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RESUMO

Objetivo: Avaliar éleos essenciais extraidos da flor e folha de lavanda (Lavandula dentata L.) e manjericdo (Ocimum basilicum
L.) quanto a sua agdo antimicrobiana ante a bactéria Pseudomonas aeruginosa, isolada de leite mastitico bovino. Método:
Foram realizadas coleta, identificagdo e catalogacdo das plantas selecionadas, e, apds, extragdo dos d6leos essenciais pelo
método de arraste a vapor, por hidrodestilagdo. As analises foram realizadas em triplicata, no Laboratério de Microbiologia
Veterinaria da Unijui, pelo cultivo bacteriano em placas, confrontados a 20 pl de dleo essencial, mantidas em estufa bacte-
riolégica a 362C por 24 horas. Resultados: O perfil de sensibilidade antimicrobiana dos dleos essenciais testados diante das
cepas de Pseudomonas aeruginosa, apresentou os seguintes resultados: para o éleo essencial da flor do manjericdo 7 mm
no tamanho do halo de inibigdo nos trés testes; para a folha do manjericdo houve a maior atividade inibitéria, com halos de
12 mm em duas amostras e 14 mm na terceira. Ja para o éleo da flor da lavanda, este apresentou halo de inibi¢do de 6 mm,
7mm e 9 mm, em cada teste, e para o dleo da folha da lavanda resultados semelhantes ao da sua flor, com 8 mm em dois tes-
tes e 6 mm no outro. Conclusdes: Sugere-se que o 6leo essencial da folha do manjericdo possa ser uma fonte de compostos
com potencial terapéutico no combate a bactéria patogénica Pseudomonas aeruginosa. Verifica-se que o uso do éleo essen-
cial apresenta-se como uma alternativa para o tratamento de mastites em bovinos leiteiros.

Palavras-chave: Mastite. Antibiéticos. Oleo essencial. Lavanda. Manjeric3o.

DETERMINATION OF THE ANTIMICROBIAL POTENTIAL OF LAVANDER ESSENTIAL OILS (LAVANDULA DENTATA L.)
AND BASIL (OCIMUM BASILICUM L.) ON STRUCTURES OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA DE BOVINO MILK

ABSTRACT

Objective: To evaluate essential oils extracted from the lavender flower and leaf (Lavandula dentata L.) and basil (Ocimum ba-
silicum L.), regarding their antimicrobial action against the bacterium Pseudomonas aeruginosa, isolated from bovine mastitic
milk. Method: Collection, identification and cataloging of the selected plants was carried out, and after extraction of essential
oils by the method of steam dragging, by hydrodistillation. The analyzes were performed in triplicate, at the Veterinary Micro-
biology Laboratory of Unijui, for bacterial culture in plates, compared to 20 pl of essential oil, kept in a bacteriological oven at
36°C for 24 hours. Results: The antimicrobial sensitivity profile of the essential oils tested against the strains of Pseudomonas
aeruginosa, presented the following results: for the essential oil of the basil flower 7 mm in the size of the inhibition halo in the
three tests, for the basil leaf, there was the highest inhibitory activity, with 12 mm halos in two samples and 14 mm in the third.
As for lavender flower oil, it showed an inhibition halo of 6 mm, 7 mm and 9 mm in each test, and for lavender leaf oil it pre-
sented results similar to that of its flower, with 8 mm in two tests and 6 mm on the other. Conclusions: It is suggested that the
essential oil of the basil leaf may be a source of compounds with therapeutic potential in combating the pathogenic bacteria
Pseudomonas aeruginosa. It appears that the use of essential oil is an alternative for the treatment of mastitis in dairy cattle.
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INTRODUCAO

O Brasil, é considerado um dos maiores pro-
dutores mundiais de leite, encontrando-se na quarta
posicao, com produc¢do anual de 35,1 bilhdes de litros
de leite no ano de 2017 (EMBRAPA, 2018). Dentro da
bovinocultura leiteira, uma das principais doencas
encontrada é a mastite bovina, a qual é responsavel
por causar prejuizos econdmicos a cadeia produtiva.
A mastite caracteriza-se por um processo inflamatoério
complexo da glandula mamadria que ocorre, na maio-
ria das vezes, em resposta a infeccdes, sendo 90% cau-
sadas por bactérias e, em menor nimero, por fungos,
algas e virus (TOZZETTI; BATAIER; ALMEIDA, 2008).

A mastite bovina por Pseudomonas esta inti-
mamente relacionada a agua contaminada utilizada
na lavagem dos tetos, dos insufladores (teteiras), da
canalizacdo do equipamento de ordenha, do conteu-
do reutilizdvel de pré ou pds-dipping, ou mesmo em
canulas contaminadas durante a terapia intramamaria
(SANTOS; FONSECA, 2007).

Bactérias do género Pseudomonas sao bastone-
tes aerdbicos gram-negativos que vivem no solo e na
agua, sendo possivel também serem encontradas nas
fezes de animais. Embora haja mais de 200 espécies
dentro deste género, a maioria das doencgas é provo-
cada pela Pseudomonas aeruginosa, estando associa-
da em bovinos, principalmente com a ocorréncia de
mastites (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2017), e, in-
clusive, é considerada como a espécie mais patogéni-
ca dentro deste género (MEGID; RIBEIRO; PAES, 2018).

As doencas infecciosas sdo uma grande amea-
¢a a salde humana e animal, sendo responsaveis por
elevadas taxas de morbidade e mortalidade. Por esse
motivo, o uso de antimicrobianos tem sido utilizado
em larga escala, acarretando uma série de problemas,
principalmente a resisténcia microbiana (ANTUNES et
al., 2006). Esta problematica da resisténcia bacteriana
aos antibidticos é considerada um dos problemas de
saude publica mais relevantes em ambito global, dado
gue apresenta consequéncias clinicas e econdmicas
preocupantes, estando associada ao uso inadequado
de antibidticos (LOUREIRO et al., 2016 ).

Diante desta problematica, é despertada a pers-
pectiva de uso de outras alternativas que possuam ati-
vidade antibacteriana eficiente. Por meio deste concei-
to, surge a utilizacdo de produtos naturais de plantas
bioativas, empregadas com fins preventivos e curati-
vos, sendo uma estratégia promissora e de baixo custo
para o controle de infec¢des (SHER, 2009). As plantas
com potencialidades medicinais sdo capazes de produ-
zir substancias ativas denominadas metabdlitos secun-
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darios, encontrados em quantidades diminutas no dleo
essencial extraido da planta, que apresenta composi-
¢Oes quimicas variadas e que pode exercer atividades
bioldgicas e farmacoldgicas importantes (ALVES, 2005).

Os dleos essenciais (OE) sdo compostos presen-
tes naturalmente em plantas e, consequentemente,
exercem funcdes bioldgicas relacionadas aos seus me-
canismos de defesa. Sdo considerados antimicrobianos
naturais e possuem potencial para serem utilizados
como alternativas de tratamentos (REIS et al., 2020).

Atualmente tém-se percebido um crescimento
exponencial no uso de terapias naturais, com o intui-
to de tratar varias doencas agudas e croénicas, a qual
tem ocorrido de forma paralela ao progresso cientifico
e tecnolégico da medicina moderna ocidental (SPADA-
ClO et al., 2010). Além de possuir propriedades far-
macoldgicas importantes, os éleos essenciais, quando
comparado aos medicamentos, apresentam como van-
tagem, alta volatilidade e baixo peso molecular de seus
componentes, o que possibilita uma rapida eliminacao
do organismo por meio das vias metabdlicas (BANDO-
NI; CZEPAK, 2008). Desta forma, a utilizagdo de produ-
tos naturais como forma de tratamento vem sendo um
método alternativo cada vez mais explorado.

O objetivo deste trabalho é analisar o potencial
antimicrobiano do 6leo essencial extraido da flor e da
folha Ocimum basilicum e Landula dentata L. ante a
bactéria Pseudomonas aeruginosa isolada de leite
mastitico bovino.

METODOLOGIA
Extracdo do 6leo essencial

As plantas lavanda (Lavandula dentata L.) e
manjericdo (Ocimum basilicum) foram plantadas na
primeira quinzena de dezembro do ano de 2017 na
regido Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul, no
municipio de S3o José do Inhacora (Latitude: 27° 43’
39” Sul, Longitude: 54° 7’ 3" Qeste.), regido que apre-
senta clima subtropical. Apés um periodo de quatro
meses, as plantas apresentaram um desenvolvimento
vegetativo e florescente satisfatério e se encontravam
em boas condi¢Ges fitossanitarias. Neste momento foi
realizada a colheita destas plantas.

A coleta foi realizada no inicio do més de abril
de 2018, antes do sol nascer, as 6h30 da manha. Em
seguida, amostras das plantas foram encaminhadas
para o Laboratério de Botanica da Unijui para identi-
ficacao e, posteriormente, catalogagao, as quais tam-
bém receberam numeros de registro botanico: man-
jericdo, espécie Ocimum basilicum L., HUIRB 7796 e a
Lavanda, espécie Lavandula dentata L., HUIRB 7797.
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Apds a identificacdo das plantas, estas foram
encaminhadas para o laboratdrio de quimica da Unijui
para separacdo da parte aérea das plantas frescas, das
folhas e inflorescéncias de lavanda e manjericao, rea-
lizando a extragdo de quatro tipos de dleos essenciais.

Para a extracdo dos 6leos foi utilizada a técnica
de arraste a vapor, por hidrodestilagao, utilizando apa-
relho graduado tipo Clevenger, com baldo volumétrico
com capacidade de 2 L, utilizando-se 30 g de inflores-
céncias, e em outro aparelho 30 g de folhas, conforme
técnica descrita pela Farmacopeia Brasileira (2019).
Foram utilizados dleos essenciais da flor da lavanda,
folha da lavanda, flor do manjericdo e folha do man-
jericdo.

Avaliacao antimicrobiana ante a bactéria
Pseudomonas aeruginosa isolada de amostras
de leite mastitico

Foi desenvolvido no Laboratério de Microbio-
logia Veterinaria da Unijui, no periodo de 2017-2018,
exame microbioldgico do leite, com amostras de leite
mastitico de bovinos, encaminhadas por produtores e
Médicos Veterinarios da regido Noroeste do Estado do
Rio Grande do Sul, para o cultivo, identificacdo bacte-
riana e andlise do perfil de sensibilidade. Apds realiza-
das as anadlises de cultivo e identificacdo bacteriana,
conforme Zimbro et al. (2009), da bactéria Pseudomo-
nas aeruginosa de amostras de leite, foram utilizadas
as cepas bacterianas destas amostras para a realiza-
¢do dos experimentos desenvolvidos que testam a
acdo antimicrobiana dos dleos essenciais das plantas
cultivadas de lavanda e manjericao para o combate de
P. aeruginosa.

Para avaliacdo in vitro da atividade antimicro-
biana dos dleos, inicialmente foram dispostos 30 ml
de agar Mueller Hintom em placas de petri estéreis,
no qual foi utilizada a técnica de perfuracdo em agar,
por intermédio da remoc¢dao do meio de cultura sélido
no centro da placa, realizada com auxilio de um cilin-
dro de 6 mm de didmetro para a formacao do poco,
conforme Ostrosky et al. (2008). Em seguida, as placas
permaneceram em estufa bacteriolégica a 36C2 por
24 horas.

Na proxima etapa foi semeada a bactéria P.
aeruginosa sobre toda a superficie do agar, no centro
da placa foi disposto 20 pl do dleo essencial puro e, em
volta deste, foram distribuidos como controle negativo
discos imersos em dlcool e como controle positivo os
discos de antibidticos, ciprofloxacina (5 pg), enroflo-
xacina (5 pg), gentamicina (10 pg), penicilina (10 Ul),
sulfazotrim (25 pg) e tetraciclina (30 pg), quando foi
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considerada a técnica de antibiograma disco difusao
utilizada e o tamanho do halo de inibicdo dos antibioti-
cos, segundo Kirby e Bauer (2011). Foram, entdo, man-
tidas em estufa bacterioldgica a 362C por 24 horas.

Posteriormente procedeu-se a leitura das pla-
cas, com régua milimetrada para a mensuracdo do
tamanho dos halos de inibicdo do crescimento bacte-
riano e o perfil de resisténcia dos antibidticos testa-
dos ante a P. aeruginosa. Esta avaliacdo foi realizada
em triplicata, para a certificacdo do experimento. Ha-
los de inibicdo de crescimento bacteriano dos dleos
maiores que 7 mm, foram considerados resultados
positivos (NASCIMENTO et al., 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As colbnias de Pseudomonas aeruginosa ca-
racterizam-se por serem grandes com tamanho su-
perior a 1 mm de diametro, de cor cinza metalica e
rugosa (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2017). Inclu-
sive apresentam-se mucoides, iridescentes, irregular e
beta-hemolitica, como descrito por Megid, Ribeiro e
Paes (2018).

Dentre as bactérias Gram negativas, a P. aeru-
ginosa demonstra maior facilidade de desenvolvimen-
to de resisténcia aos antibioticos (FIGUEIREDO et al.,
2007). Neste trabalho, esta bactéria apresentou niveis
consideraveis de resisténcia a trés antibidticos, a peni-
cilina, seguido da tetraciclina e sulfazotrim, nos quais
apresentaram consecutivamente os seguintes tama-
nhos de halos de inibicdo: 0 mm, o que demonstra
alta resisténcia para os antibidticos beta-lactamicos, e
os demais antimicrobianos com 10 mm e 09 mm. Fer-
nandes et al. (2009), encontraram multirresisténcia
desta bactéria para ampicilina, cefalexina, gentamici-
na, tetraciclina, penicilina/novobiocina e cloxacilina,
demonstrando a necessidade de novas pesquisas que
buscam por medidas alternativas de tratamento para
infeccbes causadas pela Pseudomonas aeruginosa.

Foi verificada sensibilidade para a molécula do
antibiético de enrofloxacina, assim como para Fernan-
des et al. (2009), e também para os seguintes antimi-
crobianos, a ciprofloxacina e a gentamicina, os quais
apresentaram consecutivamente, 20 mm, 32 mm e 19
mm de halos de inibicdo do crescimento bacteriano.

Com relacdo ao perfil de sensibilidade antimi-
crobiana dos quatro dleos essenciais testados ante a
cepas de Pseudomonas aeruginosa, esta demonstrado
conforme apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1—-Tamanho do halo de inibi¢ao de
crescimento da Pseudomonas aeruginosa em relagao
aos oleos essenciais de lavanda e manjericdo

TAMANHAO HALO DE
INIBIGAD
PLANTA TESTE 1 TESTE 2 TESTE 3

Folha 14 mm 12 mm 12 mm
Manjericdo

Flor Manjericdo | 7 mm 7 mm i mm
Folha Lavanda | 8 mm 8 mm 6 mm
Flor Lavanda 9 mm 7 mm &6 mm

Fonte: Dados dos autores.

O dleo essencial de lavanda apresentou baixos
niveis de sensibilidade no combate de cepas bacteria-
nas de Pseudomonas aeruginosa, com uma média no
tamanho do halo de inibi¢do do crescimento da bac-
téria de 7,33 mm tanto para a folha quanto para a flor
da planta, demonstrando uma atividade positiva, po-
rém muito fraca (NASCIMENTO et al., 2000) para sua
utilizacdo como tratamento curativo em uma infeccao
na glandula mamaria de bovinos leiteiros.

Acredita-se que esta atividade ineficiente do
6leo obtido da lavanda tenha ocorrido em razdo das
variagdes dos constituintes presentes na planta de-
pendendo das condi¢des de manejo dessa, pois 0s
constituintes dos 6leos essenciais de uma mesma
espécie de lavanda podem variar consideravelmente
dependendo das condigGes edafoclimaticas de cultivo
e do método de extragdo, e é essa variagdo que de-
termina o seu potencial antibacteriano (CAVANAGH;
WILKINSON, 2005).

Observamos que o dleo de lavanda testado nes-
te trabalho ndo demonstrou eficiente agao antimicro-
biana, fato atribuido as condicGes de coleta da planta,
pois, segundo Paulus et al. (2013), quando a coleta da
planta é realizada no més de janeiro, periodo em que
ha maior quantidade de horas de luz solar por dia, o
rendimento do éleo essencial presente na planta cole-
tada é maior, o que agrega positivamente, aumentan-
do seu potencial antimicrobiano.

Outro fator que tem sido observado é que as de-
mais pesquisas apontam alto potencial para aplicagdo
como agente antimicrobiano deste éleo para outras
espécies bacterianas, conforme observado em estudo
desenvolvido por Silveira et al. (2012). O dleo essen-
cial de lavanda destacou-se pela atividade inibitoria
contra a Escherichia coli e Salmonella typhimurium, e,
para Martucci et al. (2015), o dleo essencial obtido da
folha demonstrou atividade sobre cepas de Staphylo-
coccus aureus e Escherichia coli. Por outro lado, este
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produto natural demonstra uma atividade antifingica
mais potente, segundo Zuzarte et al. (2012), a qual se
deve a presenca de elevadas quantidades de carvacrol
no 6leo da planta.

Ja com relagao ao perfil de sensibilidade do éleo
de manjericdo para a P. aeruginosa, este apresentou
resultados melhores quando comparado aos da lavan-
da. O 6leo das mesmas plantas de manjericdo, porém,
sofreu variacdo quanto ao seu potencial antimicro-
biano quando testado o dleo extraido de duas partes
diferentes da planta, da flor e da folha, quando um
deles (folha) apresentou resultado satisfatério e outro
(flor) insatisfatério. O dleo essencial da flor do manje-
ricdo foi o produto que apresentou o pior resultado,
com uma média de 7 mm no tamanho do halo de ini-
bicdo nos trés testes laboratoriais, o que demonstra
sua inatividade como agente antimicrobiano no com-
bate de cepas desta espécie bacteriana (NASCIMENTO
et al., 2000).

O dleo essencial obtido da folha do manjericao
foi o melhor produto das quatro amostras testadas.
Este 6leo apresentou a maior atividade inibitdria, com
uma média de 12,7 mm no tamanho dos halos de ini-
bicdo de crescimento bacteriano.

Os resultados obtidos com os testes realizados
com o manjericdo demonstraram resultado positivo,
com um potencial antimicrobiano elevado, havendo
na literatura uma variedade de pesquisas que apon-
tam resultados otimistas a este 6leo em particular.
Uma pesquisa verificou a presenga do composto li-
nalol no éleo da planta de manjericao, sem distincao
guanto a parte da planta, composto considerado res-
ponsdvel pela eficiente atividade antimicrobiana do
6leo a diversas espécies bacterianas, como para o Sta-
phylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli
e Aspergillus niger (HUSSAIN et al., 2008). Também
para o Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, dentre outras bactérias (HUS-
SAIN et al., 2008; NEDOROSTOVA et al., 2009). Ainda,
apresentou atividade antifingica, inibindo o cresci-
mento da Candida albicans, conforme Almeida et al.
(2011), confirmando que o dleo essencial extraido do
manjericdo possui um potencial efetivo de atuar como
agente antimicrobiano.

No éleo de Ocimum basilicum, ja foram iden-
tificados 13 componentes, sendo 71,88% de linalol e
13,66% de geraniol (AQUINO et al., 2010). Pesquisa-
dores, como Hussain et al. (2008), encontraram teores
de linalol no éleo de manjericao variando entre 54,9%
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e 60,6%. Acreditando-se que a atividade antibacte-
riana deste dleo essencial se deva, principalmente, a
presenca deste composto.

A eficiente acdo antimicrobiana dos éleos es-
senciais, em geral, também tem sido comprovada e
apontada por outras investigagdes, representadas por
meio de alta suscetibilidade de bactérias Gram positi-
vas e negativas aos dleos (MACHADO; JUNIOR, 2011).

Dentro deste contexto em que os 6leos essen-
ciais sdo uma alternativa natural para o combate e o
controle microbioldgico, e possuem grande potencial
de utilizagdo, como antimicrobiano (REIS et al., 2020),
surge outra questdao importante relacionada a sua ca-
rateristica anti-inflamatdria, capaz de inibir radicais li-
vres e ativar agentes anti-inflamatdrios, o que promo-
ve reducdo nos danos oxidativos aos tecidos corporais
e causa redugdo da inflamagdao (STEVANOVIC et al.,
2018; SILVA et al., 2019).

Dentro desta grande expectativa da utilizacao
de 6leos essenciais para o tratamento de mastites, em
substituicdo ao uso de antibidticos, surge um impor-
tante beneficio: o fato de evitar a ingestao de produ-
tos lacteos contendo residuos de antibidticos, o que
reduz os riscos a saude publica (PEREIRA et al., 2018),
e também dificulta o processo de aquisicdo de resis-
téncia bacteriana (FERRO; MOURA; GERON, 2016).

Novas possibilidades de tratamento e preven-
¢do de diversas enfermidades estdo sendo buscadas
por pesquisadores, visando o combate da resisténcia
dos microrganismos a produtos, como os antibidticos.
Neste contexto surge o éleo essencial, uma substancia
complexa, que pode atingir, ao mesmo tempo, dife-
rentes alvos, farmacoldgicos ou conceituais, por obter
respostas de alvos espalhados por todo o organismo,
usufruindo de mudancas fisioldgicas, tornando a uti-
lizacdo de dleos essenciais como uma alternativa de
tratamento competente, além da vantagem de toda
biodiversidade disponivel em um pais como o Brasil,
o que favorece a obtencdo das plantas para a extra-
¢do dos 6leos. Ainda a questdo do uso de um produto
natural que representa uma tendéncia atualmente, ao
se tentar diminuir a utilizagdo de substancias quimicas
cumulativas e de suas rea¢des adversas (MACHADO;
JUNIOR, 2011).

CONSIDERAGOES FINAIS

Com relagdo a Pseudomonas aeruginosa, o 6leo
essencial que apresentou acdo mais efetiva no com-
bate ao microrganismo foi da folha do manjericao; os
demais dleos testados ndo apresentaram resultados
significativos.
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Com tais resultados, é possivel enfatizar a gran-
de importancia da utilizacdo de alternativas impor-
tantes para o combate de bactérias causadoras de
mastites, por meio da utilizacdo de dleos essenciais
extraidos de partes de plantas, como da flor e da folha
da lavanda e do manjericdo.

Sugere-se que o 6leo essencial da folha do man-
jericdo possa ser uma fonte de compostos com po-
tencial terapéutico no combate a bactéria patogénica
Pseudomonas aeruginosa. Recomenda-se a utilizacao
do dleo como uma alternativa para o tratamento de
mastites em bovinos leiteiros.

S3do necessdrios mais estudos, aliando a capa-
cidade antimicrobiana do produto e a melhor via de
administracdo para o tratamento de mastites. Além
disso, deve ser investigado quanto a possibilidade de
toxicidade do produto a célula animal. Sobretudo, é
preciso avaliar o sinergismo ou antagonismo dos d6leos
com a fisiologia animal, bem como do custo-beneficio
do seu uso e, assim, verificar o potencial emprego de
um produto antimicrobiano a base de déleos essenciais
para o tratamento de infec¢des na glandula mamaria
de bovinos leiteiros.
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