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Because of the large increase in resistance by pathogenic microorganisms
to multiple drugs, there is growing demand for natural alternatives. Lippia alba
(Mill.) N.E. Brown, known as lemon balm is popularly used for various thera-
peutic purposes. The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activi-
ty of antibiotics and of extract and protein fraction obtained from lemon balm
(Lippia alba (Mill.) N.E. Brown) on Staphylococcus spp. from animal origin foods.
Staphylococcus spp. were isolated from 23 samples of various foods. The bacteria
underwent the antibiogram diffusion technique in agar with the following an-
tibiotics: oxacillin, gentamycin, amikacin, ampicillin and cephalexin. Then, we
evaluated the antimicrobial activity of lemon balm at two different concentra-
tions, one from the crude extract and another from a fraction with 60-90% satura-
tion in ammonium sulfate. There was 100% resistance of the strains to ampicillin.
Concerning the following antibiotics amikacin, cephalexin, gentamicin and oxa-
cillin, there was 8%, 8%, 13% and 87% of resistant strains respectively. In trials
with the protein of the crude extract and of the fraction with 60-90% saturation in
ammonium sulfate, 17.3% and 56.5% of the strains were inhibited, respectively.
Few studies have linked the use of lemon balm to inhibition of microorganisms
in foods and the results of this work indicate a significant antibacterial activity,
especially in multi-drug resistant strains. The lemon balm can be of great impor-
tance for the food industry, being a potential natural preservative for food.
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RESUMO. Em razdo do grande aumento da resis-
téncia de micro-organismos patogénicos a multiplas
drogas, é crescente a busca por alternativas naturais.
A Lippia alba (Mill.) N.E. Brown, conhecida como
Erva Cidreira é utilizada popularmente para diver-
sos fins terapéuticos. Com isso, objetivou-se com
este trabalho avaliar o potencial antibacteriano de
antibidticos e preparacdes proteicas obtidas de Erva
Cidreira (Lippia alba (Mill.) N.E. Brown) em Staphylo-
coccus spp. provenientes de alimentos de origem
animal. Foram isolados Staphylococcus spp. de 23
amostras de alimentos diversos. As bactérias foram
submetidas a técnica de antibiograma de difusao em
agar, com os seguintes antibioticos: Oxacilina, Gen-
tamicina, Amicacina, Cefalexina e Ampicilina. Em
seguida foi realizada a avaliagdo do potencial anti-
bacteriano de duas concentragdes de proteinas, ob-
tidas do extrato bruto e de uma fracdo com 60-90%
de saturacdo em sulfato de amoénio. Foi observada
resisténcia de 100% das cepas a ampicilina. Com
relacdo aos antimicrobianos Amicacina, cefalexina,
Gentamicina e Oxacilina, houve 8%, 8%, 13% e 87%
de cepas resistentes, respectivamente. Nos ensaios
com as proteinas do extrato bruto e da fragdo com
60-90% de saturacdo em sulfato de amoénio, 17,3%
e 56,5% das cepas foram inibidas, respectivamen-
te. Poucos estudos associam o uso da Erva Cidrei-
ra a inibicdo de micro-organismos em alimentos e
os resultados deste trabalho indicam sua relevante
atividade antibacteriana, principalmente em cepas
multirresistentes. A Erva Cidreira pode ser de gran-
de importancia para a industria de alimentos, sendo
um potencial conservante natural para alimentos.

PALAVRAS-CHAVE. Erva cidreira, antibiéticos, resis-
téncia.

INTRODUCAO

Bactérias do género Staphylococcus sao mundial-
mente conhecidas como agentes causadores de va-
rias doengas tanto em humanos como em animais
(Le Loir 2003), sendo na pecudria leiteira, uma
das principais causadoras de mastites (White
& Mcdermott 2001). Estas bactérias também s&o
transmitidas ao homem através da alimentacéo,
pois apresentam caracteristicas que possibilitam
seu crescimento em uma grande variedade de ali-
mentos que requerem manipulagdo durante o pro-
cessamento (Le Loir 2003).

Por outro lado, o desenvolvimento de antimi-
crobianos nas tltimas décadas, desde a descoberta
das penicilinas naturais, e o avango da industria
farmacéutica levou ao surgimento de diversos an-
timicrobianos, com espectro de acdo cada vez mais

amplo. Entretanto, a exposicdo a essas substan-
cias desencadeou resisténcia bacteriana, limitando
as opgOes terapéuticas dos processos infecciosos
(Cunico et al. 2004). A resisténcia de patégenos
humanos e animais a drogas é um sério problema
tanto em paises desenvolvidos como em desenvol-
vimento (Duarte 2006).

O uso indiscriminado e irresponsavel de anti-
biéticos, humano ou veterinario, tem favorecido a
pressao seletiva e predominancia de espécies bac-
terianas cada vez mais resistentes (Del Fiol et al.
2010). Exemplo desta resisténcia, Staphylococcus au-
reus resistente a meticilina (MRSA) é o maior pato-
geno nosocomial em infecgdes hospitalares, sendo
responsavel por inativar a acdo de varios antibioti-
cos, tornando a multirresisténcia um grande pro-
blema de satde publica (Tacconelli et al. 2008).

Linhagens de MRSA tém sido encontradas em
alimentos de origem animal como leite e deriva-
dos. Sua presenga nestes alimentos permite que
seja transferida ao homem através do seu consu-
mo, fato que demonstra ser cada vez mais necessa-
ria a busca por novas substancias antibacterianas
(De Boer 2009).

Como alternativa a esta resisténcia, o homem
tem feito uso de plantas na busca pela promocao e
manutencdo de sua satide, estima-se que cerca de
80% da populacao mundial faz uso de plantas me-
dicinais indigenas e tradicionais como os fitoterapi-
cos (Bagetta et al. 2010). No Brasil devido a riqueza
de sua flora e ao conhecimento popular transmitido
através das geragoes, as plantas medicinais sdo ven-
didas em feiras livres e mercados populares para o
tratamento de doengas diversas (Duarte 2006).

A Lippia alba, conhecida como Erva Cidreira é
tradicionalmente usada como analgésica, antipiré-
tica, sedativa, anti-inflamatéria, anti-hipertensiva,
no tratamento de doencas gastrointestinais e respi-
ratorias, antiespasmddica, antiftingica, inseticida e
repelente. E utilizada nas formas de cha, macerada,
em compressas, banhos ou extratos alcodlicos (Ya-
mamoto et al. 2008).

Baseado no comprovado potencial terapéutico
dessa planta e das poucas publicacdes em relacao a
sua capacidade antibacteriana frente a micro-orga-
nismos, este trabalho objetivou avaliar o perfil de
sensibilidade de Staphylococcus spp. isolados de ali-
mentos de origem animal a fracdes proteicas extrai-
das de Erva Cidreira (Lippia alba (Mill.) N.E. Brown).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Inspe-
¢do de Produtos de Origem Animal - LIPOA, da Univer-
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sidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), onde as
amostras de alimentos de origem animal foram obtidas
a partir das andlises de rotina do mesmo. Foram utili-
zadas no experimento nove amostras de Staphylococcus
spp. isoladas de leite, nove de camardo, trés de gema
de ovo e duas de bebida lactea; totalizando 23 amostras.

Isolamento de Staphylococcus de alimentos

De cada amostra de alimento foram pesados 25g ou
retirado 25 mL e diluidos em solucdo salina peptonada
a0,1%, obtendo uma diluicao de 10. Da dilui¢ao, foram
utilizados 0.1 mL para a semeadura em superficie em
placas de petri contendo Baird Parker Agar acrescido de
emulsdao de gema de ovo e telurito a 5%. Em seguida
as placas foram incubadas a 36° C por 48 horas para o
crescimento microbiano. Foram selecionadas as colénias
tipicas e atipicas, adicionadas em caldo BHI (Brain He-
art Infusion), e incubadas a 36°C por 48 horas. Foram
realizados o teste de coloragdo de Gram para posterior
confirmagdo quanto a microscopia morfolégica de acor-
do com as recomendagdes da Instru¢do Normativa N° 62
do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento
(Brasil 2003).

Teste de sensibilidade in vitro

Os isolados de Staphylococcus foram submetidos a
testes de sensibilidade antimicrobiana in vitro através da
técnica de difusdo em &gar, de acordo com a metodo-
logia descrita por Bauer et al. (1966) em Agar Mueller-
-Hinton, utilizando os seguintes discos de antibiéticos:
amicacina (30pg), ampicilina (10ng), cefalexina (30pg),
gentamicina (10ug) e oxacilina (1pg). O procedimento
de leitura foi realizado medindo os halos de inibigao for-
mados ao redor dos discos, medidos com paquimetro
ap6s 24h de incubacdo a 37°C. A interpretagdo quanto
ao perfil de sensibilidade foi feita de acordo com a ta-
bela de halos padronizada pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CISI 2011).

Teste de sensibilidade in vitro com as fra¢des proteicas

Folhas de Lippia alba foram coletadas para analise
proteica, separadas, lavadas, secas e submetidas a tri-
turacdo para obtencdo de uma farinha. Uma extracdo
proteica foi realizada a 10 % (p/v) em solugdo de NaCl
0,15M sob agitacgdo, overnight, seguida de centrifugacao
(8000 rpm, 30 minutos a 4°C) e filtracao para obtengao
do Extrato Bruto (EB).

O EB obtido foi submetido a precipitagdo proteica
fracionada utilizando sulfato de amonio. O sal foi adi-
cionado ao EB com saturacao de 0-30%, 30-60% e 60-90 %
com obtencado das fragdes proteicas. Em cada processo
de precipitacdo o material foi submetido a uma agita-
¢do por 4 horas, seguida de centrifugacdo (8000 rpm,
30 minutos, a 4°C). O precipitado foi ressuspendido em
solucdo de NaCl 0,15M e o sobrenadante submetido a
proxima precipitacao utilizando o mesmo processo. As
fracGes obtidas foram submetidas a dialise exaustiva
em membranas semipermeéveis, por 5 horas a 4°C, com
trocas de dgua destilada e a Gltima contra a solucdo de
NaCl 0,15M para eliminagdo do sulfato de amonio.

As amostras proteicas (EB e fracdes) foram quantifi-
cadas pelo método de Lowry et al. (1951) sendo utiliza-
da uma curva padrdo de albumina sérica bovina, com
valores compreendidos entre 31, 25 e 500ug.

Foi utilizada a fragdo proteica do extrato bruto e da
concentragdo com 60-90% de saturagdo em sulfato de
amonio. Os isolados de Staphylococcus foram submeti-
dos a testes de sensibilidade antimicrobiana in vitro a
estas duas concentragdes da fragdo proteica através da
técnica de difusdo em 4gar, de acordo com a metodo-
logia descrita por Bauer et al. (1966) em Agar Mueller-
-Hinton, utilizando discos limpos embebidos em 15ul de
cada preparacado. O procedimento de leitura foi realiza-
do medindo os halos de inibi¢do formados ao redor dos
discos, medidos com paquimetro apés 24h de incubacao
a 37°C. Foram utilizados o antibiético Amicacina e a So-
lugao de NaCl 0,15M, como controle positivo e negativo,
respectivamente.

Anilise Estatistica

Foi realizada a estatistica descritiva para calcular as
médias e o desvio padrdo nos resultados. Aplicou-se o
delineamento inteiramente casualizado e os resultados
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANO-
VA). As médias foram comparadas entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05) através do software Assistat 7.7 (Silva
2013).

RESULTADOS

No estudo de sensibilidade aos antimicrobianos
(Tabela 1) observou-se que do total de 23 cepas de
Staphylococcus spp. submetidas ao teste de sensibi-
lidade aos antimicrobianos, nenhuma apresentou-
-se sensivel para Ampicilina. Apenas duas cepas
(8%) foram resistentes a Amicacina e Cefalexina.
Com relacdo a Gentamicina e Oxacilina, houve 13%
e 87% de cepas resistentes, respectivamente.

Na Figura 1 pode-se observar a comparacao dos
valores de resisténcia de Staphylococcus spp. em re-
lagdo aos alimentos que foram isolados. O camarao
e o leite foram os alimentos com maior porcentual
de Staphylococcus spp. resistentes aos antimicrobia-
nos testados. As cepas isoladas de leite, gema de
ovo e bebida lactea foram 100% resistentes a Ampi-
cilina e Oxacilina.

Tabela 1. Perfil de resisténcia e sensibilidade de Staphylococcus
spp. isolados de alimentos de origem animal a diferentes
antimicrobianos de uso farmacéuticos.

Antibioticos Resistente Sensivel
N° % N° %
Amicacina 30pg 2 8 21 92
Ampicilina 10pg 23 100 0 0
Cefalexina 30ug 2 8 21 92
Gentamicina 10pg 3 13 20 87
Oxacilina 1pg 20 87 3 13

N°: ntimeros absolutos; %: valor percentual.
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Figura 1. Perfil de resisténcia de Staphylococcus spp. a diferen-
tes antimicrobianos de uso farmacéuticos em relacdo ao ali-
mento de origem animal.

Tabela 2. Valores, em porcentagem, da inibicdo de Staphylo-
coccus spp. pelo uso da fracdo proteica do extrato bruto e da
concentracdo 60-90% de saturacdo em sulfato de amonio, ex-
traidos de Lippia alba.

Valores Cepas (Percentual) Média do halo (mm)
Inibicdo  Sem inibicdo

Extrato Bruto 17,39 82,61 7,75 a

Fragédo 60-90% 56,5 43,5 10,23 b

Controle Positivo* 100 - -

Controle Negativo** - 100 -

*Antibidtico Amicacina; **Soluc¢do de NaCl 0,15M.

No camardo, 88,88% das cepas isoladas foram
resistentes a Cefalexina (Figura 1), valores diferen-
tes dos isolados de outros alimentos que demons-
traram alta sensibilidade a este antimicrobiano. As
bactérias isoladas de camardo também apresenta-
ram resisténcia a Gentamicina (33,34%), sendo as
cepas isoladas dos outros alimentos 100% sensiveis
ao mesmo.

De acordo com a tabela de halos padronizada
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CISI 2011), a média dos valores dos halos obtidos
prediz, de modo geral, a resisténcia dos Staphylo-
coccus spp. avaliados a Ampicilina e Oxacilina. Es-
tes valores também indicam a sensibilidade desses
micro-organismos a Amicacina, Cefalexina e Gen-
tamicina.

Ap6s leitura dos halos de inibicao utilizando os
discos de antibiéticos e observar a multirresisténcia
das cepas, as amostras foram testadas quanto a sen-
sibilidade com a fracao proteica do extrato bruto e
da concentragao 60-90% de saturagdao em sulfato de
amonio, extraidos de L. alba. Foi observado que a
concentracao com 60-90% de saturacdo em sulfato
de amoénio inibiu um maior nimero de cepas em
relacao ao extrato bruto (Tabela 2), 56,5% e 17,39%,
respectivamente. Esta concentragdo também pro-
porcionou desenvolvimento de maiores halos de
inibicdo ao redor dos discos contendo a concentra-

¢ao 60-90% de saturacdo em sulfato de amoénio em
relagdo a fracdo obtida do extrato bruto. A média
dos halos de inibi¢do da fracdo proteica do extrato
bruto e da concentracdo 60-90% de saturacdo em
sulfato de amonio, extraidos de L. alba, foram, res-
petivamente, 7,75mm e 10,23mm.

Valores maiores de inibicao utilizando a fracdo
proteica com 60-90% de saturacdo em sulfato de
amonio podem ser atribuidos a uma maior concen-
tracdo de proteinas antibacterianas nessa fracao,
em relagdo ao extrato bruto.

DISCUSSAO

A elevada resisténcia a ampicilina pode estar
associada a provavel producao de beta-lactamases,
ao uso frequente ou mesmo sub dosagens desse
beta-lactamico (Li et al. 2007). Os antibidticos beta-
-lactamicos sao preferiveis e muito usados porque
atingem a parede celular da bactéria, que é um dos
componentes mais acessiveis ao antibiético e es-
senciais a vida bacteriana (McCallum et al. 2010).

As principais causas do uso de antimicrobianos
em pecudria leiteira sdo para o controle e o trata-
mento das mastites. Contudo, na maioria das vezes
os antimicrobianos sdo utilizados de forma erronea
e abusiva, o que contribui para o aumento da re-
sisténcia dos patdgenos, dificultando o tratamento
dessas infeccOes. Possivelmente os antimicrobia-
nos utilizados em animais de produgao contribuem
para gerar cepas resistentes de micro-organismos
que podem ser transmitidas ao ser humano pela
ingestdo de produtos de origem animal (White &
McDermott 2001). Outra consequéncia é a presen-
ca de residuos de antibiéticos no leite, o que pode
ocasionar uma série de problemas ao consumidor,
como a ocorréncia de reacdes de hipersensibilidade
e possivel choque anafilatico em individuos mais
sensiveis, caracterizando outro relevante risco a
sadde publica (Martins et al. 2006).

A administracdo de antimicrobianos visando
prevenir ou eliminar as enfermidades na carcini-
cultura estd bastante disseminada, sendo um dos
principais motivos do aparecimento de linhagens
bacterianas multirresistentes em camardes que
crescem em viveiros (Oka et al. 2000, Lyle-Fritch et
al. 2006, Uno et al. 2006). Vieira et al. (2006), obser-
varam em seus estudos com camardes de feiras li-
vres que 60% das cepas de Staphylococcus coagulase
positiva, isoladas destes camardes, foram resisten-
tes a ampicilina e eritromicina. Verificaram ainda
resisténcia de isolados aos mesmos antibiéticos,
sendo em maiores proporgodes: 85,71% a eritromici-
na e 100% a ampicilina.
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Azevedo et al. (2011) utilizou o extrato etanélico
de Erva Cidreira em diferentes concentracdes (25,
50, 75 e 100 mg/ml) e nenhuma foi eficiente na ini-
bicao de S. aureus, porém obteve uma concentragao
inibitéria minima para E. coli menor que 25 mg/ml.

A resisténcia bacteriana é considerada como um
problema inerente a terapia antimicrobiana, por
este motivo é preciso sempre buscar novas fontes
terapéuticas os quais sejam mais eficientes para o
tratamento de infec¢des. Os produtos naturais sdo
uma alternativa extremamente vidvel, uma vez que
sempre foram importantes para o descobrimento
de novas drogas, sendo fornecedoras de principio
ativo, além de uma alternativa mais econémica no
controle de doencas (Duarte 2006).

CONCLUSAO

A elevada incidéncia de Staphylococcus spp. re-
sistente aos antimicrobianos testados é preocupan-
te, pois trata-se de bactérias de origem alimentar.
As preparacoes proteicas de L. alba demonstraram
potencial antibacteriano contra cepas de Staphylo-
coccus spp. isolados de alimentos. Estes resultados
indicam sua relevante atividade antibacteriana,
principalmente em cepas resistentes a varios anti-
microbianos. Podendo ainda serem de grande utili-
dade na indastria de alimentos com potencial para
uso como conservante natural, fornecendo alimen-
tos mais seguros para os consumidores.
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