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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

 

A resistência antimicrobiana é um importante desafio à saúde pública, 

impulsionando a busca por novas estratégias terapêuticas. O extrato 

hidroalcoólico de Origanum majorana apresentou atividade antibacteriana e 

antibiofilme frente a A. baumannii, P. aeruginosa, K. pneumoniae e S. aureus. A 

baixa citotoxicidade a 8,4 mg/mL reforça seu potencial como fonte de compostos 

bioativos para aplicações terapêuticas. 

 

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH 

 

Antimicrobial resistance is an important public health challenge, driving the 

search for new therapeutic strategies. The hydroalcoholic extract of Origanum 

majorana showed antibacterial and antibiofilm activity against A. baumannii, P. 

aeruginosa, K. pneumoniae and S. aureus. The low cytotoxicity at 8,4 mg/mL 

reinforces its potential as a source of bioactive compounds for therapeutic applications.
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RESUMO 

 
 
Lage LMA. Atividade antibiofilme do extrato hidroalcoólico de Origanum majorana L. 
sobre Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e 
Pseudomonas aeruginosa, e avaliação da citotoxicidade em células HaCaT 
[dissertação]. São José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (UNESP), 
Instituto de Ciência e Tecnologia; 2026. 
 
 
O uso irracional e indiscriminado de antibióticos impacta diretamente no aumento da 
resistência microbiana, demandando urgência na investigação de novas estratégias 
terapêuticas baseadas em produtos naturais como a fitoterapia. Esta prática tem se 
mostrado uma alternativa significativa como agentes microbianos e o extrato 
hidroalcoólico de Origanum majorana L. (manjerona) tem apresentado algumas 
propriedades que o apontam como fitoterápico promissor. O objetivo deste estudo foi 
avaliar a ação e antibiofilme do extrato hidroalcoólico de manjerona sobre cepas-
padrão de Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e 
Pseudomonas aeruginosa, assim como avaliar sua citotoxicidade em cultura de 
queratinócitos humanos (HaCat). Para tanto, o extrato de  foi preparado e 
caracterizado fitoquimicamente por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC-
DAD) e teor de fenóis e flavonóides determinados. A atividade antimicrobiana foi 
analisada pelo teste de microdiluição em caldo (CLSI M7-A9) para determinação da 
concentração bactericida mínima (CBM). A atividade antibiofilme do extrato foi 
avaliada pelo ensaio de MTT, considerando a inibição da formação de biofilme e a 
ação sobre biofilmes maduros, com tempo de exposição de 5 minutos, utilizando a 
CBM de 8 mg/mL, previamente determinada e suas variações, nas concentrações de 
16 mg/mL e 33 mg/mL. Queratinócitos (HaCat) foram utilizados para avaliação de 
citotoxidade, por meio do teste colorimétrico Alamar-Blue. Os dados foram analisados 
por Anova One-way e Tukey e Dunn considerando o nível de significância (p≥0,05), 
de acordo com o teste de normalidade. O teor de sólidos solúveis foi quantificado em 
38,3 mg/mL, a concentração de flavonóides foi 21,2 mg/mL, 3,5 mg/mL de fenóis e 
atividade antioxidante CE50=0,032 mg/mL. O extrato apresentou ação bactericida em 
todas as cepas testadas sendo a CBM de S. aureus e P. aeruginosa: 8,4 mg/mL; K. 
pneumoniae: 4,2 mg/mL, e A. baumannii: 2,1 mg/mL. Na análise antibiofilme o extrato 
apresentou inibição da formação de biofilme maior que 96% em todas as cepas 
testadas na concentração de 33,6 mg/mL. Quando testado em biofilmes formados 
após 48 horas o extrato apresentou redução de mais de 92% em todas as 
concentrações testadas (33,6 16,8 e 8,4 mg/mL) no tempo de 5 minutos. A avaliação 
da citotoxicidade revelou comportamento dose-dependente, destacando-se a 
concentração de 8,4 mg/mL, que associou baixa citotoxicidade em células HaCaT à 
expressiva atividade antimicrobiana e antibiofilme. Conclui-se que o extrato 
hidroalcoólico de manjerona apresentou atividade antibiofilme, de A. baumannii, K. 
pneumoniae, P. aeruginosa e S. aureus, além de demonstrar viabilidade celular em 
HaCaT. 
 
 
Palavras-chave: Acinetobacter baumannii; Pseudomonas aeruginosa; 
Sthaphylococcus aureus; Klebsiella pneumoniae; Origanum majorana, biofilme. 



ABSTRACT 

 
 
Lage LMA. Antibiofilm activity of hydroalcoholic extract of marjoram on Acinetobacter 
baumannii, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus and Pseudomonas 
aeruginosa, and evaluation of cytotoxicity in HaCaT cells [dissertation]. São José dos 
Campos (SP): São Paulo State University (UNESP), Institute of Science and 
Technology; 2026. 
 
 
The irrational and indiscriminate use of antibiotics has a direct impact on the increase 
in microbial resistance, demanding urgency in the investigation of new therapeutic 
strategies based on natural products such as phytotherapy. This practice has been 
shown to be a significant alternative as microbial agents and the hydroalcoholic extract 
of marjoram has shown some properties that point to it as a promising herbal medicine. 
The aim of this study was to evaluate the action and antibiofilm of marjoram 
hydroalcoholic extract on standard strains of Acinetobacter baumannii, Klebsiella 
pneumoniae, Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa, as well as to 
evaluate its cytotoxicity in human keratinocyte culture (HaCat). For this purpose, the 
extract of O. majorana L. was prepared and phytochemically characterized by high 
performance liquid chromatography (HPLC-DAD) and determined phenol and 
flavonoid content. The antimicrobial activity was analyzed by the broth microdilution 
test (CLSI M7-A9) to determine the minimum bactericidal concentration (MBC). The 
antibiofilm activity of the extract was evaluated by the MTT assay, considering the 
inhibition of biofilm formation and the action on mature biofilms, with an exposure time 
of 5 minutes, using a previously determined 8,4 mg/mL MBC and its variations, at 
concentrations of 16,8 and 33,2 mg/mL. Keratinocytes (HaCat) were used to evaluate 
cytotoxicity using the Alamar-Blue colorimetric test. The data were analyzed by Anova 
One-way and Tukey and Dunn considering the level of significance (p≥0.05), according 
to the normality test. The soluble solids content was quantified at 38,3 mg/mL, the 
concentration of flavonoids was 21,2 mg/mL, 3.5 mg/mL of phenols and antioxidant 
activity EC50=0,032 mg/mL The extract showed bactericidal action in all strains tested, 
being the MMC of S. aureus and P. aeruginosa: 8,4 mg/mL; K. pneumoniae: 4,2 
mg/mL, and A. baumannii: 2,1 mg/mL. In the antibiofilm analysis, the extract showed 
inhibition of biofilm formation greater than 96% in all strains tested at a concentration 
of 33 mg/mL. When tested on biofilms formed after 48 hours, the extract showed a 
reduction of more than 92% in all concentrations tested (33, 16 and 8 mg/mL) in the 
time of 5 minutes. The evaluation of cytotoxicity revealed a dose-dependent behavior, 
highlighting the concentration of 8,4 mg/mL, which associated low cytotoxicity in 
HaCaT cells with expressive antimicrobial and antibiofilm activity. It was concluded that 
the hydroalcoholic extract of O. majorana L. showed antibiofilm activity, A. baumannii, 
K. pneumoniae, P. aeruginosa and S. aureus, in addition to demonstrating 
biocompatibility in HaCaT cells. 
 
 
Keywords: Acinetobacter baumannii; Pseudomonas aeruginosa; Sthaphylococcus 
aureus; Klebsiella pneumoniae; Origanum majorana, biofilm. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O aumento considerável do uso indiscriminado de antibióticos pela população 

mundial impacta na crescente resistência a antibioticoterapia disponível e demanda 

urgência no surgimento de novos medicamentos e terapias alternativas que sejam 

eficazes (Miller, Arias, 2024). A resistência antimicrobiana é uma ameaça à saúde 

pública, à medicina moderna e ao sucesso no desenvolvimento sustentável. Infecções 

relacionadas a cepas multirresistentes resultaram em um aumento significativo de 

doenças. Em 2019, aproximadamente 5 milhões de mortes foram associadas a 

infecções multirresistentes (Sati et al., 2025). 

A resistência antimicrobiana é uma ameaça à capacidade de tratar doenças 

infecciosas comuns, um risco à saúde pública mundial e exige esforços para novos 

medicamentos e terapias complementares ou alternativas que superem este desafio. 

Em 2024 a OMS emitiu a lista de patógenos bacterianos prioritários separados em 

categorias de importância crítica, alta e média. A resistência desses agentes 

patogênicos se intensificou nos últimos anos, grande parte consequência do uso 

excessivo e inoportuno dos antimicrobianos. A lista abrange 15 famílias de bactérias 

resistentes aos antibióticos, dentre elas Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus 

aureus, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa (Sati et al., 2025). 

As infecções nosocomiais são aquelas que aparecem e se desenvolvem no 

paciente após 48 horas da sua entrada no hospital e não causa primária da internação. 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde, mais de 1,4 milhões de pessoas no 

mundo sofrem com infecções adquiridas em ambiente hospitalar resultando no 

aumento do gasto da internação e prejuízo preocupante à saúde. As bactérias 

multirresistentes (MDRs) podem ser encontradas em 66,7% nestas infecções e o uso 

irracional de antibioticoterapia pode explicar esta alta prevalência. Entre as bactérias 

MDRs são encontradas Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 

baumannii e espécies de Pseudomonas (Aminata et al., 2023). 

Apesar do desenvolvimento de novos fármacos, a resistência microbiana 

cresce exponencialmente e novas espécies bacterianas se mostram multirresistentes 

a 3 ou mais classes de antimicrobianos. Bactérias pan-resistentes, aquelas não 

susceptíveis a todas as classes de antibióticos, já são relatadas na literatura e sua 
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existência exige que novos medicamentos sejam desenvolvidos. Contudo, o avanço 

na pesquisa de novos fármacos é lento e demanda tempo maior para conferir 

seguridade e eficácia, fomentando assim práticas terapêuticas não convencionais 

como a fitoterapia (Silva, Nogueira, 2021). 

A fitoterapia é uma terapêutica milenar que se utiliza de plantas medicinais 

para tratamento e prevenção de doenças. Os produtos derivados de plantas podem 

ser usados como terapia complementar em casos de doenças agudas, para doenças 

crônicas de leve a moderada intensidade, e também no cuidado preventivo (Lopes et 

al., 2018). Visando motivar esta prática e novas pesquisas de plantas com potenciais 

medicinais, o Ministério da Saúde criou o RENISUS, Relação de Plantas Medicinais 

de Interesse ao SUS, que engloba 71 espécies de plantas com eficácia comprovada 

para tratar algumas doenças comuns no Brasil (Silva, Nogueira, 2021). 

Origanum majorana L. também conhecida como manjerona é uma planta 

medicinal originária da região mediterrânea e suas propriedades terapêuticas são 

bastante exploradas na forma de chás e na aromaterapia como óleo essencial. A 

manjerona é usada na medicina marroquina como antigripal, antialérgico, contra 

infecções respiratórias, febre, hipertensão, reumatismo, para dor estomacal, cólicas 

menstruais e dores de cabeça. Suas características biológicas são justificadas pela 

sua rica composição fitoquímica e as investigações farmacológicas dos seus óleos 

essênciais e extratos têm demonstrado efeitos promissores no que se refere a sua 

ação antibacteriana (Bouyahya et al., 2021). 

As plantas medicinais produzem uma ampla diversidade de metabólitos 

secundários com potencial antimicrobiano, incluindo polifenóis, terpenos, alcalóides e 

fenilpropanóides, os quais podem ser usados na forma de compostos isolados, 

extratos ou óleos essenciais. Entre os fitoquímicos mais estudados, polifenóis e 

terpenos destacam-se como os principais responsáveis pela ação antibacteriana com 

efeito relevante contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativa (Álvarez-

Martínez et al., 2021). Neste contexto, os extratos hidroalcoólicos de plantas 

medicinais emergem como abordagem terapêutica promissora no enfrentamento às 

infecções bacterianas posicionando-se como agentes adjuvantes de elevado potencial 

antimicrobiano. 

As células HaCaT consistem em uma linhagem de queratinócitos humanos 

imortalizados amplamente empregada em estudos de viabilidade celular e 
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citotoxicidade de materiais odontológicos. Essas células são consideradas substitutas 

adequadas dos queratinócitos orais por apresentarem características biológicas 

semelhantes às observadas na mucosa oral, além de elevada estabilidade fenotípica, 

facilidade de cultivo e capacidade de manutenção contínua em cultura celular. Dessa 

forma, queratinócitos humanos, incluindo a linhagem HaCaT, têm sido frequentemente 

utilizados na avaliação biológica de substâncias com potencial contato direto com os 

tecidos epiteliais da cavidade oral.(Moharamzadeh et al., 2007). 

Estudos experimentais têm demonstrado a expressiva atividade 

antibacteriana dos extratos de manjerona evidenciando seu papel como fontes de 

agentes antimicrobianos de origem vegetal. Diferentes solventes de extração, 

incluindo éter de petróleo, metanol, misturas hidroalcoólicas e diclorometano, têm se 

mostrado eficazes na obtenção de compostos bioativos com ação frente a bactérias 

como Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas 

aeruginosa (Bouyahya et al., 2021). Esses achados reforçam a importância de estudos 

fitoquímicos e microbiológicos sobre os fatores de virulência bacteriana e os biofilmes, 

bem como sustentam a relevância de investigações acerca do potencial de seus 

extratos, especialmente no contexto do enfrentamento da resistência antimicrobiana. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

A partir dos resultados apresentados, é possível concluir que: 

 

 

1. O extrato hidroalcoólico de manjerona apresentou composição rica em 

compostos fenólicos e flavonoides, além de relevante atividade antioxidante, 

evidenciada por sua capacidade de neutralização de radicais livres; 

2. O extrato demonstrou atividade bactericida frente às cepas de A. 

baumannii, 

S. aureus, K. pneumoniae e P. aeruginosa, confirmando seu potencial 

antimicrobiano contra patógenos de elevada relevância clínica; 

3. O extrato apresentou atividade antibiofilme significante na inibição da 

formação de biofilmes bacterianos e reduzir a viabilidade de biofilmes maduros das 

espécies avaliadas após 5 minutos de exposição, evidenciando expressiva atividade 

antibiofilme; 

4. A concentração de 8,4 mg/mL apresentou o perfil biológico mais favorável, 

associando elevada atividade antimicrobiana e antibiofilme sendo biocompatível em 

células HaCaT; 

5. A resposta citotóxica apresentou comportamento dose-dependente, 

caracterizado pela redução progressiva da viabilidade celular com o aumento da 

concentração do extrato. 
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