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DA SILVA, Patriky Pereira. Atividade antibiofilme dos oleos essenciais de
Melaleuca alternifolia e Mentha piperita frente Aeromonas spp. isoladas do
peixe amazénico Tambaqui (Colossoma macropomum). 2023. 45. Trabalho de
Conclusédo de Curso (Graduacdo em Biomedicina) — Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2023.

RESUMO

O Tambaqui (Colossoma macropomum) é um peixe onivoro da Bacia Amazénica e é
0 segundo peixe mais cultivado no Brasil. O manejo inadequado dos espécimes, na
piscicultura, pode ocasionar estresse aos peixes, agravando mais a saude desses
animais enfermos, que muitas vezes ja estdo bastante debilitados pela agado dos
parasitos e patégenos Os Tambaquis, que passam por estresse em cativeiros, ficam
suscetiveis a bactérias aquaticas, como Aeromonas, que se fixam nos tecidos do
peixe, podendo formar biofilme, resultando na morte do peixe. Além disso, o uso de
medicamentos, como os antibiéticos, de forma exacerbada, pode impactar
negativamente o meio ambiente contaminando as aguas dos rios. Por isso, faz-se
necessario, entado, buscar novas abordagens terapéuticas para os tambaquis criados
em cativeiros. Os 6leos essenciais de Melaleuca alternifolia e Mentha piperita,
derivados de plantas, possuem propriedades antimicrobianas devido a compostos
presentes como terpenos e esterdides. Este projeto teve como objetivo avaliar a
capacidade de formacgao de biofilme, como caracteristica de viruléncia das cepas de
Aeromonas spp. previamente isoladas do Tambaqui e a atividade antibiofiime dos
Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia € Mentha piperita. 4 cepas de Aeromonas
hydrophila, 1 de Aeromonas veronii, 3 de Aeromonas caviae e 2 de Aeromonas
dhakensis, anteriormente preservadas em 6leo mineral, foram reativadas em caldo
BHI e preservadas em Agar Nutriente. Para avaliagido dos biofilmes, foram usadas
placas para cultura de células de 96 pocos. Foi feita a diluicdo das colénias em BHI,
padronizagcao de células no espectrofotometro e distribuicdo nas placas. Para o
ensaio antibiofilme uma suspensido das cepas a 10° foi distribuida em triplicatas
juntamente com 10ul de cada dleo essencial e 150ul de caldo Muller Hinton. Foi
usado Tween 80 a 1% como diluente dos dleos e o teste foi feito a partir do CMI dos
mesmos por meio de diluicdo seriada. Em ambos os testes, apdés 24h em estufa,
foram feitas as lavagens das placas, fixagdo dos pogos e coloragdo. Apds o ensaio
de Elisa a 570nm as cepas foram classificadas, de acordo com a capacidade de
aderéncia. A cepa de A. veronii e 1 das cepas de A. caviae nao apresentaram
aderéncia. As demais cepas de A. dhakensis, A. caviae e A. hydrophila foram
classificadas como “fracamente aderente”, 2 das 4 cepas de A. hydrophila se
classificaram como “moderadamente aderente”. Os 6Oleos essenciais de Melaleuca
alternifolia e Mentha piperita apresentaram atividade antibiofime. O dleo de
Melaleuca alternifolia teve uma melhor atividade sobre as cepas de A. dhakensis
tendo 78% de inibicdo em uma das cepas. O 6leo de Mentha piperita mostrou uma
boa atividade sobre as cepas de A. caviae e teve atividade em todas as cepas. Em
suma, os Oleos essenciais apresentaram resultados satisfatorios de inibicdo das
cepas, porem estudos sdo necessarios para entender a relacdo dos 6leos com a
inibicdo dos biofilmes. Testes bioquimicos, genéticos e microscopia podem ajudar na
visualizagado da estrutura da bactéria e os danos causados ao biofilme.

Palavras-chave: Aeromonas. Tambaqui. Biofilme. Melaleuca alternifolia. Mentha
piperita.



DA SILVA, Patriky Pereira. Anti-biofilm activity of the essential oils of Melaleuca
alternifolia and Mentha piperita against Aeromonas spp. isolated from the
Amazonian fish Tambaqui (Colossoma macropomum). 2023. 45. Trabalho de
Conclusédo de Curso (Graduagdo em Biomedicina) — Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2023.

ABSTRACT

The Tambaqui (Colossoma macropomum) is an omnivorous fish from the Amazon
Basin and is the second most cultivated fish in Brazil. Inadequate management of
specimens in fish farming can cause stress to the fish, further worsening the health of
these already weakened animals, often due to the action of parasites and pathogens.
Tambaquis that experience stress in captivity become susceptible to aquatic bacteria,
such as Aeromonas, which attach to the fish's tissues and can form biofilms, resulting
in the death of the fish. Additionally, the excessive use of medications, such as
antibiotics, can negatively impact the environment by contaminating river waters.
Therefore, it is necessary to seek new therapeutic approaches for captive
Tambaquis. The essential oils of Melaleuca alternifolia and Mentha piperita, derived
from plants, possess antimicrobial properties due to compounds present, such as
terpenes and steroids. This project aimed to evaluate the biofilm formation capability
as a virulence characteristic of Aeromonas spp. strains previously isolated from
Tambaqui and the antibiofilm activity of Melaleuca alternifolia and Mentha piperita
essential oils. Four strains of Aeromonas hydrophila, one of Aeromonas veronii, three
of Aeromonas caviae, and two of Aeromonas dhakensis, previously preserved in
mineral oil, were reactivated in BHI broth and preserved in Nutrient Agar. For biofilm
evaluation, 96-well cell culture plates were used. Colony dilution in BHI, cell
standardization in the spectrophotometer, and distribution on plates were carried out.
For the antibiofilm assay, a suspension of strains at 10° was distributed in triplicates
along with 10 pl of each essential oil and 150 ul of Muller Hinton broth. Tween 80 at
1% was used as the diluent for the oils, and the test was performed starting from
their MIC through serial dilution. In both tests, after 24 hours in an incubator, plate
washes, well fixation, and staining were performed. After the ELISA assay at 570 nm,
the strains were classified according to their adherence capacity. The strain of A.
veronii and one of the A. caviae strains did not show adherence. The remaining
strains of A. dhakensis, A. caviae, and A. hydrophila were classified as "weakly
adherent," and two out of the four A. hydrophila strains were classified as
"moderately adherent." Melaleuca alternifolia and Mentha piperita essential oils
exhibited antibiofilm activity. Melaleuca alternifolia oil showed better activity against
A. dhakensis strains, with 78% inhibition in one of the strains. Mentha piperita oil
exhibited good activity against A. caviae strains and had activity against all strains. In
summary, essential oils showed satisfactory inhibition results for the strains, but
further studies are needed to understand the relationship between the oils and biofilm
inhibition. Biochemical, genetic, and microscopic tests may help visualize the
structure of the bacteria and the damage caused to the biofilm.

Key words: Aeromonas. Tambaqui. Biofilm. Melaleuca alternifolia. Mentha piperita.
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1 INTRODUGAO

O Colossoma macropomum (Tambaqui) esta entre as espécies mais
cultivadas em paises tropicais. E o segundo peixe mais cultivado no Brasil (FAO,
2020) e é apontado como dono de um grande potencial econémico no mercado
nao apenas nacional, como global, podendo se tornar uma verdadeira commodity
brasileira (HILSDORF et al., 2022). Originario das bacias dos rios Amazonas e
Orinoco (SOUSA, et al., 2016), € um dos principais produtos envolvidos na
atividade aquicola nacional (CARVALHO et al., 2014). O Tambaqui tornou-se o
peixe simbolo da Amazébnia porque ele incorpora, em uma unica espécie, parte
dos problemas que precisam ser resolvidos para se manejar a pesca e, ao

mesmo tempo, desenvolver a aquicultura (KUBITZA, 2010).

A aquicultura € uma das atividades agropecuarias que mais se
desenvolve e, dentre seus ramos, a piscicultura (producdo de peixes), ganha
destaque (TAVARES-DIAS; MARIANO, 2015). Porém o uso indiscriminado de
antibidticos causa impactos negativos nos ambientes aquaticos (CARVALHO;
JUNIOR; AMERICO, 2016). A classe dos antibidticos é a que desperta maior
preocupacao, pois mesmo uma baixa concentracdo de um determinado
antibiético por longos periodos pode induzir o surgimento de bactérias resistentes
(HERNANDEZ et al, 2007). O uso excessivo e nao controlado de
antimicrobianos em animais tem consequéncias na saude publica, tendo
transformado a resisténcia aos antimicrobianos num preocupante problema
global (GASTALHO et al., 2014).

O manejo inadequado dos espécimes, na piscicultura, pode ocasionar
estresse aos peixes, agravando mais a saude desses animais enfermos, que
muitas vezes ja estdo bastante debilitados pela acdo dos parasitos e patdégenos
(BOWER; DAESCHEL, 1999). Para isso séo usados antibiéticos que podem
influenciar negativamente o meio ambiente. Por isso, o uso de produtos naturais
derivados de plantas, como os Oleos essenciais, tém sido descritos como
antiestressantes, promotores de crescimento e imunoestimuladores, além de

conter propriedades antimicrobianas devido a compostos presentes como
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terpenos e esterdides (KUMAR et al., 2013).

Fitoterapicos sao caracterizados pelo conhecimento da eficacia e dos
riscos de seu uso, como também pela constdncia de sua qualidade (LEITE;
CROZARA, 2015). Desde os primérdios da existéncia humana, os homens buscam
na natureza recursos para melhorar suas préprias condi¢des de vida (BALICK; COX,
1997). Porém pesquisas realizadas em varias partes do mundo tém demonstrado
que extratos de alguns vegetais ou substancias puras obtidas deles tém efeito
positivo no controle e prevencdo de doengas em animais aquaticos, bem como,
melhoram a imunidade dos mesmos. O uso de fitoterapicos surge como uma
alternativa ao tratamento com antibidticos, haja vista que produz um menor impacto
ambiental, reduz a quantidade de residuos quimicos nos animais, sdo menos toxicos
e possuem diversas propriedades biolégicas capazes de impedir o crescimento e
disseminacgao de patégenos (FUJIMOTO, 2012).

Os 6leos essenciais séo liquidos ou semi liquidos volateis (STRINGARO;
COLONE; ANGIOLELLA, 2018). Sao extraidos de plantas aromaticas e podem ser
sintetizados por qualquer parte da planta, como cavidades e canais, e sao
conhecidos por suas fungdes antissépticas, bactericidas e medicinais (BAKKALI et
al., 2008). Além disso, sdo biodegradaveis e devido a seus multicomponentes
naturais sdo menos propensos a causar o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana (KULKARNI et al., 2013).

Entre as bactérias que acometem os peixes de agua doce destaca-se
0 género Aeromonas, que sao consideradas como patdégenos emergentes e
autéctones de ambientes aquaticos, desse modo, o contato com peixes e outros
frutos do mar é desenvolvido quase que inevitavelmente (HU et al., 2012,
IGBINOSA et al.,, 2012). Responsaveis por surtos infecciosos frequentes e
durante o diagndstico muitas vezes aparecem como o agente primario causador
de lesdes ulcerativas e septicemia hemorragica nos peixes de agua doce
(PESSOA et al., 2019; SAHA; PAL, 2002; SOUZA; SILVA-SOUZA, 2001;
BARONY et al., 2015).
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O biofilme é constituido por microrganismos sésseis que produzem matriz
com polimero organico e hidratado e tem a finalidade de se defender das
intempéries do ambiente externo (variacdo de pH, temperatura, acdo de agentes
quimicos e fisicos), de respostas inatas e adquiridas e da agcdo de antimicrobianos
dentro do organismo (CLUTTERBUCK et al., 2007). A capacidade de formar
biofilmes ndao é expressa por todas as bactérias, portanto € importante conhecer
esses microrganismos formadores de biofilme pois, a exibicao desse fendétipo € uma

forma de resisténcia e transmisséo de doengas.

Diante disso, se faz necessario a busca por novos métodos terapéuticos
para a piscicultura a fim de evitar a contaminagao do meio ambiente, promover uma

alternativa para a perda de espécimes e evitar possiveis infeccbes em humanos.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AQUICULTURA

Aquicultura é o cultivo ou criagdo de organismos de interesse para o ser
humano (DE JESUS et al.,, 2021). Os produtos pesqueiros representam uma
importante fonte alimentar para as populagdes humanas, com elevado valor
nutricional (ALMEIDA; FRANCO, 2006; SOARES; GONCALVES, 2012). Aléem de
importante atividade econbmica, que gera emprego e renda para milhdes de
pessoas, a aquicultura contribui com a seguranca alimentar da populagéo,
sobretudo nas regides mais carentes (SA Marcelo, 2023). Entre 1990 e 2020 a
aquicultura cresceu 300% e o consumo de pescado 40%. Quase metade de todo
pescado produzido no mundo em 2020 foi proveniente da aquicultura (FAO, 2022).
As praticas aquicolas, quando realizadas de acordo com as melhores orientagdes
técnicas, sdo ambientalmente corretas, por isso, nos paises desenvolvidos, o0s
consumidores de pescado exigem que o produto tenha biosseguranga e tenha sido

obtido em sistemas sustentaveis de produgao (Sa Marcelo, 2023).

Dentre os paises com maior potencial para a aquicultura, o Brasil tem
papel de destaque, em especial por sua disponibilidade hidrica, clima favoravel e

ocorréncia natural de espécies aquaticas que possuem interesse zootécnico e
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mercadolégico (TROMBETA et al, 2020). A piscicultura brasileira vem se
desenvolvendo de maneira robusta nos ultimos anos, com significativos avangos em
termos de aumento da produgédo e profissionalizagdo do setor (PEDROSA FILHO,
2020). Em 2020, a aquicultura brasileira produziu quase 552 mil toneladas de peixes
e camardes, um aumento de 4,3% em relagdo ao ano anterior (IBGE, 2021) e o
Tambaqui (Colossoma macropomum) aparece em 2° lugar dentre as 10 espécies

mais cultivadas no Brasil com 143.959 toneladas.

2.1.1 Tambaqui (Colossoma macropomum)

O Tambaqui (Colossoma macropomum) foi descrito, pela primeira vez,
por George Cuvier em 1816 (Figura 1). Membro da familia Characidae, ordem
Characiformes e Originario das bacias dos rios Amazonas e Orinoco (SOUSA et al.,
2016), é um peixe rustico de grande porte apreciado na Regido Amazénica e muito
explorado pela pesca extrativista desde o século XIX. Tem grande destaque na
piscicultura em grande parte do Brasil, e € um dos principais produtos envolvidos na
atividade aquicola nacional (MENEZES et al., 2008; CARVALHO et al., 2014). E
considerado o segundo maior peixe de escamas de agua doce na América do Sul e,
em seu habitat natural, pode atingir 1 metro de comprimento e pesar 30 Kg
(JACOMETO et al., 2010; KUBITZA, 2010). Sua grande resisténcia a quedas de
temperatura e variagdes de oxigénio dissolvido na agua, tornam-o capaz de ser
cultivado na maioria das regides brasileiras, com exceg¢do do Sul e Sudeste, visto
que a temperatura ideal para criagao é de 26 a 32 °C (CARVALHO, Elba Verénica
Matoso Maciel et al., 2012; BARCANTE; DE SOUSA, 2015).

Figura 1 - Tambaqui da Estagao de Aquicultura Continental Prof. Johei Koike, do Departamento de
Pesca da Universidade Federal Rural de Pernambuco.
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FONTE: CARVALHO, Elba Verénica Matoso Maciel, 2007.

A produgédo em larga escala do tambaqui exige que a mesma seja feita
em sistemas de cultivo intensivos geralmente realizada em viveiros com fundo de
argila, que confere maior produgado e menor probabilidade de doengas (EMBRAPA,
2011). Em cativeiro, a espécie apresenta crescimento rapido, alta produtividade e
otima adaptacdo aos sistemas de cultivo tradicionais, entretanto, apesar da pratica
da piscicultura ter substituido a pesca extrativista diminuindo, assim, o desequilibrio
ambiental, os criadouros ainda enfrentam um grande obstaculo que interfere
diretamente na produgado: a morte dos espécimes cultivados (MARQUES, et al.,
2016; ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998; VAL et al., 2000).

Com a intensificacédo dos sistemas de criagdo surge a necessidade de
maiores conhecimentos sobre o manejo adequado para prover melhoria nas
condigdes de saude dos peixes. Quando os peixes estao continuamente expostos as
condigbes adversas e seu sistema imunolégico ainda n&do responde
adequadamente, tornam-se mais susceptiveis aos parasitos e doencas. O estresse
de captura, transporte, manuseio, adensamento populacional e alteragdes na
qualidade de agua, sao fatores que interferem no equilibrio da relagdo
peixe-parasito-ambiente, afetando os peixes e os agentes patogénicos (virus,
bactérias e parasitos), causando entdo surtos epizodticos. (TAVARES-DIAS, M. et
al., 2013).

Conforme se intensifica a produgdo, aumenta-se a busca por uma
produtividade maxima, promovendo a utilizagdo de aditivos (antibiéticos, vacinas e
quimioterapicos) a fim de proporcionar um melhor desempenho zootécnico aos
organismos aquaticos. No entanto, esses aditivos podem colocar em risco a saude
sanitaria da produgdo, do ambiente aquatico e do consumidor, devido a
bioacumulagao e a resisténcia a bactérias (GARCIA et al., 2013). Dentre os agentes
infecciosos, bactérias do género Aeromonas sao mundialmente conhecidas por sua
capacidade de gerar processos deletérios em sistemas de cultivo de peixes e outros
frutos do mar (GONCALVES PESSOA et al.,2019).
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2.1.1.1 Aeromonas

As bacterioses sdo uma das principais causas de perdas econdmicas nos
sistemas de piscicultura (W. Wang et. al. 2019). As doengas representam uma
grande ameaga para a aquicultura e os surtos sdo geralmente desencadeados pela
gestao agricola intensiva. Dentre as bactérias causadoras de doengas em peixes, a
Aeromonas destaca-se como uma das maiores causas de mortalidade de peixes
pois trata-se de uma bactéria de natureza oportunista, causando a infec¢do quando
um fator primario afeta as interagdes da triade hospedeiro-patdogeno-ambiente (RGB
Pessoa, 2020; GALLANI et. al, 2020).

Acredita-se que os primeiros isolados foram relatados em 1890 e, desde
entdo, foram mais de cem anos estruturando o género Aeromonas dentro do
universo microbiolégico. Ao longo da historia, essas bactérias foram classificadas e
reclassificadas entre os mais diversos géneros, como Aerobacter, Pseudomonas,
Escherichia e Proteus, entre outros (RGB Pessoa, 2019). Pertencente a familia
Aeromonadaceae, o0 género Aeromonas abrange 36 espécies de bactérias
anaerobicas facultativas, Gram-negativas, em forma de bastonete e ndo formadoras
de esporos, conhecidas como habitantes naturais de ecossistemas aquaticos e um
dos principais patégenos de animais transmitidos pela agua (MJ Lynch et al. 2002;
RGB Pessoa, 2023). O termo Aeromonas vem das palavras gregas “Aer’ que
significa gas de ar e “ Mona” que significa unidades e foi proposto pela primeira vez
em 1936 por Kluyver e van Neil, para abranger bactérias produtoras de gases No
entanto, foi Stanier quem em 1943 usou oficialmente “Aeromonas” para denominar o

género onde essas espécies bacterianas foram adicionadas (RGB Pessoa, 2019).

Aeromonas sao patdégenos emergentes capazes de colonizar e infectar
varios hospedeiros e sdo amplamente conhecidos na aquicultura como organismos
potencialmente infecciosos (N.Abu-Elala et. al, 2015). A viruléncia de Aeromonas
spp. € complexa e de origem multifatorial, principalmente ligada aos componentes
estruturais responsaveis pela adesao, motilidade, colonizagdo bacteriana e escape
do sistema imune do hospedeiro; producdo de toxinas, citotoxinas e endotoxinas;
proteinas extracelulares como amilase, quitinase, elastase, aerolisina, nuclease,

gelatinase, lecitinase, lipase e proteases; sistema de secregéo e aquisi¢ao de ions
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metalicos (BRAVO; FIGUERAS, 2020). Esses microrganismos s&o responsaveis por
surtos infecciosos deletérios em sistemas de produgdo aquatica, que levam a
elevadas perdas econémicas para a industria da aquicultura (RGB Pessoa, 2023).
As principais infec¢gdes bacterianas que acometem os peixes sdo causadas por
diversas espécies do género Aeromonas, como A.caviae, A.veronii, A.hydrophila e

A.salmonicida.

Embora existam varios indicios de surtos bacterianos em tambaqui, a
identificacdo do patdgeno seguida pelo postulado de Koch para este peixe é
escassa na literatura (GALLANI et al. 2020). Os processos patolégicos gerados por
essas bactérias sao essencialmente mediados por situagbes ambientais tao
estressantes nas fazendas como manuseio, transporte e ma qualidade da agua que
podem causar surtos de mortalidade. Tais praticas impdem aos peixes cultivados um
estado constante de estresse que afeta drasticamente o sistema imunoldgico e os
torna suscetiveis a diversas patologias o que, geralmente, ocasiona a morte de
peixes em sistemas de cultivo quando ndo rapidamente identificados e tratados
(STARLIPER et al., 2015; RGB Pessoa 2020). Os surtos de mortalidade causados
por Aeromonas spp. sao considerados uma grande preocupagao para a aquicultura
mundial e s&o responsaveis por grandes perdas econdmicas em diversas regides.
Além disso, a septicemia hemorragica (Figura 2) € comum em peixes cultivados em
tanques de terra (GALLANI et al. 2020).

FIGURA 2 - Sinais clinicos (hemorragia) de Tambaqui infectado por Aeromonas spp.

FONTE: GALLANI et al. 2020
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As Aeromonas também s&o conhecidas por serem patogénicas aos
humanos (RBG Pessoa, 2020). Varios relatos de casos envolvendo infecgdes por
Aeromonas foram trazidos a diversidade de manifestagdes clinicas que essas
bactérias podem provocar a saude humana. Os sintomas variam de diarréia aguda
autolimitada a sepse letal; no entanto, feridas, pele, ossos, coracao, pulmbes, olhos
e outros 6rgaos podem ser potencialmente afetados (RBG Pessoa, 2022). Espécies
de Aeromonas geralmente associadas a infecgcbes humanas incluem A. caviae, A.
schubertii, A. hydrophila, A. veronii (biovares veronii e sobria) e A. jandaei (Lamy et
al., 2010).

2.1.1.1.1 Biofilme bacteriano

Com a descoberta da penicilina por Alexander Fleming, em 1928, houve
um avango sem precedentes no tratamento de doengas bacterianas. Entretanto, o
uso incorreto desses antibidticos tem minimizado a sua eficacia, ja que isso favorece
0 aparecimento cada vez maior de cepas microbianas resistentes (Pavao, Moraes,
Ribeiro et al.; 2021).

O primeiro estudo sobre biofilmes foi publicado por Zobell em 1943 e,
desde aquela época, eles ainda sao um fator preocupante nas areas de alimentos,
ambientais e biomédicas. O conceito de biofiime tem emergido gradualmente de
estudos cientificos durante longo periodo de tempo, porém, nas ultimas duas
décadas, essa concepcao tem avangado consideravelmente (DE OLIVEIRA et al.,
2013). Biofiimes sdo comunidades de células microbianas que se encontram
envoltas por uma matriz de substancias poliméricas extracelulares e associadas a
superficies bidticas ou abidticas(SAUER et al., 2007). As vantagens para que a
célula bacteriana se encontre em biofilme sdo numerosas, nomeadamente no que
diz respeito a protecdo contra agentes agressivos como: radiacdo UV, desidratacao
(a matriz de EPS é altamente hidratada) estresse osmdtico, inanicdo, detergentes
acidos, antibioticos, fagocitos, anticorpos e bacteriéfagos (ELASRI; MILLER, 1999;
XAVIER et al., 2003). Esta comunidade de células bacterianas fechadas, encerradas
em uma matriz polimérica de producgao prépria e aderida a uma superficie viva ou
inerte, constitui um modo protegido de crescimento que permite a sobrevivéncia em
ambientes hostis (LEHNER et al., 2005)
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As etapas envolvidas na formagao do biofilme (Figura 3) sao bastante
discutidas em diversas teorias. Dentre todas elas, € consenso que na formagao do
biofilme, a primeira etapa corresponde ao processo de adesdo inicial do
microrganismo a superficie a ser colonizada, um processo que pode ser reversivel.
A etapa seguinte é a producgao intracelular de moléculas de adeséao, secrecao de
substancias poliméricas extracelulares, fixagdo da estrutura e em seguida a

liberagao de células ou agregados celulares da estrutura do biofilme (FARIA, 2013).

FIGURA 3 - Etapas evolutivas na formagéo do biofilme bacteriano.
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FONTE: Pavao, Moraes, Ribeiro et al.; 2021

Um dos principais fatores envolvidos na preservagao de biofilmes é o
quérum-sensing, que se baseia na liberagdo de moléculas sinalizadoras e
auto-indutores, cuja quantidade aumenta com o aumento da densidade da
populacdo bacteriana. As moléculas autoindutoras podem ser detectadas pelas
bactérias, dependendo da concentragao, levando a mudangas na expressdo dos
genes e, consequentemente, a alteragdes no comportamento. Isso permite que as
bactérias que compdem o biofilme coordenem suas atividades, agindo de maneira

semelhante a organismos multicelulares. (MARTIN, 2015).

No ambiente aquicola, as estruturas submersas possibilitam maior area
disponivel para agregacdao e adensamento da comunidade microbiana oferecendo
um habitat favoravel (WU 2017). Os grupos bacterianos autoctones encontrados

nesses sistemas microbianos podem produzir compostos metabdlicos secundarios
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com diferentes agdes que podem agir sinergicamente ou antagonicamente com
outros integrantes (YU et al. 2016; LI et al. 2017; THOMPSON et al. 2002).

A producédo de substancias com acdo antimicrobiana pode reduzir a
presenca de patégenos, mantendo o equilibrio do sistema e evitando o surgimento
de doencgas. Assim, a manipulacdo dessa comunidade expande possibilidades
interessantes para a produgdo de organismos aquaticos com redugao do uso de
quimicos e melhoria do desempenho zootécnico. (DA SILVA et al.,, 2021). Uma
alternativa viavel para substituir o uso de antibidticos é a utilizagdo de aditivos
fitogénicos como os extratos vegetais ou Oleos essenciais, por possuirem
propriedades antibidticas, antiparasitarias, imunoestimulantes, que aumentam a
protecdo contra doengas, atuam sobre o metabolismo imunolégico e reduzem a
mortalidade na produc&o animal (KOIYAMA et al., 2014).

2.1.1.1.1.1 Oleos essenciais

Entre as fragrancias naturais, os 6leos essenciais (OE) sdo os mais
populares. Na natureza, os Oleos essenciais desempenham papéis muito
importantes na defesa e nos processos de sinalizagao das plantas contra insetos,
herbivoros e microrganismos, incluindo a atrac&o de insetos polinizadores e animais
dispersores de frutas, na regulagdo da agua e em interagdes alelopaticas (Sharmeen
et al. 2021). A humanidade tem utilizado produtos naturais ao longo da histéria como
recursos valiosos nas praticas das terapias naturais, com o objetivo de encontrar
alivio e tratamento para doencas por meio do uso de plantas, possivelmente
representando uma das primeiras maneiras de empregar esses produtos naturais
(MUKHERJEE et al., 2010).

E crescente a utilizagdo e a demanda de produtos naturais, em todo o
mundo, especialmente devido aos problemas que sado atribuidos a inumeros
produtos sintéticos (BANDONI; CZEPAK, 2008) pois sdo mais benéficos para a
saude humana e a seguranga do meio ambiente. Uma grande quantidade de dleos
essenciais tém sido amplamente utilizada na agricultura, medicina, industria

alimenticia e cosmética. (Zhao et al., 2018).
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Os OE sao compostos liquidos, complexos, bioativos, volateis, com odor
e cor caracteristicos, formados a partir de metabdlitos secundarios de plantas,
presentes em todos os 6rgdos desta, como brotos, flores, folhas, caules, galhos,
sementes, frutas e cascas. Eles sao formados principalmente por classes de ésteres
de acidos graxos, mono e sesquiterpenos, terpenos, fenilpropanonas e alcoois
aldeidados. (DE ALMEIDA et al. 2020). Muitos estudos revelam que os Oleos
essenciais tém atividade contra bactérias tanto Gram-negativas quanto
Gram-positivas. Além disso, varios componentes de 6leos essenciais, incluindo o
eugenol, o carvacrol e o timol, demonstraram ser ativas contra diferentes espécies
de bactérias (Xiao et al., 2020).

No que se diz respeito ao mecanismo de ag¢ao, os OE tém a capacidade
de permeabilizar a membrana do microrganismo, causando a perda de componentes
celulares vitais para o metabolismo bacteriano (PELLEGRINI et al.,2018). Em
bactérias, € capaz de degradar a parede celular e romper a membrana
citoplasmatica, a hidrofobicidade destes afetam a saida de ions, moléculas e outros

componentes celulares (BURT, 2004).

A Melaleuca alternifolia, comumente conhecida como “Tea tree” (Figura
4), € uma arvore pequena da familia Myrtaceae nativa da Australia (Borotova et al.,
2022). Enquanto toda a estrutura acima do solo € colhida e transformada em
biomassa, apenas as folhas contribuem para os constituintes no 6leo de Tea tree,
que sao extraidos por destilacdo a vapor. O OE resultante possui mais de 100
componentes, onde o terpinen-4-ol € encontrado em maior concentragao, e um odor

medicinal unico e distinto com aroma de canfora (Groot; Smith 2016; Rhind, 2020).

Estudos relataram beneficios positivos do OEMA (Oleo de Melaleuca
alternifolia) contra uma variedade de bactérias, fungos e protozoarios. Evidéncias in
vitro demonstraram que o 6leo possui atividade antimicrobiana de amplo espectro,
bem como agdes antifungicas e antivirais, € aumenta o fluxo sanguineo periférico.
Propde-se que o OEMA altere a integridade e a permeabilidade da parede celular
das bactérias, iniba a respiragao celular e altere a capacidade das células de manter

condicdes de equilibrio, inibindo fungdes relacionadas ao crescimento e replicacao
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celular (Kairey, Lana et al., 2023). E bastante utilizado como rémedio para
acometimentos na pele, bem como acne, eczema, picadas de inseto (GROOT;
SCHMIDT, 2016).

FIGURA 4 - Visao geral da arvore da Melaleuca alternifolia (Tea tree).
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FONTE: https://www.gilistore.com.br/blog/aromaterapia-tea-tree-e-seus-beneficios.

Acesso em 07/09/2023.

A Mentha piperita (hortela-pimenta) € uma planta perene que esta
amplamente distribuida pela regido do Mediterraneo e em regides temperadas do
mundo (HUSSAIN et al., 2010). A hortela-pimenta (Figura 5), € uma planta da familia
Lamiaceae e a muito tempo é considerada economicamente importante pois é
amplamente utilizada na industria alimenticia e cosmética devido as suas
propriedades aromatizantes (MOGOSAN et al., 2017). O OEMP (Oleo essencial de
Mentha piperita) é composto principalmente por mentol, mentona, mentofurano,
1,8-cineol e acetato de mentila, porém fatores como condigbes fisiologicas e
ambientais, genéticas e evolugao, podem determinar a variabilidade quimica do oleo

essencial de hortela-pimenta. (Camele et al., 2021)

A Agéncia Europeia de Medicamentos (AEM) reconhece varias
propriedades farmacolégicas do 6leo essencial de Mentha piperita L., incluindo o

alivio de sintomas de tosse e resfriados, o tratamento de dores musculares e
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neuralgias, bem como aqueles relacionados a disturbios gastrointestinais (alivio de
dor abdominal, flatuléncia, sensacéo de replegdo, obstipacdo e diarreia). Outros
efeitos bioldgicos identificados para M. piperita incluem atividades inseticidas,
antibacterianas, antivirais, antialérgicas, antioxidantes e citotoxicas (Dolghi et al.,
2022).

Mentha piperita (Hortela-Pimenta).
. W

FIGURA 5 - Visao geral da
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3 JUSTIFICATIVA

A piscicultura tem se modernizado a cada ano no Brasil. O aumento da
demanda do Tambaqui fez com que os piscicultores passassem a produzir mais
peixes, em seus cativeiros. Acometimentos por parasitos e patégenos sdo comuns
em cativeiros devido ao estresse sofrido pelos espécimes em ambiente limitados e,
por isso, os produtores optam pelo uso de quimioterapicos para frear a perda de

especimes.

O manejo inadequado gera estresse ao peixe, deixando-o ainda mais
debilitado com possiveis resisténcias bacterianas. A fim de evitar tais perdas, os
produtores usam, muitas vezes de forma indiscriminada, antibiéticos nas aguas
como forma de tratamento podendo debilitar, ainda mais, a saude do peixe e
contaminar as aguas. Aeromonas sao citadas, na literatura, como responsaveis pela
maior parte da perda de espécimes por infeccdo bacteriana e, também,
responsaveis por infeccbes em humanos, consumidor da carne, sendo estas,
geralmente, gastrointestinais podendo ser consideradas como um risco emergente a

saude publica.

Tendo em vista tais problematicas, faz-se necessario a busca por
métodos alternativos para o tratamento dos peixes. Os Oleos essenciais séo
conhecidos mundialmente pelos seus usos distintos e sdo biodegradaveis, néo
oferecendo risco ao meio ambiente. A Melaleuca alternifolia e a Mentha piperita sao
conhecidas devido ao seu potencial antimicrobiano sendo estes um grande potencial

no combate ao biofilme bacteriano.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJeTIvO GERAL

Avaliar a formacao de biofilme de cepas de Aeromonas spp. isoladas do
peixe amazbdnico Tambaqui (Colossoma macropomum) e analisar a atividade
antibiofilme dos O6leos essenciais de Melaleuca alternifolia e Mentha piperita no
intuito de acrescentar, a futuros estudos cientificos, possiveis técnicas terapéuticas

para a producao de peixes.

4.1.1 Objetivos Especificos

1. Reativar as cepas de Aeromonas spp. previamente isoladas e preservadas
em Oleo mineral;

2. Avaliar a formagéo de biofilme de cepas de A. caviae, A. dhakensis, A.
hydrophila e A. veronii,

3. Avaliar a atividade antibiofilme dos 6leos essenciais Melaleuca alternifolia e

Mentha piperita.
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5 METODOLOGIA

5.1 ReATIVACAO DAS CEPAS BACTERIANAS

Foram utilizadas, neste trabalho, 10 cepas bacterianas isoladas das
branquias de Tambaquis em estresse (C. macropomum) e previamente identificadas,
por métodos bioquimicos e moleculares, como Aeromonas spp. (D.S.C Marques
et.al 2016; R.B.G Pessoal et al. 2020). As cepas foram repicadas em caldo BHI
(Brain Heart Infusion), incubadas em estufa agitadora a 37 °C por 24 horas.
Posteriormente, cada cepa foi semeada em Agar Nutriente para obtencdo de
colbnias puras e isoladas, incubadas a 37 °C por 24 horas. ApOs analise de
caracteristicas macroscoépicas, as colbnias obtidas foram semeadas em placas e
tubos de ensaio contendo Agar Nutriente para serem utilizadas durante o
desenvolvimento do trabalho.

A identificacdo em nivel de género e espécie foi feita por DSC Marques

(2015) e seguiu metodologia padrao de testes fisioldgicos e bioquimicos.

5.1.1 Avaliagao da capacidade de formagao de biofilme dos isolados

A formacdo do biofilme foi avaliada pela técnica descrita por Stepanovic
et al. 2000. Os isolados de dez cepas de Aeromonas spp. isoladas do peixe
tambaqui foram cultivados em caldo BHI por 24h a 37°C. Posteriormente, 200 uL de
cada suspensao bacteriana foi aplicada em placas de 96 pogos de fundo plano. O
experimento foi realizado em triplicata utilizando também um controle negativo. As
placas foram incubadas por 24h a 37°C, o conteudo do pocgo foi removido e cada
poco foi lavado com 250 uL de solugéo salina 0,9%. Posteriormente, foi realizada
fixagdo com 200 uL de metanol absoluto por 15 min. O metanol foi removido e as
placas secaram em temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram coradas
com 200 uL de cristal violeta durante 5 min. Novamente, cada poco foi lavado por
trés vezes com solugéo salina 0,9% e mantido a temperatura ambiente para
secagem. A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de ELISA, comprimento de

onda 570 nm e as amostras foram classificadas de acordo com critérios
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estabelecidos por Stepanovic et al. (2000). O valor da densidade ética (DOi) foi
obtido pela média dos trés pocgos, sendo este valor comparado com a densidade
otica do controle negativo (DOc). Os isolados foram classificados em quatro
categorias: ndo aderente (DOi < DOc); fracamente aderente (+) (DOi < DOc < 2 x
DOc); moderadamente aderente (++) (2X DOc < DOi < 4 x DOc) ou fortemente

aderente (+++) (4x DOc < DOi).

5.1.1.1 Ensaio antibiofilme

Para realizagdo do ensaio de atividade de antibiofilme foi utilizado um
protocolo adaptado de Antunes et al. (2010), que se baseia na utilizagdo do cristal
violeta em placas de microtitulagdo de 96 pocos. Foi usado para diluicdo dos oleos
Tween 80 a 1%. Neste ensaio foram adicionados em cada pogo as suspensdes de
cada bactéria (concentragdo final 10° UFC/mL), 10uL dos Oleos essenciais
Melaleuca alternifolia e Mentha piperita (em diferentes concentragdes baseados no
CMI de cada microrganismo (1x mic, 2x mic e 4x mic) e 150uL de caldo Mueller
Hinton. Um pocgo foi reservado para o controle de esterilidade do meio de cultura e
controle de crescimento do biofilme (controle positivo) como mostra a figura 6. As
placas foram incubadas a 37 °C durante 24 horas e o conteudo dos pogos foi
removido. Posteriormente, cada poco foi lavado trés vezes com solugcdo salina
esterilizada. As bactérias que permaneceram aderidas foram fixadas com metanol
absoluto por 20 min, aquecidas a 50 °C durante 60 min, e entdo coradas com cristal
violeta a 0,4 % por 25 minutos a temperatura ambiente. O excesso de corante foi
removido com agua destilada, o corante que se ligou ao biofilme foi solubilizado com
etanol absoluto por 15 min e a absorbancia medida com densidade 6tica de 570 nm
(Leitor de Elisa Polaris®). Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata. A
porcentagem de inibicido de formacdo de biofiime para cada concentracédo foi

determinada de acordo com a formula descrita por Jadhav et al. 2013 :

%inibicado = 100 — OD 570 nm amostra x 100
OD 570 nm controle
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io antibiofilme.

FIGURA 6 - Esquematizagédo do ensa
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram utilizadas cepas de A. dakhensis, A. hydrophila, A. caviae e A.

veronii como mostra a tabela 1.

TABELA 1 - Cepas previamente isoladas do Tambaqui (Colossoma macropomum) e reativadas.

Cepas bacterianas

E2/17 (Aeromonas caviae)
E1/18 (Aeromonas caviae)
E1/26 (Aeromonas caviae)
E1/45 (Aeromonas dhakensis)

E1/14 (Aeromonas hydrophila)
E2/2 (Aeromonas hydrophila)
E2/35 (Aeromonas hydrophila)

)

(

(

(

(

E3/36 (Aeromonas dhakensis)

(

(

(

E2/15 (Aeromonas hydrophila
(

E2/24 (Aeromonas veronii)

Segundo RGB Pessoa (2023), as espécies de Aeromonas mais
frequentemente associadas a doengas em humanos sao A. hydrophila (14,5%), A.
caviae (37,6%), A. veronii bv. Sobria (27,2%) e A. dhakensis (16,5%), representando

cerca de 96% dos casos de gastroenterite.

Os estudos apresentados sobre o fator de viruléncia das Aeromonas
reiteram a importancia da investigacdo da formagdo de biofilmes, por essas 10
cepas reativadas, nos tecidos do Tambaqui (Colossoma macropomum). Seguindo o
método de Stepanovic et al (2000), as cepas isoladas foram classificadas, como

mostra a tabela 2, de acordo com sua capacidade de formacao de biofilme.
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TABELA 2 - Classificagdo das cepas de Aeromonas spp. quanto a formagao de biofiime

Cepas bacterianas Classificagéo
E2/17 (Aeromanas caviae) Fracamente aderente
E1/18 (Aeromonas caviae) Fracamente aderente
E1/26 (Aeromonas caviae) Mé&o aderente
E1/45 (Aeromonas dhakensis) Fracamente aderente
E3/36 (Aeromonas dhakensis) Fracamente aderente
E1/14 (Aeromonas hydrophila) Fracamente aderente
E2/2 (Aeromanas hydrophila) Moderadamente aderente
E2/35 (Aeromanas hydrophila) Fracamente aderente
E2/15 (Aeromanas hydrophila) Moderadamente aderente
E2/24 (Aeromonas veronii) MN&o aderente

Beaz-Hidalgo (2013) relata que todas as espécies de Aeromonas moveis
produzem um unico flagelo polar, que permite que as bactérias nadem em
ambientes liquidos. Quando as bactérias crescem em ambientes ou superficies
viscosas, desenvolvem multiplos flagelos laterais que aumentam a aderéncia e a
formacgado de biofiime. Esses dois sistemas flagelares foram estudados em varias
cepas especificas, como A. caviae e A. hydrophila. Na tabela 2 pode-se observar

que os resultados estado de acordo com o estudo citado.

Duas das trés cepas de A. caviae (E2/17 e E1/18) se apresentaram como
“fracamente aderente” e apenas a cepa E1/26 nao apresentou aderéncia. A. caviae
é citada em trabalhos como Lamy et al (2010) com uma das cepas capazes de
interferir na saude humana. Sua capacidade de producdo de biofilme prova que a

cepa apresenta um potencial de infeccdo e adesao a tecidos.

Gallani et al (2020) diz que entre as bactérias que causam doengas em
peixes, a Aeromonas hydrophila se destaca como uma das principais causas de
mortalidade de peixes na aquicultura. Na tabela, nota-se que todas as quatro cepas
de A. hydrophila apresentam-se como “fracamente aderente” (E1/14 e E2/35) e
‘moderadamente aderente” (E2/2 e E2/15) o que corrobora com os resultados de
Lynch (2002) de que Aeromonas hydrophila forma biofilmes em aco inoxidavel com
uma arquitetura caracteristica. EI-Hossary D et al (2023) diz que as cepas de A.

hydrophila representam um sério risco para a saude publica pois o potencial de
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prever doencgas esta correlacionado com o numero de genes de viruléncia presentes
e a presencga de genes de viruléncia esta principalmente associada a patogenicidade
da A. hydrophila. Adesinas, hemaglutininas e varias enzimas hidroliticas estao

envolvidas na patogénese das espécies de Aeromonas.

Nos ultimos anos, cepas de A. dhakensis chamaram atencao de cientistas
apos o relato de duas mortes por bacteremia e fasciite necrosante em Taiwan. De
acordo com a tabela 2, as cepas E1/45 e E3/36 foram classificadas como
“fracamente aderente” porém trabalhos recentes como Tien-Tien Vicky Lau (2023)
relatam que A. dhakensis é mais patogénica do que outras espécies de Aeromonas,

pois tem um efeito citotdxico mais alto demonstrado danos rapidos aos tecidos.

A cepa de Aeromonas veronii (E2/24) nao apresentou aderéncia, porém
RGB Pessoa (2020) analisou que A. veronii € uma potencial produtora de
hemolisinas e até foi a causa de uma pneumonia letal que culminou com a sindrome
hemofagocitica em um paciente imunocompetente sem histérico de contato com

fontes conhecidas de contaminacgao.

Depois de analisadas a capacidade de formagao de biofilme dos isolados,
as cepas que apresentaram aderéncia foram submetidas ao teste antibiofiime com
os Oleos essenciais Melaleuca alternifolia e Mentha piperita. As cepas que nao

apresentaram aderéncia nao foram submetidas ao teste.

Para essa etapa, foram utilizados os resultados da CMI (Concentragao
Minima Inibitéria) de cada oleo anteriormente testada por LIMA, Rennatha Orlayne

(2019). Os valores da CMI obtidos nos testes estao apresentados na tabela 3.
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TABELA 3 - Concentragao Minima Inibitdria (%) dos 6leos essenciais frente Aeromonas spp.

Cepas bacterianas Melaleuca alternifolia Mentha piperita
E2/17 (Aeromonas caviae) 0,125 0,25
E1/18 (Aeromonas caviae) 0,125 0,25
E1/45 (Aeromonas dhakensis) 0,125 0,125
E2/2 (Aeromonas hydrophila) 0,125 0,25
E3/36 (Aeromonas dhakensis) 0,125 0,25
E1/14 (Aeromonas hydrophila) 0,25 0,25
E1/26 (Aeromonas caviae) 0,125 0,25
E2/35 (Aeromonas hydrophila) 0,5 0,5
E2/15 (Aeromonas hydrophila) 0,25 0,25
E2/24 (Aeromonas veronii) 0,125 0,125

FONTE: LIMA, Rennatha Orlayne 2019 (adaptado).

A tabela 4 e 5 mostrardao os resultados dos ensaios com a Melaleuca

alternifolia e a Mentha piperita respectivamente.

Vérios estudos indicam o terpinen-4-ol, presente em mais de 30% da
composicao do o6leo essencial de Melaleuca alternifolia, como o principal constituinte
responsavel pela atividade antimicrobiana em diferentes microrganismos, o que é
reforcada em estudos como o de Francisconi RS (2020) que comprovou a inibicao

de biofilmes de Candida albicans pelo 6leo essencial.

E notavel a capacidade de inibicido que OEMA apresenta sobre parte das
cepas descritas na tabela 4. A. dhakensis, anteriormente dita como uma das mais
citotoxicas, sofreu inibicdo. Vé-se que a E1/45 ja sofre uma inibigao importante com
apenas 1x o CMI porém a cepa E3/36 apresenta um resultado intrigante pois o
percentual de inibigdo cai de 22,4% (1x CMI) para 21,7% (2x CMI) e sobe de

maneira discreta para 21,9% (4x CMI).

As duas cepas de A. cavie responderam ao teste de maneiras distintas. A
cepa E2/17 teve uma inibicao leve de apenas 23,3% em 1x CMI, caiu para 22,6%
(2x CMI) e sobe, de maneira significativa, para 45,2% em 4x CMI. Ja a cepa E1/18

nao sofreu inibicao.

As quatro cepas de A. hydrophila também apresentaram resultados

diferentes. A cepa E2/2, que sofreu maior inibicdo, apresentou uma queda de 70,3%
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(1x CMI) para 53,7% (2x CMI) e, em seguida, subiu para 86,6% (4x CMI). A cepa
E1/14 teve um aumento expressivo de 44,4% (1x CMI) para 85,4% (2x CMI) porém
caiu para 84,8% (4x CMI). Ambas as cepas apresentaram resultados satisfatorios.
E2/35 nao sofreu inibicdo em 1x CMI e apresentou um discreta inibicado de apenas
23,4% (2x CMI). E2/15 néo sofreu inibicdo em 1x e 2x o CMI, mas sofreu uma leve
inibicdo de 23,4% em 4x CMI.

TABELA 4 - Valores de inibicado (%) de biofilmes pelo 6leo essencial Melaleuca alternifolia.

VALORES DE INIBICAOQ (%) - Melaleuca alternifolia

CEPAS BACTERIANAS 1x CMI 2% CMI 4% CMI

E2/17T (Aeromonas caviag) 233 226 452
E1/18 (Aeromonas caviae) SIA S/A S/A
E1/45 (Aeromonas dhakensis) 78 829 85

E3/36 (Aeromonas dhakensis) 224 217 219
E2/2 (Aeromonas hydrophifa) 70,3 53,7 86,6
E1/14 (Aeromonas hydrophila) 44 4 854 848
E2/35 (Aeromonas hydrophila) SIA 234 N/T
E2/15 (Aeromanas hydrophila) S/IA S/IA 234

LEGENDA - S/A: Sem atividade; N/T: Nao testado.

O mentol, presente no OEMP, é um terpendide que é o principal agente
bioativo da familia das mentas, possui propriedades antissépticas, antibacterianas,
antitumorais e antialérgicas. Sua propriedade antibacteriana foi extensivamente

estudada contra algumas cepas patogénicas e nao patogénicas por varios autores.

Na tabela 5, pode-se ver que o OEMP apresenta atividade antibiofiime
frente as cepas. Diferente dos valores apresentados com o OEMA, as cepas de A.
cavie foram as que apresentaram o maior indice de inibicao. E2/17 e E1/18 tiveram
resultados parecidos em 1x CMI (65,3% e 65% respectivamente), 2x CMI (70,4% e
70% respectivamente) e uma pequena diferenca em 4x CMI (72,7% e 82,3%

respectivamente) demonstrando, assim, uma boa atividade do dleo.

As cepas de A. dhakensis, E1/45 e E3/36, sofreram inibicdo de maneira
diferente. E1/45 apresentou uma crescente nos valores de inibicdo de acordo com o
aumento da CMI (34,7%(1x); 46,6% (2x); 70,4%(4x)) apresentando resultados

satisfatorios. A cepa E3/36 manteve-se em uma constante com pouca variagcao de
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indice de inibigdo. Os resultados cairam, de maneira discreta, entre 1x e 2x (72,9% e

72,1% respectivamente) e aumento em 4x CMI (74,2%).

As cepas de A. hydrophila foram as que sofreram menos inibicdo porém
se apresentam de maneiras diferentes. E2/2 sofreu apenas 12,6% de inibicdo na
concentragdo 1x do CMI, porém apresentou um crescimento em 2x (43,3%) e 4x
(46%). E1/14 também apresentou uma baixa inibicdo na concentragdo 1x (11,4%),
teve um aumento em 2x (34,6%) mas caiu em 4x (31,7%). As cepas E2/35 e E2/15
obtiveram resultados n&o tado satisfatorios. E2/35 teve um decaimento de, pelo
menos, 50% entre as concentragdes 1x e 2x (11,1% e 5,5% respectivamente). E2/15
também houve queda de acordo com o aumento das concentragdes (14,8% (1x);

8,9% (2x)) e n&o sofreu inibigdo na concentragao 4x.

TABELA 5 - Valores de inibigéo (%) de biofilmes pelo 6leo essencial Mentha piperita.

VALORES DE INIBICAQ (%) - Mentha piperita

CEPAS BACTERIANAS 1x CMI 2x CMI 4x CMI

E2/17 (Aeromonas caviag) 65,3 70,4 72,7
E1/18 (Aeromonas caviae) 65 70 82,3
E1/45 (Aeromonas dhakensis) 34,7 46,6 70,4
E3/36 (Aeromonas dhakensis) 72,9 72,1 74,2
E2/2 (Aeromonas hydrophila) 12,6 43,3 46

E1/14 {(Aeromonas hydrophila) 11,4 34,6 31,7
E2/35 (Aeromonas hydrophila) 111 5,5 N/T
E2/15 (Aeromonas hydrophila) 14,8 8,9 S/A

LEGENDA - S/A: Sem atividade; N/T: Nao testado.

Analisando os resultados, vé-se que em algumas cepas inibidas pelo
OEMA, houve queda na porcentagem de inibicdo na concentragao 2x (E2/17, E2/2 e
E3/36). Mesmo apresentando uma queda na concentragao 2x, essas trés cepas na
voltam a apresentar aumento na inibicdo concentracao 4x elas. EI-Hossary D (2023),
diz que as bactérias Aeromonas formam biofilmes como resposta a circunstancias
ambientais especificas, 0 que pode explicar tais quedas nas porcentagens em
concentracdo 2x uma vez que é caracteristico das Aeromonas spp. se adequarem

ao ambiente em que estao inseridas.

E visto que cepas como E1/18, E2/15 e E2/35 n&o apresentaram a
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inibicdo desejada pelo OEMA. A falta de atividade do 6leo pode estar relacionada a
fatores como a patogenicidade das cepas, mas também a questdes de interagao
bioquimica entre o 6leo e a cepa no processo de inibicdo. Outro caso de inatividade
na inibicdo de biofiime pelo OEMA foi citado por CDS Silva et al (2019) que testou a
inibicdo de Listeria monocytogenes pelo OEMA em carne moida. O estudo apontou
que o OEMA nao foi eficaz em amostras inoculadas com suspensdo a 1,5 x 10°
UFC/mL, independentemente do tempo de armazenamento. No entanto, com
suspensdes em menor concentragdo como de suspensao, como 4,6 x 10* UFC/mL,
0 numero de células viaveis diminui sendo, assim, uma compensacao entre a
interacdo do 6leo com a matriz e o espaco livre para atuar contra o menor numero

de cepas inoculadas na amostra.

No caso do OEMP os resultados foram mais consistentes. O dleo
apresentou uma inibicao satisfatéria sobre as oito cepas com destaques para E2/17
e E1/18 (Aeromonas caviae). EJAZ et al (2020) avaliou a atividade do mentol,
componente antimicrobiano presente no OEMP, frente as cepas de P. aeruginosa e
B.subtilis e concluiu que o mentol, presente no 6leo, apresentou uma inibigao
razoavel do biofilme, enquanto a inibicdo maxima de 99,5% foi alcancada pelo
extrato bruto de mentol. Esse resultado ilustra que o OEMP pode ser usado para
alterar a resisténcia aos antibidticos de muitos micrébios causadores de doencas.
Mesmo como uma baixa porcentagem de inibicdo, o OEMP também mostra

potencial para inibicdo das cepas de A. hydrophyla.
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7 CONCLUSAO

Os o6leos essenciais Melaleuca alternifolia e Mentha piperita apresentaram
resultados satisfatorios de inibicdo das cepas, porém estudos sdo necessarios para
entender, de uma forma mais clara, a relagéo dos 6leos com a inibi¢do dos biofilmes.
Testes bioquimicos, genéticos e microscopia eletrénica, por exemplo, podem ajudar
a entender como os 6leos essenciais escolhidos atuam na estrutura da bactéria e os

danos causados ao biofilme.
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