livres e
supermercados, respectivamente, localizados na cidade
de S&o Luis/MA, no periodo de maio a julho de 2009. A
escolha dessa hortalicga se justifica pelo fato de estar
entre as mais consumidas pela populacdo maranhense.
A opcéo pelos sistemas de cultivo baseou-se no fato
de fornecerem alimentos mais saudaveis, ou seja, livres
de agrotoxicos e/ou pesticidas. ApGs coletadas, as
amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas
e transportadas ao Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos e Agua da Universidade Federal do
Maranhdo para a realizacdo das analises pertinentes.

Isolamento e identificacdo das cepas de Escherichia
coli

Para o isolamento e a identificacdo da E.
coli, utilizou-se a técnica descrita por KORNACKI &
JOHNSON (2001). Para tanto, foram pesados
assepticamente 259 de cada amostra, que foram
incubados em 225mL de Caldo Infusdo Cérebro
Coragdo (Caldo BHI) a 37°C, por trés horas. Apos o
periodo de incubacao, foram acrescentados ao indculo
250mL de Caldo Escherichia coli (Caldo E.C.), com
posterior incubacdo a 37°C, por 24 horas. O
plagueamento seletivo foi realizado nos Agares Eosina
Azul de Metileno (EMB) e MacConkey Sorbitol. Apds
a incubacdo, as colbnias tipicas de E. coli foram
submetidas a identificagdo bioquimica utilizando-se o
Sistema API-20E (bioMeérieux).

Identificacdo sorolégica das cepas de Escherichia coli

Para a identificacdo soroldgica de E. coli
enteropatogénicas (EPEC), foram utilizados soros
polivalentes e monovalentes (Probac do Brasil®)
contendo anticorpos para a identificacéo de antigenos
somaticos O, a saber: soro polivalente A contendo
anticorpos, para a identificagdo dos sorogrupos
monovalentes: 026, 055, 0111 e 0119; polivalente B,
para identificar os monovalentes: 114, 0125, 0142 e
0158; e polivalente C, para os monovalentes: 086, 0126,
0127 e 0128, segundo metodologia descrita por MENG
et al. (2001). Para a realizagdo dos testes sorolégicos,
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1mL de &gua estéril foi adicionado as culturas de 24
horas para a obtencdo de uma suspensdo. Em seguida,
foram retiradas aliquotas de 0,1mL das respectivas
suspensOes e adicionadas a superficie de uma lamina
de vidro limpa e seca. Primeiramente, as cepas de E.
coli foram testadas para os soros polivalentesA,Be C
para E. coli EPEC classica e em seguida para 0s soros
monovalentes, de acordo com a classificacdo obtida
nos soros polivalentes. A prova sorologica positiva
consistiu da aglutinacéo do soro ap0s a sua adi¢do na
suspensdo da cultura bacteriana em estudo.

Extracdo do 6leo essencial

Para a extracdo do dleo essencial do
manjericdo, foram utilizadas as folhas da planta. A
extracdo foi realizada pelo processo de hidrodestilacdo
usando-se o extrator de Clevenger, segundo
metodologia descrita por MATOS (1997).

Analise cromatogréafica

Para a identificacdo dos constituintes do
6leo essencial do manjericdo, utilizou-se a técnica de
Cromatografia a Gés acoplada a Espectrometria de
Massas (CG/MS) nas seguintes condicdes:
Equipamento: CG\EM, modelo QP - 5000, fabricado
pela Shimadzu; Método: OE_1.met; Amostras:
inicialmente pesou-se 1,0mg de cada amostra e
dissolveu-se em 1000uL de diclorometano (pureza
99,9%); Volume injetado: 0,3uL; Coluna: Capilar,
30mx0,25mmx0,25um. HP-5MS, 5% difenil, 95% dimetil
polisiloxano (Equivalente DB-%MS ou CP-Sil 8CB
LB\MS); Gés de arraste: He (99,9995%); fluxo: 1,0mL
min’; Injetor: 280°C, modo Split (1:10); Forno: 40°C
(5,0min) — 240°C (4°C min*); 240°C — 300°C (8°C min?,
7,5min); t =60,0min; Detector: EM; EI (70 eV);
Espectrometro de massas tipo quadrupolo linear. Modo
de varredura (0,5s sacn?); Faixa de massas: 40-500
daltons; Linha transferéncia: 280°C; e Filamento:
desligado 0,0 a 4,0min. Para a identificacdo dos
compostos detectados nas amostras, utilizaram-se as
bases de dados de espectros de massas NIST105,
NIST21e WILEY139.

Antibiograma

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana
do dleo essencial do manjericdo, utilizou-se o Método
de Difusdo em Disco (MDD), segundo metodologia
recomendada pelo NCCLS (2000). Para esse teste, as
amostras de E. coli EPEC, isoladas das alfaces, foram
cultivados em Caldo BHI (37°C/24 horas) e, apds o
periodo de incubagdo, foram realizadas diluigdes
sucessivas para a obtenc¢do da turbidez de 0,5 na escala
de MacFarland (108UFC mL1). De cada cultura, retirou-

se uma aliquota de 0,1mL e inoculou-se na superficie
do Agar Mueller-Hinton, sendo utilizado um suabe para
espalhar o inoculo. Em seguida, os discos (6mm)
impregnados com 75uL do 6leo essencial foram
colocados no centro da placa com o auxilio de uma
pinga. As placas foram incubadas a 37°C, por 24 horas.
A leitura dos halos de inibic&o foi feita com o auxilio de
uma régua milimetrada.

Como pardmetro para a atividade
antibacteriana do 6leo essencial do manjericéo, foram
utilizados os padrdes de sensibilidade adotados por
MOREIRA et al. (2005), os quais classificaram a
atividade de diferentes dleos essenciais de acordo com
o0 tamanho do halo de inibicéo, a saber: nao sensivel: (-)
para didmetros <8mm; sensivel: (+) para diametros de
9-14mm; muito sensivel: (++) para 15-19mm;
extremamente sensivel: (+++) para os halos com
didmetros >20mm.

Anélise estatistica

Para a avaliacdo do efeito inibitorio do 6leo
essencial do manjericdo frente aos sorogrupos de E.
coli EPEC, os dados experimentais foram submetidos
ao teste paramétrico para a diferenga entre duas médias
populacionais (amostras pequenas e independentes)
e com um nivel de significancia de 5%, sendo utilizado
o software STATISTICA 7.0. Esse teste foi realizado
supondo-se que as variancias populacionais ¢ > € c?
sdo desconhecidas e estimadas por meio de pequenas
amostras (n<30); com n +n_-2 graus de liberdade. Nesse
caso, o critério de decisdo para testar a hipotese nula
u,-u,=d, foi baseado no teste t-Student, considerando-
se que as populacdes sdo aproximadamente normais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes a frequéncia e ao
percentual de isolamento de E. coli enteropatogénicas
(EPEC) das amostras de alfaces cultivadas pelos
sistemas orgénico e hidropbnico estdo expressos na
tabela 1. De acordo com os resultados,
independentemente do sistema de cultivo (orgénico
ou hidropénico), foram identificados, por meio dos
testes soroldgicos para E. coli enteropatogénica
classica EPEC, em ambas as amostras de alface, os
sorogrupos: 055, 0111, 0114, 0125, 0127 e O142.

No Brasil, estima-se que as diarréias sejam
as responsaveis por mais de 200.000 6bitos anuais de
criancas, nos quais a EPEC se encontra entre as
principais causas. A infeccdo por EPEC é transmitida
principalmente pelo consumo de &gua ou alimentos
contaminados, sendo o problema agravado quando ha
imunodreprimidos (TRABULSI etal., 2002).
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Tabela 1 - Frequéncia e percentual de isolamento de Escherichia coli enteropatogénicas isoladas das amostras de alfaces cultivadas pelos
sistemas de cultivo organico e hidroponico comercializadas em feiras livres e supermercados da cidade de Sao Luis/ MA.

Sorogrupos de Escherichia coli EPEC

Amostra Cultivo 055 0111 0114 0125 0127 0142
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
Organico 29 ! 2 o ! !
‘ (59,2) 2.0) @) (183) 2.0) (143)
Alface 6 3 2 2 1 2
Hidropdnico
(37,5) (18,8) (12,5) (12,5) 6,2 (12,5)

Nota: n: NUmero de E. coli positivas para os sorogrupos de EPEC cléssica; (%): percentual de isolamento.

Diversos surtos de toxinfeccdes alimentares
tém sido associados com hortalicas contaminadas.
Pesquisadores tém recuperado varias bactérias
patogénicas para humanos desses produtos, tais como
Listeria monocytogenes, Salmonella sp. e E. coli
0157:H7 cultivadas em ambos os sistemas de producéo
—organico e hidropdnico. Entre as principais fontes de
contaminac&o das hortaligas por linhagens de E. coli
enteropatogénicas estdo o esterco, utilizado com adubo
organico, e a agua de irrigagdo contaminada, utilizada
no sistema de producdo orgénico, bem como a
manipulag&o, os nutrientes e a &gua contendo material
fecal na producdo hidropdnica (McMAHON &
WILSON, 2001). SAFARIKOVA & SAFARIK (2001),
ao avaliarem a contaminacdo de amostras de hortaligas,
incluindo a alface, constataram a contaminacao destas
por sorogrupos de E. coli 026, 0111 e O157.

A andlise por CG/EM do dleo essencial do
manjericdo estudado nesta pesquisa identificou seis
componentes como sendo 0s principais constituintes
do 6leo com um percentual de abundancia significativo,
a saber: o metil chavicol ou estragol [1-metoxi-4-(2-

propenil)-benzeno] (62,39%), linalol (25,88%), -
farneseno (6,14%), 1,8 cineol (eucaliptol) (3,48%), a.-
terpineol [4-metil-1-(1-metiletil)-3-ciclohexen-1-ol]
(1,43%) e a-cadinol (0,67%).

Nesta pesquisa, sorogrupos de E. coli EPEC
isolados das amostras de alfaces foram testados frente
a agdo antibacteriana do dleo essencial do manjericéo,
em que as caracteristicas numéricas obtidas a partir do
antibiograma realizado com o 6leo essencial estao
apresentadas nas tabelas 2 e 3. De acordo com os
resultados, os sorogrupos de E. coli EPEC testados
demonstraram sensibilidade (+) frente a acdo do dleo
essencial do manjericdo, com médias de halos de
inibicdo variandoentre 11,2mme 11,6mmede 11,0mma
12,0mm para os isolados das alfaces orgénicas e
hidroponicas, respectivamente. Apds a analise
estatistica aplicada a esses resultados com a finalidade
de comparar as médias dos halos de inibigéo, ndo foram
constatadas diferencas significativas (P>0,05) entre as
cepas de E. coli EPEC sensiveis ao 6leo de manjericéo.

O efeito inibitorio apresentado pelo 6leo do
manjericdo observado nesta pesquisa foi atribuido a

Tabela 2 - Caracteristicas numéricas da atividade antibacteriana do 6leo essencial do manjericao frente as cepas de Escherichia coli EPEC
cléssica isoladas de alfaces cultivadas pelo sistema de cultivo organico, segundo sorogrupos e tamanho do halo de inibigdo (mm).

Alface organica

Sorogrupos Média aritmética Intervalo de . N Coeficiente de
Tamanho da amostra (Halo/mm) confianga 95% Desvio padrdo variagéo (%)
055 29 112a 11,08a11,41 0,4355 3,87
0111 5 114a 10,72a11,09 0,5477 4,80
0114 10 116a 11,23a11,97 0,5163 4,45
0125 9 112a 10,88 a 11,56 0,4410 3,93
0127 5 114a 10,722 12,08 0,5477 4,80
0142 7 114a 10,93a11,92 0,5345 4,68

Nota: Médias seguidas com mesma letra minudscula, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si a 95% de probabilidade pelo

teste t de Student (P<0,05); (-) N&o hd variacéo entre as variaveis.
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Tabela 3 - Caracteristicas numéricas da atividade antibacteriana do 6leo essencial do manjericao frente as cepas de Escherichia coli EPEC
classica isoladas de alfaces cultivadas pelo sistema de cultivo hidrop6nico, segundo sorogrupos e tamanho do halo de inibigéo

(mm).
Alface hidropdnica
Sorogrupos Tamanho da amostra Média aritmética Intervalo de confianga Desvio padrio Coeficiente de varia¢do
(Halo/mm) 95% P (%)
055 30 11,7a 11,49a11,85 0,4795 4,11
0111 15 110a - 0,00 0,00
0114 10 115a 11,12a211,88 0,5271 4,58
0125 10 119a 11,67a12,13 0,3162 2,66
0127 5 110a - 0,00 0,00
0142 10 120a - 0,00 0,00

presenca do metil chavicol e linalol, os constituintes
majoritarios do 6leo. Esse resultado é semelhante aos
achados de WAN et al. (1998), quando avaliaram a acdo
antibacteriana do 6leo essencial dessa espécie frente a
uma variedade de bactérias gram positivas e gram
negativas, incluindo a E. coli. Os resultados aqui
apresentados concordam ainda com os achados por
DUARTE et al. (2007), os quais, estudando o efeito de
0leos essenciais de plantas medicinais usadas no
Brasil, incluindo o manjericdo, frente a E. coli
enteropatogénicas (EPEC) e E. coli enterotoxigénicas
(ETEC), classificaram a atividade antibacteriana do 6leo
essencial do manjericdo como sendo de atividade
moderada.

HUSSAIN et al. (2008) relataram a agdo do
6leo essencial de manjericdo frente a Escherichia coli,
a qual demonstrou sensibilidade ao apresentar um halo
de inibicdo de 11,4mm. BOZIN et al. (2006),
caracterizando a composigao dos constituintes volateis
dos oleos essenciais de algumas espécies da familia
Lamiaceae, bem como a sua atividade antimicrobiana,
verificaram um halo de inibicdo de 11mm de didmetro
para o manjericdo frente a E. coli multirresistentes a
antibidticos comerciais. Os autores atribuiram o efeito
inibitério a presenca dos constituintes majoritarios do
6leo, o metil chavicol e o linalol.

SOKOVIC & VAN GRIENSVEN (2006)
comentaram que 0 manjericdo tipo metil chavicol
apresentou significante atividade contra o crescimento
de diferentes microrganismos, incluindo a E. coli,
resultados que corroboram os achados nesta pesquisa.
Os referidos autores relataram ainda que a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de manjericao pode
ser atribuida ao linalol e a outros compostos
oxigenados.

CONCLUSAO

O teste in vitro do 6leo essencial do
manjericdo testado frente a diferentes sorogrupos de

E. coli EPEC cléssica mostrou atividade antibacteriana
significante, sugerindo que este pode ser utilizado
como uma alternativa no combate as toxinfeccdes
causadas por E. coli. Porém, o potencial uso desse
6leo como fitoterapico no tratamento de doencas
infecciosas necessita de avaliacdo in vivo e de novas
pesquisas excluindo possiveis efeitos colaterais para
afisiologia digestiva e microbiota normal de individuos
infectados.
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