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RESUMO - Patogenos alimentares resistentes a antimicrobianos sdo uma preocupacao de saude publica ao
redor do mundo. A resisténcia a antibiodticos esta sendo cada vez mais comum entre cepas isoladas de alimentos,
assim, alternativas aos antibidticos estio sendo propostas. Oleos essenciais vém sendo estudados para a aplicagio
na industria de alimentos por possuirem atividade antimicrobiana e antioxidante. Desse modo, objetivou-se
com este trabalho identificar o perfil de resisténcia antimicrobiana de Salmonella spp., Staphylococcus aureus
e Escherichia coli isolados de frangos empregando diferentes antibidticos e os dleos essenciais de alecrim
(Rosmarinus officinalis), capim-lim&o (Cymbopogon citratus) e pimenta preta (Piper nigrum). Métodos convencionais
de microbiologia foram utilizados para a obtencao dos isolados bacterianos, método de disco-difusao foi empregado
para identificar a resisténcia a antibidticos, ensaios de microplaca de resazurina foram realizados para identificar
a concentragdo inibitoria minima (CIM) de 6leos essenciais, e entdo a concentragdo bactericida minima (CBM)
foi estabelecida a partir da CIM desenvolvendo a técnica da micro gota. Frequéncia, média, desvio-padrio,
analise de variancia e teste de Tukey foram calculados para a analise dos resultados. Destacam-se entre os
resultados obtidos a frequéncia de carcagas de frangos contaminadas por Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Salmonella spp., 70%, 40%, e 25%, respectivamente, sendo que a resisténcia dos isolados a um ou
mais antibidticos foi detectada em 90,9%, 66,6% ¢ 55,6% dos isolados de E. coli, Salmonella spp. e S. aureus,
respectivamente. Em adi¢do, a multirresisténcia foi amplamente identificada. Quanto aos resultados obtidos
para as analises de CIM dos 6leos essenciais analisados, foi possivel observar um melhor desempenho dos
oleos essenciais de alecrim e capim limao, respectivamente, contudo sem diferenga significativa entre as amostras.
Os resultados refor¢gam a preocupagao com a disseminagao de cepas resistentes a antimicrobianos e a necessidade
do desenvolvimento ou melhoramento de alternativas ao uso de antibi6ticos.

Palavras chave: antimicrobiano, antibiograma, Cymbopogon citratus, patdgenos alimentares, Piper nigrum,
Rosmarinus officinalis.

ANTIMICROBIAL RESISTANCE OF Salmonella SPP., Staphylococcus aureus AND
Escherichia coli ISOLATED FROM CHICKEN CARCASSES: RESISTANCE TO
ANTIBIOTICS AND ESSENTIAL OILS

ABSTRACT - Foodborne antimicrobial resistant microorganisms are a concern to public health worldwide.
Antibiotic resistance has been frequently found in strains isolated from food; thus, alternatives to antibiotics
are being proposed. Essential oils have been studied in order to apply in food industry because they have
antimicrobial and antioxidant properties. Thereby, this work had as aim to identify the antimicrobial profile
of Salmonella spp., Staphylococcus aureus and Escherichia coli isolated from chicken using several antibiotics
and essential oils of rosemary (Rosmarinus officinalis), lemongrass (Cymbopogon citratus) and black pepper
(Piper nigrum). Conventional microbiological methods were applied to obtain bacteria isolates, diffusion
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agar method was used to identify the antibiotic resistance, resazurin microplate assays were carried out to
identify minimum inhibitory concentration (MIC); following the minimum bactericidal concentration (MBC)
was found from MIC using drop plate method. Frequency, mean, standard error mean, variance analysis
and Tukey test were calculated to results analysis. The frequency obtained to chicken carcasses contaminated
was highlighted, Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Salmonella spp. were identified in 70%, 40%,
and 25% of carcasses, respectively; the resistance to one or more antibiotic was detected in 90.9%, 66.6%
and 55.6% of E. coli, Salmonella spp. and S. aureus isolates, respectively. In addition, the multiresistance
was widely identified. Among results from essential oils assays is emphasized rosemary performance when
compared to other oils; however, for MIC there was no significant difference to essential oils of rosemary
and lemongrass. The results reinforce the concern with antimicrobial resistant bacteria dissemination and
with the necessity of development and improvements of alternatives to antibiotic use.

Keywords: antimicrobial, antibiogram, Cymbopogon citratus, foodborne pathogens, Piper nigrum, Rosmarinus

officinalis.

INTRODUCAO

Staphylococcus aureus, Salmonella e Escherichia
coli sdo importantes patogenos alimentares (Wang
etal.,,2013; Jongetal., 2014; Zhang et al., 2016), ¢
estdo dentre os maiores causadores de surtos no Brasil
(Ministério da Satide, 2016). Carnes de ave in natura,
processados e miudos representaram 1,4% dos surtos
notificados no Brasil entre 2007 € 2016, vale ressaltar
que em 66,8% dos casos os alimentos ndo foram
identificados (Ministério da Saude, 2016), sendo ainda
este fato um transtorno para estudos epidemiologicos
no pais. A prevencao e o controle de doencas transmitidas
por alimentos vém sendo citados como um desafio e
aresisténcia antimicrobiana entre patogenos alimentares
como um problema crescente (Seventer & Hamer, 2017).
Yap et al. (2014) mencionam a resisténcia bacteriana
como um dos mais significantes desafios para a saude
humana. A resisténcia a antibidticos dentro da producao
de alimentos ¢ uma preocupagdo para a satde publica,
¢ claro que antibi6ticos usados em tratamento de humanos
e animais agem como uma importante pressao seletiva
para o surgimento e persisténcia de cepas resistentes
(Gebreyes et al., 2017). Alternativas ao uso de
antibidticos tém sido propostas nos tltimos anos, algumas
abordagens incluem probioticos, prebioticos, simbidticos,
e produtos a base de plantas (Gebreyes et al., 2017).

Oleos essenciais (Oes) tém recebido muita atengdo
nas ultimas décadas devido a atividade antimicrobiana
que apresentam (Bassanetti et al., 2017). Oleos essenciais,
ou terpenos, sdo metabolitos secundarios baseados
em uma estrutura de isopreno, sio compostos volateis
que fornecem a esséncia da planta, sendo responsaveis
pelo flavor e aroma de especiarias (Hintz et al., 2015).
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Muitos Oes tém demonstrado eficiéncia contra patdgenos
alimentares e microrganismos deteriorantes (Bassanetti
etal., 2017). Pesquisas avaliando a eficiéncia de Oes
contra diferentes patdogenos tém sido desenvolvidas,
por exemplo, com Oes de mostarda (Clemente et al.,
2016), canela (Pesavento et al., 2015; Clemente et al.,
2016), frutas citricas (Settani et al., 2012), alecrim, orégano,
tomilho, salvia (Pesavento et al., 2015) e pimenta
(Dannenberg et al., 2017). Portanto, produtos derivados
de plantas como agentes antimicrobianos sdo alvo de
pesquisas visando utiliza-los para a conservacgao de
alimentos e controle de patégenos transmitidos por
alimentos (Hintz et al., 2015).

Considerando o exposto objetivou-se com este
trabalho identificar o perfil de resisténcia antimicrobiana
de Salmonella spp., Staphylococcus aureus e
Escherichia coli isolados de frangos, obtidos em pontos
de venda ao consumidor, empregando diferentes
antibioticos e 6leos essenciais de alecrim (Rosmarinus
officinalis), capim-limao (Cymbopogon citratus) e
pimenta preta (Piper nigrum).

MATERIAL E METODOS
Coleta e preparo de amostras

Carcacgas de frango congeladas foram obtidas
aleatoriamente em supermercados da cidade de Campinas
(Sao Paulo, Brasil), provenientes de diferentes frigorificos.
No total, 20 carcagas foram coletadas e transportadas
em caixas isotérmicas até o laboratorio de toxinas
microbianas da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) para o desenvolvimento das analises
planejadas. Apds a recepcao das amostras, as mesmas
foram preparadas a fim de obter a dilui¢do decimal
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necessaria para as analises microbiologicas que serdo
descritas a seguir. Por¢des de coxas, sobrecoxas, asas
e pele foram cortadas e misturadas assepticamente,
foram pesados 25 g de amostra sendo esta porgao
homogeneizada em 225 mL de agua peptonada 0,1%
(p/v) (Acumedia®) e a partir deste homogeneizado (10
" foram realizadas dilui¢des decimais em 9 mL de agua
peptonada 0,1% (p/v) até a obteng¢do da diluigdo 10-
3(Silvaetal., 2010).

Identificacdo de Escherichia coli

A identificagdo de E. coli foi realizada a partir
da analise de coliformes termotolerantes, sendo utilizada
a técnica do Numero Mais Provavel (NMP) em séries
de trés tubos de acordo com Instrugdo Normativa N°
62, de 26 de agosto de 2003 (Brasil, 2003a). Teste
presuntivo, em Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST)
(Merck™, Sao Paulo - SP) e incubacgio a 35°C por 24
a 48 horas, e confirmativo, em caldo Escherichia coli
(EC) (Ox0id™, S3o Paulo - SP) e incubagio a 45°C por
24 a 48 horas, foram empregados. Os tubos com EC
que apresentaram turbidez e formacdo de gas foram
selecionados, coletou-se entdo uma al¢ada do cultivo
e fez-se estriamento descontinuo em agar Eosina Azul
de Metileno (EMB) (Oxoid™, Sao Paulo - SP). As colonias
tipicas de E. coli foram submetidas aos testes bioquimicos
vermelho de metila, Voges-Proskauer (Kasvi, Sao José
dos Pinhais - PR), producéo de indol (Difco™) e citrato
de Simmons (BD™, Sao Paulo - SP) (Silva etal., 2010).

Identificagao de Salmonella spp.

Para a pesquisa de Salmonella spp. procedeu-
se a etapa de pré-enriquecimento em agua peptonada,
com incubagao a 37°C por 18 horas. A seguir, na etapa
de enriquecimento, transferiu-se aliquotas de 1 mL para
o caldo tetrationado (Oxo0id™, Sao Paulo - SP) ¢ 0,1
mL para o caldo Rappaport Vassiliadis (Oxoid™, Sao
Paulo - SP) os quais foram incubados a 37°C por 24
horas. Uma algada dos caldos de enriquecimento foi
estriada em placas contendo agar bismuto sulfito (BSA)
(BD™, Sao Paulo - SP), agar Salmonella Shigella (SS)
(Oxoid™, Séo Paulo - SP) e Agar Xilose-Lisina Deoxicolato
(XLD) (Ox0id ™, S3o Paulo - SP), ¢ as placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas. ColOnias suspeitas
foram transferidas para tubos contendo agar nutriente,
e realizou-se incubagao a 37°C por 24 horas. As colonias
suspeitas foram submetidas aos testes de reacdo em
agar triplice agucar ferro (TSI) (Merck™, Sao Paulo

- SP), descarboxilagdo de lisina utilizando o agar lisina
ferro (LIA) (Sinergia Cientifica®, Campinas - SP),
desaminagdo da fenilalanina em agar fenilalanina (BD
™ Sdo Paulo - SP), vermelho de metila, Voges-Proskauer
(Kasvi, Sao José dos Pinhais - PR), producao de indol
(Difco™, Sao Paulo - SP) e citrato de Simmons (BD™,
Sao Paulo - SP) e por fim a Reagéo soroldogica frente
ao anti-soro polivalente (Probac® Brasil). As analises
foram realizadas seguindo instru¢des para a detecgao
de Salmonella spp. conforme (Silva et al., 2010).

Identificacdo de Staphylococcus aureus

Com base na metodologia descrita na Instrugao
Normativa N° 62, de 26 de agosto de 2003 (Brasil, 2003a),
realizou-se a identificacdo de S. aureus. Em placas
contendo agar Baird Parker (BPA) (Acumedia®, Indaiatuba
- SP) e solucdo de gema de ovo com telurito de potassio
foi disposto um volume de 0,1 mL cada dilui¢do seriada
preparada previamente, ¢ fez-se o espalhamento em
superficie utilizando al¢a de Drigalski. As placas de
BPA foram incubadas a 35°C por 30 a 48 horas, apos
a incubacgao foram selecionadas trés coldnias tipicas
por placa, as quais foram repicadas posteriormente
em agar Brain Heart Infusion (BHI) (Acumedia®
Indaiatuba - SP) inclinado (35°C por 24 horas) para
as analises bioquimicas. Realizou-se com os isolados
obtidos coloragao de Gram, teste de produgao de catalase
e por fim teste de producao de coagulase.

Identificacao do fendtipo de resisténcia a antibidticos

Para a identifica¢ao de resisténcia a antibioticos
foi realizado o método de disco-difusao conforme Clinical
and Laboratory Standars Institute (CLSI, 2015). Os
isolados (E. coli, Salmonella e S. aureus) foram repicados
em caldo BHI (Acumedia®, Indaiatuba — SP) e apos
24 horas a 35°C os cultivos foram padronizados utilizando
a escala McFarland para a obtencao de suspensodes
bacterianas correspondendo a 0,5 na escala,
aproximadamente 108 UFC/mL. As suspensdes foram
semeadas em agar Mueller-Hinton (Kasvi Sao José dos
Pinhais - PR) e discos impregnados com antibidticos
(Laborclin, Pinhais - PR) foram dispostos sobre o meio.
As placas foram incubadas a 35°C por 18 horas. Apds
este periodo os halos foram medidos e interpretados
segundo a CLSI (2015), os quais foram apresentados
de acordo com a frequéncia (%) identificada para
resistentes, resistentes intermediarios e susceptiveis
a antibiodticos.
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Para a identificagdo de resisténcia a antibioticos
de E. coli e Salmonella spp. foram utilizados discos
impregnados com ampicilina (10 pg), amoxilicina-acido
clavulanico (20/10 pg), cefoxitina (30 pg), aztreonam
(30 pg), imipenem (10 pg), gentamicina (10 pg), tobramicina
(10 pg), tetraciclina (30 pg) e cloranfenicol (30 pg).
Para analise da resisténcia de S. aureus foram utilizados
discos impregnados com penicilina (10 ig), oxacilina
(1ig), cefoxitina (30 ig), gentamicina (10 ig), tobramicina
(10ig), eritromicina (15 ig), tetraciclina (30 ig), clindamicina
(2 ig) e cloranfenicol (30 ig).

Identificag&o da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi determinada para os 6leos essenciais
de alecrim (Rosmarinus officinalis), capim-liméo
(Cymbopogon citratus) e pimenta preta (Piper nigrum)
(Givaudan, Sao Paulo, Brasil) frente a trés cepas de
cada patogeno estudado. No total, nove cepas aleatorias
foram inoculadas em caldo BHI, seguindo para incubagéo
a 37°C por 24 horas. As suspensdes bacterianas foram
padronizadas conforme mencionado anteriormente para
autilizagdo de suspensdes com aproximadamente 105UFC/
mL, posteriormente foram diluidas até a concentragdo
de 10°UFC/mL.

Foram utilizadas placas de 96 pogos, contendo
200 pL de caldo triptona soja (TSB) (BD ™, Sao Paulo
- SP) adicionado de 0,5% de Tween 80 em cada pogo.
Nos pogos da primeira coluna, foram adicionados 360
puL de caldo TSB adicionado de Tween 80 homogeneizado
com40 pL de 6leo essencial ou 40 pL de solugao estoque
do antibidtico comercial oxacilina (SigmaAldrich®, Sao
Paulo - SP) na concentragdao de 0,5 mg/mL.
Posteriormente, foi realizada dilui¢ao seriada a partir
da transferéncia de 200ul de mistura do primeiro pogo
da linha para o segundo e assim sucessivamente. Por
fim, foram inoculados 2 pL de suspensdo bacteriana,
resultando em concentragdo final de 10*°UFC/mL por
poco. As placas foram submetidas a incubacado a 37°C
por 24 horas. Ap0s incubagao, foram adicionados 50
L de solucao de resazurina 0,01% e apos cinco minutos
verificou-se a ocorréncia de coloragao indicativa do
crescimento microbiano. O pogco com menor concentragao
do agente antimicrobiano que permanece com coloragao
azul apresenta a concentragao inibitdria minima enquanto
a viragem para cor rosa indica crescimento bacteriano
(Perazzo, 2012). O procedimento foi realizado em triplicata.
Para célculo da média, desvio-padrao, analise de variancia
(ANOVA) e teste de médias (método de Tukey, Pd’0,05)
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foi utilizado o software Sisvar, versdo: 5.6, build: 86
(Lavras, MG, Brasil).

Identificacdo da Concentracéo Bactericida Minima
(CBM)

Pararealizacdo da analise da CBM foram retirados
10 puL do pogo referente ao CIM e de trés pogos anteriores,
os quais foram depositados em placas com agar nutriente
(Ox0i1d™, Sao Paulo- PR) por técnica de micro gota,
conforme descrito por Knezevic (et al., 2016). As placas
foram submetidas a incubag¢do a 37°C por 24 horas.
Apos a incubacido, se¢des nas quais ndo houve
crescimento indicaram atividade bactericida, enquanto
se¢des com crescimento positivo indicam atividade
bacteriostatica do composto analisado para a
concentragdo relacionada (Knezevic et al., 2016). Os
resultados da CBM sao apresentados para cada cepa
testada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados do isolamento de patdgenos
alimentares de carcacgas de frango estdo apresentados
na Tabela 1.

A frequéncia encontrada de Salmonella spp. foi
maior quando comparada com outras pesquisas realizadas
no Brasil, como as realizadas por Cardoso et al. (2015)
e Borsoi et al. (2010), os quais isolaram o patdégeno
em 14,6% e 12,2% das carcagas de frango,
respectivamente. Cardoso et al. (2000) ndo identificaram
Salmonella em 20 amostras de frangos inteiros avaliadas,
bem como em amostras de coxa, sobrecoxa, peito, linguica
e salsicha de frango provenientes de frigorificos do
estado de Sao Paulo, em adi¢ao, também, ndo foram
detectados coliformes termotolerantes. Do mesmo modo,
bactérias do género Salmonella e do grupo coliformes
termotolerantes ndo foram detectadas em 24 amostras
de carcacas comercializadas na cidade de Recife (Pires
etal., 2009). Fato que traz a preocupagio em relacao
aos resultados apresentados (Tabela 1). Quanto a
presenca de estafilococos, Freitas et al. (2004a)
identificaram S. aureus em 65% das carcagas analisadas,
as quais foram coletadas em mercados publicos e
supermercados. Neste caso, a falta do controle de
temperatura de armazenamento nos nestes
estabelecimentos teve importancia para a obtengao
dos resultados, sendo a frequéncia detectada
significativamente superior a apresentada no presente
trabalho.
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Associada a preocupacgdo com a presenca de
patogenos alimentares esta a resisténcia a antibioticos
dos mesmos. A resisténcia a diferentes antibidticos
foi avaliada para todos os 46 isolados confirmados
por testes bioquimicos. A susceptibilidade a todos
os antibidticos testados foi encontrada em 9,1%, 33,3%
e 33,3% dos isolados de E. coli, Salmonella spp. e
S. aureus, respectivamente. Dos 46 isolados, apenas
4,3% (2 isolados de S. aureus, representando 11,1%
das cepas da respectiva espécie) apresentaram somente
resisténcia intermediaria, a qual foi identificada para
tetraciclina. A resisténcia a um ou mais antibioticos
foi detectada em 90,9%, 66,6% e 55,6% dos isolados
de E. coli, Salmonella spp. e S. aureus, respectivamente.
Diferentes perfis de resisténcia foram identificados
para os isolados analisados (Tabela 2), portanto, a

diversidade dos perfis de resisténcia e principalmente
a multirresisténcia dos isolados sao destacados.
Patogenos alimentares resistentes, incluindo
Campylobacter, Salmonella Typhi, salmonellae néao-
tifoidal e Shigella, sdo considerados ameacas graves
pelo Centro de Controle e Prevengdo de Doencgas dos
Estados Unidos (Doyle, 2015).

Infecgdes causadas por bactérias multirresistentes
podem aumentar a morbidade, a mortalidade e o uso
de antibiodticos caros e hospitaliza¢des prolongadas.
Humanos podem estar expostos a bactérias resistentes
a antibioticos através do ambiente, locais de cuidados
com a saude, fazendas, alimentos e por outros individuos
portadores das bactérias em questdo (Doyle, 2015).
Cepas multirresistentes tém sido detectadas em carnes

Tabela 1 - Dados obtidos no isolamento de Escherichia coli, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus

Patdgeno pesquisado Colodnias tipicas(n)

Colodnias confirmadas (n, %)

Carcacas positivas(n, %)

E.coli 28
Salmonella spp. 39
S. aureus 33

22, 78,6 14, 70
6, 15,4 5, 25
18, 54,5 8, 40

Tabela 2 - Resisténcia a antibidticos identificada em Escherichia coli, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus

isolados de carcagas de frango

Isolado

Perfil de resisténcia a antibidtico* (n)

E. coli

Salmonella spp.

S. aureus

amp, amo, tet (1)
amp, azt, gen tob, tet (1)
amp , azt, tet (1)
amp. Azt, tet, clo (2)
amp, cef, clo (1)
amp,cef, gen (1)
amp, gen, tet (2)
amp, tet (4)

amp, tet, clo (2)
amp, tob, tet (1)
cef, azt, tet, clo (1)
tet (3)

amp, amo, tet (1)
amp, tet (1)

amp, amo, cef (1)
amp, cef (1)

oxa (3)

oxa, tob, eri (1)
pen, oxa, cli (1)
pen, oxa, cli (1)
pen, oxa, eri, cli (4)

* amp= ampicilina; amo = amoxilicina-acido clavulanico; cef = cefoxitina; azt = aztreonam; gen = gentamicina; tob = tobramicina, tet
=tetraciclina; clo = cloranfenicol; oxa = oxacilina; pen = penicilina; eri= eritromicina; cli = clindamicina.
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e produtos frescos. Em carnes, a presenga de cepas
multirresistentes pode ter originado dos ambientes
veterinarios ou nas fazendas através do uso de
antibidticos na alimenta¢ao dos animais ou no tratamento
de infecgdes, além disso, manipuladores de alimentos,
fazendeiros e cuidadores de animais também devem
ser considerados como possiveis fontes de contaminagdo
(Doyle, 2015).

A resisténcia a agentes antimicrobianos de cepas
de E. coli isoladas de amostras de animais foi detectada
como crescente em estudo que elaborou uma
retrospectiva de pesquisas de 1950 a 2002, incluindo
a ampicilina e gentamicina (Tadesse et al., 2012). Entre
os antibioticos avaliados, a resisténcia a ampicilina
foi a segunda mais frequente entre E. coli (Tabela 2).
Tadesse et al. (2012) identificaram que a co-resisténcia
mais frequente entre E. coli incluia tetraciclina
(estroptomicina e tetracilina, 29,7%) (Tadesse et al.
2012), antibidtico mais observado nos perfis de resistente
de E. coli aqui descritos. Para a mesma espécie observou-
se a presenca de isolados resistentes a cloranfenicol,
sendo seu uso proibido em animais produtores de
alimentos no Brasil (Brasil, 2003b), o ndo uso do
cloranfenicol ¢ indicado pelo Codex Alimentarius (FAO,
2017).

Para Salmonella, foram identificados quatro isolados
resistentes, sendo os mesmos resistentes a ampicilina.
Quanto aresisténcia a cefoxitina, tetraciclina e amoxicilina
observou-se a mesma frequéncia (Tabela 2), sendo assim
66,6% dos isolados apresentaram resisténcia a dois
ou mais antibioticos. Por outro lado, Medeiros et al.
(2011) ao investigar a resisténcia a 18 antibidticos de
Salmonella spp. isoladas de carcagas de frango
congelado obtidas em capitais brasileiras identificaram
resisténcia a um ou mais antibidticos em 100% das
cepas (250 cepas). Contudo, na mesma pesquisa,
destacou-se a baixa prevaléncia do patégeno nas 679
amostras de frango, 2,7%, sendo que mais de 50% das
amostras positivas foram identificadas em Sao Paulo
(Medeiros et al., 2011). Ressalta-se que as amostras
utilizadas no presente trabalho foram adquiridas no
interior do Estado de Sao Paulo.

Ja aresisténcia a diferentes antibidticos por S.
aureus tem sido comumente encontrada em amostras
de frango comercializadas no Brasil (Freitas et al., 2001;
Freitas et al., 2004b) e em alimentos de origem animal
(Kuchenbecker et al., 2009), em geral. Entretanto, vale
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ressaltar que 100% dos isolados resistentes aqui descritos
apresentaram resisténcia a oxacilina. A resisténcia a
oxacilina historicamente ¢é utilizada para a detec¢ao
de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus, MRSA),
mas sabe-se atualmente que a cefoxitina é um indutor
melhor do gene mecA, e testes usando cefoxitina
apresentam melhor reprodutibilidade e acuracia
comparados com testes com oxacilina (CDC, 2017). Como
os resultados ndo apontaram a resisténcia a cefoxitina,
métodos moleculares sdo necessarios para a identificacdo
precisa de cepas MRSA.

Compreendendo a importancia de tais cepas e o
aumento e a disseminac¢do de cepas resistentes a
antibioticos atuais outros antimicrobianos vém sendo
pesquisados. Ha o uso potencial de substancias bioativas
derivadas de plantas (Bajpai; Baeg; Kang, 2012), desse
modo, a CIM de 6leos essenciais foi investigada
empregando os isolados obtidos. Verificou-se melhor
atividade antimicrobiana em Oleo essencial de
Cymbopogon citratus e Rosmarinus officinalis, os
quais nao diferiram significativamente entre si para
os micro-organismos analisados (Tabela 3), e foram
identificadas baixas concentracdes dos Oes para a
inibi¢do do crescimento bacteriano.

O 6leo essencial de Piper nigrum demonstrou
nao ser um bom inibidor comparado aos demais Oes,
principalmente para bactérias Gram negativas, E. coli
e Salmonella spp., devido a alta concentragdo para
inibicao do crescimento bacteriano. Garcia-Diez et
al. (2016) mencionam que a utilizacdo de Oes em
alimentos visando a seguranca alimentar ¢ uma
importante estratégia, mas a alta concentragdo ¢ um
fator sensorial limitante. A CIM descrita ¢ similar a
encontrada para OE de alecrim no trabalho de Barbosa
et al. (2016), neste houve atividade inibitoria na
concentragdo de 5 pL/mL contra L. monocytogenes
e E. coli, entretanto, foi reportado 10 pL/mL contra
S. enteritidis. Os dados apresentados mostram também
que as menores concentracdes necessarias para a
inibi¢ao do crescimento de patdégenos foi identificada
para capim-limdo, em consonancia com pesquisa
previamente desenvolvida em que diversos patdogenos
foram testados e o 6leo de capim-limao foi efetivo,
sendo que bactérias Gram positivas foram mais
susceptiveis do que Gram negativas (Naiak et al., 2010).
Segundo o estudo conduzido por Naiak et al. (2010),
hé indicacao de que Gram negativas com alta resisténcia
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a diferentes antibidticos foram inibidas por 6leo de
capim-limao em menores concentragdes, o 6leo foi
efetivo contra cepas resistentes e pode ser sugerido
para tratamento de infec¢des causadas por cepas
multirresistentes. Porém, ao testar CBM (Tabela 4),
observou-se que OE de capim-limao foi bactericida
apenas para isolados de Salmonella. Quanto ao OE
de pimenta preta, testes futuros podem ser realizados,
por exemplo, com extratos etandlicos e metandlicos
a fim de alcangar melhores resultados como mostrados
por Akthar et al. (2014).

Adicionalmente, os resultados da analise da CBM
(Tabela 4) indicam que o 6leo essencial de pimenta
apresentou pouco efeito bactericida a partir da CIM
testada, enquanto o 6leo essencial de alecrim teve efeito
consideravel, por exemplo, para a cepa SA16. Ja para
o6leo de capim-limao verificou-se a CIM e predominante
acao bacteriostatica. Ja os isolados de E. coli foram
resistentes, havendo crescimento em todos os ensaios
(Tabela 4), resultado que traz preocupag¢ao, uma vez
que isolados da espécie foram resistentes a antibioticos;
somando fatores, pode-se sugerir o potencial de
sobrevivéncia e disseminagao de material genético de
importancia.
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CONCLUSOES

A alta frequéncia de amostras de frango positivas
para os patdgenos alimentares investigados ressalta
a necessidade de maiores cuidados na producao,
transporte e armazenamento. Adicionalmente, a alta
prevaléncia de isolados multirresistentes a antibidticos
refor¢a a preocupacgao atual com a disseminagao de
bactérias resistentes na cadeia produtiva de alimentos.
Isolados obtidos foram avaliados quanto a resisténcia
frente a 0leos essenciais. Os Oes de alecrim e capim-
limao destacam-se pelos resultados apresentados neste
trabalho. Entretanto, sugere-se para trabalhos futuros
o uso de diferentes derivados de alecrim, capim-limao
e pimenta preta frente a patégenos a fim de comparar
os diversos resultados e assim sugerir aplicagdes para
a industria de alimentos.
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Tabela 3 - Concentragao Inibitéria Minima (CIM) de 6leos essenciais expressa em mg/mL

Isolad Capim-Limao Pimenta-Preta Alecrim
solados Cymbopogon citratus) (Piper nigrum) (Rosmarinus officinalis)
E. coli 1,19+0,392 65,55+26,76° 4,39+1,492
Salmonella spp. 3,08+1,93% 70,4+26,26° 3,29+1,41°

S. aureus 0,43+0,432 17,00+16,88° 2,27+1,60?

Letras diferentes nas linhas indicam médias que diferem estatisticamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Tabela 4 - Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de 6leos essenciais expressa em %

Isolados Capim-Limao(Cymbopogon citratus)  Pimenta-Preta(Piper nigrum) Alecrim(Rosmarinus officinalis)
EC1 + + + + + + + + +
EC2 + + + + + + + + +
ECs + + + + + + + + +
SAL6 0,312 1,25 0,156 + + + + 0,625 0,312
SAL17 + + + + + + + 0,625 +
SAL20 + + 0,312 + + + + 0,312 0,312
SA12 + + + + + + 2,5 5,0 +
SA16 + + + 0,625 0,312 + 0,156 0,312 0,156
SA18 + + + 10 + + 0,312 0,312 0,156

EC = Escherichia coli; SAL = Salmonella; SA = Staphylococcus aureus; + = nado houve efeito bactericida na CIM nem nas trés concentragdes
anteriores; valores apresentam a menor concentragao (%) com atividade bactericida.
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