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INTRODUCAO

Infeccbes por microrganismos sdo extremamente comuns, causando mais de 1,27 mil mortes
anuais no mundo, principalmente pela resisténcia aos antibioticos, sendo causadas por
bactérias patogénicas ou oportunistas presentes em superficies e no corpo humano (OMS
2024). Pseudomonas putida é uma bactéria oportunista fluorescente que tolera condicdes
adversas; Enterococcus faecalis apresenta amplo espectro de contaminacdo em humanos e
animais; Staphylococcus aureus, altamente resistente a antibioticos, é responsavel por mastite
grave em bovinos, afetando diretamente a producdo e o mercado leiteiro. Apesar do uso
frequente de antibiGticos para controlar esses patdgenos, a resisténcia bacteriana cresce,
reforcando a necessidade de alternativas naturais. Nesse contexto, o estudo propde avaliar o
6leo essencial de Syzygium aromaticum como agente bactericida, buscando identificar uma
substancia natural e sustentavel capaz de substituir antibiédticos sintéticos no combate a dessas
bactérias. Além das espécies microbianas citadas, avaliou-se também a eficaz do Oleo
essencial contra o microrganismo Gram-positivo Bacillus subtilis.

DESENVOLVIMENTO

Para testar a inibigdo, as bactérias foram cultivadas até 10° UFC/mL ¢ expostas a diferentes
concentracdes de dleo sob agitacdo (150 rpm, 30 °C, ~16 h). Diluicdes seriadas (1,10, 1,100,
1,000 e 1,10000) foram semeadas para a contagem de células. As placas foram incubadas a 30
°C por 48 h. Com as concentracfes bactericidas minimas determinadas, foram realizadas
analises de microscopia de fluorescéncia confocal, com o objetivo de identificar mecanismos
de agdo do 6leo essencial estava agindo e levando as células a morte, através do mutante B.
subtilis spo0J-gpf (Dilarri et al. 2021). Além disso, foi avaliado o efeito sobre a membrana
citoplasmatica através do kit fluorescente DEAD-DEAD (Dilarri et al. 2021). Com os dados
de CIM, testou-se in situ o dleo essencial em vacas Holandesas e Jersey no CAV-UDESC.
Foram usados oito animais: quatro com pré-dipping convencional e quatro com 6leo de cravo.
Residuos mucosos do teto foram coletados em quatro momentos (controle, 30 s pos-pré-
dipping, pos-ordenha e pds-dipping) e semeados em meio solido para contagem celular.

RESULTADOS

No processo de inibicdo microbiana, o dleo essencial de cravo-da-india demonstrou bons
resultados em todas as bactérias testadas, sendo bactericida para todas. Para P. putida, foi
inibido a 0,06 uL / mL, S. aureus e B. subtilis a 0,08 uL / mL e E. faecalis na concentracdo
mais baixa, 0,05 uL / mL, indicando maior sensibilidade. No entanto, pode-se observar que,
para todas as bactérias testadas, o 6leo foi totalmente eficaz em concentragdes muito baixas, o
que geralmente afirma que pequenas quantidades sdo suficientes para um efeito bactericida
(Figura 1).

A microscopia confirmou que o 6leo essencial compromete a membrana plasmaética
bacteriana, causando ruptura e morte celular bacteriana (Figura 2). No entanto, 0 mutante B.
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subtilis spo0J-gfp nd&o mostrou interferéncia nos processos de divisdo celular ou
comprometimento do seu DNA, sugerindo que o 6leo atua na membrana citoplasmatica ao
invés de alvos intracelulares como o DNA bacteriano ou proteinas utilizadas na divisdo
celular como a Spo0J. Na aplicagdo in situ, foi observado que o 6leo essencial € eficaz,
quando comparado ao surfactante.

CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se concluir que o 6leo essencial de S. aromaticum é bactericida para todas as bactérias
avaliadas, mesmo em baixas concentracdes. Concluiu-se também que o 6leo essencial afeta a
membrana citoplasmatica da célula bacteriana, levando a morte celular por contato superficial
nos primeiros momentos de contato com o 6leo. A proxima etapa sera caracterizar via GC-MS
para identificar seus principais componentes organicos bactericidas e, por fim, serdo
realizadas avaliacOes de toxicidade para garantir a seguranca para uso pratico além de mais
repeticdes nos ensaios in situ.
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Figura 2: Imagens obtidas no microscopico de fluorescéncia confocal. Nas linhas cada
bactéria usada, nas colunas o controle positivo (verde-células vivas), controle negativo
(vermelho-células mortas) e a sobreposicao dos dois apds 30 minutos de contato com o 6leo
essencial. As imagens mostradas séo uma sobreposi¢do das imagens de fluorescéncia dos
filtros vermelho e verde, sendo todas observadas com uma ampliacdo 100x.
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