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RESUMO

A utilizacdo descontrolada de antibidticos vém desencadeando o aparecimento cada vez maior
de bactérias super-resistentes, sendo, portanto, uma das maiores preocupagdes mundiais. Além
disso, atualmente, existe baixa producdo de novos antimicrobianos proporcionalmente ao
elevado surgimento dessas superbactérias. Como os antibidticos também sdo utilizados na
produgdo animal, o aparecimento de superbactérias em produtos de origem animal (POA), vém
sendo recorrentes e de dificil eliminacdo na cadeia produtiva, podendo, portanto, causar
doengas transmitidas por alimentos de dificil tratamento. Uma alternativa que vem mostrando
resultados promissores, ¢ a utilizagdo de 6leos essenciais combinados com nanotecnologia a
fim de mitigar a transferéncia desses genes resistentes a outras bactérias no ambiente industrial
de aves, por exemplo. Portanto, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar o efeito de
carreador lipidico nanoestruturado de 6leo essencial de salvia no controle do processo de
conjugac¢do bacteriana entre cepas selvagens de Salmonella Heidelberg (SHO1) doadora dos
genes blatem na sua forma planctonica e Escherichia coli J53 AzR (azida soédica resistente),
como receptora. A avaliacdo foi feita por meio da determinacdo da frequéncia de
transconjugantes de E. coli via andlise fenotipica e genotipica, mediante teste de resisténcia
antimicrobiana e PCR convencional, respectivamente. Foi feita padronizagdo de trés técnicas
diferentes de conjugagdo e escolhida a metodologia 1, meio liquido com trés horas de
incubag¢do, como a melhor de acordo com a maior frequéncia de conjugac¢ao e pela significancia
na contagem de transconjugantes, principalmente com chicken juice (CJ) (p=0,0013). Na
testagem do nanocarreador, os valores da FCR foram reduzidos de 2,2% para 0,028% no teste
tradicional e de 6,2 para 0,098% na conjugacdo utilizando CJ correspondentes a uma reducao
de transconjugantes de 79,6 vezes sem CJ e 67,6 vezes com CJ. Além disso, todas as colonias
de transconjugantes escolhidas aleatoriamente apresentaram o gene blatem identificado
genotipicamente, confirmando a efetividade do processo. Dessa forma, o nanocomposto
demonstrou efeito promissor como redutor/inibidor da conjugag¢do bacteriana aplicavel a
industria de aves.

Palavras chave: blatem, enterobacteriaceae, chicken juice, resisténcia antimicrobiana,

carreadores lipidicos nanoestruturados



ABSTRACT

The uncontrolled use of antibiotics has been triggering the increasing appearance of super-
resistant bacteria, being, therefore, one of the biggest concerns worldwide. In addition,
currently, there is low production of new antimicrobials in proportion to the high emergence
of these superbugs. As antibiotics are also used in animal production, the appearance of
superbugs in products of animal origin (POA) has been recurrent and difficult to eliminate in
the production chain, and may therefore cause foodborne illnesses (DTAs) that are difficult to
treat. An alternative that has been showing promising results is the use of essential oils
combined with nanotechnology in order to mitigate the transfer of these resistant genes to other
bacteria in the industrial environment of poultry, for example. Therefore, the main objective of
this work was to evaluate the effect of a nanostructured lipid carrier of sage essential oil on the
control of the bacterial conjugation process between wild strains of Salmonella Heidelberg
(SHO1) which is a donor of blatem genes in its planktonic form and Escherichia coli 153 AzR
(resistant sodium azide) as a receptor. The evaluation was performed by determining the
frequency of E. coli transconjugants via phenotypic and genotypic analysis, using antimicrobial
resistance test and conventional PCR, respectively. Three different conjugation techniques
were standardized and methodology 1, liquid medium with three hours of incubation, was
chosen as the best one according to the highest frequency of conjugation and the significance
in the count of transconjugants, mainly with chicken juice (CJ) (p=0.0013). In testing the
nanocarrier, the FCR values were reduced from 2.2% to 0.028% in the traditional test and from
6.2 to 0.098% in the conjugation using CJ corresponding to a reduction of transconjugants of
79.6 times without CJ and 67, 6 times with CJ. Furthermore, all colonies of transconjugants
chosen at random presented the blarem gene genotypically identified, confirming the
effectiveness of the process. Thus, the nanocomposite demonstrated a promising effect as a
reducer/inhibitor of bacterial conjugation applicable to the poultry industry.

Keywords: blatem, enterobacteriaceae, chicken Juice, antimicrobial resistance,

nanostructured lipid carriers
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1.INTRODUCAO

O Brasil apresenta um extenso espaco territorial destacado pelo grande potencial de
produtor e exportador agropecudrio mundial (IBGE, 2022). Assim como no mercado interno,
o mercado externo esta cada vez mais exigente com relacao a qualidade do produto, tanto
com relacdo aos constituintes qualitativos e quantitativos e caracteristicas sensoriais, quanto
a biosseguridade alimentar que visa um produto livre de patdgenos e contaminantes
responsaveis por causar danos a saude do consumidor, ou seja, a obtengao de um alimento
inocuo (MEDEIROS e ASSI, 2021).

As doengas transmitidas por alimentos (DTA’s) sao definidas como enfermidades
ocasionadas por ingestdo de alimentos e/ou dgua contaminadas por agentes fisicos, como
vidro, pedra e parafuso, quimicos, como pesticidas e metais toxicos, ou bioldgicos, como
bactérias, virus, fungos e parasitas (AMARAL et al. 2021 VAN AMSON et al. 2006).
Bactérias sdo as principais causadoras de DTA’s, sendo consideradas um problema de saude
publica global e importantes causadoras de morte no mundo, principalmente em paises
subdesenvolvidos, como o Brasil (AMARAL et al. 2021 VAN AMSON et al. 2006). E
estimado pela Organizagdo Mundial da Satide (OMS) que a cada 10 pessoas no mundo uma
fica doente por DTA, morrendo cerca de 420.000 pessoas por ano (BRASIL, 2021). No
Brasil, no periodo entre 2012-2021, houve a notifica¢do de 6.347 surtos acometendo cerca de
104.839 de pessoas, 13.446 hospitalizados e 89 mortes. Os dados revelam que os principais
agentes patogénicos responsaveis por causar DTA’s no Brasil foram Escherichia coli com

29,6%, Staphylococcus aureus com 12,9% e Salmonella spp. com 11,2% (SVS, 2021).

Atrelado a questdo das DTA’s, existe o aumento de bactérias multirresistentes a
antibioticos. Isso ocorre em virtude da utilizacdo de promotores de crescimento na producgao
animal a fim de incrementar o ganho de peso e garantir melhor sanidade do rebanho
(KUMAR et al. 2020). Entao, indiretamente, os alimentos de origem animal, podem ser fonte
de bactérias resistentes a antimicrobianos.

Além da selecao de bactérias a partir de doses subletais de antimicrobianos na
pecudria, também pode ocorrer a transferéncia horizontal de genes (THG) de resisténcia a
antibidticos de uma bactéria a outra (LEKSHMI et al. 2019). A principal forma de THG ¢ a
conjugacdo que consiste na transferéncia unidirecional de um gene, podendo ser de
resisténcia a antibidtico, com contato fisico de uma bactéria doadora para uma bactéria

receptora através do aparelho de conjugacdo chamado pili sexual (VIROLLE et al. 2020,
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LERMINIAUX et al. 2019, GROHMANN et al. 2003).

Devido a este cendrio e a baixa produgao de novos antibioticos, existe necessidade de
se obter novas alternativas para diminuir o aparecimento de novas cepas resistentes (SILVA
e AQUINO, 2019). Uma das opg¢des ¢ a utilizacdo de dleos essenciais incorporados a
nanoparticulas para serem utilizados em larga escala em industrias alimenticias em materiais
e equipamentos a fim de evitar a transferéncia de genes plasmidiais de resisténcia bacteriana.
A miniaturizagdo de particulas, representa uma estratégia promissora e vem sendo estudada
em diversas areas e sera utilizada neste trabalho (ALDOSARY et al., 2023, SILVA e
AQUINO, 2019).
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2 OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar a atuagdo da nanoparticula de 6leo essencial de salvia encapsulado pela
manteiga de karité no processo de conjugacao entre Salmonella enterica sorovar Heidelberg
e Escherichia coli nas formas livres na presenca e auséncia de Chicken Juice (CJ), com a
intencdo de controlar a transferéncia do gene blatem responsdvel pela resisténcia a

ampicilina.

2.2. Objetivos especificos

Padronizar e selecionar a técnica de conjugacdo mais efetiva na obtengdo de
transconjugantes resistentes a ampicilina;

Quantificar o nimero de transconjugantes com e sem a presenca da nanoformulagio;
Determinar a interferéncia de nanocarreadores lipidicos carreando 6leo essencial de salvia

como inibidor da frequéncia de conjugacdo microbiana na presenca e auséncia de CJ;

14



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Brasil e a cadeia produtiva de alimentos de origem animal

Os produtos de origem animal (POA) desempenham um importante papel na
economia do Brasil, uma vez que o Brasil ¢ um dos paises que mais produz e exporta
(POA) no mundo, com destaque maior para carne bovina e de aves (CAVALHEIRO et al.,
2021).

Segundo a ABPA (2022), em 2021 o Brasil foi considerado como o segundo maior
produtor de carne avicola do mundo por produzir cerca de 14,329 milhdes de toneladas de
carne de frango, com destaque para os estados do Parand (35,54%), Santa Catarina
(14,89%) e Rio Grande do Sul (13,65%), como os maiores produtores (ABPA, 2022). Do
total produzido em 2021, 67,83% ¢ destinado ao mercado interno e 32,17% para
exportagdes; dentre eles, o Parana (40,38%), Santa Catarina (22,95%) e Rio Grande do
Sul (14,79%) sdo os maiores exportadores (ABPA, 2022). Os destinos para as exportagcdes
das carnes de frango sdo 36,76% para a Asia e 29,78% para o Oriente Médio, sendo as
carnes na forma de cortes em maior propor¢ao (ABPA, 2022).

Com relagdo a carne bovina, o Brasil é o segundo maior produtor com 16,57% dos
60.572 milhdes de toneladas produzidas no mundo em 2021, ficando atras sé dos EUA
(CUNHA, 2021). Os estados brasileiros que mais produzem carne bovina sio Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul e Goids, que concentram mais de 30% da producao
(EMBRAPA, 2021). Segundo a ABRAFRIGO (2021), o Brasil exportou em 2021 um total
de 1.867.594.642 quilos de carne bovina, sendo que 950.966.063 quilos foram destinados
ao leste da Asia, principalmente para a China, representando 42,2% ¢ EUA com 10,6%.
De acordo com a Conab (2021), 5.503, oito mil toneladas foram destinadas ao mercado
interno do Brasil no ano de 2021.

Existem varios 6rgdos regulamentadores responsaveis pela inspecao e fiscalizagao
dos POA’s no Brasil, levando em consideracao perigos fisicos, quimicos e bioldgicos para
que o alimento esteja seguro para a alimentacdo humana (MEDEIROS e ASSI, 2021).
Como os alimentos de origem animal apresentam uma grande quantidade de nutrientes
essenciais para os micro-organismos, pH favordvel e com alta atividade de agua, sdo
considerados importantes veiculadores de patdgenos causadores de DTA’s, que acarretam
danos aos consumidores e prejuizos econdmicos (SOARES e ROSINHA, 2019;

SHINOHARA et al., 2019). Além disso, micro-organismos patogénicos estdo presentes na
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microbiota natural dos animais de corte, podendo entdo ocorrer contaminagao no processo

de abate (DE ALMEIDA et al., 2017).

Assim, ¢ fundamental boas praticas de manipulacdo e qualidade sanitaria com um
controle rigoroso por toda cadeia produtiva da carne, desde o manejo do animal, até

armazenamento em frigorificos e redes varejistas (SHINOHARA et al., 2019).

3.2. Principais DTA’s encontradas no Brasil

Mesmo com maior preocupacdo das pessoas com relagdo a seguranga alimentar e
avancos tecnoldgicos na cadeia produtiva, tanto no armazenamento, quanto na
manipulagao dos alimentos, as doengas transmitidas por alimentos ainda sao consideradas
o problema de satde publica mais comum no mundo, principalmente em paises
subdesenvolvidos como o Brasil, que apresenta varias regidoes com sanecamento basico
precario ¢ problemas de subnotificacdo de casos e surtos (DA CUNHA et al., 2014;
WELKER et al., 2010).

Contamina¢des em frigorificos e industrias alimenticias sdo consideradas
problemas de seguranga alimentar, pois, depois que as bactérias estdo presentes nas
instalagdes e nas linhas de processamentos, o micro-organismo ¢ dificilmente eliminado
por formar biofilmes (DE ALMEIDA et al., 2017).

Os principais alimentos que causaram os maiores surtos no Brasil, foram os
produtos carneos, sendo a carne bovina em primeiro lugar com 39%, carne de frango com
30% e embutidos com 17% (WELKER et al., 2010).

A quantidade de surtos ocasionados por bactérias ¢ muito maior que aqueles
acarretados por outros patdégenos, sendo as mais comuns no Brasil e que mais causaram
surtos nos anos de 2016 até 2019 Escherichia coli (35,7%), Salmonella spp., (14,9%), e
Staphylococcus aureus, (11,5%) (BRASIL, 2020; SIRTOLI e COMARELLA, 2018).

Escherichia coli ¢ um bastonete, gram negativo, ndo esporulado, mével, anaerdbia
facultativa, pertencente a familia das Enterobacteriaceae e considerada comensal do trato
gastrintestinal em animais de sangue quente, humanos e aves (OLIVEIRA et al., 2021;
SILVA DE MELO et al., 2018). Entretanto, ¢ um dos principais agentes causadores de
patologias gastroentéricas decorrentes de varios sorotipos (ABRI et al., 2019, SILVA DE
MELO et al., 2018). Elas sdo capazes de sobreviver por longos periodos fora do trato

gastrointestinal e estudos recentes demonstraram que a E. coli pode reproduzir em solo,
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areia e sedimentos em climas tropicais, subtropicais e temperados (JANG et al., 2017).

E. coli patogénicas sdo classificadas de acordo com o seu mecanismo de viruléncia,
podendo causar infec¢do ou toxinfec¢do alimentar, apresentando um periodo de incubagao
de 12 a 72 horas com duragdo de 2 a 7 dias (SORAGNI et al., 2019, SILVA DE MELO et
al., 2018). As principais formas de infec¢do consistem em contato direto com animais ou
humanos que apresentam a bactéria ou ingestdo de alimentos contaminados como carne,
salsicha, leite cru, queijo, alface, meldo, rabanete e agua (SILVA DE MELO et al., 2018).
Além disso, ¢ reconhecido pelo Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doencas
(ECDC) como agente indicador de resisténcia antimicrobiana de bactérias gram negativas
(SUWONO et al., 2021; ROMERO-BARRIOS et al., 2020; GREGOVA ¢ KMET 2020;
OSINSKA et al., 2020). As estirpes de E. coli patogénicas, comumente chamadas de E.
coli diarreiogénica (DEC), podem passar, por transferéncia horizontal de genes (HTG), um
conjunto de caracteristicas virulentas responsdveis por causar diarreia no hospedeiro
(SUWONO et al., 2021).

Ja Salmonella é um bacilo flagelado, gram negativo, anaerobico facultativo, nao
esporulado, ndo encapsulado e, assim como a E. coli, também faz parte da familia
Enterobacteriaceae (EHUWA et al., 2021, WALDMAN et al., 2020 SILVA DE MELO et
al., 2018). Apresenta duas espécies: S. enterica e S. bongori, da qual a primeira apresenta
importancia em saude publica e inclui mais de 2.600 sorovares, dos quais Salmonella
Enteritidis, Salmonella Typhimurium e Salmonella Heidelberg apresentam maior
relevancia (JOHNSON et al., 2018; COLLA et al., 2012, RITTER et al., 2012).

E uma bactéria com altas taxas de incidéncia no mundo todo e a infeccdo
geralmente ocorre devido ao consumo de ovos e derivados, carne de aves, carne de bovinos
e leite contaminado (DA SILVA et al., 2018). Além disso, ¢ capaz de sobreviver em
ambientes de baixa umidade (EHUWA et al., 2021).

Os principais sintomas causados pela Salmonella nao tifoide sdo nauseas, émese,
dores abdominais, diarreia sanguinolenta, dores de cabeca, condi¢des febris, mialgia e
possivel desidratagdo, principalmente em bebés e idosos (EHUWA et al., 2021). E
considerado uma enterocolite autolimitante, cessando em uma semana, entretanto, em
pessoas imunodeprimidas, criangas desnutridas e idosos, a doenga pode evoluir para o seu
modo invasivo apresentando bacteremia, meningite e infec¢cdes nas amigdalas (EHUWA
et al., 2021, GILCHRIST e MACLENNAN, 2019). Caso o doente seja
imunocomprometido, pode desenvolver uma febre entérica em que os sintomas sao febre,

anorexia, cefaleia, letargia, mialgia, constipacdo, entre outros (EHUWA et al., 2021).
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3.3. Evolucao da resisténcia antimicrobiana

A transferéncia horizontal de genes (THG) ¢ um dos mais importantes mecanismos
responsdveis pela evolucdo bacteriana, especialmente relacionado a resisténcia
antimicrobiana, pelo qual, células compartilham cada vez mais variabilidade genética entre
si (BRITO, 2021). Essa transferéncia pode ocorrer por conjugacdo, transdugdo e
transformagao e vesiduction, com consequente aquisi¢cao de um novo DNA para conseguir
adaptagdo a meios estressores necessarios a sobrevivéncia celular (RODRIGUEZ-
BELTRAN et al., 2021 e BRITO, 2021). A THG é o meio mais rapido para as bactérias
obterem genes para a sobrevivéncia em um ambiente estressor (LERMINIAUX et al.,
2019). A THG ¢ mais comum entre organismos mais proximos, mas pode ocorrer também
com bactérias mais distantes filogeneticamente (LERMINIAUX et al., 2019).

De maneira resumida, a transformacdo ocorre quando uma bactéria naturalmente
competente faz a captagdo de um DNA livre presente no ambiente externo (por lise
bacteriana ou por uma secre¢do ativa) e, logo em seguida, ha incorpora¢do ao genoma
bacteriano deste material genético por recombinacdo homologa ou reconstitui¢do e
replicagdo de plasmideos (GOLZ et al., 2021; LERMINIAUX et al., 2019). Existem
estudos demonstrando que a presenga de quinolonas em culturas de Streptococcus
pneumoniae, aumenta as taxas de transformacdo e, consequentemente, a disseminagao de
genes de resisténcia (LERMINIAUX et al., 2019).

A transdu¢do ocorre através de um bacteridfago ao empacotar um DNA em
particulas virais e, ao infectar outra bactéria, esse gene pode ser eliminado ou se propagar
(RODRIGUEZ-BELTRAN et al., 2021).

A vesiduction € um novo tipo de THG em que bactérias utilizam vesiculas especiais
de membrana secretada na superficie de uma célula doadora para disseminacdo do DNA
extracromossomal para o citoplasma de outras bactérias receptoras por fusdo da
citomembrana, sendo um processo mais facil de ocorrer em biofilmes de ambientes
aquaticos (JTANG et al., 2022, RODRIGUEZ-BELTRAN et al., 2021).

Ao adquirir o gene responsavel pela resisténcia, a bactéria pode apresentar varios
mecanismos de resisténcia sendo os principais, aumento de genes relacionados a bombas
de efluxo, producao de enzimas que sdo responsaveis por destruir ou modificar o farmaco
e formacao de biofilmes que reduzem o acesso aos farmacos (FARIA et al., 2021, PONTES
et al., 2018).
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3.4. Ampicilina e o gene blatem

A ampicilina ¢ um antibiotico de amplo espectro que faz parte dos B-lactamicos e
¢ considerado um dos farmacos da classe das penicilinas mais importantes (AYDOGDU
et al.,, 2023 ¢ GAWRONSKA et al., 2022). E um dos antibidtico mais utilizados em
tratamentos de infec¢des ocasionadas por Enterobactérias, como a salmonelose
(GAWRONSKA et al., 2022). Além disso, também ¢ muito utilizado na produgao animal
na forma de subdoses como promotor de crescimento na inten¢do de ganho de peso
(GAWRONSKA et al., 2022).

Tem como mecanismo de a¢do a inativagdo da biossintese do peptideoglicano
bacteriana por se ligar ao receptor chamado de proteinas de ligacdo a penicilina presente na
membrana, causando, entao, instabilidade da parede celular, principalmente em ambientes
hipotdnicos (AZEREDO, 2022 ¢e PEECHAKARA et al., 2018). Devido a isso, ira ocorrer a
lise seguido de morte celular (AZEREDO, 2021).

Assim como em todos os antibidticos, caso seja utilizado de forma indevida, pode
acarretar no aparecimento de bactérias super-resistentes (GAWRONSKA et al., 2022). Em
1965 foi feito a publicagdo do primeiro relato sobre a codificagdo de B-lactamases em cepas
de Enterobacteriaceae, uma de Escherichia coli e duas de Salmonella (TRAN-DIEN et
al., 2018). A B-lactamase descoberta produzida pela Escherichia coli e Salmonella foi
denominada de TEM na forma de homenagem ao primeiro paciente, Temoneria, e ¢
codificado pelo gene blatem-1a (TRAN-DIEN et al., 2018).

Ja existem inimeros relatos de presenca de Enterobacteriaceaes em animais de
producdo (INCE et al., 2023, ALFIFI et al., 2022), até em alimentos (SOUBEIGA et al.,
2022 e HOSSAIN et al., 2022) e que apresentam resisténcia a antibioticos, principalmente
a ampicilina. E uma situaciio preocupante, pois, ao ingerir um alimento contendo bactérias
resistente a antibiotico, pode ocorrer troca génica entre a bactéria patogénica e as bactérias
comensais do intestino, ocasionando, portanto, em um acumulo de genes em humanos

(SOUBEIGA et al., 2022).

3.5. Processo de conjugacdo e multirresisténcia

A conjugacdo ¢ um processo em que ocorre a transferéncia de um elemento

genético mével (EGM), podendo ser inser¢do, transposons, integrons ¢ plasmideos, com
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contato fisico de uma bactéria doadora para uma bactéria receptora através de um aparelho
de conjugacao (VIROLLE et al., 2020, LERMINIAUX et al., 2019, GROHMANN et al.,
2003). A conjugagdo pode ocorrer em qualquer ambiente como solo, dgua, esgoto,
superficies até no trato gastrointestinal (TGI) de animais e humanos, auxiliando na
adaptacdo de cepas bacterianas. Além disso, ela ¢ considerada o principal gerador de
evolucdo do genoma bacteriano, conferindo vantagens como aumento da viruléncia e
resisténcia aos antibidticos (VIROLLE et al., 2020; GUGLIELMINI et al., 2013).

Pesquisas demonstraram que a utilizacdo de antibioticos pode aumentar a
ocorréncia do processo de conjugacdo, pois o fdrmaco atua como um indicador quimico
que modula a transcricdo de genes para viruléncia, reparo e transferéncia de DNA
(LERMINIAUX et al., 2019).

O processo da conjugagdo ocorre através de um contato direto de uma célula
doadora (F+) com uma célula receptora (F-) que ird receber o material genético através do
pili conjugativo, uma estrutura composta por diversas subunidades de proteinas
denominadas pilinas dispostas em fitas helicoidais em torno de um eixo central
(PRENSKY et al., 2021, GROHMANN et al., 2020, MOREIRA et al., 2013). Ao ocorrer
contato entre as células doadora e receptora, ocorre fusdo entre as membranas e
consequentemente, estabilidade, para que ocorra a transferéncia do DNA plasmidial,
assim, a célula receptora faz uma cdpia desse material genético, e, caso receba junto o gene

do pili ou ja tenha o pili, também seré considerado F+ (MOREIRA et al., 2013).

Tem sido relatada a facilidade em ocorrer conjugagdo entre bactérias de espécies
diferentes (VAN et al., 2007). Um estudo com Escherichia coli e Salmonella encontrados
em alimentos de origem animal no Vietnd, demonstrou que esses isolados apresentaram
plasmideos conjugativos de grande peso molecular que determinavam resisténcia a
antibidticos e, bactérias doadoras, foram capazes de propagar estes genes a bactérias
receptoras (VAN et al., 2007). A conjugacgao entre Nocardia e Arthrobacter spp. também ja
foi relatada (ALVAREZ- NARVAREZ et al., 2020). E segundo LERMINIAUX et al.

(2019), esse processo pode ocorrer tanto inter quanto intraespécies em Enterobacteriaceae,

Pseudomonas e Acinetobacter.

3.6. Nanotecnologia e o controle de patdogenos

Bactérias resistentes a antibidticos sdo um problema cada vez mais preocupante a
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nivel global, principalmente pelo fato de existir uma baixa produgdo de novos antibidticos
(KHAMENEH et al., 2016). Assim, as bactérias acabam desenvolvendo rapidamente
resisténcia ao novo farmaco, tornando necessario o desenvolvimento de novas estratégias
a fim de combater ou diminuir o avango das superbactérias (KHAMENEH et al., 2016).

Uma das alternativas atuais para controle da disseminagdo da resisténcia aos
antimicrobianos inclui a utilizagdo de nanoestruturas capazes de melhorar varios
processos, como o aumento da superficie de contato, producdo facilitada e baixa taxa de
degradacao, garantindo maior viabilidade do produto (MISHRA et al., 2018,
AMOABEDINY et al., 2017).

Existem varios tipos de nanoparticulas tanto na sua composi¢dao, quanto na sua
estrutura. Um exemplo de nanoparticulas sdo as nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) que
sao particulas coloidais, nanométricas, lipofilicas e so6lidas a temperatura ambiente e
corporal, composto geralmente por triglicerideos, ceras ou manteigas, entre outros e,
estabilizados por uma solucdo tensoativa (LIMA et al., 2021; GESZKE-MORITZ et al.,
2016).

A evolucao das NLS se deu com as NLC (carreadores lipidicos nanoestruturados),
apresentando uma matriz lipidica interna, que consiste na mistura entre lipidio sélido e
liquido, e tem como fung¢ao o transporte de uma substancia hidrofébica de forma eficiente,
apresentando bastante estabilidade por muito tempo a temperatura ambiente (RIBEIRO et
al., 2021, RIBEIRO et al. 2016). O NLC tem vantagem sobre o NLS por ter maior
estabilidade fisico-quimica, melhor aprisionamento do contetido interno, liberacao
controlada do conteudo e natureza nao-toxica (FAHMY et al., 2020, MISHRA et al., 2018,
RIBEIRO et al., 2016).

Oleos essenciais consistem em liquidos de alta concentragdo que se volatilizam
facilmente e sdo produtos do metabolismo secundario de plantas, apresentando diversos
atributos, sendo um deles, atividade antimicrobiana (XIAO et al., 2020; CONTRUCCI et
al., 2019). Pelo fato de os 6leos serem produtos multicompetentes comparados ao principio
ativo de forma individual, as chances das bactérias apresentarem resisténcia a eles € menor
(CONTRUCCI et al., 2019). Portanto, ¢ uma alternativa interessante para se acoplar a
carreadores lipidicos nanoestruturados e também por ser uma material biodegradavel e
natural (UCHIDA et al., 2021) amplia sua utilizagdo para o conceito de sustentabilidade.
Além disso, os 0leos essenciais tem o reconhecimento da Food and Drug Administration

como substancias seguras (YAZGAN, 2020). Portanto, pode ser utilizado sem
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preocupacdes na industria alimenticia, tanto na forma de higienizacdo de maquinas e
equipamentos que entram em contato com o alimento, assim como diretamente no alimento
produzido na forma de aditivo (YAZGAN, 2020). Existem algumas desvantagens em
utilizar o 6leo essencial na industria, como alta volatilidade, odor forte, baixa solubilidade
em agua ¢ baixa capacidade limitada em interagir diretamente com microorganismos,
entretanto, ao ser encapsulado, pode resolver maioria dessas limitagdoes (MOGHIMI et al.,
2016).

Estudo anterior comprovou que, em industrias alimenticias, o carregamento das
NLC contendo 6leos essenciais foram bem-sucedidas, pois apresentaram maior protecao e
sdo conservantes naturais de alimentos. Além disso, devido a sua caracteristica
nanométrica e lipofilica ¢ facilmente difundido em membranas bioldgicas o que facilita as
atividades antimicrobianas dos 6leos essenciais (OEs) (UCHIDA et al., 2021).

Estudo comparativo com utilizagdo de emulsdo de citral e de NLC com o mesmo
6leo demonstrou que os carreadores lipidicos nanoestruturados apresentaram um CIM e
CBM menores em Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Candida
albicans, e portanto mais eficiente que a emulsdo (MOKARIZADEH et al., 2017).

Por ser um assunto recente, ainda nio existem estudos sobre NCL como forma de
controlar processos de recombinagdo génica. Por isso, a presente proposta pretende avaliar
esse potencial efeito inibidor, por meio da utilizacdo de NLC, aliado a manteiga de karité

na forma de lipidio s6lido e o OE de salvia como lipidio liquido.

3.7. Oleo essencial de salvia

O ¢6leo de salvia advém da folha Salvia officinalis e € uma erva medicinal utilizada
para o tratamento de problemas digestivos e circulatorios, bronquite, tosse, asma, angina,
inflamacdo da boca e garganta, depressao, sudorese excessiva, doengas de pele, além de
apresentar poder antimicrobiano (MENDES et al., 2020).

A composi¢do basica dos compostos biologicamente ativos da salvia consiste em
monoterpenos (o e S-tujona, 1,8-cineol e canfora), diterpenos (acido carndsico, carnosol,
rosmadial e manool), triterpenos (4cidos oleanolico e ursélico) e componentes fenolicos,
dividido em dois grupos acidos fenolicos (acidos cafeico, vanilico, fertlico e rosmarinico)
e flavonoides (luteolina, apigenina e quercetina), entretanto, a sua composi¢ao depende

muito do método de extracdo utilizado (JAKOVLIEVIC et al., 2019).
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Além disso, quimiotipos de plantas individuais, localizacdo geografica, data de
colheita e frequéncia de colheita, condigdes de cultivo, déficit hidrico, propor¢des de partes
da planta e tipo de secagem, bem como tempo de hidrodestilagdo, também interferem na
constituicdo do oleo, entretanto, apresenta sempre um marcador principal sendo de dois a

trés principais componentes de cada espécie JAKOVLIEVIC et al., 2019).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Origem do nanocomposto e reativaciao das cepas

Foi testado um NLC a base de 6leo essencial de sélvia, nanocarreado em manteiga
de karité previamente produzido, nanoestruturados e testado em cepas de Campylobacter
jejuni (RIBEIRO et al., 2021, RIBEIRO, et al., 2016). O composto foi produzido e doado
pelo Laboratdrio de Nanobiotecnologia na Universidade Federal de Uberlandia.

O estudo foi realizado no Laboratério de Epidemiologia Molecular da Universidade
Federal de Uberlandia (LEPIMOL-UFU). Para o processo de conjugagdo, a cepa doadora
utilizada nesse experimento foi Salmonella enterica sorovar Heidelberg que apresenta o gene
blatem wild type plasmidial e pili sexual, sendo resistente a ampicilina, e E. coli J53, como

receptora e resistente a azida sddica (AzR).

As linhagens foram reativadas em caldo de pré-enriquecimento BHI (KASVI®), a 37
°C por 24 horas + 4 horas. Depois realizado o repique em agar XLD, para Salmonella, e EMB
(Biokar diagnostics®) para E. coli, incubadas nas mesmas condi¢des € posteriormente
semeadas em agar TSA (Biokar diagnostics®) e incubadas sob as mesmas condigdes (CLSI,

2018).

4.2. Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

As concentragdes inibitorias minimas (CIM) do nanocarreadores lipidicos contendo
OE (0leo essencial) de salvia foram determinadas contra as formas livres das cepas testadas
no estudo, por meio do método de microdilui¢do, produzidos separadamente, em triplicata e
em trés momentos distintos (CLSI, 2021). O teste foi feito para determinacdo de doses
inferiores a CIM para o teste no controle do processo de conjugagdo. As suspensdes
bacterianas foram ajustadas para a turvacao correspondente a 0,5 na escala de MacFarland.
Em seguida, diferentes concentragdes das formulagdes foram adicionadas em placas de 96
pocos para um volume final de 200 pL com o caldo. Por fim, as placas foram incubadas a 37
°C, por 24h. Apos este periodo, os valores de CIM foram determinados com base na menor
concentracdo das formulagdes que nao impediram o crescimento da Salmonella e da E. coli
comparado com o grupo controle. Apds esta avaliacdo, as concentragdes menores que a CIM

foram utilizadas nos ensaios de inibi¢dao da conjugacao.

24



Todos os ensaios foram realizados em trés réplicas e trés repetigdes, utilizando

controles negativos formados pelo meio de cultura sem adi¢ao de bactérias.

4.3. Conjugacio bacteriana

A frequéncia de transferéncia da resisténcia aos P-lactdmicos foi investigada por
experimento de conjugacao na forma livre de maneira comparativa entre trés métodos distintos

de conjugagdo com e sem chicken Juice, para aquisi¢ao do gene blaTtem.

No ensaio de conjugacdo, as cepas de Salmonella (doadora) e Escherichia coli
(receptora), estocadas no laboratorio em ultrafreezer, foram descongeladas a temperatura
ambiente, reativadas em BHI e conjugadas em meio liquido por 3 horas sob agitacao (método
1), em meio solido overnight (método 2) e em meio liquido overnight sem agitacao (método
3).

Foram repicadas cinco coldnias isoladas de Salmonella e Escherichia coli das placas
de TSA e inoculadas separadamente em falcons contendo 3 mL de caldo LB (NEOGEN®)
para serem incubadas logo em seguida por 3 horas a 37 © C com agitagdo orbital a 60 rpm e
depois foi medida a D.O., em leitora de microplacas, na inten¢do de se obter um valor entre
0,4-0,5. O método 1 ocorreu com a adi¢do de 200 pL da cepa doadora (D) (Salmonella) e
800 pL receptora (R) (E. coli) obtendo uma co-cultura (1:4) de 1 mL que logo em seguida foi
incubada por 3 horas a 37 °C com agita¢do orbital a 20 rpm. O tradicional (conjugagdo sem
chicken Juice), compreende a adi¢do de 200 pL da cepa doadora (D) (Salmonella) e 800 pL
receptora (R) (E. coli) obtendo uma co-cultura (1:4) de 1 mL. J4, ao utilizar o Chicken Juice
(CJ) na conjugagao, foi adicionado 720 pL de receptora, 180 uL de doadora e 50 pL de CJ.

Ap0s o periodo de incubagdo, a co-cultura da conjugagdo 1, foi pipetada no volume
de 100 pL em salina 0,9% seguido da realizag¢do de diluigao seriada e plaqueamento de 100
pL em agar MacConkey (Biokar diagnostics®) com a presenga de dois inibidores (antibidtico
ampicilina e bacteriostatico azida sddica).

Para o método 2, foi colocado 200 pL da co-cultura do método 1 sem CJ (tradicional)
e em outra com CJ sobre membrana em éster de celulose de 0,22 ym (MILLIPORE®) em
um dos pogos da placa de cultivo de células de 6 pocos (KASVI®) contendo 4gar LB Lenox
(Biolog®) e incubado a 37 °C overnight. Depois, a membrana foi emergida em 20 mL de
salina estéril 0,9%, raspada e pipetada 100 plL para obtencdo de contagem de
transconjuntantes nas dilui¢des 10! a 107,

Para o método 3, foi extraido 400 puL do co-cultivo da conjugacdo 1 sem CJ



(tradicional) adicionado em um falcon contendo 1,6 mL de caldo LB (NEOGEN®) ¢ em

outra colocou-se 400 pL do co-cultivo da conjugacao 1 com CJ (onde se adicionou
novamente 100ul de CJ) em 1,5mL de LB, ambos foram incubados a 37 °C overnight sem
agitaciio, e no dia seguinte foi feita a dilui¢io seriada em solucdo salina 0,9% (107" a 10®).

A selecao das transconjugantes foi determinada pelo crescimento de col6nias nas
placas, ja que somente as linhagens recombinantes de E. coli J53 AzR apresentam resisténcia
aos dois antimicrobianos adicionados. Para ser feito a selecdo, foram utilizadas placas de
MacConkey contendo azida sédica a 160 ug/mL e ampicilina (Vetnil®) 200.000 pg/mL, onde
somente a receptora transconjugada poderia se expressar, devido a resisténcia adquirida da
doadora e por ter resisténcia prévia a azida sodica. As placas com doadora (contendo apenas
MacConkey com ampicilina) e receptora (contendo apenas MacConkey com azida sodica)
foram incubadas overnight a 37 °C seguidas de contagem de coldnias em prazo maximo de
24 horas e as placas contendo transconjugantes foram incubadas por um periodo de 48 horas
seguidas de contagem para realizacdo da frequéncia de conjugagao.

A frequéncia da conjugacdo (FC) foi calculada para cada suplemento, com e sem
tratamento. O célculo utilizou a média do nimero de coldnias (entre 25 e 250) encontrada nas
placas de transconjugantes de cada repeti¢do, dividido pela média do nliimero de coldnias

(entre 25 - 250) das receptoras de cada repeticao:

4.4. Inibicao da conjugaciao pelo nanocarreador lipidico (NLC) composto por

OE de salvia

As formulagdes de carreador lipidico nanoestruturado (NLC) utilizadas no presente
estudo foram preparadas pelo método de emulsificagdo-ultrasonicagao (RIBEIRO et al., 2016),
cuja estabilidade fisico-quimica ja foi descrita (RIBEIRO et al., 2021).

Depois da produgdo e purificagdo prévia, a inclusao dos NLC nos testes de conjugacao
foi realizada no momento da inoculacdo dos 100ul das culturas mistas nos ensaios de
conjugacao em bactérias livres. As concentragdes a serem testadas pelos agentes, serda de
0,390625 mg/mL, confirmada apds determinagdo da CIM. Apds o processo de conjugacao, a
taxa de transconjugantes foi determinada pelo calculo de FCR e comparada aos valores obtidos

nos ensaios sem NLC.
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4.5. Amplificacao do gene blaTeEM nos transconjugantes
O ensaio genotipico foi feito em pelo trés colonias de cada método de conjugacao testada
e com e sem a presenca de Chicken Juice para determinar a presenga do gene blatem. A extracao
do DNA foi realizada com o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega®) conforme
instrugdes do fabricante. A reagdo PCR foi realizada em um volume final de 25 pL, utilizando
o kit master mix Promega, nas condi¢cdes de amplificagdo e primers descritos na Tabela 1. A
amplificacdo foi realizada em termociclador (Eppendorf®), 30 ciclos de amplificagdo:
desnaturagdo a 94°C durante 45 s, anelamento a 50°C durante 45 s, extensao a 72°C durante 90
s, com extensdo final a 72°C durante 10 min.
Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
utilizando o tampdo de funcionamento TBE 0,5x (Invitrogen®) e, como padrdo de peso

molecular, o marcador de 100 bp (Invitrogen®).

Tabela 1. Primers e condigdes utilizados para identificar os plasmideos de resisténcia a beta-lactamicos

Gene Sequéncia 5’ 3’ Peso Condi¢oes PCR DNA Referéncia
molecular o
C n
&b 0) (ng)
blarem CAGCGGTAAGATCCTTG 643 95°C — 5 min; 50°C 10 Ahmed et al., 2007
AGA —45 seg; 72°C
ACTCCCCGTCGTGTAGA 90seg; 72°C 10min
TAA

4.6. Analise estatistica

Os resultados dos testes foram tabulados e submetidos a estatistica paramétrica por meio
da aplicacdo de ANOVA para testes com trés ou mais varidveis e Teste T para duas variaveis.

Todas as avaliagdes foram feitas usando o programa Graph Pad Prism 8.0.



Contagem (Log UFC)

5. RESULTADOS

Em todas as repeti¢des ndo identificamos diferenca estatistica entre as contagens obtidas
para doadora, receptora € ambos os transconjugantes provenientes dos métodos tradicional e
com chicken juice, tanto no controle quanto no teste com a nanoparticula (p>0,05 — one way
ANOVA), garantindo a manutencdo quantitativa em todas as repeticdes. Para doadora e
receptora esses valores ndo oscilaram, com contagem média de 7,7 log UFC e 7,6 log UFC,
respectivamente.

A analise comparativa entre os métodos identificou que a quantidade de
transconjugantes nao variou entre as metodologias 1 e 3 (média de 6,0 a 6,5 log UFC), porém
o método 2 (p=0,0001) foi o que menos apresentou transconjugantes (média de 4,2 a 5,0 log
UFC), tanto no tradicional quanto na presen¢a do chicken juice. A utilizacdo de chicken juice
aumentou significativamente a quantidade de transconjugantes apenas no método 1 (p=0,0013),
e esse aumento foi equivalente a 0,5 log UFC, ou seja, quase trés vezes mais o valor do
tradicional. Esse valor ¢ condizente a frequéncia de conjugacdo da receptora (FCR) (FCR:
Transconjugantes/Receptora) identificada e igual a 2,2% e 6,2%, respectivamente para o teste
sem e com chicken juice, conforme demonstrado na Figura 1.

Vale ressaltar que o método de conjugagdo 1 foi considerado o mais efetivo na
conjugagdo bacteriana e a influéncia do chicken juice foi significativa para amplificar o
processo, tanto na analise estatistica (p=0,0013) quanto na FCR. Por isso, essa foi a metodologia

de escolha para avaliar o efeito do nanocomposto no controle do processo de conjugagao.

8- 76 75 4t : E
§ E p=0,0013 i 7.5
: :
6,5 : :
. : 6,2 6,1
&° E p=0,0003 Z }
- % — :
6 FCR=6,2% : 5.0 : FCR=1,7%
FCR=2,29 : : FCR=1,9%
2 : : ° ® Doadora
4,2
B Receptora
p=0,0001
4+ FCR=0,8% A Transconjugante (T)
: FC";:‘EO;% @ Transconjugante (CJ)
T T T
Método 1 Método 2 Método 3

Figura 1: Comparagdo das contagens e frequéncias de conjugagdo obtidas nas trés metodologias testadas com e
sem chicken juice. p=0,0001, diferenca estatistica pela one way ANOVA na comparagdo entre métodos. T:
tradicional; Cl: chicken juice. p=0,0003 e 0,0013, diferenca estatistica pelo Teste T na comparacdo com e sem

chicken juice. FCR: frequéncia de conjugacdo da receptora em percentual.
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A comparagdo referente ao uso do nanocomposto de salvia na conjugagdo mostrou
eficacia no controle do processo de conjugacao uma vez que houve reducdo na FCR de 2,2 para
0,028% no teste tradicional e de 6,2 para 0,098% na conjugacdo utilizando chicken juice. Os
valores encontrados mostraram diferencas estatisticas nas contagens absolutas de 6,0 para 4,5
log UFC e de 6,5 para 5,0 log UFC, equivalentes a uma redugao de 79,6 e 67,6 vezes do processo

de conjugagdo, respectivamente, no método tradicional e com chicken juice (Figura 2).

Contagem (Log UFC)

10+
&0 7.6 o0 <0,0001 <0,0001
I LA T e A
- L o : %5 ® Doadora (D)
6+ § | FCR62% 50 B Receptora (R)
: '\ FCR=22% 45 : .
: E : A Tradicional (T)
4- : FCR=0,092% _ .
FCR=0,028% : ¢ Chicken Juice (CJ)
2=
0 || || 1 1 || 1 1 ||
1 2 1 2 1 2 1 2

Figura 2: Comparagdo das contagens e frequéncias de conjugacdo obtidas no método 1 ndo tratado (1) e no teste
com o nanocomposto de salvia (2). T: Transconjugante; CJ: chicken juice. p<0,0001, diferenga estatistica pelo

Teste T. FCR: frequéncia de conjugacdo da receptora em percentual.

Os testes anteriores para identificacdo da melhor concentragdo do nanocomposto
(Sélvia) a ser testada permitiram identificar que o valor de 0,390625 mg/mL foi a mais efetiva
para o teste de conjugac¢do, uma vez que nao houve diferenga significativa em E. coli (p=0,898)
tampouco em Salmonella Heidelberg (p=0,08) na reducdo da contagem bacteriana, de maneira
a ndo interferir nos resultados de transconjugantes. Nessa concentragdo tivemos uma contagem
de 0,84 log UFC no controle e no teste com o nanocomposto em E. Coli. Ja para Salmonella,

7,24 log UFC no controle e 6,51 log UFC no teste com o nanocomposto em Sa/monella.
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As analises moleculares confirmaram a presencga do gene blatem em todas as coldnias
submetidas a PCR, conforme exemplificado na figura 3. Esse resultado confirma

genotipicamente a conjugagao ja verificada no método fenotipico.

M C+ 11 12 13 14 15

Figura 3: Gel de eletroforese confirmando a presenga do gene b/laTEM no DNA dos transconjugantes de E.coli
identificados. M: marcador de peso molecular 100pb; C+: controle positivo da cepa de S. Heidelberg; 1 a 15:

coldnias de E. coli transconjugantes positivas para o gene blaTEM.

6. DISCUSSAO

Foi identificado uma menor frequéncia de conjugacdo na metodologia em que foi
utilizado um meio s6lido (método 2) em comparagdo com as outras duas metodologias que
foram utilizados meios liquidos. Uma hipdtese para isso ter acontecido, seriam fatores
extrinsecos em que, meio liquidos bem homogeneizados, a transmissao do plasmideo ocorre
por todas as células bacterianas, j4 em meios solidos, essa transferéncia ocorre em escalas
espaciais e na forma de microcoldnias, ficando mais restrito em certo local (ZHONG et al.,
2002). Portanto, para que seja possivel uma alta taxa de transferéncia de plasmideos em escala
espacial, depende exclusivamente do tempo de contato e distribuicdo inicial das células, ou seja,
a transferéncia do gene ocorre em maior extensdo em situagdes que apresentam, inicialmente,
maior densidade de bactérias (ZHONG et al., 2002).

Foi demonstrado que a presenca do chicken juice (CJ) também aumenta a taxa de
transferéncia plasmidial. O CJ ¢ muito utilizado em estudos como forma de mimetizar
nutrientes em escala industrial e ¢ uma importante fonte de crescimento bacteriano por ser uma
matriz complexa e rica em proteinas, lipideos, carboidratos e agucares (SARJIT et al., 2021, LI

etal. 2017, BROWN et al., 2014).
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Além disso, Brown et al. (2014) identificaram que os sucos de carne aumentam a
sobrevivéncia e a multiplicagdo de bactérias e formagdo de biofilmes, devido a presenca de
moléculas de quorum sensing (QS), mesmo quando utilizados sucos de carne esterilizados, ndo
encontrados em amostras de carne (LI et al. 2017). OS desempenha o papel de comunicagao
célula-célula entre e intra espécies e tem como fungao regular genes em resposta a densidade
populacional do meio através de producdo, liberagdo e detecgdo de moléculas de sinais
chamadas de autoindutores (Al), afim de promover sua adaptagdo e garantir sua sobrevivéncia
(LU et al., 2017, GONZALES et al. 2006). Estes autoindutores sdo responsaveis pelo controle
de formagao de biofilmes, producao de toxinas, fatores de viruléncias e motilidade e, até, na
facilitacdo da transferéncia horizontal de genes (GONZALES et al., 2006).

De acordo com os resultados, houve uma reducao de 79,6 vezes na FCR sem CJ e 67,6
vezes, ao utilizar o NCL de salvia na transferéncia horizontal de genes. Ja foi constatado por
estudos anteriores, que o 6leo essencial de salvia tem inimeras propriedades medicinais, sendo
uma delas, antibacterianas (MENDES et al., 2020).

Existem alguns estudos focados em impedir exclusivamente a conjugac¢do bacteriana,
sendo esses compostos denominados de inibidores de conjugacdo (COINs) (GETINO et al.,
2015, FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2005). Foram utilizados bisfosfonatos (LUJAN et al.,
2007), nitrofuranos (BRIAND & LAPORTE., 1985), clorpromazina (CONTER et al., 2002)
entre outros, entretanto, nenhum desses funcionam como COINs e sim como inibidores
inespecificos, por ndo ter um alvo especifico na maquinaria conjugativa, portanto € considerado
um falso positivo (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2005). Até entdo, os COINs mais bem aceitos
e que apresentam melhores resultados sdo os chamados acidos graxos insaturados (uFAs),
responsaveis por inibir os plasmideos IncW e IncF sem afetar o crescimento bacteriano
(FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2005). Mas também foi visto que as uFAs agiram somente nos
plasmideos F e R388, ja os plasmideos pKM101, RK6 e RP4, ndo sofreram inibi¢ao
(FERNANDEZ-LOPEZ et al.,, 2005). Os uFAs com melhores resultados até¢ agora e
responsaveis por inibir a conjugacdo sdo d4cido desidrocrepinico (DHCA), acido 2-
hexadecinoico sintético (2-HDA), 4cidos graxos 2-alcindicos (2-AFAs) e acidos tanzawaic A e
B (CABEZON et al., 2017).

O o¢leo essencial de salvia utilizado no presente estudo, apresenta os seguintes
compostos biologicamente ativos: monoterpenos (a € S-tujona, 1,8-cineol e canfora), diterpenos
(acido carndsico, carnosol, rosmadial e manool), triterpenos (acidos oleandlico e ursélico) e

componentes fenolicos, dividido em dois grupos acidos fenolicos (acidos cafeico, vanilico,
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ferulico e rosmarinico) e flavonoides (luteolina, apigenina e quercetina) (JAKOVLIEVIC et al.,
2019). De acordo com Oyedemi et al., (2016), foi relatado que plantas ricas em componentes
fendlicos, apresentam capacidade de modificar a resisténcia bacteriana.

Como citado, o 6leo essencial de salvia apresenta poder antibacteriano, sendo o acido
ursolico o principal agente bactericida, entretanto, ndo apresenta os chamados uFAs na sua
composicao. Portanto, mesmo com a diminuicao significativa da frequéncia conjugativa, ainda
ndo ¢ possivel ainda designar o NLC como um possivel COINs, contudo também ndo pode ser
descartado por ser um campo de pesquisa ainda muito novo. Desse modo, ¢ de suma
importancia o desenvolvimento de novos estudos ainda mais aprofundados, principalmente
utilizando o ensaio de conjugacdo de alto rendimento (HTC) baseado em luminescéncia, com o
intuito de evitar falsos positivos, e mais isolamentos de moléculas de plantas medicinais para
descobrir novos inibidores (CABEZON et al., 2017). Também ¢ necessario entender melhor os
constituintes do CJ e a sua atuagdo na célula para desenvolver de forma mais eficaz formas de

mitigar o fortalecimento bacteriano.

7. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que o método de conjugagcdo 1 com menor tempo de
exposicao e em meio liquido, € o mais efetivo na obtencao de transconjugantes. Além disso,
observamos que o uso do nanocomposto de salvia foi promissor como agente redutor da
conjugacgao e teve uma agado ligeiramente inferior quando foram simuladas as condi¢des do
ambiente industrial avicola. Entretanto, como o chicken juice aumenta a taxa de transferéncia
génica de forma expressiva (0,5 log/UFC), o efeito do nanocarreador na conjugagao, teve um
resultado animador. Sao necessarios mais estudos sobre a atuagdo de moléculas isoladas de
plantas medicinais e testes remanescentes como o ensaio de conjugacdo de alto rendimento

(HTC) baseado em luminescéncia para determinar se de fato trata-se de um COIN.
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