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Resumo: Este estudo avaliou a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Origanum vulgare L. frente as bactérias
Escherichia coli (Gram-negativa) e Staphylococcus aureus (Gram-positiva), por meio de ensaios de microdiluigdo em
placas de 96 pogos com resazurina como marcador redox. Foram analisados trés tempos de incubacdo (24 h, 48 h e 72 h),
buscando determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) e a estabilidade do efeito antimicrobiano ao longo do
tempo. Os resultados evidenciaram efeito bactericida em concentragdes > 2,5% (v/v) e efeito bacteriostatico em
concentragdes intermediarias (0,625-1,25%), com maior eficacia frente a S. aureus. Observou-se que concentragdes
subinibitérias permitiram a recuperacdo parcial do crescimento bacteriano, sobretudo em E. coli. Os achados confirmam
o potencial do o6leo de orégano como alternativa natural no combate a resisténcia antimicrobiana, destacando sua
relevancia para aplicagdes clinicas e alimenticias, além de reforgar a necessidade de padronizagdo metodoldgica em
estudos futuros.

Palavras-chave: Bioatividade; Microdilui¢do; Fitoterapico; Sinergismo; Homeostase celular.
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Evaluation of the Antimicrobial Activity of Oregano Essential Oil (Origanum vulgare L.)
against Escherichia coli and Staphylococcus aureus

Abstract: This study evaluated the antimicrobial activity of Origanum vulgare L. essential oil against Escherichia coli
(Gram-negative) and Staphylococcus aureus (Gram-positive), through microdilution assays in 96-well plates using
resazurin as a redox indicator. Three incubation times (24 h, 48 h, and 72 h) were analyzed to determine the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and the stability of the antimicrobial effect over time. The results showed bactericidal
effect at concentrations > 2.5% (v/v) and bacteriostatic effect at intermediate concentrations (0.625-1.25%), with greater
efficacy against S. aureus. Subinhibitory concentrations allowed partial recovery of bacterial growth, especially in E. coli.
The findings confirm the potential of oregano oil as a natural alternative in combating antimicrobial resistance,
highlighting its relevance for clinical and food applications, and reinforcing the need for methodological standardization
in future studies.

Keywords: Bioactivity; Microdilution; Phytotherapic; Synergism; Cellular homeostasis.

1. INTRODUCAO

O oleo essencial de orégano (Origanum vulgare L.) é amplamente estudado por suas
propriedades biologicas, atribuidas principalmente aos fenois carvacrol e timol, que conferem acao
antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatoria. A composi¢do quimica do 6leo varia conforme o
quimiotipo, local de cultivo e método de extra¢do, mas geralmente apresenta alta concentracdo desses
compostos bioativos (Leyva-Lopez et al., 2017). Essa variabilidade quimica reforca a necessidade de
padronizagdo para fins terapéuticos e experimentais, especialmente em estudos microbioldgicos que
utilizam técnicas de microdiluigdo com resazurina como marcador de viabilidade celular.

A resisténcia bacteriana aos antibidticos convencionais € considerada um problema global de
saude publica, estimulando a busca por alternativas naturais e eficazes (Tejada-Mufioz et al., 2024).
Nesse contexto, os Oleos essenciais de plantas aromadticas, como o orégano, representam uma
estratégia promissora para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Diversos estudos
reportam atividade significativa frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, embora com
maior sensibilidade observada em Staphylococcus aureus (Araajo, 2021). Essa diferenca € explicada
pela auséncia de membrana externa nas Gram-positivas, o que facilita a a¢do dos compostos

hidrofobicos.
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Em ensaios de microdilui¢do, o 6leo essencial de orégano apresentou MIC de 3,13 pL/mL
contra S. aureus e 6,25 uL/mL contra Bacillus cereus (Li et al., 2025). Estudos semelhantes
demonstraram que a MIC frente a E. coli pode variar entre 0,5 e 2,5 mg/mL, dependendo da cepa e
das condi¢des experimentais (Tao et al., 2025). Essa variabilidade refor¢a a importancia de protocolos
reprodutiveis, que considerem fatores como padronizacdo do indculo (= 5x10° UFC/mL), diluigdes
seriadas e controles adequados de solventes e reagentes.

O mecanismo de agdo do 6leo de orégano esta associado a desorganizacdo da membrana
plasmatica bacteriana, promovendo alteracao da permeabilidade, perda de ions essenciais e colapso
da homeostase celular (AimsPress, 2024). Além disso, ha evidéncias de que o 6leo inibe a formagao
de biofilmes e interfere em processos metabolicos intracelulares, ampliando sua relevancia no
combate a infec¢des cronicas (Tejada-Mufioz et al., 2024). Essa multifuncionalidade torna o orégano
uma alternativa atrativa frente a cepas resistentes.

Revisdes sistematicas destacam que entre 80 ¢ 98% da composicdo do 6leo essencial de
orégano ¢ formada por monoterpenos fenolicos, com destaque para o carvacrol, responsavel pela
maior parte da atividade antimicrobiana (Araujo, 2021). A atividade antioxidante também contribui
para a preservagao do oleo em formulagdes farmacéuticas, além de potencializar sua estabilidade em
sistemas biologicos. O conjunto dessas propriedades refor¢a seu potencial multifuncional em
biotecnologia e farmacologia experimental.

A aplicacdo de 6leos essenciais em associacdo a antibidticos convencionais tem mostrado
resultados sinérgicos, permitindo a redugdo de doses de farmacos e retardando o surgimento de
resisténcia (Tao et al., 2025). Essa integracdo de estratégias terapfuticas naturais e sintéticas
representa um campo emergente de pesquisa, especialmente relevante em microbiologia clinica e na
area de terapias avancadas. Ensaios laboratoriais controlados sdo fundamentais para validar essa
aplicabilidade.

Diante desse contexto, o presente trabalho propde avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de orégano frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus utilizando ensaio de
microdilui¢do em placas de 96 pogos, com resazurina como indicador redox. O objetivo ¢ determinar

a MIC, comparar a sensibilidade entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e discutir a
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aplicabilidade do 6leo como alternativa ou complemento no combate a resisténcia antimicrobiana.
Este estudo, portanto, busca contribuir para o corpo de evidéncias que sustenta o uso de produtos

naturais na satde e na biotecnologia.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Resisténcia bacteriana e alternativas naturais

A resisténcia antimicrobiana (RAM) ¢ considerada uma das maiores ameacas a saude publica
mundial. Relatorios da Organizacdo Mundial da Saude apontam aumento progressivo das taxas de
resisténcia bacteriana e reforcam a necessidade de novas estratégias de combate (WHO, 2021). O uso
inadequado e indiscriminado de antibioticos em satilde humana, animal e na agricultura contribuiu
significativamente para o surgimento de cepas multirresistentes (Ventola, 2015). Nesse cenario,
cresce o interesse por produtos naturais, em especial extratos vegetais e Oleos essenciais, como

alternativas para conter a crise da resisténcia (Cowan, 1999).

2.2 Oleos essenciais como agentes antimicrobianos

Os o6leos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de metabdlitos secundarios, sobretudo
terpenos e fendis, com propriedades antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatorias (Burt, 2004).
Familias botanicas como Lamiaceae, Asteraceae e Myrtaceae destacam-se pela diversidade quimica
e pelo potencial bioldgico de seus 6leos (Bassolé & Juliani, 2012). Pesquisas indicam que 6leos como
os de alecrim (Rosmarinus officinalis), cravo-da-india (Syzygium aromaticum) e melaleuca
(Melaleuca alternifolia) possuem forte atividade antimicrobiana, refor¢ando a aplicabilidade dos OEs
tanto em microbiologia experimental quanto em aplicagdes farmacéuticas e alimenticias (Calo et al.,

2015).
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2.3 Origanum vulgare (orégano)

O Origanum vulgare L., pertencente a familia Lamiaceae, ¢ uma das plantas aromaticas mais
estudadas pelo potencial antimicrobiano. Seu 6leo essencial € rico em carvacrol, timol, p-cimeno e y-
terpineno, compostos que contribuem para sua bioatividade (Leyva-Lopez et al., 2017). A
composi¢do quimica, entretanto, varia amplamente de acordo com o quimiotipo, local de cultivo e
método de extracdo, justificando a necessidade de padronizacdo em ensaios antimicrobianos

(Gutiérrez-Grijalva et al., 2017).

2.4 Mecanismo de a¢do antimicrobiana do 6leo de orégano

O mecanismo de agdo do 6leo de orégano estd associado principalmente a disrupgdo da
membrana citoplasmatica bacteriana, promovendo aumento da permeabilidade, perda de ions
intracelulares e colapso da homeostase (Lambert et al., 2001). Estudos demonstram que o carvacrol
e o timol apresentam efeito aditivo na inibi¢do bacteriana, explicando a poténcia do 6leo completo
(Sikkema, De Bont & Poolman, 1995). Além disso, pesquisas recentes indicam que o 6leo pode inibir
biofilmes bacterianos e interferir em processos metabolicos intracelulares, ampliando sua relevancia

contra infec¢des persistentes (Soltani et al., 2021).

2.5 Métodos laboratoriais para avaliacio antimicrobiana

Os métodos classicos de difusdo em disco € em poco ainda sao amplamente empregados, mas
apresentam limitacdes devido a baixa difusdo dos 6leos em agar (CLSI, 2018). O método de
microdilui¢do em placas de 96 pogos ¢ considerado o padrdo-ouro para determinagdo da
Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) (CLSI, 2018). O uso da resazurina como marcador redox
auxilia a visualizagdo do crescimento bacteriano, ja que a coloracao azul do reagente ¢ reduzida a

rosa/resorufina quando h4 metabolismo celular ativo (Sarker, Nahar & Kumarasamy, 2007).
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2.6 Estudos prévios com 0leo de orégano

Estudos tém mostrado ampla atividade antimicrobiana do 6leo de orégano contra bactérias
Gram-positivas ¢ Gram-negativas. Li et al. (2015) observaram MIC de 3,13 pL/mL contra
Staphylococcus aureus ¢ 6,25 uL/mL contra Bacillus cereus. Para Escherichia coli, valores de MIC
relatados variam de 0,5 a 2,5 mg/mL, dependendo da cepa e das condi¢des experimentais (Tao et al.,
2025). De maneira geral, bactérias Gram-positivas mostram maior sensibilidade, pela auséncia da
membrana externa presente em Gram-negativas, que dificulta a acdo dos compostos hidrofobicos
(Araujo, 2021). Estudos recentes ainda relatam efeito sinérgico entre o 6leo de orégano e antibidticos
convencionais, possibilitando redu¢do de doses farmacoldgicas e retardando o surgimento de

resisténcia (Si et al., 2008).

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana do oleo essencial de Origanum vulgare L. frente a
Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e Escherichia coli (Gram-negativa), empregando ensaio de
microdiluigdo em microplacas de 96 pocos com indicador redox resazurina em diferentes tempos de
incubagdo (24 h, 48 h e 72 h), a fim de avaliar ndo apenas a MIC inicial, mas também a estabilidade

do efeito antimicrobiano ao longo do tempo.

3.2 Especificos

e Determinar as concentracdes inibitorias minimas (MIC) do 6leo essencial para cada bactéria
e tempo de incubagao analisado.
e (Comparar a sensibilidade entre S. aureus e E. coli ao 6leo essencial em funcao do tempo de

incubacao.
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e Avaliar mudancas na viabilidade bacteriana ao longo de 24 h, 48 h e 72 h por meio de leitura
de resazurina (visual ou espectrofotométrica).
e Analisar estatisticamente os dados obtidos utilizando ANOVA de medidas repetidas, com

nivel de significancia p <0,05.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo experimental, laboratorial, de carater quantitativo, realizado com o
objetivo de avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Origanum vulgare frente a cepas

bacterianas de importancia clinica.

4.2 Amostras bacterianas

Foram utilizadas cepas bacterianas de referéncia: Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e
Escherichia coli (Gram-negativa). As culturas foram mantidas em agar nutriente inclinado a 4 °C até
a utilizagdo. Para os ensaios, as bactérias foram reativadas em caldo nutritivo e incubadas a 37 °C por
24 horas. A suspensdo bacteriana foi ajustada ao padrdo 0,5 da escala de McFarland (= 1,5 x 10®

UFC/mL) por diluicdo em solugdo salina estéril.

4.3 Oleo essencial

O oleo essencial de Origanum vulgare foi adquirido em lojas de produtos naturais. Para a
preparacdo das dilui¢des, foram utilizados sete tubos seriados.
e Tubo 1: 1,0 mL de 6leo + 1,0 mL de meio de cultura — concentragao inicial de 50% (v/v).
e Tubos 2 a 7: cada tubo recebeu 1,0 mL de meio estéril e 1,0 mL transferido do tubo anterior,

resultando em dilui¢des sucessivas com fator 0,5 (Figura 1).
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Figura 1. Dilui¢ao Seriada em Tubos. Fonte: https://www.biomedicinapadrao.com.br/

4.4 Preparo da solucio de resazurina

A resazurina foi preparada na concentragdo de 0,01% (m/v), correspondente a 0,1 mg/mL,

pela dissolucdo de 1 mg de po6 de resazurina em 10 mL de solugdo tampao PBS estéril. A solucao foi

armazenada sob refrigeracdo (4 °C) e protegida da luz até o momento do uso.

4.5 Ensaio de microdilui¢do em placas de 96 pocos

Os experimentos foram realizados em placas estéreis de 96 pogos, com o seguinte preparo

para cada well das colunas 1 a 7:

150 pL de meio de cultura (caldo nutritivo),

20 uL de suspensao bacteriana (ajustada ao padrao McFarland 0,5),

20 pL da dilui¢do do 6leo correspondente,

10 pL da solugdo de resazurina.

O volume final em cada pogo foi de 200 pL.

Foram incluidos os seguintes controles:

Controle negativo: meio + resazurina, sem bactéria.

Controle positivo: meio + bactéria + antibidtico de referéncia (amixicilina+clavulanato de

potassio para E. coli; cloridrato de clindamicina para S. aureus).
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o Controle de 6leo: meio + dleo + resazurina, sem bactéria.

As concentragdes finais testadas nos pogos variaram de 5,0% — 2,5% — 1,25% — 0,625%

— 0,3125% — 0,156% — 0,078% (v/v) (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracdo do 6leo de orégano nos tubos e nos pocos da placa de 96 wells, considerando fator de diluicao
0,5 (1 mL de 6leo + 1 mL de meio e transferéncias sucessivas).

Tubo Concentracio no tubo (%)  Concentragcio no poco (%)
1 50,0 5,00
2 25,0 2,50
3 12,5 1,25
4 6,25 0,625
5 3,125 0,313
6 1,56 0,156
7 0,78 0,078

4.6 Incubacao e leitura

Fonte: Dados da Pesquisa.

As placas foram incubadas a 37 °C, com andlises visuais apos 24 h, 48 h e 72 h. A escolha

desses tempos de incubagdo teve como objetivo verificar ndo apenas o efeito antimicrobiano inicial,

mas também sua persisténcia e possivel reversdo do crescimento bacteriano, diferenciando efeitos

bactericidas dos bacteriostaticos. A viabilidade bacteriana foi determinada pela alteragdo de cor da

resazurina, que apresenta colora¢do azul na forma oxidada (auséncia de metabolismo bacteriano) e

rosa/vermelha na forma reduzida (crescimento bacteriano ativo). Pogos com coloracao intermediaria

(violeta) foram interpretados como de crescimento parcial, indicativos de efeito bacteriostatico.
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4.7 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos em
média £+ desvio padrdo. Para a comparagdo entre os tempos de incubacdo (24 h, 48 h e 72 h), foi
realizada ANOVA de medidas repetidas, seguida do teste de Tukey, adotando-se nivel de

significancia de p < 0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagdo da atividade antimicrobiana do oleo essencial de Origanum vulgare frente a
Escherichia coli e Staphylococcus aureus evidenciou um perfil de inibicdo dependente da
concentracgao e do tempo de incubagdo (24 h, 48 h e 72 h).

As imagens das microplacas (Figuras 2, 3 ¢ 4) demonstram claramente a mudanca de
coloragdo da resazurina, indicando viabilidade bacteriana nos pocos controles e gradiente de inibi¢ao

nas diferentes concentracoes do 6leo.

E coli o ‘ S. aureus
Figura 2. Placas apos 24 h de incubag@o (E. coli e S. aureus). Fonte: Acervo dos autores.
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E. coli S. aureus
Figura 4. Placas ap6s 72 h de incubagio (E. coli e S. aureus). Fonte: Acervo dos autores.

Nos controles bacterianos (coluna 12), observou-se colora¢do rosa/vermelha em todos os
tempos de incubacgdo, confirmando crescimento bacteriano e a validade experimental. Ja os controles
negativos e de 6leo permaneceram azulados, descartando interferéncia da resazurina ou do meio.

Nas colunas correspondentes as maiores concentragdes do 6leo (5,0% e 2,5% v/v), a coloragao
manteve-se azul/roxa até 72 h, sugerindo efeito bactericida contra ambas as espécies testadas. Em
concentracdes intermediarias (1,25% e 0,625% v/v), houve coloracao violeta aos 24 h e 48 h,
evoluindo para tons mais rosados aos 72 h, indicando efeito bacteriostatico, com inibicao inicial
seguida de recuperacao bacteriana parcial. Nas concentragdes mais baixas (<0,312%), os pogos foram

corados em rosa ja em 24 h, confirmando auséncia de inibi¢do (Tabela 2).
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Tabela 2. Avaliagdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Origanum vulgare frente a E. coli e S. aureus em
diferentes concentragdes e tempos de incubag@o.

Concentracio (%) E. coli E. coli E. coli S. aureus S. aureus S. aureus
24h 48h 72h 24h 48h 72h
5,0 Azul Azul Azul Azul Azul Azul
2,5 Azul Azul Azul Azul Azul Azul
1,25 Roxo Roxo Roxo/Rosa Roxo Roxo Roxo/Rosa
0,625 Roxo/Rosa  Roxo/Rosa Rosa Roxo/Rosa Roxo/Rosa Rosa
0,313 Rosa Rosa Rosa Rosa Rosa Rosa
0,156 Rosa Rosa Rosa Rosa Rosa Rosa
0,078 Rosa Rosa Rosa Rosa Rosa Rosa

Fonte: Dados da Pesquisa.

Os resultados obtidos confirmam que o o6leo essencial de Origanum vulgare apresenta
atividade antimicrobiana relevante contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Entretanto, a
eficacia foi mais consistente contra Staphylococcus aureus, o que pode ser explicado pela estrutura
celular mais simples das Gram-positivas, que carecem da membrana externa lipopolissacaridica tipica
das Gram-negativas, a qual funciona como barreira adicional a entrada de compostos hidrofobicos
(Sikkema, De Bont e Poolman, 1995).

A observagao de pocos com coloragdo violeta em concentracdes intermediarias sugere a¢ao
bacteriostatica do 6leo, com inibi¢do parcial do metabolismo bacteriano e posterior recuperagao,
sobretudo em E. coli. Esse comportamento estd em consonancia com Lambert et al. (2001), que
reportaram acdo dose-dependente de carvacrol e timol, com possibilidade de retomada do crescimento
bacteriano em concentragdes subinibitorias.

Os valores de MIC encontrados neste estudo (=1,25% v/v) sdo comparaveis aos relatados por
Li et al. (2015), que observaram inibi¢ao de S. aureus em concentragdes proximas a 1,25 uL/mL em
ensaios de microdiluicdo. Tao et al. (2025) também destacaram que diferentes quimiotipos de orégano

apresentam MICs variando de 0,5 a 2,5%, reforcando a influéncia de fatores ambientais e

metodologicos.
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A manutengdo da inibi¢do em concentragdes altas até 72 h indica potencial efeito bactericida,
enquanto a perda de inibigdo em concentragdes intermedidrias confirma atividade
predominantemente bacteriostatica nessas condi¢des. Tal dualidade ¢ relevante, pois sugere que o
6leo de orégano pode ser utilizado como adjuvante em formulagdes antimicrobianas, especialmente
quando associado a antibioticos convencionais, relagao ja documentada em estudos de sinergismo (Si
et al., 2008).

Assim, os resultados deste trabalho reforcam a importancia do 6leo essencial de Origanum
vulgare como alternativa promissora no enfrentamento da resisténcia antimicrobiana, alinhando-se a
estudos prévios que comprovam sua eficacia e sugerem aplicagdes potenciais em areas clinica e

alimentar (Burt, 2004; Bassol¢ e Juliani, 2012).

6. CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou que o 6leo essencial de Origanum vulgare apresenta atividade
antimicrobiana significativa frente a cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, evidenciada
pela alteragdo da coloragdo da resazurina em ensaios de microdiluigao em placas de 96 pogos.

A Concentragdo Inibitoria Minima (MIC) observada para ambas as espécies foi de
aproximadamente 1,25% v/v, com maior estabilidade de inibi¢cdo para S. aureus. O 6leo apresentou
efeito bactericida nas concentracdes mais altas (> 2,5%) e efeito predominantemente bacteriostatico
nas concentragdes intermedidrias, especialmente frente a E. coli, onde foi observada recuperacao
parcial do crescimento bacteriano apos 72 horas de incubagao.

Esses resultados corroboram achados prévios da literatura e reforcam a relevancia do 6leo de
orégano como uma alternativa natural promissora no enfrentamento da resisténcia antimicrobiana.
Apesar da eficacia observada, ¢ importante destacar que fatores como quimiotipo do 6leo, condig¢des
experimentais € composicdo bacteriana podem influenciar os valores de MIC, o que ressalta a
necessidade de padronizagdo metodoldgica e de novos estudos.

Conclui-se que o 6leo de Origanum vulgare pode atuar como agente antimicrobiano natural,
com potencial aplicagdo tanto na area de saide quanto na industria alimenticia, seja de forma isolada

ou em associagdo a antibidticos convencionais. Investigagdes futuras devem contemplar anélises de
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sinergismo, toxicidade e mecanismos de acdo detalhados, de forma a ampliar as perspectivas de

utilizacao segura e eficaz desse fitoterapico.
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