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RESUMO

ALBUQUERQUE, Kamylla Rafaella Sena, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
junho de 2017. Avaliagdo da atividade antibacteriana e antibiofilme de 6leos
essenciais sobre estirpes de Staphylococcus aureus causadoras da mastite
bovina. Orientadora: Marisa Alves Nogueira Diaz. Coorientadores: Maria Aparecida
Scatamburlo Moreira, Virginia Ramos Pizziolo e Gaspar Diaz.

A mastite bovina é uma doenca caracterizada pela inflamagdo mamaria, causada
principalmente pelo agente etioldgico Staphylococcus aureus. O protocolo de
tratamento é a antibioticoterapia, mas a liberagao de residuos no leite e o surgimento
de estirpes resistentes tornaram necessario o emprego de novas estratégias. Desta
forma, muitos dleos essenciais (OEs) derivados de plantas e seus compostos isolados
podem apresentar atividade antibacteriana, tornando-se uma alternativa viavel para o
tratamento de infe¢des. O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana
e antibiofiime de vinte Oleos essenciais de plantas condimentares, puros e
incorporados a solugdes pos-dipping frente a diferentes estirpes de Staphylococcus
aureus isoladas de mastite bovina. Os 20 OEs de plantas condimentares foram
investigados quanto a sua atividade antibacteriana através do teste de microdiluicdo
com valores fixos. Na triagem foram utilizadas oito estirpes de S. aureus isoladas de
campo, nos demais testes apenas trés estirpes. Para os OEs que apresentaram
atividade antibacteriana determinou-se a Concentragado Inibitéria Minima (CIM). Foi
avaliada a atividade antibacteriana pelo método de diluicdo em leite para mimetizar o
ambiente do ubere. A seguir foram realizados testes de interagdo, pelo método de
checkerboard entre os OEs e o antibiotico cefoperazona, e também a interagao entre
os OEs combinados. A producao de biofilme na presenca dos OEs foi detectada por
espectrofotometria. Posteriormente foi analisada a citotoxicidade dos OEs em células
alveolares mamaria bovinas (MAC-T). Apenas 5 OEs apresentaram atividade
antibacteriana, OE de cravo, coentro, canela, tomilho e orégano. O OE mais ativo foi
o coentro com CIM de 0,15mg/mL. Os OEs foram eficazes no teste de diluigdo em
leite, com valores de inibigdo entre 10 mg/mL e 20 mg/mL. Os OEs nao apresentaram
sinergismo quando combinados ao cefoperazona, no entanto alguns demonstraram
interacdo aditiva. Os OEs de orégano e tomilho apresentaram interagao aditiva em
todas as estirpes. Todos os 6leos inibiram a formagao de biofilme em doses inibitdrias
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de CIM e 2CIM, porém em doses CIM/2 e CIM/4 o OE de canela aumentou a producao
de biofilme. Nenhum dos OEs apresentou citotoxicidade as células MAC-T, no entanto
aumentaram a proliferacao destas células, indicando uma possivel agao regeneradora
tissular. A formulagao de pds-dipping contendo coentro, orégano e canela a 1% cada
foram efetivas tanto na inibicdo do biofilme quanto no teste de diluigdo por caldo. Os
resultados sugerem que esses Oleos essenciais sejam considerados promissores

para o emprego como agentes profilaticos ou como tratamento de mastite bovina.

Xi



ABSTRACT

ALBUQUERQUE, Kamylla Rafaella Sena, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
June, 2017. Evaluation of antibacterial and antibiofilm activity of essential oils
against Staphylococcus aureus causing bovine mastitis. Adviser: Marisa Alves
Nogueira Diaz. Co-advisers: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira, Virginia Ramos
Pizziolo and Gaspar Diaz.

Bovine mastitis is a disease characterized by breast inflammation, mainly caused by
the etiological agent Staphylococcus aureus. The treatment protocol is antibiotic
therapy, but the release of residues in milk and the emergence of resistant strains have
made it necessary to employ new strategies. In this way, many essential oils (OEs)
derived from plants and their compounds isolated may present antibacterial activity,
making it a viable alternative for the treatment of infections. The objective of this work
was to evaluate the antibacterial and antibiofilm activity of twenty essential oils from
condiment plants, pure and incorporated into post-dipping solutions against different
strains of Staphylococcus aureus isolated from bovine mastitis. The 20 OEs of
condiment plants were investigated for their antibacterial activity through the
microdilution test with fixed values. In the screening, eight strains of S. aureus isolated
from the field were used, in the other tests only three strains. For OEs that presented
antibacterial activity, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined. The
antibacterial activity was evaluated by the milk dilution method to mimic the udder
environment. Interaction tests were performed by the checkerboard method between
the OEs and the antibiotic cefoperazone, as well as the interaction between the
combined OEs. Biofilm production in the presence of OEs was detected by
spectrophotometry. Subsequently, the cytotoxicity of OEs in bovine mammary alveolar
cells (MAC-T) was analyzed. Only 5 OEs presented antibacterial activity, clove OE,
coriander, cinnamon, thyme and oregano. The most active OE was coriander with MIC
of 0.15mg / mL. The OEs were effective in the milk dilution test, with inhibition values
between 10 mg / mL and 20 mg / mL. OEs did not show synergism when combined
with cefoperazone, however some showed additive interaction. The OEs of oregano
and thyme showed additive interaction in all strains. All the oils inhibited the formation
of biofilm in inhibitory doses of MIC and 2CIM, but at CIM / 2 and CIM / 4 doses,
cinnamon EO increased biofilm production. None of the OEs presented cytotoxicity to

Xii



the MAC-T cells, however, they increased the proliferation of these cells, indicating a
possible tissue regenerative action. The post-dipping formulation containing coriander,
oregano and cinnamon at 1% each were effective both in inhibiting the biofilm and in
the broth dilution test. The results suggest that these essential oils are considered
promising for use as prophylactic agents or as

a treatment for bovine mastitis.
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1 INTRODUGAO

A bovinocultura leiteira no Brasil € de grande relevancia para a economia, tanto
pelo rendimento fornecido, quanto pela quantidade de empregos estaveis gerados.
Segundo o Censo Agropecuario de 2006, a estimativa € de que aproximadamente
1,35 milhdes de propriedades rurais estejam voltadas para a produgéo leiteira (IBGE,
2011).

No entanto apesar da alta producao de leite no pais, o rebanho nacional tem
produtividade baixa, aproximadamente 1,471 litros/vaca/ano (PLANO MAIS
PECUARIA, 2014). Uma das principais razdes é a mastite bovina, uma enfermidade
do rebanho, caracterizada pela inflamagdo do parénquima mamario, que acomete
principalmente o gado leiteiro e promove uma reduc¢do da secregao do leite, assim
como a alterag&o dos seus constituintes principais (CARDOZO et al., 2014). A mastite
€ responsavel por perdas econdmicas que vao além da produtividade e qualidade do
leite, entre elas estdo os gastos em tratamentos, servigos veterinarios e medidas
preventivas (HOLLAND et al., 2015).

A estimativa do prejuizo em escala mundial relacionada a mastite € de,
aproximadamente, US$ 35 bilhdes (RUEGG, 2005). As perdas anuais chegam a US$
2 bilhdes nos Estados Unidos (RAINARD, 2005). Ja no Brasil o prejuizo pode ser
ainda maior que o alcangado nos EUA e na Europa (COSTA, 2009), devido a
diminui¢cao na producgao que pode chegar a 15%, correspondendo a uma perda de 2,4
bilhdes de litros de leite/ano (DIAS, 2007). Além das perdas econémicas ha ainda um
risco potencial a saude publica, devido a distribuicdo dos patdégenos, através do leite
e produtos lacteos. Embora a pasteurizagao seja uma pratica comum, podem ocorrer
falhas durante o seu processo, além da existéncia do comercio informal de leite e seus
derivados n&o pasteurizados. (ALTALHI e HASSAN, 2009). Outra preocupagao
crescente com o uso indiscriminado de antibidticos no controle e tratamento da
mastite, € a transferéncia de residuos antimicrobianos para a cadeia alimentar o que
contribui 0 aumento da resisténcia antibacteriana (ANDREWS et al., 2008; AL-HASAN
et al., 2009).

A mastite se manifesta de forma clinica ou subclinica (GOMES e HENRIQUES,

2016). O diagnostico diferencial da forma clinica € mais simples e os sinais
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inflamatérios sdo mais evidentes, o animal pode apresentar edema, aumento da
temperatura local, rigidez da mama além de alteracdes visiveis do leite, como
aparecimento de grumos ou secrecgao purulenta (BRADLEY, 2002; MIDDLETON et
al., 2014). A manifestag&o subclinica ndo apresenta sinais inflamatorios no animal ou
modificagdes visiveis no leite, mas devido presenca da infecgdo a composi¢ao do leite
pode sofrer alteracdo e algumas mudangas podem ser detectadas, como por exemplo,
o aumento de células somaticas que é utilizado como um protocolo ouro para o
diagnostico de mastite subclinica (DUARTE et al., 2015).

Esta doenca pode ser ocasionada por fatores como infeccdo bacteriana ou
fungica e trauma, porém a mastite de origem infeciosa € a mais recorrente e maior
causadora de danos na produtividade, ja que os agentes etioldgicos podem ser
transmitidos (OLIVEIRA, 2006; TOZZETTI et al., 2008). Epidemiologicamente, a
mastite infecciosa pode se diferenciar entre mastite ambiental ou contagiosa, essa
diferenciagao ocorre pelo modo de transmiss&o. Na mastite ambiental os agentes
etiologicos estao presentes no ambiente onde vive o animal, ja na mastite contagiosa
0s microrganismos sao transmitidos de forma direta, ou seja, de animal para animal
(.Os agentes etioldgicos predominantes na mastite contagiosa s&o Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis, e Mycoplasma spp. Na
mastite ambiental os patégenos mais frequentemente isolados s&o Escherichia coli,
Klebsiella spp. Enterobacter spp., Pseudomonas spp. e Proteus spp. (OLIVEIRA et
al., 2011; ABEBE et al., 2016).

Os microrganismos mais comumente encontrados nesta infecgdo s&o os
Staphylococcus aureus (PETON e LOIR, 2013), bactérias Gram-positivas, que se
alojam especialmente nas glandulas mamarias podendo ser disseminadas aos outros
quartos e animais sadios durante a ordenha. Uma preocupacédo € a associagao
constante de surtos alimentares e S. aureus, esse patdgeno € frequentemente
considerado responsavel por intoxicagdo tipica ocasionada pela ingestdo de alimentos
contaminados por enterotoxinas pré-formadas (ZELENY et al., 2015). Carnes, leites e
seus derivados sao constantemente associados em grandes surtos de intoxicagéo por
S. aureus em humanos (WANG et al., 2013; ZELENY et al., 2015).



A capacidade adaptativa destes microrganismos no interior do ubere confere a
estes patdégenos a possibilidade de multiplicagao, o que acarreta infecgdes subclinicas
cronicas que sao dificeis de serem detectadas e curadas. (NICKERSON, 2011).

Atualmente, o protocolo para o tratamento da mastite € a antibioticoterapia,
porém varios problemas relacionados ao seu uso sao relatados na literatura (LIU et
al., 2014; MUSHTAQ et al. 2016).

O uso de antimicrobianos na cultura leiteira pode contribuir para a resisténcia
antimicrobiana, recentemente a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) aprovou um
plano de acado global afim de enfrentar a resisténcia antimicrobiana e publicou uma
lista de agentes patogénicos a serem priorizados em pesquisas de novos antibidticos,
dentre esses agentes etiologicos diversos patdgenos da mastite bovina foram listados,
como Escherichia coli, Klebsiella sp. e Staphylococcus aureus (World Health
Organization, 2015; World Health Organization 2017).

A liberagao de residuos no leite e/ou acumulo em tecidos animais comestiveis,
que podem ocasionar varios efeitos patoloégicos em humanos como nefropatia,
alergia, doenga autoimune e carcinogenicidade, transformou o uso de antibiéticos na
veterinaria objeto de preocupacdo (NISHA, 2008). Ainda, os residuos de antibioticos
no leite cru interferem também nos processos fermentativos, podendo prejudicar a
fabricagéo de todos os seus derivados, como queijo e iogurtes (GRUNWALD e PETZ,
2003). O tratamento por infusdo intramamaria de antibiéticos, principal protocolo para
terapia de mastite, foi apontado como principal fator para a contaminagao do leite
(PIECH et al., 2016).

Além da problematica anterior, cerca de 40% dos casos de mastite € recorrente
e advém de infecgdes anteriores que foram tratadas com antibidtico de forma ineficaz
(GOMES et al., 2016). Os biofilmes sdo apontados frequentemente como fator para
infecgdes recorrentes (VASUDEVAN et al. 2003).

Biofilmes sao estruturas formadas por uma matriz complexa de microrganismos
envoltos em uma espécie de gel composto principalmente por agua (95%),
polissacarideos, proteinas, ADN (acido desoxirribonucleico) e outros componentes
organicos, que aderem a superficies bioticas ou abioticas (FLEMMINGE e

WINGENDER, 2010). A matriz exopolimérica acumula diversas substéncias do meio



ambiente tais como proteinas do sangue, sais minerais e envolve as células
bacterianas, como uma barreira de protegdo (PELGRIFT e FRIEDMAN, 2013).

As etapas envolvidas na formagao do biofilme sdo bastante discutidas em
diversas teorias. Dentre todas elas, € consenso que na formacao do biofilme, a
primeira etapa corresponde ao processo de adesdo inicial do microrganismo a
superficie a ser colonizada, um processo que pode ser reversivel. A etapa seguinte é
a producao intracelular de moléculas de adeséo, secrecéo de substancias poliméricas
extracelulares, fixagao da estrutura e em seguida a liberagéo de células ou agregados
celulares da estrutura do biofilme (FARIA, 2012).

Dentre os mecanismos envolvidos no processo de conservacédo dos biofilmes
0 mais importante esta relacionado aos mecanismos de quérum-sensing, que se
fundamenta basicamente na secreg¢ao de liberacdo de moléculas sinalizadoras e
autoindutoras, onde a quantidade secretada aumenta de acordo com a ampliagao da
densidade da populacdo bacteriana. As moléculas autoindutoras, dependendo da
concentracédo, podem ser detectadas pelas bactérias, o que promove alteragcdes na
expressao génica resultando assim, uma alteracdo de determinado comportamento.
Dessa forma, as bactérias de uma formacgao de biofilme podem sincronizar suas
atividades, agindo como organismos pluricelulares (MARTIN, 2015).

Células bacterianas sésseis sao mais suscetiveis a acao de antibacterianos,
enquanto bactérias envoltas em biofilme possuem uma protegdo extra. A grande
maioria dos antibioticos possui agéo contra o patdogeno, contudo para chegar ao seu
local de agao e exercer sua funcao seria necessario hidrolisar a matriz do biofilme,
acao nao desempenhada pela grande maioria dos antibiéticos disponiveis no mercado
(BARZAGANI e ROHLOFF, 2015).

Neste contexto, o uso de novas estratégias se tornou necessario frente ao
aumento de bactérias nao responsivas a antibiéticos, a fim de prevenir e controlar o
aparecimento de estirpes multirresistentes (DUARTE, 2006).

Os produtos naturais sdo substancias ou compostos sintetizados por seres
vivos e apresentam vasta diversidade de estruturas quimicas e grupos funcionais além
de diferentes aplicagdes bioldgicas. Estas caracteristicas os tornaram fonte
indispensavel para o desenvolvimento de drogas, cosméticos e outros produtos de
interesse da sociedade (BOLZANI, 2016). As plantas possuem dois tipos de



metabolismo, o primario pelo qual sintetizam as substancias essenciais para sua
manutencdo e o secundario que por meio de vias bioquimicas especificas,
transformam os metabdlitos primarios em metabdlitos secundarios. (WURTZEL e
KUTCHAN, 2016). Estes compostos possuem diferentes fun¢gdes para as plantas,
como protegao contra herbivoria, infecgdo bacteriana ou fungica, acéo antioxidante,
protecdo UV e alelopatia. Estes produtos quimicos com diversas fun¢des biologicas
auxiliam a sua sobrevivéncia, garantindo vantagem em um ambiente ecoldgico
complexo, o que explica a variedade estrutural destas moléculas. Os metabdlitos
secundarios podem ser classificados de acordo com sua biossintese, as principais
classes sdo: os terpenos derivados dos isoprenos, os alcaloides derivados de
aminoacidos e os fenilpropanoides derivados de aminoacidos aromaticos e acetil-CoA
(DZIGGEL et al., 2016).

Os Oleos essenciais sao metabdlitos secundarios produzidos por plantas
aromaticas, constituidos por combinagdes complexas de estruturas lipossoluveis de
baixo peso molecular, como por exemplo monoterpenos, sesquiterpenos ou
fenilpropandides, compostos volateis capazes de gerar aromas ou sabores,
lipossoluveis, se apresentam no estado liquido a temperatura ambiente e possuem
aspecto incolor ou claro (FALEIRO e MIGUEL, 2013). A principal fungao destes 6leos
para os vegetais € de protegcdo contra herbivoria, bactérias e fungos (TOHIDI et al.,
2017).

A sintese destes compostos pode ocorrer em todos os 6rgaos das plantas,
como flores, folhas, sementes, raizes, frutos e podem ser armazenados nas células
secretoras, células da epiderme, cavidades, ou tricomas glandulares (WASSEM e
LOW, 2014; PADALIA et al., 2015). A variabilidade da constituicdo dos O6leos
essenciais € inerente a cada espécie, porem o teor destes constituintes sao
influenciados por condicdes ambientais como, sazonalidade, altitude, temperatura
entre outros (DHOUIOUI et al., 2016). Aproximadamente 35% dos Oleos essenciais
pesquisados possuem acgao antimicrobiana e estudos apontam que existe uma
relagéo entre esta atividade e a composi¢cao quimica dos dleos esséncias. (BAYDAR
et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2006).

A atividade antibacteriana destes compostos pode ocorrer pela
desestruturacdo do envelope celular, destruicdo da membrana citoplasmatica



causando danos na permeabilidade, alteragcdo de sistemas enzimaticos essenciais
para a sobrevivéncia do microrganismo e até lise celular (AMINZARE et al. 2016;
ZHANG et al. 2016). Em bactérias Gram-positivas os 6leos essenciais possuem maior
efeito, devido a estrutura da parede celular destes patdogenos compostas
principalmente por peptideoglicanos, o que permite que as moléculas hidrofébicas do
oleo penetrem nas células. A acdo dos 6leos essenciais em bactérias depende da
quantidade administrada, em menores doses interferem nas enzimas envolvidas na
producdo de energia, ja em maiores concentracbes podem desnaturar proteinas
(NAZZARO et al., 2013).

Além da atividade antibacteriana, muitos 6leos essenciais e seus compostos
isolados se mostraram eficazes no combate a biofilme em formacao e pré-formado,
tornando-se uma alternativa viavel para o tratamento de infe¢des com bactérias com
capacidade de formacao de biofilme como fator de viruléncia ou em conjunto com
antibidticos que n&o afetam formas sésseis (MILADI et al., 2017).

As plantas medicinais estdo sendo cada vez mais utilizadas para o tratamento
de doengas infecciosas, visando diminuir as desvantagens trazidas pelo uso de
antimicrobianos tal como a resisténcia bacteriana. Os 6leos essenciais correspondem
a forma de apresentacdo que concentra a maior quantidade de fitoconstituintes com
propriedades bioldgicas ativas (COSTA et al., 2009; POZZATTI et al., 2009), o que
justifica a sua aplicabilidade nas industrias de cosméticos e alimentos (MOSCHONAS
et al., 2015).

Neste trabalho objetivou-se avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme de
Oleos essenciais de plantas condimentares sobre diferentes estirpes de
Staphylococcus aureus isoladas de mastite bovina.



2. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme de éleos essenciais (OE) puros
e associados a solugéo pés-dipping sobre bactérias causadoras de mastite bovina.

3.2 Objetivos Especificos

% Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos dleos essenciais;

% Determinar a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos OEs ativos;

s Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos 6leos essenciais por diluicio;

s Avaliar o efeito dos 6leos essenciais ativos sobre o biofilme em formacéo;

% Avaliar a interagdo entre os 6leos essenciais e a cefoperazona ou combinados;
% Avaliar a toxicidade dos OEs ativos em linhagem de células MAC-T;

% Manipular uma formulagao de pos-dippings;

% Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro por diluigdo dos pés-dippings;

% Avaliar o efeito dos pés-dippings sobre o biofilme bacteriano em formacgao;

% Analise cromatografica dos dleos essenciais.



4. MATERIAL E METODOS
4.10btencgao dos 6leos essenciais

Os d6leos essenciais utilizados no presente estudo (Tabela 1) foram extraidos
em escala industrial por hidrodestilagdo a arraste de vapor pelas empresas Emporio
Laszlo (canela, alecrim, noz moscada, laranja, limao siciliano, café, coentro, louro,
horteld pimenta, curry e manjerona) e pela empresa Ferquima Ind. e Com. de Oleos
Essenciais (hortela, gengibre, orégano, tomilho branco, cravo) e pelo Laboratério de
Sintese de Agroquimicos — UFV (LASA) (melaleuca, tangerina, lima e eucalipto). Os
Oleos essenciais das empresas Laszlo e Ferquima foram adquiridos comercialmente,
enquanto os oOleos do LASA foram doados pelo Laboratério de Sintese de
Agroquimicos. Na tabela 2 (Oliveira, 2016 com modificagbes), estdo descritas as

plantas que contém oleos essenciais utilizados no presente estudo.



Tabela 1. Identificagao dos 6leos essenciais utilizados.

Familia Espécie Nome popular Parte utilizada Identificagdo
Lauraceae Cinnamomum zeylanicum Canela do ceilao cascas 1
Rutaceae Citrus aurantiifolia Lima comum cascas dos frutos 2
Rutaceae Citrus limon (L.) Burm. f. Limao siciliano cascas dos frutos 3
Rutaceae Citrus reticulata Tangerina cascas dos frutos 4
Rutaceae Citrus sinensis Laranja doce cascas dos frutos 5
Rubiaceae Coffea arabica L. Café verde sementes 6
Apiaceae Coriandrum sativum Coentro folhas 7
Myrtaceae Corymbia citriodora Eucalipto limao folhas 8
Lauraceae Laurus nobilis Louro folhas 9
Myrtaceae Melaleuca alternifolia Melaleuca folhas 10
Lamiaceae Mentha arvensis Hoteld do campo folhas 11
Lamiaceae Mentha piperita Hotela pimenta folhas 12
Rutaceae Murraya koenigii Curry folhas 13

Myristicaceae Myristica fragans N6z moscada sementes 14
Lamiaceae Origanum marjorana Manjerona folhas 15
Lamiaceae Origanum vulgaris Orégano folhas 16
Lamiaceae Rosmarinus officinallis Alecrim ramos 17
Myrtaceae Syzygium aromaticun Cravo-da-india talo 18
Lamiaceae Thymus vulgaris Tomilho branco folhas 19

Zingiberaceae Zingiber officinale Gengibre raiz 20




Tabela 2. Nome comum, nome cientifico, uso na medicina alternativa e principais constituintes dos 6leos essenciais usados.

Nome cientifico Uso na medicina Principais Referencias bibliograficas
Nome comum alternativa constituintes
Noz moscada antitrombaético, a-pineno, QIU et al., 2004: CHUNG et al., 2006:
Moyristica fragrans, antifungico, B-pineno, acido YANG et al., 2008; JAISWAL et al., 2009;
Houtt antiemético, miristico, ZAIDI et al., 2009;
antiacido, macelignan http://www.demonchyaromatics.
antinflamataério
Alecrim anti-hipertensivo, cineol, a-pineno, PORTE e GODOY, 2001; AGRa et al.,
Rosmarinus hipoglicemiante, canfora 2007;
officinalis, Linn. antibacteriano http://www.ayhhed.com/
Canela - ; . )
analgésico, a-terpineno, LIMA et al., 2005; GAYOSO et al., 2005;
Cinnamomum antiespasmadico, limoneno, http://www.sundayobserver.lk/
zeylanicum, Blume afrodisiaco, cinamaldeido,
antibacteriano eugenol

Syzygium
aromaticun

antifungico,
antibacteriano,

anestésico,

analgésico

eugenol, a- pineno,
B-pineno, p-cimeno,
limoneno, linalol

LIMA et al., 2006; MATAN et al.,2006;
CARVALHO
et al., 2009; COSTA et al., 2009;
http://www.orvosok.hu/




Melaleuca

Melaleuca
alternifélia, Cheel

antibacteriano

terpinen-4-ol,
y-terpieno,
a-terpieno,
1,8 cineol, a-pineno

COX etal., 2001; HAMMER, 2003;
CARSON et al., 2006;
http://www.isolebrissago.ch/en/botanic-
garden/botanical-cards/myrtaceae/162-
myrtaceae

Zingiber officinale,
R.

tratamento de artrite,
reumatismo, doengas
cardiovasculares

geranial, neral,
a- zingibereno,
ar-curcumeno

SINGH et al., 2008;
TUNTIWECHAPIKUL et al., 2010;
RODRIGUES e LIRA, 2013;
http://theida.com/beloved-ginger

antibacteriano, timol, sabineno, BAYDAR et al., 2004; SHAFAGHAT, 2011;
antifungico, terpineol, http://incontinenciacultural.blogspot.com.br
Origanum vulgare, antiparasitario cariofileno,
L. carvacrol
antioxidante, CHOI et al., 2000; CALLAWAY et al., 2011;
Citrus sinensis, L. antitumoral, GAINZA et al., 2015;
ansiolitico, limoneno

anticonvulsivante,
antibacteriano

https://en.wikipedia.org/wiki/Orange_ (fruit)

Coffea arabica L.

Antioxidante

cafeina, 1-hexanol,
hexanal, 2-hexanal
cafestol, 16-O-
metilcafestol

ELIZEI et al., 2016; CZECH et al., 2016;
QUIJANO-CELIS et al, 2015
http://www.revistacampoenegocios.com.br/
0-magnesio-e-as-altas-produtividades-do-
cafeeiro/
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Eucalipto-Limao

5 Eucalyptus analgésico, a-pineno, 1,8- SILVA et al., 2003; KHALED et al., 2015;
citriodora. Hook anti-inflamatorio, cineol, pinocarveol- http://www.pfaf.org/user/Plant.aspx?
’ antitérmico trans
mentol, GRIGOLEIT e GRIGOLEIT, 2005; MCKAY
Mentha piperita, L antiespasmadico, mentona, 1,8-cineol, | e BLUMBERG 2006; VALMORBIDA et al.,
antiemético, pulegona, 2006;
analgésico acetato de mentila https://en.wikipedia.org/wiki/Peppermint

Coriandrum sativum

antimicrobiano,
anticonvulsivante,

tratamento de
ansiedade insonia,

2E-decenal,
decanal 2E-decen-
1-ol,
n-decanol,
2E-dodecenal,
undecanal, linalool

MATASYO et al., 2009; MSAADA et al.,
2007; BHUIYAN et al., 2009; NEFFATI e
MARZOUK, 2008;
http://www.lideragronomia.com.br/2012/02/
coentro.html

Laurus nobilis

analgésico,
antinflamatérrio

1,8-cineole, linalool,
sabineno

SILVEIRA et al., 2014; DADALIOGLU e
EVRENDILEK, 2004; SAYYAH et al., 2003

http://www.saudedica.com.br/folha-de-
louro/

Murraya koenigii

tonico, antitérmico,

antifungico, analgésico

a-pineno, -
cariofileno, B-pineno

VERMA et al., 2013; RAJENDRAN et al.,
2014; RAINA et al., 2001

https://sites.google.com/site/paixaogastron
omica/home/temperos
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Manjerona

Origanum

marjorana

antisséptico,

expectorante,

tratamento de
reumatismo e insénia

terpinen-4-ol, y-
terpineno, p-
cimeno, a-terpineno

HAJLAOQUI et al., 2016; KAROUSOU et al.,
2012; https://poptudo.com/manjerona-

usos-beneficios.html

Mentha arvensis

tratamento de doencas
do trato digestivo,
antibacteriano

mentol, isomentona

HUSSAIN et al., 2010; GUEDES et al.,
2016; AKHTAR et al., 2012

http://www.lideragronomia.com.br/2012/03/
mentas.html

Citrus limon (L.)

Burm.

antibacteriano,

antiviral, antidiabético

D-limoneno; vy-

terpineno; B-pineno

GONZALES-MOLINA et al., 2010;
SETTANNI et al., 2014; BOUZENNA et al.,
2016
http://www.uc.pt/noticias/02_NL_2011/07_2

011/camoes_plantas/
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4.2 Microrganismos e meios de cultivo

Os isolados de campo Staphylococcus aureus SA3008, SA3828, SA3917,
SA4075, SA4125, SA4157, SA4158 e SA4182, gentiimente cedidos pela
Embrapa/CNPGL - Juiz de Fora - MG, foram utilizados neste trabalho. Afim de
confirmar que se tratavam de Staphylococcus aureus, as culturas bacterianas foram
submetidas aos testes de coloragdo de Gram, prova de catalase, teste de coagulase
e teste de DNAse. Apds a confirmacéo das estirpes, as culturas bacterianas foram
estriadas em placas contendo agar Brain Heart Infusion (BHI; Himedia®) e mantidas
por 16 horas a 37°C. Para preparo dos estoques cada isolado foi inoculado em 5 mL
de caldo BHI, e mantido em estufa a 37 °C por 16-18 horas. Esse volume foi
transferido para microtubos de 1,5 mL e centrifugado a 6000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 850 pyL de BHI com
adicao posterior de 150 pL de glicerol estéril. Os microtubos foram mantidos a - 80 °C.
Para determinagado da concentracao inibitéria minima e da atividade antimicrobiana
dos Oleos foi utilizado meio de cultura Muller Hinton (MH; Himedia®) e infusdo-
cérebro-coracédo (BHI; Himedia®). A sensibilidade das estirpes frente a diferentes
antibioticos foi testada anteriormente através do teste de antibiograma pelo grupo de
pesquisa do laboratorio BIONAT (Tabela 3).

Tabela 3. Sensibilidade dos isolados de Staphylococcus aureus frente a antibioticos

de diferentes classes. (R) resistente e (S) sensivel.

Staphylococcus aureus
Antibiético
SA3008 SA3828 SA3917 SA4075 SA4125 SA4157 SA4158 SA4182 SA3008

Ampicilina R R R R R S R R R
Amoxicilina S S S R R S R S S
Cefepima S S S S S S S S S
Cefoperazona S S S S S S S S S
Ciprofloxacina S S S R S S S S S
Gentamicina S S S R S S R S S
Sulfametoxazol-trimetoprima S S S S S S S S S
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4.3 Triagem da avaliagdo da atividade antibacteriana dos d6leos essenciais

A triagem da avaliacdo de atividade antibacteriana dos oOleos essenciais foi
determinada pela metodologia CLSI (2012) de microdiluicdo em caldo, com
modificagdes.

Afim de avaliar a existéncia de atividade antimicrobiana foram escolhidas duas
concentragdes fixas (10 mg/mL e 1 mg/mL). Os dleos testados foram diluidos em
Tween 0,1%. O teste foi realizado em microplaca de 96 pogos e no primeiro momento
foram adicionados 100 uL de caldo BHI com o 6leo nas diferentes concentragoes,
posteriormente foram adicionados 100 pL de suspensdo bacteriana em caldo BHI
ajustada para a concentracgdo final de 5 x 10° UFC/mL. Como controle negativo, foi
utilizado o emulsificante Polisorbato 80 (TWEEN 80; Sigma®), sem o 6leo essencial
e como controle positivo foram adicionados 10 pL de cefoperazona a 238,28 mg/mL.
A cefoperazona (CEFAVET, SESPO LTDA.) foi utilizada por se tratar de um antibidtico
utilizado na veterinaria em casos de mastites bovinas recorrentes. Os testes foram
realizados em triplicata.

As microplacas foram mantidas em estufa de crescimento a 37°C por 24 h. Apds
incubacéao, foram adicionados 50pL de resazurina (0,01%). A leitura das microplacas
foi realizada num periodo de 1 a 4 horas apdés a adi¢ao do indicador.

A resazurina é um corante azul nao fluorescente utilizado principalmente para
avaliacdo da multiplicac&o celular. E um indicador de reagdo 6xido-redug&o n&o toxico
que se torna rosa e fluorescente quando reduzido a resorufina por enzimas
oxidoredutases dentro de células viaveis. Posteriormente é reduzida a hidroresorufina
de caracteristica incolor e nao fluorescente (SARKER et al., 2007).

A determinacgdo foi visual e qualitativa, j@ que os pogos com presenga de
bactérias viaveis sdo de coloracao rosea a transparente e os pogos com bactérias nao
viaveis sao de coloracdo azul. Foram considerados antibacterianos os 6leos que

inibiram em qualquer uma das concentragdes.

4.4 Determinacgao da Concentracao Inibitéria Minima dos 6leos essenciais

Para os oOleos que apresentaram atividade antibacteriana foi determinada a
concentracgédo inibitéria minima (CIM) pela metodologia padronizada de microdiluigao
em caldo (CLSI1,2012).
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Primeiramente, foi realizada uma diluicdo seriada dos Oleos essenciais, em
microplaca de 96 pogos, onde a 100 yL de meio de cultura BHI foram adicionados 100
ML de 6leo a 10 mg/mL; desta solugéo, 100 uL foram retirados e homogeneizados com
100 pL de meio de cultura na cavidade seguinte, e assim sucessivamente, obtendo-
se assim uma série de concentragdes dos Oleos essenciais variando de 10,0 mg/mL
a 0,156 mg/mL. Em cada concentracéo de 6leo foi adicionado 100 pL de suspensao
bacteriana, obtendo uma concentragao final de 5 x 10° UFC/mL. O controle negativo
utilizado foi o emulsificante Polisorbato 80 (TWEEN 80; Sigma®) sem o dleo essencial
e ao controle positivo foi adicionado 10 yL de cefoperazona (CEFAVET, SESPO
LTDA.). Os testes foram realizados em triplicata.

As microplacas foram mantidas em estufa de crescimento a 37°C por 24 h. Apds
incubacéo, foram adicionados 50uL de resazurina (0,01%). A leitura das microplacas
foi realizada num periodo de 1 a 4 horas apés a adi¢ao do indicador.

A determinagao da CIM foi visual e qualitativa, ja que os pogos com presenga de
bactérias viaveis sdo de coloracao rosea a transparente e os pogos com bactérias nao
viaveis sao de coloracéo azul. Considerou-se o valor do CIM a concentragéo do pogo
azul seguido por um pog¢o com crescimento bacteriano com cores que podem variar
de rosa a incolor.

Para a classificagcdo dos valores de CIM, foram considerados valores de CIM
abaixo de 0,5 mg/mL como forte inibigdo, valores de 0,5 mg/mL a 1,5 mg/mL
relacionados com inibicdo moderada e valores acima de 1,5 mg mL inibicdo fraca
(ALIGIANNIS et al., 2001).

4.5 Determinacgao da atividade antibacteriana por diluicao em leite

Os oleos essenciais com os melhores resultados de CIM foram testados
utilizando um protocolo modificado do CLSI para o teste de diluicdo em caldo
(MULLEN et al.,, 2014). O leite pasteurizado UHT (Ultra High Temperature) foi
comprado numa mercearia local e utilizado no lugar do caldo Mueller-Hinton como
meio de crescimento a fim de mimetizar o ambiente do ubere durante o tratamento.

Os dleos essenciais foram testados em concentragées de 10 mg/mL, 20 mg/mL
e 30 mg/mL. Estas concentragdes teoricamente seriam alcangadas no trimestre de
pré-secagem do ubere, desde que a producgédo de leite esteja entre 0,30 e 2,45 kg /

quarto / dia.
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Os dois controles negativos foram leite sozinho, para garantir que a
pasteurizacao foi bem-sucedida, e leite + bactérias + cefoperazona em concentracbes
de 10 mg/mL e 50 mg/mL. O controle positivo foi leite + bactérias, para garantir que
as bactérias poderiam crescer no leite. Foram realizadas trés repeticbes de cada
concentracdo de cada tratamento e controle para cada bactéria testada. As réplicas
foram randomizadas por data, bactérias e tratamento para minimizar o viés
experimental.

Os frascos foram preparados para cada controle e tratamento, adicionando
primeiro um volume calculado de leite, depois adicionando o volume de solugao de
tratamento necessario para estabelecer a porcentagem por volume a ser testada (1%,
2% ou 3%). Apos a adigao de tratamentos ao leite, os frascos foram agitados em
vortex durante 1 min 30 s. Foram adicionados dez microlitros do caldo de BHI
inoculado com os isolados de S. aureus, depois os frascos de teste foram agitados
em vortex durante 15 s e colocados em uma incubadora a 37 ° C durante 24 h. Os
frascos de teste continham um total de 1 mL de liquido.

Apos incubacgao, os frascos foram agitados em vortice durante 15 s. A diluicao
seriada foi utilizada para determinar as contagens bacterianas, utilizando uma aliquota
de 0,1 mL do frasco e uma solucgao salina estéril a 0,85% para criar oito diluicdes. As
diluicbes foram plagqueadas em placas de Muller Hinton e incubadas durante 24 h a
37 ° C. Foram registradas as unidades formadoras de col6nias (UFC) de todas as
diluicdes. As contagens de colbnias da menor diluicdo legivel foram utilizadas na
analise.

Os resultados sdo relatados como crescimento de bactérias na amostra de
tratamento em relagdo ao crescimento do controle leite + bactérias. Os tratamentos
foram considerados bem sucedidos na redugao do crescimento bacteriano se todas
as 3 repeticdes resultaram na reducdo do crescimento bacteriano em comparagao
com o controle.

O numero médio de unidades formadoras de coldnias presentes na amostra
ap6s o tratamento foi quantificado utilizando o tratamento e a concentracdo como
variaveis explicativas. Cada tratamento foi avaliado para determinar se as
porcentagens meédias de crescimento bacteriano para cada tratamento foi
significativamente diferente de 0. Se este teste ndo produziu um valor p significativo
(p<0,05), considerou-se que o tratamento tinha a capacidade de eliminar a

multiplicacdo bacteriana. 17



4.6 Avaliacao da interacao entre oOleos essenciais e cefoperazona ou

combinados

Os Oleos essenciais que demonstraram melhores resultados de CIM foram
avaliados quanto a sua interacdo com o antibidtico cefoperazona, ou combinados
através do método checkerboard (PALANIAPPAN e HOLLEY, 2010). Primeiramente
foram distribuidos 100 pL de caldo BHI em cada po¢o da placa de 96 pocos.
Posteriormente, o antibiotico foi adicionado no eixo das coordenadas na primeira linha
da placa em concentracdo 8X CIM e realizada entdo a diluicdo seriada na vertical. O
Oleo essencial foi adicionado na primeira coluna das abscissas da placa de 96 pocos
em concentracdo 8X CIM e realizada a diluigdo seriada na horizontal. O mesmo
procedimento foi realizado com os 6leos combinados.

Um volume de 100 pL de suspensao bacteriana, correspondente ao padrao 0,5
da escala de McFarland, foi adicionado a cada pogo da microplaca de 96 pogos, e as
placas foram incubadas por 24h a 37°C.

Apos as diluicdbes e adicdo do inécuo, o dleo e o antibidtico, ou os OEs
combinados estardo distribuidos nos pogos em concentragées que variam de 2X a
1/8X da CIM (Figura 1).

ACOCEEIEE)
B (OCDEENENENE)
cEEEREEE)
D (DCHEEEND)
E (DODEEENE)
FEICEEEE)

Figura 1. Esquema das concentracdes finais do oleo essencial e do antibidtico, ou
dos OEs combinados para determinacdo do tipo de interacdo entre eles.

Concentragao do oleo essencial em vermelho e do antibiético em preto.

A avaliagéo do crescimento bacteriano foi feita visualmente utilizando de 50 pL

de resazurina aos pogos.
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O efeito das combinagdes foi avaliado pelo calculo do indice CIF (Concentragao
Inibitéria Fracionaria) para cada combinagdo usando as formulas abaixo. As
combinagdes foram consideradas sinérgicas quando o indice CIF < 0,5, para
0,5<ZFIC £ 1 a interagao € aditiva; para 1<XFIC< 4 a interacao indiferente; e valores
maiores que 4 sdo de antagonismo (PALANIAPPAN e HOLLEY, 2010).

CIF (antibidtico) = CIM (antibiotico) em combinagéo

CIM (antibidtico) sozinho

CIF (6leo essencial) = CIM (oleo essencial) em combinagéo
CIM (oleo essencial) sozinho

indice CIF = =CIF = CIF (antibiético) + CIF (6leo essencial)

As férmulas abaixo foram utilizadas para calcular o valor de CIF dos OEs

combinados.
CIF (6leo essencial 1) = CIM (oleo essencial 1) em combinagao
CIM (oleo essencial) sozinho
CIF (6leo essencial2) = CIM (6leo essencial 2) em combinagao

CIM (oleo essencial 2) sozinho

indice CIF = ZCIF = CIF (6leo essencial 1) + CIF (6leo essencial 2)

4.7 Producao de biofilmes na presencga dos 6leos essenciais

Para a execucédo deste experimento foram utilizadas as concentracdes: 2 X CIM
(Concentracédo Inibitéria Minima), inibitoria igual a CIM, subinibitéria de 72 CIM e Va
CIM de cada dleo essencial que apresentou atividade antibacteriana.

O procedimento foi realizado segundo a metodologia de Stepanovi¢c e
colaboradores (2000) com modificagdes. Um volume de 100 pl de cultura diluida em
meio BHI a 5x10° UFC/ml de cada isolado juntamente com 100 ul de solu¢do de cada

Oleo essencial sera adicionado aos orificios de placas de microtitulagdo de 96 pocos.
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Para o controle positivo, foram empregados 200 pl de cultura bacteriana diluida
em caldo BHI. As placas foram incubadas a 37°C por 24 h e a quantificagdo da
producdo dos biofilmes analisada pela medida de absorbancia. Os orificios da placa
foram lavados trés vezes com solugao salina (0,85% autoclavada previamente) e
secos a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 250 pl de metanol
(Vetec, Duque de Caxias, Brasil) e permaneceram durante 15 min. Apos secagem, 0s
orificios foram corados com cristal violeta 2%(Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) por 10
min e lavados com agua destilada autoclavada e, novamente, secos a temperatura
ambiente. Finalmente foram acrescidos 250 ul de acido acético glacial 33 % (Vetec,
Duque de Caxias, Brasil) por pogo.

A formacéao do biofilme foi medida por absorvancia, em um aparelho leitor de
ELISA, com comprimento de onda (A) de 570 nm. A formacé&o de biofilme foi avaliada
comparando-se a densidade Optica do tratamento com o controle. Todos os

procedimentos foram realizados em triplicata.

4.8 Avaliagao da citotoxicidade

As células MAC-T (Bovine Mammary Epitelial Cells) foram plaqueadas na
concentracéo de 3,5x10* células/poco. Cada pogo recebeu 100 uL de meio DMEM e
suspensao de células. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C, 5% de CO; e
95% de umidade. Apds este periodo, foram adicionadas diferentes concentragcdes dos
Oleos essenciais mais ativos variando de 5mg/mL a 30mg/mL as células e estas foram
incubadas por 72 horas a 37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade. Os controles deste
ensaio (100% de células viaveis) foram realizados com meio de cultura.

Apos este periodo, o meio contendo os 6leos foi retirado, todos os pogos foram
lavados com tampéo salino fosfato (PBS) e foi adicionado em cada pog¢o 100 pL de
uma solugdo de MTT (3-{4,5- dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazdlio bromido) a 0,5
mg/mL e as placas foram novamente incubadas nas condigdes descritas acima por 4
horas. Apos este periodo o MTT foi retirado de todos os pogos e em seguida foi
adicionado 100 uL de DMSO. As absorbéancias foram lidas em espectrofotdbmetro com
comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram expressos como porcentagem

de células viaveis em relagdo ao controle (sem tratamento).
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4.9 Selegao e manipulagao do poés-dipping

Os pos-dippings foram manipulados utilizando os 6leos essenciais C. zeylanicum
(1), C. sativum (7) e O. vulgare (16) sozinhos e em combinagdes. A composic¢ao e a

quantidade dos componentes utilizados estao descritas na tabela 4.

Tabela 4. Composicéo e quantidade dos componentes usados na formulagao dos

poOs-dippings a base dos oleos essenciais, quantidade medida em mililitros.

Solugoes poés-dipping
Composigao
1 2 3 4 5 6 8 9 10 11
Glicerina 3% 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
Tween 80 1% 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Agua
purificada 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
g.s.p.
. 1)+(7
Oleos (N+ (7)+ ()
0 @ (16) (18) (19) (1) +(7) + CF*
essenciais (16) (16)
(16)
1,5%+ 1,5%+ 1,5%+  1%+1% 0
Concentragéo 3% 3% 3% 3% 3%
1,5% 1,5% 1,5% +1%

Legenda: * CF féormula pura sem os 6leos.

Primeiramente os componentes da formula foram pesados, posteriormente os
Oleos sozinhos e em combinagdes foram emulsificadas com o Tween 80, logo apés
essa mistura foi incorporada a agua purificada até completa homogeneizagéo. Apds
a homogeneizacéo foi acrescentado o umectante (glicerina), ndo foram utilizados
conservantes na formulagao, pois 0s mesmos apresentam atividade antibacteriana e
poderiam prejudicar os testes. As solugbes foram entdo armazenadas em frasco e

mantidas sob refrigeragao de 2 a 8°C.

4.10 Producao de biofilmes na presengca da formulagdao contendo o6leos

essenciais

Para a execucgao deste experimento foram utilizadas as concentragoes: 2 X CIM,
inibitoria igual a CIM, subinibitoria de 2 CIM e 74 CIM de cada 6leo essencial.
O procedimento foi realizado segundo a metodologia de Stepanovi¢c e

colaboradores (2000) com modificagdes. Um volume de 100 pl de cultura diluida em
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meio BHI a 5x10° UFC/ml de cada isolado juntamente com 100 ul de solugdo de cada
po6s-dipping foi adicionado aos orificios de placas de microtitulagdo de 96 pocgos.

Para o controle positivo, foram empregados 200ul de cultura bacteriana diluida
em caldo BHI e para o controle da férmula foram utilizados 100ul do pos-dipping sem
Oleo essencial incorporado para evidenciar se as formulagbes sem os 6leos iriam
interferir na formacao do biofilme. As placas foram incubadas a 37°C por 24 h e a
quantificacdo da producao dos biofiimes analisada pela medida de absorbancia. Os
orificios da placa foram lavados trés vezes com solugao salina 0,85% autoclavada e
secos a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 250ul de metanol
(Vetec, Duque de Caxias, Brasil) e permaneceram durante 15 min. Apos secagem, 0s
orificios foram corados com cristal violeta 2%(Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) por 10
min e lavados com agua destilada autoclavada, e novamente, secos a temperatura
ambiente. Finalmente foram acrescidos 250 ul de acido acético glacial 33 % (Vetec,
Duque de Caxias, Brasil) por pogo.

A formacao do biofilme foi medida por absorbancia, em um aparelho leitor de
ELISA, com comprimento de onda (A) de 570 nm. A formacé&o de biofilme foi avaliada
comparando-se a densidade Optica do tratamento com o controle. Todos os
procedimentos foram realizados em triplicata.

Foram calculados o quanto as diferentes formulagbes de pds-dipping com

oleo essencial interferiram na estrutura do biofilme pelo calculo abaixo:

Inibicdo do biofilme = absorbancia em 570nm do pdés-dipping x 100

absorbancia em 570nm do controle positivo

4.11 Determinacgao da atividade antibacteriana dos pés-dipping por diluigcao

em leite

Todas as formulagdes de pos-dipping foram testadas utilizando um protocolo
modificado do CLSI para o teste de diluigdo de caldo (MULLEN et al., 2014). O leite
pasteurizado UHT (Ultra High Temperature) foi comprado numa mercearia e utilizado
no lugar do caldo Mueller-Hinton como meio de crescimento.

Os dois controles negativos foram leite sozinho, para garantir que a
pasteurizacao foi bem-sucedida, e leite + bactérias + cefoperazona em concentracdes

de 10 mg/mL. O controle positivo foi leite + bactérias, para garantir que as bactérias
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poderiam crescer no leite. Foram realizadas trés repeticdes de cada concentragao de
cada tratamento e controle para cada bactéria testada. As réplicas foram
randomizadas por data, bactérias e tratamento para minimizar o viés experimental.

Os frascos foram preparados para cada controle e tratamento, adicionando
primeiro um volume de 500 pl de leite, depois adicionando o volume de 490ul solugao
de tratamento na concentragao final de 30 mg/mL (v/v). Apés a adigao de tratamentos
ao leite, os frascos foram agitados em vortice durante 1 min 30 s. Foram adicionados
dez microlitros do caldo de BHI inoculado, depois os frascos de teste foram agitados
em vortice durante mais 15 s e colocados em uma incubadora a 37 ° C durante 24 h.
Os frascos de teste continham um total de 1 mL de liquido.

Ap0s incubacgéo, os frascos foram agitados em vortice durante 15 s. A diluigdo
seriada foi utilizada para determinar as contagens bacterianas, utilizando uma aliquota
de 0,1 mL do frasco e uma solucio salina estéril a 0,85% para criar 8 diluigdes de 10
vezes. As diluigcdes foram plaqueadas em placas de MH e incubadas durante 24 h a
37 ° C. Foram registradas as unidades formadoras de colonias de todas as diluigbes.
As contagens de col6nias da menor diluigao legivel foram utilizadas na analise.

A porcentagem de crescimento bacteriano foi avaliada em relagdo ao controle

negativo apos a determinacéo da UFC/mL de cada ensaio e controle.
4.12 Analises cromatograficas dos 6leos essenciais

Os cromatogramas dos 6leos essenciais adquiridos pelas empresas Laszlo e
Ferquima foram emitidos pelas préprias empresas e repetidas pelo Departamento de
Quimica da UFV para confirmar os constituintes informados pelas empresas. As
analises cromatograficas dos oleos, incluindo os que apresentaram atividade, foram
realizadas em equipamento CG-EM SHIMADZU GCMS-QP5050A do Departamento
de Quimica da UFV, coluna cromatografica DB-5 de 30 m de comprimento e 0,25mm
de diametro interno e 0,5 micrometros de espessura do filme. As condi¢cdes usadas
foram temperaturas de 220 °C no injetor, modo split (razdo: 15), com 40 °C iniciais por
2 minutos acrescidos de 3 °C por minuto até 240 °C, durante 10 minutos. O fluxo do

gas foi de 1,8 mL.min™.

4.13 Analises Estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
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comparadas pelo teste de Tukey (p< 0,05) com o software estatistico GraphPad Prism
version 7.00, GraphPad Software, La Jolla California USA. Neste teste, as amostras
com o mesmo indice (abcd) ndo diferem estatisticamente entre si e as amostras com

indices diferentes (abcd) diferem estatisticamente.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Triagem preliminar da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais frente
a isolados clinicos de mastite

Os vinte 6leos essenciais foram avaliados em relagcéo a atividade antibacteriana
pelo método de microdiluigdo modificado e os 6leos que apresentaram atividade foram
submetidos ao teste de concentragdo inibitéria minima (CIM), teste de diluigdo e
avaliacao da atividade antibiofilme.

A triagem por microdiluigdo € um método econdmico de realizar uma analise
geral quando ha uma amostragem moderada, o uso de concentragdes fixas permite
investigar a atividade antibacteriana e antecipar futuros valores de CIM.

Dos odleos testados, cinco apresentaram atividade antibacteriana frente as
estirpes isoladas de Staphylococcus aureus (Tabela 5).
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Tabela 5. Triagem preliminar da atividade antibacteriana de 20 6leos essenciais de

plantas condimentares ou culinarias pelo teste de microdiluicdo com volumes fixos.

Os resultados estdo expressos em mg/mL.

OE

Identificacdo

Staphylococccus aureus

SA3008

SA3828

SA3917

SA4075

SA4125

SA4157

SA4158

SA4182

W B O OKL KIS MTo o oo o o o

N =

. zeylanicum (1) *
. aurantiifolia (2)

. limon (3)

. reticulata (4)

. sinensis (5)

. arabica (6)

. sativum (7) *

. citriodora (8)

nobilis (9)

. alternifélia (10)
. arvensis (11)

. piperita (12)

. koenigii (13)

. fragans (14)

. marjorana (15)
. vulgaris (16) *
. officinallis (17)
. aromaticum (18) *
. vulgaris (19) *
. officinale (20)

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

* 6leos essenciais com atividade antibacteriana.

Os 6leos de canela (1) e orégano (16) demonstraram inibigdo de 1 e 10 mg/mL,

o coentro (7) inibiu todos os isolados com 1 mg/mL, ja o cravo (18) e o tomilho branco

(19) apresentaram inibicdo apenas na maior concentragdo. Apesar de representarem

apenas 25% do total de espécies testadas, esse resultado se mostra bastante

promissor, ja que os Oleos essenciais que demonstraram atividade antibacteriana no

presente estudo s&o utilizados como especiarias na alimentagdo humana e, por isso,
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sdo considerados menos nocivos de uma maneira geral que produtos de origem
sintética (Tunc et al., 2000).

Diversos estudos ja avaliaram o uso de Oleos essenciais no combate a bactéria
S. aureus, o emprego de produtos naturais pode ser uma alternativa ao uso de
antibidticos, devido a diversidade de moléculas bioativas provenientes do
metabolismo secundario das plantas. Os resultados do presente estudo corroboram
com os resultados obtidos por Raffaella e colaboradores (2017) que utilizaram
diferentes métodos de triagem antibacteriana para avaliar a atividade de 11 oleos
essenciais extraidos de plantas condimentares frente a bactéria S. aureus ATCC
43387 e concluiram que o Oleo essencial de T. vulgaris (tomilho), S. officinalis (salvia),
C. cassia (canela-chinesa) e C. sempervirens (cipreste) apresentaram atividade
contra a bactéria S. aureus, enquanto os Oleos de M. alternifélia (melaleuca), L. nobilis
(louro), R. officinalis (alecrim) e outros, ndo demonstraram ag&o antibacteriana.

Segundo Ghabraie e colaboradores (2016) os Oleos essenciais de C.
zeylanicum, O. vulgare e T. vulgaris foram efetivos na inibicdo de Staphylococcus
aureus ATCC 29213, estirpe usada como referéncia de patdogeno alimentar. Pereira e
colaboradores (2008) também demonstraram efeito inibitério de S. aureus ATCC
25923 em estudo que avaliou a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais de C.
citratus, O. vulgare e S. aromaticum.

Budri e colaboradores (2015) verificaram a atividade dos Oleos essenciais de S.
aromaticum, C. zeylanicum e seu componentes majoritarios eugenol e cinamaldeido
contra 64 isolados de S. aureus de mastite subclinica, e comprovaram a acao

bactericida tanto dos 6leos essenciais como de seus compostos majoritarios.

5.2 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos éleos

essenciais ativos

A concentracdo inibitoria minima foi determinada para todos os 6leos que
apresentaram atividade antibacteriana na triagem preliminar (Tabela 6). Esse teste é
utilizado para determinar a menor concentracdo de um composto capaz de inibir a
atividade bacteriana, assim quanto menor for essa concentracdo maior sera a

atividade antibacteriana desse composto.
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Tabela 6. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos dleos essenciais e cefoperazona
frente aos isolados de Staphylococcus aureus, SA3008, SA3828, SA3917, SA4075,
SA4125, SA4157, SA4158 e SA4182.

Staphylococccus aureus®
Oleos essenciais

3008 3828 3917 4075 4125 4157 4158 4182
C. zeylanicum (1) 0,62 1,25 0,62 1,25 1,25 0,62 0,62 0,62
C. sativum (7) 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
O. vulgare (16) 1,25 1,25 0,62 2,5 0,62 1,25 0,62 1,25
S. aromaticum (18) 2,5 2,5 2,5 5,0 5,0 50 2,5 2,5
T. vulgaris (19) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 1,25 25 2,5
Cefoperazona 0,002 0,002 0,008 0,004 0,016 0,002 0,016 0,008

Legenda: ° Os valores apresentados representam uma média de trés repeticdes.

Aligianis e colaboradores (2001) classificaram compostos que apresentam um
valor de CIM até 0,5 mg/mL como fortes inibidores, para valores entre 0,6 e 1,5 mg/mL
inibidores moderados e fracos inibidores aqueles que apresentam CIM acima de 1,6
mg/mL. De acordo com essa classificacdo apenas o 6leo essencial de C. sativum (7)
apresentou forte inibicdo com valor de CIM de 0,15 mg/mL para todos os isolados, os
Oleos de O. wvulgare (16), C. zeylanicum (1) e seu componente majoritario
cinamaldeido demonstraram inibicdo moderada com variacdo de CIM entre 0,625
mg/mL e 1,25 mg/mL, enquanto os 6leos de S. aromaticum (18) e T. vulgaris (19)
apresentaram inibicdo fraca com valores variando de 2,5 a 5,0 mg/mL.

O oleo essencial de coentro apresentou uma forte inibicdo para todas as
bactérias testadas com valor de CIM de 0,15 mg/mL. Enquanto Casetti e
colaboradores (2012) testaram 10 isolados clinicos de estirpes de S. aureus sensiveis
a meticilina e 10 isolados resistentes ao antibiético, e o resultado da concentracéo
inibitéria minima foi de 2,2 mg/mL para todos os microrganismos.

No entanto, os valores de CIM de C. sativum para S. aureus € variavel e depende
da estirpe. Bogavac e colaboradores (2015) em estudo realizado verificaram a eficacia
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do 6leo essencial de C. sativum como agente bactericida contra diversos isolados
clinicos e microrganismos de referéncia ATCC Gram-positivos e Gram-negativos,
entre eles S. aureus e o valor de CIM para essa bactéria variou de 0,02 mg/mL a 0,04
mg/mL, valores consideravelmente menores que os encontrados nesse estudo.

Ao estudar o potencial antimicrobiano do éleo essencial de canela Trajano e
colaboradores (2010) obtiveram resultados semelhantes aos demonstrados nesse
trabalho, o valor do CIM encontrado para o 6leo essencial de canela foi igual a 1,25
mg/mL frente a algumas bactérias que se proliferavam em alimentos, sendo uma delas
a Staphylococcus aureus. Da mesma forma, o OE de C. zeylanicum presentou
atividade inibitoria contra S. aureus ATCC 29213 com valor de CIM de 0,56 mg/mL,
valor proximo aos encontrados no presente estudo (UNLU et al., 2010).

Cirino e colaboradores (2015) ao avaliar a propriedade antimicrobiana do éleo
essencial de O. vulgare concluiu que o valor de CIM para as 3 estirpes de S. aureus
selecionadas foi de 1,25 mg/mL, valor analogo a alguns resultados desse trabalho.
Estudo semelhante foi conduzido por Boskovic e colaboradores (2015), cujos valores
da CIM do OE do orégano sao bastante significativos. A concentragdo minima obtida
foi de 0,64 mg/mL, resultado este bastante aproximado dos valores obtidos neste
estudo.

Em um estudo que visava avaliar a atividade do 6leo essencial de S. aromaticum
frente a diferentes microrganismos como bactérias e fungos, Fu e colaboradores
(2007) utilizando a metodologia de CIM reportaram resultado igual a 1,25 mg/mL em
ensaio realizado com S. aureus ATCC 6538, resultado inferior ao desse trabalho.
Raffaella e colaboradores (2017) evidenciaram valor de CIM superior o reportado
nesse estudo para o 6leo de T. vulgaris, 5 mg/mL, resultado que se aproxima dos
valores reportados nesse estudo.

A discrepancia de alguns resultados do presente estudo com os dados da
literatura pode ser explicada pela variagdo da composi¢cdo quimica que ocorre devido
a origem da planta de diferentes areas geograficas, diferentes periodos sazonais de
coleta e até mesmo diferenga no método escolhido para extrair o 6leo essencial
(FALEIRO e MIGUEL, 2013). Outro fator importante na analise dos resultados s&o os
fatores de viruléncia e capacidades adaptativas dos isolados clinicos utilizados, o que
pode levar a uma diferenga de concentragdes inibitérias minimas com bactérias ATCC
e outros isolados.
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A cefoperazona € um antibidtico pertencente a classe das cefalosporinas de
terceira geracdo e € um medicamento utilizado no tratamento de mastites clinicas e
subclinicas recorrentes por apresentar um maior espectro de acdo. A determinacao
do CIM foi realizada para avaliar a interacdo entre a cefoperazona e os Oleos
essenciais ativos. Os resultados obtidos das estirpes isoladas de S. aureus mostraram
valores de CIM similares aos relatados na literatura, demonstrando que todos os
isolados sdo suscetiveis a esse antibiético de acordo com o documento M100-S21 do
CLSI (FeRler et al., 2012).

5.3 Avaliagao da atividade dos 6leos essenciais sobre biofilme em formagao

Inicialmente todas as bactérias isoladas de mastite foram submetidas a
avaliacao da produgao de biofilme proposta por Stepanovi¢ e colaboradores (2000) e
somente trés estirpes das oito analisadas demonstraram serem fortes produtoras de
biofilme, logo os experimentos a partir dessa etapa foram realizados somente com os
isolados SA4075, SA4125 e SA4158.

Os Oleos essenciais selecionados foram testados nas concentragdes 2CIM, CIM,
CIM/2 E CIM/4, afim de garantir sua real atividade contra a formacéao do biofilme nas
doses subinibitérias e ndo sua capacidade bactericida.

Na figura abaixo todos os resultados estdo representados de acordo com as
quantidades relativas de producéo de biofilme dos S. aureus isolados de mastite frente
aos oOleos essenciais de C. zeylanicum (1), C. sativum (7), O. vulgare (16), S.
aromaticum (18) ,T. vulgaris (19) e o cinamaldeido (Figura 2). Os resultados foram
expressos em producdo relativa de biofilme para que fosse possivel relacionar o
resultado com o controle. o)

X H

Figura 2. Estrutura quimica do cinamaldeido, componente marjoritario do oleo
essencial de C. zeylanicum.
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Figura 3. Efeito dos 6leos essenciais na producéo de biofilme por Staphylococcus
aureus. A Oleos essenciais nas concentracdes 2CIM e CIM, B CIM/2, C CIM/4 e D

efeito do cinamaldeido na producéo de biofilme, nas concentragcdes 2CIM, CIM, CIM/2

e CIM/4. * p<0.05, comparados com os controles tratados com veiculo. Cada barra

representa + desvio padréo (DP).

Os resultados da atividade da inibicado de biofiilme em formacédo dos oleos

essenciais evidenciaram que nas concentracdes inibitérias 2CIM e CIM os cinco oleos

testados foram capazes de inibir completamente a formacado de biofilme nas trés

estirpes de S. aureus isoladas testadas (Figura 3).

A estrutura do biofilme serve de protecéo para as células bacterianas e quando

ja aderidos sao de dificil dispersao, portanto sua formacéo deve ser prevenida.
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Com isso a associacdo de agentes antimicrobianos naturais capazes de
dispersar a matriz exopolissacaridica do biofilme ou impedir sua adesao, € de grande
importancia para controle e prevengado de doengas como a mastite bovina (ANDRE,
2015).

A lenta difusdo de moléculas através da matriz do biofilme e as modificagcdes
ocasionadas no metabolismo das células bacterianas promovem as bactérias envoltas
em biofilme maior resisténcia a fagocitose e aos agentes antimicrobianos e
sanitizantes (DOLAN e COSTERTON, 2002). Tais fatores protetores inerentes ao
biofilme de S. aureus possibilitam que essas bactérias colonizem o epitélio mamario
e estabelecam uma infecg¢ao persistente a até mesmo dificultando o tratamento (LASA
e PENADES, 2006).

O dleo essencial de S. aromaticum (18) apresentou valores significantes de
inibicado de biofilme, na concentracdo CIM/2 inibiu 100% a formacéo de biofiime das
estirpes SA4075, SA4125 e SA4158. O dleo essencial de C. sativum (7) na
concentracdo CIM/2 (0,07 mg/mL) inibiu totalmente a formagédo de biofilme nas
estirpes SA4125 e SA415, enquanto na estirpe SA4075 inibiu somente 10%. Os 6leos
de O. wvulgare (16) e T. vulgaris (19) se mostraram fortes inibidores da formac¢ao do
biofilme, pois, na concentragdo subinibitéria de CIM/2 impediram o crescimento da
forma séssil de duas estirpes e na terceira inibiram de 75 e 88% respectivamente.

Na concentracdo de CIM/4 o 6leo essencial de S. aromaticum (18) inibiu a
producdo do biofilme nas proporc¢des de 80 a 100% (Figura 3). No entanto os 6leos
essenciais de O. vulgare (16) e T. vulgaris (19) exibiram valores de inibicdo bastante
diferentes para os isolados, SA4075 de 7 a 9%, SA4125 de 93 a 54% e SA4158 de
92 a 70%. O oleo essencial de C. sativum (7) no valor de CIM/4(0,004 mg/mL)
demonstrou resultado interessante de inibigao parcial na estirpe SA4158 de 47%, néo
alterou a formacgao de biofilme da bactéria SA4125 e estimulou a producao de biofilme
na estirpe SA4075.

De maneira similar, o 6leo essencial de C. zeylanicum (1) estimulou a formacao
de biomassa de biofilme em todas as estirpes em concentragéo subinibitoria de CIM/4
e nas estirpes SA4075 e SA4125 na concentracdo de CIM/2, somente na estirpe
SA4158 foi capaz de inibir a formacao do biofilme em 25%.

O composto isolado do OE de C. zeylanicum, cinamaldeido apresentou agao
semelhante aos resultados de C. zeylanicum, promovendo inibicdo total da adesao
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bacteriana nas concentragdes 2CIM e CIM em todas as estirpes, e aumentando a
formaca0 nas concentracdes sub-CIM.

Nostro e colaboradores (2007) em estudo avaliando os efeitos do 6leo essencial
de O. vulgare e seus componentes carvacrol e timol sobre biofilmes pré-formados e
em formacgao de isolados clinicos de S. epidermidis e S. aureus, concluiram que o
orégano possui agao inibitéria na formacado do biofiime de S. aureus em doses
subinibitérias de CIM/2 e CIM/4 com inibicdo variando de 94% a 27%.

Schillaci e colaboradores (2013) avaliaram a atividade antibiofiime em formacé&o
de O. vulgare empregando concentragdes subinibitérias sobre estirpes de S. aureus
isoladas de alimentos e S. aureus ATCC 29213, e obtiveram inibicdo de 32,6 a 77,8%
na maior concentragao testada, indicando significativa atividade contra a formagao de
biofilme.

Jafri e colaboradores (2014) verificaram a capacidade dos 6leos essenciais de
S. aromaticum, T. vulgaris e seu componentes majoritarios, eugenol e timol, em inibir
a formagao de biofilme de diferentes isolados de S. aureus e confirmaram que os 6leos
essenciais possuem acgdo antibiofiilme e seu compostos majoritarios demonstraram
capacidade de inibir o biofilme em formacgéo.

Diversos estudos demonstraram que alguns antibidticos em concentragbes de
sub-CIM podem induzir de forma significativa a formagdo de biofilme em varias
espéecies bacterianas durante experimentos in vitro. O processo descrito
anteriormente é de grande relevancia clinica pois, as bactérias tratadas com a
concentracdo inibitéria sdo constantemente expostas as doses subnibitérias durante
o tratamento, como no intervalo entre as doses ou em terapias continuas de baixas
dosagens (KAPLAN, 2011).

O resultado do presente estudo para o 6leo essencial de C. zeylanicum
demonstrou que em dose subinibitorias o efeito & antagonista e assim a produgéo de
biofilme é aumentada. Esses dados corroboram com estudo realizado por Ferro e
colaboradores (2016) que avaliou a atividade antibiofilme do componente majoritario
do oleo essencial de C. zeylanicum, o cinamaldeido, e concluiu que em doses sub-
CIM em isolados clinicos de S. aureus o composto pode aumentar a biomassa do
biofiilme em até oito vezes em relagdo ao controle negativo. No entanto, Budri e
colaboradores (2015) mostraram que C. zeylanicum, S. aromaticum, cinamaldeido e
eugenol, em doses subinibitérias, inibiram de 52,8% a 74% a formagao de biofilme de
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estirpes S. aureus isoladas de mastite subclinica.

De acordo com Jia e colaboradores (2011) o cinamaldeido promoveu completa
inibicdo da formacao de biofilme por S. aureus apds exposicdo a doses inibitérias
equivalentes a 5CIM para células planctonicas.

5.4 Avaliagao da atividade antibacteriana pelo método de diluicao em leite

A avaliacdo dos dOleos essenciais ativos pelo protocolo de diluicdo em caldo foi
realizada com as trés estirpes SA4075, SA4125 e SA4158.

Os oleos com menores valores de CIM, ou seja, os inibidores bacterianos mais
fortes foram escolhidos para realizar o teste de diluigédo, C. zeylanicum (1), C. sativum
(7) e O. vulgare (16).

A metodologia de diluigdo em caldo é amplamente utilizada para verificar a
atividade antibacteriana de diversos oleos essenciais (HOOD et al., 2003). O caldo
Mueller-Hinton foi substituido por leite pasteurizado nesse ensaio para simular o
ambiente do ubere, pois os lipidios presentes no leite por possuirem caracteristicas
hidrofébicas podem interagir com as moléculas dos 6leos essenciais diminuindo sua
acao antibacteriana (BURT, 2004).

Os resultados foram reportados em porcentagem relativa ao controle positivo
composto apenas por leite + bactéria (Tabela 7).

A média de UFC/mL presentes nos controles positivos foram de 1,3 x 10® para o
isolado SA4075, 1,9 x 10° para SA4125 e 1,6 x 10° para SA4158 apds incubacéo de
24h. O controle negativo utilizando antibiotico ndo permitiu a multiplicagao bacteriana
nas trés replicatas.

O oleo essencial de C. zeylanicum foi capaz de inibir em 100% o crescimento
bacteriano nas trés concentragbes nas diferentes bactérias. Enquanto o dleo
essencial de C. sativum inibiu completamente o crescimento de bactérias em todas as
concentracdes nas estirpes SA4125 e SA4158, contudo na estirpe SA4075 inibiu
apenas nas concentragdes 20 e 30 mg/mL, ja a concentragdo de 10 mg/mL nessa
bactéria ndo apresentou diferenca estatistica com o controle positivo.

O orégano conseguiu impedir o total aparecimento de bactérias em todas as
concentragdes nas estirpes SA4075 e SA4158, no entanto na estirpe 4125 foi capaz
de inibir em 93% na concentracdo de 10 mg/mL e totalmente nas outras

concentragoes.
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Tabela 7. Efeito dos 6leos essenciais de plantas condimentares na multiplicagdo de
Staphylococcus aureus causadores de mastite, no leite in vitro.

Multiplicagdo bacteriana relativa ao
controle nas varias concentracdes
(mg/mL) dos tratamentos’ em

porcentagem
S. aureus Tratamento 30 mg/mL 20 mg/mL 10 mg/mL
C. zeylanicum (1) 0+0% 0+0% 0+0%
40 C. sativum (7) 0+0% 2+1% 95+3%
75
O. vulgare (16) 0+0% 0+0% 0+0%
Cefoperazona - - 0+0%
C. zeylanicum (1) 0+0% 0+0% 0+0%
4125 C. sativum (7) 0+0% 0+0% 0+0%
O. vulgare (16) 0+0% 0+0% 7£1%
Cefoperazona - 0+0%
C. zeylanicum (1) 0+0% 0+0% 0+0%
4158 C. sativum (7) 0+0% 0+0% 0+0%
O. vulgare (16) 0+0% 0+0% 0+0%
Cefoperazona - - 0+0%

' Crescimento da bactéria em relacdo ao controle positivo, leite + bactéria, média das

trés replicatas x desvio padrao.

Muellen e colaboradores (2014) utilizando a mesma metodologia do presente
estudo testaram a atividade antimicrobiana de T. vulgaris sobre estirpes isoladas de
mastite bovina, Staphylococcus aureus, Staphylococcus chromogenes e
Streptococcus uberis e comprovaram que o 0leo essencial de T. vulgaris foi capaz de
inibir o crescimento bacteriano em todas as bactérias nas concentragcdes de 20 e 30
mg/mL.

Uma alternativa aos antibidticos sintéticos no combate as infeccbes e

inflamacdes sao os Oleos essenciais, eles sao utilizados para esses fins por muito
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tempo, além de serem biodegradaveis e por possuirem baixo risco de efeitos
colaterais. Um fator de diminuicdo da resisténcia por parte das bactérias € devido a
sua composi¢cdo, com uma ampla variedade de metabolitos secundarios
antibacterianos de diferentes estruturas (KALEMBA e KUNICKA, 2003; MAHADY,
2005).

As moléculas isoladas podem apresentar um alto poder antibacteriano, mas o
fato de existirem varias substancias no dleo essencial com diferentes mecanismos de
acao indicam que o sinergismo € um fator que torna os 6leos essenciais uma atrativa
fonte de novos antimicrobianos (RAFFA e PERGOLIZZI, 2011).

5.5 Avaliagcdo da interacao entre os Oleos essenciais e o antibiético

cefoperazona ou combinados

Para a avaliagdo da interacdo entre os 6leos essenciais foi empregado o
método de diluicdo seriada checkerboard, conhecido também como tabuleiro de
damas.

Alguns estudos ja reportaram interagdes entre 6leos essenciais e antibioticos, e
podem gerar diferentes efeitos como indiferente, aditivo, antagonista ou sinérgico. O
efeito aditivo ocorre quando a combinagao entre os componentes € igual a soma dos
efeitos individuais, ja o sinergismo ocorre quando a combinag&o é maior que a soma
dos efeitos individuais (HERMAN et al., 2016).

De acordo com o critério estabelecido para avaliar a interagcdo entre os 6leos
essenciais e a cefoperazona, observou-se efeito aditivo entre o d6leo essencial de T.
vulgaris, S. aromaticum e C. zeylanicum com uma 2CIF variando entre 0,75 e 1 na
estirpe SA4125. No isolado SA4075 a interagao de adi¢ao foi observada apenas entre
C. zeylanicum e cefoperazona com uma 2CIF de 1. Somente o isolado SA4158
demonstrou interacao indiferente em todas as combinagdes.

Na tabela 8 encontram-se os resultados da interagdo entre os oOleos de C.
zeylanicum (1), C. sativum (5), O. vulgare (8), S aromaticum e T. vulgaris (9) com o
cefoperazona sobre isolados de S. aureus.

A comparacéo dos resultados dos testes com cefoperazona e dleos essenciais
utilizados no presente estudo com trabalhos da literatura se torna dificil devido a
escassez de estudos semelhantes, porém, estudos utilizando outros medicamentos

pertencentes a mesma classe da cefoperazona tem demonstrado resultados
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similares. Toruglo (2011) utilizando protocolo de antibiograma em placa evidenciou
leve sinergismo entre ceftriaxona e C. sativum, com aumento de 1 mm no tratamento
combinado em relagdo ao antibiético sozinho.

Duarte e colaboradores (2012) avaliaram a interagao entre cefoperazona e éleo
essencial de C. sativum sobre estirpes gram-negativas Acinetobacter baumannii LMG
1025 e LMG 1041. O efeito observado foi aditivo com valor de ZCIF 0,75 e 1, similiar
ao encontrado em estirpes de S. aureus no presente estudo.

Liu e colaboradores (2015) realizaram uma pesquisa com o objetivo de verificar o
sinergismo entre alguns compostos majoritarios dos 6leos essenciais combinados
com o antibidtico estreptomicina, pertencente a classe dos aminoglicosideos. Os
ensaios foram realizados em Listeria monocytogenes e Salmonella typhimurium,
foram observadas interagbes sinérgicas entre o cinamaldeido/antibidtico e
timol/antibidtico na estirpe L. monocytogenes, enquanto interagdes aditivas ocorreram
entre timol/estreptomicina.

Tabela 8. Avaliagdo do tipo de interacdo dos O6leos essenciais ativos com a
cefoperazona para isolados de mastite.

CIF
Estirpe OE Controle OE > CIF Interagao
C. zeylanicum 1/2XCIM 1/2XCIM 1 Aditiva
C. sativum 1XCIM 1XCIM 2 Indiferente
SA4158 O. vulgare 1XCIM 1XCIM 2 Indiferente
S. aromaticum 1XCIM 1XCIM 2 Indiferente
T. vulgaris 1XCIM 1XCIM 2 Indiferente
C. zeylanicum 1/2XCIM 1/2XCIM 1 Aditiva
C. sativum 1XCIM 1XCIM 2 Indiferente
SA4125 O. vulgare 1XCIM 1XCIM 1 Indiferente
S. aromaticum 1/4XCIM 1/2XCIM 0,75 Aditiva
T. vulgaris 1/2XCIM 1/2XCIM 1 Aditiva
C. zeylanicum 1XCIM 1XCIM 2 Indiferente
C. sativum 1XCIM 1XCIM 2 Indiferente
SA4075 O. vulgare 1XCIM 1XCIM 2 Indiferente
S. aromaticum 1XCIM 1XCIM 2 Indiferente
T. vulgaris 1XCIM 1XCIM 2 Indiferente
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Na tabela 9 encontram-se os resultados da interacéo entre os 6leos essenciais
de C. zeylanicum (1), C. sativum (5), O. vulgare (8), S aromaticum e T. vulgaris (9)

sobre isolados do S. aureus.

Tabela 9. Interac&o entre os 6leos essenciais sobre estirpes de Staphylococcus

aureus.

Estirpe | Oleo essencial 1 Oleo essencial 2 > CIF Interacao
T. vulgaris O. vulgare 1 Aditiva
T. vulgaris C. zeylanicum 1 Aditiva
SA4158 T. vulgaris C. sativum 0,75 Aditiva
O. vulgare C. sativum 1 Aditiva
O. vulgare S. aromaticum 1 Aditiva
T. vulgaris O. vulgare 1 Aditiva
SA4125 T. vulgaris C. sativum 1 Aditiva
O. vulgare S. aromaticum 1 Aditiva
SA4075 T. vulgaris O. vulgare 0,75 Aditiva

Dez combinagdes foram testadas por estirpe bacteriana, e as combinagdes néo
mostradas na tabela sido referentes aos valores de interagao indiferentes. A interacao
observada entre T. vulgaris e O. vulgare nos trés isolados foi aditiva com resultado de
> CIMiguala de 0,75 a 1.

A interacdo entre T. vulgaris e C. sativum foi considerada aditiva nas estirpes
SA4125 3 SA4158, mesmo resultado obtido com a combinacéao entre O. vulgare e S.
aromaticum nas mesmas bactérias. T. vulgaris demonstrou ainda interagao aditiva
quando testado em conjunto com C. zeylanicum na estirpe SA4158. As combinagdes
entre O. vulgare e C. sativum ou S. aromaticum promoveram um aumento do CIM
provando reacéo de adigao quando utilizados em doses sub-CIM na bactéria SA4158.

Goni e colaboradores (2009) avaliaram a interagdo entre C. zeylanicum e S.
aromaticum através de duas metodologias distintas, teste de difusdo sélida e teste de
difusdo por vapor, utilizando diferentes linhagens bacterianas de relevancia para a
industria alimenticia e dentre elas S. aureus (ATCC 29213). O resultado obtido foi de

interacdo indiferente, o que confirma os achados desse estudo.
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Probst e colaboradores (2011) utilizando a metodologia de contagem na placa de
Agar, diferente da proposta nesse estudo, avaliou a interacdo entre produtos naturais
como, 6leos essenciais e propolis, frente a 15 estirpes de S. aureus isolados de
material biologico humano. O teste foi realizado com uma mistura dos componentes
em uma concentracédo de CIM/4 e concluiram que o 6leo essencial de C. zeylanicum
e Caryophyllus aromaticus (inflorescéncia) combinados foram sinérgicos, porém o
oleo de T. vulgaris ndo demonstrou potencial sinérgico associado ao 6leo essencial
de C. zeylanicum, resultados analogos ao encontrados nas estirpes SA4125 e
SA4158. Em contrapartida outro estudo avaliou a interagao entre C. zeylanicum e T.
vulgaris através do protocolo de microdiluicdo, o mesmo utilizado nesse estudo, e
obteve resultado de sinergismo (KON e RAl, 2012).

As interagbes antimicrobianas que promovem o aumento da atividade
antibacteriana em doses subinibitérias ocorrem, devido a possiveis fatores de
interferéncia no metabolismo bacteriano, como inibicdo de enzimas protetoras ou
inibicdo sequencial de uma via bioquimica comum (SANTIESTEBAN-LOPEZ et al.,
2007).

5.6 Avaliagao da toxicidade 6leos essenciais ativos frente a células do epitélio
mamario bovino MAC-T

Os dleos essenciais mais ativos de acordo com a concentragdo inibitéria minima
C. zeylanicum (1), C. sativum (7), O. vulgare (16), S. aromaticum (18) e T. vulgaris
(19) foram avaliados quanto a sua toxicidade em células epiteliais mamarias bovinas
(MAC-T).

O potencial citotoxico de cada 6leo essencial foi investigado pelo método de
reducdo do sal tetrazdlio MTT. A presenca dos Oleos, nas diferentes concentracdes
estudadas (5 - 30 mg/mL), foi testado quanto a redugao da viabilidade das células
epiteliais mamarias em cultura no intervalo investigado de 72 horas.

O resultado da viabilidade celular foi exposto em porcentagem em relagdo ao
controle positivo (Figura 4)
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Figura 4. Avaliacéo da citotoxicidade dos 6leos essenciais sobre células MAC-T.

A determinacdo de qualquer efeito citotoxico dos Oleos essenciais em células
mamarias bovinas se faz necessaria para garantir a seguranga em futuros testes in
vivo. A citotoxicidade dos Oleos essenciais ativos foi testada em células do epitélio
mamario bovino MAC-T.

Os dleos testados nas concentracdes pré-determinadas ndo apresentaram efeito
citotoxico nas células da linhagem MAC-T (Figura 4). No entanto um efeito observado
foi a estimulacéo da proliferacdo celular em todos 6leos essenciais de acordo com o
aumento da concentragao, o que pode servir para regenerar o tecido do ubere lesados
por mastite. Resultado similar foi encontrado por Federman e colaboradores (2016),
que avaliou o efeito citotoxico do 6leo essencial derivado de citrus e concluiu que em
algumas dosagens o 6leo foi capaz de aumentar a proliferagdo de células MAC-T.

Os compostos do OE de C. zeylanicum ja foram avaliados em estudos
anteriores a respeito de sua toxicidade e os compostos alcool cinamilico,
cinamaldeido e acido cinamico apresentaram uma DL50 (Dose letal 50%) acima de
5000mg/kg quando utilizados de forma tépica em coelhos. Na forma de administragao
oral a DL50 em ratos do alcool cinamilico e acido cinamico foram relatadas 2000mg/kg
e 3570mg/ kg, respectivamente, a DL50 do cinamaldeido foi de 2220mg/kg em ratos.
Esses resultados demonstram que os compostos presentes no OE de C. zeylanicum
apresentam indices de toxicidade baixo, evidenciando sua seguranga no uso topico
ou oral nas doses inferiores as relatadas acima (BICKERS et al., 2004).
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O odleo essencial de C. sativum é considerado um dos Oleos essenciais mais
utilizados no mundo e seu uso em alimentos sdo aprovados pelo Food and Drug
Admnistration (FDA), Federal Emergency Management Agency (FEMA) e Conselho
Europeu (CoE) (BURDOCK e CARABIN 2009). Diversos estudos visando avaliar a
atividade antimicrobiana do 6leo de coentro com finalidade de uso como aditivo
alimentar foram realizados, no entanto o 6leo e seus componentes podem ser
empregados em outras formulagbes como agentes sanitizantes ou mesmo no
tratamento de infecgdes (KUNICKA-STYCZYNSKA et al., 2010).

Cleff e colaboradores (2008) realizaram um estudo de toxicidade pré-clinico de
OE de O. vulgare em ratas Wistar. O experimento foi realizado com grupos tratados
via oral, via vaginal e controles, com doses de 3% durante 30 dias e ao final do
tratamento, os animais foram analisados e os resultados n&o evidenciaram qualquer
alteragdo macroscopica nos tecidos do trato reprodutivo e digestivo, assim como no
figado, bago e rins e ainda nas avaliagdes clinicas, hematologicas e histopatologicas
nao foram observadas alteragdes, comprovando a seguranga em uso topico ou oral.

Os resultados encontrados sugerem que além de ndo apresentarem
citotoxicidade, os Oleos essenciais testados promoveram um aumento da viabilidade
celular do epitélio mamario bovino e pesquisas futuras para elucidar os mecanismos
envolvidos nesse processo e a seguranga deste achado sao sugeridas, visto que esse
poder de regeneragao pode ser util no processo de cicatrizagdo durante o tratamento

da mastite bovina, diminuindo assim o tempo de recuperagédo do animal.

5.7 Avaliagao da atividade dos 6leos essenciais ativos sobre biofilme em
formacgao
A avaliagdo das solug¢des pods-dipping com Oleos essenciais sozinhos e em
combinagao nas concentragcdes 30 mg/mL e 10 mg/mL foi realizada com os biofilmes
em formacgao dos isolados de S. aureus SA4075, SA4125 e SA4158 de acordo com
metodologia descrita anteriormente. Os resultados estdo demonstrados na figura 5.
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Figura 5. Descrigao da porcentagem de inibigdo das solugdes pos-dipping a 30
mg/mL e 10 mg/mL sobre o biofilme em formagéo do isolado de S. aureus A
SA4075 B SA4125 e C SA4158: C. zeylanicum (1), C. sativum (7), O. vulgare
(16), S. aromaticum (18) e T. vulgaris (19.)
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O odleo essencial de C. zeylanicum demonstrou melhor inibigdo da adesao do
biofilme quando incorporada na formula em concentragdo de 10 mg/mL inibindo 93%
da formacéo do biofilme, enquanto na concentragdo de 30 mg/mL inibiu somente 57%
na estirpe SA4075. As combinagdes entre canela (1) e coentro (7)/orégano (16)
seguiram a mesma tendéncia e promoveram maior inibicdo em menor concentragao
diminuindo de 59 a 45% do biofilme, contudo quando em conjunto com os dois 6leos
inibiu de 94 a 95% em ambas as concentragdes.

As melhores inibigdes foram por parte dos pos-dipping com os OEs de cravo
(18) e orégano (16) com inibicdo total da aderéncia bacteriana em ambas as
concentragdes nas bactérias SA4075 e SA4125, na bactéria SA4158 o OE de orégano
(16) inibiu 93% na concentragcédo de 10 mg/mL.

Alguns oleos essenciais em maior concentragdo nao foram capazes de inibir a
formacéao do biofilme da mesma forma que as concentragcdes 2CIM e CIM, mesmo o
controle da formula sem adigao de 6leo nao interferir na adesao do biofilme. Reacao
similar de alguns antibioticos em biofilmes (FEDERMAN et al., 2016).

A inducao da formacéao do biofilme pode ser ocasionada por doses subinibitérias
e até mesmo por altas dosagens, criando uma curva de dose resposta na qual o
antibiotico € mais efetivo sobre biofilmes em determinadas doses (KAPAN, 2011).

O dleo essencial de cravo (18) incorporado na formulagdo, demonstrou um alto
poder de reducdo da adesido bacteriana de todos os isolados e em ambas
concentracdes. Esse resultado pode estar relacionado com o seu componente
majoritario, o carvacrol, que possui efeitos especificos sobre as bactérias gram-
positivas, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, afetando a
morfologia celular na arquitetura tipica do biofiime e sua adesédo as superficies
(SOLORZANO-SANTOS e MIRANDA-NOVALES, 2011).

5.9 Avaliagao da atividade antibacteriana das formulagées de pés-dipping pelo
método de diluicao em leite
A avaliagao das formulagdes de pos-dipping contendo 6leos essenciais ativos
sozinhos e em combinagdes foi realizada de acordo com protocolo anterior. Os
resultados foram reportados em porcentagem relativa ao controle positivo composto
apenas por leite + bactéria (Tabela 10).
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Tabela 10. Efeito das formulagbes pos-dipping contendo dleos essenciais de plantas

condimentares na multiplicagdo de microrganismos causadores de mastite no leite in

vitro.
Multiplicagdo bacteriana em
relaticdo ao controle nas
diferentes estirpes de
Sthapylococcus aureus
Tratamento/Concentragao utilizada 4075 4125 4158
C. zeylanicum 3% 0+0% 0+0% 0+0%
C. sativum 3% 0+0% 0+0% 0+0%
O. vulgare 3% 0+0% 0+0% 0+0%
C. sativum 1,5% + O. vulgare 1,5% 0+0% 0+0% 0+0%
C. zeylanicum 1,5% +C. sativum 1,5% 0+0% 0+0% 0+0%
C. zeylanicum 1,5% + O. vulgare 1,5% 0+0% 0+0% 0+0%
C. zeylanicum 1% + O. vulgare 1% + C. sativum 1% | 0+0% 0+0% 0+0%
Cefoperazona 1% 0+0% 0+0% 0+0%

Os tratamentos empregados demonstraram forte atividade antibacteriana, esse
fator pode ser explicado pela quantidade de 6leo essencial utilizada ser bastante
superior ao valor de CIM estabelecido nesse trabalho.

Mullen e colaboradores (2014) realizaram um estudo que visava avaliar a
atividade antibacteriana de um fitoterapico comercial de uso intramamario a base de
OEs, indicado para tratar mastite bovina e aumentar a qualidade do leite. O ensaio foi
realizado utilizando a mesma metodologia desse estudo, com bactérias S. aureus, S.
chromogenes e S. uberis isoladas de mastite. Apesar da presenca do OE de T
vulgaris, um antimicrobiano descrito previamente na literatura o resultado foi de
auséncia de inibicao nos isolados de S. aureus e S. uberis, € inibicao parcial de 53%
do crescimento em S. chromogenes.

O dleo essencial O. vulgare possui atividade antimicrobiana por possuir varios
compostos fendlicos em sua composi¢ao, uma caracteristica inerente de espécies da

familia Lamiacea. O carvacrol e o timol s&do conhecidos por apresentarem atividade
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antibacteriana e seus mecanismos de agao estdo relacionados com o colapso da
forca préton-motiva bacteriana por deplecéo de ATP, que como consequéncia causa
morte celular (THORMAR, 2010).

Segundo Zhang e colaboradores (2016) o mecanismo de agdo do OE de C.
zeylanicum contra S. aureus esta relacionado as mudangas do potencial da
membrana bacteriana e danos estruturais que foram observados apods analise da

microestrutura bacteriana.

5.10 Analises cromatograficas dos 6leos essenciais

Os Oleos essenciais que apresentaram atividade frente as bactérias foram
submetidos a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas para

determinar seus componente majoritarios.

5.10.1 Cromatograma do 6leo essencial Cinnamomum zeylanicum
(Canela)
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Figura 6. Cromatograma do 6leo essencial de Cinnamomum zeylanicum.
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Figura 7. Compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial de C. zeylanicum.

Os componentes mais abundantes no 6leo essencial da canela do ceildo séo
os representados na figura 10, E-cinamaldeido, eugenol, Acetato de Cinamila e (-
Linalol. Os resultados encontrados sao confirmados por outros autores que
evidenciaram uma similaridade em relacdo a composi¢cdo do OE de C. zeylanicum
(PIOVEZAN, et al., 2014; UNLU et al., 2010).

De acordo com estudos previamente realizados, o E-cinamladeido e o eugenol sdo
capazes de inibir o crescimento de microorganismos, (LEITE A. M., et al., 2007 e
SIDDIQUA S. et al., 2014). Segundo pesquisa feita por CANSIAN R. L. et al., 2010 o
composto B-Linalol € capaz de inibir o crescimento de linhagens de Staphylococcus

aureus a uma concentracao de 1,75 mg/mL.
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5.10.2 Cromatograma do 6leo essencial Coriandrum sativum (Coentro)

Figura 8. Cromatograma do 6leo essencial de Coriandrum sativum.
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Figura 9. Compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial de C. sativum

Bersan e colaboradores (2014) analisaram a constituicdo quimica do OE de C.
sativum e notaram a presenca de varios alcoois alifaticos, dentre eles 1-decano, E-2-
decen-1-ol, 2-dodec-1-ol e E-2-tetradecen-1-ol, E-3-hexen-1-ol.

Begnami e colaboradores (2009) identificaram os constituintes principais de C.
sativum, alcoois foram encontrados em maior concentracdo e aldeidos em menor
concentragdo, entre os compostos alcoolicos foi evidenciada a presenca de 1-
decanol, 2-E-decenol, 2-Z-dodecenol e 3-hexenol, enquanto os compostos aldeidos
em maior quantidade foram o decanal, dodecanal e 2-dodecenal.

46



Ao analisar a atividade biolégica desse OE e suas fragbes, em diferentes
microrganismos, Begnami e colaboradores (2009) apontaram que a atividade
antibacteriana do C. sativum pode estar relacionada com a quantidade de alcoois em

sua composigao.

5.10.3 Cromatograma do 6leo essencial Origanum vulgare (Orégano)
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Figura 10. Cromatograma do 6leo essencial de Origanum vulgare.
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Figura 11. Compostos majoritarios encontrados no o6leo essencial de O. vulgare.

47



O dleo essencial do orégano é composto, principalmente, por carvacrol, o-
cimeno e timol. Teixeira e colaboradores (2013) identificaram carvacrol e timol como
componentes majoritarios, além da presengca de y-terpineno e cariofileno, em
pesquisa fitoquimica de O. vulgare de varios quimiotipos. Segundo estudo feito por
Gavaric e colaboradores (2015) o carvacrol e o timol sdo capazes de inibir a atividade
bacteriana em conjunto ou isolados. Contudo este 6leo também contém porcgdes
significativas de [-linalol e y-terpineno, os quais estdo presentes em outros oleos

essenciais que, assim como o orégano, apresentam atividade antimicrobiana.

5.10.4 Cromatograma do 6leo essencial de Syzygium aromaticum
(Cravo)
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Figura 12. Cromatograma do 6leo essencial de Syzygium aromaticum.
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Figura 13. Compostos maijoritarios encontrados no oleo essencial de S. aromaticum.
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O componente majoritario do 6leo de cravo talo é o eugenol, representando cerca
de 96% de toda a composi¢cdo do oOleo. Este alto teor de eugenol pode explicar a
atividade antimicrobiana demonstrada pelo cravo talo contra varios microrganismos.
O segundo composto mais presente neste dleo é o B-cariofileno que, segundo Toscan
e colaboradores (2010) demonstrou potencial de inibicdo em varias linhagens de
microrganismos.

Bauer e colaboradores (2001) reportaram a presenca de eugenol em maior
quantidade, acetato de eugenol e B-cariofileno em analise fitoquimica de OE de S.
aromaticum. Resultados semelhantes foram demonstrados por Budri e colaboradores
(2015) durante pesquisa fitoquimica e antimicrobiana de OE e compostos majoritarios

de C. zeylanicum e S. aromaticum.

5.10.5 Cromatograma do 6leo essencial Thymus vulgaris (Tomilho)
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Figura 14. Cromatograma do 6leo essencial de Thymus vulgaris.
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Figura 15. Compostos majoritarios encontrados no o6leo essencial de T. vulgaris.
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As formulas estruturais dos componentes majoritarios presente no OE de
tomilho branco estdo representadas na figura 18. Lee e colaboradores (2005)
detectaram a presencga de diversos compostos durante analise fitoquimica do OE de
T. vulgaris, entre eles identificaram, timol, carvacrol, linalool, a-terpineol e 1,8-cineole,
com presenga de componente majoritario similar ao encontrado no presente estudo.

Ao comparar este OE com o derivado de orégano, percebe-se que 0s
compostos majoritarios do tomilho também estao presentes no OE de orégano. Este
fato pode explicar a atividade antibacteriana encontrada em ambos, porém vale
salientar que compostos minoritarios podem influenciar na atividade antimicrobiana
dos dleos tanto positiva quanto negativamente o que pode ser percebido na diferencga
da CIM nos dois 6leos essenciais.

6. CONCLUSAO

Os oleos essenciais de C. zeylanicum (1), C. sativum (7), O. vulgare (16), S.
aromaticum (18) e T. vulgaris (19) inibiram todas as bactérias isoladas de mastite
utilizadas no presente estudo pelo método microdiluicdo. Os menores valores da CIM
foram obtidos pelo OE de C. sativum (7) para todos os isolados, seguidos pelos
resultados de C. zeylanicum (1), O. vulgare (16), T. vulgaris (19) e S. aromaticum (18)
sendo os dois ultimos considerados fracos agente antimicrobianos. Em relagdo a
atividade antibiofilme os 6leos essenciais de S. aromaticum (18), O. vulgare (16) e T.
vulgaris (19) foram os mais eficazes mesmo quando utilizados em concentracdes
subinibitorias. O OE de C. zeylanicum demonstrou antagonismo em relagéo a inibicao
do biofilme em doses inferiores a concentragao inibitoria minima.

No teste de interacéao foi verificada a presencga de interacéo aditiva entre o 6leo
essencial de C. zeylanicum (1), S. aromaticum (18) e T. vulgaris (19) associado a
cefoperazona. Em relagao a interagao entre os 6leos somente os OEs T. vulgaris e O.
vulgare demonstraram interacao aditiva em todos os isolados bacterianos.

No teste de citotoxicidade em células da linhagem MAC-T nenhum dos OE
apresentaram toxicidade, um aumento na viabilidade celular dependente de
concentracao foi observado.

Em relagao as formulagdes pos-dipping observamos que a atividade
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antibacteriana dos mesmos nao foi dependente da concentracéo visto que os pos-
dipping em combinagdes a 1% e 1,5% apresentaram atividades bioldgicas
significativas. Na produg&o de biofilme a combinagao entre os OE C. zeylanicum (1),
C. sativum (7) e O. vulgare (16) a 1% cada promoveu maior reducdo em todas as
bactérias. De forma geral, as associagdes potencializaram os efeitos dos pds-dipping
na inibicdo da adesdo bacteriana e as atividades biolégicas tanto dos pds-dipping
quanto dos 6leos essenciais variaram de acordo com o teste utilizado e a bactéria
testada.

Concluimos com o presente estudo que os 6leos essenciais C. zeylanicum (1),
C. sativum (7), O. vulgare (16), S. aromaticum (18) e T. vulgaris (19) apresentaram
atividade antibacteriana e antibiofilme contra bactérias causadoras de mastite tanto
puros quanto incorporados as formulagdes pos-dipping, sendo considerados agentes
promissores para o emprego em produtos de sanitizagdo pds-ordenha.

Entretanto, estudos mais detalhados in vitro e in vivo bem como estudos de
avaliacdo de toxicidade devem ser realizados visando uma possivel aplicagao
profilatica e/ou terapéutica.
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Figura 1A: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos oleos essenciais de C.
zeylanicum, O. vulgare, T. vulgaris, S. aromaticum e C. sativum sobre o isolado

SA4158, concentragdes testadas de 10 mg/mL a 0,15 mg/mL.

Figura 2A: CIM dos d6leos essenciais de C. zeylanicum, O. vulgare, T. vulgaris, S.
aromaticum e C. sativum sobre o isolado SA4075, concentracdes testadas de 10
mg/mL a 0,15 mg/mL.

Figura 3A: CIM do antibidtico cefoperazona sobre os isolados SA4075, SA4125 e
SA4158, concentragdes testadas de 16 pg/mL a 0,5 pg/mL.
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Figura 4A: Interagéo entre O. vulgare e T. vulgaris frente ao isolado SA4075.

Figura 5A: Interagéo entre os dleos, (A) S. aromaticum e O. vulgare, (B) C. sativum

e T. vulgaris, (C) T. vulgare e O. vulgare, frente ao isolado SA4125.
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Figura 7A: Interagéo entre os 6leos, (A) T. vulgaris e C. zeylanicum, (B) T. vulgaris e
O. vulgare, (C) S. aromaticum e O. vulgare, (D) C. sativum e T. vulgaris, e (E) C.
sativum e O. vulgare, sobre o isolado SA4158.
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Figura 8A: Interagéo entre os 6leos essenciais e o antibiético cefoperazona, (A) T.
vulgaris isolado SA4125, (B) C. zeylanicum isolado SA4125, (C) S. aromaticum
isolado SA4125 e (D) C. zelanicum isolado SA4158.
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Figura 9A: Avaliagdo antimicrobiana das formulagdes poés-dipping por teste de
diluicdo em leite, (1) C. zeylanicum, (7) C. sativum, (16) O. vulgare, (+) bactéria e leite,
(-) bactéria, leite e cefoperazona 1%, (controle) formulagdo sem 6leos essenciais e
bactéria. (A) diluicdes 10%e 10", (B) diluicdes 10%e 10”. Estirpe SA4125.
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