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RESUMO

Majolo, Claudia. Atividade antimicrobiana do Oleossencial de plantas
condimentares/medicinais frente a diferentes soesvdeSalmonella enterica
Orientador: Vladimir Pinheiro do Nascimento

O estudo objetivou avaliar a atividade antibactexjan vitro, dos Oleos essenciais de
erva cidreira I(ippia alba (Mill) NEBr), hortela-pimenta Nlentha x piperital.),
alfavaca-cravo @Qcimum gratissimuni.), acafrdo Curcuma longalL.) e gengibre
(Zingiber officinale Roscoe) cultivados nas condicdes de Manaus/AMtdren 20
amostras desalmonella entericasoladas de frango resfriado, carne mecanicamente
separada de frango, farinha de visceras e fariehaathe e ossos. A concentracao
inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericidanima (CBM) foram determinadas
empregando-se o método de microdiluicdo. Os Olewant analisados quanto a
composicao quimica através de cromatografo a gigsaato ao espectrometro de massa
(CG-EM). Além da atividade dos 6leos essenciaiesisténcia a antimicrobianos
farmacos também foi avaliada através da técnicaliseo-difusdo. Os compostos
majoritarios foram: para o oleo depia alba(Mill) NEBr) (carvona 61,7% e limoneno
17,5%), Mentha x piperitaL. (mentol 27,5%, mentofurano 22,5%, pulegona %,8
acetato de metila 12,5% e mentona 11@gimum gratissimunk.. (eugenol 43,3% e
1,8-cineol 28,2%)Curcuma longd.. (ar-tumerona 17,9%, alfa-tumerona 14,6% e 1,8-
cineol 14,2%) e par&ingiber officinale Roscoe (geranial 23,9%, neral 17,2%, 1,8-
cineol 16,0% e canfeno 11,4%). Os resultados desttiedo permitiram evidenciar a
superioridade da atividade dos 6leod gmia alba (Mill) NEBr, Ocimum gratissimum

L. e Zingiber officinaleRoscoe (média das CIM’s de 4821 a 5750 pg/mL eants
CBM’s de 6190,5 a 6500,1 pg/mL) frente as salmanislaladas, em comparacdo aos
Oleos deMentha x piperitalL. e Curcuma longal., demonstrando o potencial como
agente antibacteriano natural destas trés espéepte a diferentes sorovares do
patogeno avaliado. Todos os isolados apresentaesigténcia a pelo menos dois
agentes antimicrobianos. Os isolados foram frequeste resistentes a estreptomicina
(95%), acido nalidixico (75%) e gentamicina (70%8emsiveis a norfloxacina (45%),
ciprofloxacina (20%) e cloranfenicol (20%). Entre 20 amostras d&almonella
entericaforam identificados oito sorovares diferentes qu@dominio daSalmonella
Mbandaka,SalmonellaEnteritidis, SalmonellaAgona e SalmonellaSchwarzengrund,
sendo que os sorovares Mbandaka e Enteritidis favangue apresentaram maior
resisténcia aos farmacos antimicrobianos. A resigéantimicrobiana significativa
verificada em diferentes sorovares 8Salmonella entericandica que estratégias de
prevencdo devem ser adotadas, como estudos eplidgimis e uso consciente de
antimicrobianos tanto na alimentacdo animal, quamotratamento de pacientes,
visando minimizar o aparecimento de sorovares amdia resistentes ou resistentes a
principios ativos atualmente eficazes. Neste sentid Oleos essenciais @ximum
gratissimuniL., Lippia alba(Mill) NEBr e Zingiber officinaleRoscoe, representam uma
alternativa para o controle d8almonella enterica entretanto, demais estudos
abordando o sinergismo com carne de frango e fasidk origem animal sdo indicados.

Palavras-chave: 6leo essencial, atividade antimiana, Salmonella resisténcia
antimicrobiana.



ABSTRACT

Majolo, Claudia. Antimicrobial activity of the egg&l oil of medicinal plants against
serovars oSalmonella enterica
Advisor: Vladimir Pinheiro do Nascimento

The study aimed to evaluate the antibacterial #gtim vitro of the essential oils of
cidreira Lippia alba (Mil) NEBr), peppermint lMentha x piperital..), alfavaca-cravo
(Ocimum gratissimurh.), turmeric Curcuma longd..) and ginger Zingiber officinale
Roscoe) grown under conditions of Manaus / AM froh20 samples ofalmonella
entericaisolates from chilled poultry, mechanically sepedachicken meat, meat and
bone meal and poultry viscera meal. Minimum inlkjit concentration (MIC) and
minimum bactericidal concentration (MBC) were detered employing a
microdilution method. The oils were analyzed foreriical composition by gas
chromatography coupled with mass spectrometry (G&)-:MBesides the activity of
essential oils, the resistance to antimicrobiabdrwas also assessed by disk diffusion
technique. The major compounds were:Lfgapia alba (Mil) NEBr oil (carvone 61,7%
and limonene 17,5%)Mentha x piperitaL. (menthol 27,5%, menthofuran 22,5 %,
pulegone 12,8 %, methyl acetate 12,5% and menth&fe Ocimum gratissimunt.
(eugenol 43,3% and 1,8-cineole 28,2@)rcuma longa.. (ar tumerona 17,9%, alpha-
tumerona 14,6% and 1,8-cineole 14,2%) atidgiber officinale Roscoe (geranial
23,9%, neral 17,2%, 1,8-cineole 16,0% and camphéno). The results of this study
showed the superiority activity aippia alba(Mil) NEBr, Ocimum gratissimurh. and
Zingiber officinaleRoscoe oil (CIM's average from 4821 to 5750 andvGBaverage
from 6190.5 to 6500.1 pg/mL) againSalmonellaisolated compared tdentha x
piperita L. and Curcuma longal. oils, demonstrating the potential as natural
antibacterial agent of these three species agdiffsrent serovars of the pathogen
evaluated. All isolates were resistant to at l&ast antimicrobial agents. The isolates
were often resistant to streptomycin (95%), nal@acid (75%) and gentamicin (70%)
and sensitive to norfloxacin (45%), ciprofloxac20%) and chloramphenicol (20%).
Among the 20 strains dbalmonella entericaerovars were identified eight different
with a predominance ofalmonellaMbandaka,SalmonellaEnteritidis, Salmonella
Agona andSalmonellaSchwarzengrund, and the Enteritidis and Mbanda&kavars
showed the highest antimicrobial resistance. Tlgaifstant antimicrobial resistance
occurs in different serovars &almonella entericandicates that prevention strategies
should be adopted, such as epidemiological stuahidsconscious use of antimicrobials
both in animal feed, as in the treatment of pasi@ntorder to minimize the emergence
of even more resistant serovars or resistantcthioently effective active principles. In
this sensgthe essential oil o©Ocimum gratissimunt.., Lippia Alba (Mill) NEBr and
Zingiber officinale Roscoe represent an alternative for the controlSaimonella
entericg however, other studies addressing the synergisimalvicken meat and animal
meal are indicated.

Keywords: essential oil, antimicrobial activityalmonellaantimicrobial resistance.
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INTRODUCAO

As doencas transmitidas por alimentos (DTA"s) teto foco de discussdes nos
altimos anos, devido a preocupacdo mundial comatégfias que permitam seu controle
e, consequentemente, garantam a oferta de proskegosos ao mercado consumidor. A
Salmonellasp. € um dos micro-organismos mais amplamentghdiglos na natureza,
sendo o0 homem e 0s animais seus principais reéepng&haturais, e considerado como
um dos principais agentes envolvidos em surtos migera alimentar em paises
desenvolvidos (SHINOHARA et al., 2008).

Esse aumento da incidéncia da salmonelose provogama alimentos
contaminados demonstra que, na atualidade, apessr atancos tecnoldgicos
alcancados, este problema ainda ocorre mundialnserido as aves e bovinos 0s
pricipais responsaveis pela disseminacdo desse¢eagaiogénico (SHINOHARA et al.,
2008).

O géneroSalmonellarepresenta um grupo altamente adaptavel de bacilos
Gram-negativos, com sorotipos intimamente relaclosa e muitas vezes
potencialmente patogénicos tanto para homens qaantais (YAN et al., 2003).

Salmonella enteric& considerada a espécie patogénica do gé&ermonella
sendo que, a maioria dos patbgenos humanos eneg@dean um Unico grupo,
denominado como uma Unica subespé8iatmonella entericasubespécieenterica
(MADIGAN et al., 2010) e as graves infeccbes caasgubr esse micro-organismo Sao
em sua maioria de origem alimentar e se apresecam gastroenterites (YAN et al,
2003).

Além dos alimentos, as matérias-primas e as rag@@mais também
representam uma ameaca, ja que podem se tornas fiodiretas de contaminacéo para
0s seres humanos apds o consumo de alimentos gamoanimal (DAVIES et al.,
2000)

O aumento de infec¢des alimentares provocadas pelosipos deSalmonella
sp. ocorre principalmente devido ao desenvolvimed® novas caracteristicas
especificas, tornando-as capazes de se adaptarualguer condicdo ambiental e
apresentar resisténcia a antibiéticos, que apates® uma grande preocupacdo de
saude para os consumidores revelando que a infpoggmarte destas salmonelas, tem
desempenhado um papel vital para o aumento dadexdoencas transmitidas por
alimentos (BAJPAL et al., 2012).
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Mesmo em paises industrializados o problema da& & crescente, sendo a
principal causa disso, 0 excessivo uso de antdoigtem ragdes animais e também no
erro de prescricdo médica e veterinaria para @nranto de infecgcdes bacterianas
(CRUCHAGA et al.,, 2001) o que vem contribuindo paraumento da resisténcia
bacteriana.

A resisténcia bacteriana é um problema que constiha preocupacdo global
séria. O maior risco para a saude do consumidoequelve a utilizacdo de antibioticos
em animais ndo é dada pelos residuos, mas peloviddégeento de resisténcia em
bactérias dos mesmos animais, e pode levar a fakhderapéutica veterinéria, bem
como o risco de transferéncia de bactérias resgstatos animais ao homem ou genes
portadores de informacéo que codificam a resist§ifdO, 2004).

Salmonelas resistentes a antimicrobianos representma grave ameaca,
porque podem comprometer o tratamento eficaz deoselose humana, e pessoas
infectadas com cepas resistentes aos antibiotimsngis propensas a sofrer um efeito
adverso a saude, como doenca prolongada, aumentgraladade da doenca,
hospitalizacdo ou morte, em comparacdo aquelastaofes com cepas sensiveis
(COOK et al. 2009).

Neste sentido, o uso de aditivos alimentares queeatem a seguranca
microbiolégica é de grande interesse para a indude alimentos, entretanto, 0 uso
inadequado de antibioticos faz com que micro-osyans patogénicos apresentem
resisténcia a medicamentos, havendo a necessidaaevds antimicrobianos de fontes
naturais (SARTORATTOet al, 2004) como os 6leos essenciais, que vém sendo
largamente utilizados desde a idade média em ditseplicacdes nos mais diferentes
ramos das industrias farmacéutica, sanitaria, ciicmegricola e de alimentos, sendo
que dentre as atividades bioldgicas dos Oleos ess®ndestaca-se a bactericida
(BAKKALI et al., 2008). Portanto, o uso de Oleossa&sciais como agentes
antimicrobianos naturais em produtos alimentaredepser considerado como um
adicional determinante para aumentar a seguramceida de prateleira dos alimentos
(EBRAHIMI et al., 2008).

Os 6leos essenciais de condimentos podem ter neotmponentes, sendo 0s
compostos fendlicos os principais responsaveisspaiapriedades antimicrobianas. Os
compostos fendlicos sédo hidrofébicos e o0 seu diticacdo € a membrana celular da
célula microbiana. Esses compostos se acumulamigsnéda lipidica causando

desarranjo na funcdo e na estrutura da membrananetram a célula bacteriana,
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exercendo atividade inibitéria no citoplasma celuf@ovocando lise e liberacdo do
ATP intracelular (WALSH et al., 2003).

Diversos trabalhos comprovaram a atividade antobiana frente a diferentes
sorovares dé&almonelladas plantad.ippia alba (Mill) NEBr (AQUINO et al., 2010;
FABRI et al., 2011, MACHADO et al., 2012Mentha x piperitaL. (ISCAN et al.,
2012, VALERIANO et al., 2012) &cimum gratissimurh. (NAKAMUTA et al., 1999,
ADEBOLU; OLADIMEJI, 2005, MATASYOH, 2007; ALO et g12012) e dos rizomas
de Curcuma longal.( FRANCO et al., 2007; PERET-ALMEIDA et al., 2Q08
RATTANACHAIKUNSOPON & PHUMKHACHORN, 2010) e d&ingiber officinale
Roscoe (SA-NGUANPUAG, 2011; YOUSUFII, 2012; AHMERQ12)..

Baseado nestes aspectos o0s objetivos do trabaliam:fol. Identificar os
sorovares deSalmonella entericgoresentes em amostras de frango resfriado, carne
mecanicamente separada de frango e farinhas denorapimal; 2. Determinar a
Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e a Concedtdnibitoria Minima (CIM) de
Oleos essenciais de plantas condimentares/medicingpia alba(Mill) NEBr, Mentha
X piperitaL., Ocimum gratissimurh.., Curcuma longd.. e Zingiber officinaleRoscoe)
cultivadas nas condicdes de Manaus/AM frente amladses deSalmonella enteriga3.
Determinar a composi¢do dos 0leos essenciais dwalial. Avaliar a resisténcia dos
diferentes sorovaresle Salmonella entericdsolados frente a agentes farmacos

antimicrobianos.
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REVISAO DE LITERATURA

Salmonella sp.

Pertencentes a familia das enterobactérias, asoselas sdo mdveis (com
excecdo deSalmonellaPullorum eS Gallinarum), anaerobios facultativos e podem
crescer em uma temperatura entre 5-45°C com é8mpdratura de 35-37°C. Possuem
habilidade de crescer em pH baixo e geralmente sswiveis ao aumento da
concentracdo salina (BHUNIA, 2008).

O grupo das salmonelas € dividido em duas esp&aémonella entericaque €
dividida em seis subespéciesSalmonella bongoriMuitos isolados de humanos e
animais de sangue guente pertencem a subespétigonella entericasubespécie
enterica Outras subespécies @&almonella entericae Salmonella bongoriocorrem
normalmente em animais de sangue frio e sdo de lpatogenicidade (JAY, 2005).
Uma terceira espécie foi descrita e isolada de adinento de regibes aquiferas,
denominada deSalmonella subterrdneademonstrando alta similaridade com a
Salmonellabongori através de sequenciamento de DNA ribossomal (SHEEIODNA
et al., 2004).

Seus principais reservatorios sdo 0s animais, aégager alimento de origem
animal pode ser uma fonte de infeccdo para o hormemo carnes de aves, bovinos,
ovos, leite e seus subprodutos além da possivesfai@ncia da contaminacdo de
produtos de origem animal por falta de higiene plastas processadoras e cozinhas
(ACHA & SZYFRES, 2003).

Segundo Scallan (2011), estima-se que de 200@& 20n milhdo de casos de
salmoneloses foram reportados anualmente nos Bstinidos, sendo a bactéria mais
envolvida em hospitalizagcbes e mortes, revelandonportancia e gravidade das

intoxicacdes alimentares provocadas aimonellasp.

Em 2010, a Unido Europeia reportou um total de516@rtos de salmonelose
humana de origem alimentar, correspondendo a 3dG%otal de surtos alimentares
reportados naquele ano (EFSA, 2012).

No Brasil, de 2000 a 2011 ocorreram 8.663 surtoxiafeccdes alimentares
em humanos, dos quais foram identificados 3.927ntageetiolégicos, sendo a
Salmonellasp., responsavel por 42,28% dos casos (SVS, 2011).
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Dentre os alimentos de origem animal relatadosnvoleimento em surtos por
Salmonelladestacam-se: a carne de frango, a carne bovindna, 0s pescados, 0s
lacteos e os ovos em respectiva ordem de impoaawmwno fontes de contaminacao
(MMRW, 2006).

As matérias-primas e as ra¢des animais tambémseem uma ameaca, ja
que podem se tornar fontes indiretas de contanonpa#a os seres humanos apos o
consumo de alimentos de origem animal (DAVIES et aD00), por isso, o0
monitoramento e controle da contaminacaoSamonellasp. em racfes animais e suas
matérias primas sdo de fundamental importanciaipgraedir essa via de contaminacao
(ANDREATTI, 2007; RICHARDSON, 2005).

As racbes denominadas “pet foods”, também reprasenim risco ao ser
humano, quando ndo sédo tomados os devidos cuidqdasto a estocagem e
manipulacéo deste produto (BEHRAVESH, 2010).

A contaminagdo de ragOes p8Salmonellasp. pode ocorrer em funcdo das
matérias-primas, falhas no processamento na fabdearacbes ou durante o
armazenamento, indicando-se o emprego de compastiosicrobianos e de estratégias
de gestéao, visando o controle deste sério prob{BALIOROWSKI et al., 2006).

Agentes antimicrobianos

Para o controle de doencas infecciosas sao neilcsssampostos quimicos que
permitam 0 seu uso interno e a descoberta e ddsengato de farmacos
antimicrobianos desempenharam importantes papei® taa medicina clinica e
veterinaria, bem como na agricultura. Sua clasgifio ocorre de acordo com estrutura
molecular, mecanismo de acéo e espectro de ate/idMADIGAN et al., 2010).

Dentre os principais agentes farmacos antimicralsaemos:

Quinolonas: Sao agentes antimicrobianos que im&anfe com o acido
desoxirribonucleico (DNA) girase bacteriana, impeldi seu superenovelamento. A
DNA girase torna a molécula de DNA compacta e Igiclamente ativa. Ao inibir essa
enzima, a molécula de DNA passa a ocupar grandeEesm interior da bactéria e suas
extremidades livres determinam a sintese descadtaalle acido ribonucleico (RNA)
mensageiro e de proteinas, determinando a mortbad#érias. Dentre as quinolonas e
fluoroquinolonas, temos o acido nalidixico, ciposficina e norfloxacina
(MADINGAN et al., 2010; ANVISA, 2007).

Antibidticos que afetam a sintese proteica:



18

Sdo antibidticos que interagem com os ribossomgsedindo a traducao
(MADINGAN et al., 2010).

Estreptomicina e Gentamicina (Aminoglicosidedskgstreptomicina foi
0 primeiro aminoglicosideo obtido a partir do furfoeptomyces griseusn 1944. Os
aminoglicosideos ligam-se a fracdo 30S dos ribossomibindo a sintese proteica
(inibe a iniciacdo da cadeia proteica) ou produziptbteinas defeituosas. S&o ativos
contra bactérias Gram-negativas aerébias e algstagilecocos (TRABULSI, 2008;
MADINGAN et al., 2010)

Cloranfenicol: se liga a subunidade 50S do riboss inibindo a sintese
protéica da bactéria (elongacéo da cadeia protdcpjincipalmente bacteriostatico e o
crescimento microbiano recomeca quando se inteoanpdministracdo (JAWETZ,
2005; MADINGAN et al., 2010).

Tetraciclinas: Ligam-se, de maneira reversivel,p@c¢do 30S do
ribossomo, bloqueando a ligagdo do RNA transportadgpedindo a sintese proteica
(elongacéo da cadeia proteica). Em geral, a aghiboima e revertida com a suspensao
do farmaco e inibe tanto bactérias Gram-positiva®a negativas (JAWETZ, 2005;
MADINGAN et al., 2010).

Segundo Onwuezobe & Oshun (2012), sendo as salaspnpatdégenos
intracelulares facultativos, a erradicacdo -efetivalitas vezes exige farmacos
antimicrobianos com atividade intracelular. Tréapgs de farmacos antimicrobianos
tem sido utilizados para o tratamento de salmosslos

1. O grupo mais antigo utilizado sdo as drogas ndoraiveis como a neomicina e
colistina;

2. Mais tarde, drogas absorviveis comecaram a seradi#s, sendo de amplo
espectro apesar da pouca atividade intracelularpicima, amoxicilina,
cloranfenicol, tetraciclina e clotrimazol;

3. Novas drogas absorviveis e com poderosa atividatracelular como as
fluoroquinolonas (norfloxacina, ofloxacina, fleraxaa e ciprofloxacina). As
fluoroquinolonas tém sido usadas recentemente, reasléncias de suas

efetividades clinicas e bacterioldgicas ainda séaibddas.

Resisténcia antimicrobiana deéSalmonella
A resisténcia antimicrobiana consiste na capaei@aduirida por um organismo

de resistir aos efeitos de um agente quimioteramooqual ele era suscetivel. Este
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mecanismo pode justificar a presenca de genes icatbfes de resisténcia a
antimicrobianos, codificada quer pelo cromossomo pmlasmideo e pode ser
disseminada entre 0s micro-organismos por tramsf&xéde forma horizontal
(MADIGAN et al., 2010).

O problema de resisténcia dos micro-organismosatsicrobianos comegou a
ser discutido na década de 70, quando médicos fdoapados a abandonar suas
conviccbes de que, com a ampla oferta de agentesi@obianos existente, todas
infeccdes bacterianas eram trataveis (LOWY, 2088)almente, tem se tornado um
assunto amplamente estudado em diferentes génacteribnos, principalmente com
relacdo a micro-organismos responsaveis por zosneseno no caso daalmonella
merecendo atencao especial em funcéo do riscoalgasmissdo aos seres humanos
(RIBEIRO et al., 2006).

O aumento no uso indiscriminado de antibidticoseridos no processo de
producdo de alimentos de origem animal, pode furacicomo uma ferramenta de
selecdo para alguns sorovares 8almonella e para a resisténcia desses aos
antimicrobianos. Assim, além do monitoramento amst com identificacdo dos
sorovares desse patdgeno ao longo da cadeia decampdambém é importante avaliar
a resisténcia aos antibidticos para verificar sadudisicdo e disseminacdo desse perfil
(EFSA, 2008).

A resisténcia antimicrobiana pasalmonellaentericaesta sendo verificado em
varios paises nos ultimos anos, 0 que é preocuparnjeeS. enterica uma das causas
mais comuns de gastrenterite humana em todo o m(RMEEIRO et al. 2011). E
percebe-se uma preocupacdo crescente ao longoltduesi30 anos em relagdo a
emergéncia mundial de fendtipos multirresistenta@seeos sorovares dB. enterica
comoS. Typhimurium,S. Enteritidis eS. Newport (HUR et al., 2012)

Uma preocupacao especial é o surgimento, entr@asiselas, de resisténcia as
quinolonas, fluoroquinolonas ou cefalosporinas dpeetro estendido, acarretando a
necessidade de monitoramento de sua resisténciavalgncia em alimentos, e por
causa das implicacdes de um potencial de propagkecaocro-organismos resistentes a
saude publica. A implementacdo de normas sanitaigeeosas na industria de
alimentos, controle rigoroso de agentes antimiamds na inddstria pecuéaria,
diagndstico rapido e tratamento adequado séao immed ferramentas para reduzir

significativamente a carga global de salmonelod¢RHét al., 2012).
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O elevado numero de salmonelas como por exe@pimteritidis resistentes a
antimicrobianos encontradas no Sul do Brasil indiczecessidade de uso prudente de
farmacos antimicrobianos para diminuir o desenvodrito e disseminacdo de
resisténcia aos antibiéticos (OLIVEIRA et al. 200%)sta resisténcia entre as bactérias
presentes em frangos pode causar inUmeros probtenag€uticos, de saude publica e
para 0s consumidores, como potenciais veiculos rdecgdes alimentares por
Salmonellaesistente (SINGH et al. 2013).

Plantas condimentares/medicinais como antimicrobiass

Atualmente, a contaminag¢ao microbiana tem se tornath grande preocupacao
para a industria de alimentos, principalmente cefacfo ao uso de preservantes
quimicos, que podem muitas vezes ser substituidosalpernativas naturais, menos
prejudiciais a saude e muitas vezes mais viavaramicamente (VIUDA-MARTOS
et al., 2008). Alimentos com altos niveis de conservantas peducdo da carga
microbiana sdo indesejaveis, e a pressao por gasteonsumidores se volta para uma
producdo maior de alimentos frescos, que possuaisengantes naturais e com uma
maior garantia de seguranca (FORSYTHE, 2002).

A busca por garantias de seguranga alimentar e onotantemente o
atendimento as demandas para conservacao e gealidadimpulsionando a pesquisa
para o desenvolvimento de métodos alternativos pammservacdo de alimentos. Essas
crescentes demandas abrem novas perspectivas pm@a @de conservantes naturais,
dentre eles, os derivados de plantas (TIWARI e2809) como as plantas medicinais e
0s condimentos.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OME9), plantas
medicinais séo todas as plantas que contém em umaiude seus O0rgaos substancias
que podem ser utilizadas com propdsitos terapé&utizo que sejam precursoras de
semi-sintese quimicofarmacéutica.

Ja condimentos ou temperos, segundo a ResoluclidlP& n° 12, de 1978, sdo
produtos constituidos de uma ou diversas substasépidas, de origem natural, com
ou sem valor nutritivo, empregado nos alimentos cofim de modificar ou exaltar o
seu sabor. Especiarias ou condimento vegetal -odupy de origem vegetal que
compreende certas plantas ou parte delas, queamcsunbstancias aromaticas, sapidas,

com ou sem valor alimenticio. O condimento vegekalacordo com a sua composicao,
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pode ser simples, quando constituido por uma esjgegenuina e pura, € misto quando
constituido da mistura de especiarias (BRASIL, 1978

Originalmente utilizadas para alterar ou melhoraaleor dos alimentos, as ervas
e especiarias possuem metabdlitos secundarios, cosnddleos essenciais que
desempenham papel protetor de plantas contra agénfecciosos como bactérias
(BAKKALI et al., 2008), e depois de identificadasas atividades antimicrobianas,
podem ser utilizados como alternativas na conséovde alimentos (AURELI, 1992).

O numero significativo de estudos sobre a utilivagé 0leos essenciais e seus
componentes contra bactérias multirresistenteg;ando potencial excepcional destes
produtos naturais para limitar o desenvolvimentoret@sténcia antibacteriana. Além
disso, o uso de Oleos essenciais e seus componemtescombinacdo com o0s
antibioticos podem aumentar a susceptibilidadecbiacta, limitando assim a resisténcia
(FALEIRO & MIGUEL, 2013).

A atividade antimicrobiana dos Oleos essenciaiga ebgada a sua
hidrofobicidade, que permite-lhes a associacadipmsos da membrana celular e das
mitocondrias, tornando-a permeavel e causando gedda conteudo das células.
Algumas condic¢bes fisicas melhoram a acéo antiti@na de 6leos essenciais como o
baixo pH, baixa temperatura e baixos niveis deémia O sinergismo favoravel a acédo
de dleos essenciais também tem sido observado difgrentes componentes como:
carvacrol e o seu precursor de p-cimeno e entren@ideido e eugenol, além da
potencializacdo de atividade dos componentes eatiag8o a métodos de preservacao
leves. Alguns componentes dos 6leos essenciaitegdbmente aromas registados na
Unido Europeia e Estados Unidos e efeitos orgatiotép indesejaveis podem ser
limitados por uma selecéo cuidadosa de 6leos ded@acom o tipo de alimento (BURT,
2004).

Os Oleos essenciais sdo extremamente varidveistoquarsua ComposiGao
quimica, sendo considerados uma fonte rica das anassas estruturas (por exemplo,
existem mais de 12.000 alcaléides conhecidos, n&i8.000 compostos fendlicos e
mais de 25.000 terpenodides diferentes), muitosqi@és comprovadamente possuem
propriedades antimicrobianas fortes (RADULOVIK dt, £2013). A composicéo
variavel dos 6leos essenciais, pode ocorrer pduéntia de diversos fatores como
clima, solo, regido geografica, fotoperiodo, estade desenvolvimento, estresse ou
idade da planta (MATTOS et al., 2007; OLIVEIRA dt, 2012) sendo que esta
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variacdo pode aumentar ou diminuir a resposta gicdd(SANTOS et al., 2004; BURT,
2004), dependendo portanto, do local de cultivoedg®cies vegetais.

Caracteristicas das espécies estudadas

Curcumalonga L. (agafréo)

Curcuma longa.. conhecida popularmente como acafrdo ou acafadimdia, €
uma planta herbacea anual, aroméatica e de follzaslgs. As raizes terminam em um
rizoma eliptico, de onde partem varios rizomas mesoCada rizoma mede até 10
centimetros de comprimento e quando cortados mmostn@a superficie vermelho
alaranjada. Tem cheiro forte e agradavel e salmnéaico e picante. Originaria da
india é cultivada em todo mundo tropical (LORENZMATOS, 2002).

Na medicina tradicional chinesa, a clUrcuma tem sidada para ajudar na
digestéo e funcdo hepatica, aliviar dores da ertrigular a menstruacéo, tratar eczema
e feridas, reduzir inflamacdes e, atualmente, tédo wsitilizada na prevencédo e
tratamento de cancer (MATOS, 2002).

Da sua raiz seca e moida se extrai o po, utilizedoulinaria como condimento
ou corante de cor amarela e brilhante, e no preparomedicamentos. Em sua
composicao quimica, o principal constituinte € ecemina, possuindo também dleos
essenciais de excelente qualidade técnica e oegatical, que juntos possibilitam
estender sua utilizacdo também aos mercados dengeié e téxtil (CECILIO FILHO,
2000).

Estudos demonstram que o Oleo essenci&@uteuma longd.. apresenta poder
antimicrobiano em potencial contra diferentes pandg alimentares incluindo
diferentes sorovares dgalmonella(FRANCO et al., 2007; PERET-ALMEIDA et al.,
2008; RATTANACHAIKUNSOPON & PHUMKHACHORN, 2010).
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Figura 1. Rizomas d€urcuma longa Lcultivada no Setor de Plantas Medicinais da
Embrapa Amazonia Ocidental, Manaus, AM.

Lippia Alba (Mill) N.E.Br. (erva-cidreira)

Lippia Alba (Mill) N.E.Br. € um subarbusto de morfologia vag§ nativa em
todo territério brasileiro. Seus ramos sdo finayrenquicados, arqueados, longos e
guebradicos. As folhas séo inteiras, opostas, d#obserreados e apice agudo, de 3 a 6
centimetros de comprimento (LORENZI & MATOS, 200€pnhecida popularmente
como erva-cidreira, suas folhas e raizes sdoad#ig na medicina popular sob diversas
formas no tratamento de doencas gastricas, antifpisé como analgésico e sedativo
(HEINZMANN; BARROS, 2007), além de possuir ativiéad antibacterianas e
antifungicas (TAVARES et al., 2011).

Verificou-se promissor potencial antimicrobiano@eo essencial e de extratos
de erva cidreiral(ppia alba (Mill) N.E.Br) frente aSalmonellasp. (AQUINO et al.,
2010; FABRI et al., 2011). Machado et al. (2012nkkém constataram excelente
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de eigeeira frente a micro-organismos
responsaveis por deterioracdo e doencas transmipda alimentos, dentre eles,
SalmonellaCholeraesuis.
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Figura 2.Lippia Alba (Mill) N.E.Br. cultivada no Setor de Plantas Medas da

Embrapa Amazénia Ocidental, Manaus, AM.

Mentha x piperita L. (hortela-pimenta)

Mentha x piperitaL. € uma erva aromatica, anual ou perene de ntareenos
30 centimetros de altura. Originaria da Europa #oaultivada em todas as regides do
Brasil (LORENZI & MATOS, 2002). Foi verificada nai atividade antibacteriana
para Escherichia coli quando comparada a outras bactérias avaliadasgade
moderada par&almonellaEnteritidis eEnterobacter sakazak{iVMALERIANO et al.,
2012).

Iscan et al. (2002) verificou moderada atividadente a Salmonella
Typhimurium e constatou por bioautografia que o twleseria 0 responsavel pela

atividade antimicrobiana do 6leo essencial degia@s.
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Figura 3.Mentha x piperitaL. cultivada no Setor de Plantas Medicinais da E&p&®

Amazonia Ocidental, Manaus, AM.

Ocimum gratissimum L. (alfavaca-cravo)

Popularmente conhecido como alfavaca, alfavacascralfavaca cheirosa,
alfavaca da América entre outras denominac@@smum gratissimumL. € um
subarbusto anual e aromatico, ereto, muito randificde 30 a 50 centimetros de altura.
Nativo da Asia tropical e introduzido no Brasil petolonia italiana (LORENZI &
MATOS, 2002). E muito cultivada em quase todo Brpsra fins condimentares e
medicinais, sendo inclusive comercializada na fofresca em feiras e supermercados
utilizada principalmente no combate a dores degalfebre, diarreia, pneumonia além
de ser efetivo contra infeccbes bacterianas e ipmsamtestinais (LORENZI &
MATQOS, 2002; PRABHU et al., 2009).

Diversos estudos comprovaram atividade antibacizride 6leos essenciais e
extratos deOcimum gratissimunt.. (alfavaca-cravo), frente a diferentes sorovates
Salmonella como SalmonellaEnteritidis (NAKAMUTA et al., 1999),Salmonella
Typhi e SalmonellaThiphimurium (ADEBOLU; OLADIMEJI, 2005) eSalmonella
Typhi (MATASYOH, 2007; ALO et al., 2012).



Figura 4.0cimum gratissimurh. cultivada no Setor de Plantas Medicinais da Ep&®

Amazonia Ocidental, Manaus, AM.

Zingiber officinale Roscoe (gengibre)

Zingiber officinaleRoscoe é uma erva rizomatosa, ereta, com cerc@ de Se
altura. Folhas simples, invaginantes, de 15 a &@metros. Possui rizoma ramificado,
de cheiro e sabor picante, agradavel (LORENZI & NDS] 2002).

E uma planta nativa da Asia e é amplamente utdizzmino uma especiaria da
culinaria além de ser bem conhecido na medicirthcicnal para o estdbmago, diarreia,
nauseas, como um auxiliar da digestdo, e como yovade para o tratamento de
condi¢cbes inflamatdrias, tais como osteoartritertétea reumatoide (YADAV et al.,
2012).

Estudos realizados com seus 0Oleos essenciais &aosxle gengibre frente a
diversos patégenos alimentares verificaram exceleatividade antimicrobiana,
incluindo atividade contra diferentes sorovares S#émonella(SA-NGUANPUAG,
2011; YOUSUFII, 2012; AHMED, 2012).
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Figura 5. Rizomas de&ingiber officinale Roscoe cultivada no Setor de Plantas

Medicinais da Embrapa Amazoénia Ocidental, Manah4, A
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Abstract

This study aimed to evaluate the antibacterialvdgtin vitro of essential oils from
Lippia alba (Mill) NEBr (L. alb@, Mentha x piperitaL.(M. piperita) and Ocimum
gratissimumL. (O. gratissimurjh grown under conditions of Manaus / AM / Brazil
against 20 strains ofalmonella entericasolated from different sources based in
poultry and animal meal. Minimum inhibitory concetion (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) were determinethgghe microplate method. The
oils were analyzed for the chemical compositiongag chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS). The variation in theigalof MIC and MBC was small,
standing in the range from 2500 to 10000 pg/mLM&€ and 5000 to 10000 pg/mL for
MBC for the specie. gratissimumand L. alba For M. piperita, the interval of
variation was from 40000 to 16000 pg/mL for MIC anaim 40000 to 320000 pg/mL
for MBC. The results of this study showed the sigugy of the activity of O.
gratissimumand L. alba oils againstSalmonella entericaisolated from different
matrixes in comparison withl. piperitaoil, revealing the potential of these two species
as a natural antibacterial agent against diffesendvars of the pathogen evaluated.
Keywords: Lippia Alba (Mill) NEBr, Mentha x piperital., Ocimum gratissimunt.,

Salmonellaessential oil.

INTRODUCTION

Salmonella entericas recognized as one of the most common causes of
bacterial foodborne diseases, and most of the tiofex caused bySalmonellaare
attributed to the consumption of contaminated fooflsanimal origin (HUR et al.,
2012).
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According to Scallan (2011), it is estimated tliatn 2000 to 2008, one million
of cases of salmonellosis were reported each yetrel United States, being the most
involved bacteria in hospitalizations and deatbsgaling the importance and severity
of food poisoning caused 8almonellasp.

In 2010, the European Union reported an amourit605 outbreaks of human
foodborne salmonellosis, corresponding to 30,5%hefamount of foodborne illnesses
reported that year (EFSA, 2012).

In Brazil, from 2000 to 2011, 8.663 outbreakgawfdborne infections occurred
in humans, of whom were identified 3.927 etiologiagents, andsalmonellasp. is
responsible for 42,28% of the cases (SVS, 2011).

Besides the control of food production, the mammig of raw material used to
manufacture animal feed, like meat and bone meakthe constant (ANDREATTI,
2007; RICHARDSON, 2005). Animal feed can be contated bySalmonellasp., due
to the raw material that is used and errors duttvegindustrial processing or in storage.
Antimicrobial compounds and management strategigst ive used in the control of this
contamination (MACIOROWSKI et al., 2006).

According to the current tendency for the valarma of the natural and
renewable resources, the use of antimicrobial camg@® of natural sources, particularly
in food and biomedical applications, becomes veggudent (LUCERA et al., 2012).

The use of food additives that increase the miofobical safety is of great
interest for the food industry, however, the inappiate use of antibiotics makes the
pathogenic microorganisms develop resistance toiamed (SARTORATTO et al.,
2004). There has been a growing concern througheutast 30 years in relation to the
worldwide emergency of multi-resistant phenotypesag Salmonellaserotypes, like
S Typhimurium,S. Enteritidis ands. Newport (HUR et al., 2012).

The condimentar plants, known as spices, are usddod with seasoning,
however, they can also be used as preservatifesan after the antimicrobial activities
are identified (AURELLI, 1992).

The use of plants as medicine came with the zafilon process and represents a
potential source to pharmacology resources, jusgifithe inclusion of extracts and
essential oils to animal food due to the low tayithey present, traditionally used as
seasoning or spices (BRUGALI, 2003).

The essential oil content and chemical composiéangenetic and can also be

influenced by the environment, stage of developnagck plant age (OLIVEIRA et al.,
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2012). So, these essential oil composition chargges influence the antimicrobial
effect.

Numerous manifestations, as reported by Liverni@0@7), show and justify the
need of reducing the use of antimicrobials, leadimg use of them as accurate as
possible and adopting more, effective prophylaatitons.

Promising antimicrobial potential dfppia alba (Mill) N.E.Br essential oil and
extracts was found agairfSalmonellasp. (Aquino et al., 2010; Fabri et al., 2011).

Machado et al. (2012) reported antimicrobial atgiffom the essential oil of
Lippia alba (Mill) N.E.Br against microorganisms responsibta tleterioration and
illnesses transmitted by food, among th&atmonellaCholeraesuis.

Mentha x piperitalL., popularly known as peppermint, presented greate
antibacterial activity td&Escherichia coli when compared to other evaluated bacterias,
showing moderate activity agairalmonellaEnteritidis (VALERIANO et al., 2012).

Several studies have shown antibacterial activityssential oils and extracts of
Ocimum gratissimuni., against different serovars &almonella,like Salmonella
Enteritidis (NAKAMUTA et al.,, 1999), Salmonella Typhi and Salmonella
Thiphimurium (ADEBOLU and OLADIMEJI, 2005) an8almonellaTyphi (Matasyoh
et al, 2007; Anyim et al., 2012).

In this context, the present study evaluated thibacterial activity of essential
oils extracted fromLippia Alba (Mill) N.E.Br, Mentha x piperitaL. and Ocimum
gratissimunmL. grown under the conditions of Manaus/AM/Brazikinst 20 isolates of

Salmonella enterica.

MATERIALS AND METHODS

Microorganisms

Twenty isolates ofSalmonella entericavere used, isolates of chilled poultry
(14), mechanically separated poultry meat (2), nawt bone meal (2), and poultry
viscera meal (2), after analysis confirming thesprece of the pathogens in a laboratory
of UNIVATES Lajeado/RS, Brazil.

Antigenic characterization and identification @r@var were performed by the
Laboratory of Enteric Bacteria by the Oswaldo Cingtitute, Rio de Janeiro/RJ, Brazil.

Essential oils
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The analyzed essential oils were obtained fromdsanf Lippia alba (Mill)
N.E.Br, Mentha x piperitaL., andOcimum gratissimurh., belonging to the Collection
of Medicinal Plants of Embrapa Western Amazon, roipality of Manaus/AM, Brazil.
The extraction of essential oils was accomplishedugh hydrodistillation using
Clevenger apparatus until there was not observgdcandensation of the oil. The oil
was separated from the aqueous phase and dried Sathum Sulphate (CRQ,
Diadema, Sao Paulo, Brazil), filtered and storedpaque glass containers, keeping the
temperature of -2 until the moment of use.

The oils were analyzed as for chemical composibgngas chromatography
coupled to mass spectrometry (CG-MS).

A gas chromatogram Agilent (Palo Alto, USA) 789@4uipped with capillary
column HP-5 (5%- diphenyl -95%-dimethylsiliconen3& 0,32 x 0,25 pm) was used to
evaluate the composition of the species of oilstrorad before. The programming of
the temperature of the oven was from 60 to 280to 3°C/min, using hydrogen as
carrier gas (1,5 mL/min). A 1,0 pL solution waseittied at 1% of the essential oil in
dichloromethane (Merck Millipore, Darmstadt, Germann the mode with flow
division (1:100; injector to 256C). The mass spectra were obtained in an Agilent
system 5973N operated in electron impact mode (BIMS79 eV, coupled to a
chromatogram Agilent 6890 equipped with an HP-5 8tumn (5%-diphenyl-95%-
dimethylsilicone, 30m x 0,25mm x 0,25mm), using #ane injection procedure and
temperature programming as described above. Heliasthe carrier gas (1,0 mL/min).
The retention index was calculated from the timeeténtion of the components of oll
and from a series of n-alkanes/{Cy). The identification of the components was
carried out by comparison of the mass spectra mdxdaivith the data of spectral library
and by the retention index calculated and compaiiddthe published values (Adams,
2007).

Determination of Minimum Inhibitory Concentration ( MIC) and Minimum
Bactericidal Concentration (MBC)

The antimicrobial activity otippia alba (Mill) N.E.Br, Mentha x piperital.,
and Ocimum gratissimunl. essential oils was determined by broth micrddiu
method using plates containing 96 wells, accordiag“Clinical and Laboratory
Standards Institute” (CLSI) (NCCLS document M7-A®)03), determining the MIC
and the MBC. On each plate the essential oils hasen applied on the tested
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concentrations, the antimicrobial Chloramphenidélu¢ka BioChemika, St. Gallen,

Switzerland) and the diluent Dimethylsulfoxide (DMB(Sigma, St. Louis, Missouri,

USA), all in triplicate. Negative controls have albeen made (medium without the
addition of inoculum) and positive controls ( madiwith the addition of inoculum).

To obtain the essential oil, 0,2 g of oil was virdd and 1 mL of DMSO was
added. Thus, a solution of 200.000 pg-tdtock solution) was obtained.

The standard of antibiotic used to verify the mntrobial activity was the
chloramphenicol 0,2 pg.mi

At first, 200 pL aliquots of standardized inoculufh® UFC mL?%) were
transferred to test tubes containing 10mL of TrpptdSoya Broth (TSB) (Himedia,
Mumbai, India). TSB with 1% of surfactant Tween @@tec, Rio de Janeiro, Brazil).
has been used for the essential oil.

For all the wells of the plate were added 100pLnwdium enriched with
inoculum with the exception of the last line (ch@tkhe medium).

The first columns were destined to essential alisd the others to
chroramphenicol and to the medium enriched withdiheent DMSO.

A dilution of stock solution was performed for thssential oil, where 1 mL of
the stock solution was added in 4 mL of TSB contggril% of surfactant Tween 80,
thus resulting in a solution with a concentratiér0.000 pg mL:. From this solution,
100 pL were removed and added to the three wellhefirst line, in the same way
were applied 100 pL of the antimicrobial chloramphel and DMSO diluted in TSB
(diluent control), thereby obtaining 200 uL in thells of line A.

Next, the dilutions began. The first wells werartogenized with the samples,
transferring 100 pL to the next wells, and so, essively, until the penultimate line,
obtaining the final concentrations of 20.000, 10,06.000, 2.500, 1.250 and 625
ng.mL* for the essential oils and 0,1, 0,05, 0,025, 0,01280625 and 0,003125
ng.mL? for chloramphenicol.

To theMentha x piperital. oil, the quantity to prepare the stock solutivas
increased in proportion to the observation of notivdy in the same conditions as
other oils evaluated.

Soon after the micropipetting, the plates werdeseand incubated at 3& +/-

1 °C for 24 hours.
After the incubation time, the reading of the etatwere accomplished. The

confirmation of bacterial growth was representedh®ycloudy well and the absence of
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growth was represented by the clear well. The sl where no growth was noticed
(with a lower concentration) corresponds to theugalof minimum inhibitory

concentration.

Confirmation of the Minimum Inhibitory Concentratio n (MIC)

The confirmation of growth in wells was performegdpplying sterikle aquous
solution of Triphenyltetrazolium Chloride 0,5% (TY(N\uclear-CAQ, Diadema, SP,
Brazil). This solution reveals the bacterial grovitiiough the development of a red
color, because it forms a red complex with the emeypf cellular respiration on living
organisms, so, in the wells where there was battgrowth there was the development

of this color.

Determination of the Minimum Bactericidal Concentration (MBC)

For the determination of MBC on essential oilsyisgs were made on plates of
Tryptone Soya Agar (TSA) (Himedia, Mumbai, Indiaj,all wells where there was no
development of bacterial growth. These plates werabated at 35 °C +/- 1°C for 24
hours.

Afterwards, bacterial growth was observed, recgdhe lowest concentration
of essential oils that showed no growth on plates.

Statistical analysis

For the evaluation of data the analysis of vaeawas performed and the test of
Duncan to evaluate the different antimicrobial potd among the different essential
oils tested and verify if different isolates/serms/af Salmonella enterican this study

showed similar susceptibility profile or not, agstia certain essential oil.

RESULTS

Chemical composition of essential oils

Lippia alba(Mill) N.E.Br, Mentha x piperitd.. andOcimum gratissimurh. oils
showed the compositions on Table 1, 2 and 3 réispbc
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% | RI Compound

0.7 977 beta-pinene

3.5 989 Myrcene
17.5 1029 Limonene

0.3 1037 I)-ocimene

1.1 1048 E)-ocimene

1.6 1096 Linalool

0.2 1200 trans-dihydro-carvone
0.4 1216 trans-carveol
61.7 1245 Carvone

0.6 1252 Piperitone

0.7 1337 Piperitenone
0.5 1372 alpha-copaene
0.4 1380 beta-bourbonene
0.3 1387 beta-elemene
1.8 1414 E)-beta-caryophyllene
0.2 1456 alpha-humulene
2.7 1475 germacrene D
0.2 1497 alpha-muurolene
0.5 1508 germacrene A
0.4 1517 gamma-cadinene
0.4 1557 Nerolidol

0.3 1576 Caryophyllene oxide
0.8 1641 beta-cedren-9-one

Total identified 96,6%

RI: retention index

Table 2. Chemical composition of essentialM@ntha x piperita..

% | RI Compound
t 929 alpha-tujene

0,8 937 alpha-pinene
0,1 953 3-methylcyclohexanone
0,4 975 Sabinene

1,3 979 beta-pinene

0,6 991 Myrcene

0,1 995 3-octanol

0,1 1026 ortho-cymene
3,5 1031 Limonene

2,1 1033 1,8-cineol

0,1 1039 cis-beta-ocimene
0,1 1061 gamma-terpinene
0,2 1069 cis-sabinene hydrate
0,1 1089 Terpinolene

0,1 1099 Linalool

0,1 1147 neo-isopulegol
0,1 1150 para-ment-3-en-8-ol
11,0 1156 Mentone
22,5 1167 Menthofuran



27,5
1,0
0,2
0,3

12,8
0,6
0,7

12,5
0,5
0,1

1177
1179
1184
1190
1241
1255
1276
1294
1416
1479
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Menthol
4-terpineol
Isomenthol

alpha-terpineol

Pulegone
Piperitone

neo-methyl acetate
methyl acetate
trans-beta-cariophyllene
Mintlactone
Total identified 99,5%

RI: retention index t: traces (<0,1%)

Table 3. Chemical composition of essential@imum gratissimurh.

% | IR | Compound
1.0 938 alpfa-pinene
0.7 975 Sabinene
2.8 979 beta-pinene
0.7 991 Myrcene
t 1017 alpha-terpinene
t 1025 para-cymene
t 1030 Limonene
28.2 1032 1,8-cineol
3.7 1038 cis-ocimene
t 1060 gamma-terpinene
1.3 1097 Linalool
0.4 1166 delta-terpineol
0.4 1176 4-terpineol
1.1 1188 apha-terpineol
43.3 1357 Eugenol
0.9 1381 beta-bourbonene
0.8 1389 beta-elemene
3.7 1415 beta-caryophyllene
0.6 1450 alpha-humulene
0.9 1477 gama-muurolene
5.5 1482 beta-selinene
1.7 1490 alpha-selinene
0.4 1513 Teptalpha-selinene
t 1579 caryophilene oxyde

Total identified 98,1%

RI: retention index t: traces (<0,1%)

The main compounds, as mentioned in the previabies (1, 2 and 3) were: for

Lippia alba (Mill) N.E.Br oil carvone (61,7%) and limonene (5%), 12 constituents

were identified, which represents about 75,6% eéssal oil. ForMentha x piperital.

oil were identified 27 constituents, representi®g49% of essential oil, where the main
compounds are menthol (27,5%), menthofuran (22,5%a)egone (12,8%), methyl
acetate (12,5%) and menthone (11%). For @mégmum gratissimuni. oil the main
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components were eugenol (43,3%) and 1,8-cineoRf2Bwhere 20 constituents were
identified,representing 98,1% of essential oil.
Antibacterial activity

The antibacterial activity of the essential oils Llappia alba (Mill) N.E.Br,
Mentha x piperitalL., and Ocimum gratissimunt.., obtained by broth microdilution,
expressed as MIC and MBC are shown in Table 4.

It was observed that irrespective of the isolafeSalmonellaused, the variation
in the values of MIC and MBC was small, standinghe range from 2500 to 10000
pg/mL for MIC and 5000 to 10000 pg/mL for MBC fohet speciesOcimum
gratissimumL. andLippia alba (Mill) N.E.Br. For Mentha x piperitaL., the interval of
variation was from 40000 to 160000 pg/mL for MIGidrom 40000 to 320000 pg/mL
for MBC.

Table 4. Susceptibility oSalmonellaentericasorovars against the essential oils of
Ocimum gratissimurh., Lippia Alba(Mill) N.E.Br e Mentha x piperita_.

O. gratissimum L. alba Mentha x piperita
Sample n° / Matrix isolated/
serovar MIC MBC MIC MBC MIC MBC
1/ poultry /
Schwarzengrund 5000 6667 5000 5000 40000 40000
2 / poultry / Enteritidis 10000 10000 5000 5000 @OO 40000
3/ poultry / Mbandaka 5000 5000 10000 10000 4000060000
4 | poultry* 5000 5000 5000 10000 80000 80000
5 / poultry / Enteritidis 5000 10000 5000 6667 4000 40000
6 / poultry* 5000 10000 5000 5000 80000 80000
7 [ poultry / Heidelberg 5000 5000 5000 5000 1600CR0000
8 / poultry* 5000 5000 5000 5000 20000 20000
9 / poultry* 2500 10000 10000 10000 80000 106667
10 / poultry / Typhimurium 5000 5000 5000 6667 4000 40000
11/ poultry /
Schwarzengrund 5000 5000 5000 5000 40000 106667
12 / poultry / Agona 5000 5000 5000 5000 40000 4000
13/ poultry / Mbandaka 5000 6667 5000 5000 800000008
14 / poultry / Mbandaka 5000 10000 10000 10000 800080000
15 / poultry viscera meal /
Montevideo 5000 5000 5000 5000 40000 53333
16 / poultry viscera meal /
Mbandaka 5000 5000 5000 5000 40000 53333

17 / meat and bone meal* 5000 6667 5000 6667 800060000
18 / meat and bone meal /

Orion 5000 5000 5000 5000 40000 40000
19 / mechanically separated
poultry meat / Agona 5000 5000 5000 5000 80000 @000

20 / mechanically separated 2500 5000 5000 5000 0G@BOO 80000
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poultry meat / Senftenberg

MIC: minimum inhibitory concentration

MBC: minimum bactericidal concentration
Results of MIC and MBC expressed in pg L
* Flagellar structure undetectable

Based on the triplicates on the results of MICd MBCs, whose averages are
displayed in Table 4, it was verified that the esisé oils of Ocimum gratissimunt.
andLippia alba (Mill) N.E.Br were equally more active in compamswith Mentha x
piperita L. oil (p<0,05).

DISCUSSION

The variation of MIC forOcimum gratissimuni. was from 2500 to 10000
pg/mL and MBC varied from 5000 to 10000 pg/mL.

The most resistant isolate for MIC was the sanilend the most sensitive
samples were 9 and 20. For MBC the samples 2, 9,&)d 14 were more resistant
(Table 4).

The results found for the antibacterial activity @cimum gratissimunt.. olil
against the tested salmonellae differ in this wiookn the responses obtained by other
authors.

MIC obtained by Matasyoh et al. (2007) with theesdml oil of Ocimum
gratissimumL. againstSalmonellaTyphi was 107.000 pug/mL. This result was higher
than the result observed in this work, despite e¢ngenol content found (68,8%),
considered the main bactericidal compound presetihe composition, has also been
higher.

Nakamura et al. (1999) have found MIC of 3ug/mld aiBC of 6ug/mL
againstSalmonellaEnteritidis, in this case, much lower than the itegshtained in this
work, and Sartoratto et al. (2004) found MIC of 6Q@/mL againstSalmonella
Choleraesuis. The lower concentration of this tesah be justified in terms of the
content of eugenol found, about 93,9%, more tharbothat was found in our work,
where the evaluation technique used is the one ri@dt resembles among other
compared studies.

For theLippia alba (Mill) N.E.Br oil both MIC and MBC varied from 5@to
10000 pg/mL.
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The most resistant isolates for MIC were 3 anBd@.MBC the isolates 3, 4, and
9 were equally more resistant (Table 4).

Similar result to this work was found by Machadak (2012), with MIC and
MBC of 9.370 pg/mL for essential oil from fresh\Vea and 5.340 pug/mL of essential
oil from dried leaves againStalmonellaCholeraesuis, and Fabri et al. (2011) with MIC
of 5000 pg/mL in methanolic extract of these specagainstS Typhimurium.
According to Aquino et al. (2010), MIC was of 6,@8/mL for 4 out of 5Salmonella
strains isolated from beef using essential oil.tHe latter study was employed the
technique of disk diffusion, so, in the comparisainthis oil we can realize again a
greater similarity in the concentrations when samiechniques are used.

For theMentha x piperital. oil, MIC varied from 40000 to 160000 and MBC,
from 40000 to 320000 pg/mL.

For MIC and MBC the isolate 7 was the most resista

In 2007, ISCAN and collaborators tested essenilalof Mentha x piperital.
with different compositions against pathogenic micganisms. Despite the evidence of
menthol action as the compound responsible forchity of the oil, regardless of the
composition in relation to the content of menthhbls relationship cannot be justified,
and forSalmonellaryphimurium, MIC varied from 1250 to 2500 pug/mL.

The results were much lower than those obtaineduinwork, in this case,
despite the content of menthol was similar 27,5%6ré¢ may be synergism with the
other components, as in the case of mentone tratedaiced in our work, only 11%.

The results showed that the most resistant culturéboth terms of MIC and
MBC were isolated from poultry samples, howeves ti@lation becomes inconclusive
due to the superiority of this matrix (14 from 20lates from poultry).

We can also notice a wide variation in resultMé€ and MBC reported in other
previous studies. This variation can be justifiest do the variable composition of the
tested oils, which can occur by several factore tkmate, soil, geographical region,
duration of day and night, age of plants and stfilsdtos et al. 2007).

Another important consideration is the issue aklaf standardization of the
techniques that are used, resulting in large dsgreles among the results, even when
oils of similar compositions are used.

Finally, this study allowed us to show clearly theeriority of the activity of
Ocimum gratissimuni. and Lippia alba (Mill) N.E.Br oils against isolated enteric

salmonellae from different matrixes in comparisothvwentha x piperitalL. oil, as
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well as the variation in susceptibility of the iatds. Additional studies broaching the
synergism between the tested essential oils anfbtitecomponents are important since
the action as antimicrobials may be affected. Tioeee for the success in the
application of the essential oils in food, a prafiary study has to be carried out with a
medium model simulating food, in order to evalyadssible impacts of interaction and

antimicrobial activity.
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ARTIGO I

Atividade antimicrobiana de 6leo essencial de rizoas de acafrdo Curcumalonga
L.) e gengibre Zingiber officinale Roscoe) frente a salmonelas entéricas isoladas de

frango resfriado

Artigo submetido & Revista Brasileira de Plantasliligais
em 10 de outubro de 2013.
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Atividade antimicrobiana de 6leo essencial de rizoas de acafrdo Curcuma longa
L.) e gengibre Zingiber officinale Roscoe) frente a salmonelas entéricas isoladas de

frango resfriado
MAJOLO, C.1?; NASCIMENTO, V.P% CHAGAS, E.C!; CHAVES, F.C.M*

* EMBRAPA Amazonia Ocidental, AM 10, Km 29, zonaral, Caixa Postal 319,
Manaus/AM, 69010-970, Brasil. E-malil: claudia.maj@lembrapa.br

2 Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias Vetesh&fisversidade Federal do Rio
Grande do Sul, Av. Bento Gongalves 9090, Porto #le8S 91540-000, Brasil

RESUMO: Objetivou-se com este trabalho identifiqguantificar os constituintes e
avaliar a atividade antibacteriana dos 6leos egssnextraidos de rizomas de acafréo
(Curcuma longal.) e gengibre Zingiber officinaleRoscoe) cultivados nas condi¢des
de Manaus/AM frente a 14 salmonelas entéricas daslade frango resfriado. A
obtencdo dos Oleos essenciais foi realizada utdiase aparelho de Clevenger
modificado e a composicdo determinada por CromatiagrGasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-MS). A atividade antdriana foi realizada com o
emprego de técnica de microdiluicdo em caldo. © égsencial de gengibre se mostrou
expressivamente mais eficiente do que o Oleo d&dacatanto em termos de acéo
bacteriostatica (concentracéo inibitéria minima 2800 a 5000 pg mib) quanto
bactericida (concentracdo bactericida minima d& 3000000 pg mt) observando-se
variacdo apenas em duas as amostras em termosistérreia a acao bactericida deste
Oleo. Assim, o 6leo essencial de gengibre, reptasena alternativa para o controle de
Salmonella enterigaentretanto, demais estudos abordando o sinergismaalimentos
sao indicados.

Palavras-chave 6leo essencial Curcuma longal., Zingiber officinale Roscoe,
Salmonella

ABSTRACT: The objective of this work was to idegtifquantify constituents and
evaluate the antibacterial activity of essentidéd &lom rhizomes of turmeridCurcuma
longa L.) and ginger Zingiber officinale Roscoe) grown under conditions of
Manaus/AM front of enteric salmonella isolated frahilled poultry. The extraction of
essential oils was performed using a modified Glgee apparatus and composition
determined by Gas Chromatography coupled to Mast&pnetry (GC-MS). The
antibacterial activity was performed with the ugeracrodilution broth. The essential
oil of ginger proved significantly more efficienhan tumeric oil, both in terms of
bacteriostatic action (minimum inhibitory concetiba 2500-5000 mgug mL?) and
bactericidal (minimum bactericidal concentratiorD6.0000 mgug mLY) observing
changes in only two samples in terms of resistdaadeactericidal activity of this oil.
Thus, the essential oil of ginger, is an alterraafr the control oBalmonella entericga
however, other studies addressing the synergismfadtd are indicated

Keywords: essential ojlCurcuma longd.., Zingiber officinaleRoscoeSalmonella
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INTRODUCAO

As enfermidades transmitidas por alimentos (ETA®nstituem-se uma
preocupacao para a area da saude publica. Em pleisesvolvidos, que possuem um
bom sistema de vigilancia epidemioldgica, tem-sseolado aumento significativo na
incidéncia das mesmas (MMRW, 2004; 2008), sen@almonella um dos patdgenos
mais envolvidos em casos destas ETAs (WHO, 2010).

Diversos estudos epidemioldgicos indicam os alimede origem animal, como
um dos maiores veiculos na transmissao de enfedesdeausadas p&@almonella
tendo a carne de frango, particular importancia tremsmissao deste patdégeno
(WHYTE, 2002; CRETIKOS, TELFER, & MCANULTY, 2008; GALLAN et al.,
2011).

Durante os ultimos anos, o limite de infecgcbes $atmonellafoi excedido
drasticamente e este micro-organismo tornou-se esafid na indUstria de alimentos,
devido a sua distribuicdo generalizada em todo ndmundo sendo apenas responsaveis
por infeccdes leves a graves, mas também podensarcamfeccdes fatais (BAJPAL et
al., 2012)

As doencas infecciosas sdo um dos principais pradeem desenvolvimento,
mesmo em paises desenvolvidos, sendo as plantasimaedtradicionais, amplamente
utilizadas para tratar as doencas microbianas,dded sua elevada atividade
antimicrobiana e menor custo (MUNUSWAMY et al., 3p1

O aumento de infec¢des alimentares provocadas pelosipos deSalmonella
ocorre principalmente devido ao desenvolvimentamaolas caracteristicas especificas,
tornando-as capazes de se adaptar em qualquerc&ondmbiental. Salmonelas
resistentes a antibiéticos comerciais tem emerg@oo uma grande preocupacdo de
saude para os consumidores revelando que a infau@é@salmonelas resistentes a
antibioticos tem desempenhado um papel vital paraumento da taxa de ETAs
(BAJPAL et al., 2012).

Segundo Haida et .a{2007), a procura de novos antimicrobianos a pdHi
espécies vegetais, tem se mostrado bastante expresss Ultimos anos, visando
solucionar os problemas da resisténcia microbiaraibioticos atualmente utilizados.

Originalmente utilizadas para alterar ou melhoraaleor dos alimentos, as ervas
e especiarias possuem metabdlitos secundarios, cosnddleos essenciais que

desempenham papel protetor de plantas contra agemnfecciosos como bactérias
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(BAKKALII et al., 2008), sendo consideradas impat&s substancias bioativas (Shao
et al., 2011).

A busca de garantias para a seguranca alimentabneomitantemente o
atendimento as demandas para conservacao e qealidadimpulsionando a pesquisa
para o desenvolvimento de métodos alternativosomaervacdo de alimentos. Essas
crescentes demandas abrem novas perspectivas pe@ @e conservantes naturais,
dentre eles, os derivados de plantas (TIWARII gt24l09). Dentre estes derivados, 0s
Oleos essenciais deurcuma longd.. e Zingiber officinaleRoscoe tem sido estudados
para este propdosito.

Curcuma longd.., conhecida popularmente como acafrdo ou acaiindia, €
uma planta originaria da India e cultivada em tedondo tropical (LORENZI &
MATOS, 2002).

Da sua raiz seca e moida se extrai o po, utilizedoulinaria como condimento
ou corante de cor amarela e brilhante, e no preparomedicamentos. Em sua
composi¢cao quimica, o principal constituinte € ecamnina, possuindo também o6leos
essenciais de excelente qualidade técnica e oegatival, que juntos possibilitam
estender sua utilizagdo também aos mercados dergaié e téxtil (CECILIO FILHO,
1996).

Estudos demonstram que o Oleo essenci&@uteuma longd.. apresenta poder
antimicrobiano em potencial contra diferentes patdg alimentares incluindo
diferentes sorovares dgalmonella(FRANCO et al., 2007; PERET-ALMEIDA et al.,
2008; RATTANACHAIKUNSOPON & PHUMKHACHORN, 2010).

Zingiber officinaleRoscoe conhecido como gengibre, possui rizoma icadi,
de cheiro e sabor picante, agradavel (LORENZI & NDS[ 2002), apresenta forte
atividade antimicrobiana sendo amplamente utilizzmtao uma especiaria da culinaria
além de ser bem conhecido na medicina tradiciofaDAV et al., 2012).

Estudos realizados seus 6leos essenciais e extlatpsngibre frente a diversos
patogenos alimentares verificaram excelente atidantimicrobiana, incluindo
atividade contra diferentes sorovares 8almonella (SA-NGUANPUAG, 2011;
YOUSUFII, 2012; AHMED, 2012).

O presente estudo foi realizado como objetivo dmtificar e quantificar os
constituintes dos 6leos essenciais@lecuma longal. e Zingiber officinaleRoscoe
cultivados nas condicbes de Manaus, AM e avaliaragividade antibacteriana frente a

14 amostras de salmonelas isoladas de amostresnd® fresfriado.
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MATERIAL E METODO

Micro-organismos

Foram utilizados 14 cultivos d&almonella entericaisolados de frango
resfriado, incluindo os sorovares: Schwarzengr@)dHeidenberg (1), Mbandaka (3),
Enteritidis (2), Typhimurium (1), Agona (1) e 4 liados sem identificacdo possivel,

apenas confirmando a subespéxiterica

Oleos essenciais

Os Oleos essenciais avaliados foram obtidos a pemtimas deCurcuma longa
L. (acafréo) e d&ingiber officinaleRoscoe (gengibre) no Setor de Plantas Medicinais
da Embrapa Amazénia Ocidental, municipio de Man@M, ApoOs oito meses de
cultivo (do plantio a colheita) quando as folhasesm amareladas, acamadas (agosto
de 2012) foi feita a colheita dos rizomas de amdmespécies, sendo em seguida
colocados para secar a temperatura ambiente, argoerh galpdo telado. Decorridos
cinco dias foram peneirados para retirada de rdstosolo e em seguida foram
encaminhados para o Laboratorio de Plantas Medcimaritoquimica, também da
Embrapa. Os rizomas foram cortados em fatias beas fpara facilitar a extragédo de
Oleo essencial que foi realizada através de hidtdaeio utilizando o aparelho do tipo
Clevenger até que nao fosse observada nenhumansawd® do 6leo. O Oleo foi
separado da fase aquosa e seco com Sulfato de R, Diadema, Sdo Paulo,
Brasil), filtrado e armazenado em recipientes dieovopaco, mantido a temperatura de
-20 °C até o momento da sua utilizac&o.

Os oOleos foram analisados quanto a composicdo cainstraves de
cromatografo a gas acoplado ao espectrometro deani@s-EM).

Para avaliacdo da composicao dos 6leos das espgépiexitadas, foi utilizado
um cromatografo a gas Agilent (Palo Alto, USA) 78%quipado com coluna capilar
HP-5 (5%- difenil-95%-dimetilsilicone, 30 m X 0,32m X 0,25um). A programacao
de temperatura do forno foi de 60 a 240 °C, a &hg/usando hidrogénio como gas
carreador (1,5 mL/min). Foi injetado 1yQ de uma solucdo 1% do Oleo essencial em
Diclorometano (Merck Millipore, Darmstadt, Germamg modo com divisdo de fluxo
(1:100; injetor a 250 °C). Os espectros de mawsenf obtidos em um sistema Agilent
5973N operado no modo impacto de elétrons (EIMSjOaeV, acoplado a um

cromatografo Agilent 6890 equipado com uma colurad5HMS (5%-difenil-95%-
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dimetilsilicone, 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm), usalwdmesmo procedimento de injecao

e programa de temperatura como descrito acima. [0 fe¢ o gas carreador (1,0
mL/min). Os indices de retencdo foram calculadparér dos tempos de retencao dos
componentes dos 6leos e aqueles de uma série Idanos (G-Cys). A identificacdo

dos constituintes foi realizada por comparacaoedpectros de massa obtidos com o0s
dados de biblioteca espectral (Wilé}&d.) e pelos dos indices de retencao calculados e

comparados com valores publicados (ADAMS, 2007).

Determinacgdo da Concentracgéo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragéo
Bactericida Minima (CBM)

A atividade antimicrobiana dos O6leos essenciaisagafrdo e gengibre foi
determinada através do método de microdiluicdo a&lehocutilizando placas contendo
96 pocgos, conforme NCCLS (M7-A6) (NCCLS, 2003),deneterminadas a CIM e a
CBM. Em cada placa foram aplicados os 0leos essisntas concentragfes testadas, o
antimicrobiano Cloranfenicol (Flucka BioChemika,. Skallen, Switzerland) e o
diluente Dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma, St. Louiddissouri, USA), todos em
triplicata. Também foram feitos controles negatiyogio sem adicdo de indculo) e
controles positivos (meio com adi¢do de indculo).

Para o Oleo essencial de gengibre, foram pesa@og @e 6leo em 1 mL de
DMSO. Desta forma foi obtida uma solucdo de 200j090nL"*(solucéo estoque). Para
0 6leo de acafrdo, a quantidade de 6leo para el@asolucdo estoque foi aumentada
proporcionalmente em funcdo da observacédo de rmédaate nas mesmas condi¢des
gue o gengibre.

O padrao de antibidtico utilizado para verificagho atividade antimicrobiana
foi o cloranfenicol 0,2 pg.mt

Inicialmente foram transferidas aliquotas de 2D@o in6culo padronizado (30
unidades formadoras de coldnia (UFC) hla tubos de ensaio contendo 10 mL de
Tryptone Soya Broth (TSB) (Himedia, Mumbai, Indid®ara o 6leo essencial foi
utilizado o TSB com 1% do surfactante Tween 80 €2¢eRio de Janeiro, Brazil).

Para todos os pocos da placa foram adicionadoul@®» meio acrescido de
inoculo com excec¢do da ultima linha (controle daane

As primeiras colunas foram destinadas aos Olessnemis e as demais ao

cloranfenicol e ao meio acrescido do diluente DMSO.
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Para o 6leo essencial foi efetuada uma diluicdsalacdo estoque, onde foi
adicionado 1 mL da solugdo estoque em 4 mL de T@Bendo 1% do surfactante
Tween 80, resultando dessa forma em uma soluca@eooentracdo de 40.000 pg mL
! Desta solucéo foram retirados 1@0e adicionados em trés pocos da primeira linha,
da mesma forma foram aplicados 1,00 do antimicrobiano cloranfenicol e DMSO
diluido em TSB (controle do diluente), obtendo-ssira 20QuL nos pogos da linha A.

Em seguida, foram iniciadas as diluicbes. Os proegpo¢cos com as amostras
foram homogeneizados e 100 foram transferidos para os préximos poc¢os, engssi
sucessivamente, até a antepenultima linha (coraages finais de 20000, 10000, 5000,
2500, 1250 e 625 pg.rilpara o 6leo essencial de gengibre, 320000, 16O,
40000, 20000 e 10000 pg.mlpara o 6leo essencial de acafrdo e de 0,1, 0,0850
0,0125, 0,00625 e 0,003125 pg.thhara o cloranfenicol).

Logo apds a micropipetagem, as placas foram feshadncubadas a 35 °C +/-
1 °C por 24 horas.

Apoés o tempo de incubacao, realizou-se a leitasaplacas. A confirmacéo de
crescimento bacteriano foi representada pelo pago € a auséncia de crescimento foi
representada pelo poco limpido. O primeiro poccear@ib se observou crescimento (de
menor concentragdo) corresponde ao valor da caacéotinibitoria minima.

A confirmacéo de crescimentos nos pocos foi reddizeor meio da aplicacéo da
solucdo aquosa estéril de Cloreto de Trifeniltéliaz0,5% (TTC) (Nuclear-CAQ,
Diadema, SP, Brazil), revelada pelo aparecimentantie cloracdo avermelhada.

Para determinacdo da CBM dos 0leos essenciais fogalizadas semeaduras
em placas de Tryptone Soya Agar (TSA) (Himedia, Mainindia), de todos 0s po¢os
onde nao havia revelacédo de crescimento bactertzssas placas foram incubadas a 35
°C +/- 1 °C por 24 horas.

A seguir, o crescimento bacteriano foi observadgistrando-se a menor

concentracdo dos Oleos essenciais que ndo evidamaiaescimento em placas.

Andlise estatistica
Para a avaliacdo dos dados foi realizada a arddisariancia e teste de Duncan
para avaliar se os diferentes isoladosSdémonella enteric@m estudo, apresentavam

perfis de suscetibilidade semelhantes ou ndo d@eleterminado Oleo essencial.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicéo quimica dos 6leos essenciais
Os odleos d€€urcuma longd.. (acafrao) &ingiber officinaleRoscoe (gengibre)

apresentaram a composicao descrita nas Tabeldagdspectivamente.

Tabela 1. Constituintes quimicos do 6leo essedei@@urcuma longa L. (acafréo).

Composto % IR
a-pineno 0,6 932
mirceno 0,5 990
a-felandreno 8,5 1005
0-3-careno 0,3 1010
p-cimeno 2,1 1023
Limoneno + silvestreno 0,9 1027
1,8-cineol 14,2 1030
y-terpineno 0,4 1057
terpinoleno 2,3 1087
Terpinen-4-ol 0,5 1175
a-terpineol 0,8 1189
Ar-curcumeno 0,5 1481
a-Zingibereno 0,5 1494
B-sesquifelandreno 0,6 1522
Ar-tumerol 1,7 1578
B-atlantol 0,7 1607
Ar-tumerona 17,9 1667
o —tumerona 14,6 1701
6S,7R-bisaboleno 0,6 1744

Total identificado 68,2%

IR: indice de retencéo

Tabela 2. Constituintes quimicos do 6leo essedeidingiber officinale Roscoe

(gengibre).
composto % IR
2-heptanol 1,0 932
a-Pineno 2,9 990
Canfeno 11,4 1005
B-pineno 0,6 1010
6-metil-5-hepten-2-ona 1,2 1023
Mirceno 1,8 1027
B-felandreno + silvestreno 4,1 1030
1,8-cineol 16,0 1057
Linalol 1,8 1087
Borneol 4,4 1175
Terpinen-4-ol 0,6 1189
a-terpineol 2,9 1481

Citronelol 1,0 1494
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Neral 17,2 1522
Geraniol 19 1578
Geranial 23,9 1607

Ar-curcumeno 1,1 1667
a-zingibereno 2,2 1701
(E,E)-u-farneseno 1,2 1744

Total identificado 68,2%

IR: indice de retencéo

Os compostos majoritarios, conforme citado nbslés 1 e 2 foram: para o 6leo
de acafrdo a ar-tumerona (17,9%), alfa-tumerong%ye 1,8-cineol (14,2%), sendo
identificados 19 constituintes, o0 que representeacge 68,2% do 0leo essencial. Para o
Oleo de gengibre foram identificados 20 constiggntrepresentando 98,3% do 6leo
essencial, sendo o geranial (23,9%), neral (17,2@;cineol (16,0%) e canfeno

(11,4%) os compostos majoritarios.

Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana dos Oleos essenciaiacaérdo e gengibre, obtidas
através da microdiluicdo em caldo, expressas colivb € CBM estdo dispostas na
Tabela 3.

Tabela 3. Susceptibilidade de sorovareSaknonelleentericaisoladas de frango frente
aos Oleos essenciais daurcuma longal. (acafrdo) eZingiber officinale Roscoe
(gengibre)

\ Acafrao | Gengibre

N° da amostra/sorovar CIM CBM CIM CBM

1/ Schwarzengrund 160000 >320000 5000 6666,7
2 | Enteritidis >320000 >320000 5000 5000

3 / Mbandaka 80000 >320000 5000 5000
4 [ enterica subs enterica 160000 160000 5000 5000
5 / Enteritidis 80000 >320000 5000 5000

6 / enterica subs enterica 320000 >320000 5000 5000
7 | Heidelberg 320000 >320000 5000 5000
8 / enterica subs enterica 320000 320000 5000 5000
9 / enterica subs enterica >320000 >320000 2500 0000
10 / Typhimurium >320000 >320000 5000 5000
11/ Schwarzengrund >320000 >320000 5000 10000
12 / Agona >320000 >320000 5000 5000
13 / Mbandaka >320000 >320000 5000 5000
14 / Mbandaka >320000 >320000 5000 5000

CIM: concentracéo inibitoria minima
CBM: concentracao bactericida minima
Resultados da CIM e CBM expressos em pug'mL
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A avaliacdo estatistica da diferenca de resultat®sCIMs e CBMs dos o6leos
essenciais de acafrdo e gengibre ndo pode seladdetia que o 6leo essencial de
acafrdo apresentou em sua maioria, valores indetedws. Entretanto, verifica-se
expressiva diferenca quanto a atividade bacteri¢itlBM) e bacteriostatica (CIM),
revelando a superioridade em termos de atividad@etpessencial de gengibre.

Para o 6leo de acafrdo a variacdo da CIM foi d¥©8G >320000 pg mie a
CBM variou de 160000 a >320000 pg m(Tabela 3). Independentemente do sorovar
de Salmonellaavaliado, a resisténcia ao 0leo essencial dedacadr alta.

Os resultados encontrados para a atividade atdifeta do 6leo de acafréo
apresentaram como menor concentracao capaz de5004 dos isolados (CIM 50% e
CBM 50%) resultado superior a 320000 pg ‘lLtornando a determinacéo
inconclusiva, porém, comprovando a fraca atividddeto em termos de acéo
bacteriostatica quanto bactericida.

Quanto a composicdo, Gounder & Lingamalle (20a)ktem encontrararmr-
tumerona ex-tumerona como compostos majoritarios em Oleo @éré&g, porém, em
maiores concentracdes, 21,0% e 33,5% respectivament

Singh et al. (2011), encontraram-tumerona e curlona como componentes
majoritarios do Oleo de acafrdo, apresentando emtzl atividade frente a
Staphylococcus aurepBseudomonas aerugingsaandida albicang Aspergilus niger
Os autores justificam a atividade em funcéo daaela\concentracdo de-tumerona.

Nanasombat & Lohasupthawee (2005) avaliando exitdanolico de acafrdo
nao observaram atividade antibacteriana frente dif2éentes sorovares @almonella
entericg resultado similar ao do presente trabalho.

Outro trabalho avaliando a acédo antibacteriana disgos impregnados e
difusdo em agar do 6leo de acafrdo, também, agsimo ceste trabalho, ndo constatou
atividade frente aSalmonella Choleraesuis, sendo que o Oleo apresentava como
componente majoritario a tumerona (28,67%) (FRAN&@I., 2007).

De Bona et al. (2012) avaliaram extrato de acafréote a 14 sorovares de
Salmonellaisolados de frango, sendo que a CIM farkBandakaS Heidelberg &
Lexington se apresentou com 100, 150 e 200 ug,mehtretanto a determinacdo de
composicao destes extratos testados néao foi rdaliza

Para o 6leo de gengibre a variacdo da CIM foi%E® 2 5000 pg mite a CBM
variou de 5000 a 10000 pg L
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Dentre os sorovares avaliados as amostras queseapseam resisténcia
estatisticamente igual entre eles e maior em relagd demais foram: 11 (S.
Schwarzengrund), e 9 (sem identificacdo) (p<0,@¥pesar da amostra 9 também
apresentado a menor CIM entre todas as amostras.

Assim como neste trabalho, Singh et al. (2008)btam encontraram geranial
como composto majoritario. Ja Mesomo et al. (20&Bgontraram como composto
majoritarioa-curcumeno, geranial e canfeno e encontrarandatie fraca a moderada
frente aS Typhimurium, avaliando halos de inibic&o.

As-Nguanpuag et al. (2011), avaliaram a acao &rfiana de 6leo essencial
de gengibre obtido por duas formas: hidrodestilagastracdo por solventes, sendo que
para os sorovares d&almonella avaliados, o 6leo obtido por hidrodestilacéo,
apresentou melhor acdo antimicrobiana (2,5 a 10 Mgvaliada através de discos de
difuséo, resultado muito inferior ao obtido no prgs trabalho.

De Bona et al. (2012), avaliaram extrato de geegilente a 14 sorovares de
Salmonellaisolados de frango, sendo que a MIC pardontevedeo foi de 200 ug

mL-!

, entretanto, ndo sendo observada a inibicAo déunenoutro dos sorovares
testados.

A composicao variavel dos 6leos testados, que podeer por influéncia de
diversos fatores como ambiente, estadio de desem@ito ou idade da planta
(OLIVEIRA et al., 2012), podendo justificar a vay@ de resultados de CIM e CBM
relatados em comparacao a outros trabalhos

Trabalhos avaliando a acdo de Oleos essenciaierdgbre e acafrdo evidenciaram
uma acdo antibacteriana mais efetiva frente a bastéGram-positivas (AS-
NGUENPUAG, 2011; AHMED, 2012; SHANOON, 2012). Sena&almonellauma
bactéria Gram-negativa, apresenta maior resistéaiaue outras espécies Gram-
positivas (PREUS, 2005), que pode ser justificadi glupla camada fosfolipidica,
protegendo a célula bacteriana de determinadaseslate compostos presentes nos
Oleos essenciais (OUSSALAH, 2007).

A falta de padronizacdo das técnicas empregadasaaesultando em grandes
variacdes nas CIMs e CBMs mesmo quando da utikizalgh 6leos de composicéo
similar.

Finalmente, este estudo permitiu evidenciar sopgdede da atividade do Oleo

essencial de gengibre em comparacdo ao de acaBéte fa salmonelas entéricas
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isoladas de frango, bem como variacdo de susdegdidbe dos diferentes sorovares
confrontados.

Sendo o gengibre uma especiaria amplamente dtlina preparo de pratos a base
de carne de frango, sugerem-se estudos adicidpaidaamdo o sinergismo entre o Oleo
essencial desta espécie e a matriz alimentar est&pebem como a avaliagdo em
termos organolépticos para mensuracdo da aceitpgéoconsumidores das doses

consideradas efetivas.
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ABSTRACT - Majolo C., Nascimento V.P., Perdoncini G. 2013. fjAncrobial
susceptibility and resistance of differ&@dalmonella entericaerovars.] Susceptibilidade
e resisténcia antimicrobiana de diferentes sorgvdesSalmonella entericaPesquisa
Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Programa de -8émduacdo em Ciéncias
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The present study was conducted to determine tbeeptibility and resistance
of Salmonella entericaerovars isolated from chillggioultry, mechanically separated
poultry meat,poultry viscera meal angheat and bone meah total of 20Salmonella
was tested for susceptibility against seven ant#ed agents. All isolates were
resistant to at least two antimicrobial agents. Bodates were frequently resistant to
streptomycin (95%), nalidixic acid (75%) and gent@m (70%) and sensitive to
norfloxacin (45%), ciprofloxacin (20%) and chloranemicol (20%). The significant
antimicrobial resistance verified in different @ears ofSalmonella entericandicates
that prevention strategies should be adopted, ssclepidemiological studies and
conscious use of antimicrobials both in animal feeslin the treatment of patients in
order to minimize the emergence of even more w@adisserovars or resistant to
currently effective active principles.

INDEX TERMS: Salmonellaantimicrobial resistance, poultry, animal meal.

RESUMO - O presente estudo foi realizado para determinauszeptibilidade e
resisténcia de sorovares &almonella entericasoladas de frango resfriado, carne
mecanicamente separada de frango, farinha de assderfrango e farinha de carne e
0ssos. Um total de 20 salmonelas foi testada quardosceptibilidade frente a sete
agentes antibacterianos. Todos os isolados apaeaentesisténcia a pelo menos dois
agentes antimicrobianos. Os isolados foram frequeente resistentes a estreptomicina
(95%), acido nalidixico (75%) e gentamicina (70%8emsiveis a norfloxacina (45%),
ciprofloxacina (20%) e cloranfenicol (20%). A rdéiscia antimicrobiana significativa
verificada em diferentes sorovares 8Salmonella entericandica que estratégias de
prevencdo devem ser adotadas, como estudos epidgitis e uso consciente de
antimicrobianos tanto na alimentacdo animal, quamotratamento de pacientes,
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visando minimizar o aparecimento de sorovares amdia resistentes ou resistentes a
principios ativos atualmente eficazes.

TERMOS DE INDEXACAO: Salmonella resisténcia antimicrobiana, frango, farinhas
de origem animal.

INTRODUCAO

A salmonelose € um importante problema de saudéM@@NI et al. 2012),
causando infeccbes em seres humanos e animaielammiwmdial (ALMEIDA et al.
2013).

O problema de resisténcia dos micro-organismosatisiicrobianos comecou a
ser discutido na década de 70, quando médicos fdoapados a abandonar suas
conviccbes de que, com a ampla oferta de agentesi@obianos existente, todas
infecgBes bacterianas eram trataveis, fato estéda@d com o aparecimento de cepas de
patégenos multirresistentes. Dados relativos asiptad resisténcias bacterianas, tém
assustado cada vez mais, especialistas e poputagdo, demonstrado que as bactérias
possuem e desenvolvem mecanismos muito complexasgpeantir sua sobrevivéncia

e multiplicacdo no ambiente e nos hospedeiros (LQB03).

O aumento de resisténcia antimicrobiana [@amnonellaenterica(S. enterica
tem sido observado em varios paises nos ultimos, anque é preocupante pordsie
entericaé uma das causas mais comuns de gastrenteritenAuena todo o mundo
(RIBEIRO et al. 2011).

O elevado numero de salmonelas como, por exer8pknteritidis resistentes a
antimicrobianos encontradas no Sul do Brasil indiczecessidade de uso prudente de
drogas para diminuir o desenvolvimento e dissendinale resisténcia aos antibiéticos
(OLIVEIRA et al. 2005). Esta resisténcia entre astérias presentes em frangos por
exemplo, pode causar inimeros problemas terapéutt saude publica e para os
consumidores, como potenciais veiculos de infec@@esentares porSalmonella
resistente (SINGH et al. 2013).

Cepas deSalmonellaresistentes a antimicrobianos representam umaegrav
ameaca, porque podem comprometer o tratamentoz efieasalmonelose humana, e
pessoas infectadas com cepas resistentes aoHacdibisdo mais propensas a sofrer

um efeito adverso a saude, como doenca prolongadaento da gravidade da doenca,
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hospitalizacdo ou morte, em comparacdo aquelastatfas com cepas sensiveis
(COOK et al. 2009).

Dentre os alimentos de origem animal relatadosnvoleimento em surtos por
Salmonelladestacam-se: a carne de frango, a carne bovindna, s pescados, 0s
lacteos e 0s ovos em respectiva ordem de impoa&wno fontes de contaminacdo
(MMRW, 20086).

Além da contaminacéo dos alimentos de forma dieetdilizacdo de farinhas de
origem animal como fonte de proteina na racdo alegfys € um ponto importante e
deve ser monitorado, pela potencialidade da contagéb poSalmonellasp., que pode
chegar a carne e aos ovos (CALIXTO et al 2002).

Neste sentido, 0 objetivo da presente investigdgadeterminar e comparar a
resisténcia antimicrobiana em diferentes sorovdesSalmonella entericgroveniente
de carcagas de frango, carne mecanicamente sepheddango e farinhas de origem
animal, contribuindo assim, na identificagcdo dosigypais sorovares isolados nestas
matrizes e indicacdo de principais antibioticogiefites no controle deste importante

patogeno.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Centro @gridistico e Pesquisa em
Patologia Aviaria (CDPA) da Universidade FederaRio Grande do Sul (UFRGS).

Foram analisados 20 isolados Si@imonella entericaedidos pelo Laboratério
da Univates (Lajeado/RS) credenciado pelo Ministéta Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA, Brasil), durante o periodo2@40 a 2012oriundas de frango
resfriado, carne mecanicamente separada de frdagoha de visceras de frango e
farinha de carne e 0ssos.

As 20 amostras dBalmonella entericdoram reativadas, em caldo Brain-Heart
Infusion (BHI — Oxoid ®) a 37°C por 24 horas. Apgste periodo inoculou-se 0,1 mL
do BHI em caldo seletivo Rappaport-Vassiliadis (RNco®), que foi incubado em
banho-maria a 42°C por 24 horas. As amostras feemeadas, a partir do caldo RV,
em agar Xilose-Lisina Desoxicolato (XLD-Oxo0id®) mcubadas a 37°C. Depois de 24
horas a leitura das placas foi realizada observardwm crescimento caracteristico para

Salmonellasp.



62

A caracterizacéo antigénica e a identificacaoattovar foram realizadas pelo
Laboratorio de Bactérias entéricas do Instituto &dw Cruz, Rio de Janeiro.

A susceptibilidade aos antimicrobianos foi avaiatravés da técnica de disco-
difusdo conforme recomendacdes do “Clinical andotatory Standards Institute”
(CLSI, 2012). Os seguintes agentes antimicrobia@XOID®) foram testados:
cloranfenicol (30ug); acido nalidixico (30ug); @fioxacina (5ug); gentamicina (10
KQg); norfloxacina (10 ug); estreptomicina (10 pdgteaciclina (30 pg). Ascherichia
coli ATCC 25922 foi utilizada como cepa de referéncia.

Foi determinado também o indice MAR (multipla s&&ncia a antibioticos), que
foi definida como a/b, em que “a” foi 0 nimero deimicrobianos aos qual o isolado
foi resistente e “b” o numero de antimicrobianos @l o isolado foi exposto
(KRUMPERMAN 1983), considerando o isolado multirsésnte no caso de resisténcia

simultanea a duas ou mais drogas.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre as 20 amostras &lmonella entericdoram identificados oito sorotipos
diferentes (Quadro 1), com predominio S8almonellaMbandaka (4/20)Salmonella
Enteritidis (2/20),SalmonellaAgona (2/20),SalmonellaSchwarzengrund (2/20) e
Salmonella entericaubspenterica(0:4,5:-:1,2) (2/20).

A resisténcia antimicrobiana esta apresentadauam@ 1 e 2, sendo que todos
0S sorovares se apresentaram resistentes a pets uha@is dos antibiéticos testados.

O indice MAR esta exposto em ordem crescente raa@w3, verificando que o
menor indice encontrado foi de 0,29, representar@gisténcia a dois antimicrobianos,
sendo que quatro amostras apresentaram este iagidemais foram todas superiores.
Esta constatagdo demonstra a multipla resistéedadbs os isolados avaliados.

Todas as amostras testadas apresentaram resistén@sisténcia intermediaria
aos antibidticos: gentamicina, estreptomicina ed@analidixico. Somente para a
tetraciclina é que houve maior variagcado entre agstnas, sendo que trés delas foram
sensiveis ao antimicrobiano (3, 4, 12) (Quadro 2).

As amostras 3, 13, 14 e 16 foram resistentessisteates intermediarias a todos
0s antimicrobianos, com excecdo da amostra 3 pdratraciclina, e representam o
sorovarS. Mbandaka (Quadros 1 e 2).
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No Brasil ainda poucos casos de surtos foramadat com este sorovar,
entretanto nos Estados Unidos no ano de 2013,sstetacionados &almonellasp.
relataram a presenca deste sorovar em funcéo dete@om aves e consumo de pasta
de gergelin (CDC 2013), além do isolamento em cascde frango nos Estados Unidos
e frango empanado no Canada (BUCHER et al. 200RRBENG et al. 2009,
LESTARI et al. 2009)

O sorovarS. Enteritidis representado pelas amostras 2 e adful) também
nao apresentaram sensibilidade a nenhum antim&ropsendo este dado preocupante
por se tratar de um dos sorovares mais virulentoais envolvidos em surtos no Brasil
(PERESI et al., 1998; FIGUEIREDO, 2008; KOTTVITSa¢t2010).

Contrapondo a afirmacéo anterior, a amostra Jffesentada pelo sorov&r
Typhimurium apresentou sensibilidade a norfloxacitiprofloxacin e cloranfenicol,
apesar da sua relacdo com surtos alimentares tasgrégtevada (GUIBOURDENCHE
et al.2010, HENDRIKSEN et al. 2011).

As constatacfes de resisténcia a antimicrobiarava 9. Enteritidis como
multirresistente &. Typhimurium com baixa resisténcia também forameoledas por
Carramifiana et al. (2004).

Os antimicrobianos mais efetivos contra as salfasrentéricas avaliadas neste
trabalho foram norfloxacina, ciprofloxacina e claienicol respectivamente.

Carramifiana et al. (2004) observaram que 133 sella® isoladas de frango na
Espanha avaliadas em seu trabalho foram sensivdiranfenicol e ciprofloxacina.
Avaliacédo similar a realisada por Oliveira et &0@5), observando pouca resisténcia
aos antimicrobianos norfloxacina e cloranfenicolsi¢ados desalmonellaoriundos de
diferentes matrizes, sendo que tanto amostragis®lde humanos, alimentos e frangos
resfriados também foram sensiveis a norfloxacisarasomo em nosso trabalho.

Ribeiro et al. (2006) avaliaram a resisténciaSdéladar observando também
maior sensibilidade dos isolados frente a norfloacciprofloxacina e cloranfenicol.
Assim como Elmadiena et al. (2012) avaliando 64adms no Sud&o isoladas de
diversas fontes d8almonella entericdcambém observando maior suceptibilidade aos
mesmos antimicrobianos.

Ja no norte da india, Singh et al. (2013) tambéatiando salmonelas isoladas
de frango, observaram susceptibilidade das mesmastef a cloranfenicol e
ciprofloxacina, ndo tendo sido realizado teste cowrfloxacina. No Brasil,

recentemente, avaliagdo com salmonelas de origéoolawo estado de S&o Paulo,
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observou 100% de sensibilidade dos isolados awdiddente a norfloxacina e
cloranfenicol (GALDINO et al.2013).

Calixto et al (2002) avaliando resisténcia a mamtiobianos de salmonelas
isoladas de farinha de origem animal também obemrvaensibilidade pronunciada ao
cloranfenicol e resisténcia significativa ao aamdidixico, corroborando com os dados
deste trabalho.

A justificativa de maior atividade dos antibioscoorfloxacina e ciprofloxacina
provavelmente se deve ao fato de pertencerem a anelsisse de antimicrobianos, as
fluoroquinolonas, derivadas do acido nalidixico (MINGAN et al 2010; ANVISA
2007) que por sua vez, foi pouco efetivo contraisodados. Ja o cloranfenicol foi
proibido na alimentacdo animal desde 2003, fat® gs¢ pode justificar a sensibilidade
verificada, ja que a exposicao de micro-organismesse principio ativo foi reduzida
(BRASIL 2003).

Os resultados do presente trabalho comprovam ssipeevariabilidade entre os
sorovares deSalmonella entericaencontrados nas matrizes avaliadas destacando-se
novos sorovaresS( Mbandaka) e sorovares frequentemente associ&d@nieritidis),
ja reportados em isolamentos e surtos pelo mundlocipalmente em fungédo de um
elevado nivel de resisténcia aos antibidticos aslaB para estas amostras. Os
antibiéticos mais indicados com relacdo aos soesviésolados foram: norfloxacina,
ciprofloxacina e cloranfenicol, ja& que a sensilitld frente aos mesmos foi mais
expressiva. Estratégias de prevencdo também deeenadotadas, como estudos
epidemioldgicos e uso consciente de antibioticasotaa alimentagdo animal, quanto
no tratamento de pacientes visando minimizar oegraento de sorovares ainda mais

resistentes ou resistentes a principios ativosra&ude eficazes.
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Os Quadros
Quadro 1. Identificacdo de sorovar, matriz de isolamentodrfes de resisténcia das
amostras
amostra Matriz de Identificacéo Padrbes de resisténcia
isolamento
frango S Schwarzengrund GEN, EST
frango S Enteritidis GEN, EST, CIP, CLO,
NAL
3 frango S Mbandaka GEN, EST, CIP, CLO,
NAL
4 frango S entericasubsenterica GEN, NAL
(0:4,5:-:1,2)*
frango S Enteritidis EST, CLO, NAL
frango S entericasubsenterica  EST, TET, NAL
(O:4,5:-:1,V:-)*
frango S Heidelberg EST, NAL
frango S entericasubsenterica GEN, NOR, EST, TET,
(0:4,5:-:1,2)* CLO, NAL
9 frango S entericasubsenterica EST, CLO, NAL
(O:6,7)*
10 frango S Typhimurium GEN, EST, TET
11 frango S Schwarzengrund GEN, EST, TET, NAL
12 frango S Agona GEN, EST, NAL
13 frango S Mbandaka GEN, EST, CLO, NAL
14 frango S Mbandaka GEN, EST, TET, NAL
15 farinha de S Montevideo NOR, EST, CLO, NAL
visceras
de frango
16 farinha de S Mbandaka GEN, NOR, EST, TET
visceras
de frango
17 farinha de carne  S. entericassubsenterica GEN, EST, TET
€ 0SS0S (rugosa)
18 farinha de carne S Orion GEN, EST
e 0SS0S
19 CMS de frango S Agona GEN, EST, NAL
20 CMS de frango S Senftenberg EST, TET, NAL

*Estrutura flagelar ndo detectavel. CMS: carneana@amente separada, GEN —
gentamicina, NOR- norfloxacina, EST — estreptonaicidlP — ciprofloxacina, TET —
tetraciclina, CLO- cloranfenicol, NAL — 4cido néaito
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Quadro 2. Resultado de resisténcia e suscetibilidade dasrizdtras d8almonella
entericaavaliadas

Agente Resistente (%) Intermediario (%) Sensivel (%)
antimicrobiano
Gentamicina 14 (70) 6 (30) -
Norfloxacina 3 (15) 8 (40) 9 (45)
Estreptomicina 19 (95) 1(5) -
Ciprofloxacina 2 (10) 14 (70) 4 (20)
Tetraciclina 8 (40) 9 (45) 3 (15)
Cloranfenicol 7 (35) 9 (45) 4 (20)
Acido nalidixico 15 (75) 5 (25) -

Quadro 3. indice de multipla resisténcia a antimicrobiandAR)

N° da amostra Matriz de origem indice MAR (ordem

crescente)

1 frango 0,29

4 frango 0,29

7 frango 0,29

18 farinha de carne e ossos 0,29

5 frango 0,43

6 frango 0,43

9 frango 0,43

10 frango 0,43

12 frango 0,43

17 farinha de carne e ossos 0,43

19 CMS de frango 0,43

20 CMS de frango 0,43

11 frango 0,57

13 frango 0,57

14 frango 0,57

15 farinha de visceras de 0,57

frango
16 farinha de visceras de 0,57
frango

2 frango 0,71

3 frango 0,71

8 frango 0,86

CMS: carne mecanicamente separada
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DISCUSSAO GERAL

A distribuicdo onipresente ddalmonellano ambiente natural, sua prevaléncia
na cadeia global de alimentos, capacidade de agapfesioldgica e a viruléncia deste
importante agente patogénico, bem como o seu impa@dndomico potencialmente
grave na industria de alimentos indicam a necedsid#® uma vigilancia continua e
controles rigorosos em todos os niveis de prodde&aimentos (D'AOUST, 1994).

Neste trabalho, evidenciamos que nas 20 amostraSatieonella enterica
avaliadasforam identificados oito sorotipos diferentes, coradominio de&Balmonella
Mbandaka (4/20)SalmonellaEnteritidis (2/20),SalmonellaAgona (2/20),Salmonella
Schwarzengrund (2/20)®almonella entericaubspenterica(0:4,5:-:1,2) (2/20). Com
relacdo aS Mbandaka, poucos casos de surtos foram relatemidseste sorovar no
Brasil, entretanto nos Estados Unidos no ano d8,lirtos relacionadosSalmonella
sp., relataram a presenca deste sorovar em furgg@ordato com aves e consumo de
pasta de gergelim (CDC 2013), aléem do isolamenta&macas de frango nos Estados
Unidos e frango empanado no Canada (BUCHER et0al7,2BERRANG et al. 2009,
LESTARI et al. 2009). Ja o sorovar Enteritidis draé de um dos sorovares mais
virulentos e mais envolvidos em surtos no BrasiRESI et al. 1998, FIGUEIREDO
2008, KOTTVITS et al. 2010). A presenca de nova®wares pode ser devida a um
comércio internacional crescente em produtos agreatares e manufaturados,
podendo facilitar a introducdo de novos sorovamesSamonelladentro dos limites
geograficos dos paises importadores (D'AOUST, 1994)

Quanto a resisténcia a farmacos antibacteriandsstos isolados d@almonella
enterica se apresentaram resistentes, a pelo menos, dsisamtbioticos testados,
constatando a multipla resisténcia de todas asteasavaliadas (MAR 0,29). Todas
as amostras testadas apresentaram resisténcia Sistémeia intermediaria aos
antibioticos: gentamicina, estreptomicina e aciddixico. Somente para a tetraciclina
€ que houve maior variacdo entre as amostras.

As amostras que representam o sorovar Mbandakan foesistentes ou
resistentes intermediarias a todos os antimicraisiacom exce¢do da amostra 3 para a
Tetraciclina. O sorovar Enteritidis também ndo spméou sensibilidade a nenhum
antimicrobiano testado assim como observado paa@idfiana et al. (2004).

Os antimicrobianos mais efetivos contra as salnasnehtéricas avaliadas neste
trabalho foram norfloxacina, ciprofloxacina e cltienicol respectivamente. Diversos
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trabalhos pelo mundo também constataram o mesmfil per sensibilidade de
salmonelas isoladas de frango, alimentos e humémrie aos mesmos agentes
antimicrobianos (CARRAMINANA et al. (2004), RIBEGR et al.(2006),
ELMADIENA et al. (2012)).

Recentemente, no norte da India, Singh et al. (R@i@liando salmonelas
isoladas de frango, observaram susceptibilidadentzsmas frente a cloranfenicol e
ciprofloxacina, ndo tendo sido realizado teste camfloxacina. No Brasil, Galdino et
al. (2013) avaliando salmonelas de origem avicolastado de Sdo Paulo, observaram
100% de sensibilidade dos isolados avaliados frentrfloxacina e cloranfenicol.

Para isolados dé&almonellaoriundos de racdes e matérias-primas, poucas
avaliacdes de susceptibilidade e resisténcia faratizadas no Brasil, Calixto et al
(2002) avaliando resisténcia a antimicrobianos alm@nelas isoladas de farinha de
origem animal também observaram sensibilidade pwiada ao cloranfenicol e
resisténcia significativa ao acido nalidixico, otmwrando com os dados deste trabalho.

A maior atividade dos antibidticos norfloxacinaiprofloxacina provavelmente
se deve ao fato de pertencerem a mesma classéimdeebianos, as fluoroquinolonas
gque vem sendo usadas a menos tempo que outragescldes quimioterapicos
(MADINGAN et al 2010; ANVISA 2007). Ja o cloranfenl foi proibido na
alimentac&o animal desde 2003, fato este que pstiigar a sensibilidade verificada,
ja que a exposicdo de micro-organismos a esseigdnativo foi reduzida (BRASIL
2003)

Verificou-se uma variabilidade entre os sorovares S&lmonella enterica
encontrados nas matrizes avaliadas destacandoves orovaresS. Mbandaka) e
sorovares frequentemente associad®sEfteritidis), ja reportados em isolamentos e
surtos pelo mundo, e a resisténcia antimicrobignaesantada por estes sorovares torna-
se um dado preocupante. Mais avaliagbes deverianresdizadas com amostras
isoladas de racfes e matérias primas, jA que pademornar uma via indireta da
contaminacdo humana. Os antibidticos mais indicatms relacdo aos sorovares
isolados foram: norfloxacina, ciprofloxacina e algienicol, ja que a sensibilidade
frente aos mesmos foi mais expressiva. Estrat@gagrevencdo também devem ser
adotadas, como estudos epidemiolégicos e uso emtecide antibidticos tanto na
alimentacdo animal, quanto no tratamento de pasentisando minimizar o
aparecimento de sorovares ainda mais resistente®sigtentes a principios ativos

atualmente eficazes.
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Como alternativa para o controle de populagcéoresisténcia a antimicrobianos
de micro-organismos patogénicos em alimentos era@des animais aparecem as
alternativas naturais, como o0s Oleos essenciais T[EBRREZ at al.,, 2008;
SARTORATTOet al, 2004).

Neste trabalho verificamos atividade tanto bacséditica (CIM) quanto
bactericida (CBM) mais efetiva dos 6leos essendiaigrva-cidreira, alfavaca-cravo e
gengibre em comparacdo aos 0leos de hortela-pineeatafrao frente aos diferentes
sorovares d&almonella enterica

Para o 6leo de alfavaca-cravo a variacdo da CIMdd®2500 a 10000 pg/mL e a
CBM variou de 5000 a 10000 pg/mL e pela composigéonica os compostos
majoritarios foram o eugenol (43,3%) e 1,8-cin@@,2%).

Os resultados encontrados para a atividade argieth do 6leo de alfavaca-
cravo frente as salmonelas testadas neste trabédrem das respostas obtidas por
outros autores (NAKAMURA et al.1999, SARTORATTOadt 2004, MATASYOH et
al., 2007), diferindo também o percentual de ctuistes majoritarios encontrados.

Para o Oleo de erva-cidreira tanto CIM quanto CBiviaram de 5000 a 10000
ng/mL e os compostos majoritarios foram carvona 7@} e limoneno (17,5%).
Resultado similar a este trabalho, foi encontramloMachado et al. (2012), com CIM e
CBM de 9370 pg/mL para oleo essencial de folhascé® e de 5340 pg/mL para 6leo
essencial de folhas secas frentadémonellaCholeraesuis. Ja para Aquino et al. (2010),
a CIM foi de 6,25ug/mL para 4 de 5 cepasS#@monellaisoladas de carne bovina,
utilizando técnica de disco-difusao.

Para o 6leo de horteld-pimenta a CIM variou de@D#® 160.000 e a CBM, de
40000 a 320000 pg/mL e os compostos quimicos nejas encontrados foram
mentol (27,5%), mentofurano (22,5%), pulegona (%®),8acetato de metila (12,5%) e
mentona (11%). Iscan et al. (2007) testaram Gbsgenciais de horteld-pimenta com
diferentes composicdes frente a microrganismosgpaioos. Apesar da evidéncia de
acdo do mentol como o0 composto responsavel pelatividade do Oleo,
independentemente da composicdo com relacao adeeaoentol, esta relacdo ndo pode
ser justificada, sendo que p&almonellalyphimurium, a CIM variou de 1.250 a 2500
png/mL. Os resultados foram bem menores do que tidogbem nosso trabalho, neste
caso, apesar do teor de mentol ter sido similé 2o, pode existir sinergismo com 0s
demais componentes, como no caso da mentona quessuo trabalho ficou reduzido,

apenas 11%.
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Para o 6leo de acafrdo a variagdo da CIM foi d6(80a >320.000 pg/mL e a
CBM variou de 160000 a >320000 pg/mL. Independeeteen do sorovar de
Salmonellaavaliado, a resisténcia ao 0leo essencial de &xdbi alta. Quanto a
composicao, ar-tumerona (17,9%), alfa-tumerona6@d},e 1,8-cineol (14,2%) foram
0S componentes majoritarios. Gounder & Lingama&@1@) também encontraragn-
tumerona en-tumerona como compostos majoritarios em Oleo adréa porém, em
maiores concentracbes, 21,0% e 33,5% respectivamedingh et al. (2011),
encontraranur-tumerona e curlona como componentes majorit@odleo de acafréao,
apresentando excelente atividade frenteStaphylococcus aureusPseudomonas
aeruginosaCandida albicanse Aspergilus nigerOs autores justificam a atividade em
funcado da elevada concentracaadéumerona.

De Bona et al. (2012) avaliaram extrato de acafréote a 14 sorovares de
Salmonellaisolados de frango, sendo que a CIM farkiBandakaS. Heidelberg &
Lexington se apresentou com 100, 150 e 200 pg/mtretanto a determinacdo de
composicao destes extratos testados néo foi rdaliza

Pouca ou nenhuma atividade foi observada em ottabslhos com extrato e
Oleo essencial de acafrdo frente a salmonelasiGagéassim como neste trabalho
(NANASOMBAT & LOHASUPTHAWEE (2005), FRANCO et al2007).

Para o 6leo de gengibre a variacdo da CIM foi d®265000 pg/mL e a CBM
variou de 5000 a 10000 pg/mL com componentes quoéninajoritarios: geranial
(23,9%), neral (17,2%), 1,8-cineol (16,0%) e caafdml,4%). Assim como neste
trabalho, Singh et al. (2008) também encontrararang@ como composto majoritario.
J& Mesomo et al. (2013), encontraram como COMpPOwMIitario a-curcumeno,
geranial e canfeno e encontraram atividade fracederada frente & Typhimurium,
avaliando halos de inibicdo. As-Nguanpuag et al01{2, avaliaram a acéo
antimicrobiana de 6leo essencial de gengibre olgatcduas formas: hidrodestilacéo e
extracdo por solventes, sendo que para os sorodar8almonellaavaliados, o 6leo
obtido por hidrodestilacéo, apresentou melhor agdtomicrobiana (2,5 a 10 mg/L)
avaliada através de discos de difusdo, resultadtoimierior ao obtido no presente
trabalho. De Bona et al. (2012), avaliaram exto@engibre frente a 14 sorovares de
Salmonellasolados de frango, sendo que a MIC garslontevedeo foi de 200 pug/mL,
entretanto, ndo sendo observada a inibicdo de neohtro dos sorovares testados.

A composicéo variavel dos Oleos testados, que podeer por influéncia de

diversos fatores como ambiente, estadio de desemaito, idade da planta clima,
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solo, regides geograficas, fotoperiodo e estradsd TOS et al., 2007; OLIVEIRA et
al., 2012), pode justificar a variagdo de resukade CIM e CBM relatados em
comparacdo a outros trabalhos, ja que a compogigo 6leos essenciais afeta
diretamente a bioatividade (SANTOS et al., 2004RBU2004).

Organismos Gram-positivos sdo geralmente mais \&@8sh componentes
fendlicos presentes em 6leos essenciais do quanisngas Gram-negativos (BURT,
2004). Sendo &almonellauma bactéria Gram-negativa, apresenta maior @éesist do
que outras espécies Gram-positivas (PREUS, 200B)pqde ser justificada pela dupla
camada fosfolipidica, protegendo a célula bactaride determinadas classes de
compostos presentes nos 0Oleos essenciais, comoostapfendlicos (OUSSALAH,
2007).

A falta de padronizacédo das técnicas empregaddm aeaultando em grandes
variacdes nas CIM’s e CBM’s mesmo quando da wdizade 6leos de composicdo
similar, dificultando a comparacao de resultadoatdedade antimicrobiana.

Finalmente, este estudo permitiu evidenciar supdede da atividade do Oleo
essencial de gengibre, alfavaca-cravo e erva cadein comparacdo ao de hortela-
pimenta e acafrdo frente a salmonelas entéricatads® de frango, carne
mecanicamente separada de frango e farinhas dmodgimal. Percebe-se também que
0 surgimento de sorovares 8almonella entericanultirresistentes a agentes farmacos
antimicrobianos demanda uma atencdo especial ecalpor alternativas naturais de
conservacao e garantia de seguranca alimentar-gereasencial. Os Oleos essenciais
aparecem nesse contexto como possiveis alterngi@vasa industria de alimentos e de
racdo animal, demandando estudos adicionais qudexha sinergismo entre os 6leos
essenciais avaliados e os componentes dos alimentagbes, jA que a acdo como
antimicrobianos pode ser afetada. Portanto, pé&rato da aplicacdo de Oleos essenciais
em alimentos ou ragdes, deve-se realizar estudimprar com meio modelo simulando
estas matrizes, a fim de avaliar possiveis impaates interacdo e atividade
antimicrobiana, bem como a avaliacdo em termosnoigpticos para mensuracao da

aceitacado por consumidores das doses consideratiaa®
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CONCLUSAO

Concluiu-se a partir do presente trabalho que:

- Diferentes sorovares dgalmonella entericdoram encontrados nas amostras
de frango resfriado, carne mecanicamente separadaadgo e farinhas de origem
animal com predominio daalmonellaMbandaka (4/20)SalmonellaEnteritidis (2/20),
SalmonellaAgona (2/20),SalmonellaSchwarzengrund (2/20) $almonellaEnterica
subsp. Enterica (0:4,5:-:1,2) (2/20);

- Os Oleos essencias de erva-cidreira, alfavace @agengibre se apresentaram
muito mais efetivos do que os 0Oleos de hortela-pieme acafrdo, tanto em termos de
Concentracéo Bactericida Minima (CBM) e a Concedidnibitoria Minima (CIM);

- Quanto a composicdo quimica, espécie e compaenggoritarios estao
dispostos abaixo:

- Lippia Alba(Mill) NEBr (erva-cidreira): carvona (61,7%) e lomeno (17,5%).

- Mentha x piperitaL. (hortela-pimenta): mentol (27,5%), mentofurd@a,5%),
pulegona (12,8%), acetato de metila (12,5%) e nmen{b1%).

- Ocimum gratissimumL. (alfavaca-cravo): eugenol (43,3%) e 1,8-cineol
(28,2%).

- Curcuma longal. (acafréo): ar-tumerona (17,9%), alfa-tumeroné,§%) e
1,8-cineol (14,2%)

- Zingiber officinaleRoscoe (gengibre): geranial (23,9%), neral (17,2%8-
cineol (16,0%) e canfeno (11,4%).

- Quanto a resisténcia a farmacos antimicrobiaiodps os isolados de
Salmonella entericase apresentaram resistentes, pelo menos, a dseisagientes
antimicrobiano testados. Todas as amostras testapessentaram resisténcia ou
resisténcia intermediaria aos antibidticos: gentaraj estreptomicina e &cido
nalidixico. Os antimicrobianos mais efetivos cordeasalmonelas entéricas avaliadas
neste trabalho foram norfloxacina, ciprofloxacinal@anfenicol respectivamente. Os
sorovares mais resistentes aos antimicrobianosdiestforamS. Mbandaka eS.
Enteritidis.
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