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RESUMO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos (RAM) ¢ considerada uma ameaca a saude publica
mundial, e neste contexto, os dleos essenciais de plantas demonstram ser uma alternativa
promissora e sustentavel para o enfrentamento desta emergéncia. S. Heidelberg ¢ um sorovar
frequentemente envolvido em infec¢des humanas graves, apresenta caracteristicas invasivas e
multirresisténcia a antimicrobianos. Este estudo utilizou o teste de difusdo em discos para
avaliar o potencial inibitorio de carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) dos o6leos
essenciais de orégano e canela frente a 28 cepas de S. Heidelberg isoladas de diferentes fontes.
Para comparar o efeito inibidor, foi testado paralelamente o acido peracético (APA) 0,8%.
Houve variagdo (p<0,0001, one way ANOVA) no tamanho nas zonas de inibigdo para os trés
agentes CLN de orégano e canela e acido peracético 0,8% entre as diferentes cepas analisadas,
demonstrando que essa caracteristica ¢ cepa dependente. O APA 0,8% apresentou halos médios
de inibi¢ao variando entre 31 a 41 mm, o CLN de canela halos médios de inibi¢do variando de
14 a 43 mm e o CLN de orégano, didmetro médio de inibi¢do variando de 7 a 10,5 mm. A
comparagao entre o poder inibitdrio dos trés compostos demonstrou que o APA 0,8% foi o mais
efetivo seguido por CLN de canela e CLN de orégano (p<0,0001, one way ANOVA). Apesar
do menor poder inibidor, os CLN de dleos essenciais devem ser mais investigados por serem

uma alternativa mais sustentavel e natural ao uso dos antimicrobianos tradicionais.

Palavras-chave: Salmonelose. Resisténcia aos antimicrobianos. Teste de difusdo em discos.



ABSTRACT

Bacterial resistance to antimicrobials (AMR) is considered a threat to public health worldwide,
and in this context, essential oils from plants prove to be a promising and sustainable alternative
to face this emergency. S. Heidelberg is a serovar often involved in serious human infections,
it has invasive characteristics and multidrug resistance to antimicrobials. This study used the
disk diffusion test to evaluate the inhibitory potential of nanostructured lipid carriers (CLN)
from essential oils of oregano and cinnamon against 28 strains of S. Heidelberg isolated from
different sources. To compare the inhibitory effect, 0.8% peracetic acid (APA) was tested in
parallel. There was variation (p<0.0001, one way ANOVA) in the size of the zones of inhibition
for the three agents CLN of oregano and cinnamon and 0.8% peracetic acid among the different
strains analyzed, demonstrating that this characteristic is strain dependent. The 0.8% APA
showed mean inhibition halos ranging from 31 to 41mm, the cinnamon CLN medium inhibition
halos ranging from 14 to 43mm and the oregano CLN, mean inhibition diameter ranging from
7 to 10.5mm. The comparison between the inhibitory power of the three compounds showed
that APA 0.8% was the most effective followed by cinnamon CLN and oregano CLN
(p<0.0001, one way ANOVA). Despite the lower inhibitory power, essential oil CLN should
be further investigated as they are a more sustainable and natural alternative to the use of

traditional antimicrobials.

Key words: Salmonellosis. Antimicrobial resistance. Disk diffusion test.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um pais agroindustrial que se destaca como grande produtor e exportador de
proteinas de origem animal (ABPA, 2022). Este protagonismo leva a desafios na manutengao
da biosseguridade na produgdo animal e beneficiamento dos alimentos, que possui como
consequéncia indireta o uso excessivo de antimicrobianos com fins profilaticos e terapéuticos.
Desta forma, o pais também se torna um grande consumidor de diferentes ativos

antimicrobianos (SILVA, 2019).

Considerando que a emergéncia de bactérias resistentes e multirresistentes aos
antimicrobianos ¢ realidade em todo o mundo, a utilizagao desses farmacos, na cadeia produtiva
¢ bastante problematizada, pois muitas dessas moléculas sao compartilhadas entre humanos e
animais (WECKX, 2012). A resisténcia bacteriana aos antibidticos (RBA) ¢ reconhecida como
uma grave ameaca a saude publica mundial e determina em aumento consideravel no periodo
de hospitalizagdo, da morbidade e mortalidade e, paralelamente contribui para um aumento dos
custos hospitalares, especialmente em unidades de cuidados intensivos (BELL et al., 2021;
ANVISA, 2021). Como consequéncias, s3o observadas infec¢des de dificil tratamento, que
impactam a satide humana, a cadeia de produc¢do de animais e alimentos, além da disseminagao

desses agentes no ambiente (CDC, 2022; FDA, 2022).

Patogenos bacterianos zoondticos tém importdncia na saude unica e economia, pois
além de causar doencas nos animais € humanos, geram prejuizos econdmicos como embargos
na exportacdo (COSTA; SOUZA, 2017). Este ¢ o caso do sorovar S. Heidelberg,
frequentemente envolvido em infec¢des graves humanas, onde demonstra caracteristicas
invasivas e de multirresisténcia aos antimicrobianos, e consequentemente, quadros mais graves
(NAKAO et al, 2018). S. Heidelberg ¢ considerado emergente no Brasil, principalmente pelo

alto namero de isolamentos na cadeia de producao avicola (WEBBER et al., 2019).

Muitas bactérias resistentes aos antibidticos também sdo resistentes a outros
antimicrobianos como os utilizados na higienizacdo de ambientes hospitalares e industriais, o
que as torna de dificil controle. Assim, pesquisas de desenvolvimento de novas moléculas, ou
ainda outras formas de incrementar o controle de patdgenos tem sido constantemente fomentada
por organizagdes governamentais ou de cunho privado, como o uso de dleos essenciais e

nanoparticulas (SANTOS; PICCOLI; TEBALDI, 2017).

Os o6leos essenciais, por serem de origem fitoterapica e extraidos essencialmente de

plantas, sdo uma alternativa promissora e sustentavel ao uso dos antimicrobianos tradicionais.



Estas substancias tém ganhado relevancia para aplica¢do na industria de alimentos de origem
animal e na medicina humana e animal, sendo fundamental o desenvolvimento de mais estudos
para padronizar seu uso e conhecer suas diferentes atividades. Para aplicagdo, os compostos
fitoterapicos e nanoparticulas derivados devem ser avaliados quanto ao seu potencial

antimicrobiano (NASCIMENTO et al., 2007).

O poder inibitério dos dleos essenciais de orégano, canela e cravo ja sdo estdo bem
caracterizados na literatura (SANTOS; PICCOLI;, TEBALDI, 2017). Porém, permanece a
busca por novas moléculas e apresentacdes, ja que nem sempre a agdo antimicrobiana ¢ idéntica
quando se considera diferentes espécies bacterianas e a forma de apresentacao da substancia.
Assim, considerando o panorama mundial da emergéncia de resisténcia aos antimicrobianos ¢
necessario a pesquisa de novas moléculas alternativas, mais eficientes e sustentaveis, com

aplicagdo em diferentes agentes e condigoes.

O 4acido peracético ¢ um dos sanitizantes mais utilizados para o controle de patogenos
de ambientes industriais, porém ha relatos de diminuicao de sua eficiéncia como inibidor e na
estabilidade durante o armazenamento (MACHADO et al., 2011; VOLSCHAN et al., 2020).
Desta forma, seu uso na concentragao de 0,8%, que ¢ usualmente utilizado nestes processos, €

uma boa forma de estabelecer a eficiéncia de novos compostos.

O objetivo desse trabalho ¢ determinar o potencial inibidor de 6leos essenciais de
orégano ¢ canela nanocarreados por lipideos frente a cepas de Salmonella Heidelberg em

comparagao com formula industrial de acido peracético utilizado na concentragao de 0,8%.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Antimicrobianos

Em 1928 Alexander Fleming publicou a descoberta da penicilina obtida de culturas
fingicas e evidenciou sua propriedade antimicrobiana, e em 1940, Selman Waksman definiu o
termo antibidtico como substancias que tém capacidade de inibir ou matar bactérias
(WAKSMAN; WOODRUFF, 1942). A descoberta foi um marco para a medicina em contexto
mundial e até hoje a antibioticoterapia € utilizada no tratamento de doengas infecciosas em todo

o mundo (PEREIRA; PITA, 2005).

Apds a descoberta da penicilina, classificado como um beta-lactimicos por Fleming,

outros estudos surgiram, evidenciando novos mecanismos de a¢do contra 0s micro-organismos.



Os antibidticos podem ser subdivididos em classes de acordo com seu mecanismo de agao,
sendo eles, os inibidores da sintese: da parede celular, da producdo de acidos nucleicos, da
sintese proteica, ou ainda, alterando a permeabilidade da membrana externa microbiana ou
interferindo nas vias metabolicas. Estas drogas contribuem amplamente para a satde publica
mundial, sendo indiscutivel o seu potencial terapéutico, mas o uso indiscriminado possui como
consequéncias efeitos indesejaveis e prejuizos a satide humana, além de contribuir para a

sele¢do de bactérias resistentes ou multirresistentes (SALABI; WALSH; CHOUCHANI, 2012).

Varios fatores interferem na resisténcia ou multirresisténcia bacteriana, incluindo o uso
indiscriminado de antimicrobianos sem prescrigdo medica, tratamento por tempo ou dose
inadequada, uso empirico de drogas ndo indicadas, entre outras, que provocam a selecdo de
cepas resistentes e dificulta o tratamento de infecgdes posteriores (OLIVEIRA, 2006). A
resisténcia bacteriana ¢ um problema de saude publica mundial, amplamente discutido e com
envolvimento multidisciplinar, com reflexo na satde tinica (BRITO; TREVISAN, 2021), ja que

envolve além dos animais, também a produ¢ao animal ¢ o ambiente.

A RAM tem se difundido também a antimicrobianos utilizados na higienizacdo de
diferentes ambientes, conceito que engloba a limpeza e sanitizagdo. Sanitizagdo ¢ definida como
a reducdo de micro-organismos patogénicos a niveis que ndo apresentem riscos a saude,
devendo para isso, utilizar métodos pré-estabelecidos, que garantam que ndo existirdo prejuizos

ao consumidor e aos produtos (FDA, 2020).

Os protocolos de sanitizagdo devem ser constantemente monitorados e revisados nas
industrias beneficiadoras de produtos de origem animal, j& que ¢ comum que cepas de
patogenos zoonoticos como Salmonella e Escherichia coli apresentem tolerancia aos agentes
inibidores usualmente utilizados nestes ambientes (WEBBER et al., 2019; TOMAT et al.,
2017). Isso instiga estudos sobre agentes antimicrobianos alternativos, com boa eficiéncia e que

também garantam sustentabilidade ambiental (WEBBER et al., 2019).

Uma alternativa que tem se mostrado promissora para uso na higienizac¢ao industrial ou
para a inibi¢do bacteriana em geral, ¢ o uso de carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN)
de outras substancias lipidicas com potencial inibidor (principio ativo), que se tornam aptas a
liberar gradativamente este principio (KRAMBECK et al., 2021). Outra op¢do que vem
instigando os pesquisadores ¢ a utilizacdo de agentes quimicos ja comumente usados na

desinfeccao industrial, como o &cido peracético, em nanoformulagdes.
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2.2 Nanocompostos e carreadores lipidicos nanoestrutuados (CLN) de dleos

essenciais de orégano e canela

Nanocompostos sao particulas que apresentam uma dimensao inferior a 100 nm e s@o
estaveis a altas temperaturas e pressoes. Devido a maioria dos compostos apresentarem baixa
influéncia sobre células humanas (REDDY et al., 2007), podem ser usados para estender a vida
de prateleira de produtos frescos e carneos (STOIMENOV et al., 2002) ou como sanitizantes

de industrias de alimentos.

A eficiéncia dos nanocompostos deve-se também pelo aumento do tempo de
permanéncia no ambiente, potencializando os efeitos bactericidas, com diminui¢ao da
toxicidade e actimulo ndo especifico (MENDHULKAR; YADAV, 2017). Além disso, as
nanoparticulas possuem maior capacidade de penetracao e de afetar a permeabilidade celular e
bacteriana facilitando o alcance ao local de agdo e a difusdo na célula bacteriana ¢ melhor
atividade potencial em biofilmes quando comparado com a agdo de moléculas grandes

(HUSSAIN, et al. 2017).

Uma alternativa sustentdvel de nanocompostos sdo os carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN), substancias compostas pela mistura de pelo menos um lipidio no
estado so6lido e um liquido (KRAMBECK et al., 2021). O uso de CLN carreando 6leos
essenciais ja foi demonstrado em estudos, onde estes compostos foram mais eficientes na
inibicdo bacteriana que sanitizantes a base de cloro (GHODRATI, FARAHPOUR &
HAMISHEHKAR, 2019).

Oleos essenciais sdo compostos aromaticos e volateis, extraidos de plantas por
processos de destilacdo, compressdo de frutos ou por solventes, geralmente com composicao
complexa, que pode incluir mais de uma centena de compostos quimicos. Possuem
caracteristicas proprias de cor, aroma, fungdes antissépticas, entre outras, que tem como
objetivo atrair polinizadores para dispersdao de polens e sementes, além de proteger as plantas
contra ataques de micro-organismos, insetos e predadores (BAKKALI et al., 2008). A utilizacao
de O6leos essenciais ¢ realidade em diversas areas farmacoldgicas como antioxidantes,

antinflamatdrios ou antimicrobianos (COWAN, 1999).

Assim, surgem como métodos alternativos para substituir o uso de moléculas quimicas
antibioticas ou desinfetantes. SOUZA et al. (2016) pesquisaram 16 dleos essenciais frente a
Escherichia coli enterotoxigénica e caracterizaram além da efetividade das moléculas, a dose

dependente para agdo bactericida.
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O ¢leo essencial de orégano possui como principio ativo o carvacrol, um monoterpeno,
que apresenta em sua estrutura um grupo hidroxila livre e uma por¢do fenolica, possuindo
assim, caracteristica hidrofoébica (GALVAO, 2019). O monoterpeno estd associado a
propriedades antioxidantes (BEENA; KUMAR; RAWAT, 2013) e também atividade
antimicrobiana que j4 demonstrada em bactérias zoonoticas como Sal/monella spp (SHARIFI-

RAD et al., 2018), entre outras.

Ja o principal composto ativo do dleo essencial de canela ¢ o cinamaldeido (60-75%),
com diferentes aplicagdes devido suas atividades bioldgicas e farmacoldgicas. Sao relatadas
atividades antimicrobianas, antioxidantes, antidiabéticas, dentre outras (SILVA et al., 2017). O
cinamaldeido ¢ um fenilpropanodide derivado do aminodcido fenilalanina. MORTAZAVI e
ALIAKBARLU (2019) testaram a atividade antimicrobiana de bionanocompostos com 20% de
oleo essencial de canela frente a bactérias causadoras de doengas alimentares e observaram

bons efeitos antibacterianos.

Desta forma, a nanotecnologia na forma de CLN apresenta-se como estratégia

promissora alternativa ao uso de desinfetantes que devem ser mais estudados.

O 4acido peracético esta entre os agentes quimicos mais utilizados para a higienizacao
de diferentes ambientes industriais e apresenta boa eficiéncia mesmo quando em baixas
concentragoes (SREY et al.,, 2013; CAVALLINI et al., 2013), apesar de apresentar
instabilidade no armazenamento (VOLSCHAN et al., 2019). Entretanto, resisténcia a este e
outros sanitizantes tém sido relatadas, assim como problemas com toxicidade (SANTOS;

PICCOLIL; TEBALDI, 2017; BRASAO et al., 2021).

2.4 Salmonelose e Salmonela Heidelberg

O género Salmonella ¢ caracterizado por bacilos Gram negativos ndo formadores de
esporos com 1 a 2 um, anaerdbicas facultativos, pertencem a familia Enterobacteriaceae, sendo

a maioria movel, com exce¢ao dos sorovares Gallinarum e Pullorum (FORSYTHE, 2013).

Em relacdo ao impacto econdmico ¢ em satde publica, a salmonelose ¢ a doenca
transmitida pelos alimentos com maior morbidade no mundo, e desta forma, representantes do
género Salmonella sdo considerados os patdgenos alimentares mais importante. A principal via
de infeccdo humana ¢ o consumo de alimentos contaminados (NGUYEN; YANG; YUK,
2014).
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O hospedeiro humano com quadro de salmonelose apresenta sinais e sintomas que
variam quanto a severidade da infec¢do, que podem ser relativamente brandos a severos.
Geralmente sao observados nédusea, vOomito, enjoos, seguidas de diarreia aquosa, com a
possibilidade de conter sangue se houver invasao da mucosa intestinal, febre e colicas
abdominais, que se iniciam de seis a 48 horas apds a ingestdo do alimento contaminado

(DOMINGOS; BRUNELLI, 2015).

Devido a multiplicidade de fatores que influenciam na infec¢do e/ou colonizacao,
geralmente Sal/monella spp. ¢ de dificil controle na producdo de animais. Adicionalmente, a
resisténcia aos antimicrobianos dificultam ainda mais a implementagao de métodos de controle,
considerando a possivel ineficiéncia no uso de agentes biocidas. Além disso, apesar em casos
leves de salmonelose a antibioticoterapia ser contra indicada, ha necessidade de prescricao em
casos graves, e nessa situacao, a resisténcia dificulta o tratamento devido a redu¢@o nas opgdes

terapéuticas (CARDOSO; DE CARVALHO, 2006; REZENDE et al., 2005).

O grande niimero de hospedeiros, a capacidade de formar biofilme e a resisténcia a
desinfetantes e outros antimicrobianos por grande parte das cepas contribuem para perpetuacao
da Salmonella spp. como um dos principais agentes das doengas transmitidas por alimentos e

assim, de dificil erradicagdo (MELO et al., 2021).

Os sorovares S. Typhimurium e S. Enteritidis sdo historicamente, os mais envolvidos
em surtos de doencgas transmitidas por alimentos (WHO, 2018). Mas o sorovar S. Heidelberg ¢
considerado emergente, devido principalmente a grande frequéncia de envolvimento em
infeccoes humanas, viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos, que possuem como
consequencias quadros clinicos mais graves e complicacdes (NAKAO et al, 2018), que podem

inclusive, causar o 6bito (CDC, 2018).

S. Heidelberg também ¢ considerado emergente no Brasil devido ao aumento no nimero
de isolamentos, especialmente na cadeia de produ¢ao de aves (WEBBER et al, 2019). A mesma
tendéncia ¢ observada nos Estados Unidos (CDC, 2013) e Europa, refletindo no nimero de
notificacdes emitidas pelo Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF) (RASFF, 2019) e
resisténcia aos antimicrobianos pelo CIDRAP - Center for Infectious Disease Research and

Policy dos EUA (CIDRP, 2017).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cepas

Foram testadas 28 cepas de S. Heidelberg, previamente isoladas de alimentos e cadeia
de producdo de aves entre os anos de 2012 a 2018. As cepas 1 a 11 fazem parte do banco de
cepas da cole¢cdo Biologica de Bactérias de Interesse em Saude do Instituto Oswaldo Cruz
(IOC/FIOCRUZ-RJ) e as demais foram isoladas de granjas avicolas por laboratério credenciado
ao MAPA. Todos os isolados foram identificados por testes bioquimicos e sorologicos e doadas
para estudo, fazendo parte do banco de cepas do Laboratorio de Epidemiologia Molecular da

Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia LABIO (Tabela 1).

Tabela 1: Identifica¢do de cepas de S. Heidelberg isoladas de alimentos e cadeia de produgdo

de aves no periodo de 2012 a 2018.

Isolamento

Cepas Ano Fonte Estado Amostra
1. 2H 2016 Alimento MG CF!
2. 5H 2012 Alimento PR CFR?
3. 6H 2014 Alimento SC CF
4. TH 2016 Alimento SP Carne
S. 13H 2017 Alimento SC CF
6. 19H 2017 Alimento MG Barriga suina
7. 20H 2012 Alimento PR CMS?
8.  28H 2015 Alimento SC CF
9. 31H 2017 Alimento MG Sobrecoxa
10. 32H 2013 Alimento SC CF
11. 36H 2013 Alimento SC CF
12.  4798-1 2018 Cama de frango PR SCA*
13. 8890 2018 Alimento SC CBP?
14. 9080 2018 Cama de frango PR SCA
15. 9081 2018 Cama de frango PR SCA

16. 9082 2018 Cama de frango PR SCA
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17. 9205 2018 Cama de frango SC SCA
18. 9219 2018 Cama de frango PR SCA
19. 9492 2018 Cama de frango PR SCA
20. 9513 2018 Cama de frango PR SCA
21. 80189 2017 Cama de frango PR SCA
22. 81279 2017 Fezes de Aves PR FA’
23. 45712 2018 Alimento PR SCA
24.  4915-1 2018 Cama de frango PR SCA
25. 4798-1 2018 Cama de frango PR SCA
26. 4789-2 2018 Cama de frango PR SCA
27. 4912-1 2018 Cama de frango PR SCA
28. 9485 2018 Cama de frango PR SCA

ICF = carcaga de frango; 2CFR = carcaga de frango resfriada; *CMS = carne mecanicamente separada;
“SCA = Suabe de arrasto de cama de aves; CBP° = Cultura bacteriana: peito; FA”= Fezes de Aves

3.2 CLN de Oleos Essenciais

As formulac¢des de CLN de orégano e canela, ambas em uma concentracao de 5%, foram
previamente preparadas pelo método de emulsificagdo-ultrassonicagdo (RIBEIRO et al., 2017),
utilizando como lipideo sélido a manteiga de Karité, e como surfactante o tensoativo Plantarem
1200. Ambas formulagdes foram preparadas pela pesquisadora Ligia Nunes de Morais no
Laboratorio de Nanotecnologia da UFU e acompanhadas quanto a estabilidade fisico-quimica

e morfologia por um ano demonstrando adequagao aos pardmetros avaliados (SANTOS, 2022).

Para comparar o efeito inibidor dos CLN foi testado paralelamente &cido peracético

comercial (Start Quimica®) diluido em agua destilada estéril até concentracao de 0,8%.

3.3 Teste de inibicdo em discos

Para testar o efeito inibidor dos CLN de orégano e canela e acido peracético 0,8% frente
as cepas de S. Heidelberg foi utilizado o teste de difusdo em discos. Os procedimentos foram
adaptados das normas do Clinical Laboratory Standart Institute (CLSI, 2020). Discos de papel
de filtro estéreis com 6 mm de didmetro (Interlab®) 30 pL das formulagdes de CLN de canela

e orégano e acido peracético, e assepticamente mantidos em temperatura ambiente por 30
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minutos até a secagem. Os controles negativos foram impregnados em solugdo de cloreto de

sodio (Dindmica®) 0,9 % estéril e secos da mesma forma.

Para a realizacdo dos testes, as cepas de S. Heidelberg foram descongeladas em
temperatura ambiente e reativadas em caldo infusdo de cérebro e coragao (BHI-Ox0id®) por
18 a 24 horas a 37 °C e posteriormente estriadas na superficie de 4gar desoxicolato lisina xilose
(XLD-Kasvi®) e novamente incubadas na mesma temperatura por 24 horas. Uma colonia
isolada de cada cepa foi novamente estriada em 4gar Triptone Soy Agar (TSA-Oxo0id®) e
incubada por 24 horas a 37 °C. Trés a cinco coldnias puras foram diluidas em solugdo salina
0,9% até atingirem a turvacdo corresponde a 0,5 na escala de MacFarland correspondente a
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL, e entdo, 100 pL foi distribuido uniformemente sobre a

superficie de 4gar Mueller-Hinton (MH-Ox01d®).

Apbs a absor¢do do indculo, os discos previamente impregnados com as formulagdes
de CLN de orégano e canela ¢ APA 0,8% foram depositados na superficie, e apds incubadas a
36°C por 24 horas. Ao final da incubagdo, os halos de inibicdo foram mensurados em

milimetros. As determinagdes foram realizadas em triplicata.

3.4 Andlise estatistica

Os resultados foram tabulados e submetidos a estatistica descritiva. Para avaliar se havia
diferencas entre o poder inibidor entre os diferentes tratamentos e entre as cepas para um mesmo
composto foi utilizada a ANOVA one way, com 95% de confianga, utilizando o Programa

GraphPad Prism, versao 8.0 (GraphPad Software, EUA).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tamanhos dos halos (mm) obtidos em triplicata do teste de difusdo em disco para os

CLN de orégano e canela e APA 0,8% estdo na tabela 2.
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Tabela 2: Tamanho médio do didmetro do halo de inibigdo (mm) no teste de difusdo em disco

obtidos para APA 0,8%, CLN de orégano e CLN de canela frente as cepas de S. Heidelberg.

Diametro do halo de Difusao (mm)

Cepas APA CLN Orégano CLN Canela
2H 31 7 14
5H 34,5 9 16,5
6H 36 10,5 14,5
7TH 37 7,5 15
13H 40 8 14,5
19H 34 9,5 20
9H 35 8 19
20H 36,5 9 17,5
28H 35 7,5 17
31H 31,5 9 43
32H 35,5 8,5 15
36H 35 9 14,5
4798 39,5 8 19,5
8890 39 9,5 16,5
9080 34,5 9,5 18,5
9081 37,5 9 18
9082 39,5 7,5 17,5
9205 31,5 8 17,5
9219 34 8,5 20
9492 39 9,5 20
9513 41 10 20
80189 33 8 18
81279 32,5 9 19,5
4571-2 40,5 8 17,5
4912-1 39,5 8 19
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4798-1 38 9 18
4798-2 38,5 8,5 19
9485 39,5 8 17

APA= acido peracético 0,8%. CLN= carreador lipidico estruturado carreando 6leo essencial.

O sanitizante tradicional APA 0,8% foi o que apresentou os maiores halos médios de
inibicao, com diametros variando de 31 a 41 mm, seguido do CLN de o6leo essencial de canela
e orégano, com halos de inibi¢do que variaram de 14 a 20 mm e 7 a 10,5 mm, respectivamente.
A grande varia¢dao no tamanho dos halos entre as diferentes cepas analisadas demonstra que o
comportamento das cepas diferiu significativamente (p<0,0001, one way ANOVA), o que

comprova o carater cepa-dependente (Figura 1).
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Figura 1: Diamétro de halos de inibi¢do de trés tratamentos frente a cepas de S. Heidelberg.
APA= 4cido peracético 0,8%. NL= nanocomposto carreador lipidico nanoestruturado.

p<0,0001 (one way ANOVA).

Quando se analisou a influéncia geral de cada composto nas cepas identificamos que
houve diferenca estatistica entre os testes (p<0,0001, one way ANOVA), de maneira que APA

0,8% foi o composto mais efetivo seguido por NLC de 6leo essencial de canela e orégano.

O acido peracético possui inibidor sobre diferentes espécies bacterianas, boa agao em
superficies e € um dos sanitizantes mais utilizados na desinfec¢ao industrial (PICOLLO et al.,

2019; ZHANG et al., 2020). Seus mecanismos de atuacdo sdo complexos e resultam na ruptura
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de ligagdes quimicas no interior da membrana celular, além de possuir propriedades oxidantes
e acidas (CREMIEUX; DAVIN-REGLI, 2000; CAMPO et al., 2020).

Apesar da eficiéncia ja sacramentada pelo uso, hé algumas limitagdes no uso do APA
na desinfec¢ao, destacando-se a baixa eficiéncia na presenga de matéria organica, risco na
manipulacdo e instabilidade (WEBBER et al., 2019). Além disso, a eficiéncia do APA foi
inferior & do cloro no controle de biofilmes de S. Minessota (BRASAO et al., 2021), além de
problemas com toxicidade (SANTOS; PICCOLI; TEBALDI, 2017).

Desta forma, ¢ necessaria a procura constante por alternativas para a desinfecc¢ao
industrial. Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) sdo matrizes lipidicas compostas pela
mistura de um lipidio no estado sélido e um liquido (KRAMBECK et al., 2021) e ja foi
demonstrado que CLN carreando o6leos essenciais podem possuir desempenho melhor ou
similar aos desinfetantes industriais (GHODRATI, FARAHPOUR & HAMISHEHKAR,
2019). Assim, mesmo apresentando menor eficiéncia na inibicdo de S. Heidelberg em nosso
estudo, ¢ interessante que estes CLN de 6leos essenciais sejam testados em outros sorovares,
espécies ou géneros bacterianos. SANTOS et al. (2017) verificaram potencial uso como

antimicrobiano do 6leo essencial de canela frente as cepas de Pseudomonas aeruginosa.

Os CLNs de canela e orégano mesmo apresentando halos de inibi¢do menores que o
acido peracético mostraram potencial de uso, principalmente considerando que sdo agentes
naturais, com apresentacdo na forma de nanocomposto e boa estabilidade (SANTOS, 2022).
Entre as duas formulagdes, o poder inibitorio da canela foi mais marcante e outros testes devem
ser realizados para um melhor conhecimento, incluindo a determinacdo da concentragdo
inibitoria minima (CIM) e a agdo em outros géneros e espécies bacterianas. Prakash et al. (2013)
descrevem o 0Oleo essencial de canela como uma substancia composta em sua maior parte de
metabolitos secunddrios como os terpenos, que possui boa atividade antioxidante e
antimicrobiana. No extrato do caule, o principal componente ativo ¢ o cinamaldeido, um alcool
terpeno, com ag¢do inibitoria na geracao de energia bacteriana por prejudicar a captagdao de
glicose ou sua utilizacao (HO et al., 2013). Ribeiro et al. (2019) patentearam em 2019 a primeira
formulagdo CLN contendo apenas excipientes naturais, incluindo 6leo essencial de canela. A
formulagdo mostrou efeito inibidor em cepas de Staphylococcus aureus, S. aureus MRSA, S.

epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae.

A utilizacdo de o6leos essenciais como desinfetantes ¢ limitada pela volatilidade,
instabilidade e forte odor (KHEZRI; FARAHPOUR; MOUNESI RAD, 2020). Neste estudo,

apresentamos dois Oleos essenciais na forma de CLN, apresentacdo que contorna essas
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caracteristicas indesejaveis e os tornam compostos com uso potencial em diferentes sistemas
como hospitais e industrias de alimentos. Além disso, a estabilidade da formulagdo testada foi

comprovada por SANTOS (2022).

CLN sao substancias naturais, com baixa ou nenhuma toxicidade e ndo causam impacto
ambiental, e consequentemente, contribuem para a preservacdo do meio ambiente como

utilizagdo de fontes renovaveis e de desenvolvimento sustentavel (ALMEIDA et al., 2020)

5 CONCLUSAO

As trés substancias testadas, APA 0,8% e CLN de canela e orégano apresentaram efeito
inibidor, nesta ordem de eficiéncia, sobre cepas de S. Heidelberg, com resultados cepa
dependentes. Os CLN s3o uma alternativa promissora e sustentavel ao uso de antimicrobianos
e mais estudos devem ser realizados para determinar as concentragdes inibitorias minimas e a

atividade em outros grupos de micro-organismos.
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