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MEIRA, J. Potencial antibacteriano dos dleos essenciais de Melaleuca alternifolia, Mentha
piperita € Rosmarinus officinalis em isolados de Staphylococcus pseudintermedius. Botucatu,
2023. 51p. Dissertagao (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista (UNESP).

RESUMO

A bactéria Staphylococcus pseudintermedius € um agente oportunista relacionado a piodermite
canina e esta presente em foliculos pilosos. Além disso, ¢ considerada a principal causa da uso
de antibidticos em pequenos animais. O isolamento de S. pseudintermedius resistente a
meticilina (MRSP) vém sendo relatado frequentemente na rotina clinica veterindria de
pequenos animais € o uso de oleos essenciais (OEs) tornou-se uma alternativa terapéutica. O
objetivo deste estudo foi avaliar se Oleos essenciais possuem efeito antibacteriano sobre
isolados de S. pseudintermedius resistente e suscetivel a meticilina, originados de animais com
piodermite canina. Foi utilizada a técnica de microdilui¢do seriada para obter a concentragao
inibitéria minima (MIC). Diferentes concentracdes foram utilizadas (31.25 to 64000 pg/mL).
Os valores de MIC dos OEs de Melaleuca alternifolia, Mentha piperita € Rosmarinus officinalis
sobre o isolado MRSP foram 10667 ug/mL, 32000 pg/mL e 42666 pug/mL, respectivamente.
Dentre os OEs, o de M. piperita mostrou o menor valor de MIC (5333 pg/mL) e o OE de M.
alternifolia o maior valor de MIC (37333 pg/mL) sobre o isolado MSSP. Os OEs apresentaram
atividade antibacteriana in vitro e podem ser considerados como alternativas terapéuticas,

porém devem ser realizados mais estudos em condigdes in vitro € in vivo.

Palavras-chave: MRSP, piodermite canina, resisténcia bacteriana, tea tree oil, terpenos
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MEIRA, J. Antibacterial potential of essential oils from Melaleuca alternifolia, Mentha
piperita € Rosmarinus officinalis against Staphylococcus pseudintermedius isolates. Botucatu,
2023. 51p. Dissertagao (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista (UNESP).

ABSTRACT

Staphylococcus pseudintermedius is the main opportunistic agent related to canine pyoderma,
composing the natural microbiota of hair follicles. It is considered the main cause of the use of
antibiotics in small animals. Reports of methicillin-resistant S. pseudintermedius (MRSP) has
become frequent in veterinary clinical routine of small animals. Essential oils (EOs) has been
studied and become a therapeutic alternative. The in vitro antibacterial activity of EOs against
MRSP isolates and methicillin-susceptible S. pseudintermedius (MSSP) was evaluated. Assays
were performed using the broth microdilution assay aiming for minimum inhibitory
concentrations (MIC). Different concentrations of the essential oils were placed (31.25 to 64000
pg/mL). The MIC values of the EOs from Melaleuca alternifolia, Mentha piperita and
Rosmarinus officinalis against MRSP isolate were 10667 pg/mL, 32000 pg/mL, and 42666
pg/mL, respectively. Among the oils, M. piperita EO showed the lowest MIC value (5333
pg/mL) and EO from M. alternifolia showed the highest MIC value (37333 pg/mL) against
MSSP. Therefore, the antibacterial effectiveness of the EOs can be considered for further

therapeutic use. However, more studies must be conducted in vitro and in vivo condition.

Keywords: MRSP, canine pyoderma, bacterial resistance, tea tree oil, terpenes
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CAPITULO 1
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1. INTRODUCAO

A piodermite canina ¢ uma infeccdo bacteriana geralmente associada ao agente
oportunista Staphylococcus pseudintermedius. Outras espécies do género Staphylococcus e
outros agentes como Escherichia coli, Proteus spp. € Pseudomonas spp., podem ser isolados.
E considerada uma das afecgdes dermatoldgicas mais recorrentes em animais de companhia,
principalmente em caes, e¢ frequentemente se desenvolve de forma secundaria a outras
dermatopatias que acarretam no comprometimento da barreira cutdnea ou imunossupressao do
animal (EBANI et al., 2020).

O tratamento dessa afecc¢do ¢ realizado com antibioticoterapia e pode ou nao ser eficaz,
devido ao aumento de isolados bacterianos resistentes a antibidticos pela utilizagdo frequente e
muitas vezes nao necessaria de antibidticos orais e topicos em infecgdes cutaneas. Portanto, ha
a necessidade da redugdo do uso de antibioticos e desenvolvimento de novas terapias para o
controle microbiano (EBANI et al., 2020). Os 6leos essenciais (OEs) tornaram-se uma
alternativa para descoberta de novos agentes antibacterianos por possuirem compostos
quimicos com propriedades antimicrobianas (GALVAO et al., 2012).

Durante muito tempo, produtos naturais foram utilizados como medicamento para o
tratamento de diversas doencas (MERONI et al., 2020) e, atualmente, observa-se um
crescimento no interesse em produtos alternativos a base de plantas medicinais e aromaticas.
Dentro da rotina veterindria, esses produtos tém se destacado por possuirem menos efeitos
adversos, baixo custo, melhor biodegradabilidade e melhor tolerancia do paciente (ROSA et al.,
2019; YAP et al., 2014). O uso dessas plantas pode fornecer diversos efeitos benéficos no
tratamento de dermatopatias por possuirem uma composi¢cdo complexa com a combinagdo de
varios compostos que atuam dinamicamente entre si e levam a um efeito sinérgico resultando,
muitas vezes, em uma melhora clinica efetiva (NIKAM et al., 2012).

Os OEs sao definidos como misturas de compostos volateis obtidos a partir de materiais
vegetais (flores, sementes, folhas e/ou raizes), por destilagdo a vapor ou processos mecanicos.
As plantas produzem compostos de metabolismo secundério como forma de adaptagao ao meio,
podendo ser contra patdgenos ou pragas, tolerdncia a estresses ambientais ou atrativos para
polinizadores. Estes compostos compreendem dois grupos popularmente denominados
terpenos € compostos aromaticos. Os efeitos biologicos dos OEs podem ser resultantes da
molécula de maior porcentagem na composicao do 6leo ou da sinergia de todas as moléculas

presentes, que resultam em um potencial efeito terapéutico (YAP et al., 2014).
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Produtos naturais como os OEs, com propriedades antimicrobianas, podem representar
uma alternativa adequada no tratamento de infec¢des, principalmente quando os medicamentos
convencionais nao se mostrarem eficazes (EBANI et al., 2020). Quando usados de forma
isolada, podem nado produzir efeitos inibitdrios significativos, porém quando usados em
conjunto com medicamentos convencionais, podem agir como potenciadores sinérgicos
apresentando efeitos terapéuticos e atividade antibacteriana apropriadas, resultando na redugao
da dose dos antibidticos (GIBBONS et al., 2003; YAP et al., 2014).

A resisténcia bacteriana ¢ uma preocupagdao iminente ¢ medidas alternativas sao
necessarias para o controle. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia antibacteriana e
comparar o potencial terapéutico dos OEs de Melaleuca alternifolia, Mentha piperita e
Rosmarinus officinalis entre os isolados de Staphylococcus pseudintermedius resistente a

meticilina (MRSP) e Staphylococcus pseudintermedius suscetivel a meticilina (MSSP).

REVISAO DE LITERATURA
2.1. Piodermite canina

Conhecida por ser uma das afecgdes mais comuns na rotina veterindria, a piodermite
canina estd entre os principais motivos para a prescri¢do de antimicrobianos (LOEFFER;
LLOYD, 2018). As piodermites sdo classificadas de acordo com a profundidade da infec¢ao
em: piodermite de superficie, superficial e profunda. A piodermite de superficie ¢ limitada ao
estrado corneo, nao havendo invasao da epiderme e pode ser observado presenga de eritema,
exsudato e prurido. A piodermite superficial ¢ considerada a mais comum e caracterizada pela
presenca de papulas, pastulas e colaretes epidérmicos, podendo haver associagdo de prurido,
dor e inflamacdo severa. A piodermite profunda ¢ considerada mais grave e sua apresentacao
clinica € caracterizada por crostas hematicas, edema, eritema, noédulos e fistulas (LOEFFER;
LLOYD, 2018; SUMMERS et al., 2014).

Componente da microbiota da pele de caes, o S. pseudintermedius € o principal agente
oportunista relacionado a piodermite canina. As piodermites geralmente se desenvolvem de
forma secundaria como resultado de outras enfermidades, ndo tratadas, que levam ao
comprometimento da barreira cutanea ou imunossupressdo do animal. Dermatopatias
parasitarias, alérgicas ou endocrinopatias estdo comumente associadas a piodermite canina
(LOEFFER; LLOYD, 2018).

As formas de tratamento da piodermite canina sdo: resolu¢do da causa base, terapias
topicas e/ou sist€émicas dependendo do grau da infeccdo e do quadro geral do animal. No caso

de piodermite de superficie e piodermite superficial com lesdes focais ou localizadas ¢ indicado
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apenas a terapia topica com uso de shampoo antisséptico. O tratamento para casos de piodermite
superficial com lesdes extensas ou generalizadas ¢ indicado o uso de shampoo a base de
clorexidina ou peroxido de benzoila de duas a trés vezes na primeira semana e depois a
semanalmente até a resolugdo das lesdes. Caso nao haja resolugdo somente com a terapia topica,
faz-se necessario iniciar a terapia sistémica com cefalosporinas de primeira gera¢do, como
cefalosporina ou aminopenicilinas como a amoxicilina + clavulanato de potassio. Outros
farmacos sdo indicados como cefovecina, cefadroxila e sulfametoxazol com trimetoprim
(HILLIER et al., 2014). Deve-se, de preferéncia, sempre optar pela realizagdo da analise de
sensibilidade in vitro para a escolha do melhor antimicrobiano a ser utilizado durante o

tratamento do paciente.

2.2.  Staphylococcus spp.

Staphylococcus sao cocos Gram-positivos, com aproximadamente 1um de didmetro e
tendem a formar agrupamentos semelhantes a cachos de uva. Amplamente distribuidos no
mundo todo, existem no minimo 30 espécies de Staphylococcus spp., podendo ser comensais
na pele de animais e humanos. Staphylococcus aureus é a espécie mais amplamente conhecida
dentro do género Staphylococcus spp., por ser responsavel por uma variedade de infec¢des
humanas que incluem piodermites superficiais, osteomielite e sepse (EBANI et al., 2020).

No ambito da Medicina Veterinaria, os agentes S. pseudintermedius, S. intermedius e S.
delphini compreendem juntos o grupo denominado Staphylococcus intermedius group (SIG)
devido ao alto grau de similaridade genética, sendo a espécie S. pseudintermedius a principal
espécie patogénica isolada em caes (SASAKI et al., 2007; FITZGERALD, 2009). Com isso,
todos os isolados provenientes de cdes devem ser denominados S. pseudintermedius, a menos
que sejam realizados métodos de identificagdo genética (DEVRIESE et al., 2009). Esse
patdgeno oportunista, coagulase-positivo, pode ser comensal da pele de caes saudaveis e ha
relatos de isolamento em individuos humanos sauddveis que convivem com animais de

estimagdo (GOMEZ-SANT et al., 2013).

2.2.1. Staphylococcus pseudintermedius

O agente S. pseudintermedius esta presente em foliculos pilosos e pelos e estabelece
uma relag@o de simbiose com o hospedeiro, evitando a colonizagdo e infec¢do de outros agentes
patogénicos (BANNOEHR; GUARDABASSI, 2012; BOTONI et al., 2014). A prevaléncia
desse agente em caes saudaveis pode variar entre 46% e 92% (LATRONICO et al., 2014). A
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bactéria também pode ser isolada de locais que apresentam temperaturas mais altas como
orofaringe, regido perianal, narinas e axilas.

Semelhante a espécie S. aureus, S. pseudintermedius possui uma variedade de fatores
de viruléncia. Esse agente produz enzimas como a coagulase, termonuclease e proteases,
proteinas de superficie, como fator de aglomeragdo e proteina A e citotoxinas como toxina
esfoliativa e enterotoxinas (WLADYKA et al., 2008; TERAUCHI et al., 2003; FUTAGAWA-
SAITO et al., 2004; FUTAGAWA-SAITO et al.,2004; FUTAGAWA-SAITO et al., 2006). Além
disso, a producdo de biofilme foi observada em diversos isolados de S. pseudintermedius. Essa
estratégia de sobrevivéncia promove resisténcia aos mecanismos de defesa do hospedeiro e
aumenta a resisténcia antimicrobiana (GOTZ, 2002; HALL-STOODLEY et al., 2004). No
entanto, o conhecimento sobre a patogenicidade do S. pseudintermedius ainda ¢ limitado ¢ a
maioria dos fatores de viruléncia ainda ndo foram caracterizados detalhadamente
(BANNOEHR; GUARDABASSI, 2012).

Em decorréncia do contato cada vez mais proximo entre humanos e animais de
estimacdo, S. pseudointermedius ¢ considerado um importante patdgeno com potencial
zoondtico. Acredita-se que grupos de pessoas como idosos, médicos veterindrios e donos de
caes com piodermite recorrente, apresentem maior risco de colonizacdo e/ou infec¢ao por S.
pseudintermedius (VAN DUIJKEREN et al., 2011; LATRONICO et al., 2014; SOMAYAIJI et
al., 2016).

2.2.2. Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP)

Isolados de S. pseudintermedius eram sensiveis ao antimicrobianos betalactdmicos e
atualmente, isolados de MRSP vém sendo relatados com frequéncia gerando preocupagdes na
saude de animais de companhia (NOCERA et al., 2020; LOEFFLER et al., 2007; VAN
DUIJKEREN et al., 2011; KASAI et al., 2016). Isolados de MRSP tém mostrado perfis de
multirresisténcia em todo o mundo, incluindo resisténcia a diversas classes de antibioticos,
dentre eles a meticilina que implica também na resisténcia a outros antimicrobianos da mesma
classe, como a penicilina, amoxicilina e a oxacilina (PERRETEN et al., 2010).

Alguns dos mecanismos que resultam na resisténcia a drogas antibacterianas incluem a
producao de enzimas pelas bactérias que destroem ou inativam o principio ativo da droga,
reducdo da permeabilidade das células bacterianas e desenvolvimento de rotas metabolicas

alternativas para substituir aquelas inibidas pela droga. A alteracdo estrutural do sitio-alvo do
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antibidtico e a destruicdo enzimatica do agente sdo, provavelmente, os mecanismos mais
comuns pelos quais a resisténcia pode ocorrer (QUINN et al., 2005).

Uma bactéria é considerada multirresistente quando apresenta resisténcia a trés ou mais
diferentes classes de antimicrobianos (MAGIORAKOS et al., 2012). A resisténcia desses
microrganismos esta ligada principalmente a fatores genéticos. Staphylococcus resistente a
meticilina (MRS) possuem o gene denominado mecA, que codifica uma proteina de ligagao a
penicilina, conhecida como PBP2a, que prejudica a ligacdo aos betalactdmicos, gerando
resisténcia a todos os antimicrobianos da classe. Esse gene ¢ carreado pelo elemento genético
moével denominado como cassete cromossomico estafilococico (SCC) (LINDSAY; HOLDEN,
2006; ONUMA et al., 2012; WEESE; VAN DUIJKEREN, 2010).

Existem evidéncias de que o tratamento repetitivo de casos de piodermite canina
recidivante podem levar ao desenvolvimento de isolados MRSP (HUERTA et al., 2011). Essas
cepas sdo frequentemente multirresistentes a classes de antimicrobianos como tetraciclinas,
cloranfenicol, trimetoprima-sulfametoxazol, aminoglicosideos, lincosamidas, macrdlidos e

fluoroquinolonas (VAN DUIJKEREN et al., 2011; PRIYANTHA; GAUNT; RUBIN, 2016)

2.3.  Oleos essenciais

A bioquimica aromadtica e terpénica compreende todas as atividades dos OEs. H4 40 mil
anos, as tribos aborigenes na Australia ja usufruiam do potencial de plantas aromaticas para o
tratamento de afecgdes respiratdrias ao aspirar a fumaca da queima de eucaliptos ou tea tree €
no tratamento de queimaduras ou feridas cutineas, por meio do uso topico. A India é um pais
que apresenta grande diversidade de plantas aromaticas e ¢ reconhecida por ser uma fonte de
especiarias que eram comercializadas no mundo todo por meio da “rota das especiarias”
(BAUDOUX, 2018).

Por volta do final do século XVI ¢ inicio do século XVII, mais de 100 OEs eram
utilizados para tratar problemas especificos, porém o surgimento da civilizagao industrial levou
ao esquecimento da fitoterapia. Um mundo invadido pela antibioticoterapia marcou o fim da
sua utilizagio no momento que os microrganismos desenvolveram formas de resisténcia. E
extremamente importante que a comunidade cientifica assegure a eficacia na luta contra
infeccdes (BAUDOUX, 2018). Conforme Soares e Tavares-Dias (2013), o uso de produtos
naturais vem ganhando destaque, pois podem ser fontes promissoras de substancias bioativas
contra parasitas e microrganismos, além de ndo serem prejudiciais a0 meio ambiente € menos

agressivos a satde do paciente.
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O OE ¢ um produto obtido de um material vegetal por meio da destilacdo a vapor ou
processos mecanicos. Sdo substancias volateis, com impacto olfativo, produzidas por apenas
um 6rgao ou pela planta toda. O volatiloma de uma planta, que corresponde a todas as moléculas
volateis organicas e inorganicas presentes naquele organismo, ¢ originario do seu metabolismo
secundario, produzido por diferentes vias biossintéticas de forma constitutiva e/ou apos uma
indu¢do, como uma estratégia de defesa contra estresses bidticos e abidticos. Essas moléculas
podem ter uma fungao repelente ou uma fungao atrativa como por exemplo, para a polinizagao.
As moléculas que compdem o volatiloma sdo armazenadas junto com goticulas de gordura em
varias estruturas na matéria vegetal, popularmente chamadas de células secretoras, podendo ser
tricomas, bolsas ou ductos glandulares (BAUDOUX, 2018).

A maioria dos OEs sdo extraidos a partir da destilacdo a vapor. O processo consiste em
fazer circular o vapor d’agua por um tanque preenchido com biomassa de plantas aromaticas.
Na saida desse tanque e sob baixa pressao, o vapor se torna enriquecido de OE e circula dentro
de uma serpentina, local onde se condensa. Na saida do condensador, o vaso separador recolhe
a agua e o OE. A diferenca de densidade permite que se separem facilmente.

O produto extraido pode variar em quantidade, qualidade e na sua composi¢ao quimica,
afetando diretamente sua atividade antimicrobiana e sua indicacdo terapéutica. Alguns fatores
estdo relacionados como a localizacdo geografica, clima, solo, idade, ciclo vegetativo e meio
de extragdo das plantas (ANGIONI et al., 2006; ARUMUGAM; SWAMY; SINNIAH, 2016;
PICHERSKY; NOEL; DUDAREVA, 2006). Pesquisas cientificas que forem realizadas com
OEs devem disponibilizar a caracterizagdo biologica e o perfil cromatografico do OE utilizado
(FREIRES et al., 2015). Atualmente, o método padrao para a analise da composi¢ao do OE ¢
pela Cromatografia Gasosa (WASEEN; LOW, 2014).

Os OEs obtidos de plantas sdo naturalmente aromaticos, resultado da mistura de
substancias quimicas que pertencem a diferentes familias quimicas, incluindo terpenos,
aldeidos, alcoois, cetonas, entre outros (AKHTAR; DEGAGA; AZAM, 2014; DEGENHARDT,;
KOLLNER; GERSHENZON, 2009). Cerca de 90% dos OEs apresentam os monoterpenos
como seus principais compostos (BAKKALI et al., 2008).

Devido a sua natureza lipofilica, os OEs conseguem penetrar facilmente as membranas
celulares bacterianas. Sua agdo antimicrobiana se dd primeiramente na desestabilizacdo da
arquitetura celular, levando ao rompimento da membrana e aumento da permeabilidade,
ocasionando o extravasamento de componentes celulares e ions (SAAD; MULLE; LOBSTEIN,
2013; RAUT; KARUPPAVIL, 2014). A ruptura das membranas celulares pelos OEs prejudica

diversos processos como conversdo energética, processamento de nutrientes, sintese de
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macromoléculas estruturais e secre¢do de reguladores de crescimento (OUSSALAH;
CAILLET; LACROIX, 2006). Os OEs podem afetar tanto o envelope externo como o
citoplasma da célula (NAZZARO et al., 2013; RAUT; KARUPPAVIL, 2014).

Diferentes estudos investigaram as propriedades antimicrobianas dos OEs e observaram
que as bactérias Gram-positivas sdo mais suscetiveis do que as Gram-negativas (WINSKA et
al., 2019). Dentre os mecanismos que explicam a a¢do antimicrobiana dos OEs, merece
destaque a caracteristica hidrofobica desses 6leos, que resultam na dissolu¢do e/ou aumento da
permeabilidade da membrana celular dos microrganismos, resultando no extravasamento do
conteudo celular (JUVEN et al., 1994; KIM et al., 1995; BURT, 2004). O comprometimento
dos sistemas enzimaticos bacterianos também pode ser um mecanismo de agdo potencial
(WENDAKOON & SAKAGUCHI, 1995).

A eficacia da atividade antimicrobiana de OEs tem sido estudada, principalmente na
condigdo in vitro, contra uma grande variedade de microrganismos (LOPEZ et al., 2005). Nos
ultimos anos, profissionais médicos veterindrios introduziram OEs na terapéutica com
diferentes propdsitos, incluindo o combate a diferentes patégenos. Contudo, sdo poucos os
estudos cientificos sobre o uso de OEs na Medicina Veterinaria. Alguns estudos relatam
resultados positivos da eficacia de OEs in vitro contra bactérias isoladas de animais, porém
ainda sdo escassos os estudos in vivo contra infecgdes bacterianas (EBANI et al., 2020).

Em um estudo realizado por Oliveira et al. (2006), as bactérias Gram-positivas (.
aureus e S. epidermis) se mostraram mais sensiveis as interagdes entre antibidticos e OEs
selecionados para o estudo. Uma explicagdo, € o fato de as bactérias Gram-positivas possuirem
uma parede bacteriana com maior permeabilidade que facilita a penetragdo de moléculas. Ja as
Gram-negativas possuem um sistema de barreira constituido pela membrana externa da parede
bacteriana formada por fosfolipidios, lipopolissacarideos e proteinas, que conferem uma maior
impermeabilidade aos agentes antibacterianos (LAMBERT, 2002). Entretanto, a eficacia
antibacteriana dos OEs difere de patdgeno para patdogeno.

Um estudo in vitro realizado por Meroni et al. (2020) investigou as propriedades
antimicrobianas dos OEs de Melaleuca alternifolia € Rosmarinus officinalis e dois produtos de
abelhas sobre cepas de S. pseudintermedius 1soladas de piodermites caninas. Foi constatado que
os OEs testados apresentaram consideravel eficdcia antibacteriana sobre essa cepa
(BOURGUIGNON et al., 2016; DEVRIESE et al., 2009).

Embora a atividade antimicrobiana de um determinado OE tenha sido determinada
previamente, deve-se ser sempre realizar um teste de sensibilidade antibacteriana in vitro. A

susceptibilidade e a atividade dos OEs podem variar de acordo com a espécie e até entre cepas
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de uma mesma espécie de bactéria (PATSILINAKOS et al., 2019). Estudos concluem também
que apds uma avaliagdo in vivo adequada, esses produtos podem ser um tratamento promissor

para combater infecgdes cutaneas caninas (EBANI et al., 2020).

2.3.1. Melaleuca alternifolia - Tea Tree Oil (TTO)

O TTO (M. alternifolia) ¢ uma espécie arborea perene, cujas folhas sdo o 6rgao utilizado
como matéria prima para producao do OE. As folhas sdo alternadas, estreitas e lanceoladas. Sao
pontilhadas de glandulas secretoras visiveis que soltam um cheiro citrico quando maceradas. A
planta gosta de solos imidos e abertos. Cresce principalmente em regides da Australia, China
e Quénia (BAUDOUX, 2018). Existem evidéncias de que aborigenes australianos maceravam
folhas de M. alternifolia para realizar pastas antibacterianas, séculos antes do conhecimento
cientifico da sua propriedade antimicrobiana (SIMOES et al., 2002).

A composic¢ao majoritaria do OE de M. alternifolia ¢ do 4lcool monoterpénico terpinen-
4-ol, principal responsavel pelas propriedades antissépticas e antimicrobianas deste o6leo.
Swamy, Akhtar e Sinniah (2016) identificaram efeito terap€utico deste 6leo sobre cepas de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium avium, Haemophilus influenzae, Streptococcus
pyogenes e Streptococcus pneumoniae. O TTO também possui fungdes imunomoduladoras e
anti-inflamatorias, sendo protagonista quando se trata de aromaterapia (BAUDOUX, 2018).

Em um estudo desenvolvido por Andrade et al. (2014) avaliaram-se 27 diferentes OEs
quanto a sua atividade antimicrobiana e observou-se que o OE de TTO inibiu o crescimento de
S. aureus e E. coli. Além disso, estudos demonstraram que TTO e terpinen-4-ol ndo possuem
influéncia significativa no desenvolvimento de resisténcia ou susceptibilidade antibacteriana

(HAMMER; CARSON; RILEY, 2012).

2.3.2. Mentha piperita — Hortela-pimenta

A hortela-pimenta (Mentha piperita) ¢ um hibrido de Mentha aquatica com Mentha
spicata e foi descoberta em 1696 na Inglaterra. Conhecida também como peppermint, seu
cultivo se espalhou pela Europa e Estados Unidos e tem sido amplamente utilizada com intuito
terapéutico em paises orientais e ocidentais (MAHENDRAN; RAHMAN, 2020). A planta
possui preferéncia por solos ndo compactados, argilocalcarios e ricos em humus (BAUDOUX,
2018).

Sua composicdo bioquimica ¢ constituida majoritariamente por mentol (alcool

monoterpénico) € mentona (cetona terpénica). Por possuir propriedades terapéuticas
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anestésicas, mucolitica, antibacteriana e antifingica, seu uso terapéutico ¢ indicado para casos
de rinites, sinusites, prurido e casos de indigestio (BAUDOUX, 2018).

Em um estudo realizado por Desam et al. (2019) observou-se que o OE de M. piperita
possui atividade antibacteriana e antifingica significante contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas e as espécies bacterianas S. aureus e S. pyogenes demonstraram-se sensiveis
ao OE.

Em um estudo realizado por Singh, Shushni e Belkheir (2015) concluiu-se que OE de
M. piperita possui eficacia no tratamento de infecgdes bacterianas devido a atividade dos seus

componentes quimicos principalmente pelo seu composto majoritario, o menthol.

2.3.3. Rosmarinus officinalis - Alecrim

R. officinalis cresce em solos secos ou moderadamente imidos, ndo tolerando solos
anaerdbicos ou encharcados. Seu periodo de floragdo ocorre entre maio e junho no clima
Mediterraneo e seu periodo de frutificagdo ocorre entre a primavera e verdo (RIBEIRO-
SANTOS et al., 2015). Essa espécie ¢ cultivada mundialmente e ¢ conhecida pelos seus valores
nutricionais e propriedades farmacoldgicas que a tornaram famosa na medicina tradicional e na
producio de cosméticos (BORRAS-LINARES et al., 2014).

A composi¢do quimica do OE de alecrim influencia sua atividade bioldgica. Os
principais componentes presentes € que possuem atividade terapéutica sdo 1,8-cineol, canfora
e o-pineno. O composto 1,8-cineol possui fungdes antidepressivas, antimicrobianas,
antioxidante, relaxante muscular e anti-inflamatérias (BORGES et al., 2019).

Mekonnen et al. (2016), testaram a eficdcia antimicrobiana do OE de R. officinalis
contra varios isolados bacterianos incluindo Salmonella spp., Shigella spp., Pseudomonas spp.,
Staphylococcus spp. e Escherichia coli. Em geral cepas de bactérias Gram-positivas

demonstram ter maior sensibilidade ao 6leo essencial (BOZIN et al., 2007).
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3. OBJETIVO
3.1.  Objetivo geral
Avaliar se 6leos essenciais possuem atividade antibacteriana in vitro sobre isolados de

S. pseudintermedius resistente e suscetivel a meticilina, originados de caes com piodermite.

3.2.  Objetivos especificos
e Determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida
Minima (CBM) dos OEs de Melaleuca alternifolia, Mentha piperita € Rosmarinus
officinalis em isolados de MSSP ¢ MRSP.
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Antibacterial potential of essential oils from Melaleuca alternifolia, Mentha
piperita € Rosmarinus officinalis against Staphylococcus pseudintermedius

isolates

ABSTRACT

Staphylococcus pseudintermedius is the main opportunistic agent related to canine pyoderma,
composing the natural microbiota of hair follicles. Reports of methicillin-resistant S. pseudintermedius
(MRSP) has become frequent in veterinary clinical routine of small animals. Essential oils (EOs) has
been studied and become a therapeutic alternative. The in vitro antibacterial activity of EOs against
MRSP isolates and methicillin-susceptible S. pseudintermedius (MSSP) was evaluated. The values of
the minimum inhibitory concentration (MIC) of the EOs from Melaleuca alternifolia, Mentha piperita
and Rosmarinus officinalis against MRSP isolate were 10667 pg/mL, 32000 pg/mL, and 42666 pg/mL,
respectively. Among the oils, M. piperita EO showed the lowest MIC value (5333 pg/mL) and EO from
M. alternifolia showed the highest MIC value (37333 pg/mL) against MSSP. Therefore, the antibacterial
effectiveness of the EOs can be considered for further therapeutic use. However, more studies must be

conducted in vitro and in vivo condition.

Keywords: MRSP, canine pyoderma, bacterial resistance, tea tree oil, terpenes
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1. Introduction

Canine pyoderma is a bacterial infection usually associated with the opportunistic agent
Staphylococcus pseudintermedius. It is considered one of the most recurrent dermatological
disorders in small animals, especially in dogs, and develops secondary to other dermatopathies.
The infections are associated with minor trauma, immunosuppression, parasitic, fungal, or
allergic dermatopathies as well endocrine and metabolic disorders (1).

S. pseudintermedius are Gram-positive cocci and are widely distributed throughout the
world. At least 30 species of Staphylococcus can be commensal on the skin of animals and
humans. In the scope of veterinary medicine, the agents S. pseudintermedius, S. intermedius
and S. delphini comprise the Staphylococcus intermedius group (SIG) due to the high degree
of genetic similarity. S. pseudintermedius is the main pathogenic specie isolated from dogs
(1,2).

As a result of the increasingly close contact between humans and pets, S.
pseudointermedius is considered an important pathogen with zoonotic potential. Reports
indicate an increase of methicillin-resistant S. pseudintermedius (MRSP) isolation in the
veterinary routine, creating concerns and occasionally failure of conventional treatments.
MRSP isolates have shown multidrug resistance profiles worldwide, including resistance to
several classes of antibiotics including methicillin, which also implies resistance to other
antimicrobials of the same class, such as penicillin, amoxicillin, and oxacillin (3).

Mechanisms associated with bacterial resistance to antibacterial drugs include the
production of enzymes that destroy or inactivate the drug's active principle, reduced
permeability of bacterial cells, and the development of alternative metabolic pathways to
replace those inhibited by the drug. However, structural alteration of the antibiotic target site
and enzymatic destruction of the agent are the most common mechanisms by which resistance
can occur (4).

EOs have become an alternative for the discovery of new antibacterial agents since they
have chemical compounds with antimicrobial properties and prove to be effective in the
treatment of infections (5). In addition, these products stand out for having fewer adverse
effects, low cost and better biodegradability, and patient tolerance (6,7).

The effectiveness of the antimicrobial activity of EOs has been studied, mainly in in
vitro condition. Its activity generates irreversible damage to the cell wall of bacteria, inducing
the loss of salts and energy substrates and inhibition of the production and action of bacterial

toxins that cause infectious and inflammatory processes (8).
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The composition and properties of EOs modify according to the plant species and the
influence of environmental factors. For example, tea tree oil is extracted from the Melaleuca
alternifolia tree species native to regions of Australia, China, and Kenya (8).

Rosmarinus officinalis is a specie of aromatic herb cultivated worldwide, known for its
nutritional values and pharmacological properties that made it famous in traditional medicine
and cosmetics production (9).

Peppermint EO (Mentha piperita) is cultivated in Europe and the United States. It has
been widely used as a therapy due to its significant antibacterial and antifungal activity against
Gram-positive and Gram-negative bacteria (10, 11).

Therefore, this study aimed to evaluate whether commercial essential oils of tea tree (M.
alternifolia), rosemary (R. officinalis), and peppermint (M. piperita) have antibacterial activity
against methicillin-resistant S. pseudintermedius (MRSP) and methicillin-susceptible S.

pseudintermedius (MSSP) isolates.

2. Materials e Methods
This study was approved by the Ethics Committee for the Use of Animals in Research (CEUA)
of the School of Veterinary Medicine and Animal Science of Sdo Paulo State University

(UNESP) (no. 0025/2022).

2.1. Essential oils
The EOs from M. alternifolia, M. piperita ¢ R. officinalis were obtained by the company By
Samia® Aromatherapy LTDA following Brazilian Norms (NBR) 14725: 2012 and Globally
Harmonized System (GHS) standards. The EOs were stored in amber bottles with 10 ml
capacity. The chemical composition was obtained by gas chromatography and was provided by

the company By Samia® Aromaterapia (Table 1).
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Table 1. Density and major compounds obtained according to the analysis certificate by the

company By Samia® Aromatherapy.

Essential oils Density Major compounds (%)
(g/mL)
Melaleuca alternifola 0.895 terpinen-4-ol (41.1), y-terpinene (19.5), a-terpinene

(9.4), a-terpineol (4.7), p-cimene (3.5), a-pinene (3.4),
a-terpinolene (3.2), cineol (2.6), limonene (2.2), aroma-
dendrene (1.9)

Rosmarinus officinalis 0.845 camphor (24.2), a-pinene (21.1), 1,8-cineole (18.8),
camphene (9.0), B-pinene (5.2), borneol (3.4), a-terpi-
neol (3.0), limonene (2.7),
p-cimene (2.4)

menthol (40.2), menthone (24.4), menthyl acetate (4.7),
Mentha piperita 0.902 1,8-cineole (4.6), menthofuran (4.0), isomenthone
(3.9), levomenthol (3.8)

2.2 Isolates origin and characterization
The isolates were provided by Med. Vet. Mariana de Araujo Carvalho, who realized bacterial
isolation from dogs with superficial or deep, primary, or recurrent pyoderma, with or without
concomitant disease, with no predilection for the breed, sex, or age, routinely treated in different
sectors in Botucatu/SP from September 2018 to January 2020. The samples were stored at the
Veterinary Clinic department of the Faculty of Veterinary Medicine and Zootechnics (FMVZ),
UNESP, Botucatu/SP.

The technique Matrix Assisted Laser Desorption lonization-time off Light Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS) was used to identify the isolates species. The analysis was
conduct at the Milk Quality Research Laboratory at the Department of Animal Nutrition and
Production of the Faculty of Veterinary Medicine and Zootechnics of the University of Sao
Paulo, Pirassununga/SP (12).

Detection of the mecA gene was performed by the PCR technique using the pair of
mecAl and mecA2 primers as described by Murakami et al. (1991). International reference
strains were used as positive control (S. aureus ATCC 33591) and negative (S. aureus ATCC
25923). The samples were analyzed in the Molecular Biology laboratory of the Institute of
Biosciences at UNESP (12).
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The disk diffusion technique was used to perform the in vitro sensitivity profile of the
isolates. Sensitivity was determined by halo diameters, divided into three categories: sensitive
(S), partially sensitive (PS) and resistant (R) (13,14).

The isolates were stored in Ligniéres medium after characterization. The samples were
transferred into 1.5 ml microtubes containing BHI medium, 30% warmed glycerol, and placed
in a storage freezer at -80°C.

One MRSP isolate and one MSSP isolate were selected from the samples bank according
to the in vitro microbial sensitivity profile (Table 2), which agreed with the MALDI-TOF MS
technique. An S. pseudintermedius ATCC (49444) strain was used for identification control.

Table 2. In vitro microbial susceptibility profile performed by disc diffusion technique of
methicillin-resistant  S.  pseudintermedius (MRSP) and methicillin-susceptible  S.

pseudintermedius (MSSP) isolates.

ANTIBIOTICS MRSP MSSP

Amicacin
Amoxicillin + CL?
Ampicillin
Azithromycin
Cephalexin
Cefovecin
Ceftiofur
Ceftriaxone
Ciprofloxacin
Clarithromycin
Clindamycin
Chloramphenicol
Doxycycline
Enrofloxacin
Erythromycin
Gentamicin
Levofloxacin
Neomycin
Norfloxacin
Oxacillin
Penicillin
Rifampicin
Tetracycline
Tigecycline

VDVOVOVDOVOVDIOVOVOODODIOOIOIOIOIOOAOIOIOIOIOWM
U)U)U)U)U)U)U)(/)U)U)U)U)U)U)U)U)Z%U)U)U)U)U)U)U)

ICL: Potassium Clavulanate
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2.3.Minimum inhibitory concentration (MIC) e minimum bactericidal concentration

(MBC)

Assays were performed using the broth microdilution assay aiming for minimum inhibitory
concentrations (MIC). Different concentrations of essential oils were placed (31.25 to 64000
pug/mL), adjusted by serial dilution in 96-well sterile microtiter plates containing Mueller
Hinton Broth (MHB) + 1% Tween 80, obtaining 100 pl of the product tested in each well.
Inocula from overnight cultures at 37°C were standardized in saline solution according to 0.5
McFarland standard (approximately 1.5 x 10% colony forming units (CFU/mL). 100 pl of the
inocula were added to each well, resulting in a final 200 pl and approximately 10° CFU/mL per
well. Positive controls, consisting of MHB and Amoxicillin + Potassium Clavulanate (250 mg)
or Cephalexin (500 mg), were included at 0.25 to 500 pg/mL concentrations. Plates were
incubated at 37°C for 24 h. A solution of resazurin redox revealing compound (0.01%) was
used to indicate viable bacteria cells. The MIC was considered the lowest concentration of EO
for which there was no bacterial growth after the incubation period. Subcultures were performed
from the microdilution assay in Petri dishes using brain heart infusion (BHI) + agar and were
incubated for 24 h at 37°C to obtain minimum bactericidal concentration (MBC). MBC values
were considered the lowest concentration with no colony growth. The assays followed Clinical

& Laboratory Standards Institute (CLSI guidelines) (15).

2.4 Statistical analysis

The assay was performed in a completely randomized design with three replications per
treatment. Values were transformed using In (x) and compared according to Tukey's test (p <

0.05) in the statistical program RStudio.

3. Results and discussion

It was possible to observe the in vitro antibacterial activity against isolates for all EOs, and
antibiotics tested. M. alternifolia EO had the lowest MIC (10667 pg/mL) against MRSP isolate
between the EOs. The EOs from M. piperita (32000 ug/mL) and R. officinalis (42667 pg/mL)
were statistically equal against MRSP isolate (Table 3). Amoxicillin + CL (31.25 pg/mL) was
more effective than Cephalexin (666 pg/mL) against MRSP isolate. Meroni et al. (16) used the
EOs from M. alternifolia and R. officinalis against S. pseudintermedius isolated from canine
pyoderma, and the antibacterial efficacy was observed. The antibacterial activity of the EO from

M. alternifolia was also observed against the agents S. aureus and E. coli (17).
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The MSSP isolate was more sensitive to the positive control Amoxicillin + CL (0.33
pug/mL). Among the EOs, M. piperita EO showed the lowest MIC value, 5333 pg/mL (Figure
1), and the EO from M. alternifolia (37333 ng/mL) had the highest MIC against MSSP isolate.
There was no statistically significant difference between the EOs of M. piperita and R.
officinalis against MSSP isolate (Table 3). The M. piperita EO is effective in treating bacterial
infections due to the activity of its chemical components, mainly menthol, its major compound
(18). Desam et al. (11) observed that S. aureus and S. pyogenes species were also more sensitive

to M. piperita EO.

Table 3. Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) in pg/mL of the essential oils from
M.alternifolia, R.officinalis, M.piperita and the antibiotics Amoxicillin + Potassium

Clavulanate and Cephalexin.

Amoxicillin +

M. alternifolia R. officinalis M. piperita Cephalexin

CL
Strains MIC MIC MIC MIC MIC
MRSP 1066712 Ac 42667 Bd 32000 Bd 31.25Ca 666 Bb
MSSP 37333 Ad 16000 Acd 5333 Ac 0.33 Aa 1.33 Ab
S.pseudintermedius
ATCC (49444) 21333 Ac 64000 Bd 32000 Bcd 1.33 Ba 3.33 Ab

"Means within a column followed by the same upper case letters are not significantly different from each other
using Tukey test (p < 0.05).

2Means within a row followed by the same lower case letters are not significantly different from each other using
Tukey test (p <0.05).

The major compounds of R. officinalis EO were camphor, a-pinene and 1,8-cineole
(Table 1), considered the main ones with therapeutic activity (19). Gram-positive bacteria have
been shown to have greater sensitivity to the essential oil (20). In this study, we observed that
the EO from R. officinalis had the highest MIC value against MRSP isolate and S.
pseudintermedius ATCC (49444) strain (Table 3). In the literature, the major components are
the most studied and generally reflect on the biological and biophysical characteristics of EOs.
The effect of these isolated compounds modify according to their concentration when tested

alone or synergistically with other compounds (26).
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Figure 1: Microtiter plate used in the broth microdilution assay against MSSP isolate demonstrating the MIC value
M. piperita EO (5333 pg/mL) after adding resazurin (0.01%). Purple wells indicate concentrations without
bacterial growth, and pink wells with bacterial growth.

The MBC values of the EOs were higher when compared to the MIC. In Table 4, we
can see that Amoxicillin + CL showed the lowest MBC value (< 0.25 pg/mL) against MSSP
isolate, followed by Cephalexin (2.0 pg/mL). Among the EOs, M. alternifolia EO showed the
lowest MBC value (16000 pg/mL) against the MRSP isolate, and the M. piperita EO showed
the lowest MBC (8000 pg/mL) against the MSSP isolate. Furthermore, the EO from R.
officinalis showed a value higher than 64000 ug/mL against the S. pseudintermedius ATCC
(49444) strain (Table 4).

Table 4. Minimum bactericidal concentration (MBC) in pg/mL of the essential oils from M.

alternifolia, R. officinalis, M. piperita and the antibiotics Amoxicillin + Potassium Clavulanate

and Cephalexin.
M.alternifolia  R.officinalis M.piperita Amoxicillin + Cephalexin
CL
Strains MBC MBC MBC MBC MBC
MRSP 16000 64000 32000 62.50 >500
MSSP 64000 16000 8000 <0.25 2.0
S.pseudintermedius 64000 >64000 64000 2.0 4.0
ATCC (49444)

Gram-positive bacteria, such as those of the Staphylococcus genus, are more susceptible
to EOs than Gram-negative ones (21). One explanation is that Gram-positive bacteria have a

cell wall with greater permeability, which facilitates the penetration of the molecule. Otherwise,
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Gram-negative bacteria have a barrier system consisting of the outer membrane of the bacterial
wall formed by phospholipids, lipopolysaccharides, and proteins that provide greater
impermeability to antibacterial agents (22).

EOs can easily penetrate bacterial cell membranes due to their lipophilic nature.
Therefore, its antimicrobial action primarily destabilizes the cellular architecture, disrupting the
membrane and increasing permeability, causing the leakage of cellular components and ions
(23,24). The disruption of cell membranes by EOs impairs several processes, such as energy
conversion, nutrient processing, synthesis of structural macromolecules, and secretion of
growth regulators (25).

There is urgency in developing new substances with antibacterial properties against
MDR bacteria. However, even with the promising in vitro results of other studies, there are
difficulties to be solved that allow the use of EOs in vivo as stability, selectivity, and
bioavailability of these natural products. Moreover, ideal proportions and dosages must be
optimized for greater effectiveness and decreased toxicity (6).

In recent years, essential oils have acquired importance for their antibacterial potential.
The agent’s susceptibility and the EOs’ activity may vary according to the species or strain of
the target bacteria (27). However, studies evaluating the antibacterial efficacy of EOs against S.
pseudointermedius isolates still need to be made available.

In this study, we observed that the values obtained for MIC and MBC demonstrate that
essential oils have an antibacterial effect against S. pseudointermedius isolates. Nevertheless,
more studies in vitro and in vivo conditions evaluating different concentrations, types, and
compounds of EOs, must be conducted. It was concluded that the essential oils from M.
alternifolia, M. piperita and R. officinalis have antibacterial activity against MRSP and MSSP
isolates and may be promising sources of alternative or complementary therapies in the

treatment of canine pyoderma.
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Discussao geral

Para a determinagdo da CIM dos OEs foram realizados ensaios de acordo com a
metodologia de microdiluicdo em caldo. Foram selecionados um isolado MRSP e um isolado
MSSP, além de um controle de identificagdo S.pseudintermedius ATCC (49444). Utilizou-se
diferentes concentragdes dos oOleos essenciais (31.25 a 64000 pg/mL) e avaliou-se as
microplacas ap6s 24h. As concentragdes dos controles positivos variaram de (0.25 a 500
pg/mL). Obtemos o MIC para todos os OEs e antibioticos testados de modo que foi possivel
observar a atividade antibacteriana in vitro sobre os isolados utilizados.

O agente S.pseudintermedius ¢ conhecido por atuar como patégeno oportunista, causam
infeccdes piogénicas e representam uma grande preocupacdo na Medicina Veterinaria (EBANI
et al., 2020; QUINN et al., 2005). As infec¢cdes oportunistas estdo associadas a pequenos
traumas, imunossupressdo, dermatopatias parasitarias, fungicas ou alérgicas e a disturbios
endocrinos e metabolicos que podem predispor ao desenvolvimento da infec¢do (EBANI et al.,
2020). Infeccdes causadas por essa bactéria geralmente ndo sdo transmissiveis pelo contato
direto entre caes doentes e saudaveis, porém informacgdes sobre o papel desempenhado pelo
hospedeiro na infeccdo por S.pseudintermedius ainda sdo escassas (BANNOEHR;
GUARDABASSI, 2012).

Em um estudo realizado por Haenni et al. (2014) 16.9% dos isolados de
S.pseudintemedius em caes no ano de 2010 eram MRSP. Outro estudo observou que 43.1% dos
casos de piodermite canina estavam associados ao isolamento de MRSP (BRYAN et al., 2012).
Ainda, Hensel, Zabel e Hense (2016) observaram que o uso de cefalexina e cefpodoxima esta
relacionado com o aumento de cepas MRSP.

Deve-se ter em mente que os OEs sdo misturas complexas de moléculas. Ha a reflexdo
se os seus efeitos biologicos e terapéuticos sao resultado do sinergismo dessas moléculas ou se
apenas o seu composto majoritario possui funcao terapéutica. Alguns autores afirmam que a
sinergia dos componentes majoritarios em combinagdo com as outras moléculas, em menores
concentragdes, potencialize funcao terapéutica dos OEs, porém sdo necessarias mais pesquisas
que aprofundem o que realmente resulta no efeito bioldgico dos OEs (BAKKALI et al., 2008).
Na literatura, os componentes majoritarios acabam sendo os mais estudados e, geralmente,
refletem nas caracteristicas bioldgicas e biofisicas dos OEs. O efeito desses compostos isolados,
variam de acordo com sua concentracdo quando testados isoladamente ou de forma sinérgica

com os outros compostos (IPEK et al., 2005).
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Na sua agdo antibacteriana, os OEs geram lesdes irreversiveis na parede celular de
bactérias induzindo a perda de matéria, sais e substratos de energia, lise celular e inibicao da
producado e a a¢ao de toxinas bacterianas que causam os processos infecciosos e inflamatorios
(BAUDOUX, 2018). Também foi demonstrado atividade anti-inflamatéria dos OEs
contribuindo para a melhora tegumentar (PISTELLI et al., 2012).

Mesmo com os resultados promissores obtidos em ensaios in vitro, ainda existem
dificuldades a serem resolvidas como a estabilidade da molécula, seletividade e
biodisponibilidade desses produtos naturais e, além disso, deve-se determinar a proporc¢ao e
dosagens ideais para maior eficicia e diminui¢do da toxicidade (YAP et al., 2014). Esses
parametros criticos devem ser estabelecidos em estudos cientificos mais precisos para
caracterizar de forma completa suas propriedades e efeitos que alguns OEs podem ter apods a
sua administragdo (YAP et al., 2014; MERONI et al., 2020). Os resultados dos estudos sobre a
atividade antibacteriana dos 6leos essenciais nao sao facilmente comparados pois ndo existe um
padrao da metodologia para avaliacdo da atividade inibitéria tdo bem estabelecida quanto os
antibioticos (COUTINHO et al., 2010; YAP et al., 2014; BISMARCK et al., 2020).

A susceptibilidade e a atividade dos OEs podem variar de acordo com a espécie e até
entre cepas de uma mesma espécie de bactéria (PATSILINAKOS et al., 2019). Existe a
necessidade de desenvolver novas substancias com propriedades antimicrobianas na luta contra
as bactérias MDR e o uso de OEs podem ser uma alternativa terapéutica promissora em caes
com dermatopatias, como a piodermite (PEREIRA et al., 2004; HEMAISWARYA et al., 2008;
NOCERA et al., 2020). Ap6s uma avaliagdo in vitro e in vivo adequadas, esses produtos podem
ser considerados para um tratamento promissor no combater de infec¢des cutineas caninas

(EBANI et al., 2020).
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Conclusoes finais

Ainda sdo escassos os estudos avaliando a eficacia antibacteriana de OEs sobre isolados
de S. pseudointermedius. Nesse estudo observamos que os valores obtidos de MIC e MBC de-
monstram que os 0leos essenciais possuem efeito antibacteriano sobre os isolados, porém ha a
necessidade de estudos que comprovem os seus efeitos em condicdes in vivo. Concluiu-se que
os 0Oleos essenciais de M. alternifolia, M. piperita e R. officinalis possuem atividade antibacte-
riana sobre os isolados MRSP e MSSP e podem ser fontes promissoras de terapias alternativas
ou complementares no tratamento da piodermite canina. Contudo, sdo necessarios mais estudos
in vitro e in vivo avaliando diferentes concentracdes, tipos e compostos de OEs além da possivel

sinergia entre produtos naturais e antimicrobianos converncionais.
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