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RESUMO

Escherichia coli enteropatogénica e a enterotoxigénica sdo bactérias patogénicas que podem
causar desde simples diarreia até a morte em criancas e individuos imunocomprometidos. Por
serem veiculadas por alimentos, principalmente os de origem animal, seu controle nos
alimentos é de grande importancia. A inibi¢cdo ou a morte dessas bactérias podem ser causadas
pela adi¢do de conservantes ao alimento. Entretanto, essas substancias, muitas vezes, podem
causar impactos negativos na salude do consumidor. Assim, substancias naturais tém sido
sugeridas como alternativa aos conservantes quimicos. Os componentes majoritarios de 6leos
essenciais apresentam elevada atividade antimicrobiana e de amplo espectro contra pat6genos
alimentares. Entretanto, quando utilizados em concentracdes subletais, podem induzir a
respostas fisioldgicas bacterianas, levando a diminuigdo de sua suscetibilidade ao componente
ou a outros agentes estressantes. Diante do exposto, verificar a capacidade de adaptacéo e/ou
a adaptacdo cruzada de EPEC e ETEC a componentes majoritarios de 6leos essenciais torna-
se necessario. Foram determinados, inicialmente, o pH minimo inibitério € minimo de
crescimento e as concentragdes minimas bactericidas (CMB) dos componentes majoritarios
cinamaldeido, eugenol e citral sobre EPEC e ETEC. Em seguida, a capacidade adaptativa de
EPEC e ETEC aos componentes majoritarios e ao estresse acido, bem como sua adaptacdo
cruzada entre 0s componentes majoritarios e estresse acido, foi avaliada. Tanto para a
avaliacdo de adaptacdo quanto adaptagéo cruzada foram realizados cultivos de EPEC e ETEC
em presenca de componentes majoritarios e pH minimo de crescimento, a 37 °C, por 6 horas.
ApoOs essa etapa, as células bacterianas foram recuperadas por centrifugacdo e ressuspensas
em caldo BHI, ap6s padronizagio da suspensdo em 108 UFC/mL. Para a adaptacio de EPEC e
ETEC a cinamaldeido, eugenol e citral, foi realizado o cultivo das células em caldo BHI
acrescido de 0,5% de Tween 80 e de 1/4, 1/8 ou 1/16 das CMB de cinamaldeido, eugenol ou
citral. Aliguotas da suspensdo padronizada foram inoculadas em caldo BHI acrescido de 0,5%
de Tween 80 e os componentes majoritarios nas concentracdes de 0,5CMB; CMB; 1,2CMB;
1,ACMB; 1,6CMB; 1,8CMB e 2CMB e incubadas, a 37 °C, por 24 horas. Apds esse periodo,
foi realizado o plagueamento em TSA e incubacéo, a 37 °C, por 24 horas. Para avaliacdo da
adaptacdo cruzada entre estresse acido e componentes majoritarios, aliquotas das suspensoes
padronizadas de EPEC e ETEC foram inoculadas em caldo BHI acrescido de 0,5% de Tween
80 e compostos majoritarios em concentracdes variando de 0,5xCMB a 2xCMB. Apds
incubacdo a 37 °C, por 24 horas, aliquotas das culturas foram plaqueadas em TSA e
incubadas, a 37 °C, por 24 horas. Para a avaliacdo da adaptacdo cruzada entre componentes
majoritarios e pH, as bactérias, previamente cultivadas em concentragdes subletais dos
componentes majoritarios, foram, apds recuperagdo e padronizacdo da suspensdo em 108
UFC/mL, inoculadas em caldo BHI com pH ajustado com &cido latico em pH 6,0; 5,0; 4,5;
4,0; 3,5; 3,0; 2,5 e 2,0. Apos incubacdo a 37 °C, por 24 horas, aliquotas de 10 pl das culturas
foram plaqueadas em TSA e incubadas, a 37 °C, por 24 horas. O pH minimo inibitdrio e o
minimo de crescimento foram de 4,0 e 4,5, respectivamente, para ambas as cepas utilizadas.
As CMB para cinamaldeido, eugenol e citral foram de 0,125%, 1,0% e 1,0%,
respectivamente, tanto para EPEC quanto para ETEC. Os resultados obtidos demonstraram
que a pré-exposicdo de EPEC e ETEC as concentragdes subletais dos componentes
majoritarios e ao pH minimo de crescimento promoveu a adaptacédo e a adaptacdo cruzada das
bacterias. Portanto, cinamaldeido, eugenol e citral sdo opc¢des promissoras de antimicrobianos
e sanitizantes a serem utilizados na inddstria de alimentos, desde que em concentraces
adequadas.

Palavras-chave: E.coli. Adaptacdo cruzada. Antimicrobiano natural.



ABSTRACT

Pathogenic bacteria such as Escherichia coli Enteropathogenic and Enterotoxigenic may
cause diarrhea or even death in children and immunoincompetent patients. As a foodborne
disease, mostly from animal resources, the microbiological control is from great relevance.
Food preservatives usually control these bacteria by inhibition or death. Although, these
additives may cause negative impacts on public health. Natural compounds shows up as
alternative to common chemical substances. Major compound of essential oils has known and
broad-spectrum antimicrobial activity against foodborne pathogens. However, when used in
sublethal doses it may induce physiological response in bacteria, which reduce susceptibility
to these compounds or even other stressor agents. By these reasons, it becomes necessary to
verify EPEC and ETEC adaptive and/or cross-adaptive capacity to major compounds of
essential oils. Initially, pH of minimum inhibition and growth were determinated and
minimum bactericidal concentration (MBC) of cinnamaldehyde, eugenol and citral against
EPEC and ETEC. Adaptive capacity of EPEC and ETEC exposed to major compounds and
acid stress were tested and cross-adaptation between major compound and acid stress were
evaluated as well. EPEC and ETEC cells were grown in major compound or pH of minimum
growth exposition during 6 hours at 37°C on adaptation and cross-adaptation tests. After this,
108 CFU/mL standard suspensions of EPEC and ETEC were centrifuged and resuspended in
Brain-heart infusion broth (BHI). In adaptation tests, sublethal doses of 1/4, 1/8 and 1/16
MBC of cinnamaldehyde, eugenol or citral and 0.5% of Tween 80 were added on BHI for
previous exposition. EPEC and ETEC standard suspension cells were incubated at 37°C for
24 hours under 0.5; 1.0; 1.2; 1.4; 1.6; 1.8 and 2.0 MBC of major compounds. After this
period, cells were plated on Tryptic soy agar (TSA) and incubated at 37°C for 24h to evaluate
adaptive response. In cross-adaptation tests between acid stress and major compounds, EPEC
and ETEC standard cells were grown in BHI with addition of 0.5% Tween 80 and major
compounds at 0.5 to 2.0 MBC concentrations for 24h at 37°C. Then, cells were plated on TSA
and incubated at 37°C for 24h. ETEC and EPEC previously exposed to major compound and
pH were grown in BHI with pH of: 6.0; 5.0; 4.5; 4.0; 3.5; 3.0; 2.5; 2.0 using lactic acid as
adjustment, followed by TSA plating and incubation. The pH of minimum inhibition and
growth were 4.0 and 4.5, respectively for EPEC and ETEC. Cinnamaldehyde, eugenol and
citral MBC were 0.125, 1.0 and 1,0%, respectively, for both pathotypes. Adaptation and
cross-adaptation tests demonstrated that EPEC and ETEC pre-exposition to sublethal doses of
major compound and pH of minimum growth promoted bacterial resistance. Therefore,
cinnamaldehyde, eugenol and citral are potential option to be used as industrial antimicrobial
sanitizers while in appropriate concentrations.

Keywords: E. coli. Cross-adaptation. Natural antimicrobials.
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CAPITULO 1 Introdugéo Geral

1 INTRODUCAO

Escherichia coli é uma bactéria gram-negativa da familia Enterobacteriaceae,
anaerobia facultativa, presente na microbiota comensal do intestino da maior parte dos
animais e seres humanos. Embora seja considerada ndo patogénica, sdao conhecidos seis
patotipos que apresentam patogenicidade em diferentes graus, denominados E.coli
enteropatogénica (EPEC), E.coli enterotoxigénica (ETEC), E.coli enterro-hemorragica
(EHEC), E.coli enteroagregativa (EAQgEC), E.coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli
difusamente aderente (DAEC). Dentre elas, a EPEC e a ETEC destacam-se por causarem
elevado numero de surtos de diarreia veiculados por alimentos.

Dados mundiais publicados por Pires et al. (2015) pela International Association for
Food Protection apontam que, em 2010, ocorreram, aproximadamente, 1,8 bilh&o de casos de
doencas diarreicas transmitidas por agentes patogénicos de alimentos e, destes, em torno de
599.000 levaram a morte. Dentre os casos de morte, 121.455 foram causados por EPEC e
73.041 por ETEC. Além disso, cerca de 40% das doencas diarreicas e 43% das mortes
associadas a doencas diarreicas ocorreram em criangas menores de cinco anos de idade.

A seguranca alimentar relacionada a saude publica tem sido considerada problema
critico de salde e esta area tem recebido atencdo crescente, nos ultimos anos. Infeccédo
alimentar causada por E.coli, em especial por EPEC e ETEC, é um problema emergente em
indUstrias produtoras de alimentos de origem animal, devido ao desenvolvimento progressivo
da adaptagdo microbiana aos sanitizantes e conservantes utilizados. Com isso, pesquisas vém
sendo realizadas com o objetivo de desenvolver novos métodos de controle que ndo permitam
a adaptacdo microbiana.

A adicdo de conservantes aos alimentos pode inibir o crescimento de EPEC e ETEC,
porém, deve-se considerar a crescente preocupacao dos consumidores em relacdo a salde e a
seguranca alimentar. Alguns agentes antibacterianos de origem natural, tais como os 06leos
essenciais e seus componentes majoritarios, apresentam a atividade antimicrobiana desejada.

Oleos essenciais, também chamados de Oleos volateis ou etéreos, sio produtos
oriundos do metabolismo secundario de plantas, sendo constituidos quimicamente por
terpenoides e fenilpropanoides. Estes 6leos sdo misturas naturais complexas constituidas por

20 a 60 componentes presentes em diferentes concentragbes e apresentam alguns
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componentes principais, denominados majoritarios, que determinam suas propriedades
bioldgicas.

Os componentes majoritarios sdo, de modo geral, considerados seguros e com baixa
probabilidade de levar ao aparecimento de cepas bacterianas resistentes, devido a sua
complexidade quimica e mdultiplas formas de acdo sobre os microrganismos, alterando a
morfologia celular, interferindo na dupla camada fosfolipidica da parede celular da bactéria,
levando ao aumento da permeabilidade e a perda dos constituintes celulares, e alterando uma
variedade de sistemas enzimaticos, como o0s envolvidos na producéo de energia celular e na
sintese de componentes estruturais.

Entretanto, a utilizacdo de concentra¢des inadequadas dos componentes majoritarios
como antimicrobianos pode levar a adaptacdo das células expostas a concentracfes subletais,
fornecendo protecdo a subsequente exposicdo a esse estresse, gerando graves problemas
relacionados a inocuidade dos produtos e a saude do consumidor, além de causar danos
econdmicos para as industrias alimenticias. A adaptacdo cruzada de bactérias é alvo de
inimeros estudos por conferir aos microrganismos resisténcia a um fator de estresse diferente
daquele submetido anteriormente, tornando-se outro fator preocupante, no que diz respeito ao
combate desses microrganismos.

Assim, definir as concentragdes corretas de uso dos componentes majoritarios
utilizados como antibacterianos, a fim de que ndo induzam a tolerancia, tanto ao respectivo
componente quanto cruzada a outros componentes e pH, se torna importante.

Diante do exposto, este trabalho foi realizado com os objetivos de avaliar a
capacidade de E.coli enteropatogénica (EPEC) e E.coli enterotoxigénica (ETEC) se
adaptarem aos componentes majoritarios de Oleos essenciais, cinamaldeido, eugenol e
citral, e desenvolver adaptacdo cruzada a outros componentes majoritarios e ao estresse
acido, quando expostos a concentracdes subletais dos componentes majoritarios e ao

estresse acido.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Escherichia coli

Escherichia coli apresenta-se na forma de bacilo gram-negativo, anaerdbio facultativo,
pertencente a familia Enterobacteriaceae, com dimenséo de 1,1 a 1,5 x 2,0 a 6 pm. Tem
motilidade, com flagelos peritriquios e capacidade de fermentar a glicose com formacéo de
acido e gas (HOLT, 1994). Desenvolve-se na faixa de pH entre 4,4 e 9,0 (INTERNATIONAL
COMMISSION ON MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR FOODS - ICSMF,
2000), sendo conhecida pela capacidade de tolerar ambientes acidos, o que permite sua
sobrevivéncia no trato intestinal (SAINZ et al., 2005). Em condi¢des 6timas de crescimento,
pode se multiplicar em atividade de dgua (Aw) acima de 0,95. Apresenta temperatura étima
de crescimento de 37 °C, porém, é capaz de se desenvolver entre 7 a 48 °C (VARNAM,;
EVANS, 1991).

Escherichia coli é habitante comensal do trato entérico de humanos e animais sadios e
acredita-se que desempenha papel benéfico ao hospedeiro, sendo capaz de sintetizar
vitaminas, impedir o estabelecimento bem como favorecer a eliminacdo de linhagens
patogénicas de E. coli (LOPEZ-BANDA et al., 2013; QADRI et al., 2005; RYU et al., 2012;
TANGI et al., 2015). A presenca de cepas ndo patogénicas em alimentos indica contaminacgéo
direta ou indireta de origem fecal, sendo considerado o indicador de possivel presenca de
microrganismos patogénicos. Contagens elevadas de E.coli também podem estar relacionadas
a falta de higiene e a falha no processamento de alimentos (YUCEL; ULUSQY, 2006).

Existem seis patotipos de E. coli capazes de causar infecgdes intestinais. Os patotipos
de E.coli diarreiogénica sdo importantes patégenos de origem alimentar e diferem de E. coli
comensal por apresentarem elementos genéticos de fatores de viruléncia (CERNA-CORTES
et al., 2013), incluindo E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAggEC),
E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterro-hemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC). Cada patotipo causa a doenca diarreica por
mecanismos distintos e pode induzir diferentes sintomas no hospedeiro (TURNER et al.,
2006).

ETEC produz enterotoxinas, EIEC tem fatores de invasdo e destruicdo de tecidos,
causando inflamacdo semelhante a provocada pela Shigella. J& outro grupo de E.coli,

chamado E. coli enteropatogénica (EPEC), esta associado a surtos de diarreia em bercgéarios de
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recém-nascidos, mas ndo produz toxinas ou fatores de invasao (Figura 1) (EVANS JUNIOR;
EVANS, 1996).

Figura 1- Patotipos de Escherichia coli.

Fonte: Adaptado de Evans Junior e Evans (1996). Legenda: EHEC: E. coli Enterohemorréagica; EPEC: E. coli
Enteropatogénica.

2.2 Escherichia coli enterotoxigénica, enterotoxinas e fatores de colonizagdo

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) é responsavel por cerca de 200 milhdes de
casos de diarreia e 380 mil mortes por ano, principalmente em criangas menores de cinco anos
de idade (STEFFEN et al., 2005; WENNERAS; ERLING, 2004). Provoca infeccoes
caracterizadas por diarreia aquosa, vomitos, dores de estbmago, nduseas e, em alguns casos,
febre moderada, sendo estas infec¢des autolimitadas em individuos saudaveis, podendo levar
a graves consequéncias em pessoas imunocomprometidas (EVANS JUNIOR; EVANS, 1996).
O distarbio transmitido pela ETEC ¢é conhecido como “diarreia dos viajantes”, por acometer
pessoas que visitam areas endémicas (KOTLOFF et al., 2013; NORTHEY et al., 2007).

Os fatores de colonizacdo, proteinas fibrilares ou fimbriais, sdo capazes de reconhecer
receptores especificos na superficie das células epiteliais ou eritrocitos, permitindo a
colonizacdo da mucosa do intestino delgado pela bactéria. Mais de 22 fatores de colonizagéo
(CF) séo conhecidos em E. coli enterotoxigénica humana, alguns dos quais estdo bem
caracterizados (ANANTHA et al., 2004, FLECKENSTEIN et al., 2006; PICHEL,
BINSZTEIN; VIBOUD, 2000).
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Enterotoxinas sdo produzidas nos 6rgdos intestinais, causando, principalmente, dores
abdominais, diarreias e vomitos, sendo consideradas uma das causas de toxinfeccao alimentar.
Duas enterotoxinas sdo produzidas por ETEC, a toxina termolabil (LT) e a toxina
termoestavel (ST), podendo ser expressa uma ou ambas as toxinas pela mesma estirpe
(QADRI et al., 2005; WOLF, 1997). Seus fatores de colonizagdo permitem a colonizacéo do
intestino delgado, causando secrecdo liquida no Iimen intestinal (NATARO; KAPER, 1998;
QADRI et al., 2005; WOLF, 1997).

Ao ser lancada no intestino delgado, a toxina LT se liga reversivelmente a guanilato
ciclase, resultando no aumento dos niveis de GMP ciclico (GMPc). Tal como acontece com
LT, a secrecdo de cloreto pelas células das criptas €, entdo, aumentada e a inibicdo da
absorcéo de cloreto de sodio neutro ocorre, levando a diarreia (Figura 2) (BHUNIA, 2008;
RAO, 1985; SEARS; KAPER, 1996). Deve-se ressaltar que proporcdes relativas de LT, ST e
LT / ST por ETEC produtora de toxina variam de uma area geografica para outra (WOLF,
1997).

Figura 2 - Mecanismo de acdo de E. coli enterotoxigénica (ETEC).
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Fonte: Bhunia (2008).

A toxina LT € um peptideo de baixo peso molecular, consistindo de 18 a 19
aminoacidos compostos por duas subunidades, A e B, que sdo codificadas por genes
encontrados em plasmideos de alto peso molecular, os quais sdo transmissiveis por
conjugacao e, frequentemente, apresentam genes adicionais para o fenotipo de resisténcia a
antimicrobianos e a producédo de antigenos de coloniza¢do (WOLF, 1997). As subunidades A
e B da enterotoxina LT sdo codificadas pelos genes etxA e etxB, sobrepostos em quatro

nucleotideos e organizados em um operon, que tem sequéncia promotora consenso para
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ligacdo da RNA polimerase localizada a montante do gene etxA (SJOLING et al., 2007). A
toxina termoestavel (ST) esta presente em 75% das estirpes de ETEC, quer isoladamente ou
junto com a toxina termolabil (LT) (WOLF, 1997).

Estudos apontam relatos de surtos veiculados de alimentos contaminados com ETEC.
Segundo MacDonald et al. (2015), em 2012 ocorreu o primeiro surto na Noruega, o qual foi
confirmado em 40 hdspedes de um hotel, ap6s ingerirem ovos mexidos com cebolinha. As
cebolas adicionadas aos ovos mexidos foram a fonte suspeita do surto porque foram
importadas de um pais endémico de ETEC. Este surto reforca que a ETEC deve ser
considerada em paises ndo endémicos, quando o quadro clinico é consistente e patdgenos
gastrintestinais comuns ndo sdo encontrados. Cho et al. (2014) relataram o primeiro surto
veiculado por ETEC na Republica da Coreia, também em 2012. O surto ocorreu em escolas,
apos os alunos consumirem kimchi (comida tipica coreana), tendo ETEC sido isolada de 230

estudantes.

2.3 Escherichia coli enteropatogénica e fatores de colonizacéo

A contaminacdo dos alimentos por patdgenos entéricos tornou-se importante causa de
doencas diarreicas nos paises em desenvolvimento, resultando em altas taxas de morbidade e
mortalidade, principalmente em criancas, além de perdas econémicas significativas.
Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) é uma das causas mais comuns de diarreia infantil
nesses paises, sendo responsavel por surtos esporadicos (ALIZADE; GHANBARPOUR,;
AFLATOONIAN, 2014). Infeccbes provocadas por EPEC tém sido referidas como sendo a
segunda causa mais comum de morte entre as criangas menores de cinco anos e sdo
responsaveis por cerca de uma em cada cinco mortes de criangcas em todo o mundo (WORLD
HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2009).

Inicialmente, todas as cepas de E. coli que induzem a diarreia foram nomeadas como
E. coli enteropatogénica, porém, em estudos posteriores as EPEC foram classificadas em
diferentes grupos, de acordo com seus mecanismos de infeccdo e fatores de viruléncia
produzidos (CHEN; FRANKEL, 2004; NATARO; KAPER, 1998).

A colonizagdo de EPEC acontece no intestino delgado, no qual a bactéria se fixa
firmemente as células epiteliais, causando lesdes tipicas chamadas aderéncia e eliminagéo
(attaching and effacing A/E) (KAPER; NATARO; MOBBLEY, 2004). Esta leséo, ilustrada
na Figura 3, é caracterizada pela destruicdo das microvilosidades intestinais e rearranjo do

citoesqueleto celular, culminando na formagéo de estrutura semelhante a um pedestal no qual
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a bactéria permanece ligada (MOXLEY; SMITH, 2010). A formacéo de lesbes A/E resulta na
reducdo da capacidade de absorcdo de nutrientes pela mucosa intestinal, levando ao

rompimento do equilibrio eletrolitico e, posteriormente, a diarreia (SHAW et al., 2005).

Figura 3 - Eletromicrografias de varredura e transmisséo ilustrando as caracteristicas chave da
lesdo histopatologica de aderéncia e eliminacdo causada pela Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC). (A) Formacéo de estrutura semelhante a um pedestal.
(B) Destruicdo localizada das microvilosidades. (C) Adesdo bacteriana, com
perturbacdo grosseira da arquitetura das microvilosidades.

Fonte: Frankel et al. (1998).

As estirpes de EPEC sao divididas em dois grupos: EPEC tipicas, que tém o gene bpfa
(formador de pili) e o gene eae (produtor de intimina) e atipicas, que apresentam apenas 0
gene eae, produtor de intimina (OCHOA; CONTRERAS, 2011). De acordo com Nataro e
Kaper (1998), em paises industrializados, cepas atipicas de EPEC sdo mais frequentemente
isoladas de casos de diarreia. A adesdo bacteriana da célula ao hospedeiro é mediada pela
proteina intimina e a aderéncia localizada pela formacéo de tufos de pili, sendo esta adeséo,
caracterizada pela habilidade da bactéria em formar microcol6nias na superficie das células
epiteliais intestinais pela autoaglutinacdo das células (JAY, 2005; OCHOA; CONTRERAS,
2011).

EPEC é comumente isolada de vérios alimentos, dentre eles leite cru (ALTALHI;
HASSAN, 2009), produtos lacteos (ARAUJO et al., 2002), alface (MARTINS et al., 2010) e
produtos a base de carne de frango (ALONSO et al., 2012). Altalhi e Hassan (2009)
verificaram, entre 33 cepas de E. coli isoladas de amostras de leite cru, que 9,1% continham o

gene eaeA, relacionado a EPEC. Silva et al. (2001) isolaram 208 cepas de E. coli de amostras



19

de leite pasteurizado, entre as quais 46 (22,1%) foram sorogrupadas como EPEC. O
sorogrupo mais frequente foi o O55 (15,2%), contudo, diversos outros sorogrupos foram
encontrados, como 026, 0126, 0127, 0111 e O114. Araujo et al. (2002), analisando 45
amostras de queijo, isolaram EPEC de 21,1% e verificaram que 0s sorogrupos mais frequentes
foram 0127, seguidos por O55 e O26.

2.4 Oleos essenciais e componentes majoritarios

As plantas produzem grande variedade de metabolitos secundarios, sendo estes
responsaveis pela sintese de substdncias cuja producdo e acumulagdo estdo limitadas a
vegetais, microrganismos e alguns poucos animais. Esses compostos, ndo necessariamente
essenciais ao organismo produtor, tém papel importante na sobrevivéncia da planta em seu
ecossistema, estando envolvidos na resisténcia contra pragas e doencas, na atracdo de
polinizadores e na interagdo com microrganismos simbidticos (SANTOS, 2004;
VERPOORTE; VANDER HEIJDEN; MEMELINK, 2000). Dentre os metabdlitos
secundarios, os 6leos essenciais sdo de grande interesse para o controle de microrganismos
patogénicos em industria de alimentos.

A Resolugdo RDC n° 2, de 15 de janeiro de 2007, conceitua os 6leos essenciais como
produtos volateis de origem vegetal, obtidos por processo fisico (destilacdo por arraste com
vapor d’agua, destilagao a pressao reduzida ou outro método adequado) (BRASIL, 2007).

Oleos essenciais sd0 compostos Volateis, naturais, complexos, sintetizados no
metabolismo secundério, caracterizados por forte odor e solubilidade em lipidio e em
solventes organicos. Podem ser encontrados em todas as partes da planta, como bot6es, flores,
folhas, caules, ramos, sementes, frutas, raizes ou casca, e sdo armazenados em células
secretorias, cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares (BOZIN et al.,
2006; BURT, 2004), apresentando composicao variavel, segundo sua localizacdo, estagio de
desenvolvimento e condi¢des ambientais (OUSSALAH; CAILLET; LACROIX, 2006).

Cerca de 3.000 6leos essenciais sdo sintetizados utilizando pelo menos 2.000 espécies
de plantas, dos quais 300 séo importantes, do ponto de vista comercial (DJILANI; DICKO,
2012). Os oleos essenciais de plantas medicinais contém cerca de 20-60 componentes em
concentragdes variadas. Tém de dois a trés componentes principais, denominados
majoritarios, em concentracdes bastante elevadas, quando comparados com outros
componentes presentes na célula bacteriana (HAMMER; CARSON; RILEY, 1999).
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Componentes majoritarios de 6leos essenciais tornaram-se alternativa para controlar o
crescimento de microrganismos devido as suas propriedades antibacterianas, as quais sdo
oriundas da hidrofobicidade dos constituintes quimicos. A lipofilicidade dos componentes
majoritarios permite sua interacdo com lipideos na membrana celular, afetando sua
permeabilidade e causando alteragdes na estrutura celular (COSTA et al., 2011).

Nas células, os metabolitos secundarios sdo sintetizados a partir do acetil-CoA, acido
chiguimico, acido mevalénico e metileritrol fosfato, que s@o intermediarios da via glicolitica.
O é&cido chiguimico € sintetizado a partir da combinacdo de um intermediario da glicolise
(fosfoenolpiruvato) com um componente da via das pentose-fosfato (eritrose-4-fosfato). Sua
via leva & formagdo dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, que sdo
precursores dos metabdlitos secundarios aromaticos, como alcaloides, &cido cinamico,
fenilpropanoides e ligninas. A condensacao de trés moléculas de acetil-CoA origina o acido
mevalbnico, enquanto a combina¢do do piruvato com o gliceraldeido 3-fosfato (via
glicolitica) forma o metileritrol fosfato. A via biossintética do metileritrol fosfato, juntamente
com a via do mevalonato, origina os esterdis e os terpenoides (Figura 4) (DEWICK, 2009;
SANTOS, 2004).

Figura 4 - Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios em plantas.
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Os derivados do fenilpropanoide sdo determinantes da atividade bioldgica contra 0s
microrganismos patogénicos (AKTHAR; DEGAGA; AZAM, 2014; PICHERSKY; NOEL,;
DUDAREVA, 2006), além de outros constituintes aromaticos e alifaticos caracterizados por
baixo peso molecular. Os terpenos sdo 0 maior grupo de constituintes naturais de plantas,
apresentando grande variedade de tipos estruturais e compostos relevantes (DEGENHARDT;
KOLLNER; GERSHENZON, 2009).

Os constituintes do grupo dos terpenos sdo hidrocarbonetos de formula geral (C5H8)n,
formados a partir de unidades de isopreno. Estes compostos podem ser aciclicos,
monociclicos, biciclicos ou triciclicos (ABED, 2007). Com base na diversidade da estrutura
quimica, séo classificados em monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15) e diterpenos (C20).
A maioria dos componentes de Oleos essenciais € de monoterpenos e perfaz,
aproximadamente, 90% dos Oleos essenciais, sendo estes volateis e com odor agradavel
(BAKKALI et al., 2008).

Embora os metabdlitos secundarios encontrem-se presentes em baixas concentracoes
nas plantas, a maioria deles, tais como alcaloides, antocianinas, esteroides, flavonoides,
quinonas e 6leos essenciais, tém sido alvo de inUmeras pesquisas por possuirem diversas
aplicacBes, inclusive nas industrias alimenticias, como antimicrobianos. Esses compostos
apresentam ampla diversidade em estruturas e tamanhos, sendo encontrados e distribuidos por
todo o reino vegetal (SANTOS, 2004; VERPOORTE; VANDER HEIJDEN; MEMELINK,
2000).

2.4 Acao dos 6leos essenciais e de seus componentes sobre 0s microrganismos

O mecanismo de acdo de Gleos essenciais e de seus componentes majoritarios depende
de sua composicdo quimica, e a atividade antimicrobiana ndo € atribuida a somente um
mecanismo e, sim, a uma cascata de reagdes envolvendo toda a célula bacteriana (AYALA-
ZAVALA; GONZALEZ-AGUILAR; DEL-TOROSANCHEZ, 2009; BURT, 2004; CALO et
al., 2015).

Oleos essenciais sdo compostos tipicamente lipofilicos e, por isso, sdo capazes de
passar pela parede celular e se acumular na membrana citoplasmatica bacteriana, causando
aumento de sua permeabilidade por danificar a estrutura de diferentes camadas de
polissacarideos, acidos graxos e fosfolipideos (BAKKALI et al., 2008).

De acordo com Hammer e Carson (2011), a difusdo passiva da molécula do éleo

essencial, por meio da parede celular de bactérias gram-positivas e fungos ou membrana
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externa de bactérias gram-negativas, é a interacdo inicial entre os componentes dos 6leos
essenciais e a célula microbiana. La Storia et al. (2011) demonstraram também que pode
ocorrer interacdo de constituintes dos 6leos essenciais com a membrana externa de bactérias
gram-negativas.

O aumento da fluidez da membrana parece estar entre 0s primeiros efeitos
antimicrobianos causados pelo tratamento dos microrganismos com oOleos essenciais. A
membrana citoplasmatica representa barreira eficaz entre o citoplasma e o ambiente externo.
A importacdo e a exportacdo dos metabdlitos e ions essenciais para todas as atividades que
acontecem na célula microbiana ocorrem através da membrana citoplasmatica. Turina et al.
(2006) enfatizam que o efeito de ions especificos sobre a membrana plasmatica tem forte
efeito sobre a forca proton motriz e atividade global de células microbianas, como transporte
de solutos e processo de regulacdo do metabolismo.

A expansdo e o aumento da fluidez da membrana citoplasmética podem levar aquebra
da integridade com consequente perda de pequenos componentes intracelulares, como
hidrogénio, potassio e sddio. A perda destes ions esta associada ao decréscimo do potencial de
membrana, pH intracelular e pool de ATP, causado pelo dano ao gradiente de ions que ocorre
entre o interior e o exterior da célula. Concentracfes elevadas de 6leos essenciais ou longos
tempos de exposi¢do podem acarretar danos maiores a membrana citoplasmatica, ocasionando
perda de macromoléculas, como DNA e proteinas, extritamente relacionada a morte celular
(HAMMER; CARSON, 2011).

Além disso, a destruicdo da parede celular e da membrana citoplasmatica, a
danificacdo de proteinas de membrana, a liberacdo de conteddo celular, a coagulacdo do
citoplasma, a deplecdo da forca préton motiva, a inativagdo de enzimas essenciais e a
perturbacdo da funcionalidade do material genético sdo, também, mecanismos de acdo dos
6leos essenciais (AYALA-ZAVALA; GONZALEZ-AGUILAR; DEL-TORO-SANCHEZ,
2009; BURT, 2004).

A atividade antibacteriana dos 6leos essenciais € uma caracteristica importante destes
compostos que ja foi relatada, in vitro, em inimeros trabalhos (BURT, 2004; COELHO,
2014; OLIVEIRA, 2011; OUSSALAH et al., 2006; PAGNOSSA, 2016; SOUZA et al., 2016;
TRAJANO et al., 2009). Dessa forma, estudos vém sendo realizados sobre o emprego de
oleos essenciais no controle de microrganismos em alimentos (CARSON; HAMMER, 2001,
DIAS, 2015; MARTINS, 2016; OLIVEIRA; BRUGNERA; PICCOLI, 2013; SIMOES, 2016;
VALERIANO et al.,, 2012). Os mecanismos de acdo de Oleos essenciais e de seus

componentes sdo ilustrados na Figura 5.
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Figura 5 - Mecanismos de acdo dos 6leos essenciais sobre células microbianas.
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Fonte: Adaptado de Nazzaro et al. (2013).

Relatos de pesquisas indicam que bactérias gram-positivas sao mais vulneraveis aos
6leos essenciais e seus componentes que bactérias gram-negativas, isto porque essa menor
atuacdo contra gram-negativas é devido a estrutura de sua parede celular, principalmente pela
presenca de lipoproteinas e lipopolissacarideos, que atuam como barreira aos compostos
hidrofébicos (BACHIR; BENALLI, 2012; BURT, 2004). No entanto, isso ndo significa que as

bactérias gram-positivas sejam sempre mais suscetiveis (BURT, 2004).

2.6 Componentes majoritarios

2.6.1 Cinamaldeido: componente majoritario do 6leo essencial de Cinnamomum cassia

Cinnamomum cassia, também chamada de falsa-canela, é nativa da China, Indonésia,
Laos e Vietnd (BISSET; WICHTL, 2001). E comumente utilizada na medicina chinesa para
tratamento de dispepsia, gastrite, distirbios da circulacdo e doencas inflamatorias. C. cassia é
uma das especiarias mais antigas do mundo e vem sendo utilizada em industrias de alimentos,
bebidas e cosméticos. A parte da planta utilizada é a casca, da qual é extraido o 6leo essencial,
que pode ser encontrado em tubos, pequenos pedacos ou em p6 (KWON; YU; PARK, 2003).

O cinamaldeido (Figura 6), um fenilpropanoide, é 0 componente majoritario do 6leo
essencial da casca de Cinnamomum cassia, com teor variando de 62% a 90% (ZHANG et al.,

2016). Souza et al. (2016) relatam que o 6leo essencial de C. cassia extraido por arraste a
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vapor de folhas e cascas contém 84,52% de E-cinamaldeido. Beraldo et al. (2013), ao
caracterizarem quimicamente o 6leo essencial de canela, encontraram, como componente
majoritario, o cinamaldeido (67,58%). Andrade et al. (2012) também encontraram E-
cinamaldeido como componente majoritario (77,72%) do 06leo essencial de canela, quando

caracterizado quimicamente.

Figura 6 - Estrutura quimica do cinamaldeido.
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Trabalhos relatam o potencial antibacteriano tanto do Oleo essencial quanto do
cinamaldeido, sendo sua atividade bactericida sobre E.coli, Enterobacter aerogenes, Proteus
vulgaris, P. aeruginosa, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Salmonelle Typhymurium,
Bacillus cereus, Listeria monocytogenes e EPEC comprovada (KWON; YU; PARK, 2003;
OLIVEIRA, 2011).

2.6.2 Eugenol: componente majoritario do 6leo essencial de cravo-da-india
Eugenol (Figura 7) é um composto fendlico volatil, fenilpropanoide, sendo
guimicamente designado como 4-alil-2-metoxifenol ou 2-metoxi-4-(2-propenil-fenol),
conhecido comumente como esséncia de cravo. Apresenta baixa solubilidade em &agua e é
completamente soltvel em cloroférmio, &lcool etilico, gordura e éter (ESCOBAR, 2002).
Figura 7 - Estrutura quimica do eugenol.
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O eugenol é o principal componente do 6leo essencial de cravo-da-india (Syzygium
aromaticum) e tem eficiente acdo sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas
(APOLONIO et al., 2014; CHAIEB et al., 2007; DEVI et al., 2010). Atua inibindo a oxidacao
da nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH), diminuindo os niveis de ATP nas
celulas bacterianas; age na membrana citoplasmaética, afetando o transporte de ions, alterando
o perfil de &cidos graxos e atua também sobre diferentes enzimas bacterianas, incluindo
ATPase, histidina carboxilase, amilase e protease (USTA et al., 2002; WENDAKOON;
SAKAGUCHI, 1995).

2.6.3 Citral: componente majoritéario do 6leo essencial de capim limé&o

Citral (3,7-dimetil-2,6-octadienal) é o nome dado a mistura isomérica de dois
monoterpenos aldeidos aciclicos isoméricos, geranial (trans-citral, citral A) e neral (cis-citral,
citral B) e pode ser isolado a partir de folhas e frutos de uma grande variedade de plantas e de
citrinos. Normalmente, um isdmero ndo ocorre sem o outro (APOLONIO et al., 2014;
FISHER; PHILLIPS, 2006). Devido ao seu aroma de limdo, o citral tem grande importancia
nas industrias de alimentos e de aromas. Ele também é utilizado como matéria-prima em
indUstrias farmacéuticas, de cosméticos e de perfumes (LEWINSOHN et al., 1998), sendo
considerado interessante por apresentar atividade antimicrobiana (BELLETT] et al., 2007).

O teor de citral nos 6leos essenciais de C. flexuosos varia de acordo com a cultivar, de
82,87% a 92,04% (KUMAR et al., 2009). VariacGes, também sdo encontradas ha composicao
do bleo essencial de C. flexuosos. Chao et al. (2008) obtiveram, como principais componentes
do 6leo essencial de C. flexuosos, geranial (39,50%), neral (29,5%), geraniol (4,9%) e geranil
acetato (2,5%). Oussalah et al. (2007) citam como principais compostos geranial (46%) e
neral (31%). Anaruma et al. (2010) encontraram trans-geraniol (27,02%), citronelal (23,30%),
nerol (13,47%), geranial (12,60%) e neral (9,64%) como os componentes majoritarios do 6leo

essencial.
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Figura 8 - Estruturas quimicas dos isdmeros neral (A) e geranial (B).
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2.7 Adaptacdo e adaptacéo cruzada de bactérias a condicdes subletais

Os mecanismos de resposta ao estresse sofrido pelos microrganismos tém recebido
atencdo nos Gltimos anos, devido a preocupa¢do com a seguranca microbiolégica de alimentos
(AARESTRUP; WEGENER; COLLIGNON, 2008). A adaptacdo microbiana a desinfetantes
e/ou agentes antimicrobianos tem sido relatada (AGUIAR et al., 2015; COELHO, 2014,
PAGNOSSA, 2016). Embora varios métodos para a reducao da contaminacdo microbiana nos
alimentos tenham sido desenvolvidos e aplicados nas indUstrias de processamento, bactérias
respondem prontamente a condic¢des adversas de crescimento (YOON et al., 2015).

Diversos mecanismos de resposta adaptativa sdo relatados, tornando as bactérias
capazes de tolerar tensbes ambientais. O estresse subletal induz o condicionamento do
microrganismo ao fator estressor, tornando-o fisiologicamente mais tolerante a niveis
aumentados do estresse ou protecdo cruzada a outros estressores (HWANG et al., 2014;
SMIGIC et al., 2009). Entretanto, na maioria dos casos, a adaptacdo bacteriana a condicGes
estressantes, como exposi¢cdo a antimicrobianos e condi¢des acidas, resulta no endurecimento
da membrana citoplasméatica (WANG; GILL; YANG, 2014; YOON et al., 2015).

Na presenca de concentracGes subletais de 6leos essenciais ou outros compostos
antimicrobianos, os microrganismos aumentam a expressao de proteinas de resposta ao
estresse, reparando as proteinas danificadas. No entanto, quando a concentracdo de agentes
antimicrobianos naturais é mais elevada, esta resposta torna-se incapaz de prevenir a morte
celular (BURT et al., 2007; LAMBERT et al., 2001).

Resisténcia cruzada ocorre quando o mecanismo de resisténcia € o0 mesmo para
diversos agentes bacterianos, ou seja, diferentes agentes antimicrobianos atacam o
mesmo alvo na célula, atingindo uma via comum para a morte celular, ou compartilham

uma rota comum de acesso aos seus respectivos alvos (CHAPMAN, 2003).
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Antimicrobianos e acidos fracos sdo utilizados em industrias alimenticias no intuito de
garantir a inocuidade dos produtos produzidos. A adaptacdo e/ou a adaptacdo cruzada
bacteriana a esses fatores podem causar impacto significante na satde humana, bem como

drésticas consequéncias econdmicas (APOLONIO et al., 2014).

2.8 Tolerancia ao estresse acido

Microrganismos que sobrevivem a tratamentos acidos sdo susceptiveis ao estresse e
apresentam caracteristicas de estado fisiolégico, crescimento e sistema de efluxo alteradas. A
acidificacdo é considerada uma barreira de controle do crescimento de microrganismos no
processamento de alimentos, visto que patdgenos de origem alimentar se multiplicam melhor
em valores de pH neutro (SMIGIC et al., 2009).

O estresse acido é um efeito combinado entre baixos pHs e acidos fracos (organicos).
Os é&cidos fracos, em sua forma ndo protonada, podem difundir-se para dentro da célula e
dissociar-se. Consequentemente, o baixo pH intracelular resulta na inibicdo de varias enzimas
citoplasmaticas essenciais. Como resposta, 0s microrganismos tém estratégias induziveis de
sobrevivéncia ao acido e elas incluem um fator alternativo sigma (o), uma proteina de
choque é&cido e proteinas Fur, que regulam de uma forma coordenada uma grande
variedade de processos, incluindo o metabolismo do ferro (FORSYTHE, 2002). A
permeabilidade da célula a prétons envolve alteracbes da composicdo da membrana
citoplasmatica; a inducdo de desidrogenases, redutases e enzimas respiratdrias foi também
associada ao estresse acido, como mecanismo adaptativo ao estresse que envolve o efluxo de
prétons (CACACE et al., 2010; CHOI; BAUMLER; KASPAR, 2000).

A exposicdo de bactérias ao estresse acido subletal (pH 5,5 a 4,5) induz a resposta
adaptativa de tolerancia em muitas bactérias, fornecendo protecdo a subsequente exposicao ao
estresse letal (pH 4,0) por meio do mecanismo denominado resposta de tolerancia ao acido
(ATR). O mecanismo ATR tem sido estudado e caracterizado em bactérias gram-negativas e
gram-positivas (BOOTH; CASH; O’BYRNE, 2002; SEPUTIENE et al., 2006).

E. coli torna-se capaz de apresentar tolerancia aumentada a diferentes condigdes de
estresse encontradas em alimentos, como, por exemplo, concentragBes salinas e estresse
subletal a &cidos organicos (LEENANON; DRAKE, 2001; PENG et al., 2014). A pré-
exposicdo de células de E. coli na fase log, em pH 5,5 e, posteriormente, 4,3, promoveu a
inducdo de proteinas do choque &cido e, segundo Paul e Hirshfield (2003), elas,

provavelmente, seriam a causa de inducéo da ATR.
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E. coli O157:H7, quando exposta ao estresse &cido, apresentou fase de laténcia
prolongada com subsequente crescimento em meio de cultura sob condi¢bes de
armazenamento em atmosfera modificada a baixa temperatura. A extensdo observada na fase
lag foi consequéncia direta da condicdo subletal a qual o microrganismo foi exposto
anteriormente (SMIGIC et al., 2009).

O écido lactico, quando utilizado para induzir a resposta de tolerdncia acida em
bactéria em meio brain heart infusion (BHI), reduziu a densidade celular a medida que o pH
foi diminuido. O pH de 5,5 foi 0 menor valor, ndo havendo crescimento, em pH<S5, nas
células que ndo foram submetidas ao estresse &cido, sendo chamadas ATR (-). Houve
viabilidade em pH de 3,5, apenas nas bactérias expostas ao pH anterior de 5,5, tendo sido
induzida, nessas células, a resposta de tolerancia acida (NAJJAR; CHIKINDAS;
MONTVILLE, 2009).

2.9 Mecanismos de adaptacédo de microrganismos submetidos a condicgdes estressantes

A aplicacdo de estresses aos microrganismos é claramente significativa para a
indUstria alimentar, em relagdo a sobrevivéncia de agentes patogénicos ou de organismos
deteriorados nos alimentos (BEALES, 2004).

A adicdo de conservantes acidos fracos induz um padrédo especifico de expressao de
genes que, provavelmente, € necessario para uma adaptacdo 6tima de bactérias a conservantes
acido fracos e baixo pH. O modo primario da ac¢do antimicrobiana de baixo pH é reduzir o pH
da célula interna (pHi) abaixo do intervalo fisiolégico normal tolerado pela célula,
conduzindo a inibicdo do crescimento. Os mecanismos de sobrevivéncia envolvem a
manutencdo da homeostase do pH e isso é conseguido por uma combinacdo de mecanismos
passivos e ativos (BEALES, 2004; SEPUTIENE et al., 2006).

Seputiene et al. (2006) relatam que o fendmeno de resisténcia ao acido (AR) de E. coli
é baseado em trés sistemas celulares complexos. O sistema AR oxidativo, também referido
como o sistema repressor de glicose, € induzido em células de fase estacionaria e sua
expressao requer o fator sigma alternativo RpoS e a proteina receptora de AMP ciclico CRP.
O segundo mecanismo € o efeito da enzima glutamato descarboxilase diante do estresse acido
e também na tolerancia acida em vérias bactérias, como Escherichia coli, facilitando a
homeostase do pH intracelular por consumir protons em reagcdo de descarboxilacdo, com
producdo de GABA (&cido gama amino-butirico) a partir do glutamato. Tanto o0 GABA

quanto o glutamato séo dois dos principais solutos compativeis presentes em bactérias e estdo
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envolvidos na manutencdo do metabolismo intracelular diante de mdltiplos agentes
estressores. O terceiro sistema é semelhante ao dependente de glutamato e protege as
células se arginina extracelular esta presente. Ele é composto pela arginina descarboxilase
AdiA, que é induzida por condicdes acidas. Considera-se que 0s sistemas dependentes de
glutamato e de arginina protegem a célula do estresse acido ao consumirem prétons
intracelulares durante a reacdo de descarboxilagdo. Geralmente, as bactérias gram-negativas
sd0 mais resistentes aos conservantes acidos fracos do que as gram-positivas (RUSSELL,
1991). Uma razdo para isso é encontrada na composicdo estrutural e quimica diferente das
camadas exteriores das células (NIKAIDO; VARRA, 1985).
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CAPITULO 2

Adaptacéo e adaptacéo cruzada de Escherichia coli enterotoxigénica e enteropatogénica

a componentes majoritarios de 6leos essenciais e ao estresse acido

1 INTRODUCAO

Escherichia coli é uma bactéria comumente encontrada em alimentos devido a falhas
no processamento e manipulacdo. E habitante comensal do trato entérico de seres humanos e
animais, desempenhando papel benéfico ao hospedeiro, sendo capaz de sintetizar vitaminas,
impedir e, ou favorecer a eliminacdo de linhagens patogénicas de E.coli (QADRI et al., 2005;
TANGI et al., 2015).

Conhecem-se seis patotipos de E.coli que s@o a enteropatogénica (EPEC), a
enterotoxigénica (ETEC), a enteroinvasiva (EIEC), a entero-hemorragica (EHEC), a
enteroagregativa (EAQgEC) e a difusamente aderente (DAEC) (TURNER et al., 2006). Os
patotipos EPEC e ETEC estdo associados, respectivamente, a 11,1% e a 6,0% das mortes
causadas por diarreia em criancas até 59 meses de idade, em 2011 (LANATA et al., 2013).

Diante do quadro frequente do surgimento de bactérias com tolerancia ao estresse
acido, aos agentes sanificantes como hipoclorito de sédio e quaternario de amonio, dentre
outros e a conservantes empregados na indastria de alimentos, trabalhos buscando
antimicrobianos que ndo promovam aumento de tolerancia (adaptacdo) ou adaptacéo cruzada
dos microrganismos as condi¢fes da inddstria tém grande significancia, sendo os Gleos
essenciais e seus componentes majoritarios os antimicrobianos mais sugeridos para serem
utilizados.

O grande estimulo para o uso de 06leos essenciais como conservantes em alimentos
advém do fato de que, por serem constituidos por varios componentes, agem em mdultiplos
alvos bacterianos ndo ocorrendo, portanto, a possibilidade da adaptacéo fisiologica das células
a essas substancias (SOUZA et al., 2016).

Relatos da auséncia da adaptacdo ou adaptagdo cruzada de bactérias a concentracbes
subletais de constituintes majoritarios de oleos essenciais também ja foram realizadps. Luz et
al. (2012) ndo observaram adaptacdo ou adaptacdo cruzada de Listeria monocytogenes ATCC
7644, apbés sua exposicdo a concentracBes subletais de Oleos essenciais de orégano ou
carvacrol a elevada temperatura, acido latico ou NaCl. Resultados semelhantes foram

descritos para Pseudomonas aeruginosa que, apos ser submetida a estresse subletal do 6leo
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essencial de Rosmarinus officinalis e/ou 1,8 cineol, ndo apresentou adaptacdo ou adaptagéo
cruzada aos mesmos estressores estudados por Gomes Neto et al. (2012) e Luz et al. (2012).

Entretanto, relato da adaptacdo das bactérias S. Typhimurium, S. enteretidis, E.coli,
S.aureus e Enterococcus faecalis ao 0leo essencial de tea tree e tomilho e de S. Enteretidis, S.
Typhimurium e E.coli ao 6leo essencial de orégano (MELO et al.,, 2015), Listeria
monocytogenes também se mostrou capaz de desenvolver adaptacdo e adaptacdo cruzada aos
componentes majoritarios carvacrol e eugenol (SOUZA; TEBALDI; PICCOLI, 2015). Isto
leva ao questionamento da ndo ocorréncia da adaptacdo cruzada das bactérias a concentracdes
subletais de 6leos essenciais ou seus componentes majoritarios.

Citral, eugenol e cinamaldeido sdo componentes majoritarios que apresentam elevada
atividade antimicrobiana, sendo seu uso de grande interesse como conservante e ou
sanificante, na industria de alimentos. Entretanto, pouco se sabe sobre a capacidade de EPEC
e ETEC possuirem mecanismos fisioldgicos que as levem a adaptacdo e a adaptacdo cruzada a
esses componentes.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de verificar a capacidade adaptativa, bem
como a capacidade de EPEC e ETEC desenvolverem adaptacdo cruzada aos antimicrobianos

citral, eugenol, cinamaldeido e ao pH &cido.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de conducéo do experimento

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, no
Departamento de Ciéncias dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras.

2.2 Componentes majoritarios

Foram utilizados os componentes citral (95%), eugenol (100%) e cinamaldeido (93%),

adquiridos da Sigma-Aldrich®.

2.3 Microrganismos, padronizacdo e manutencao dos inoculos

Para a realizacdo do experimento foi utilizada a cepa de Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC) INCQS 00181 (CDC 055), cedida pela Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz) e Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) ATCC 35401, cedida pelo Laboratorio
de Enterobactérias, LABNET, Rio de Janeiro, RJ. As culturas estoque foram armazenadas
em meio de congelamento (glicerol, 15 mL; peptona bacterioldgica, 0,5 ¢; extrato de
levedura, 0,3 g; NaCl, 0,5 g e agua destilada, 100 mL, pH 7,0). Os in6culos foram reativados
inoculando-se aliquotas de 100 pL das culturas estoque em tubos contendo 10 mL de caldo
infusdo cérebro de coracdo (BHI) e incubados, a 37 °C, por 24 horas. A padronizagdo dos
inéculos foi realizada mediante curva de crescimento. ApOs a reativacdo das culturas,
aliquotas de 50 pL dos in6culos foram transferidas para 300 mL de caldo BHI e incubadas a
37 °C, sendo realizadas leituras periddicas da absorbancia (600nm) em espectrofotbmetro
(BEL SP-2000) e plaqueamento em agar triptona de soja (TSA) com incubacgdo a 37 °C, por
24 horas. As culturas foram padronizadas em, aproximadamente, 108 UFC mL™.

2.4 Determinacao do pH minimo de crescimento e minimo inibitério de EPEC e ETEC

A influéncia do pH no crescimento de EPEC e ETEC foi avaliada em microplacas de
poliestireno de 96 cavidades. Em cada cavidade foram dispensados 150 pL de caldo BHI,
com pH previamente ajustado com &cido latico (98%) e inoculados 10 pL das culturas

padronizadas. Foram avaliados os pH de 6,0; 5,0; 4,5; 4,0 e 3,5; 3,0; 2,5 e 2,0. As microplacas
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foram incubadas a 37 °C, por 24 horas, com posterior plagueamento em TSA, empregando-se
a técnica de microgota. O pH minimo inibitério foi definido por meio de avaliagdo visual,
como o menor valor capaz de inibir, completamente, o crescimento bacteriano e 0 pH minimo

de crescimento, aquele imediatamente acima ao pH minimo inibitorio.

2.5 Determinacdo das concentracbes minimas bactericidas dos componentes

majoritarios cinamaldeido, eugenol e citral sobre EPEC e ETEC

A concentragdo minima bactericida dos componentes majoritarios cinamaldeido,
eugenol e citral foi determinada empregando-se a técnica de microdiluicdo em caldo, em
placas de poliestireno de 96 cavidades, de acordo com o NCCLS (M7-A6) (NATIONAL
COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS - NCCLS, 2003), com
adaptacGes. Os componentes majoritarios foram solubilizados em caldo BHI, acrescido de
Tween 80 (0,5%). Foram avaliadas as seguintes concentracdes (%): 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125;
0,062; 0,03 e 0,015 (v / v). Aliquotas de 150 pL das solugbes foram adicionadas nas
cavidades e inoculados 10 pL das culturas padronizadas a, aproximadamente, 108 UFC mL™.
As microplacas foram vedadas e incubadas, a 37 °C, por 24 horas. Apés esse periodo, foi
realizado o plaqueamento de aliquotas das culturas em TSA e incubadas, a 37 °C, 24 horas.

Foram utilizados dois controles para cada composto testado, o controle negativo,
contendo BHI acrescido de 0,5% de Tween 80 e componente majoritario e o controle
positivo, contendo BHI acrescido de 0,5% de Tween 80 e 10 pl de indculo padronizado. Foi
considerada a concentracdo minima bactericida (CMB) dos componentes em que, apés a
incubacdo, ndo houve crescimento bacteriano em placas. O experimento foi realizado em

triplicata e trés repeticoes.

2.6 Adaptacdo de EPEC e ETEC aos componentes majoritarios cinamaldeido, eugenol e
citral e ao pH &cido

2.6.1 Adaptacéo de EPEC e ETEC aos componentes majoritarios

As células de EPEC e ETEC foram expostas a concentracdes subletais de citral,
eugenol e cinamaldeido. As doses subletais foram determinadas com base nas CMB e foram
equivalentes a CMB/4, CMB/8 e CMB/16 (LUNDEN et al., 2003), com adaptacdes. Em tubos
tipo Falcon contendo 18 mL de caldo BHI acrescido de 0,5% de Tween 80 foram adicionados
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0s componentes nas concentragBes subletais. Apds homogeneizacdo, aliquotas de 2 mL de
indculo padronizado foram adicionadas ao meio e os tubos foram incubados, a 37 °C, por 6
horas. Apos esse periodo, as culturas foram centrifugadas a 5.000 xg/5 min e as células
adaptadas, lavadas trés vezes com solucdo salina, ressuspendidas em caldo BHI e

padronizadas em torno de 108 UFC mL™, para posterior utilizag4o.

2.6.2 Adaptacdo de EPEC e ETEC ao pH éacido

As células de EPEC e ETEC foram expostas ao pH minimo de crescimento de cada
bactéria. Em tubos tipo Falcon contendo 18 mL de caldo BHI com pH minimo de crescimento
de cada cultura, ajustado com é&cido latico, foram inoculados 2 mL de in6culo padronizado e
incubados, a 37 °C, por 6 horas. Apds esse periodo, as culturas foram centrifugadas (5.000 g/5
min) e as células adaptadas, lavadas trés vezes com solugdo salina, ressuspendidas em caldo
BHI e padronizadas em torno de 108 UFC mL™, para posterior utilizac&o.

2.7 Avaliacdo da adaptacdo de EPEC e ETEC aos componentes majoritarios e resposta a

tolerancia acida

2.7.1 Componentes majoritarios

As células expostas as concentracbes subletais dos antimicrobianos foram
ressuspendidas em caldo BHI e a cultura padronizada a 108 UFC mL™? para posterior
exposicdo as diferentes concentracdes do mesmo composto (CMB/2; CMB; 1,2CMB,;
1,ACMB; 1,6CMB; 1,8CMB e 2CMB) ao qual a cultura foi previamente exposta. Utilizaram-
se microplacas de poliestireno de 96 cavidades, de acordo com o NCCLS (M7-A6) (NCCLS,
2003), com adaptacfes. Os componentes majoritarios foram solubilizados em caldo BHI,
adicionados de Tween 80 (0,5%). Aliquotas de 150 pL das solucdes foram adicionadas nas
cavidades e inoculados 10 uL das culturas padronizadas. As microplacas foram incubadas, a
37 °C, por 24 horas. Ap0s esse periodo, retiraram-se aliquotas de 10 pL, sendo realizado o
plagueamento em TSA pela técnica de microgotas e incubacédo a 37 °C, por 24 horas.

As células de EPEC e ETEC foram classificadas como capazes de se adaptarem
quando foi detectado crescimento em placas apds cultivo em presenca do componente em

concentragdes maiores que a CMB. Paralelamente, realizou-se 0 mesmo procedimento com
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células de EPEC e ETEC néo expostas a doses subletais, possibilitando a comparacao entre
células expostas e ndo expostas, quanto a susceptibilidade aos componentes.

2.7.2 Resposta de tolerancia acida

As células adaptadas ao pH minimo de crescimento foram ressuspendidas em caldo
BHI e a cultura padronizada em 102 UFC mL™. Aliquotas de 10 pL da cultura foram
dispensadas nos pocos das microplacas previamente acrescidos de caldo BHI com diferentes
pH ajustados com &cido latico (98%). Avaliaram-se os pHs de 6,0; 5,0; 4,5; 4,0; 3,5; 3,0; 2,5 ¢
2,0. As placas foram incubadas a 37 °C, por 24 horas. Ap6s incubagdo, foi realizado o
plagueamento em TSA, empregando-se a técnica de microgotas e incubadas, a 37 °C, por 24
horas. Considerou-se a capacidade das células de EPEC e ETEC em desenvolver tolerancia
acida quando houve crescimento em pH inferior ao pH minimo de crescimento. Células nédo

adaptadas foram utilizadas como controle.
2.8 Adaptacdo cruzada
2.8.1 Avaliacao da adaptacgdo cruzada entre os componentes majoritarios

As células de EPEC e ETEC previamente expostas a concentracao subletal (1/16
CMB) de eugenol, citral e cinamaldeido, equivalente a 0,062%, 0,062% e 0,007%,
respectivamente e padronizadas em 108 UFC mL? foram cultivadas em presenca dos
componentes majoritarios aos quais nao foram previamente expostas (Tabela 1) nas

concentracdes de CMB/2, CMB, 1,2CMB, 1,4CMB, 1,6CMB, 1,8CMB e 2CMB.

Tabela 1 — Ensaio da avaliacdo da resposta de adaptacdo cruzada de culturas de EPEC e

ETEC.
Estresse subletal Concentracéo (1/16 CMB) Resposta adaptativa
Eugenol 0,062% Cinamaldeido/citral
Cinamaldeido 0,007% Eugenol/citral

Citral 0,062% Cinamaldeido/eugenol
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2.8.2 Avaliacao da adaptacgdo cruzada entre componentes majoritarios e estresse acido

Ap0s serem expostas a concentracdo subletal (1/16) de eugenol, citral e cinamaldeido,
aliquotas de 10 pL das culturas de EPEC e ETEC padronizadas foram inoculadas nos pocos
das microplacas contendo 150 pL de caldo BHI com pH previamente ajustado para 2,0; 2,5;
3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 e 6, com &cido latico (98%) e incubadas, a 37 °C, 24 horas. Ap0s esse
periodo, realizou-se o plagueamento em TSA. Considerou-se a capacidade de EPEC e ETEC
desenvolverem adaptacdo cruzada pelo crescimento em placa apos exposi¢cdo ao pH abaixo do

pH minimo de crescimento.

2.8.3 Avaliacdo da adaptacao cruzada entre estresse acido e componentes majoritarios

Ap0s serem expostas ao pH &cido, aliquotas de 10 pL das culturas de EPEC e ETEC
padronizadas foram inoculadas nos pogos das microplacas contendo 150 pL de caldo BHI
acrescido de 0,5% de Tween 80 e dos componentes majoritarios eugenol, citral e
cinamaldeido nas concentracbes de CMB/2, CMB, 1,2CMB, 1,4CMB, 1,6CMB, 1,8CMB e
2CMB (v/v) e incubadas, a 37 °C, 24 horas. Ap0s esse periodo, o crescimento da cultura foi
avaliado pelo plagueamento em TSA, com incubagdo a 37 °C, por 24 horas. Considerou-se a
capacidade de as células de EPEC e ETEC desenvolverem adaptacdo cruzada por meio do

crescimento em concentracdes acima da subletal.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacéo do pH minimo inibitério e minimo de crescimento de EPEC e ETEC

O pH minimo inibitério e o minimo de crescimento foram de 4,0 e 4,5,
respectivamente, para ambas, Escherichia coli enteropatogénica e Escherichia coli
enterotoxigénica. Estes resultados corraboram dados da literatura para Escherichia coli
(SEPUTIENE et al., 2006). Resultado semelhante foi encontrado por Lin et al. (1995), ao
avaliarem o pH minimo de crescimento de varios membros da familia enterobacteriaceae,
como Salmonella typhimurium, Escherichia coli e Shigella flexneri, encontraram os valores
de pH minimo de crescimento de 4,0, 4,4 e 4,8, respectivamente.

A inibicdo do crescimento bacteriano por acidos organicos, tais como o acido latico, é
de extrema importancia na producdo de alimentos. Os &cidos organicos diminuem o pH
intracelular pela producdo de ions de hidrogénio. Entretanto, ao contrario dos acidos fortes,
eles ndo se dissociam completamente. A forma nédo dissociada dos acidos fracos € considerada
0 motivo de sua maior inibicdo, em comparacdo com a dos &cidos fortes, que podem agir
apenas no exterior da célula (ITA; HUTKINS, 1991).

O écido latico tem a constante de dissociacdo &cida (pKa) de 3,86, estando este valor
proximo ao valor obtido para pH minimo de crescimento da bactéria. De acordo com Hsiao e
Siebert (1999), em valor de pKa proximo ao pH do meio prevalece a forma ndo dissociada

do acido, o estado no qual os &cidos organicos atravessam a membrana plasmatica.

3.2 Concentragdes minimas bactericidas dos componentes majoritarios

As CMB de cinamaldeido, eugenol e citral sobre ambas as cepas foram de 0,125%,
1,0% e 1,0%, respectivamente. O cinamaldeido apresentou maior atividade bactericida sobre
EPEC e ETEC, quando comparado com eugenol e citral, sendo este oito vezes mais eficiente.
Sabe-se que o Oleo essencial de Cinnamomum cassia, cujo componente majoritario é o
cinamaldeido, tem atividade bactericida superior a dos Oleos essenciais que tém como
componentes majoritarios o eugenol e o citral (OLIVEIRA et al., 2012; VALERIANO et al.,
2012), sugerindo sua elevada atividade antibacteriana, quando comparado com outros
componentes, como o eugenol e citral.

Esta acdo diferenciada também foi relatada por Pei et al. (2009) que, a0 compararem
as CMB dos componentes majoritarios eugenol e cinamaldeido obtidas para E.coli,

observaram valores de 1.600 e 800 mg/L para CMB (1,6% e 0,8%, respectivamente),
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corraborando os resultados obtidos neste trabalho. Rezende et al. (2017) demonstraram que o
6leo essencial de C. citratus inibiu bactérias resistentes a antibidticos na concentragdo de
0,06%, sendo efetivo contra E.coli na concentragdo de 31,25 mg.L ! (equivalente a 0,03%) .

Oleos ricos em compostos fendlicos tém atividade antimicrobiana sobre bactérias da
familia Enterobacteriaceae (PENALVER et al., 2005). Duarte et al. (2007), que avaliaram 29
Oleos essenciais contra diferentes sorotipos de E. coli, observaram que os 0leos de M.
piperita, O. basiculum, O. vulgare e Thymus vulgaris apresentaram concentra¢cdes minimas
inibitdrias acima de 1.000 pg/mL, valores considerados elevados pelos autores.

Em trabalho realizado com ETEC ATCC 35401, a mesma cepa utilizada neste
trabalho, Souza et al. (2016) verificaram que o 6leo essencial de C. cassia com 84,52% de E-
cinamaldeido apresentou uma CMB de 0,12%, o 6leo essencial de C.citratus com 43,77% de
geranial e 31,66% de neral apresentou CMB de 1,0% e o 6leo essencial de S.aromaticum,
contendo 80,67% de eugenol, CMB de 0,5%. A atividade antibacteriana encontrada por Souza
et al. (2016) foi devido, principalmente, aos componentes majoritarios, como no presente
trabalho.

Huang et al. (2014) determinaram a CMB do 6leo de Cinnamomum cassia contendo
68,52% de cinamaldeido sobre E. coli e encontraram 10 mg/mL (correspondente a 1%),
sugerindo que o componente cinamaldeido foi o responsavel pelo efeito bactericida. Os
mesmos autores sugerem que a perda da permeabilidade e da integridade da membrana
celular, com consequente extravasamento de conteudo intracelular, pode ser o principal efeito
dos mecanismos de acdo de 6leos essenciais de canela (Cinnamomum cassia) sobre S. aureus
e E. coli, que contém o composto transcinamaldeido como majoritéario.

Devi et al. (2010) relatam que o mecanismo primario de acdo do eugenol, em
concentracdo bactericida, promoveu a ruptura da membrana citoplasmatica bacteriana,
aumentando a sua permeabilidade ndo especifica. Esta hiperpermeabilidade promoveu o
extravasamento de ions e a perda excessiva de outros componentes celulares, incluindo as
proteinas intracelulares, resultando, finalmente, em morte celular. Craveiro et al. (1981)

complementam que o eugenol provoca inibicdo na producdo de amilase e proteases pela

célula, bem como sua deterioracéo e lise.

Greay e Hammer (2015) citam alguns dos mecanismos por meio dos quais 0s
monoterpenos atuam sobre células bacterianas. Os autores relatam que monoterpenos
interferem na integridade e no funcionamento da membrana celular, por meio da mudanca de

potencial da membrana, perda de material citoplasmatico e inibicdo da cadeia respiratdria.
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3.3 Adaptacdo de EPEC e ETEC aos componentes majoritarios cinamaldeido, eugenol e citral

A adaptacdo de EPEC e ETEC foi realizada pela adicdo de 1/4, 1/8 e 1/16 da
concentracdo obtida nos testes de CMB dos componentes majoritarios cinamaldeido, eugenol
e citral das bactérias. A concentracdo de ¥ da CMB dos componentes corresponde a 0,0312%
de cinamaldeido, 0,25% de eugenol e 0,25% de cital. A concentracdo equivalente a 1/8 da
CMB dos componentes corresponde a 0,0156% de cinamaldeido, 0,125% de eugenol e
0,125% de citral. J&, a concentracdo de 1/16 da CMB dos componentes equivalem a 0,0078%
de cinamaldeido, 0,0625% de eugenol e 0,0625% de citral para EPEC e ETEC. De acordo
com os resultados apresentados nas Tabelas 2 e 3, houve maior adaptacdo das bactérias frente
ao componente cinamaldeido, sendo observada a adaptacdo de EPEC até duas vezes mais
(0,25%), quando exposta a 1/8 do componente. J& para o eugenol, a tolerancia das células
alcancou apenas até 1%. ETEC apresentou resposta adaptativa por crescer em concentracdes
de até 0,25%, quando exposta a 1/4 e 1/8 de cinamaldeido. Assim, optou-se por diminuir a
concentracdo subletal de exposicdo das bactérias para 1/16, para a verificacdo da capacidade
adaptativa, quando submetidas a uma concentragdo menor dos componentes. Feito isso,
observou-se que EPEC tornou-se capaz de adaptar-se ao cinamaldeido, assim como as
concentracdes duas vezes maiores para os componentes eugenol (2%) e citral (2%), o que néo
havia acontecido antes da exposi¢do a concentracdo subletal de 1/16 de eugenol e citral
(Tabela 2).

Tabela 2 - Adaptacdo de EPEC aos componentes majoritarios cinamaldeido, eugenol e citral.

Estresse subletal
1/4 CMB

CMB/2 CMB 12xCMB  14xCMB  1,6xCMB  1,8xCMB 2xCMB
0,0312% CIN -
0,25% EU +
0,25% CIT
1/8 CMB

CMB/2 CMB 12xCMB  14xCMB  1,6xCMB  1,8xCMB 2xCMB
0,0156% CIN + + + + + + +
0,125% EU
0,125% CIT
1/16 CMB

CMB/2 CMB 12xCMB  14xCMB  1,6xCMB  1,8xCMB 2xCMB
0,0078% CIN + + + + + + +
0,0625% EU +
0,0625% CIT

(+) Houve crescimento. (-) Ndo houve crescimento. (CIN) cinamaldeido. (EU) eugenol. (CIT) citral.
Os resultados do crescimento ou auséncia do crescimento foram obtidos por meio de plaqueamento.
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Conforme os resultados expostos na Tabela 3, ETEC, quando submetida a
concentragdo subletal (1/16) dos antimicrobianos, tornou-se capaz de adaptar em
concentracdo de até duas vezes mais de cinamaldeido (0,25%) e CMB de eugenol (1%), ndo

apresentando capacidade adaptativa ao citral.

Tabela 3 - Adaptacdo de ETEC aos componentes majoritarios cinamaldeido, eugenol e citral.

Estresse
subletal
1/4 CMB
CMB/2 CMB 1,2xCMB 1,4xCMB 1,6xCMB 1,8xCMB 2XxCMB
0,0312% CIN + + + + + + +
0,25% EUG
0,25% CIT
1/8 CMB
CMB/2 CMB 1,2xCMB 1,4xCMB 1,6xCMB 1,8xCMB 2XxCMB
0,0156% CIN + + + + + + +
0,125% EUG
0,125% CIT
1/16 CMB
CMB/2 CMB 1,2xCMB 1,4xCMB 1,6xCMB 1,8xCMB 2XxCMB
0,0078% CIN + + + + + + +
0,0625% EUG + +
0,0625% CIT +

(+) Houve crescimento. (-) Ndo houve crescimento. (CIN) cinamaldeido. (EUG) eugenol. (CIT) citral.
Os resultados do crescimento ou auséncia do crescimento foram obtidos por meio de plaqueamento.

De acordo com Alvarez-Ordofiez et al. (2008), a exposicdo a condi¢des subletais de
substancias antimicrobianas pode resultar no desenvolvimento de aumento da tolerancia aos
mesmos (homdlogos), ou a agente de estresse de tolerancia cruzada (heter6logos). Neste
estudo, a exposicdo das bactérias a concentracfes subletais fez com que estas se tornassem
mais resistentes quando expostas posteriormente aos agentes antibacterianos. Isto é
confirmado por Souza, Tebaldi e Piccoli (2015), que avaliaram a capacidade de adaptacédo e
adaptacdo cruzada de Listeria monocytogenes aos compostos eugenol e carvacrol, e
encontraram CMI de 24% e, ap6s a exposicdo da bactéria a dose subletal de 0,06% dos
antimicrobianos, a CMI aumentou para 12,5%, levando-os a concluir que a pré-exposicao da
bactéria & concentracdo subletal dos antimicrobianos aumentou sua resisténcia.

Ter conhecimento da resposta adaptativa das bactérias a lesdo subletal € um aspecto
importante da microbiologia de alimentos, ja que muitos processos aos quais as bactérias sao
submetidas durante o processamento nédo sao letais, representando riscos quanto a inocuidade

dos produtos produzidos. A presenca de agentes antimicrobianos causou inibicdo do
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crescimento de estirpes ndo adaptadas, confirmando que os agentes avaliados sdo agentes
antibacterianos eficazes.

Dodd, Sharman e Bloomfield (1997) sugerem que as células bacterianas, quando
expostas a niveis subletais de antimicrobianos, podem desenvolver um desequilibrio entre
anabolismo e catabolismo causado por concentracOes de agentes antimicrobianos que sao
suficientes para interromper o crescimento sem afetar a taxa metabdlica, resultando na
autodestruicdo de células bacterianas por meio da producéo de radicais livres, devido a uma
falha nos mecanismos de reparacao celular. Os mesmos autores acrescentam que a letalidade
de um agente antimicrobiano contra células em rapido crescimento é aumentada pela
autodestruicdo, em vez de ser uma medida absoluta da eficcia do agente.

A atividade antimicrobiana exercida pelos Oleos essenciais e seus componentes
majoritarios tem sido descrita para uma ampla variedade de microrganismos, tanto gram-
positivos quanto gram-negativos, os quais respondem de forma distinta (BOULANOUAR et
al., 2013).

Conforme Gutierrez et al. (2008), a acdo antimicrobiana apresentada pelos 6leos
essenciais ndo depende unicamente da composi¢do quimica, mas também das propriedades
lipofilicas, da solubilidade em agua, da poténcia dos grupos funcionais e da mistura de
compostos com diferentes propriedades bioquimicas. No que se refere a poténcia do grupo
funcional, o cinamaldeido é um aldeido aromatico, ja bem conhecido como agente
antimicrobiano natural de patdgenos contaminantes de alimentos. Seu mecanismo de acao tem
sido associado a formacdo de base de Schiff com proteinas de membrana pela reacdo com seu
grupo carbonilico livre, o que provoca danos na membrana celular (GONZALEZ-AGUILAR
et al., 2011; WEI et al., 2011). Wendakoon e Sakaguchi (1993) levantaram a hip6tese de que
0 grupo hidroxilo no eugenol poderia se combinar com proteinas, impedindo a acdo da
enzima, enquanto o grupo carbonilo no cinamaldeido poderia aderir a proteinas para evitar a
acdo de aminoacidos descarboxilases.

Oussalah, Caillet e Lacroix (2006) relatam que o citral, um terpeno, tem a capacidade
de perturbar e penetrar na estrutura lipidica da parede celular bacteriana, levando a
desnaturacdo de proteinas, a destruicdo da membrana celular, a fuga de citoplasma e lise e,
eventualmente, a morte. A diminuicdo do pH devido a ruptura da membrana celular causada
por terpenos em bactérias significa que se perde o controle de processos celulares, tais como

transcricdo de DNA, sintese de proteinas e atividade enzimética.
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3.4 Resposta a tolerancia acida

Observou-se que a pré-exposicao das células ao pH minimo de crescimento induziu a
tolerancia acida nas bactérias estudadas. EPEC e ETEC desenvolveram tolerancia acida por
crescerem em pH 4,0 (Tabela 4), abaixo do pH minimo de crescimento, os quais haviam

inibido, completamente, o crescimento das células anteriormente.

Tabela 4 — Avaliacdo de crescimento de EPEC e ETEC em diferentes pH, quando submetidas
ao estresse acido.

pH
6,0 5,0 45 40 3,5 3,0 2,5 2,0
EPEC + + + + - - - -
CONTROLE + + + - - - - -
ETEC + + + + - - - -
CONTROLE + + + - - - - -

(+) Houve crescimento. (-) Ndo houve crescimento. Controle: Células de EPEC e ETEC ndo
adaptadas. Os resultados do crescimento ou auséncia do crescimento foram obtidos por meio de
plagueamento.

Um pH adverso afeta pelo menos dois aspectos de uma célula microbiana viva: o
funcionamento de suas enzimas e o transporte de nutrientes para o interior da célula. Em
relacdo ao transporte de nutrientes, a célula bacteriana tende a possuir uma carga residual
negativa. Desse modo, compostos ndo ionizados conseguem entrar na célula, enquanto
compostos ionizados nao conseguem. Em pH neutro ou alcalino, os &cidos organicos nao
entram, ao passo que, em valores de pH acidos, esses compostos estdo ndo ionizados e
conseguem entrar nas células carregados negativamente (JAY, 2005).

Portanto, os conservantes acidos fracos afetam a capacidade das células de manter a
homeostase do pH, interrompendo o transporte do substrato e inibindo as vias metabdlicas
(BEALES, 2004).

Seputiene et al. (2006) avaliaram a capacidade de E.coli K-12 MG1655 desenvolver
tolerancia &cida. Inicialmente, as células foram cultivadas meio LB a pH 7,0 e foram
adaptadas com &cido em meio LB a pH variando entre 3,8-5,8 (durante 15 min e 60 min).
Células ndo adaptadas foram utilizadas como controle. As células submetidas a pH 4,5-4,9
apresentaram melhor resposta adaptativa quando comparadas com as células adaptadas a pH
5,3-5,8, apds serem submetidas a pH 2,5. Os autores verificaram que as células pré-expostas a
pH 4,5 por 60 minutos obtiveram resposta adaptativa ao serem submetidas a pH 2,5, antes

considerado letal ao crescimento da bactéria. Este estudo assemelha-se ao resultado
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encontrado por Seputiene et al. (2006), visto que EPEC e ETEC desenvolveram tolerancia
acida, adaptando-se ao pH 4,0, apds serem expostas ao pH 4,5.

Manipuladores de alimentos devem ter conhecimento a respeito do emprego dos
acidos utilizados nas industrias alimenticias, a fim de se precaverem contra tolerancia acida de
microrganismos em industrias de alimentos. Conhecer a fisiologia dos possiveis
microrganismos contaminantes, assim como o pH minimo de crescimento dos mesmos e a
utilizacdo de métodos que impecam a adaptacdo, torna-se importante. Cebria'n et al. (2010)
relatam que a adicdo de inibidores de sintese protéica, tais como a rifampicina e o
cloranfenicol, a diferentes niveis nos meios de cultura, impede completamente o
desenvolvimento de resisténcia ao pH &cido em bactérias, sugerindo que a sintese proteica é

necessaria para o desenvolvimento das respostas de resisténcia.

3.5 Avaliacdo da adaptacdo cruzada entre 0s componentes majoritarios

Para verificar a capacidade de EPEC e ETEC desenvolverem adaptagdo cruzada,
inicialmente, as células foram adaptadas a concentracdo de 1/16 CMB dos componentes
majoritarios cinamaldeido, eugenol e citral, sendo esta equivalente a 0,0078%, 0,0625% e
0,0625%, respectivamente. ApoOs adaptacdo, as células foram expostas a diferentes
concentracdes dos componentes aos quais estas ndo foram previamente adaptadas (Tabela 5).

Tabela 5 — Resposta de adaptacdo cruzada de EPEC e ETEC entre 0s componentes
majoritarios.

Estresse Concentragédo Avaliagdo da Escherichia coli enteropatogénica
subletal (1/16CMB) adaptacéo
05CMB CMB 12CMB 14CMB 16CMB 18CMB 2CMB
EUG 0,0625% CIN - - - - - - -
EUG 0,0625% cIT + + + + - - -
CIN 0,0078% EUG - - - - - - -
CIN 0,0078% CIT - - - - - - -
cIT 0,0625% EUG - - - - - - -
CIT 0,0625% CIN + + + + + + +
Estresse Concentracdo Avaliacdo da
subletal (1/16CMB) adaptacéo Escherichia coli enterotoxigénica
05CMB CMB 12CMB 14CMB 16CMB 18CMB 2CMB
EUG 0,0625% CIN + + + + + + +
EUG 0,0625% cIT - - - - - - -
CIN 0,0078% EUG - - - - - - -
CIN 0,0078% CIT + + + + + + +
cIT 0,0625% EUG - - - - - - -
cIT 0,0625% CIN - - - - - - -

(EUG) Eugenol. (CIN) Cinamaldeido. (CIT) Citral. Os valores apresentados de (+) Houve crescimento
e (-) Néao houve crescimento foram obtidos através de plaqueamento. (EUG/CIN) exposta a
concentracdo subletal de eugenol, por 6 horas, a 37 °C e cultivada, por 24 horas, a 37 °C, no CIN. Para
todas as siglas seguem essa ordem.
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Os resultados de adaptagdo cruzada entre os componentes majoritarios apresentados na
Tabela 5 evidenciam que EPEC apresentou capacidade de adaptacdo cruzada em até 1/4 a
mais de citral (1,4%), apds adaptacdo ao eugenol e de até duas vezes mais de cinamaldeido
(0,25%), apds exposicdo ao citral. JA ETEC apresentou capacidade de adaptacdo de até duas
vezes mais de cinamaldeido (0,25%) ap6s adaptacdo ao eugenol e de até duas vezes mais de
citral (2%) apds exposicao ao cinamaldeido.

Conforme apresentado, observa-se que ambas as bactérias desenvolveram adaptacao
cruzada ao terpenoide citral, apds serem submetidas aos fenilpropanoides eugenol e
cinamaldeido. Esta adaptacdo a diferentes componentes pode estar relacionada com a
estrutura quimica da molécula. Deve-se considerar também que houve adaptagdo cruzada das
bactérias entre fenilpropanoides. De acordo com Dorman et al. (2000), as estruturas quimicas
dos componentes majoritarios de 6leos essenciais afetam seu modo de acdo e a atividade
antibacteriana.

Kalemba e Kunicka (2003) verificaram que a atividade antibacteriana de OGleos
essenciais ocorre da seguinte forma: os fendlicos sdo os mais ativos, seguido de aldeidos,
cetonas, alcoois e, finalmente, éteres. Estudos de Velluti et al. (2003) indicam que a atividade
antimicrobiana dos compostos hidroxilados dos 6leos pode estar relacionada com as ligaces
de hidrogénio que, possivelmente, interagem com sitios ativos das enzimas bacterianas.
Entretanto, o mecanismo de acéo dos terpenos ndao é completamente esclarecido; sabe-se que
estd relacionado com a ruptura da membrana plasmatica, devido ao carater lipofilico
(COWAN, 1999).

Os resultados no presente estudo mostram a capacidade de EPEC e ETEC crescerem
em meios de cultura na presenca de concentracdes subletais de componentes majoritarios de
o0leos essenciais utilizados como antimicrobianos. Esses resultados estdo de acordo com 0s
obtidos em pesquisas anteriores, em que a adaptacdo de E. coli a tensbes subletais ja foi
demonstrada (BRAOUDAKI; HILTON, 2004; CHUNG; BANG; DRAKE, 2006; DI
PASQUA et al., 2006, 2010).

Alonso-Caleja et al. (2015) verificaram a capacidade de E.coli ATCC 12806 em
desenvolver adaptacdo e adaptacdo cruzada a trés biocidas comumente utilizados em
instalagdes de processamento de alimentos, sendo estes fosfato trissodico, nitrito de sodio ou
hipoclorito de sddio e concluiram que a exposicdo prévia a concentracdes subletais de
biocidas contribuiu para o desenvolvimento de tolerancia adaptativa e adaptagdo cruzada em

E. coli frente ao nitrito e ao hipoclotito de sodio. Os autores complementam que bombas de
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efluxo e alteracbes na hidrofobicidade da superficie celular parecem estar associadas ao
mecanismo de adaptacdo da bactéria.

O fato de EPEC e ETEC tornarem-se tolerantes a antimicrobianos é uma preocupacao
particular porque estes sd@o antimicrobianos que podem utilizados em concentracfes subletais.
ConcentragOes subletais de antimicrobianos podem ocorrer como consequéncia do uso
inadequado (concentracdo errada ou distribuicdo inadequada), armazenamento inadequado
das formulacdes ou 0 uso de tratamentos de preservacdo em baixas intensidades (CAPITA;
ALONSO-CALLEJA, 2013). Parece possivel que as instalacbes de processamento de
alimentos possam proporcionar um ambiente seletivo para a tolerancia adaptativa aos agentes
antimicrobianos, o que pode, eventualmente, levar a uma situacdo indesejavel em que existem
estirpes residentes resistentes a estes agentes.

Estudos relatam que, ao serem expostas a concentracdes subletais de antimicrobianos,
ocorrem modificacdes no proteoma bacteriano. Conforme demonstrado por Siroli et al.
(2015), ao serem expostas a diferentes concentragdes subletais de 6leos essenciais de tomilho
e orégano, bem como carvacrol, timol, trans-2-hexenal e citral, as bactérias Escherichia coli,
Listeria monocytogenes e Salmonella enteritidis modificaram o perfil de proteinas
relacionadas a biossintese de &cidos graxos, por ter ocorrido aumento de &cidos graxos
insaturados. Os mesmos autores complementam que essa mudanca no perfil de acidos graxos
pode contribuir para a compreensdo dos mecanismos de resposta ao estresse utilizados por
diferentes microrganismos patogénicos frequentemente envolvidos em doencas transmitidas
por alimentos em relacdo a exposicdo a concentracdes subletais de antimicrobianos naturais.

Di Pasqua et al. (2006) também verificaram que, ao serem expostos a concentragdes
subletais de antimicrobianos, os microrganismos alteram o perfil proteico relacionado a
composicdo de acidos graxos de membrana, aumentando a concentracdo de acidos graxos
insaturados de cadeia longa, como um mecanismo adaptativo das células na presenca de uma
concentracdo subletal de composto antimicrobiano em resposta a uma condigdo de estresse.
Os autores adicionaram solu¢es metandlicas de timol, carvacrol, limoneno, cinamaldeido e
eugenol ao meio de crescimento de Escherichia coli O157: H7, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas fluorescens, Brochothrix thermosphacta e Staphylococcus aureus e verificaram
que a concentragdo de &cidos graxos insaturados aumentou mais quando as células cresceram
na presenca de limoneno e cinamaldeido. Em ambos os casos, 0 aumento liquido resultou em
uma diminuicdo da concentragdo de acido palmitico (C16) e um aumento na proporcao
linoleidica (C18), docosandico (C22), e concentragdes de acido eicosapentaenoico (C20).

Além disso, cinamaldeido também resultou no aumento da concentracdo de acido
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palmitoleico (C16). E importante destacar o aumento do &cido oleico (C18) no extrato lipidico
de células de E. coli cultivadas na presenca de concentra¢des subletais de eugenol.

Di Pasqua et al. (2010) verificaram alteracdes significativas no proteoma de
Salmonella enterica serovar Thompson MCV, ao ser exposta a concentracdes subletais de
timol. Como exemplo, foi observada maior expressdo das proteinas GroEL e DnaK, as quais

sdo chaves no mecanismo de prote¢do ao estresse térmico.

3.6 Avaliacédo da adaptacdo cruzada entre componentes majoritarios e estresse acido e

avaliacdo da adaptacdo cruzada entre estresse &cido e componentes majoritarios

Conforme apresentado na Tabela 6, EPEC e ETEC apresentaram capacidade de
adaptacdo cruzada por crescer em pH inferior ao minimo de crescimento (4,5). EPEC tornou-
se capaz de crescer em pH 3,5 apds exposta ao eugenol e pH 4,0 apds exposta ao
cinamaldeido e citral. J&4 ETEC apresentou a capacidade de crescimento a pH 2,5, ap6s ser
exposta ao eugenol; pH 3,0, apds ser exposta ao cinamaldeido e pH 4,0, ap6s exposicdo ao
citral. Portanto, observa-se que o eugenol foi 0 componente majoritario ao qual as bactérias,

apés serem expostas, tornaram-se mais resistentes.

Tabela 6 - Avaliacdo do crescimento de EPEC e ETEC em diferentes pHs, ap0s serem
submetidas ao estresse subletal de componentes majoritarios.
Escherichia coli enteropatogénica

Estresse subletal Resisténcia ao fator letal (pH)
1/16 CMB 6.0 50 45 40 35 30 25 20
EUG (0,0625%) + + + + + - - -
CIN (0,0078%) + + + +
CIT (0,0625%) + + + + -

Escherichia coli enterotoxigénica
Estresse subletal Resisténcia ao fator letal (pH)
1/16 CMB 60 50 45 4,0 35 30 25 20
EUG (0,0625%) + + + + + + + -
CIN (0,0078%) + + + + + +

CIT (0,0625%) +

(EUG) Eugenol. (CIN) Cinamaldeido. (CIT) Citral. Os valores apresentados de (+) houve crescimento
e (-) ndo houve crescimento foram obtidos por meio de plagueamento.

Resultados apresentados na Tabela 7 demonstram que EPEC apresentou adaptagéo
cruzada apenas ao cinamaldeido, crescendo em concentragdes de até duas vezes maiores
(0,25%), quando exposta ao componente cinamaldeido. O mesmo ocorreu com ETEC, porém,

a bactéria adaptou-se apenas até a CMB (0,125%) do componente cinamaldeido.
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Tabela 7 - Avaliacdo da adaptacdo cruzada entre estresse acido e componentes majoritarios.

Escherichia coli enteropatogénica

Estresse Fator

subletal letal Resisténcia ao fator letal

pHo) 0,5CMB CMB 12CMB _ 1,4CMB _ 1,6CMB 1,8CMB 2CMB
45 EUG - - - - - - -
45 CIN + + + + + + +
45 CIT - - - - - - -

Escherichia coli enterotoxigénica

Estresse Fator

subletal letal Resisténcia ao fator letal

pHmc) 0,5CMB CMB 12CMB _ 1,4CMB _ 1,6CMB 1,8CMB 2CMB
45 EUG - - - - - - -
45 CIN + + - . . . -
45 CIT - - - . . . -

(EUG) Eugenol. (CIN) Cinamaldeido. (CIT) Citral. Os valores apresentados de (+) houve crescimento
e (-) ndo houve crescimento foram obtidos por meio de plagueamento.

Juven et al. (1994) relatam que as propriedades antibacterianas de alguns componentes
de 6leos essenciais sao melhoradas ap6s exposicao a pH baixo. Este fato pode ter contribuido
para 0 que ocorreu neste estudo ao considerar que houve adaptacdo cruzada apenas ao
cinamaldeido ap0s as bactérias serem expostas ao pH 4,5 evidenciando que o baixo pH
potencializou o efeito antimicrobiano dos componentes, visto que as bactérias apresentaram
maior capacidade adaptativa quando expostas inicialmente aos componentes e, depois,
submetidas a diferentes valores de pH. Com base no conceito de adaptacdo cruzada, segundo
o qual o microrganismo torna-se resistente a determinado fator de estresse apds ter sido
exposto a outro agente estressor, observa-se a ocorréncia da inducdo de tolerancia cruzada em
Escherichia coli enteropatogénica e Escherichia coli enterotoxigénica.

Devido aos resultados de adaptacdo e/ou adaptacdo cruzada encontrados neste
trabalho, serdo realizadas analises proteémicas das bactérias apds expostas a concentraces
subletais dos componentes majoritarios, no intuito de verificar as mudancas ocorridas no
perfil proteico bacteriano, uma vez que a protbmica propde um estudo mais avancado para

visualizar o padrdo e o nivel de expressao de proteinas sob condicGes adversas.
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4 CONCLUSAO

Neste trabalho comprova-se o potencial dos componentes majoritarios cinamaldeido,
eugenol e citral contra EPEC e ETEC, sendo, portanto, Uteis na industria de alimentos, desde
que utilizados em concentragdes corretas.

EPEC apresentou capacidade adaptativa quando exposta as concentracdes subletais de
cinamaldeido, eugenol e citral. Ja a ETEC apresentou capacidade adaptativa quando exposta
as concentracdes subletais de cinamaldeido e eugenol.

EPEC e ETEC foram capazes de desenvolverem tolerancia 4cida.

EPEC e ETEC desenvolveram adaptacdo cruzada entre componentes majoritarios,
entre componentes majoritarios e estresse acido e entre estresse acido e 0o componente
majoritario cinamaldeido.

Etapas futuras serdo realizadas, no intuito de verificar mudancgas ocorridas no perfil
proteico dessas bactérias, quando expostas a condigdes estressantes utilizadas em industrias

de alimentos, como, por exemplo, estresse acido e agentes antimicrobianos.
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