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RESUMO — Um dos problemas de salide publica atualmente é a contaminagdo bacteriana dos alimentos.
Estudos acerca da ciéncia e tecnologia de alimentos tém ressaltado o potencial antibacteriano das especiarias,
considerando a sua insercdo no sistema de bioconservacao de alimentos. Com base nisso, o objetivo do presente
estudo foi realizar o isolamento e identificacdo de Staphylococcus coagulase positiva proveniente de carnes de
frango do Sul do Rio Grande do Sul, e avaliar a atividade antibacteriana in vitro do 6leo essencial Origanum
majorana L. (manjerona) frente a esses isolados. Foram analisadas amostras de frangos de dois
estabelecimentos, totalizando 20 amostras. Foi realizado o isolamento e identificacdo de Staphylococcus
coagulase positiva, assim como avaliacdo da atividade antibacteriana desses isolados, a partir do Teste de
Difusdo em Disco e Microdiluicdo em Caldo. Para ambos os testes, foi padronizado o indculo na escala de 0,5
Mc Farland, e para a técnica de Microdiluicio em Caldo foram feitas diluicdes seriadas envolvendo
concentragdes dos 6leos entre 1,562 a 100 pL.mL™. Os resultados evidenciaram que das 20 amostras de frango
analisadas, 17 (85%) apresentaram contaminacgdo por Staphylococcus coagulase positiva. Quanto a avaliagdo da
atividade antibacteriana, os 6leos essenciais testados apresentaram atividade frente a todas as cepas bacterianas
testadas, indicando a possibilidade de substitui¢do aos conservadores quimicos em alimentos.
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1 INTRODUCAO

As doengas de origem alimentar vém se intensificando em todo o mundo, porém a maioria dos casos
ndo é divulgada, fazendo com que a real dimensdo do problema ndo seja conhecida (WHO, 2012), dessa forma,
sendo arriscado estimar a incidéncia das doengas de natureza alimentar.

A indUstria alimenticia almeja a producdo de alimentos que oferecam vida-de-prateleira extensa e

inocuidade com relacdo a presenca de micro-organismos patdégenos e suas toxinas. A nova tendéncia do
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consumidor e da legislacdo de alimentos tem feito com que essa procura se torne cada vez mais necessaria. Os
consumidores buscam alimentos de qualidade adequada, livres de conservantes quimicos e minimamente
processados, porém com vida-Util longa (GOULD, 1996).

De acordo com Silva et al. (2008), na sociedade contemporanea, o interesse em terapias alternativas e
0 uso de produtos naturais vem crescendo nos Gltimos anos. O tratamento com remédios naturais vem crescendo,
pois a populagdo busca menores custos, menor probabilidade de efeitos colaterais e combater a resisténcia de
determinados micro-organismos frente aos farmacos convencionais (POZZATTI, 2007), o que pode acabar
justificando o aumento em mais de 50% da producdo de Oleos e gorduras vegetais na Ultima década,
classificando o Brasil como o sexto produtor desses compostos, perdendo somente para a Malasia, China,
Indonésia, Estados Unidos e India (FAO, 2012). Com base nisso, o objetivo do presente estudo foi realizar o
isolamento e identificacdo de Staphylococcus coagulase positiva proveniente de carnes de frango e avaliar a

atividade antibacteriana in vitro do 6leo essencial Origanum majorana L. (manjerona) frente a esses isolados.

2 MATERIAL E METODOS

Foram realizadas coletas de amostras de frango provenientes de dois estabelecimentos comerciais (I —
supermercado, Il —agougue) do Sul do Rio Grande do Sul. Os estabelecimentos foram sorteados aleatoriamente,
e foram feitas 10 repeticBes dos testes por estabelecimento, totalizando 20 amostras. As andlises microbioldgicas
foram realizadas no Laboratério de Bacteriologia pertencente ao Instituto de Biologia da UFPel.

O isolamento e identificagdo de Staphylococcus coagulase positiva foram realizados de acordo com
APHA (2002). As col6nias suspeitas foram selecionadas e submetidas & coloracdo de Gram e a prova de
coagulase. A prova de coagulase foi realizada por meio da transferéncia do indculo, através do método de
dispersdo para um tubo de ensaio contendo 2mL de Caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubados a 36°C por
24h. Logo ap6s esse periodo, foram retirados 1,8mL do indculo e acrescentado 0,2mL de coagu-plasma®,
homogeneizando com movimentos de rotacdo. Novamente os tubos foram incubados a 36°C, verificando a cada
hora se houve formacéao de coagulo, em um periodo total de seis horas.

A partir dos isolados positivos, foram realizadas as técnicas de Disco difusdo (SAHIN, 2004) e
Microdiluicdo em Caldo (NCCLS, 2003). A primeira foi realizada em placas de 4gar BHI, e os in6culos foram
padronizados de acordo com a escala 0,5 de Mc Farland, correspondendo a 1,5x10® UFC.mL™ a partir de
cultivos bacterianos recentes. Apds, foram semeados na superficie do meio de cultivo com o auxilio de swabs
estéreis e discos de papel-filtro estéreis foram dispostos na superficie do agar. Em seguida, 10uL dos dleos
essenciais puros foram adicionados sobre os discos, para a difusdo do 6leo no meio de cultivo. As placas foram
incubadas a 36°C durante 24h. A atividade antibacteriana foi avaliada pela formacdo de um halo inibitério
provocado pelos 6leos essenciais sobre as cepas testadas, e 0 experimento foi realizado em duplicata para cada
cepa bacteriana.

Ja para a técnica de Microdiluicdo em caldo foi utilizado caldo BHI e agente emulsificante, Tween 80

(T80) a 1%. Foram realizadas dilui¢des seriadas do 6leo essencial acrescido ao meio de cultura, com a finalidade
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de obter concentracées finais de 1,562uL.mL™ a 100pL.mL™. Em seguida, foram adicionados 180pL de cada
uma das concentracdes as cavidades na placa, seguindo a uma ordem decrescente de concentragdes. Como
controle negativo, foi usado o meio de cultivo com emulsificante T80 livre de inéculo, caracterizando auséncia
de contaminagdo. Como controle positivo, foi utilizado o meio de cultivo com emulsificante T80 e indculo,
caracterizando a viabilidade celular bacteriana. Para descartar qualquer possibilidade de contaminagédo dos dleos
essenciais, foi colocado em linhas adicionais, apenas o meio de cultivo+T80+0leo essencial, sem inoculo
bacteriano. Os indculos bacterianos foram preparados padronizados na escala 0,5 de Mc Farland, e em seguida,
foram adicionados 20uL de cada um em todas as cavidades correspondentes, com excecdo do controle negativo.
Ao final, foi obtida uma concentracdo de 3x10* células/cavidade. O experimento foi feito em triplicata e as
placas foram incubadas a 36°C por 24h. A leitura dos resultados foi feita a partir da adigdo de 20uL de Cloreto
de 2,3,5 Trifenil Tetrazdlio a 0,5% em todas as cavidades. As placas foram incubadas a 36°C por 20min. A
alteracdo na coloragdo foi um indicativo de atividade metabélica bacteriana, o que por consequéncia comprovou
a auséncia de inibicdo do crescimento bacteriano pelos dleos essenciais testados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que das 20 amostras de frango analisadas, 17 (85%) apresentaram contaminacao por
Staphylococcus coagulase positiva, sendo 7 (35%) provenientes do estabelecimento I e 10 (50%) do
estabelecimento Il. Esse alto indice de contaminagéo pode ser justificado pelo fato da carne de aves ser muito
suscetivel a deterioracdo devido ao seu pH proximo a neutralidade, elevado teor de nutrientes e a atividade de
agua elevada, que sdo fatores propicios ao desenvolvimento de micro-organismos provenientes da propria ave ou
de fontes externas, e por essas razdes deve ser mantida sob refrigeracdo ou congelamento (SILVA et al., 2002).

Além disso, pode-se inferir que o indice foi maior no estabelecimento 11 (agougue) pelo fato do mesmo
apresentar, na maioria das vezes, condi¢fes higiénico-sanitarias visivelmente mais precérias do que o
estabelecimento | (supermercado), proporcionando melhores condi¢cBes para o desenvolvimento de micro-
organismos. De acordo com Morot-Bizot, Leroy e Talon (2006), muitas espécies de Staphylococcus coagulase
positiva encontradas em amostras de frango estéo relacionadas as condi¢des de produgdo e matérias-primas que
as amostras foram submetidas, visto que estes micro-organismos sdo conhecidos por colonizar superficies e
equipamentos mal higienizados.

Na tab. 1 estdo expressos os valores das médias aritméticas e desvio padrdo do didmetro dos halos
inibitérios apresentados pelos isolados através da técnica de Difusdo em Disco, assim como os valores das
médias aritméticas e desvio padrdo da CIM frente aos isolados através da técnica de Microdilui¢do em Caldo. Os
valores demonstraram que todos isolados apresentaram inibi¢do, corroborando com os resultados encontrados
por Deans e Svoboda (2006), que em pesquisa sobre o potencial antimicrobiano do 06leo essencial de O.

majorana frente a algumas cepas de bactérias e fungos, verificaram poder inibitdrio sobre bactérias.
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Tabela 1 — Valores referentes as médias aritméticas e desvio padrdo dos halos inibitérios e CIM do éleo
essencial de Origanum majorana L. (manjerona) frente aos isolados de Staphylococcus coagulase
positiva oriundos de carnes de frango.

Micro-organismo Halo inibitorio CIM

Staphylococcus

. 14,41+7,39 31,61+24,15
coagulase positiva

Alguns autores defendem que os envolvidos mais frequentes pela atividade antimicrobiana nos 6leos
essenciais sejam os componentes fendlicos, que sensibilizam a bicamada lipidica da membrana celular,
modificando a atividade dos canais de cdlcio, provocando um aumento na permeabilidade e liberagdo dos
componentes intracelulares vitais. O sistema enzimatico do micro-organismo envolvido também pode ser
prejudicado, no que tange a producgdo de energia e sintese de componentes estruturais, assim como a inativacdo
ou destruicdo do material genético (PORTE; GODOY, 2001).

Burt (2004) relata que o alto teor de gordura presente nos produtos carneos pode provocar uma reducéo
da acdo dos Oleos essenciais, e consequentemente baixa agdo antimicrobiana contra patdgenos existentes em
carnes contaminadas, podendo estar relacionado a lipossolubilidade dos 6leos essenciais em relagdo as partes
aquosas dos alimentos, o que pode ser justificado pelos valores referentes a atividade antibacteriana do 6leo

essencial de manjerona néo terem sido mais eficazes.

4 CONCLUSAO

Pode-se verificar que o 6leo essencial Origanum majorana L. demonstrou potencial antimicrobiano
frente aos isolados de Staphylococcus coagulase positiva. A partir disso, sugere-se a utilizacdo do 6leo essencial
de manjerona como substitutivo de conservadores quimicos em alimentos, assim como no desenvolvimento de

farmacos naturais.
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