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1. INTRODUGCAO

Campylobacter spp. € um importante patégeno de origem alimentar,
responsavel por causar uma infeccdo em humanos, denominada
campilobacteriose. Cerca de 90% dos casos de campilobacteriose em humanos
sdo causados por Campylobacter jejuni (CDC, 2024), a qual é uma bactéria
classificada como termofilica devido a sua temperatura 6tima de multiplicacéo ser
em torno de 42 °C (MOORE et al., 2004). Essa particularidade permite que C.
Jejuni se adapte ao trato intestinal de aves, como frangos de corte (ZHANG et al.,
2020), que podem apresentar elevada carga do patégeno na porgao cecal. Essa
caracteristica € relevante principalmente no momento do abate, pois o
extravasamento de conteudo gastrointestinal pode propiciar a contaminagao da
carcaga (CLARKE et al., 2021).

Alimentos como carne de frango crua ou mal cozida e agua nao tratada,
contaminados com C. jejuni, bem como a contaminacg&o cruzada a partir destes,
estdo relacionados a casos de campilobacteriose em humanos (CDC, 2024). A
infeccdo é caracterizada por gastroenterite autolimitante, na sua forma branda,
porém, podem haver complicagdbes como a sindrome de Guillain-Barré (CDC,
2024). Em casos graves, a terapia com antimicrobianos pode ser recomendada,
embora sua eficacia seja comprometida pela crescente resisténcia de C. jejuni a
essas drogas (DAl et al., 2020), exigindo a busca por alternativas.

Diversos 0Oleos essenciais tém demonstrado potencial de uso contra
patdgenos de origem alimentar, devido a sua atividade antimicrobiana (MAGGINI,
2024), como Syzygium aromaticum, uma arvore nativa da Indonésia, que possui
botdbes aromaticos conhecidos como cravo, o qual tem sido tradicionalmente
utilizado como tempero (MBAVENG, 2017). Estudos tém reportado atividade
antimicrobiana associada ao composto aromatico e volatil encontrado no cravo, o
eugenol (MAGGINI, 2017; HARO-GONZALEZ, 2021). Diante disso, o objetivo do
estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de cravo (OEC)
contra isolados de C. jejuni provenientes da cadeia produtiva de frangos de corte.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados quatro isolados de C. jejuni oriundos da cadeia de
produgdo avicola, previamente caracterizados por WURFEL et al. (2018),
RAMIRES et al. (2020) e KLEINUBING et al. (2021). As analises foram realizadas
no Laboratério de Microbiologia de Alimentos, da Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel, da Universidade Federal de Pelotas.



UFPEL 2024

4 10° SIIEPE , , )
A)‘W RRARE NTEGRADA XXVI ENPOS - ENCONTRO DE POS-GRADUACAO
4

A avaliacdo qualitativa da atividade antimicrobiana do OEC (Syzygium
aromaticum) (Lazslo®) foi realizada através do teste de disco-difusdo em &agar
(DD), de acordo com método descrito por European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) (2024). O inéculo bacteriano foi preparado em
solugdo salina 0,85% (Synth®), até a turbidez 0,5, de acordo com a escala de
McFarland (~1,5 x 108 UFC.mL™) . Apds, o indculo bacteriano foi espalhado sob a
superficie de placas de Petri contendo agar Mueller Hinton (MH) (Kasvi®),
adicionado de 5% de sangue equino lisado e desfibrinado. Sobre discos de papel
de 6 mm de diametro (Laborclin®) foi adicionado 10 uL do OEC e, apds, incubado
em condi¢cdes de microaerofilia (5% O,, 10% CO,, 85% N,) a 42 °C por 24 h.
Posteriormente, o diametro da zona de inibigdo foi mensurado, apresentado como
média + desvio padrao e o resultado expresso em milimetros (mm)

Para confirmar e quantificar a atividade antimicrobiana do OEC, a
concentragao inibitéria minima (CIM) e a concentragao bactericida minima (CBM)
foram obtidas seguindo protocolo de diluigdo em caldo descrito por KOVACKS et
al. (2016), com modificagdes. A avaliagao da CIM foi feita a partir de diluigbes
seriadas do OEC em caldo Nutriente n° 2 (CN2, Kasvi®), acrescido de 10% de
dimetilsulfoxido (DMSO, Synth®), em placa de cultura de 24 cavidades, contendo
500 pL de CN2. Posterior a diluicdo, 500 pL do in6culo bacteriano foram
adicionados em cada um dos pogos contendo 500 pL de CN2 e 10% de DMSO e
diferentes concentragbes do OEC. Em seguida, a microplaca foi incubada em
condicdes de microaerofilia, por 24 h a 42 °C. A CIM foi definida como a menor
concentracdo do OEC capaz de inibir a multiplicacao visivel de C. jejuni. Para
determinar a CBM, 10 uL de cada pog¢o sem multiplicagdo visivel de C. jejuni,
foram semeados em placas de Petri contendo AC, sendo incubados a 42 °C por
48 h sob condigdes de microaerofilia. A CBM foi definida como a menor
concentracao capaz de causar 99,9% de morte bacteriana.

A analise da atividade antimicrobiana dos compostos volateis presentes no
OEC foi feita através do teste de fase de vapor (FISCHER;PHILLIPS,2006). O
indculo bacteriano foi espalhado em placas de Petri contendo MH (Kasvi®),
adicionado de 5% de sangue equino lisado e desfibrinado. Os discos de papel
filtro de 6 mm de didmetro (Laborclin®) foram colocados na tampa da placa de
Petri e, sobre eles, 10 yL do OEC foram adicionados. Apods, as placas foram
incubadas invertidas em condicoes de microaerofilia a 42 °C por 48 h.
Posteriormente, a avaliagdo do didmetro da zona de inibicdo foi mensurada, os
resultados foram apresentados como média + desvio padrdo, e expressos em
milimetros (mm).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os isolados de C. jejuni avaliados demonstraram suscetibilidade ao
OEC, apresentando zonas de inibicdo variando entre 45 e 65 mm (Tabela 1).
Conforme ROTA et al. (2008), zonas de inibigdo superiores a 20 mm podem
indicar forte atividade antimicrobiana dos OE. A avaliagdo quantitativa da
atividade antimicrobiana do OEC foi realizada através dos testes CIM e CBM,
apresentando valores entre 0,15 e 0,59 mg.mL". Os resultados semelhantes
obtidos, tanto da CIM quanto da CBM indicam que o OEC possui um efeito
bactericida, uma vez que a concentracdo que inibe a multiplicacéo bacteriana é a
mesma capaz de causar a morte do patdogeno (EL BAABOUA et al., 2022).
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Tabela 1. Atividade antimicrobiana do dleo essencial de cravo (Syzygium
aromaticum) contra isolados de Campylobacter jejuni

Isolado DD (mm) CIM CcBM Fase de
(mg.mL™) (mg.mL™") vapor (mm)
1 575+25 0,59 (0,06%) 0,59 (0,05%) 49,0
2 535+15  0,15(0,01%) 0,15(0,01%)  455%0,5
3 475+25 0,59 (0,05%) 0,59 (0,05%) 42 + 03
4 575+7,5  0,59(0,05%) 0,59(0,05%) 465+15

DD: disco-difusdo; CIM: concentragao inibitéria minima; CBM: concentragdo bactericida minima;
mm: milimetros; mg: miligramas

KOVACS et al. (2016) também mensuraram a atividade antimicrobiana do
OEC sobre isolados de C. jejuni, obtendo CIM de 0,02 mg/mL"' e CBM de 0,08
mg/mL™", comprovando a eficacia desse OE contra o patdégeno. BAI et al. (2023)
avaliaram a atividade antimicrobiana do OEC sobre isolados de Escherichia coli,
outro patégeno de origem alimentar e também Gram-negativo, obtendo CIM de
0,64 e CBM de 1,28 mg/mL™", valores préximos aos obtidos neste estudo. Diante
da crescente ocorréncia de resisténcia a diferentes antimicrobianos de uso clinico,
estudos tém evidenciado a atividade de OE contra isolados multirresistentes de C.
jejuni (KOVACS et al., 2016; EL BAABOUA et al., 2022), apresentado uma
alternativa no combate ao patdégeno.

Os compostos volateis do OEC demonstraram potencial de inibicdo
bacteriana, com halos de inibicdo que variaram entre 39 e 49 mm (Tabela 1). Ao
aplicar OE sobre uma matriz alimentar, os compostos liberados podem influenciar
as caracteristicas sensoriais do alimento (FISCHER;PHILLIPS, 2006),
principalmente quando em contato direto. Assim, a utilizagdo da fase de vapor
poderia ser uma alternativa para aplicagao do OEC, criando uma microatmosfera
capaz de inibir C. jejuni, sem alterar as propriedades do alimento.

4. CONCLUSOES

O OEC avaliado no presente estudo demonstrou atividade antimicrobiana
contra isolados de C. jejuni provenientes da cadeia produtiva de frangos de corte.
Os resultados foram significativos, uma vez que esse 6leo essencial pode ser
uma alternativa natural e segura para o controle de C. jejuni em alimentos. Porém,
sd0 necessarios mais estudos a fim de avaliar a atividade antimicrobiana do OEC
em modelos alimentares.
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