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RESUMO

A pratica clinica veterinaria enfrenta desafios significativos devido a contaminacéo
pela bactéria Salmonella, um patégeno que representa um risco a saude animal e
publica. Este trabalho de concluséo de curso aborda a acédo antimicrobiana dos 6leos
essenciais de Olibano (Boswellia carterii) e Wintergreen (Gaultheria procumbens)
sobre sorovares de Salmonella spp de interesse clinico veterinario. A avaliacdo
qualitativa do potencial antimicrobiano dos 6leos foi realizada aplicando-se testes de
disco-difusdo enquanto que os dados quantitativos determinados através da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida Minima (CBM).
As avaliacOes foram dos 6leos essenciais foram realizadas tanto isoladamente quanto
em distintas combinac¢des. Os resultados indicaram que ambos os 6leos possuem
propriedades antimicrobianas eficazes contra os sorovares testados. No teste de
disco-difusdo, as zonas de inibigdo variaram de 6 mm a 12 mm, enquanto os valores
de CIM variaram de 125 pyL/mL a 625 pL/mL e os de CBM de 25 uL/mL a 125 pL/mL,
dependendo do tratamento e da cepa de Salmonella. Esses achados sugerem gue 0s
Oleos essenciais podem ser uma alternativa promissora aos meétodos tradicionais de
controle de patdégenos na prética clinica veterinaria, contribuindo para a saude animal
e a reducdo do uso de antibiéticos.

Palavras-chave: Concentracdo Inibitdria Minima; Concentracdo Bactericida Minima,;
Atividade antimicrobiana; Zonas de inibi¢ao.



ABSTRACT

Veterinary clinical practice faces significant challenges due to contamination by
Salmonella bacteria, a pathogen that poses a risk to animal and public health. This
end-of-course study addresses the antimicrobial action of Frankincense (Boswellia
carterii) and Wintergreen (Gaultheria procumbens) essential oils on Salmonella spp
serovars of veterinary clinical interest. The qualitative assessment of the antimicrobial
potential of the oils was carried out using disc diffusion tests, while the quantitative
data was determined using the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the
Minimum Bactericidal Concentration (MBC). The essential oils were evaluated both on
their own and in different combinations. The results indicated that both oils have
effective antimicrobial properties against the serovars tested. In the disc diffusion test,
the inhibition zones ranged from 6 mm to 12 mm, while the MIC values ranged from
125 pL/mL to 625 pL/mL and the CBM values from 25 pL/mL to 125 pL/mL, depending
on the treatment and the Salmonella strain. These findings suggest that essential oils
may be a promising alternative to traditional pathogen control methods in veterinary

clinical practice, contributing to animal health and reducing the use of antibiotics.

Keywords: Minimum Inhibitory Concentration; Minimum Bactericidal Concentration;
Antimicrobial activity; Zones of inhibition.
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1 INTRODUCAO

A produgcdo de aves e suinos é uma atividade essencial na industria
alimenticia, fornecendo carne e produtos derivados para o consumo humano. No
entanto, essa producdo enfrenta desafios relacionados a presenca de patdégenos,
como a Salmonella. Essas bactérias podem colonizar o trato gastrointestinal de aves
e suinos sem causar sintomas aparentes, mas tém o potencial de contaminar os
produtos de origem animal, representando um risco para a saude humana.

A Salmonella é um género de bactéria que inclui duas espécies: S. bongori e
S. enterica sendo esta Ultima uma das mais comuns, além disso ja foram identificados
mais de dois mil sorovares deste género (Kich, 2015). Ela pode ser encontrada em
animais de producdo, como aves e suinos, e a contaminacdo ocorre principalmente
atraves do contato com fezes contaminadas (Pissetti et al., 2012). A presenca de S.
spp em produtos de origem animal pode resultar em salmonelose, uma doenca
transmitida por alimentos contaminados.

A salmonelose é uma infeccdo gastrointestinal que afeta os seres humanos.
Os sintomas incluem nauseas, vomitos, diarreia, febre e dores abdominais. Em casos
mais graves, a desidratacdo pode ocorrer, especialmente em grupos vulneraveis,
como criancas, idosos e pessoas com sistemas imunoldgicos comprometidos. A
salmonelose pode ter consequéncias sérias para a saude, exigindo tratamento médico
adequado (Pissetti et al., 2012).

Para combater a Salmonella na producdo de aves e suinos, sdo adotados
diversos métodos e estratégias. Um dos principais pilares € a implementacéo de boas
praticas de higiene. Isso inclui a limpeza regular e desinfeccdo de instalacdes,
equipamentos e utensilios utilizados na producéo, bem como a promocao de medidas
de higiene pessoal dos trabalhadores envolvidos. Além disso, programas de
monitoramento e controle sdo essenciais para identificar a presenca de Salmonella e
adotar medidas corretivas para reduzir a contaminacgao (Kich, 2015).

A vacinagdo também é uma ferramenta importante na luta contra a
Salmonella. Existem vacinas disponiveis para aves e suinos que ajudam a prevenir a
infeccdo e reduzir a disseminacgéo da bactéria nas populagdes animais. A vacinagao
adequada pode ser uma estratégia eficaz para diminuir os riscos associados a

presenca desta bactéria nos produtos finais (Pissetti et al., 2012).
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Além dos métodos convencionais, algumas pesquisas tém explorado a
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais para se tornar uma possivel abordagem
no combate a patdgenos, incluindo a Salmonella (Alibi et al., 2022). Oleos essencias
demonstraram propriedades antimicrobianas, capazes de inibir o crescimento e a
sobrevivéncia de bactérias. Dois exemplos de 6leos essenciais que ja foram testados
em bactérias sdo o OE de Olibano (Boswellia carterii) e o OE de Wintergreen
(Gaultheria procumbens), ambos demonstrando eficacia em estudos contra diversas
cepas bacterianas (Borotova et al, 2023; Nobrega et al, 2023; Valdivieso-Ugarte et al,
2019).

O dleo essencial de Olibano é extraido da resina da arvore Boswellia carterii
e possui propriedades antimicrobianas e anti-inflamatoérias (Almjalawi et al., 2022). Em
uma pesquisa realizada por Borotova et al (2023), o OE de Olibano (Boswellia carterii)
demonstrou eficacia contra a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus e
também apresentou atividade contra a bactéria Gram-negativa Salmonella enterica
sorovar Enteritidis, embora com menor eficacia. No entanto, a pesquisa sobre o uso
especifico do 6leo essencial de Olibano para combater Salmonella na producdo de
aves e suinos ainda estd em estagios iniciais, e mais estudos sao necessarios para
avaliar sua eficacia e seguranca nesse contexto (Borotova et al, 2023).

JA o OE de Wintergreen é extraido das folhas da planta Gaultheria
procumbens e é conhecido por suas propriedades analgésicas e antimicrobianas.
Embora estudos tenham demonstrado que o 6leo OE de Wintergreen possui atividade
antimicrobiana contra diferentes patdgenos, incluindo bactérias, ndo ha evidéncias
suficientes que comprovem sua eficacia especifica contra alguns sorovares a
Salmonella na producéo de aves e suinos (Ojha et al., 2022).

E importante destacar que o uso de OEs como uma estratégia de combate a
patégenos requer estudos adicionais para compreender melhor suas propriedades.
Em funcéo da necessidade de mais pesquisas sobre diferentes sorovares, o presente
trabalho visa estudar os OEs de Olibano (Boswellia carterii) e de Wintergreen
(Gaultheria procumbens) e suas propriedades antimicrobianas. Embora esses OEs
tenham demonstrado potencial para combater patdgenos, incluindo a Salmonella, é

crucial investigar sua eficacia e seguranca especificas na producéo de aves e suinos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo analisar a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais de Olibano (Boswellia caterii) e Wintergreen (Gaultheira procumbens)

frente a sorovares de Salmonella spp de interesse clinico veterinario.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar qualitativavemente a atividade antimicrobiana dos OEs

e Determinar a Concentracdo Inibitéria e Bactericida Minima (CIM e CBM,
respectivamente) de cada 6leo essencial em diferentes concentracdes sobre
sorovares de Salmonella spp;

e Avaliar o potencial efeito sinergistico ou antagonistico da combinacdo de

ambos os 6leos sobre sorovares de Salmonella spp.
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3 JUSTIFICATIVA

A Salmonella spp € um patégeno que prova provocando doencas graves em
animais de producdo e representando um risco para a saude publica devido a sua
capacidade de ser transmitida através da cadeia alimentar. A resisténcia
antimicrobiana crescente de patdégenos intensifica a necessidade de explorar
alternativas eficazes para combater estes microrganismos, e os 0leos essenciais
surgem como uma possivel solucao devido as suas propriedades naturais.

O uso de 0leos essenciais, como Olibano (Boswellia carterii) e Wintergreen
(Gaultheria procumbens), tem emergido como uma potencial estratégia
antimicrobiana para inibir o crescimento de patdgenos. No entanto, € fundamental
investigar profundamente suas propriedades antimicrobianas, investigando a acao
desses Oleos essenciais, este estudo pode fornecer dados valiosos que ndo so
contribuiriam para o conhecimento cientifico, como também poderiam auxiliar nas

praticas de manejo e controle de infeccBes provocados pela Salmonella.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A Salmonella spp. € uma bactéria patégenica amplamente reconhecido por
sua prevaléncia e impacto na saude publica e na producdo animal. A resisténcia
crescente aos antimicrobianos convencionais tem incentivado a busca por alternativas
eficazes e sustentaveis, como os 6leos essenciais. Nesta revisao bibliografica explora-
se a relevancia da Salmonella spp. e introduz o potencial antimicrobiano dos OEs de
Olibano (Boswellia carterii) e Wintergreen (Gaultheria procumbens) como uma

abordagem promissora para o controle desses patégenos.

4.1 Salmonella spp

by

As bactérias do género Salmonella, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, sdo bacilos Gram-negativos e intracelulares facultativos. Com
formato de bastonete e medindo aproximadamente de 2 a 3 ym de comprimento por
0,4 a 0,6 um de largura, conforme mostra a Figura 1, essas bactérias apresentam uma
estrutura constituido por um citoesqueleto semelhante ao de actina, e compartilham
caracteristicas comuns com a maioria das Enterobacteriaceae: sdo anaerébias
moveis, ndo formam esporos, reduzem nitratos a nitritos, fermentam glicose e séo

oxidase negativas (Khan et al, 2014; Yan et al, 2004).

Figura 1 - llustracdo da bactéria Salmonella typhimurium.

Fonte: CDC, 2008.



18

A atualmente, a Salmonella é dividida em duas espécies principais, S. bongori
e S. enterica, com base em suas caracteristicas gendmicas e reacdes bioquimicas.
Subdividida em sete subespécies: |, I, llla, lllb, IV, V e VI, a Salmonella é classificada
de acordo com habitats usuais, critérios bioquimicos e genéticos. Mais de 2.500
sorotipos foram identificados, sendo que S. bongori inclui sorotipos da subespécie V,
engquanto as subespécies |, Il, llla, llib, IV e VI, pertencem a S. enterica, sendo que a
maioria dos sorotipos € classificado com esta ultima. Um sorovar, também conhecido
como sorotipo, € uma classificacdo baseada nas caracteristicas antigénicas da
Salmonella, incluindo antigenos somaticos (O), flagelares (H) e, menos
frequentemente, capsulares (K). Esses antigenos sdo moléculas na superficie da
bactéria que estimulam uma resposta imunolégica no hospedeiro. (Chlebicz et al.,
2018; Jajere et al., 2019; Khan et al., 2014).

A capacidade de adaptacéao ao organismo hospedeiro e a patogenicidade das
Salmonelas variam conforme o sorotipo, no caso da S. Thyphimurium e S. Paratyphi
A, B e C sao patogénicos para humanos, no entanto, sdo assintomaticos em animais,
enquanto a S. Choleraesuis, encontrado principalmente em porcos, pode causar
salmonelose em humanos. Sorotipos comuns como S. enteritidis e S. Typhimurium
causam infec¢des gastrointestinais tanto em humanos quanto em animais (Chlebicz
et al., 2018).

As espécies de Salmonelas sdo amplamente distribuidas na natureza,
encontradas no trato intestinal de animais como aves, suinos e bovinos, além de no
solo e na 4gua. A transmisséo geralmente ocorre através de alimentos contaminados,
manuseio inadequado e cozimento insuficiente, afetando produtos como aves, ovos,
carnes, peixe e laticinios. Devido a capacidade de causar doencas, Salmonella
representa uma ameaca significativa a seguranca dos produtos pecuarios (Koh et al,
2022).

A Salmonella é responsavel por diferentes tipos de infecgces em humanos,
sendo a salmonelose a mais comum. A salmonelose néo tifoide (NTS) geralmente
resulta em gastroenterite, manifestando-se com sintomas como diarreia, febre e
colicas abdominais. Em casos mais graves, a infeccao pode se disseminar pelo corpo,
necessitando de tratamento medico intensivo. Ja a febre tifoide, causada
principalmente por S. Typhimurium, é uma doenca sistémica grave que pode ser fatal

se nado tratada adequadamente. Caracteriza-se por febre alta, mal-estar, dor de
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cabeca e distlrbios intestinais. A febre tifoide requer tratamento com antibioticos e é

mais comum em regides com condi¢des sanitarias precarias (Crump et al., 2015).

4.1.1 Salmonella sorovar Agona

A Salmonella Agona é uma sorovar pertencente a Salmonella subespécie
enterica, classificada entre as sorovares de NTS mais frequentemente isoladas na
China e nos Estados Unidos. Esse sorovar tem sido associado a surtos de origem
alimentar, envolvendo alimentos variados e produtos de origem animal, como formulas
lacteas infantis, carne, frango e ovos. A S. Agona multirresistente tornou-se uma
grande ameaca para a saude publica, destacando a importancia do sequenciamento
completo do seu genoma para compreender sua patogenicidade e resisténcia
antimicrobiana (Siddique et al., 2022).

InfecgcBes humanas por cepas de S. Agona, ocorrem nas areas onde a carne de
frango dessas granjas sdo comercializadas. Desde a década de 1970, S. Agona
tornou-se um problema de saude publica devido aos grandes surtos, e 0 surgimento
de cepas multirresistentes tem sido motivo de preocupacdo em varios paises. A
diversidade genética limitada pode refletir uma origem recente, com a Agona sendo
isolada pela primeira vez em gado em Gana em 1952 e se tornando uma causa
comum de salmonelose em animais e humanos (Cummins, et al., 2020; Yokoyama et
al., 2019; Zhou et al., 2013).

Salmonella Agona € uma causa comum de salmonelose em animais e humanos,
contaminando gado, vegetais e alimentos processados. Em 2006, S. Agona foi
classificada entre os sorotipos mais frequentes na América do Norte, Europa e
Australia. Este sorovar foi responsavel por surtos em diversos paises, incluido Irlanda,
Reino Unido, EUA, Israel, Finlandia, Franca, Alemanha e Australia. Entre as fontes de
contaminagao estéo galinhas, bovinos, farinha de peixe peruana, cereais secos sem
acucar e formulas infantis em po. A investigacao da S. Agona oferece a oportunidade
de entender as diferencas entre isolados de surtos e esporadicos, além de avaliar a

evolucdo genética ao longo de décadas (Thompson et al., 2017; Zhou et al., 2013).
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4.1.2 Salmonella sorovar Choleraesuis

A Salmonella sorovar Choleraesuis é um patdgeno intracelular facultativo
altamente adaptado em suinos, responsavel pela febre paratifoide, que se manifesta
principalmente como enterocolite e sepse. Esse sorovar invade o epitélio intestinal dos
suinos, coloniza os linfonodos ileocecais e tem a capacidade Unica de se disseminar
para sitios sistémicos, resultando em sepse. Um dos 6rgaos frequentemente afetados
€ 0 pulmdo, onde a infeccdo sanguinea por Salmonella se manifesta como pneumonia
intersticial. O reservatorio de S. Choleraesuis em suinos € uma preocupacgao
significativa, ndo apenas pelo seu potencial de causar doencas graves em suinos
jovens, mas também pelas implicacdes para a saude publica humana (Chiu et al.,
2004; Vilela et al., 2022; Zuckermann et al., 2022).

S. Choleraesuis pode ocasionalmente infectar humanos, causando doencgas
graves como gastroenterite aguda, sepse e infec¢des extraintestinais, especialmente
em pacientes imunocomprometidos. Em humanos, a infeccdo por S. Choleraesuis
geralmente provoca doenga septicémica com pouco envolvimento do trato intestinal,
sendo altamente patogénica. A presenca desse sorovar em suinos representa um
risco significativo tanto para a sadde animal quanto para a saude publica (Chiu et al.,
2004; Vilela et al., 2022).

Embora seja menos frequente em fontes humanas nos Estados Unidos e na
Unido Europeia, é um sorovar importante em varias nacfes asiaticas, onde é
comumente isolado e identificado como a principal causa de salmonelose. Durante as
décadas de 1950 e 1960, foi o0 sorovar predominante em suinos globalmente, embora
sua prevaléncia tenha diminuido desde entdo, permanecendo prevalente na América
do Norte e Asia, mas raramente detectado na Australia e em partes da Europa
Ocidental. A detecc¢éo ocasional em suinos abatidos na Unido Europeia e a auséncia
de isolados na Alemanha indicam uma variagdo geografica em sua prevaléncia
(Methner et al, 2018), o que amplia nosso entendimento sobre a distribuicdo desse
sorovar.

O aumento da resisténcia antimicrobiana em Salmonella, é classificada como
uma "ameaca seéria", se tornando um problema crescente, possivelmente devido ao
uso excessivo de antibitticos na terapia humana e animal, bem como ao seu possivel
uso ilegal como promotores de crescimento na producao animal. Devido ao risco de

disseminagdo de cepas resistentes para humanos, é crucial monitorar ativamente
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patdgenos como S. Choleraesuis, especialmente em paises com uma industria
significativa de carne suina, como o Brasil. Essa vigilancia é essencial para mitigar o
impacto na saude publica e garantir a seguranca dos alimentos e do ambiente (Vilela
et al., 2022).

4.1.3 Salmonella sorovar Derby

A cepa de Salmonella enterica sorovar Derby é uma das variantes mais comuns
encontradas em suinos e aves, sendo reconhecida como um agente patogénico
zoondtico significativo, frequentemente afetando grupos vulneraveis como lactantes,
criancas e idosos. Nos suinos essa bactéria pode infectar de forma assintomética por
longos periodos, sendo liberada durante o abate e contribuindo para a alta
contaminacdo em amostras de carne suina (Yuan et al., 2022; Yu et al., 2022).

Além disso, emergiu como um dos sorotipos mais prevalentes em casos de
diarreia em criancas de 0 a 3 anos de idade na China. Este sorotipo representou 22%
(49 de 221) dos isolados de Salmonella enterica recuperados de 3.746 amostras de
fezes de pacientes pediatricos ambulatoriais. Além disso, todos os 22 isolados de
Salmonella Derby resistentes a ciprofloxacina também apresentaram resisténcia a
pelo menos quatro outros antimicrobianos ndo relacionados a quinolonas, o que
representa um desafio importante para o tratamento das infec¢cdes causadas por esse
sorotipo e desperta maior atencdo na inddstria suinicola para a erradicacdo dessa
cepa (Cui et al., 2008; Yuan et al., 2022).

O sorotipo enterico Salmonella Derby é reconhecido como um patbégeno
transmitido por alimentos e faz parte de uma série de sorotipos de Salmonella ndo
tifoide. Estudos anteriores destacaram sua prevaléncia em suinos em varias regioes
do mund. Recentemente, observou-se um aumento significativo na incidéncia de S.
Derby entre pacientes com diarreia na China, frequentemente apresentando
resisténcia a tetraciclina e sulfisoxazol, o que evidencia a importancia de medidas
preventivas e de controle para essa cepa. Este sorotipo de Salmonella se tornou um
dos mais comuns em pacientes com diarreia no pais, o que representa um desafio,
especialmente considerando que alguns isolados também tém se mostrado
resistentes a fluoroquinolonas (Xu et al., 2019).

Aléem das fontes alimentares, a presenca de S. Derby em aguas residuais

também foi identificada, indicando sua alta prevaléncia nesse meio. Diemert et al.
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(2020) realizaram o sequenciamento do genoma completo e andlises genémicas
comparativas, revelando caracteristicas genéticas distintas dessa cepa em aguas
residuais. Este estudo destaca o potencial de S. Derby como um patégeno subclinico
capaz de causar infec¢cdes sem sintomas graves. A vigilancia de aguas residuais pode
ser crucial para entender a carga de doencas na comunidade, especialmente na
deteccdo de doencas entéricas subclinicas que podem contribuir substancialmente
para as taxas gerais de doencas (Diemert et al., 2020).

4.1.4 Salmonella sorovar Heidelberg

A S. Heidelberg, desde a década de 1990, tem sido identificada em bandos de
aves em diversos paises, com uma alta prevaléncia ligada a contaminacdo de
alimentos avicolas e transmissao para humanos. Este sorovar é capaz de causar
salmonelose invasiva e infec¢Bes septicémicas em humanos. Além disso, isolados de
S. Heidelberg tém mostrado resisténcia a varios antibioticos, e cepas multirresistentes
foram relatadas em granjas avicolas e carcacas de frango em diferentes paises nas
Gltimas trés décadas (Kipper et al., 2021).

S. Heidelberg esta entre os sorovares mais frequentemente encontrados em
aves de capoeira. Em contraste com outros sorovares de Salmonella que causam
gastroenterite leve a moderada e autolimitada, S. Heidelberg tende a causar infec¢des
invasivas resultantes do consumo de carne, aves, ovos ou produtos a base de ovos
contaminados. Embora tipicamente associada a gastroenterite autolimitada, essa
infeccdo pode evoluir para uma forma invasiva em pacientes vulneraveis, como
criancas pequenas, idosos e imunocomprometidos, necessitando de tratamento com
antibioticos (Berg el al., 2019; Folley et al., 2011).

Heidelberg esta entre os dez principais sorovares causadores de samonelose
nos Estados Unidos e € o terceiro sorovar mais frequentemente isolado no Canada.
No Brasil, S. Heidelberg tem sido o sorovar mais frequentemente isolado em frangos
de corte e produtos avicolas destinados ao consumo humano, nas ultimas duas
décadas (Antony et al,.2018; Kipper et al., 2021).

Um estudo conduzido por Melo et al. sobre a caracterizagdo molecular e
habilidades de sobrevivéncia de cepas de Salmonella Heidelberg de origem avicola
no Brasil oferece informacdes significativas para a compreensdo da viruléncia,

resisténcia e formacao de biofilmes por esse importante patégeno na industria avicola.
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A pesquisa destaca a plasticidade genotipica das cepas de S. Heidelberg,
evidenciando sua capacidade de persistir e se adaptar em ambientes desafiadores, 0
gue ressalta a importancia de medidas rigorosas de controle para mitigar os riscos a
seguranca alimentar e a saude publica. Esses achados reforcam a necessidade de
monitoramento constante e a implementacgéo de praticas eficazes na producéo avicola
para prevenir a disseminacdo de cepas patogénicas, contribuindo assim para a
promocao da seguranca dos alimentos e o bem-estar da populagéo (Melo et al., 2021).

4.1.5 Salmonella sorovar Infantis

A Salmonella enterica sorovar Infantis (S. Infantis) tem despertado crescente
atencdo como um patdégeno emergente com implicacdes significativas na saude
publica e na industria avicola. Geralmente associada a aves, a S. Infantis se destaca
como 0 sorovar mais prevalente em fontes animais e alimentares, especialmente
frangos de corte, e se tornou um importante agente de salmonelose em humanos
(STEPHEN et al., 2022).

Diversos estudos gendmicos revelam a heterogeneidade da populacdo de S.
Infantis, composta por diferentes clones e agrupamentos. Essa diversidade genética
se reflete nos perfis de resisténcia aos antibiéticos, com cepas multirresistentes
representando uma grande preocupacao. A presenca do megaplasmideo conjugativo
pESI (Plasmideo E Salmonella Infantis Fusdo) confere a bactéria resisténcia a
multiplos antimicrobianos e viruléncia, sem comprometer a hospedeira (Drauch et al.,
2021).

A S. Infantis foi identificada em diversos locais ao redor do mundo, incluindo
granjas avicolas na Europa e Japéo, centros de reabilitacdo na Alemanha, e em
paises como Israel, Hungria, EUA, América Latina, Japao, Russia e Italia. Este sorovar
representa uma parcela significativa das cepas de Salmonela multirresistentes na
indUstria avicola, e as cepas frequentemente associadas ao megaplasmideo pESI séo
motivo de preocupacgdo global tanto para a industria quanto para a medicina humana
(Drauch et al. 2021; JOVCIC et al. 2020).

O estudo de Shahada et al. (2006) investigou a resisténcia antimicrobiana em
cepas de S. Infantis isoladas de aves em Kagoshima, Jap&o. Avaliando a

suscetibilidade a diversos antibiéticos, o estudo identificou altos niveis de resisténcia
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em varias cepas, reforcando a importancia da vigilancia da resisténcia antimicrobiana
e do uso responséavel de antimicrobianos em animais de producéo de alimentos.

Ja Drauch et al. (2020) realizaram um estudo in vitro para avaliar a eficacia
bacteriostatica e bactericida de dez desinfetantes comerciais contra sete isolados de
campo de S. Infantis. Os resultados revelaram diferencas significativas na eficacia dos
produtos testados, com compostos a base de aldeidos e amonio quaternério
demonstrando maior eficiéncia, seguidos por peroxido, cresol e alquilaminas. A
pesquisa ressaltou a complexidade da erradicagcéo da S. Infantis em lotes avicolas e
a importancia de medidas adequadas de limpeza e desinfec¢do para controlar essa
cepa prevalente em aves, contribuindo assim para a seguranca alimentar e a saude

publica.

4.1.6 Salmonella sorovar Panama

A Salmonella enterica serovar Panama (S. Panama) emerge como uma cepa de
Salmonella nao tifoide (INTS) com crescente relevancia na saude publica global. Sua
capacidade de causar infecgbes extraintestinais graves, como septicemia, meningite
e osteomielite, a distingue de outras salmonelas gastrointestinais (Feng et al., 2022;
Pulford et al. 2019; Yao et al. 2016).

A S. Panama apresenta uma distribuicdo geografica ampla, com surtos
relatados em diversas regiées do mundo. Nos territorios franceses da América, como
Martinica, Guiana Francesa e Guadalupe, a cepa se destaca como uma das principais
causas de salmonelose invasiva, especialmente em criancas. Na América Latina,
surtos significativos foram documentados, como o ocorrido no Chile nos anos 1970.
Em outras regides, como Asia, Europa e Estados Unidos, a S. Panama permanece
como uma preocupacdo de saude publica, frequentemente associada a industria
suina e a surtos hospitalares (Pulford et al. 2019).

A S. Panama se destaca por sua capacidade de causar infec¢des invasivas,
particularmente em criangas, onde pode levar a complicagbes graves como meningite.
Essa caracteristica é atribuida a sua maior capacidade de invadir células epiteliais e
sobreviver dentro de macréfagos, em comparacdo com outras salmonelas. Estudos
gendmicos revelaram a presenca de diferentes clones de S. Panama, evidenciando a
importancia da vigilancia gendmica para entender sua epidemiologia e viruléncia
(Pulford et al. 2019; Yao et al. 2016).
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A transmissdo da S. Panama ocorre através de diversas fontes, incluindo
alimentos contaminados (especialmente produtos derivados de porco), agua e contato
com animais, como répteis e aves selvagens. Estudos demonstram que répteis
selvagens representam um reservatorio natural para a S. Panama, facilitando sua
disseminacao em areas com presenca desses animais (Pulford et al. 2019).

A S. Panama representa uma proporcao significativa dos casos de salmonelose,
como na América Latina, onde era responsavel por 3,5 casos confirmados por 100.000
pessoas na década de 2000. Surtos histéricos, como o do Chile em 1975, demonstram
seu potencial de disseminacao rapida, afetando principalmente criancas. Na Asia, a
cepa se destacou pela alta taxa de bacteremia em criangas menores de 5 anos em
Taiwan. A presenca histérica da S. Panama na Europa e nos Estados Unidos,
frequentemente associada a industria suina e a surtos alimentares, reforca sua
importancia como problema de saude publica global (Yao et al. 2016).

Um estudo em Taiwan entre 2015 e 2016 investigou um surto de S. Panama,
caracterizando clinicamente as infec¢des e comparando-as com S. Typhimurium. A
analise gendmica revelou trés clones distintos, com dois principais responsaveis pelo
surto. Experimentos in vitro confirmaram a maior capacidade de penetracdo em
células epiteliais e sobrevivéncia em macrofagos da S. Panama em comparagao com
S. Typhimurium. O estudo reforca a necessidade de vigilancia gendmica e medidas
de saude publica para prevenir surtos e mitigar os impactos da S. Panama,
especialmente em criangas (Feng et al., 2022).

4.1.7 Salmonella sorovar Senftenberg

A Salmonella Senftenberg (S. Senftenberg) é um sorovar da Salmonella enterica
subsp. enterica, um patdgeno bacteriano comumente encontrado em animais e
alimentos em todo o mundo. A S. Senftenberg foi associada a surtos de salmonelose
em humanos, ressaltando sua importancia em termos de salude publica. Sua
capacidade de persistir em ambientes desafiadores, como moinhos de ragéo e
instalacdes avicolas, mesmo apos procedimentos de limpeza e desinfec¢éo, a torna
um alvo de preocupacao crescente em termos de saude publica e seguranca alimentar
(Pedersen et al., 2008; Srednik et al., 2022).

A S. Senftenberg tem despertado preocupacdes devido a sua alta prevaléncia

de resisténcia antimicrobiana. Uma proporcdo significativa de isolados demonstra
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resisténcia a diversos antimicrobianos, incluindo aminoglicosideos, penicilinas,
sulfonamidas e tetraciclinas. Essa resisténcia é atribuida a presenca de genes de
resisténcia antimicrobiana, plasmideos e integrons, que facilitam a aquisicdo e
disseminagao de mecanismos de resisténcia (Srednik et al., 2022).

A S. Senftenberg também demonstra alta capacidade de persistir em ambientes
desafiadores, como moinhos de ragéo e instalacdes avicolas. Essa persisténcia €
atribuida a sua resisténcia a dessecacao, que permite que a bactéria sobreviva por
periodos prolongados em condicbes de baixa umidade. Essa capacidade de
persisténcia contribui para a disseminacao da S. Senftenberg e dificulta o controle da
contaminacao (Pedersen et al, 2008).

Estudos recentes demonstraram que a S. Senftenberg pode se adaptar a
presenca de biocidas contendo triamina. A exposicdo a concentracdes sub-inibitérias
do biocida ndo resultou em variantes resistentes a antibioticos, mas alterou a
suscetibilidade da bactéria ao soro humano normal (NHS). Essa adaptacéo pode ter
implicagdes no tratamento de infecgbes por S. Senftenberg (Futoma-Kotoch et al.,
2017).

A compreensdo dos mecanismos de resisténcia e persisténcia da S.
Senftenberg é crucial para o desenvolvimento de estratégias eficazes de controle da
contaminacgdo. Estudos aprofundados sobre esses mecanismos sao necessarios para
identificar vulnerabilidades da bactéria que possam ser exploradas para o
desenvolvimento de novos métodos de controle (Pedersen et al., 2008).

A S. Senftenberg é um patdgeno persistente e multirresistente que representa
um desafio significativo para a salde publica e a seguranca alimentar. E fundamental
continuar a investigar os mecanismos de resisténcia e persisténcia dessa bactéria

para desenvolver estratégias eficazes de controle da contaminacéo.

4.1.8 Salmonella sorovar Typhimurium

A Salmonella Typhimurium € uma bactéria gram-negativa com flagelos,
comumente encontrada em aves, criacdo de animais e diversos alimentos em todo o
mundo, exercendo um impacto significativo na seguranca alimentar e na saude
publica. A patogenicidade dessa bactéria esta intimamente ligada a sua capacidade
de locomocao e formagcdo de membrana, sendo essenciais para a colonizagéo e

infeccéo sistémica em hospedeiros animais e humanos. Componentes da membrana
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externa, como proteinas e lipopolissacarideos, juntamente com pili e flagelos,
desempenham papéis importantes nesses processos (Niu et al. 2020).

Esta bactéria encontra muitos ambientes variados e extremos que induzem uma
resposta bacteriana adaptativa para lidar com o estresse, como pH extremo, alta
concentracdo de sal e intermediarios reativos de oxigénio. Essa tolerancia adquirida
pode estar associada a varias alteracdes fisiolégicas celulares, como a aquisicdo de
plasmideos, mutacdes, sintese de proteinas de estresse e modificacdo da
composicdo da membrana lipidica (Luz et al., 2012)

O sorovar Typhimurium de Salmonella enterica € um dos principais patdégenos
de origem alimentar de interesse publico em relacdo a seguranca alimentar, sendo
responsavel por surtos de gastroenterite de diferentes gravidades (Luz et al., 2012).
O estudo realizado por Peng et al. (2018) investigou as alteracées na resisténcia a
antibioticos de Salmonella enterica sorovar Typhimurium sob pressdo ambiental, com
énfase no impacto do uso de antibiéticos sintéticos na producdo animal. A pesquisa
analisou a evolugéo da resisténcia em isolados de S. Typhimurium em um ambiente
simulado de fazenda, utilizando analises genémicas por meio de polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNP) para comparar a relacdo entre isolados multirresistentes e
cepas patogénicas (Peng et al., 2018).

Os resultados destacaram a manutencdo da resisténcia a certos antibiéticos
mesmo em ambientes sem pressao antibidtica, além de evidenciar a associacdo entre
a pressao de tetraciclina, fornecendo importantes informacdes sobre os mecanismos
subjacentes a resisténcia antimicrobiana em ambientes agricolas (Peng et al, 2018).
Segundo um estudo realizado por Dong et al. (2020), a resisténcia antimicrobiana em
isolados de Salmonella Typhimurium foi investigada na provincia de Henan, China,
durante o periodo de 2006 a 2015. Os pesquisadores analisaram 147 isolados
utilizando testes de suscetibilidade antimicrobiana, sequenciamento genético e
métodos de tipagem molecular. Os resultados demonstraram altas taxas de
resisténcia a ciprofloxacina, cefalosporinas e azitromicina, com uma propor¢ao
significativa dos isolados apresentando resisténcia a mudultiplos medicamentos
(Dong et al.; 2020).

Essas descobertas ressaltam a importancia da vigilancia continua da resisténcia
antimicrobiana e da implementacdo de medidas eficazes de controle de infecgéo para
enfrentar a evolucao dos padrdes de resisténcia em cepas de Salmonela Typhimurium

na regidao (Dong et al. 2020). A compreenséao das caracteristicas de S. Typhimurium
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e 0S mecanismos subjacentes a sua resisténcia sdo cruciais para o desenvolvimento
de estratégias eficazes de controle e prevencdo de infeccbes, destacando a
necessidade de pesquisas continuas e de uma abordagem integrada para a gestao
da saude publica (Luz et al. 2012; Niu et al. 2020).

4.2 Oleos essenciais

Nos ultimos anos, a resisténcia microbiana aos antibioticos se tornou um
problema de saude publica global, exigindo a busca por alternativas eficazes no
combate a patdgenos. Nesse contexto, os 6leos essenciais (OEs) despontam como
uma promessa promissora, devido a sua natureza complexa e a presenca de
compostos bioativos com propriedades antimicrobianas (Sakkas; Papadopoulou,
2017).

O OEs sdo combinagBes complexas de compostos volateis gerados por
plantas arométicas como metabdlitos secundarios, ricos em monoterpenos,
sesquiterpenos e outras moléculas com diversas propriedades benéficas. Extraidos
por métodos como a destilacao a vapor e a extragdo com solventes, esses compostos
encontram-se em diversas partes das plantas, como folhas, flores, frutos e raizes
(Preedy, 2015; Valdivieso-ugarte et al., 2019).

Além do aroma marcante, os OEs se destacam por suas propriedades
antissépticas, bactericidas, virucidas, fungicidas e medicinais. Essa gama de
propriedades se deve principalmente a presenca de terpendides, que conferem aos
OEs a capacidade de combater microrganismos e promover a saude humana e animal
(Bakkali et al., 2008; Valdivieso-ugarte et al., 2019).

No ambito da medicina veterinaria, os OEs de Olibano (Boswellia carterii) e
Wintergreen (Gaultheria procumbens) se configuram como alternativas promissoras

no combate a Salmonela spp., bactéria responséavel por diversas doengas em animais.

4.2.1Olibano (Boswellia carterii)

As plantas do género Boswellia que pertencem a familia Burseraceae sdo
arbustos ou arvores que possuem cascas externas que descascam em flocos de
pergaminho, apresentando uma casca interna esverdeada, assim como possuem uma

resina aromatica aquosa e uma madeira latex leitoso, conforme mostra a Figura 2
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(Hidayat, 2013). Estas arvores s@o encontradas em areas costeiras do nordeste da

Africa, na peninsula arabe e no subcontinente indiano (Di Stefano et al, 2020).

Figura 2 - Casca da arvore Boswellia carterii.

Fonte: AZAMBUJA (2019).

As plantas desta espécie quando sofrem incisGes em sua casca exalam uma
resina, conhecida como incenso ou olibano, de cor amarela pélidas a vermelho
(Baeten, 2014). Estas resinas sdo as mais conhecidas de goma aromatica e sao
utilizadas em todo o mundo como incenso em cerimbnias religiosas, assim como
também para uso medicinal (Zhang, 2013).

O género Boswellia € formado por mais de dez espécies, como a B. carterii, B.
serrata, B. papyrifera, B. frereana, B. rivae, B. bhau-da jiana, B. neglecta, B. globosa,
B. pirottae, B. ogadensis e B. microphilla, sendo a grande maioria dessas espécies
capazes de secretar resina de goma através da casca. Em particular, a resina de goma
produzida pela casca da Boswellia carterii € relatada e utilizada como olibano na
medicina tradicional chinesa (Guo et al., 2021).

A B. carterii € uma substancia branco-amarelada ou amarela-alaranjado
extraida das estacas dos caules das plantas, sendo coletada por gotejamento ap6s
secagem das plantas (Almjalawi et al., 2022).

O oOleo da B. carterii € composto principalmente por monoterpenos,

sesquiterpenos e compostos ésteres (Huang et al., 2022). Estes compostos possuem
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propriedades anti-inflamatorias, citotoxicas, hepatoprotetor, antibacteriano e
antifangico (Sun et al., 2020).

Segundo um estudo feito por Borotova et ali. (2023), a anélise da composicao
quimica do OE de Boswellia carterii, identificou-se que este Oleo essencial é
predominantemente formado por hidrocarbonetos monoterpénicos, que constituem
79,3% do total. Os principais monoterpenos detectados foram a-pineno (37,0%) e a-
limoneno (19,8%), seguidos por p-cimeno (6,3%), a-tujeno (4,2%), sabineno (4,1%) e
B-mirceno (2,6%). Os hidrocarbonetos sesquiterpénicos representaram 10,4% do
total, com B-elemeno (2,2%) e (E)-cariofileno (2,5%) em quantidades significativas,

conforme mostra a tabela 1.

Tabela 1 — Composicdo do OE de Boswellia carterii.

Composto %
a-pineno 37,0
a-limoneno 19,8
p-cimeno 6,3
a-tujeno 4,2
sabineno 4,1
B-mirceno 2,6
B-elemeno 2,2
(E)-cariofileno 2,5

Fonte: Adaptado Borotova et al. (2023), (2024).

Os compostos mencionados acima, podem estar associados a atividade
antimicrobiana devido as suas propriedades intrinsecas, como a capacidade de
interagir com componentes celulares dos microrganismos. O a-pineno, pode
potencializar a atividade antimicrobiana quando combinado com outras substancias,
sugerindo sinergismo. Por outro lado, o O a-limoneno possui uma atividade
antimicrobiana mais eficaz, indicando que suas caracteristicas especificas podem ser
responsaveis pela atividade antimicrobiana do OE Boswellia carterii (Borotova et al,
2024).
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4.2.2 Oleo de Wintergreen (Gaultheria procumbens)

As plantas do género Gaultheria pertencem a familia Ericaceae abrange véarias
espécies que sdo encontradas na Asia e na América do Norte, caracterizando-se pelo
seu crescimento como arbustos perenes, Figura 3 (Vergnes et al., 2014).

Figura 3 - Planta da Gaultheria procumbens.
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Fonte: Plantnet (2023)

Através destas plantas sdo obtidos o 6leo verde de inverno que tém como
principal componente o salicilato de metila, que possui semelhancas estruturais com
a aspirina e apresenta propriedades antibacterianas, analgésicas e anti-inflamatorias.
Este 6leo é mais comum de ser encontrado nas espécies Gaultheria procumbens e G.
fragrantissima (Luo et al., 2021).

A espécie G. procumbens € um arbusto perene, nativo das regiées orientais da
América do Norte (Nikoli¢ et al., 2013). Na medicina tradicional, diversas parte desta
espécie sdo utilizadas no tratamento de doencas inflamatorias, especialmente artrite
reumatoide, dores e inflamacdes, traqueite crénica, resfriados e prostatite aguda e
cronica (MichelL, 2014).

Acredita-se que as propriedades analgésicas e anti-inflamatorias dessas plantas
sejam atribuidas aos derivados do &cido salicilico, principalmente o salicilato de
metila, que atua por meio de diversos mecanismos, incluindo efeitos antioxidantes.
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Além do salicilato de metila, que compde 96,90% do 6leo, ja foram identificados
outros componentes significativos. O segundo componente mais abundante é o
hidrocarboneto monoterpénico ciclico limoneno, que representa 2,17% da
composicdo do O6leo. Os demais componentes incluem hidrocarbonetos
monoterpénicos ciclicos, como B-pineno, a-pineno, sabineno e mirceno, que juntos
correspondem a 0,64% do o6leo. Monoterpenos oxigenados, como fenchona e
mentona, também estdo presentes, constituindo 0,29% da composicao total, conforme
mostra tabela 2 (NIKOLI¢ et al., 2013).

Tabela 2 - Composi¢cdo do OE de Gaultheria procumbens.

Composto %
a-pineno 37,0
a-limoneno 19,8
p-cimeno 6,3
a-tujeno 42
sabineno 4,1
B-mirceno 2,6
B-elemeno 2,2
(E)-cariofileno 2,5

Fonte: Adaptado Nikoli¢ et al. (2013), (2024).
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5 MATERIAIS E METODOS

As pesquisas foram desenvolvidas no laboratorio de Microbiologia Geral da
Universidade Tecnologica Federal do Parana (UTFPR), do campus de Toledo,

Parana.

5.1 Materiais
5.1.1 Reagentes e equipamentos

Foram utilizados os seguintes reagentes e equipamentos no desenvolvimento
do experimento: meio de cultura Mueller Hinton (MH), o emulsificante Tween 80,
Resazurina, estufa, shaker, espectrofotémetro, placas de ELISA, placas Petri,
ponteiras, tubos tipo eppendorf e frascos tipo Erlenmeyer. Os Oleos essenciais
utilizados foram: o Olibano (Boswellia carteri) e Wintergreen (Gaultheria

procumbens).

5.1.1.1 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais utilizados foram adquiridos comercialmente pela empresa
Ferquima Indastria e Comércio LTDA, sediada em Vargem Grande Paulista, Séo
Paulo, Brasil.

O d6leo de Olibano é de origem da Somédlia e a sua extracdo ocorre pelo
processo de Destilacdo a vapor da resina. A tabela 3 apresenta informacdes contidos
no laudo técnico do 6leo esséncia Olibano fornecido pela empresa Ferquima Industria
e Comércio LTDA.

Tabela 3 - Laudo técnico do 6leo essencial de Olibano.

Itens Controlados Resultados Especificacbes
Aparéncia Liquido Limpido Liguido Limpido
Cor Amarelo Palha Amarelo palha a escuro
Impurezas Isento Isento
Odor Caracteristico Caracteristico
Densidade (20°C) 0,8741 0,860 - 0,890
indice de Refrag&o (20°C) 1,4746 1,465 — 1,485

Fonte: Adaptado de Ferquima (2024).
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O dleo de Wintergreen &€ de origem chinesa e a sua extragdo ocorre pelo
processo de Destilacdo a vapor das folhas. A tabela 4 apresenta informagdes contidos
no laudo técnico do Oleo esséncia Wintergreen fornecido pela empresa Ferquima

IndUstria e Comércio LTDA.

Tabela 4 - Laudo técnico do 6éleo essencial Wintergreen.

Itens Controlados Resultados Especificacbes
Aparéncia Liquido Limpido Liquido Limpido
Cor Incolor Incolor a Avermelhado
Impurezas Isento Isento
Odor Doce, fresco Doce, fresco
Densidade (20°C) 1,1830 1,180 - 1,185
indice de Refrag&o (20°C) 1,5370 1,535 - 1,540

Fonte: Adaptado de Ferquima (2024).

5.1.2 Cepas utilizadas no trabalho

As cepas que foram utilizadas neste experimento foram cedidas pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) suinos e aves, localizada na cidade
de Concordia, Santa Catarina. Foram obtidas oito cepas bacterianas de Salmonela
Spp € seus respectivos sorovares, sendo eles: Agona, Choleraesuis, Derby,

Heidelberg, Infantis, Panama, Senftenberg e Typhimurium.

5.2 Métodos
5.2.1 Ensaios de Atividade Antimicrobiana

As bactérias foram cultivadas em placas de Petri com meio 4gar Muller Hinton
(MH) a uma temperatura de 35%2 °C por 24 horas na estufa BOD. Ap0s este periodo,
com o auxilio de uma alga, algumas coldnias foram isoladas e selecionadas, sendo
transferidas para um tubo contendo 5 ml de caldo MH. Em seguida, as culturas foram
incubadas em um shaker com agitacdo orbital a 150 rpm e temperatura de 35+2 °C
por 6 horas.

Apés esta etapa, foi realizado o protocolo de microdiluicio em caldo,

ajustando-se os indculos em caldo MH. Para padronizar a densidade do inéculo, foi
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utilizada a solucéo padréo da escala de McFarland a 0,5, a fim de estimar o nUmero

de células presentes em uma suspensdo em determinada quantidade.

5.2.2 Teste de microdiluicdo em caldo para bactérias

O in6culo padronizado foi diluido de acordo com as recomendagfes do CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute). Os Oleos essenciais (OEs) utilizados
foram diluidos conforme o método descrito por Aligiannis et al (2001). Para analisar
cada 6leo individualmente, os OEs foram preparados individualmente adicionando 795
pL de caldo MH e 5 pL do emulsificante 2% de Tween 80% em um eppendorf.

Em uma placa de Elisa com 96 pocos, dispostos em colunas (1 a 12) e 8 linhas
(A a H), foram adicionados 100 pL da emulsdo do OE isolado nos seis primeiros pocos
da coluna 1 e em seguida 100 pyL do caldo MH no restante dos pogos. Com as
solugdes diluidas, 20 yL da suspensao do indculo preparado foi adicionado a cada um
dos pocos, sendo que as duas ultimas colunas foram reservadas para realizar o
controle positivo. As colunas G e H foram utilizadas para controle positivo, 0s primeiros
seis pogos da coluna G e H foram destinados ao controle positivo das bactérias,
enguanto o0s seis poc¢os subsequentes da coluna G e H foram utilizados para o controle
do 6leo essencial (COE) e controle do meio de cultivo (CMH), contendo apenas o
caldo MH, respectivamente. As placas foram incubadas a 35+2 °C durante 20 horas.

ApOs o crescimento, uma quantidade de 20 uL do corante revelador
(resazurina) foi adicionada a cada pog¢o da microplaca, que foi incubado por duas
horas antes da leitura dos resultados.

5.2.3Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Bactericida Minima (CBM)

De acordo, com a metodologia adaptada de Rozatto (2012), a Concentracdo
Inibitoria Minima (CIM) foi determinada ap0s o periodo de crescimento dos
microrganismos nos testes de microdiluicio e antes da aplicacdo do corante,
verificando-se a presenca ou auséncia de crescimento, a CIM foi realizada de 100%
do dleo essencial. Em seguida, foram coletados 5 yL dos dois po¢os anteriores a CIM,
do poco contendo a CIM e dos dois pocos posteriores a CIM para cada fileira da placa

de Elisa. Esses volumes foram inoculados em placas com meio agar MH, com uma
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distdncia de 1 cm? entre as inoculagdes, seguida as orientagdes de um papel
milimetrado.

Apoés a absorcdo da umidade, as placas foram incubadas a 35+2 °C por 24
horas para posterior andlise. A leitura foi realizada observando a evolucdo dos
microrganismos nas concentracdes escolhidas e comparando com os testes de
microdiluicdo posterior ao uso do corante, determinando a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) (Rozatto, 2012).

5.2.4Combinacgéo de Oleos Essenciais: Olibano e Wintergreen

Apods a determinacao das CIM e CBM para os 6leos individuais, foram realizadas
combinac¢des dos 0leos essenciais de Olibano e Wintergreen. Foram realizados trés
tratamentos diferentes: Tratamento 1. 75% Oleo de Olibano + 25% O6leo de
Wintergreen, Tratamento 2: 50% Oleo de Olibano + 50% Oleo de Wintergreen, e
Tratamento 3: 25% 6leo de Olibano + 75% 6leo de Wintergreen. Estas combinacdes
foram submetidas a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) seguindo o mesmo procedimento

mencionado anteriormente.

5.2.5Teste de Disco-Difuséao

A padronizacao foi realizada ajustando a suspensao de acordo com a escala
0.5 de Mc Farland equivalente de 1 a 2 x 108 UFC/ml. Em seguida, foi realizada a
técnica de semeadura em placas de Petri contendo agar MH. ApoOs a absorcao da
umidade, foram colocados em cada placa de Petri quatro discos de papel filtro com 6
mm de diametro, sendo um deles o branco e trés contendo 10 yL dos compostos a
serem testados.

As placas foram incubadas por um periodo de 16 a 18 horas a 352 °C e, em
seguida, observado a presenca de halos de inibi¢cao circulares e uniformes, que foram

medidos em milimetros com o auxilio de um paquimetro.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos a partir da avaliagcdo da acao antimicrobiana dos 6leos
essenciais de Olibano (Boswellia carterii) e Wintergreen (Gaultheria procumbens)
sobre sorovares de Salmonella spp. de interesse clinico veterinario sdo apresentados
e discutidos a seguir. Os experimentos foram conduzidos utilizando métodos
padronizados, como ensaios de atividade antimicrobiana, teste de disco-difusao, teste
de microdiluicdo em caldo, e a determinacdo das concentracdes inibitoria minima
(CIM) e bactericida minima (CBM).

6.1 Ensaios de Atividade Antimicrobiana com Oleo de Olibano

6.1.1 Determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo
Bactericida Minima (CBM)

Os resultados da CIM foram determinados pela menor concentracdo dos
Oleos essenciais que inibiu o crescimento das bactérias na placa de Elisa. Esses
valores foram identificados através da leitura visual dos pocos da microplaca, onde a
cor azul indica inibicdo do crescimento, enquanto que rosa, sugere crescimento do
microrganismo. Caso as cores nao estivessem em condi¢des nitidas de avaliacdo, 0s
resultados foram confirmados através da visualizagao de precipitado celular ou “boton”
no fundo dos pocos da microplaca.

Os dados apresentados na Figura 4 a 7 demonstram que o OE de Olibano
apresentou atividade antimicrobiana variavel dependendo do sorovar de Salmonella

spp testado.

Figura 4 - Concentrag&o Inibitoria Minima (CIM) do Oleo Essencial de Olibano (Boswellia
carterii) em S. Derby e S. Agona. COE: Controle positivo do 6leo essencial. CMH: Controle
positivo do meio de cultivo.
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 5 - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do OE de Olibano (Boswellia carterii) em S.
Panama e S. Choleraesuis. COE: Controle positivo do 6leo essencial. CMH: Controle positivo
do meio de cultivo.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 6 - Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) do OE de Olibano (Boswellia carterii) em S.
Heidelberg e S. Infantis. COE: Controle positivo do 6leo essencial. CMH: Controle positivo do
meio de cultivo.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 7 - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do OE de Olibano (Boswellia carterii) em S.
Typhimurium e S. Senftenberg. COE: Controle positivo do éleo essencial. CMH: Controle
positivo do meio de cultivo.
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Os testes de Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foram realizados a partir
dos resultados de CIM, conforme mostrado na Figura 8, coletando-se amostras de 5
puL dos dois pocos anteriores a CIM, do poco contendo a CIM, e dos dois pocgos

posteriores a CIM para cada fileira da placa de Elisa.

Figura 8 - Concentracdo Bactericidade Minima (CBM) do OE de Olibano (Boswellia carterii) nas
sorovares de S. spp.
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Fonte: Autoria propria.

6.1.1.1Andlise dos resulltados da Concgantracéo Inibitéria  Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima do Oleo de Olibano

Os resultados obtidos neste estudo indicam que o 6leo essencial de Olibano
(Boswellia carterii) apresenta uma eficacia antimicrobiana variavel contra diferentes
sorovares de Salmonella spp., conforme evidenciado pelos valores de Concentracao
Inibitéria e Bactericida Minima (CIM e CBM) determinados e apresentados na Tabela
5.
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Tabela 5 - Valores de Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) do Oleo Essencial de Olibano
contra Sorovares de Salmonella spp .

Sorovar CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
S. Derby 55 55
S. Agona 5,5 11
S. Panama 88 88
S. Chorelauris 14 >2,7
S. Heidelberg 5,5 11
S. Infantis 88 >175
S. Typhimurium 88 88
S. Senftenberg 88 88

Fonte: Autoria propria (2024).

Os valores de CIM para S. Derby, S. Agona e S. Heidelberg foram de 5,5 mg/mL,
sugerindo uma eficacia moderada do 6leo contra esses sorovares especificos. Por
outro lado, S. Chorelauris apresentou uma sensibilidade significativamente maior ao
6leo, com uma CIM de 1,4 mg/mL. Em contraste, sorovares como S. Panama, S.
Infantis, S. Typhimurium e S. Senftenberg necessitaram de concentragdes mais altas
(88 pL/mL) para inibicdo, indicando uma eficacia limitada do 6leo contra essas
bactérias.

Os valores de CBM para S. Derby e S. Typhimurium foram de 5,5 mg/mL e 88
mg/mL, respectivamente, indicando que essas concentra¢des do 6leo de Olibano séo
capazes de exercer efeito bactericida contra essas bactérias. S. Agona e S.
Heidelberg necessitaram de concentragcbes um pouco mais elevadas, com CBM de
11 mg/mL. Por outro lado, S. Chorelauris apresentou uma necessidade de
concentracdo superior a 2,7 mg/mL para efetivamente exercer efeito bactericida,
enquanto S. Infantis necessitou de uma concentragdo significativamente maior,
superior a 175 mg/mL. Em contraste, S. Panama e S. Senftenberg apresentaram uma
CBM de 88 mg/mL, mostrando que o OE de Olibano possui uma eficacia bactericida
variavel dependendo do sorovar testado.

Segundo o estudo de Borotova et al. (2023), onde se realizou a avaliacdo da
Concentracéo Inibitéria Minima do OE de Olibano (Boswellia carterii) por meio do
meétodo de microdiluicdo, encontraram-se 0os melhores resultados contra a bactéria
Gram-positiva Staphylococcus aureus, com valores de CIM 50 e CIM 90 de 23,44 e
25,10 mg/mL, respectivamente, enquanto que para a bactéria Gram-negativa

Salmonella enterica sorovar Enteritidis, os valores de CIM 50 e CIM 90 foram de 39,69
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+ 1,64 mg/mL e 79,18 + 4,98 mg/mL, respectivamente. Essa diferenca de atividade
antimicrobiana observada entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas pode ser
atribuida a estrutura da parede celular, que torna as Gram-negativas, como a
Salmonella enterica, mais resistentes aos efeitos do 6leo essencial.

O estudo conduzido por Mohamed et al. (2015) indicou que extratos da resina
de Boswellia carterii possuem ampla atividade antimicrobiana contra diversas cepas
bacterianas, incluindo Staphylococcus aureus (CIM de 25 pg/mL), Bacillus subtilis
(CIM de 25 pg/mL), Escherichia coli (CIM de 50 pg/mL) e Pseudomonas aeruginosa
(CIM > 1000 pg/mL). Este estudo ressaltou que a eficacia antimicrobiana dos extratos
de resina variou significativamente, similarmente ao observado com o 6leo essencial
de Olibano contra os sorovares de Salmonella spp. no presente estudo. A diferenca
na eficicia pode ser atribuida a composicédo quimica especifica e as concentracdes
dos compostos ativos presentes em cada tipo de extrato (Mohamed et al., 2015).

Adicionalmente, Almjalawi et al. (2022) avaliaram o extrato aquoso de Boswellia
carterii e observaram uma atividade antibacteriana significativa contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumonia. As zonas
de inibicdo aumentaram com a concentracdo do extrato, alcancando inibicdes de até
24 mm para S. aureus a uma concentracdo de 200 mg/mL. Além disso, 0 estudo
destacou o potencial imunomodulador do extrato, aumentando a taxa de fagocitose
das células sanguineas. Esses resultados corroboram a eficdcia antimicrobiana
potencial dos produtos derivados de Boswellia carterii, embora com diferencas de
eficacia dependendo do método de preparacédo e do tipo de extrato (Almjalawi et al.,
2022).

Em suma, os estudos destacam a variabilidade na eficacia antimicrobiana dos
extratos e OEs de Olibano contra diferentes cepas bacterianas. As diferencas
observadas séo influenciadas pela estrutura celular das bactérias e pela composicao
guimica dos extratos. Esses achados sublinham o potencial promissor dos derivados
de Olibano no combate a infec¢des bacterianas, embora a eficacia varie conforme o

método de preparacdo e a concentra¢do dos compostos ativos utilizados.
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6.2 Ensaios de Atividade Antimicrobiana com o Oleo de Wintergreen

6.2.1Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo
Bactericida Minima (CBM)
Os resultados obtidos para o teste de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)
utilizando o éleo essencial de Wintergreen (Gaultheria procumbens) apresentados nas
Figuras 9 a 12, contra diversas sorovares de Salmonella demonstraram variacdes

significativas na eficacia antimicrobiana.

Figura 9 - Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) do OE de Wintergren (Gaultheria procumbens)
em S. Derby e S. Agona. COE: Controle positivo do 6leo essencial. CMH: Controle positivo do
meio de cultivo.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 10 - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do OE de Wintergren (Gaultheria
procumbens) em S. Panama e S. Choleraesuis. COE: Controle positivo do 6leo essencial. CMH:
Controle positivo do meio de cultivo.
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Fonte: Autoria prépria.
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Figura 11 - Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) do OE de Wintergren (Gaultheria
procumbens) em S. Infantis e S. Heidelberg. COE: Controle positivo do 6leo essencial. CMH:
Controle positivo do meio de cultivo.
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Figura 12 - Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) do OE de Wintergren (Gaultheria
procumbens) em S. Typhimurium e S. Seftenmberg. COE: Controle positivo do 6leo essencial.
CMH: Controle positivo do meio de cultivo.

0 @ o N~ @2
w0 g N 4 n N WV M 4 9
:OOVN‘—cmN.-c o o ©
|
\ \
y v

S. Typhimurium ||

S. Senftenberg

| Controle de S. Typhimurium

Controle do Oleo
Controle de Meio

| Controle de S. Senftenberg
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Para o OE de Wintergreen, os testes de Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) foram realizados a partir dos resultados de CIM, conforme mostrado na Figura
13, coletando-se amostras de 5 pL dos dois pogos anteriores a CIM, do poco contendo
a CIM, e dos dois pocos posteriores a CIM para cada fileira da placa de Elisa.
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Figura 13 - Concentracéo Bactericidade Minima (CBM) do OE de Wintergreen (Gautheria
procumbens) sobre sorovares de S. spp.

Fonte: Autoria propria.

6.2.1.1Andlise dos resultados da Concentracép Inibitéria  Minima  (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CMB) do Oleo de Wintergreen

Os resultados obtidos neste estudo indicam que o 6leo essencial de Wintergreen
(Gaultheria procumbens) apresenta uma eficacia antimicrobiana variavel contra
diferentes sorovares de Salmonella spp., conforme evidenciado pelos valores de
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

determinados e apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Valores de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do Oleo Essencial de Wintergreen
contra Sorovares de Salmonella spp.

Sorovar CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
S. Derby 44 44
S. Agona 22 >44
S. Panama 22 22
S. Chorelauris 44 44
S. Heidelberg 44 174
S. Infantis 5,5 >11
S. Typhimurium 22 >44
S. Senftenberg 50 100

Fonte: Autoria propria (2024).

Os valores de CIM para S. Agona, S. Panama, e S. Typhimurium foram de 22
mg/mL, sugerindo uma eficacia moderada do 6leo contra esses sorovares especificos.
Por outro lado, S. Infantis apresentou uma sensibilidade maior ao 6leo, com uma CIM
de 5,5 mg/mL. Em contraste, as demais sorovares necessita de concentragdes mais
altas (44 mg/mL) para inibicdo de seu crescimento.

Ja os valores de CBM para S. Derby e S. Panama foram de 44 mg/mL, indicando
que essa concentracao do 6leo de Wintergreen é capaz de exercer efeito bactericida
contra essas bactérias. S. Agona necessitou de uma concentragdo um pouco mais
elevada, com CBM de 22 mg/mL. Por outro lado, S. Choleraesuis apresentou uma
necessidade de concentracdo superior a 44 mg/mL para efetivamente exercer efeito
bactericida, enquanto S. Heidelberg necessitou de uma concentracao
significativamente maior, de 174 mg/mL. Em contraste, S. Infantis e S. Typhimurium
apresentaram uma CBM superior a 11 mg/mL e 44 mg/mL, respectivamente,
mostrando que o 6leo essencial de Wintergreen possui uma eficacia bactericida
variavel dependendo do sorovar testado. S. Senftenberg teve uma CBM de 88 mg/mL,
destacando ainda mais a variabilidade na resposta dos sorovares ao tratamento.

Segundo o estudo de Nobrega et al (2023), onde se realizou a determinagéo da
Concentracgéo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) do
OE de Wintergreen (Gaultheria procumbens) contra diferentes cepas de Klebsiella
pneumoniae, a CIM do OE variou de 256 pg/mL a 512 pg/mL para a maioria das cepas
de Klebsiella pneumoniae, sendo classificada como forte (até 500 pg/mL) e moderada

(entre 600 e 1500 pg/mL). Quanto a atividade bactericida, a CBM do 6leo essencial
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variou de 1.024 pg/mL a 256 pg/mL, demonstrando tanto efeito bactericida quanto
bacteriostatico contra as cepas testadas.

Esses resultados sugerem que o OE de Wintergreen possui um potencial
antimicrobiano promissor, podendo ser explorado como uma alternativa terapéutica
natural contra infecgbes causadas por microrganismos resistentes, como a
Salmonella.

O artigo menciona que o OE de Wintergreen possui como principal composto o
metil salicilato, o qual pode estar relacionado a sua atividade antimicrobiana. Além
disso, o 6leo também apresenta compostos fendlicos e atividades anti-inflamatéria e
antioxidante, que podem contribuir para seu efeito inibitério. Essa composi¢ao quimica
diversificada pode ter sido um dos fatores que conferiram a potente atividade
antimicrobiana observada contra as cepas da bactéria gram-negativa de Klebsiella

pneumoniae.

6.3 Combinacéo dos Oleos essenciais

Neste estudo, investigou-se a eficacia da combinacao dos dois 6leos essenciais,
Olibano e Wintergreen, contra sorovares de Salmonella selecionados a partir de um
teste de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) realizado previamente com os 0leos
individuais. As sorovares mais resistentes aos OE individuais, identificadas como S.
Typhimurium e S. Senftenberg, foram escolhidas para os testes subsequentes com a
combinacdo dos 6leos. Trés tratamentos distintos foram avaliados: T1 (75% Oleo
essencial de Olibano + 25% 6leo essencial de Wintergreen), T2 (50% de cada 6leo
essencial) e T3 (25% 6leo essencial de Olibano + 75% 0leo essencial de Wintergreen).

No Tratamento 1, observou-se que a S. Senftenberg apresentou uma CIM de
22 mg/mL. Este resultado é significativo, pois demonstra que a combinacdo dos OEs
foi mais eficaz do que os OEs individuais, sugerindo um efeito sinergistico.
Comparativamente, o Wintergreen individual teve uma CIM de 44 mg/mL e o Olibano
de 88 mg/mL para a mesma bactéria.

Para S. Typhimurium, a CIM foi de 11 mg/mL no Tratamento 1. Isoladamente,
o Wintergreen necessitou de uma CIM de 22 mg/mL e o Olibano de 88 mg/mL para
inibir esta bactéria. Esses resultados indicam que a combinacdo de 75% de Olibano

com 25% de Wintergreen potencializa a ac&o antimicrobiana e reduz
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significativamente a concentracdo necessaria para a inibicdo, conforme mostrado na

Figura 14.

Figura 14 - Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) com o Tratamento 1 em S. Seftenmberg e S
Typhimurium. COE: Controle positivo do 6leo essencial. CMH: Controle positivo do meio de

cultivo.
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Fonte: Autoria propria (2024).

No Tratamento 2, que combinou 50% de 6leo de Olibano e 50% de 6leo de
Wintergreen, a CIM foi de 22 mg/mL para S. Senftenberg e 11 mg/mL para S.
Typhimurium. Em comparacgéo, o 6leo de Wintergreen sozinho apresentou uma CIM
de 44 mg/mL para S. Senftenberg e 22 mg/mL para S. Typhimurium, enquanto o 6leo
de Olibano teve uma CIM de 88 mg/mL para ambas. A combinacdo dos Oleos
demonstrou maior eficacia, reduzindo significativamente a CIM e indicando uma

sinergia entre os 6leos essenciais, conforme mostra a Figura 15.

Figura 15 - Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) com o Tratamento 2 (50% OE de Olibano +
50% OE de Wintergreen) em S. Typhimurium e S. Seftenmberg. COE: Controle positivo do 6leo
essencial. CMH: Controle positivo do meio de cultivo.
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No tratamento 3, a CIM para a bactéria S. Senftenberg foi de 11 mg/mL
demonstrando que a combinacdo dos 0leos essenciais foi mais eficiente do que
individuais e comparado aos outros tratamentos foi mais eficiente, ou seja, a
concentracdo maior do OE de Wintergreen possibilitou uma inibichio com uma
concentracdo menor, conforme mostra a Figura 16. Ja para a bactéria S. Typhimurium
a CIM foi de 22 mg/mL demonstrando a combinagdo dos OEs foi relativamente
eficiente, visto que esta concentracdo foi a mesma com o OE de Wintergreen

individual.

Figura 16 - Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) com o Tratamento 3 (25% OE de Olibano +
75% OE de Wintergreen) em S. Seftenmberg e S. Typhimurium. COE: Controle positivo do 6leo
essencial. CMH: Controle positivo do meio de cultivo.
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Fonte: Autoria propria (2024).

Ja a CBM com o Tratamento 1, os resultados foram superiores a 44 mg/mL para
a S. Senftenberg e para a S. Typhimurium foi superior a 22 mg/mL, visto que ocorreu
crescimento na placa de Petri. Para a S. Senftenberg, a CBM com os OEs individuais
foi de 88 mg/mL, tanto para OE de Wintergreen, quanto com o OE de Olibano,
indicando ser necessaria o dobro da concentracao para ter um efeito bactericida nesta
bactéria em comparagéo ao tratamento combinado. Ja a bactéria S. Typhimurium teve
uma CBM com OE individual de Olibano de 88 mg/mL, e com OE de Wintergreen de
44 mg/mL, neste caso, com esta combinacdo dos OEs ndo é possivel determinar a
CBM exata, ja que houve o crescimento de colbnias, e sendo assim nao é possivel
determinar se a combinacdo dos OEs teve eficacia melhor do que com os OE

individuais, conforme mostra a Figura 17.
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Figura 17 - Concentracdo Bactericida Minima (CBM) com o Tratamento 1 (50% OE de Olibano +
50% OE de Wintergreen) em S. Seftenmberg e S. Typhimurium.

Fonte: Autoria propria (2024).

Portanto, a combinacdo de 75% de Olibano e 25% de Wintergreen no
Tratamento 1 reduziu a CBM necesséria para eliminar a S. Senftenberg, no entanto
para a S. Typhimurium € necessario mais estudo para verificar a sinergia potencial
entre os 6leos essenciais.

No Tratamento 2, a CBM foi superior a 44 mg/mL tanto para S. Senftenberg,
visto que pode ser obervado a presenca de colonias em pontos avaliados no teste do
spot, enquanto para S. Typhimurium a CBM foi de 22 mg/mL, ou seja, a concentracéo
para matar esta bactéria é maior que a concentracdo para inibir seu crescimento,
conforme mostra a Figura 18. A combinacdo dos OEs foi significativamente mais

eficaz, indicando uma forte sinergia entre os OEs.

Figura 18 - Concentracdo Bactericida Minima (CBM) com o Tratamento 2 (50% OE de Olibano +
50% OE de Wintergreen) em S. Seftenmberg e S. Typhimurium.

Fonte: Autoria propria (2024).
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O resultado da CBM para o Tratamento 3 foi de 22 mg/mL tanto para S.
Senftenberg quanto para S. Typhimurium. Comparativamente, o OE de Olibano
sozinho apresentou uma CBM de 88 mg/mL para ambas as cepas, e o OE de
Wintergreen teve uma CBM de 88 mg/mL para a S. Senftenberg e 44 mg/mL para a
S. Typhimurium. A combinacdo dos OEs foi significativamente mais eficaz, para
ambas as sorovares, reduzindo a CBM e demonstrando uma forte sinergia entre os

Oleos essenciais, conforme mostra a Figura 19.

Figura 19 - Concentracao Bactericida Minima (CBM) com o Tratamento 3 (25% OE de Olibano +
75% OE de Wintergreen) em S. Seftenmberg e S. Typhimurium.

Fonte: Autoria propria (2024).

As tabelas a seguir apresentam os dados detalhados dos testes de CIM e CBM
para as trés combinacdes de OE de Olibano e Wintergreen contra as bactérias S.
Senftenberg e S. Typhimurium. A primeira tabela resume os resultados do CIM,
engquanto a segunda tabela mostra os valores do CBM, permitindo uma comparagao

clara da eficacia de cada tratamento nas diferentes concentracdes de Oleos

essenciais.
Tabela 7 - Valores da Concentragao Inibitéria Minima
) Tratamentos Oleos essencias individuais
Bactérias i
T1(mg/mL) T2 (mg/mL) T3 (mg/mL) Olibano Wintergreen
S. Senftenberg 22 22 11 88 22
S. Typhimurium 11 11 22 88 44

Fonte: Autoria propria (2024).
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Tabela 8 - Valores da Concentracdo Bactericida Minima

. Tratamentos Oleos essencias individuais
Bactérias :
T1(mg/mL) T2 (mg/mL) T3 (mg/mL) Olibano Wintergreen
S. Senftenberg 44 >44 22 88 88
S. Typhimurium >22 24 22 88 >44

Fonte: Autoria propria (2024).

Dada a auséncia de artigos para comparacao direta, os resultados obtidos nos
testes de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima
(CBM) fornecem uma contribuicdo significativa para o entendimento da eficicia das
combinacBes de Oleos essenciais de Olibano e Wintergreen contra as cepas de
Salmonella testadas. A reducdo na CIM e CBM em relagdo aos 6leos individuais
sugere uma interacdo sinérgica entre os componentes dos 6leos essenciais,
resultando em maior atividade antimicrobiana. Esses resultados destacam o potencial
das combinacdes de 6leos essenciais como agentes promissores contra patdégenos
resistentes, ressaltando a importancia de investigacdes adicionais para elucidar os

mecanismos subjacentes a essa sinergia e otimizar sua aplicacéo clinica.

6.3.1.1Resultados da Combinacdo dos Oleos Essenciais no Teste de Disco de Fusido

Os resultados do teste de disco de fusdo com as combinac¢fes de OE de Olibano
e Wintergreen foram avaliados para confirmar qualitativamente a eficacia
antimicrobiana contra as cepas de Salmonela, S. Senftenberg e S. Typhimurium. Os
testes foram realizados em duplicata para garantir a precisao dos dados.

Para a bactéria S. Senftenberg no Tratamento 1 (75% de 6leo de Olibano e 25%
de 6leo de Wintergreen), as zonas de inibicdo variaram entre 0,7 cm e 1,1 cm nas
duplicatas, indicando uma eficiente atividade antimicrobiana, conforme mostra a

Figura 20.
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Figura 20 - Teste de Disco de Difusdo com o Tratamento 1 (75% 6leo essencial de Olibano +
25% Oleo essencial de Wintergreen) contra Salmonella Senftenberg. Onde "B" representa o
branco.

Fonte: Autoria propria (2024).

Em comparacéo, o Tratamento 2 (50% de 6leo de Olibano e 50% de 6leo de
Wintergreen) mostrou zonas de inibigdo mais amplas, variando de 0,7 cm a 1,1 cm,

sugerindo uma eficacia antimicrobiana, conforme mostra a Figura 21.

Figura 21 - Resultado do Teste de Disco de Fusdo com o Tratamento 2 com a S. Senftenberg,
onde "B" representa o branco

Fonte: Autoria propria (2024).

No Tratamento 3 (25% de 6leo de Olibano e 75% de 6leo de Wintergreen), ndo
houve formacao de zona de inibicédo, indicando auséncia de atividade antimicrobiana
contra S. Senftenberg, conforme mostra a Figura 22.
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Figura 22 - Resultado do Teste de Disco de Fusao com o Tratamento 3 com a S. Senftenberg,
onde "B" representa o branco, e os outros trés discos com o tratamento.

Fonte: Autoria propria (2024).

Para a bactéria S. Typhimurium, o Tratamento 1 apresentou zonas de inibicao
variando de 0,6 cm a 0,9 cm nas duplicatas, demonstrando uma atividade

antimicrobiana moderada, conforme mostra a Figura 23.

Figura 23 - Resultado do Teste de Disco de Fusao com o Tratamento 1 com a S. Typhimurium,
onde "B" representa o branco.

Fonte: Autoria propria (2024).

No Tratamento 2, as zonas de inibicao variaram de 0,8 cm a 1,2 cm, indicando
uma eficacia maior em comparacdo com o Tratamento 1, conforme mostra a Figura
24.
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Figura 24 - Resultado do Teste de Disco de Fusao com o Tratamento 2 com a S. Typhimurium,
onde "B" representa o branco.

Fonte: Autoria propria (2024).

O Tratamento 3 mostrou as maiores zonas de inibi¢éo, variando de 0,8 cma 1,2
cm, sugerindo um aumento da eficacia antimicrobiana contra S. Typhimurium,

conforme mostra a Figura 25.

Figura 25 - Resultado do Teste de Disco de Fusdo com o Tratamento 3 com a S. Typhimurium,
onde "B" representa o branco.

Fonte: Autoria préopria (2024).
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6.3.1.2Analise Comparativa dos Resultados dos Tratamentos com Oleos Essenciais
por disco difusdo

A semelhanca na capacidade de inibicdo bacteriana observada nos diferentes
tratamentos com concentracdes variadas dos OEs Olibano e Wintergreen levanta
questdes intrigantes e sugere a presenca de mecanismos sinérgicos entre essas
substancias. Mesmo com propor¢des distintas dos 06leos na combinacdo, 0s
resultados de Concentracao Inibitoria Minima (CIM) préximos indicam uma possivel
interacdo entre 0os compostos que resulta em um efeito conjunto na inibicdo do
crescimento bacteriano.

Ao comparar esses resultados com os obtidos nos testes individuais com cada
Oleo essencial, € interessante notar que a combinacdo dos OEs apresentou uma
eficacia semelhante ou até mesmo superior em relacdo aos 6leos isolados. Isso
sugere que a sinergia entre o Olibano e o Wintergreen pode potencializar suas
propriedades antimicrobianas, resultando em um efeito combinado mais eficaz contra
as sorovares resistentes de Salmonella.

Segundo o estudo de Borotova et al (2023), onde se realizou a avaliacdo da
atividade antimicrobiana do OE de Olibano por meio do método de difusdo em disco,
foi observada uma forte atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
De acordo com os autores, a atividade antimicrobiana foi observada contra as
bactérias Gram-positivas Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, com halos de
inibicdo de 37,34 = 2,08 mm e 31,34 + 1,53 mm, respectivamente. Forte atividade
também foi determinada para bactérias Gram-negativas, como Pseudomonas
aeruginosa (26,00 = 2,00 mm), Yersinia enterocolitica (28,00 + 2,00 mm) e Salmonella
enterica sorovar Enteritidis (26,00 £ 2,00 mm).

Segundo o estudo de Tkaczenko et al. (2023), no qual se realizou testes in vitro
para avaliar a eficacia antibacteriana do Oleo essencial comercial de Wintergreen
contra cepas Gram-positivas e Gram-negativas, foram encontrados 0s seguintes
resultados relevantes para a discussao dos nossos achados:

O estudo demonstrou que o 6leo essencial de Wintergreen apresentou atividade
antimicrobiana significativa contra bactérias Gram-positivas, como as cepas de
Enterococcus faecalis. Apos a aplicacéo do 6leo essencial, observou-se um aumento
estatisticamente significativo no didmetro da zona de inibicdo do crescimento da cepa
Enterococcus faecalis em 40,3% (p<0,05) e da cepa Enterococcus faecalis em 63,6%

(p<0,05), em comparagao aos grupos controle.
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Por outro lado, as cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
e Escherichia coli mostraram-se resistentes ao OE de Wintergreen, ndo apresentando
alteracdes significativas nos diametros das zonas de inibicdo em comparacdo aos
controles. Esses resultados do artigo sugerem que o OE de Wintergreen possui
atividade antimicrobiana seletiva, sendo mais eficaz contra bactérias Gram-positivas,
como o Enterococcus faecalis, e menos ativo contra bactérias Gram-negativas, como
a Salmonela spp.

Segundo o estudo de Jintanasirinurak et al. (2023), onde se realizou a avaliagao
da atividade antibacteriana do OE de Wintergreem contra as bactérias Escherichia coli
e Staphylococcus aureus, foi encontrado que o 6leo essencial apresentou atividade
antibacteriana moderada. Os autores relataram que o 6leo essencial de Wintergreen
exibiu zonas de inibigdo de 7,90 £ 0,8 mm e 23,9 £ 0,9 mm contra E. coli e S. aureus,
respectivamente.

Esses resultados sugerem que o 6leo essencial de Wintergreen possui atividade
antibacteriana moderada, sendo mais efetivo contra a bactéria Gram-positiva S.
aureus do que contra a Gram-negativa E. coli. Essa diferenca na suscetibilidade pode
estar relacionada a composi¢cdo quimica do 6leo, uma vez que o artigo identificou
através de andlise por cromaogratografia gasosa e espectrometria de massa que o
principal componente do 6leo de Wintergreen é o metil salicilato.

E importante ressaltar que, até o momento, ndo foram encontrados artigos na
literatura cientifica que abordem especificamente a combinacéo desses dois OEs em
concentracfes variadas contra as sorovares de Salmonela selecionadas. Portanto, a
auséncia de referéncias prévias destaca a necessidade de estudos mais
aprofundados e abrangentes para investigar e validar os resultados obtidos neste
experimento.

Um estudo mais detalhado que explore os mecanismos de acao, a interacéo
entre 0s compostos e os efeitos da combinacdo dos Oleos essenciais em diferentes
concentracbes pode fornecer insights valiosos para a compreensao do potencial
terapéutico dessas substancias no combate a infec¢cdes bacterianas resistentes.
Dessa forma, a realizacdo de pesquisas adicionais € fundamental para expandir o
conhecimento nessa area e abrir caminho para possiveis aplicacées clinicas e

terapéuticas inovadoras.
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7 CONCLUSAO

Este trabalho de conclusé&o de curso investigou a agcdo antimicrobiana dos
Oleos essenciais de Olibano (Boswellia carterii) e Wintergreen (Gaultheria
procumbens) sobre sorovares de Salmonela spp de interesse clinico veterinario.
Através de uma série de testes laboratoriais, incluindo a determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e
teste de disco-difusédo, foram obtidos resultados significativos que demonstram o
potencial destes 6leos essenciais como agentes antimicrobianos.

Os ensaios realizados mostraram que ambos 0s 6leos possuem atividade
inibitéria e bactericida contra os sorovares testados, com variacdes na eficacia
dependendo da concentracao e da combinacdo dos 6leos. A combinagédo dos 6leos
essenciais em alguns casos apresentou uma sinergia que aumentou a eficacia
antimicrobiana, sugerindo que a utilizacdo combinada pode ser uma estratégia
promissora no combate a patdégenos de interesse veterinario. Os testes de disco-
difusdo revelaram que as zonas de inibicdo variaram de 6 cm a 12 cm dependendo
do tratamento e da cepa de Salmonella, indicando uma atividade antimicrobiana
variavel, mas presente.

Estes resultados sdo particularmente relevantes para a pratica clinica
veterinaria, onde a infeccéo por Salmonella pode causar doencas graves em animais
e representar um risco para a saude publica. O uso de 6leos essenciais como
alternativa ou complemento aos métodos convencionais de controle de patdgenos
pode contribuir para a saude animal e para a reducao do uso de antibiéticos, mitigando

assim o problema da resisténcia antimicrobiana.
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