-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by .i CORE

provided by Publicacdes do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia Catarinense (IFC)

ATIVIDADE DE OLEOS ESSENCIAIS CONTRA Escherichia coli E Salmonella
TYPHIMURIUM

ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS AGAINST ESCHERICHIA COLI AND
SALMONELLA TYPHIMURIUM

Autores: Thais Carla Dal BELLO? Juliana Olivia NICOLAO?, Daniel RADIN?, Julia
ZANFERRARI*, Franciana Aparecida Volpato BELLAVER®, Marcella Zampoli
TRONCARELLI®, Anildo CUNHA JUNIOR’ Alessandra Farias MILLEZI®.

Identificagdo autores: 'Bolsista Extensdo Tecnoldgica IFC — Campus Concordia 2Bolsista
Pesquisa IFC — Campus Concordia, °Bolsista BEG Extensio IFC — Campus
Concérdia,*Graduanda em Agronomia IFC — Campus Concordia, *Mestranda em Producio e
Sanidade Animal, °Co-orientadora IFC — Campus Concérdia ‘Embrapa Suinos e Aves —
Concordia, ®Orientadora IFC — Campus Concordia.

RESUMO

Este trabalho possui a finalidade de avaliar o efeito dos 6leos de Syzygium aromaticum (cravo),
Laurus nobilis (louro) e Cymbopogon winterianus (citronela) contra as cepas de Escherichia
coli ATCC 25922 e Salmonella Typhimurium ATCC 14028. As bactérias foram inoculadas
em meio BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas em estufa bacteriol6gica a 37°C/24h.
Posteriormente, foi realizada a inoculagdo destas bactérias com solugdo a base de Gleo
essencial em microplaca de 96 pocos que foi incubada em shaker orbital a 37°C/24h em
agitacdo de 80 rpm. Apoés as 24h foi realizada diluicdo e plaqueamento para realizacdo das
analises de CFU e DO. Cada 6leo apresentou um resultado distinto, porém todos foram
significativos no controle destas cepas.

Palavras-chave: Oleos essenciais; antimicrobianos naturais; cepas bacterianas.

ABSTRACT

This work has the purpose of evaluating the effect of the oils of Syzygium aromaticum (clove),
Laurus nobilis (laurel) and Cymbopogon winterianus (citronella) against the strains of
Escherichia coli ATCC 25922 and Salmonella Typhimurium ATCC 14028. The bacteria were
inoculated in BHI medium (Brain Heart Infusion) and incubated in a bacteriological oven at
37°C / 24h. Subsequently, the inoculation of these bacteria with essential oil base solution in
a 96-well microplate was incubated in an orbital shaker at 37°C / 24h in 80 rpm shaking. After
24h, dilution and plating were performed to perform the CFU and DO analyzes. Each oil
presented a distinct result, but all were significant in the control of these strains.

Keywords: Essential oils; natural antimicrobials; bacterial strains.

INTRODUC}AO E JUSTIFICATIVA
A Escherichia coli € um dos principais patdgenos que estd associado as doencas

entéricas em suinos, alem disso, € um enteropatégeno de grande importancia por ter alta

resisténcia aos agentes antimicrobianos (SILVA, C. V. O., et al, 2015). J& a Salmonella
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Typhimurium € relevante na area da avicultura por ser responsavel por diversas doencas que

acometem as aves e, causa no homem uma doenca conhecida como salmonelose
(MENDONCA, E. P,, 2016). E. coli e S. Typhimurium possuem alta capacidade zoonética, ou
seja sdo capazes de infectar também o homem.

Para o controle do crescimento dos micro-organismos, uma das principais armas sdo
o0s antimicrobianos (Bjarnsholt et al. 2013), mas as concentracdes utilizadas para tal eficacia
sdo muito altas e ttm demonstrado serem ineficazes e levando assim ao aparecimento de cepas
cada vez mais resistentes, apresentando também efeitos citotoxicos (Ribeiro et al., 2016). Tais
fatos demonstram que a descoberta de novos antimicrobianos mais naturais e sustentaveis, sao
necessarios para controlar as doencas

Diante da relevancia em controlar as bactérias mencionadas, busca-se a possibilidade
de utilizar antimicrobianos naturais que sejam eficazes contra estas células bacterianas. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos 6leos essenciais de Syzygium aromaticum,
Laurus nobilis e Cymbopogon winterianus, que sdo conhecidos popularmente como cravo,

louro e citronela, respectivamente contra Escherichia coli e Salmonella Typhimurium.

METODOLOGIA

As cepas de E. coli foram isoladas de suinos com diarreia; S. Typhimurium foi cedida
pelo Centro de Diagnostico e Sanidade Animal — CEDISA de Concérdia (proveniente da
FIOCRUZ, RJ). Os bleos de Syzygium aromaticum e Cymbopogon winterianus foram obtidos
através da FERQUIMA — Industria e Comércio de Oleos Essenciais de Vargem Grande — SP,
0 Oleo de Laurus nobilis foi extraido por hidrodestilacao.

A inoculacdo inicial destas bactérias foi feita em meio BHI (Brain Heart Infusion),
incubando-as em estufa bacterioldgica (Solab, Brasil) a temperatura de 37°C/24 horas.
Posteriormente foi feita a inoculacéo destas bactérias com solugéo a base de dleo essencial em
microplaca de 96 pocos. Foram utilizadas trés concentragGes distintas para avaliar o efeito do
oleo, sendo elas: 0,4%; 0,8% e 1,0% (o oOleo foi diluido em alcool etilico PA 2,0% e agua
salina 0,85% esterilizada acrescida de 0,5% de tween 80 e meio de cultura TSB - Caldo Soja

Tripticaseina). A microplaca foi incubada em shaker orbital (Solab, Brasil) em temperatura de
37°C/24 horas em agitacdo de 80 rpm (Millezi et al., 2016).




Ap0s as 24 horas foi realizada diluicdo e plagueamento para contagem das unidades

formadoras de coldnias (UFC) e realizou-se a leitura da Densidade Optica (DO) em
espectrofotémetro Elisa (Biotek, Brasil) para ambos os micro-organismos. Para analise dos
resultados aplicou-se o teste de ANOVA pelo método de Bonferroni: Compare Select Pairs of

Columns, tendo 95% como nivel de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Observa-se que os 6leos essenciais de S. aromaticum e L. nobilis foram efetivos contra
as células planctonicas (UFC) de S. Typhimurium, porém, observa-se também, que houve
crescimento bacteriano ao realizar a analise de Densidade Optica (DO), ja com o tratamento

utilizando o 6leo de C. winterianus houve crescimento em ambas andlises (Figura 1).
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Figura 1. Sensibilidade de Salmonella Typhimurium aos tratamentos com éleo essenciais. a) Cymbopogon win-
terianus analise de DO; b) Cymbopogon winterianus analise de UFC; ¢) Syzygium aromaticum analise de DO;
d) Syzygium aromaticum analise de UFC; e) Laurus nobilis analise de DO; b) Laurus nobilis analise de UFC. *
indica p < 0,05 para o teste de ANOVA, ™ indica que ndo houve diferenca estatisticamente significativa.

O resultado obtido para 0s 6leos de cravo e louro ao se comparar as analises de UFC




e DO contra S. Typhimurium podem ser em decorréncia de dois fatores: reacdes entre 6leo e

bactéria e devido ao fato de que as bactérias se reproduziram por um determinado tempo, mas

o efeito do 6leo ndo foi de imediato. Contudo, ao longo das 24h as bactérias pararam de se

reproduzir e por isso ndo houve formacéo de coldnias bacterianas nas placas (Figura 1, letras

DeF).

J& o 6leo de citronela foi significativo para ambas as analises, porém, apenas na con-

centracdo de 1%, ou seja, é eficaz quando utilizado contra células planctdnicas e sesseis na

maior concentracdo (Figura 1, letras A e B).

A figura 2 demonstra os resultados obtidos para E. coli:
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Figura 2. Sensibilidade de Escherichia coli aos tratamentos com 6leo essenciais. a) Cymbopogon winterianus
analise de DO; b) Cymbopogon winterianus analise de UFC; ¢) Syzygium aromaticum analise de DO; d) Syzygium
aromaticum andlise de UFC; e) Laurus nobilis analise de DO; b) Laurus nobilis analise de UFC. * indica p < 0,05
para o teste de ANOVA, ™ indica que ndo houve diferenca estatisticamente significativas.

Observa-se que apenas o0 6leo de Syzygium aromaticum demonstrou um efetivo con-

trole das células planctonicas de E. coli, no entanto, também houve crescimento bacteriano na

analise de DO. Ja o 6leo de Laurus nobilis apresentou um pequeno crescimento de células na

concentracdo de 1%, porém, foi estatisticamente significativo (p<0,05%), ou seja, demonstrou




controle frente a cepa. E por fim, no tratamento com o 6leo de Cymbopogon winterianus houve

crescimento nas andlises de DO e UFC, ndo sendo estatisticamente significativo para esta

ultima, ou seja, ndo demonstrou eficdcia no controle (P>0,05).

CONSIDERACOES FINAIS

O oleo essencial de Syzygium aromaticum foi o mais eficaz contra ambas as cepas.
Laurus nobilis também apresentou potencial antimicrobiano frente as cepas na anélise de CFU,
E, por fim, o 6leo de Cymbopogon winterianus apresentou o menor potencial, pois, observou-
se 0 crescimento em ambas analises para as duas bactérias. Desta forma, pode-se dizer que 0s
6leos essenciais sdo alternativas interessantes para utilizacdo como antimicrobianos naturais,
contudo, dependendo das condicGes estudadas ocorrem variaces de alguns resultados em
comparacdo a outros. Os proximos estudos poderdo objetivar o efeito destes 6leos utilizando
a variavel tempo, frente a formacéo de biofilmes bacterianos e em solucdes mistos contendo

antibioticos ou sanitizantes comerciais.
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