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RESUMO - Na literatura existem muitos relatos de microrganismos resistentes frente aos produtos comerciais
utilizados na desinfeccdo de ambientes. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade da tintura,
do extrato aquoso (infusdo e decoccdo) e do extrato hidroalcodlico de Origanum vulgare e Rosmarinus
officinalis, como meio alternativo a utilizacdo de desinfetantes, através da técnica de exposicéo direta, frente a
fungos do complexo Sporothrix schenckii. Para isso, foram realizados testes com isolados fungicos de casos
clinicos pertencentes a cées e gatos com esporotricose, onde a sensibilidade dos fungos do complexo Sporothrix
schenckii frente aos extratos das plantas foi testada através da técnica de exposicdo direta, tendo sua agdo
avaliada nos tempos de 5, 10 e 15 minutos de exposi¢do. Como controle positivo, utilizou-se uma solucdo de
&gua estéril contendo o indculo e como controle dos desinfetantes utilizados no mercado foram utilizados
hipoclorito de sodio 4% e alcool 70°GL. Com o estudo, pode-se demonstrar a sensibilidade por parte dos
isolados testados frente a tintura de Origanum vulgare e Rosmarinus officinalis e ao extrato hidroalco6lico de
Origanum vulgare em todos os tempos de exposicéo a que foi submetido, na concentracdo de 10% do extrato.

Palavras-Chave: Origanum vulgare; Rosmarinus officinalis; desinfeccdo; esporotricose.

ABSTRACT - The literature shows that is a resistance by the microorganisms against commercial products
used for the disinfection of contaminated environments. Due to this, the aim of this study was to evaluate the
activity of the tincture, aqueous extract (decoction and infusion) and hydroalcoholic extract of Origanum vulgare
and Rosmarinus officinalis, as an alternative to disinfectants, using the technique of direct exposure, against
Sporothrix schenckii complex. For this, the direct exposure tests, with fungal isolates from clinical cases
pertaining to dogs and cats with sporotrichosis, were used to evaluate the sensitivity of Sporothrix spp. against
plants extracts, with the action evaluated in the times of 5, 10 and 15 minutes of exposure . As a positive control,
it was used a sterile water solution containing innocuous and disinfectants used to control was sodium
hypochlorite alcohol and 70°GL. As a result, it can be shown the sensitivity of the fungal isolates front to
tincture of Origanum vulgare and Rosmarinus officinalis and hydroalcoholic extract of Origanum vulgare at all
times of exposure, in 10% concentration of the extract.
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INTRODUCAO

A esporotricose € uma das principais doencas
fungicas de animais domésticos, representando
cerca de 18% a 21% de todas as dermatoses dos
felinos (Larsson, 2011), tendo uma importancia
maior por tratar-se de uma zoonose transmitida por
animais que vivem em estreita relagdo com o
homem (Barros et al., 2004; Ramos-Silva et al.,
2007; Madrid et al., 2011; Cruz, 2013). E causada
por fungos do complexo Sporothrix schenckii
(Marimon et al., 2007), sendo adquirida pela
inoculagdo traumatica do fungo na derme através de
felpas, espinhos e materiais contaminados ou pela
arranhadura e mordedura de animais portadores do
agente, resultando comumente no desenvolvimento
de formas cutdneas (Schubach; Schubach;
Okamoto, 2004; Madrid et al., 2011).

Nos dltimos anos, tem-se enfatizado a importancia
do felino doméstico como principal transmissor da
doenca para 0 homem e para outros animais,
inclusive para o proprio gato (Barros et al., 2001;
Barros et al., 2004; Barros et al., 2008; Schubach;
Barros; Wanke, 2008). Esta espécie constitui um
importante reservatorio, com isolamento fungico a
partir de 100% das lesbes cutaneas, 66,2% das
cavidades nasais, 41,8% das cavidades orais e
39,5% das unhas destes animais, sendo que felinos
assintométicos também podem conter o fungo nas
unhas e cavidade oral (Reis et al., 2009; Madrid et
al., 2011).

A necessidade de um tratamento antifingico regular
e prolongado, seu custo elevado e a dificuldade na
administracdo de medicamentos por via oral aos
gatos domésticos sdo fatores que podem contribuir
para o baixo percentual de cura clinica da
esporotricose  felina  (Schubach;  Schubach;
Okamoto, 2004; Pereira et al., 2009).

Outro fator importante a ser considerado € o risco
zoonGtico da doenca, que leva o proprietario
abandonar o animal longe da sua residéncia,
favorecendo ainda mais a disseminacdo da doenca.
Além disso, sacrificio dos animais e o descarte
incorreto dos corpos, em terrenos baldios ou
enterrando-0s nos quintais, também favorece a
permanéncia do fungo no meio ambiente (Barros et
al., 2010; Silva et al., 2012).

Mattei et al. (2011) comprovou que os fungos do
complexo Sporothrix schenckii podem ser isolados
de ambientes hospitalares e domiciliares, havendo
uma necessidade de se aumentar os cuidados com a
desinfeccdo desses ambientes, uma vez que 0 risco
de animais ou humanos se contaminarem é
eminente.
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O uso de luvas na manipulagdo dos animais e a
desinfeccdo das instalacbes e utensilios com
solucédo de hipoclorito de sodio sdo indicadas para
minimizar os riscos de contaminagdes cruzadas
(Antunes et al., 2009; Barros et al., 2010). A
prevencdo da infeccdo cruzada € parte fundamental
na conduta pratica de um tratamento, sendo a
realizacdo da desinfeccdo de superficies um dos
procedimentos fundamentais para manter a
biosseguranca nos consultérios e hospitais
(Bambace et al., 2008). Para tanto, o produto
quimico escolhido deve realizar, efetivamente, as
funcbes de descontaminacdo e desinfeccdo
(BRASIL, 2000).

Cada vez mais tem-se buscado alternativas
terapéuticas através do uso de plantas medicinais,
principalmente pela resisténcia estabelecida dos
microrganismos frente aos produtos disponiveis no
mercado (Nascimento et al., 2000; Castro et al.,
2000). A capacidade antimicrobiana de extratos de
Rosmarinus officinalis, conhecido popularmente
como alecrim, e Origanum vulgare, conhecido
popularmente como orégano, ja vem sendo testada
frente a diversos microrganismos, como Candida
sp., E. coli, Sporothrix spp. (Cleff et al., 2008; Silva
et al., 2008; Matos et al., 2011; Cleff et al., 2013;
Freitas et al., 2013; Madrid et al., 2013). Porém, sua
atividade desinfetante ainda ndo foi avaliada.

Diante do exposto esse trabalho teve como objetivo
avaliar a eficacia de diferentes extratos vegetais de
Origanum vulgare e Rosmarinus officinalis na
eliminacdo de fungos do complexo Sporothrix
schenckii, na presenca ou ndo de matéria organica.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados quatro isolados de Sporothrix
brasiliensis provenientes de casos clinicos de
esporotricose felina (n = 2) e canina (n = 2), que
estavam armazenados na micoteca do Laboratorio
de Micologia Veterinaria da Universidade Federal
de Pelotas (UFPel). Os isolados fungicos foram
cultivados em agar batata dextrose (PDA) a 28°C
durante sete dias para que se obtivesse a fase
filamentosa do fungo. Posteriormente, o in6culo
fangico foi preparado em &gua destilada estéril,
sendo a turbidez da solugdo ajustada através do
espectrofotometro em 70% de transmitancia e
comprimento de onda de 530nm, alcangando
densidade final de 1 a 5x10° células/mL.

Os extratos vegetais de O. vulgare e R. officinalis
foram preparados a partir de folhas das plantas
adquiridas de distribuidor comercial (LUAR SUL®)
com certificagdo botanica. A tintura foi obtida
através da maceracdo da planta com Alcool de
cereais 70°GL, sendo deixado em contato por sete
dias, ao abrigo da luz, com posterior filtragem e



ISSN 1981-5484

Acta Veterinaria Brasilica, v.10, n.3, p.246-252, 2016

armazenamento. Posteriormente, para a realizacdo
do extrato hidroalcodlico (EHA), foi realizada a
destilacdo fracionada em rota-evaporador a pressao
reduzida da tintura, tendo como objetivo eliminar
todo o éalcool presente, segundo protocolo
estabelecido por Schiedeck et al. (2008). Apds a
extracdo do solvente, procedeu-se a reidratacdo
com agua destilada estéril, reconstituindo o volume
original do extrato.

O extrato aquoso foi obtido através de duas formas,
a infusdo (INF) e decoccdo (DEC). A infusédo foi
obtida através da imersdo de 10g de planta em
100mL de agua destilada estéril aquecida a 100°C.
O tempo de contado da planta com a agua aquecida
foi de 10 minutos. Apo6s, a mistura de agua e planta,
foi filtrada e armazenada para utilizacdo imediata.
Para a decoccdo, procedeu-se a imersdo de 10g de
planta em 100mL de 4gua destilada estéril fervente,
mantidos em contados por 10 minutos, com
posterior filtracdo e armazenagem para a utilizagdo
imediata (BRASIL, 2011).

O teste foi acompanhado de controles positivos de
desinfetantes utilizados na rotina para a limpeza e
desinfeccdo de superficies sendo hipoclorito de
s6dio 4% e alcool 70°GL.

A suscetibilidade in vitro foi testada de acordo com
o protocolo descrito por Schuch et al. (2008) com
modificacdes. Quatro tubos-teste contendo 4 ml de
cada produto foram utilizados, sendo que todos os
extratos tanto de O. vulgare quanto de R. oficinais
foram testados na concentracdo de 10%. Em dois
deles foi adicionado 1 mL de &gua destilada estéril,
e em outros dois adicionou-se 1mL de leite UHT
(representando a matéria organica). Os tubos foram
rigorosamente agitados em seguida 100uL do
inéeculo fangico foi adicionado. Nos tempos de 5,
10 e 15 minutos, aliquotas de 100uL foram
retiradas dos tubos e semeadas, em ftriplicata, nas
placas de Petri contendo agar sabouraud dextrose.
Como controle negativo, utilizou-se uma solucéo de
agua destilada estéril contendo o inéculo. Todas as
placas foram incubadas a uma temperatura de 25°C
durante sete dias, para posterior contagem do
numero de unidades formadoras de col6nias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As tinturas a 10% obtidas a partir do O. vulgare e
do R. officinalis inibiram em 100% o crescimento
de todos isolados de Sporothrix spp. testados, na
presenca ou ndo de matéria organica. Estudos a
respeito da acdo da tintura de O. vulgare e de R.
officinalis frente aos fungos do complexo
Sporothrix schenckii ndo foi encontrada na
literatura consultada, porém, em um estudo
conduzido por Silva et al. (2008), foi possivel
observar que a tintura e a infusdo de O. vulgare ndo
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foram eficazes na eliminagdo de Candida spp.,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, a partir
da concentracdo de 50%, sendo o teste realizado
através da técnica diluicdo em caldo. Segundo a
literatura, o teste de exposicao direta é considerado
o0 teste que melhor reproduz a forma com que os
desinfetantes séo utilizados quando comparado com
o0s testes de microdiluicdo em caldo e difusdo em
disco (Madrid et al., 2012). Este fato que pode ter
sido responsavel pela obtencdo de resultados
divergentes aos encontrados na literatura, com
relagdo as tinturas.

Em um estudo conduzido por Mattei et al. (2011),
foi possivel observar que o alcool 70°GL era eficaz
na eliminagdo do Sporothrix spp. A tintura possui
em sua composicao o alcool 70°GL de forma ativa,
fato que pode ter influenciado nos resultados
obtidos, ajudando na eliminacdo do fungo.

Os extratos aquosos (infusdo e decoc¢do) tanto de
O. vulgare como de R. officinalis, ndo apresentaram
atividade fungicida frente a nenhum dos isolados de
Sporothrix spp. testados. Em um estudo avaliando a
suscetibilidade de bactérias, foi possivel observar a
ineficacia do extrato aquoso de O. vulgare e do R.
officinalis na concentracdo de 10% e 20% frente a
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Listeria
monocytogenes (ATCC  33090), Salmonella
choleraesuis (ATCC 14028), Shigella flexneri
(ATCC 25931), Streptococcus mitis (ATCC 9811)
e Streptococcus mutans (ATCC 25175) (Alvarenga
et al., 2007).

Em relacdo aos desinfetantes testados, estes
apresentaram eficicia de 100% de eliminacdo de
todos isolados em todos os tempos a que foram
submetidos, na presenca ou ndo de matéria
organica. Os resultados obtidos eram esperados,
uma vez que a literatura cita a acdo do hipoclorito
de s6dio 4% e do alcool 70°GL como desinfetantes
eficazes na eliminacéo do Sporothrix spp. (Mattei et
al., 2011; Madrid et al., 2012).

Pesquisas a respeito da atividade antifungica de
agentes quimicos utilizados na desinfec¢do de
ambientes veterinarios sdo escassas (Santos et al.,
2007; Xavier et al., 2007). Porém, estudos acerca da
atividade antifingica da clorexidina e do
hipoclorito de sédio na area da odontologia séo
frequentes, principalmente no que diz respeito ao
género Candida (Estrela et al., 2003; Fraise;
Maillard; Sattar, 2004; Menezes et al., 2008;
Chandra et al., 2010). Os resultados obtidos no
presente estudo se assemelham aos obtidos por
Madrid et al. (2012), que ao avaliarem a a¢do do
hipoclorito de sédio e do digluconato de clorexidina
frente ao Sporothrix spp., através da técnica de
exposicdo direta, observaram maior eficacia do
hipoclorito na concentragdo de 4% quando
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comparado ao digluconato de clorexidina na
eliminagdo desse fungo.

Quanto aos resultados obtidos com o uso do extrato
hidroalcodlico de R. officinalis e O. vulgare,
verificou-se que ndo houve diferenga na
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suscetibilidade entre os isolados felinos e caninos
testados (Figura 1, 2 e 3). O EHA de O. vulgare se
mostrou eficaz, reduzindo significativamente o
nuimero de UFC quando comparado ao controle, na
presenca ou ndo de matéria organica nos tempos de
5 (Figura 1), 10 (Figura 2) e 15 minutos (Figura 3).

ﬂ;

=C1
mC2

AR —

EHA AL

EHAAL+L

EHA O

EHAO+L Controle

Figura 1. Média das contagens de UFC ap6s 5 minutos de contato com as substancias testadas. EHA AL.: extrato
hidroalcodlico de alecrim; EHA AL+L: extrato hidroalcodlico de alecrim acrescido de leite; EHA O: extrato
hidroalcodlico de orégano; EHA O+L.: extrato hidroalcodlico de orégano acrescido de leite; F1: isolado felino 1;
F2: isolado felino 2; C1: isolado canino 1; C2: isolado canino 2.
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Figura 2. Média das contagens de UFC ap6s 10 minutos de contato com as substancias testadas. EHA AL:
extrato hidroalcodlico de alecrim; EHA AL+L: extrato hidroalcodlico de alecrim acrescido de leite; EHA O:
extrato hidroalcodlico de orégano; EHA O+L.: extrato hidroalcodlico de orégano acrescido de leite; F1: isolado
felino 1; F2: isolado felino 2; C1: isolado canino 1; C2: isolado canino 2.
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Figura 3. Média das contagens de UFC ap6s 15 minutos de contato com as substancias testadas. EHA AL:
extrato hidroalcodlico de alecrim; EHA AL+L: extrato hidroalcodlico de alecrim acrescido de leite; EHA O:
extrato hidroalcoolico de orégano; EHA O+L: extrato hidroalcodlico de orégano acrescido de leite; F1: isolado
felino 1; F2: isolado felino 2; C1: isolado canino 1; C2: isolado canino 2.

Conforme Silva et al. (2008), as plantas que
possuem componentes fendlicos, tais como o
carvacrol e timol, tendem a apresentar atividade
antimicrobiana. Este fato faz com que haja um
aumento na pesquisa da acdo de diferentes tipos de
extratos de O. vulgare e R. officinalis, uma vez que
se sabe que essas plantas possuem esses
componentes em sua estrutura.

O fato do EHA de O. vulgare ter demonstrado acéo
frente ao Sporothrix spp. e o extrato aquoso dessa
mesma planta ndo, pode ser justificada pelo simples
motivo de que a composi¢cdo quimica da planta
sofre influéncia do tipo de solvente a que a extracdo
é submetida, uma vez que solventes diferentes
podem extrair compostos ativos diferentes
responsaveis pela agdo antimicrobiana da planta
(SimBes et al., 2003). Entretanto, alguns
componentes podem se manter na forma
qualitativa, variando apenas em quantidade (Danila;
Gatea; Radu, 2011).

Segundo Danila; Gatea; Radu (2011), o extrato
hidroalcodlico de O. vulgare apresenta como
contituintes compostos fendlicos tais como &cido
clorogénico, 4&cido caféico, 4acido ferulico,
cumérico, acido rosmarinico e os flavonoides
rutina, luteolina, quercetol, apigenina, quercetina
ekaempherol, sendo que os &cidos rosmarinico,
cumadrico e a rutina foram identificados como os
compostos majoritarios (Danila; Gatea; Radu,
2011). Tais compostos fendlicos sdo capazes de
dissolverem-se dentro da membrana microbiana e
desta forma penetrar dentro da célula, onde irdo
interagir com mecanismos do metabolismo
microbiano (Marino; Bersani; Comi, 2001). De
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acordo com a literatura, 0S compostos majoritarios
no EHA de orégano, podem atuar reduzindo a
permeabilidade celular (Cunha, 2008; Leonardi &
Chorilli, 2010) e assim influenciar na entrada e
saida de metabolitos da célula fingica, o que pode
ter levado a morte celular do Sporothrix spp.

Estudos avaliando a acdo dos extratos
hidroalcdolicos de O. vulgare e de R. officinalis
frente aos fungos do complexo Sporothrix schenckii
ainda ndo escassos. Entretanto, a acdo do dleo
essencial de O. vulgare frente a esse microrganismo
ja foi testada por Cleff et al. (2008), demonstrando
o0 poder fungicida por parte desta planta.

O uso de plantas medicinais ou de substancias
ativas das plantas na Medicina Veterinria é de
grande importancia, principalmente no que diz
respeito a residuos deixados por medicamentos
convencionais em produtos de origem animal,
levando o mercado a rejeitar tais produtos (Benez;
Boericke; Cairo, 2002). Além disso, a existéncia de
resisténcia por parte dos microrganismos a esses
produtos, também nos faz buscar por meios
alternativos aos existentes (Andremont, 2001).

Um trabalho avaliando a agdo desinfetante de
extratos hidroalcodlicos e aquosos de Eucalyptus
ssp, Baccharis trimera e Tagetes minuta, todos na
concentracdo de 10%, frente as bactérias S. aureus,
S. agalactiae e P. aeruginosa, através do teste de
exposicao direta, comprovou a acdo desses extratos
frente a esses microrganismos, sugerindo a
utilizacdo dessas solucdes em situagdes-problema
em que as bactérias estivessem envolvidas (Schuch
et al., 2008).
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CONCLUSAO

Através da realizacdo dos testes, os resultados
demonstraram que a tintura e 0 extrato
hidroalcodlico de  Origanum vulgare na
concentracdo de 10% foram eficazes na eliminagéo
de Sporothrix spp. tanto na presenga quanto na
auséncia de matéria organica, a partir de 5 minutos
de contato com o fungo, sendo que os demais
extratos ndo apresentaram atividade frente ao
Sporothrix spp. na concentracdo avaliada, durante
5, 10 e 15 minutos de contato.

A rapidez do efeito antimicrobiano da solucéo
empregada é essencial e o fato do EHA de O.
vulgare ter apresentacdo acdo frente ao Sporothrix
spp. com apenas 5 minutos de exposicdo, tanto na
presenca como na auséncia da matéria organica,
sustenta a indicacdo do uso desse produto como
desinfetantes, podendo suas propriedades serem
exploradas para sua agdo como antisséptico.
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