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RESUMO

Campomanesia aurea € uma planta nativa do bioma Pampa, pertencente a familia Myrtaceae. O
presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme do 6leo essencial de
Campomanesia aurea (EOCA) contra Listeria monocytogenes ATCC 19114, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Salmonella Enteritidis ATCC 13076 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Uma
analise da composicdo quimica do EOCA foi realizada através de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM). A analise para avaliacdo in vitro da atividade antimicrobiana e
antibiofilme foi realizada pela determinacéo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e do antibiofilme
através da utilizagdo de placas de 96 pogos com auxilio de cristal violeta. A agdo do padrdo (E)-
Nerolidol (composto majoritario da EOCA) também foi testada. A andlise por CG-EM revelou a
presenca do sesquiterpeno (E)-Nerolidol (56,04%) como principal composto no EOCA. Atividade
antimicrobiana do EOCA contra L. monocytogenes (CIM 5,0 mg.mL™) e S. aureus (CIM 0,7 mg.mL?)
foi observada. Inibi¢do da formagéo de biofilme contra L. monocytogenes, S. aureus e S. Enteritidis pode
ser observada para EOCA e (E)-Nerolidol. Os resultados demonstram que o Oleo essencial de
Campomanesia aurea e o0 padrao de (E)-Nerolidol foram eficientes contra a inibicdo da formagdo de
biofilme para a maioria dos patdgenos testados.

Palavras-chave: Biofilme. Oleo essencial. Microrganismos patogénicos.
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1 INTRODUCAO

Com o aumento da producdo de alimentos industrializados, a incidéncia de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTAs) também vem crescendo nos ultimos anos (GERMANO;
GERMANO, 2011; TONDO; BARTZ, 2011). Conforme a Vigilancia Sanitaria (VISA),
classificam-se como DTAs todas as ocorréncias clinicas consequentes a ingestao de alimentos
gue possam estar contaminados com microrganismos patogénicos, toxinas de
microrganismos, substancias quimicas, objetos lesivos ou que contenham, em sua
constituicdo, estruturas naturalmente tdxicas. S&o doencgas consequentes da ingestdo de

perigos bioldgicos, quimicos ou fisicos presentes nos alimentos (BRASIL, 2010).

As DTAs sdo responsaveis por milhares de hospitalizacBes, centenas de mortes e,
muitas vezes, complicacdes irreversiveis. Essas infecgdes normalmente ocorrem ap6s um
curto periodo de incubacdo, provocando nauseas, vomitos, diarreia, dor abdominal e presenca
ou auséncia de febre. Os infectados podem apresentar melhora no quadro clinico em um curto
periodo de tempo, porém, pessoas imunocomprometidas (idosos, criancas, doentes) podem ter
complicacdes graves, podendo resultar em morte (GERMANO; GERMANO, 2011).

Na Europa, América do Norte e América Latina, alguns estudos epidemioldgicos
desenvolvidos identificaram os principais agentes etiologicos de toxinfec¢es alimentares,
entre eles Salmonella spp. e Staphylococcus aureus (GERMANO; GERMANO, 2011), sendo
que cerca de 45% das intoxicagOes alimentares de origem bacteriana estdo relacionadas a
Staphylococcus aureus (FRANCO; LANDGRAF, 1996). Pseudomonas aeruginosa e Listeria

monocytogenes também s&o conhecidas por causar doencas relacionadas ao consumo de



alimentos contaminados (HOSSAIN, Z.; 2014; KUMARASWAMY et al., 2018).

A diversidade metabolica e a capacidade de adaptacdo a estresses ambientais sao
caracteristicas fundamentais dos microrganismos. As bactérias existem em dois estados de
vida basicos, sendo como células planctbnicas (também conhecidas como células de vida
livre) ou como células sésseis (também conhecidas como biofilmes). Costerton, Stewart e
Greenberg (1999) destacaram a importancia de estudos sobre biofilmes bacterianos,
salientando que a formacdo destes e a sua inerente resisténcia aos antimicrobianos constituem
a causa de muitas infeccbGes cronicas. Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella Enteritidis e Listeria monocytogenes s&o microrganismos formadores de biofilmes
(LOPEZ; VLAMAKIS; KOLTER, 2010; STEENACKERS et al., 2012; HEIR et al., 2018).

Pesquisas sdo desenvolvidas em busca de alternativas para o tratamento e/ou
prevencdo destas infeccdes, devido a grande relevancia e prejuizos causados por esses
microrganismos, podendo fornecer, deste modo, meios as industrias alimenticias e a
populacdo alternativas para evitar a contaminacdo dos alimentos que sdo ingeridos. A
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais e extratos vegetais frente aos mais variados
microrganismos vem sendo investigada ao longo dos anos, e surge como um importante
recurso (AKTHAR; DEGAGA; AZAM, 2014; DUSCHATZKY et al., 2005; HAMMER;
CARSON; RILEY, 1999; LANG; BUCHBAUER, 2012). Oleos essenciais si0 componentes
volateis complexos, sintetizados naturalmente em diferentes partes da planta durante o
processo do metabolismo secundério, tendo um grande potencial no campo da biotecnologia e
biomedicina, pois atuam efetivamente contra varias bactérias, fungos e patdgenos virais
(SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016).

Muitos locais onde hd uma vasta diversidade de plantas ainda ndo foram avaliadas
guanto ao seu potencial bioldgico. Entre esses locais, destaca-se 0 bioma Pampa brasileiro,
que faz parte da area do Pampa maior que cobre metade sul do estado brasileiro do Rio
Grande do Sul, Uruguai e provincias no norte e noroeste da Argentina. A Campomanesia
aurea ¢ uma espécie nativa do bioma Pampa conhecida popularmente como “guabirobinha-
do-campo” ou “araga-rasteiro”, e pertence a familia Myrtaceae. Estudos tém demonstrado o
potencial bioldgico de espécies da familia Myrtaceae (NAKAMURA et al., 2010; NERI-
NUMA et al., 2013; SERAGLIO et al., 2018; DA SILVA et al., 2018), mas até 0 momento

ndo ha relatos na literatura com a especie Campomanesia aurea para avaliar a atividade



antimicrobiana de seu 6leo essencial.

Diante do exposto, a busca por alternativas que visam minimizar ou eliminar o risco
da ocorréncia de infeccdo por estes microrganismos, através da aplicacdo de produtos
antimicrobianos advindos de plantas, séo de grande relevancia. Deste modo, o presente estudo
avaliou a atividade antimicrobiana de 6leo essencial de Campomanesia aurea e de seu
componente majoritario, o (E)-Nerolidol, contra Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Salmonella Enteritidis e Pseudomonas aeruginosa, atraves da determinacdo da
concentracdo inibitéria minima e da concentracdo bactericida minima, pelo método de micro

diluicdo em caldo, e determinacdo da atividade antibiofilme.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a acdo antimicrobiana do 6leo essencial de Campomanesia aurea frente aos
microrganismos Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e

Salmonella Enteritidis.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar o 6leo essencial por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG/EM).

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) do 6leo essencial e do componente majoritario encontrado no 6leo
essencial, frente aos microrganismos supracitados na sua forma planctonica.

e Verificar a capacidade de inibicdo da formacdo de biofilme dos microrganismos

supracitados com a utilizacdo do 6leo essencial e de seu componente majoritario.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Doengas transmitidas por alimentos (DTAS)

Doencas transmitidas por alimentos (DTAS) séo o resultado da ingestdo de alimentos
contaminados com um microrganismo, toxina ou produto quimico que é introduzido na cadeia
de producdo de alimentos. A maioria das DTAs é devida a agentes infecciosos, onde a
contaminacdo pode surgir do ambiente em que animais ou plantas sdo cultivados e colhidos,
do processamento ou transporte, dos estagios finais da preparacdo de alimentos na cozinha ou
das méos que manipulam o alimento. Essas doencas podem acometer uma Unica pessoa, ou
podem causar surtos, com potencial de atingir centenas ou milhares de pessoas (SEVENTER,;
HAMER, 2017). Patogenos podem ocasionar diversos tipos de DTAs, entre elas destaca-se: a)
infeccdo transmitida por alimentos, quando um alimento contaminado com o patégeno é
consumido; b) intoxicacdo por alimentos, através de toxinas produzidas pelos patdgenos no
alimento consumido e c¢) doencas causadas por toxinas transmitidas por alimentos, que sdo
causadas por toxinas produzidas no organismo apdés o alimento ser ingerido (NELLURI,;
THOTA, 2018). As DTAs, além de causarem morbidade e mortalidade em todo o mundo,
também sdo uma barreira significativa para o desenvolvimento socioecondmico (NEWELL et
al., 2010). O Comité de Seguranca Alimentar (FAO/OMS) avaliou a contaminacdo por
microrganismos em alimentos como um problema generalizado de salde mundial
(KAFERSTEIN et al, 1997).

No Brasil, dados do Ministério da Saude demonstram que, no periodo entre o ano de
2000 e 2016, foram registrados mais de 12.000 casos de surtos provocados por DTAs, e 174
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Obitos decorrentes desses surtos (BRASIL, 2018). Entre os principais causadores desses
surtos, estdo Salmonella spp. e Staphylococcus aureus. Os dados sobre DTAS, principalmente
em paises em desenvolvimento, podem ser incompletos, uma vez que casos esporadicos ou
surtos podem ndo ser relatados e, portanto, ndo diagnosticados e nao investigados
(HAVELAAR et al., 2015).

3.1.1 Listeria monocytogenes

O género Listeria compreende bactéria Gram-positivas, anaerobica facultativa, ndo
formadores de esporos, com medidas de 0,4 — 0,5 um de didmetro ¢ 0,5 — 2,0 um de
comprimento. Sua temperatura de crescimento € de -4 a 45 ° C e tolera uma ampla faixa de
pH (4,4 — 9,4), assim como concentracfes de cloreto de sédio (10%) (ALEJANDRA et al.,
2013; FORSYTHE, 2013). Neste género, destaca-se a Listeria monocytogenes, um
enteropatdgeno aerdbio e anaerdbio facultativo, que possui diversos mecanismos adaptativos
para sobreviver e desenvolver-se em condi¢des ambientais adversas ou extremas, pois € termo
resistente, osmotolerante, tolerante a pH acido e resistente a antimicrobianos e desinfetantes
(JAY, 2005; LARRAIN; CARVAJAL, 2008; ALEJANDRA et al., 2013). A Listeria
monocytogenes € conhecida como um patégeno que causa sérios maleficios a saude da
populacdo, quando ingeridos alimentos contaminados, podendo levar a um estado patoldgico
denominado de listeriose. Este estado patoldgico pode provocar sintomas similares aos da
gripe, como dores fortes de cabeca, febre, vomitos e nduseas e ainda causar complicacBes
crébnicas como: meningite, encefalite, septicemia, osteomielite, endocardite, abortos,
natimortos e até mesmo a morte. A taxa de mortalidade da listeriose é de 70% nos casos de
meningite, 50% nos casos de septicemia e acima de 80% em infeccBes perinatais-neonatais
(MANTILLA et al., 2007; FORSYTHE, 2013).

Este patdgeno pode ser encontrado em diversos alimentos crus ou processados, pois
encontra-se presente principalmente em equipamentos e materiais de processo produtivo. A
falha de higienizacdo propicia a aderéncia deste microrganismo e, consequentemente, a sua
multiplicacdo (ALEJANDRA et al., 2013; FORSYTHE, 2013). Logo, a contaminacdo por
Listeria monocytogenes pode causar muitos prejuizos e, por isso, o estudo para desenvolver
novas alternativas eficientes para inibi-la vem se tornando de extrema importancia no meio
cientifico (SILVA et al., 2010).
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3.1.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus identifica um género de bactérias Gram-positivas, anaerdbicas
facultativas, mesofilas, com tamanho aproximado de 0,5 a 1,0 um e com temperatura 6tima de
crescimento em torno de 30 a 37 °C (WILLIAMS; WILKINS, 1994). Portanto, este género é
sensivel a altas temperaturas, desinfetantes e solugcbes antissépticas, porém pode sobreviver
em superficies secas durante longos periodos de tempo. Neste género, a espécie
Staphylococcus aureus é a mais comum, e também a mais virulenta (MURRAY, 2009).
Habita frequentemente a mucosa nasal, a partir das quais contamina as maos e, entdo, pode
facilmente penetrar no alimento. Além da importancia da manipulacdo e salde do
manipulador de alimento, também €é importante observar outras fontes de contaminacao deste
microrganismo, como qualidade da matéria-prima alimentar, as condi¢des do ambiente de
trabalho, as caracteristicas do equipamento e dos utensilios e as condigdes técnicas do
material de limpeza (TORTORA; FUNKE; CASE; 2000). Em apenas um curto periodo de
incubacdo (1 a 6 horas) ap0s a ingestdo do alimento é possivel observar os sintomas dessas
intoxicagBes, que sdo caracterizadas por nauseas, vomitos, dores abdominais e diarreia
(PASSOS; KUAYE,1996).

S. aureus possui mecanismos e estratégias para escapar do sistema imunoldgico
humano, como uma série de proteinas de superficie, enzimas segregadas e toxinas que
danificam a membrana por acdo citolitica. Sendo assim, ele pode causar de uma infeccao
simples, como espinhas e furdnculos, até infeccBes mais graves como meningite, pericardite,
bacteremia e sindrome do choque téxico (SANTOS, 2007). A causadora da intoxicacao
alimentar deste microrganismo € a sua exotoxina (enterotoxina), produzidas pela bactéria, e
por sua vez termoestavel, podendo assim permanecer no alimento mesmo ap6s o0 cozimento.
A preocupacdo com este microrganismo é grande, pois cerca de 45% das intoxicacdes
alimentares de origem bacteriana, estdo relacionadas a ele (FRANCO; LANDGRAF, 1996).
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3.1.3 Salmonella Enteritidis

Salmonella spp. sdo bactérias Gram-negativas, bacilos moveis, dotados de flagelos,
sdo aerobias ou anaerobias facultativas e ndo formam esporos. Sua temperatura de
crescimento pode variar de 7 a 48°C, sendo a temperatura 6tima de crescimento entre 35 e
37°C. Produzem gés a partir de glicose e sdo capazes de utilizar o citrato de sédio como Unica
fonte de carbono (ANDRADE, 2008; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Salmonella spp. é
amplamente distribuida na natureza, sendo o trato intestinal do homem e de animais o
principal reservatorio natural. As aves tém papel especialmente importante, pois podem ser
portadores assintomaticos, excretando continuamente o microrganismo pelas fezes, podendo
causar contaminac@es cruzadas de grande importancia industrial (GERMANO; GERMANO,
2001).

A principal doenca ocasionada pela Salmonella spp. é a salmonelose, apresentando
como sintomas mais comuns vomito, diarreia, febre, nuseas e dores abdominais. Os sintomas
da contaminacao por este patdgeno, na maioria dos casos, surgem entre 12 e 36 horas, apds a
ingestdo do alimento contaminado (LOFSTROM et al., 2016). Uma ampla variedade de
alimentos contaminados é associada a salmonelose, incluindo carne bovina crua, aves
domésticas, ovos, leite e derivados, peixes, tempero para saladas, mistura para bolos, cacau,
manteiga de amendoim, cascas de ovos e gemas (ANDRADE, 2008). Dos casos de
salmonelose, Salmonella Enteritidis é a responsavel por um grande nimero de casos ao redor
do mundo, representando 58% dos casos na Europa, 38% na Asia e 31% na América Latina e
no Caribe (GALANIS et al., 2006). O primeiro surto relatado de salmonelose transmitida por
alimentos  foi relacionado a Salmonella Enteritidis, pelo consumo de carne bovina
contaminada (REY; SILVESTRE, 2009).

3.1.4 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas spp. sdo bactérias Gram-negativas, na forma de bastonetes reto ou
ligeiramente curvo de 0,5 a 0,8 um de largura por 1,5 a 3,0 um de comprimento, aerdbio
estrito, ndo-esporulado, podendo ser observado como células isoladas, aos pares, ou em
cadeias curtas, revelando mobilidade através de flagelo polar monotriqgueo (POLLACK,
1995). Neste género, a espécie Pseudomonas aeruginosa é um patdgeno humano que esta

frequentemente associado a infeccbes hospitalares, principalmente em pacientes
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imunossuprimidos (LYCZAK; CANNON; PIER, 2000), podendo causar desde infeccdes
superficiais da pele a sepse fulminante, devido a producdo de toxinas e infeccdo crbnica pela
acao da camada espessa que consiste no seu biofilme, e ainda, pode resultar no somatério dos
tipos de infeccdo pela acdo concomitante desses componentes (MURRAY, 1995;
PALLERONI, 1998). Estas infec¢Oes estdo associadas ao contato com &gua ou solugdes
contaminadas, assim como também pode ser encontrado no sistema respiratorio de pacientes
com fibrose cistica, entre outras doencgas genéticas pulmonares (KNOWLES et al. 1995;
BARTH; PITT, 1998), além de infeccbes hospitalares como pneumonia, trato respiratorio e
infeccdo no sangue (NEVES et al., 2014). Logo, por ter preferéncia por locais umidos, este
microrganismo é encontrado frequentemente em areas do corpo humano como orofaringe,
axilas, perineo e mucosa nasal, sendo o trato gastrointestinal sua principal area de colonizacgéo
(POLLACK, 2000). Pode ser isolada de agua, plantas, solo e tecidos animais e tem habilidade
de utilizar vérios substratos organicos como fontes de carboidrato. Sua presenca na agua do
solo contribui para que chegue aos vegetais e até ao intestino humano.

3.2 Biofilmes

A capacidade de adaptacdo a estresses ambientais e a diversidade metabolica séo
caracteristicas fundamentais dos microrganismos. As bactérias podem se apresentar em dois
estados de vida béasicos, sendo eles como células planctdnicas ou como células sésseis,
conhecidas também como biofilmes. Células planctdnicas sdo importantes para a rapida
proliferacdo e propagacdo do microrganismo, enquanto que as células sésseis podem
caracterizar a cronicidade. Apds a promulgacdo da teoria geral da existéncia de biofilmes em
1978 (COSTERTON; GEESEY; CHENG, 1978), estudos tém revelado que a maioria das
bactérias ndo cresce como celulas individuais, mas em comunidades como biofilmes, estando
presente em praticamente todos 0s ecossistemas naturais e patogénicos (COSTERTON et al.,
1987; LOPEZ; VLAMAKIS; KOLTER, 2010).

A adesdo bacteriana pode ocorrer tanto em uma superficie abiotica (como em plasticos
e metais, por exemplo) quanto em superficies bidticas (como em tecidos animais e vegetais).
A primeira etapa para a formacao do biofilme é mediada por interagdes fisicas e quimicas ndo
especificas (superficies abioticas), como movimento browniano e da forca gravitacional, ou

acompanhada por interagbes moleculares mediadas por ligagdes do tipo receptor-ligante
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(DUNNE, 2002). Conforme a densidade bacteriana aumenta na superficie, um processo de
comunicagdo encontrado em muitas bactérias patogénicas tem inicio. Esse processo é referido
como Quorum sensing (QS). Esse processo de comunicacao acopla a transcricdo de genes
especificos que regulam varias funcdes, como motilidade, viruléncia, producdo de matriz
exopolissacaridica (EPS) e a formacdo de biofilmes. Os estagios de formagdo do biofilme

podem ser observados na Figura 1.

A segunda etapa, também chamada de adesdo secundéria ou irreversivel, consolida o
processo de adesdo de microrganismos fracamente ligados a superficie atravées da producao de
EPS, sendo capazes inclusive de se ligar a células de diferentes espécies (STOODLEY et al.,
2002). EPS representa uma fragdo variavel de 65-95% do total do volume do biofilme, sendo
o restante do volume bactérias (POZO; PATEL, 2007). Em determinadas situacbes, o
desprendimento de células planctdnicas ou de grupos de células unidas pelo EPS pode
ocorrer, a fim de colonizar novo local. Isso ocorre devido a programacdo celular para a

viruléncia, ou condi¢des nao favoraveis no ambiente (BAYLES, 2007).

Figura 1 — Estagios do desenvolvimento dos biofilmes.
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Fonte: Trentin, Giordani e Macedo (2013).

Na Figura 2 pode-se observar o processo de adesdo e formacdo de biofilme para
Pseudomonas aeruginosa. Uma das mais importantes caracteristicas dos biofilmes
bacterianos é a sua resisténcia aos agentes antimicrobianos, que sdo frequentemente de 10 a
1000 vezes mais tolerantes aos antimicrobianos. Isso pode ocorrer em parte por alguns
fatores, como a baixa penetragdo de agentes quimicos (devido ao EPS), crescimento lento de
ceélulas no interior do biofilme ou ainda transferéncia de genes de resisténcia (TRENTIN;
GIORDANI; MACEDO, 2013).
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Figura 2 - Imagens (A, B e C) de microscopia eletronica de varredura, demonstrando o
processo de adesdo e formacdo de biofilme de P. aeruginosa ATCC 27853. A, B e C

representam os tempos de incubacéo de 6, 24 e 48 horas, respectivamente, a 37°C.

Fonte: Trentin, Giordani e Macedo (2013).

Nesse contexto, Neidell et al. (2012) afirmam que infecgdes causadas por agentes
etioldgicos resistentes aos antimicrobianos sdo um grande desafio para saude publica atual,
podendo acarretar na elevacdo das taxas de mortalidade, aumento no tempo de internacao e

nos gastos do sistema de saude.

3.3 Oleos essenciais

Oleos essenciais s30 componentes volateis complexos, sintetizados naturalmente em
diferentes partes da planta durante o processo do metabolismo secundario. De uma forma
geral, sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas e geralmente odoriferas e
liquidas. Apresentam também como caracteristicas aparéncia oleosa a temperatura ambiente,
solubilidade em solventes organicos apolares, incolores ou ligeiramente amarelados e sdo
geralmente estaveis. Possuem um grande potencial no campo da biotecnologia e biomedicina,
pois atuam efetivamente contra varias bactérias, fungos e patdgenos virais. A reatividade do
6leo essencial dependera da natureza, composicdo e orientacdo de seus grupos funcionais
(SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016).

Algumas plantas sdo conhecidas como produtoras de Oleo essencial, especialmente
plantas superiores, angiospermas e gimnospermas (SAVIUC et al., 2015). Os 6leos essenciais
podem estar estocados nas cascas dos caules, raizes, rizomas, frutos, sementes e ainda nas
folhas, sendo que sua composicao pode variar conforme a localizagdo na planta. Além disso, a

composi¢do quimica dos 6leos essenciais pode variar conforme as condi¢fes ambientais,
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como a estacdo do ano e composicao do solo, por exemplo (DHIFI et al., 2016).

Existem varias vantagens em se usar 6leos essenciais contra patdgenos, uma vez que
sdo facilmente extraidos, biodegradaveis e facilmente catabolizados no ambiente, ndo sendo
persistentes no solo e na dgua, com baixa ou nenhuma toxicidade contra vertebrados e ainda
desempenham uma importante funcdo na protecdo de plantas frente a pestes. Essas
propriedades dos 0leos essenciais permitem seu uso em &reas sensiveis, como escolas,
restaurantes, hospitais e residéncias (BATISH et al., 2008; BURT, 2004).

3.4 Bioma Pampa

O bioma Pampa brasileiro faz parte da area do Pampa maior que cobre metade sul do
estado brasileiro do Rio Grande do Sul (Figura 3), Uruguai e provincias no norte e noroeste
da Argentina. O bioma Pampa abrange campos da metade sul e oeste do Rio Grande do Sul,
com a paisagem dominada pela vegetacdo campestre (OVERBECK et al., 2015). Os campos
do bioma Pampa apresentam varias fisionomias, com diferentes composi¢es floristicas, que
sdo influenciadas por caracteristicas geomorfoldgicas, climaticas e também relacionadas ao
manejo e uso do solo. O bioma Pampa é conhecido por sua grande variedade de espécies.
Existem mais de 2.150 gimnospermas e angiospermas e pelo menos 250 espécies distribuidas
em 54 familias que j& foram identificadas como potencialmente ornamentais para arte floral e
paisagismo (BOLDRINI; OVERBECK; TREVISAN, 2015). Contudo, um estudo realizado
por Esteves et al., (2017) analisou as mudancas no uso das terras agricolas no bioma Pampa
brasileiro, destacando que a persisténcia dos campos de gramineas do Pampa pode estar

ameacada, ja que essas areas estdo sendo substituidas por atividades agricolas mais rentaveis.

Os campos naturais estdo enfrentando pressdes contraditorias nos paises em
desenvolvimento. A demanda por producdo de alimentos com ganhos em curto prazo e a
preocupacdo pela preservacdo desses ambientes sdo pontos cruciais dessa discussao.
Coordenar esforcos entre politicas produtivas e orientadas para a conservacdo dos biomas se
faz necessario (CARVALHO; BATELLO, 2009).
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Figura 3 - Divisdo dos biomas na regido sul do Brasil.
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Fonte: Overbeck et al.,( 2015).

3.4.1 Campomanesia aurea

A Campomanesia aurea (Figura 4) é uma espécie nativa do bioma Pampa,
popularmente conhecida como “guabirobinha-do-campo” ou “aragé-rasteiro” (LORENZI et
al., 2006) e é uma das 36 espécies conhecidas de Campomanesia (GOVAERTS et al., 2008),
distribuidos pela América Latina (LANDRUM, 1982). Essa planta faz parte da familia
Myrtaceae, que é constituida por aproximadamente 100 géneros e 5762 espécies, entre
arvores e arbustos, predominantemente em regides tropicais e subtropicais, distribuidos por
todos os continentes (GOVAERTS et al., 2008). No Brasil, a familia Myrtaceae representa
uma das maiores familias da flora brasileira, com 23 géneros e aproximadamente 1000

especies (LORENZI; SOUZA, 2005). O uso de algumas espécies da familia Myrtaceae na
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industria Ihe confere importancia econémica, como o eucalipto (Eucalyptus spp.) que €
empregado na producdo de papel e indUstria madeireira, além de seu 6leo ser utilizado na
industria farmacéutica e cosmética. A pimenta da jamaica (Pimenta dioica) e 0 cravo
(Syzygium aromaticum) sdo exemplos de espécies utilizadas na industria de especiarias. A
indUstria de perfumaria também utiliza espécies da familia Myrtaceae, e ha ainda espécies que
sdo fonte de frutos, com destaque para a goiabeira (Psidium guajava) (GOVAERTS et al.,
2008; LORENZI; MATOS, 2002). Além disso, muitas especies de Myrtaceae sdo utilizadas
como plantas medicinais para tratar diferentes desordens, como inflamacGes, problemas
intestinais, presséo alta e diabetes, entre outros (LEITE-LEGATTI et al., 2012; MALTA et
al., 2012; REYNERTSON et al., 2008).

Figura 4 — Imagem da espécie Campomanesia aurea, familia Myrtaceae, nativa do Rio
Grande do Sul.
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Fonte: Flora Digital do Rio Grande do Sul, texto digital — Fotografo Marcio Verdi

A Familia Myrtaceae apresenta espécies produtoras de 6leos essenciais. Espécies
como Eugenia uniflora (L.), Plinia cauliflora (Mart.) e Syzygium cumini (L.) do bioma
Cerrado tiveram seus 0leos essenciais extraidos e sua atividade leishmanicida foi testada (DA
SILVA et al., 2018), bem como de Eugenia pitanga, do bioma Pampa (KAUFFMANN et al.,
2017). Oleo essencial das folhas de Eugenia acutata, Eugenia candolleana, Eugenia
copacabanensis and Myrcia splendens obtidos na Mata Atlantica, no sudeste do Brasil, foram
extraidos e caracterizados, a fim de obter dados para uma compreensédo adicional das relaces
filogenéticas entre género e espécies da familia Myrtaceae (NAKAMURA et al., 2010). Farag
et al. (2018) extrairam 6leo essencial de folhas de 14 espécies diferentes da familia Myrtaceae

e avaliaram sua composigdo, observando a presenca de a-pineno, B-pineno, limoneno e 1-8-
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cineol, entre outros. Até o momento, a Campomanesia aurea é citada como de potencial
ornamental (EMER; SCHAFER; FIOR, 2018), e ndo ha relatos na literatura de pesquisas que

envolvem a aplicacdo de seu 6leo essencial.

Contudo, extratos vegetais de outras espécies do género Campomanesia ja foram
estudadas, como, por exemplo, a Campomanesia adamantium (SA et al; 2018),
Campomanesia xanthocarpa (CZAIKOSKI et al., 2015) e Campomanesia eugenioides
(MOURA-COSTA et al., 2012), apresentando efeito antimicrobiano.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta dissertacdo serdo apresentados na forma de artigo cientifico
(Antibiofilm activity of the essential oil of Campomanesia aurea against microorganisms
causing food borne diseases). Este artigo foi enviado para publicacdo na revista LWT — Food

Science and Technology.

4.1 Artigo Cientifico

Antibiofilm activity of the essential oil of Campomanesia aurea against microorganisms

causing food borne diseases
Authors

Daniel Kuhn®, danielkuhn@universo.univates.br
Rafaela Ziem?, rafaela.ziem@universo.univates.br
Talita Scheibel?, talita.scheibel@univates.br
Bérbara Buhl?, barbara.buhl@universo.univates.br
Daiane Heidrich?®, daiane.heidrich@univates.br

Carla Kauffmann?, carlakauffmann@univates.br



23

Elisete M. de Freitas®, elicauf@univates.br
Eduardo M. Ethur®, eduardome@univates.br

Lucélia Hoehne?®, luceliah@univates.br*

& — University of Taquari Valley - Univates, Avenida Avelino Tallini, 171, CEP 95914-014,
Lajeado, RS, Brazil.
b _ Programa de P6s-Graduacio em Biotecnologia - PPGBiotec, University of Taquari Valley

- Univates, Avenida Avelino Tallini, 171, CEP 95914-014, Lajeado, RS, Brazil.

*Corresponding author

Lucelia Hoehne

University of Taquari Valley

Rua Avelino Talini, 171 — Bairro Universitario, Lajeado/RS — Brasil CEP 95914-014

Tel: (+55)

Abstract

Campomanesia aurea is a native plant of the biome Pampa, which belongs to the family
Myrtaceae. The present study aimed to evaluate the antimicrobial and antibiofilm activity of
the essential oil of Campomanesia aurea (EOCA) against Listeria monocytogenes ATCC
19114, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella Enteritidis ATCC 13076 and
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. An analysis of the chemical composition of the

EOCA was realized through gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS).
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The analysis for in vitro evaluation of the antimicrobial and antibiofilm activity was realized
by determination of the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) and that of the antibiofilm
through utilization of 96-well plates with the help of crystal violet, respectively. The action of
standard (E)-Nerolidol (major compound of the EOCA) was also tested. GC-MS analysis
revealed the presence of the sesquiterpene (E)-Nerolidol (56.04%) as the main compound in
the EOCA. Antimicrobial activity of the EOCA against L. monocytogenes (MIC 5.0 mg/mL)
and S. aureus (MIC 0.7mg/mL) was observed. Inhibition of biofilm formation against L.
monocytogenes, S. aureus and S. Enteritidis could be observed for EOCA and (E)-Nerolidol.
The results demonstrate that the essential oil of Campomanesia aurea was efficient against

inhibition of biofilm formation for most of the tested pathogens.

Key words: Biofilm, essential oil, pathogenic microorganisms.

1 Introduction

Food borne diseases (FBDs) are caused by ingestion of decayed food, contaminated by
microorganisms, mainly harmful bacteria. Other bacteria, molds, viruses or parasites, beside
natural toxins, chemical substances and physical agents can also provoke these diseases
(SCALLAN et al., 2011). In some cases, these diseases can become a serious danger for life,
principally for children living in developing countries, followed by chronic sequels and
disabilities. Their symptoms can vary from light to severe, including abdominal colic, nausea,
vomit, dehydration, diarrhea and fever (SHARIF; JAVED; NASIR, 2018). There are different
contamination sources, as the soil, manipulation techniques, preparation of food, or
preservation conditions of food storage. Food borne diseases probably are a more frequent

problem related to health, since pathogenic microorganisms possess the capacity to support
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various immunologic answers of the host (KUMAR et al., 2017).

Bacterial contamination of food contact surfaces is an important factor for persistence of
pathogens in food processing environments. Bacteria, causing FBDs can form spatially
organized vibrant ecosystems within the food matrix, called biofilms, which may be the
precursors of drug resistance and present challenges for infection control (BRIDIER et al.,
2015; FRIERI; KUMAR; BOUTIN, 2017). Prevention of biofilm formation and growth are
essential to impede biological fouling and treatment of related infection (ZHANG et al.,
2018). The control of biofilm formation can be done through a variety of applications, as for
example, avoidance of fouling in production systems (XIONG; LIU, 2010) or as alternative or

coadjuvant therapy against bacterial infections (BRACKMAN et al., 2009).

Many chemical disinfectants utilized in sanitation, as chlorine compounds, may imply
particular risk to humans, because their reaction with organic matter produce toxic sub
products, besides being corrosive to industrial equipments (FUKUZAKI, 2006; MEIRELES;
GIAOURIS; SIMOES, 2016). Thus, the search for alternatives for treatment and/or
prevention of infections, also for those related to biofilms, is a highly topical issue, thus
numerous studies are developed to tackle this challenge. Other alternatives, which encompass
this aspect, were also applicated, as effect of bacterial antagonism (IBARRA-SANCHEZ;
VAN TASSELL; MILLER, 2018), antimicrobial coating (HUANG et al., 2017), or cold
plasma (COUTINHO et al., 2018). However, some disinfection techniques are not cost-
friendly or require special technical capacitation. The antimicrobial activity of essential oils
(EOs) and plant extracts against the most varied microorganisms has been investigated over
the last years. EO came up as an important alternative, demonstrating great potential due to
effective action against various bacterial pathogens, molds and viroses (CHOUHAN;

SHARMA; GULERIA, 2017; DA SILVA GUNDEL et al., 2018; FARISA BANU et al.,
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2018; MANGANYI; REGNIER; OLIVIER, 2015; RODRIGUES et al., 2018; SIENIAWSKA
et al., 2013; SUN et al., 2018; VETAS et al., 2017; ZOMORODIAN et al., 2018). EO are
complex volatile components, which are naturally synthetized in different plant parts during
the secondary metabolism. The efficiency of the essential oil depends on nature of the
compound, composition and orientation of its functional groups (SWAMY; AKHTAR,;
SINNIAH, 2016). With advancement of technology, research about herbal medicines for
identification of bioactive plant compounds in medicinal plants, which are responsible for its
pharmacologic and biologic activity, has been intensified (CHAN et al., 2016). Their easy
extraction, biodegradability and facile degradation within the environment, as well as no
persistence in soil and water, low or absence of any toxicity against vertebrates and in
addition performance of important protection functions in plants against pests, turn the use of
EOs as very beneficial strategy against pathogens. Those properties enable application of EOs
in sensitive areas, as schools, restaurants, hospitals and households (BATISH et al., 2008;

BROOKER; KLEINING, 2006).

Various studies already were realized utilizing EO of traditional medicinal plants (ALI-
SHTAYEH et al., 2018; ARMIJOS et al., 2018; BASAK, 2018; HASHIM et al., 2017).
However, many locations with large plant diversity still were not evaluated regarding their
biological potential. One of these locations is the biome Brazilian Pampa, which is a part of
the great Pampa, covering half of the southern Brazilian state Rio Grande do Sul, Uruguay
and provinces in the north and northwest of Argentina. Rio Grande do Sul has an important
agricultural and economical potential, which covers more than 60% of the total area of the
state (BOLDRINI et al., 2010; IBGE, 2018). This biome possess high diversity and presents
variations of leaf growth rates during the year (BEHLING et al.,, 2009; CARVALHO;

BATELLO, 2009). Campomanesia aurea is a native species of the Pampa biome, popularly
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known as “guabirobinha-do-campo” or “araga-rasteiro”, and belong to the family Myrtaceae.
This plant can be found in grassy areas or nearby bushes in southern Brazil, mainly in Rio
Grande do Sul state, Brazil (EMER; SCHAFER; FIOR, 2018). Studies evidenced the
biological potential of species belonging to the family Myrtaceae (DA SILVA et al., 2018;
NAKAMURA et al., 2010; NERI-NUMA et al., 2013; SERAGLIO et al., 2018), but up to
date there are no related results about the species Campomanesia aurea evaluating the

antimicrobial activity of its EO.

Thus, the objective of this study was to determine the composition, the antibacterial and
antibiofilm activity in vitro of the essential oil of Campomanesia aurea (EOCA) and the
activity of the major component of the oil alone, namely the (E)-Nerolidol, against pathogenic
microorganisms Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella Enteritidis and

Pseudomonas aeruginosa, known to cause foodborne diseases.

2 Material and Methods

2.1 Plant material and (E)-Nerolidol as a standard compound

A species of Campomanesia aurea was colected at the biom Pampa, in the city Alegrete, of
Rio Grande do Sul state, Brazil. The plant species was identified, and a specimen was
archived in the Museum for Natural Sciences (Museu de Ciéncias Naturais, MCN) of the
University of Taquari Valley — Univates, under the exsicta number HVAT 4209. The leaves
were collected in October of 2017. After collection, the leaves were washed, dried at room
temperature and homogenized. The standard compound (E)-Nerolidol was purchased from

Sigma Aldrich® (96% purity).
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2.2 Extraction and analysis of the essential oil

The essential oil was extracted from the homogenized leaves of Campomanesia aurea by the
use of a Clevenger apparatus in three hours of hydrodistillation. The oil was removed by
gravity and stored in an amber flask. The residual water was removed with sodium sulfate
(Na2S0s), and the EOCA was stored under refrigeration at -18°C until further use.

For determination of the chemical composition of the EOCA gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS) was applied. The gas chromatograph Shimadzu®, model
GC2010 plus, coupled to a mass detector Shimadzu®, model GCMS-QP2110 Ultra, was used
with a fused-silica capillary column Rtx®-5MS (30m x 0.25mm x 0.25pm). The carrier gas
was helium. The injected sample volume was 1 uL, utilizing the auto injector AOC-5000
Plus, Shimadzu®. The analysis was realized with the following conditions: injector
temperature: 240 °C; injection mode: split ratio 1:20 with purge of 3 mL.mint; control of gas
flow: linear velocity; carrier gas flow: 1.00 mL.min; program: 50°C - 290°C (4°C.minY);
interface temperature of the mass spectrometer: 280°C, temperature of the ion source: 260°C.
A series of homologous n-alcanes was analyzed for calculation of the linear retention time,
using the same chromatographic conditions. The analytes were identified on the basis of
comparison with the data obtained from mass spectrometry available at the National Institute
of Standards and Technology (NIST) and by comparison of experimental LRI with those

available in scientific literature (ADAMS, 2017).

2.3 Microorganisms

The antimicrobial activity of the EOCA was tested against: Listeria monocytogenes (ATCC
19114), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) and

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). The strains were acquired from Osvaldo Cruz
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Foundation (Fundacao Osvaldo Cruz, Fiocruz).

2.4 Antimicrobial activity assay
2.4.1 Determination of the minimal inhibitory concentration

The minimal inhibitory concentration (MIC) of the EOCA and of (E)-Nerolidol in planktonic
cells was determined in Mueller-Hinton Broth (MHB) applying the dilution method in
microplates, in accordance with the recommendations of the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012). The inoculums were spread out onto agar plates of Mueller-
Hinton Agar and incubated for 24 hours. Thereafter, the colonies were transferred to saline
solution of 0.85%, and the turbidity was adjusted to 0.5 on the McFarland scale,
corresponding to 1-2 x 108 CFU/mL, and diluted in MHB to give a final concentration of 5 x
10* CFU/well. The EOCA and the (E)-Nerolidol were diluted in a solution of 1% Tween 80
and the tested concentration ranges in the assay were 0.0049 to 10 mg/mL for EOCA, and
0.0027 to 5.6 mg/mL for (E)-Nerolidol. The wells, which only contained MHB alone and
MHB with inoculum were considered as sterility and growth controls, respectively. In
addition, growth control in 1.0% Tween 80 was performed. The plates were incubated in 37°C
for 16 to 20h. The reading of the plates was realized at 625 nm at time zero and after the
incubation time (microplate reader Spectramax®, Molecular Devices, USA). The MIC was
considered as the lowest concentration of the test compound that inhibited 100% of microbial

growth of the tested organisms after the absorbance assessment.
2.4.2 Determination of the minimal bactericide concentration

To determine the Minimal Bactericide Concentration (MBC), 10 pl of each well, where no

growth could be recognized, was removed and inoculated in agar plates containing Mueller-
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Hinton (MH) agar. After 24 hours of incubation in 37°C, growth of microorganisms in form
of bacterial colonies was observed. In the case of positive evaluation (growth), the
concentration of the EOCA was considered as bacteriostatic, and the case of negative
evaluation (absence of growth), was considered as bactericidal (BALOUIRI; SADIKI,;

IBNSOUDA, 2016).
2.5 Determination of the antibiofilm activity

This assay was performed according to the protocol of Trentin et al. (2011), using crystal
violet in 96-well microplates. In those microtiterplates, 80 pl of bacterial suspension, 40 ul of
EOCA (concentration of 0.4 mg/mL or 4.0 mg/mL each well) or (E)-Nerolidol (concentration
of 0.224 mg/mL or 2.24 mg/mL each well) and 80 ul of Trypton Soy Broth (TSB) were
added. Then the reading of the plates was done at 600 nm (microplate reader Spectramax®,
Molecular Devices, EUA) firstly at time zero. After an incubation time of 24h at 37°C, the
second reading at 600 nm was realized to evaluate microbial growth. Thereafter, the liquid
content of each well was removed, and the wells were washed for three times with sterile
saline solution. To fix the remaining biofilm, the microplates were incubated for 1 hour in an
incubator at 60°C. The layer of the formed, adherent biofilm was stained for 15 min at room
temperature using a solution of 0.4% crystal violet. Subsequently, the dye was discarded, and
the plates were washed with water. The remaining dye, attached to the cells, was solubilized
with absolute ethanol 96% for 30 min and the absorbance was measured at 570 nm. The
positive control of biofilm formation was considered as 100% biofilm formation. Values

above 100% represent a stimulation of biofilm formation in comparison to the control.
2.6 Statistical analysis

The whole analysis was realized in triplicate and in three different experiments. The results
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are shown as mean values + standard deviation of the obtained data in each experiment.

Furthermore, it was realized the Student t test utilizing the software BioEstat5.0®.
3 Results and Discussion

Table 1 presents the composition of EOCA, where a total of 23 components could be
identified. The major components were the sesquiterpenes (E)-Nerolidol (56.04%) and
a-Cadinol (3.46%), monoterpenes o—Pinene and B—Pinene (4.16% and 3.39%, respectively),

Linalool (5.98%) and Terpinolene (4.41%), amongst others.

According to the results presented in Table 1, the principal component of the EOCA was (E)-
Nerolidol, which is a sesquiterpene alcohol, naturally occurring in EO of various plants,
possessing floral aroma (FERREIRA et al., 2012; MCGINTY; LETIZIA; API, 2008).
Frequently incorporated to cosmetics (as shampoos or perfumes) and non-cosmetic products
(as detergents and cleaning products) (MCGINTY; LETIZIA; API, 2008), Nerolidol is also
widely used in the food industry as flavor enhancer since it was approved as to be safe by the
Food and Drug Administration (FDA) of the USA. Furthermore, with the knowledge about
the performed bioactivity of Nerolidol in the defense system of plants, researchers have

explored various aspects about its activity in detail tem (CHAN et al., 2016).

Table 1: Chemical composition of the essential oil of Campomanesia aurea (EOCA).

Component Klexp? Kl Percentage of EO
1 a-Thujene 926 930 1.43
2 a—Pinene 933 939 4.16
3 B—Pinene 978 979 3.39
4 Myrcene 991 990 0.55

5 a-Phellandrene 1006 1002 0.87
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a-Terpinene
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0.68
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2.73
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0.84
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0.38

0.62

0.55

1.67

0.29
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2.10

3.46
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Regarding the percentage of Nerolidol obtained in EO of the leaves of different plant species,

Piper claussenianum showed the highest percentage of (E)-Nerolidol (81.4%), followed by

Zanthoxylum hyemale (51%), Zornia brasiliensis (48%) and Swinglea glutinosa (28.4%)

(CHAN et al., 2016). In this way, it is possible to emphasize the percentage of (E)-Nerolidol

in EOCA, which turns the studied species being a promising source for bioprospection of this
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compound.

It should be noted that some factors may alter the composition of EO, including the
concentration of Nerolidol, such as the change of seasons during the year, soil composition,
amongst others (Chan et al, 2016). This was verified by Marques e Kaplan (2010), observed a
variation in Nerolidol production in leaves of Piper claussenianum in Brazil, being the
highest in spring (94% in October) compared to autumn (80% in May). Simionatto et al.,
(2005) observed, that in the essential oil of Zanthoxylum hyemale, collected in Rio Grande do
Sul state (Southern Brazil) the (E)-Nerolidol was only present in young leaves (51.5%), in
fruits (1.44%) and in flowers (0.28%), whereas it could not be encountered in mature leaves.
These results can be useful to identify and determine the most appropriate period of the year
for production of the essential oil with an elevated content of the certain compound. It is
worth highlighting, that for the presence study, the leaves of Campomanesia aurea were
collected and the EO was produced in October, when it is springtime in southern Brazil.

The Minimal Inhibitory Concentration (MIC) was used as a measure for the antibacterial
activity of the EOCA and of (E)-Nerolidol against strains of L. monocytogenes, S. aureus, S.

Enteritidis and P. aeruginosa. The results for the MIC are shown in Table 2.
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Table 2: Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration
(MBC) of the EOCA and (E)-Nerolidol against L. monocytogenes ATCC 19114, S. aureus

ATCC 25923, S. Enteritidis ATCC 13076 and P. aeruginosa ATCC 27853, (n=3).

Concentration (mg/mL)

Bacteria EOCA (E)-Nerolidol
MIC MBC MIC MBC
Listeria monocytogenes ATCC 19114 5.0 >10 0.7 >10
Staphylococcus aureus ATC 25923 1.25 5.0 0.175 0.7
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 >10 >10 >5.6 >5.6
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 >10 >10 >5.6 >5.6

In accordance with Table 2, an antibacterial effect could be observed against L.
monocytogenes and S. aureus applying the EOCA and the standard substance (E)-Nerolidol.
No antibacterial activity within this concentration range could be evidenced against S.

Enteritidis and P. aeruginosa.

Some studies addressed the pharmacologic and biologic activities of Nerolidol, which include
antioxidant (VINHOLES et al., 2014a, 2014b), antimicrobial (HADA et al., 2003; INOUE et
al., 2004; TOGASHI et al., 2010) and antibiofilm activity (LEE et al., 2014), beside others.
The antibacterial effect of terpene alcohols against S. aureus, amongst them Nerolidol, were
investigated by Inoue et al (2004), evaluating the antibacterial activity in terms of bacterial K*
ions leakage, and thus suggesting, that terpene alcohols can cause cell damages, as an effect
depending on concentration and type of terpene alcohol. The inability of the EOCA and of
(E)-Nerolidol to act against the Gram-negative bacterial strains of S. Enteritidis and P.

aeruginosa may be related to the structure of their cell wall. Only a few published works in
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literature are related to the presence of Nerolidol in essential oils and its antimicrobial
activity, and in specific for pure Nerolidol as a standard compound, as (E)-Nerolidol, as well
as its racemic mixtures of (Z)-Nerolidol and (E)-Nerolidol. Skaltsa et al., (2000) evaluated the
composition and antimicrobial activity of the essential oil of Scutellaria albida spp. albida,
where (E)-Nerolidol with 9.03% was the second principal component beyond the main
component Linalool with 52.63%. In antimicrobial activity assays against S. aureus ATCC
25923 and P. aeruginosa ATCC 27853, other authors obtained the same growth inhibition
against S. aureus, both for the essential oil, as well as for (E)-Nerolidol. Against P.
aeruginosa an antimicrobial effect could be observed when the essential oil was used, but not
with the standard compound (E)-Nerolidol. In our studies, antimicrobial effect could not be
observed when the EOCA and (E)-Nerolidol was used. In a study evaluating the EO of seeds
from Momordica charantia, Braca et al., (2008) encountered (E)-Nerolidol as the principal
compound with 61.6%, and associated its antimicrobial activity to some extent against S.
aureus ATCC 6538 and clinical isolates of S. aureus. Brehm-stecher and Johnson (2003)
demonstrated the sensibility of S. aureus and Escherichia coli to antibiotics for
sesquiterpenes, amongst them nerolidol, increasing the susceptibility of microorganisms. The
authors observed, that sesquiterpenes promoted an intracellular accumulation of DNA
impermeabilizing the cytoplasmatic membrane of Lactobacillus fermentum, suggesting, that
the increased permeability resulted by rupture of the cytoplasmatic membrane. Simdes et al.
(2008) observed an increased antimicrobial activity against S. aureus in disk diffusion tests,
when a racemic mixture of (Z)/(E)-Nerolidol was added, and decrease of the MIC values,
when applied as adjunct compound beside the antibiotics ciprofloxacin, erythromycin and
gentamycine against Escherichia coli. Thus, in this work, the (E)-Nerolidol as the main

compound, present in EOCA can be associated as the main bactericidal agent against the
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tested microorganisms.

The percentage of inhibition of biofilm formation is shown in Table 3. In accordance with the
presented results in Table 3, an antibiofilm effect could be observed for L. monocytogenes, S
aureus and S Enteritidis, and no efficiency against P. aeruginosa. The most satisfactory
results for inhibition of biofilm formation could be obtained against L. monocytogenes with
concentrations of 4 mg/mL (95% + 2.0) and 2.24 mg/mL (90.4 + 7.7) for EOCA and (E)-
Nerolidol, respectively. It could be observed, that the inhibition results obtained for EOCA
compared to those of the standard compound (E)-Nerolidol, are similar (P < 0.05). In this
way, it can be assumed, that the principal component (E)-Nerolidol present in the EOCA, may
be responsible as the principal agent for inhibition of biofilm formation for the three tested
microorganisms, as there was a correlation between inhibition and concentration applied in
the assay. For S. Enteritidis, even when no value resulted for the MIC assay at the tested
concentrations, it could be obtained an inhibition of the biofilm formation for EOCA (88.2

2.7), as well as the (E)-Nerolidol (86.9 + 2.1).
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Table 3: Inhibition of biofilm formation (%) of EOCA and (E)-Nerolidol against L.
monocytogenes ATCC 19114, S. aureus ATCC 25923, S. Enteritidis ATCC 13076 and P.

aeruginosa ATCC 27853.

Inhibition (%)

Bacteria EOCA (E)-Nerolidol

0.4 mg/mL 4.0 mg/mL 0.224g/mL  2.24 mg/mL

Listeria monocytogenes ATCC 19114 61.6+3.9° 95.0+2.0° 68.1+23° 904+7.7°
Staphylococcus aureus ATCC 25923  72.9+6.2°° 904 +2.6° 70.5+35° 83.8+44®
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 71.2+24° 882+27% 782+25" 869+21°

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 0 0 0 0

&¢ Means with identical superscripts in each line exhibit no differences at the 95%
significance level (p <0.05).

Lee et al. (2014) realized assays using EO with a known concentration of Nerolidol to
evaluate the inhibition of biofilm formation of S. aureus, beside additional evaluation of the
Nerolidol isomers in separate, and obtained inhibition of 45%, when utilizing (E)-Nerolidol at
a concentration of 0.01% (v/v). Prevention of biofilm formation is a promising approach,
since, when matured, the biofilms possess a strong resistance against cleaning processes and

disinfectants (KARATAN; WATNICK, 2009).
4. Conclusion

For the first time it could be shown, that the essential oil of Campomanesia aurea has an
efficient antimicrobial activity against L. monocytogenes and S. aureus, and moreover has the
capacity to act as an inhibitor of biofilm formation against L. monocytogenes, S. aureus and S.
Enteritidis. The effect of the encountered main compound in the EOCA (E)-Nerolidol), also

was investigated. The antimicrobial and antibiofilm activity of the EO of Campomanesia
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aurea can be associated at least to some extent, to the presence of (E)-Nerolidol in its
composition. Thus, it is worth highlighting that the high percentage of (E)-Nerolidol within
the EOCA, turns the studied plant species being a promising source for bioprospection of this

compound.
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5 CONCLUSAO

No presente trabalho foi analisado o 6leo essencial obtido das folhas da espécie
Campomaneisa aurea, pertencente a familia Myrtaceae, planta nativa do Rio Grande do Sul.
Até 0 momento, a espécie estudada era referida como de potencial ornamental, e seu potencial

antimicrobiano ndo havia sido relatado.

A analise de composicdo quimica do 6leo essencial possibilitou identificar a presenca
de 23 componentes, sendo 0s majoritarios os sesquiterpenos (E)-Nerolidol e a-Cadinol, e os

monoterpenos a—Pineno e B—Pineno, Linalol e Terpinoleno.

Em relacdo a atividade inibidora de formacéo de biofilme, foi possivel observar uma
acao contra as bactérias Gram positivas L. monocytogenes e S. aureus, € Gram negativa S.
Enteritidis, tanto para o 6leo essencial quanto para o padrdo de (E)-Nerolidol, componente
majoritario do 6leo essencial. Esse resultado pode indicar que a acdo antimicrobiana do 6leo
essencial é, pelo menos em parte, associada ao seu componente majoritario. Quanto aos
valores de MIC apresentados, pode-se observar uma ac¢do contra as bactérias Gram positivas

L. monocytogenes e S. aureus.

Os resultados apresentados indicam o potencial antibacteriano do 6leo essencial obtido
das folhas de Campomanesia aurea, além de demonstrar um alto percentual de (E)-Nerolidol
em sua composicao (56,0%). Trabalhos futuros podem ser desenvolvidos visando & pesquisa
para identificar fatores que contribuam para a presenca deste alto percentual de (E)-Nerolidol
em Campomanesia aurea, bem como a atividade do OECA e do (E)-Nerolidol em biofilmes

ja formados, indicando um possivel uso na desinfeccao de superficies.

Deste modo, conclui-se que a bioprospeccdo de novas espécies, principalmente em
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locais com uma ampla biodiversidade, como o bioma Pampa, pode ser uma importante fonte
de novas alternativas de aplicacéo tecnoldgica para o combate contra patdgenos, ressaltando a
importancia do estudo para protecdo do bioma Pampa, por sua riqueza ndo explora e potencial

de uso.
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