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RESUMO GERAL

A contaminacdo de superficies e alimentos por microrganismos deterioradores e patogénicos
como Salmonella sp. € uma preocupagdo na industria de alimentos. Os 06leos essenciais e seus
componentes majoritarios tém demonstrado atividade antimicrobiana sobre esses
microrganismos. Eles podem modificar as caracteristicas sensoriais dos alimentos aos quais
sdo adicionados no intuito de preserva-los. Diante disso, esses antimicrobianos vém sendo
utilizados em conjunto com outras barreiras, para que sejam utilizados em menores
quantidades, o que faz com que eles possam ser encontrados em concentracdes subletais.
Assim, as caracteristicas fisiologicas desses microrganismos podem conferir resisténcia aos
agentes antimicrobianos, como, por exemplo, aos sanificantes utilizados nos procedimentos
de higienizagdo ou aos antimicrobianos utilizados na conservagdo de alimentos. Esta
frequente exposicao a concentragdes subletais pode levar ao aparecimento de microrganismos
mais resistentes. Neste contexto, este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a
adaptacdo de células planctonicas e sésseis de Salmonella enterica sorovar Enteritidis ao 6leo
essencial de cravo, seu componente majoritario eugenol, ao quaternario de aménio e ao
estresse acido. Para a avaliacdo da adaptacdo das células plancténicas, primeiramente, foi
realizada a andlise das concentra¢fes minimas bactericidas (CMB) do 6leo essencial de cravo
e de seu componente majoritario eugenol nas concentracdes de 0,5; 0,9; 1,9; 3,9; 7,8; 15,6;
31,2 e 62,5 mg.mL™" e do quaternario de aménio nas concentracdes de 0,1; 0,2; 0,5; 0,9; 1,9
mg.mL™, que foram determinadas empregando-se a técnica de microdiluicdo em caldo em
placas de poliestireno de 96 cavidades e incubados, a 37 °C, por 24 horas. Para a avaliagdo da
adaptacdo das células sésseis, primeiramente foi realizada a analise da CMB do 6leo essencial
de cravo e de seu componente majoritario eugenol nas concentragfes de 10; 20; 30; 40; 50;
60; 70 e 80 mg.mL™ e do quaternario de amdnio nas concentracdes de 30; 40; 50; 60; 70; 80;
90 e 100 mg.mL™?, que foram determinadas empregando-se a técnica de microdiluicdo em
caldo em placas de poliestireno de 96 cavidades e incubados, a 37 °C, por 48 horas. Em todo
0 experimento os antimicrobianos foram homogeneizados em caldo BHI, adicionado de 0,5%
(v/v) de Tween 80. Para a adaptacdo das células planctonicas, utilizou-se a concentracéo
subletal de 1/8 CMB dos antimicrobianos, a 37 °C, por 6 horas. Para adaptacdo das células
sésseis utilizou-se a concentracdo subletal de 1/8 CMB dos antimicrobianos das células
planctonicas, a 37 °C, por 48 horas. Para a inducdo de resisténcia direta das células
plancténicas, ou seja, submetidas a concentracdo subletal e, posteriormente, expostas ao
mesmo antimicrobiano, ndo foi observada a adaptacédo, tendo as CMB se mantido as mesmas.
Entretanto, foi observada adaptacdo cruzada de S. Enteritidis entre o 6leo essencial de cravo e
eugenol ao pH, e os microrganismos passaram a crescer em pH 4,5 e 5,0, respectivamente.
Também foi observada a adaptacdo cruzada entre o componente majoritario eugenol e o
sanificante quaternario de amonio. Para a inducdo de resisténcia direta e cruzada das células
sésseis foi observada a adaptacdo ao eugenol, tendo sua concentragdo minima bactericida do
biofilme (CMBB) passado de 30 para 40 mg.mL™, para ambos os casos. Pode concluir-se que
esses antimicrobianos podem ser utilizados na indastria de alimentos, mas medidas
preventivas devem ser utilizadas para que o0 microrganismo ndo seja submetido a
concentragdes subletais desses antimicrobianos, devido a aquisicdo de tolerancia cruzada.

Palavras-chave: Oleo essencial. Salmonella. Microrganismo patogénico. Estresse &cido.
Adaptacao.



GENERAL ABSTRACT

Surfaces and food contamination by deteriorating and pathogenic microorganisms such as
Salmonella sp. is a concern in the food industry. Essential oils and their major compounds
have demonstrated antimicrobial activity on these microorganisms. They can modify the
foods sensorial characteristics to which they are added in order to preserve them. Front of this,
these antimicrobials have been used in conjunction with other barriers, in order that it is used
in smaller quantities, so they can be found in sublethal concentrations. Thus, the physiological
characteristics of these microorganisms may confer resistance to antimicrobial agents, such
as, for instance, sanitizers used in hygienic procedures or antimicrobials used in food
preservation. This frequent exposure to sublethal concentrations may lead to the appearance
of more resistant microorganisms. In this context, the objective of this study was to evaluate
the adaptation of planktonic and sessile cells of Salmonella enterica sorovar Enteritidis to the
clove essential oil, its majoritarian compound eugenol, quaternary ammonium and acid stress.
In order to evaluate the adaptation of the planktonic cells, were firstly analyzed the clove
essential oil minimum bactericidal concentrations (MBC) and its major compound eugenol at
concentrations of 0.5; 0.9; 1.9; 3.9; 7.8; 15.6; 31.2 and 62.5 mg.mL™ and the quaternary
ammonium at concentrations of 0.1; 0.2; 0.5; 0.9; 1.9 mg.mL™, which were determined using
the broth microdilution in 96-well polystyrene plates and incubated at 37 ° C for 24 hours. To
evaluate the adaptation of the sessile cells, were firstly analyzed the MBC of the clove
essential oil and its major compound eugenol at concentrations of 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70
and 80 mg.mLand also the quaternary ammonium at concentrations of 30; 40; 50; 60; 70;
80; 90 and 100 mg.mL™ which were determined using the broth microdilution in 96-well
polystyrene plates and incubated at 37 ° C for 48 hours. Throughout the experiment the
antimicrobials were homogenized in BHI broth, added with 0.5% (v / v) Tween 80. For the
adaptation of the planktonic cells, the sublethal concentration of 1/8 MBC of the
antimicrobials was used, at 37 ° C, for 6 hours. To adapt the sessile cells, the sublethal
concentration of 1/8 MBC of the antimicrobials of the planktonic cells was used at 37 ° C/48
h. For direct resistance induction of planktonic cells, that is, subjected to sublethal and then
exposed to the same antimicrobial concentrations, there was no adaptation, the MBC
remained the same. However, cross-adaptation of S. Enteritidis between clove essential oil
and eugenol at pH was observed, and the microorganisms grew at pH 4.5 and 5.0,
respectively. Cross-matching between the majoritarian component eugenol and the quaternary
ammonium sanitizer was also observed. For the induction of direct and cross resistance of
sessile cells, adaptation to eugenol was observed, with a minimum bactericidal concentrations
of biofilm (MBCB) increased from 30 to 40 mg.mL™, in both cases. It can be concluded that
these antimicrobials can be used in the food industry, but preventive measures should be used
so that the microorganism is not subjected to sublethal concentrations of these antimicrobials
due to the acquisition of cross tolerance.

Keywords: Essential oil. Salmonella. Pathogenic microorganism. Acid stress. Adaptation.
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1 INTRODUCAO

Pode-se inferir que a resisténcia microbiana é resultado da complexa interacdo entre 0s
agentes antimicrobianos, 0s microrganismos e 0 meio ambiente. Assim, a versatilidade
microbiana de se adequar as condigdes impostas representa um mecanismo formidavel de
defesa (FUNDACAO OSVALDO CRUZ - FIOCRUZ, 2005).

Preocupacdes crescentes sobre a transmissdo de doencas de origem alimentar tém
levado ao aumento da utilizacdo de agentes antimicrobianos, nas indudstrias e nas residéncias.
H& preocupacbes em relacdo ao fato de que o uso indiscriminado e inadequado desses
compostos biocidas (concentracdes inadequadas, limpeza insuficiente antes da aplicacdo ou
presenca de sanificantes residuais subletais apds sanificacdo) pode contribuir para a
propagacdo da resisténcia bacteriana a esses compostos, bem como a resisténcia cruzada a
certos antibidticos terapéuticos. Estudos demonstraram o potencial para que esse fendbmeno
ocorra (BRAOUDAKI; HILTON, 2004; RUSSELL, 2000).

A resisténcia das bactérias aos antimicrobianos tem sido atribuida a mecanismos
herdados e ndo herdados que estdo diretamente ligados a espécie bacteriana e ao estado
fisioldgico (LEVIN, 2004; LEVIN; ROZEN, 2006).

Tem sido relatado em estudos que o uso de determinados sanificantes promove
pressdo seletiva e contribui para o surgimento de microrganismos resistentes a eles
(LANGSRUD et al., 2003). Assim, é possivel que a resisténcia a sanificantes dos
microrganismos de um biofilme também seja consequéncia da exposicdo prolongada a doses
subletais desses compostos (DAVIDSON; HARRISON, 2003). Apesar de a resisténcia
bacteriana a antibidticos ser bastante conhecida, a resisténcia a sanificantes e a conservantes
de alimentos ainda é pouco estudada. Os mecanismos bioquimicos exatos de adaptacdo e de
resisténcia ainda ndo foram completamente elucidados (BRAOUDAKI; HILTON, 2005;
LEVIN, 2004; RUSSEL, 2003).

O crescente interesse por compostos antimicrobianos naturais tem aumentado devido a
mudancas nas atitudes dos consumidores em relacdo ao uso de agentes sintéticos de
conservacdo de alimentos, detergentes e sanificantes, buscando aqueles que causam menor
impacto (LEBERT; LEROY; TALON, 2007). Entre os agentes que tém recebido recente
interesse, destaca-se a utilizacdo de 0leos essenciais.

Os 6leos essenciais sdo formados a partir de vias metabolicas secundarias e podem ser
definidos como misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas

e liquidas, que ocorrem em estruturas secretoras especializadas, tais como pelos glandulares,
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células parenquiméticas diferenciadas e canais oleiferos, ou em bolsas lisigenas ou
esquizolisigenas (BURT, 2004).

A partir de condicdes favoraveis, quase todos os microrganismos sao capazes de
formar biofilmes (MCLANDSBOROUGH et al., 2006). As bactérias sdo as que mais
frequentemente produzem biofilme, ainda que algumas apresentem, naturalmente, maior
aptiddo que outras. Adesdo de Salmonella a superficies de industrias de alimentos foi o
primeiro relato publicado em relacdo a formacdo de biofilme por bactérias de origem
alimentar (DUGUID; ANDERSON; CAMPBELL, 1966).

No estado de Sdo Paulo, a Salmonella enterica Enteritidis representou, nas duas
ultimas décadas, de 0,4% a 1,0% de todos os sorotipos isolados de infeccdes humanas. A
partir de 1993, verificou-se aumento crescente no seu isolamento e, em 1995, passou a ser 0
sorotipo predominante, correspondendo a 64,9% dos isolamentos de material biolégico de

origem humana e 40,6% de outras origens (PERESI et al., 1998).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Salmonella enterica sorovar Enteritidis

Salmonella é uma bactéria em forma de bastonete curto, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, aerobia facultativa, gram-negativa, ndo produtora de esporos. A maioria
é movel, com flagelos peritriquios, a exce¢do da S. Gallinarum e S. Pullorum. Esse género
fermenta a glicose, produzindo acido e gas, porém, € incapaz de fermentar a lactose e a
sacarose (FORSYTHE, 2002), além de ser capaz de utilizar o citrato como Unica fonte de
carbono (FRANCO; LANDGRAF, 1996). A temperatura Otima de crescimento é de,
aproximadamente, 38 °C e a minima, de 5 °C. Como ndo formam esporos, sdo relativamente
termossensiveis, podendo ser destruidas a 60 °C, por 15 a 20 minutos (FORSYTHE, 2002).

Salmonella enterica é o agente etioldgico de doencas transmitidas por alimentos em
aves e produtos avicolas, sendo essas as principais fontes de infeccdo no ser humano. Os
sorovares S. Typhimurium e S. Enteritidis sdo 0s mais comuns associados com a infeccdo
humana (GONZALEZ-GIL et al., 2012), sendo ambos classificados, atualmente, como re-
emergentes.

O pH 6timo para a multiplicacdo das salmonelas fica proximo de 7,0, sendo valores
superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 bactericidas. Dependendo da natureza do &cido utilizado
para acidificacdo, o pH minimo pode subir para 5,5, e concentracGes de sal superiores a 9%
ndo sdo toleradas por essa bactéria (FRANCO; LANDGRAF, 1996). Em relacdo a agua
disponivel, a inibicdo do crescimento foi observada em valores de atividade de agua (aw)
abaixo de 0,94 em meios com pH neutro; com a, maiores, os valores de pH podem ser
menores (JAY, 2005).

Salmonella, assim como outros microrganismos enteropatogénicos, apresenta
surpreendente capacidade de sobreviver em condigdes rigorosas encontradas no ambiente
natural e no organismo hospedeiro. A capacidade de adaptacdo e sobrevivéncia a estes
estresses estd diretamente relacionada a habilidade de alguns microrganismos de causar
doengas (AUDIA; WEBB; FOSTER, 2001).

As bactérias do género Salmonella caracterizam-se por provocar contaminacdes
devido as deficiéncias de saneamento basico e as mas condigdes higiénico-sanitarias da
maioria da populacdo, aliadas ao precério controle de qualidade de algumas industrias
alimenticias e de abatedouros de aves (TUNON et al., 2008).
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As infecgOes por Salmonella podem ser graves, especialmente em criangas, idosos ou
pessoas imunodeprimidas, com dose infectante possivel, para as pessoas saudéaveis, de 10° a
10" UFC/mL (SANTOS et al., 2001).

Pesquisas realizadas visando detectar Salmonella spp. em alimentos no Brasil indicam
sua presenca em alimentos com alto teor de umidade e proteinas, como molhos de salada,
maionese, linguicas e ovos (CHAO et al., 2007) e frangos (SANTOS et al., 2001).

Apesar das melhorias nas condi¢cdes higiénico-sanitarias no processamento de
alimentos, surtos de salmoneloses originados do consumo de alimentos contaminados ainda

ocorrem e constituem sério problema de saude publica (JAY, 2005).
2.2 Biofilmes

A maior parte da atividade bacteriana na natureza ocorre ndo com células
individualizadas crescendo de maneira plancténica (livres, em suspensdo), mas como
comunidades sésseis (células microbianas associadas a diversos tipos de superficies), com
diferentes graus de complexidade, em estrutururas denominadas biofilmes (WATNICK;
KOLTER, 2000; WEBB; GIVSKOVY; KJELLEBERG, 2003).

Os biofilmes podem ser definidos como um ecossistema microbiol6gico complexo
formado por populagdes microbianas aderidas a superficies bidticas ou abidticas, podendo ser
compostas por populac@es oriundas de uma Unica espécie ou por comunidades derivadas de
maultiplas espécies microbianas embebidas em matriz exopoliméricas (COSTERTON;
WILSON, 2004; DAVEY; O’TOOLE, 2000; PARSEK; FUQUA, 2004).

Uma caracteristica que deve ser ressaltada na formacao de biofilmes é a dependéncia
critica da presenca de substancias extracelulares que constituem a matriz polimérica na qual
as células sdo envoltas (VEENING et al., 2006).

A matriz de substdncias poliméricas extracelulares (EPS), também chamada de
glicocalix, e responsavel pela morfologia, a estrutura, a coesdo e a integridade funcional do
biofilme. Sua composi¢cdo quimica, heterogénea e complexa (FLEMMING; NEU;
WOZNIAK, 2007), determina a maioria das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do
biofilme (FLEMMING; WINGENDER, 2010). Ainda que haja a predominancia de
polissacarideos (WANTNICK; KOLTER, 2000), ela também pode ser constituida por
proteinas, como glicoproteinas, acidos nucleicos (acido desoxirribonucleico, é&cido
ribonucleico) e fosfolipidios (GUIBAUD et al., 2008).
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Na maioria dos biofilmes, os microrganismos constituem menos de 10% da matéria
seca, enquanto a EPS pode ser responsavel por mais de 90% (FLEMMING; WINGENDER,
2010). O topo e a base do biofilme tém maior densidade de células e, muitas vezes, existem
canais para o transporte de agua, nutrientes e residuos (REN; SIMS; WOOD, 2002). As
celulas dentro do biofilme estdo sujeitas a gradientes de nutrientes que, normalmente,
resultam em células metabolicamente ativas, ou seja, com acesso a nutrientes, na superficie
intermediaria do biofilme e células metabolicamente inativas no liquido sobreposto a periferia
e na superficie mais interna (PARSEK; FUQUA, 2004). Os biofilmes contém células
bacterianas em diferentes estagios de desenvolvimento fisioldgico.

Varios microrganismos séo capazes de aderir e formar biofilmes em diversos tipos de
superficies, podendo ser divididos em deteriorantes e patogénicos. Na industria de alimentos,
0 grupo de maior predominancia € o das bactérias, cujas elevadas taxas de multiplicacéo,
grande capacidade de adaptacdo e producdo de substdncias e estruturas extracelulares as
tornam aptas a formacao de biofilme (CHARACKLIS, 1990; NITSCHKE, 2006).

2.2.1 Etapas envolvidas no processo de formagéo de biofilmes microbianos

Os microrganismos passam por intensas mudancas durante a transicdo de células
planctonicas para células sésseis e a posterior organizacdo em comunidades altamente
complexas (O’TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000).

O desenvolvimento do biofilme bacteriano inclui tanto o comportamento individual e
as interag@es iniciais das células indiferenciadas, assim como a morte celular e a diferenciagdo
no biofilme maduro (WEBB; GIVSKOVY; KJELLEBERG, 2003). O biofilme forma-se em
qualquer superficie solida em que haja presenca bacteriana, e sua formacgdo ocorre em uma
sequéncia de eventos, da seguinte forma:

a) os nutrientes dos alimentos sdo adsorvidos na superficie formando um filme
condicionante. Isso leva & alta concentracdo de nutrientes e favorece a formacdo de
biofilmes. A camada de nutrientes afeta, ainda, as propriedades fisico-quimicas da
superficie, como, por exemplo, a mudanca na hidrofobicidade e as cargas
eletrostaticas, as quais influenciam as condicGes de colonizacao;

b) ap6s a formacdo dessa camada, a bactéria se aproxima da superficie, de modo que sua
mobilidade seja retardada. A bactéria entdo se associa de forma transitoria com a
superficie e/ou outros microrganismos anteriormente ligados a superficie. Esta

associagdo transitdria permite a busca de um lugar para se estabelecer. A adesdo inicial



18

é controlada por interagdes eletrostéticas e por forcas fisicas, como forca de Van der
Waalls, forca de Lewis e ligagOes de hidrogénio. Estas forcas estao diretamente
relacionadas com as propriedades fisico-quimicas das superficies a serem aderidas e
da superficie do microrganismo, que séo a hidrofobicidade e a carga elétrica;

c) apds a adsorcdo ocorrem a adesao irreversivel e o crescimento das células bacterianas
nas superficies. Durante essa fase, as células produzem mais polimeros, que aumentam
sua fixacdo e estabilizam as col6nias contra flutuaces do ambiente;

d) junto a adesdo continua ocorrem a producdo de moléculas sinalizadoras, o transporte
de substratos, a multiplicacdo celular e a producdo de EPS, levando a formacéo de
biofilme;

e) com o tempo, o biofilme comeca a liberar particulas relativamente grandes de
biomassa. As bactérias das partes liberadas podem contaminar o alimento e/ou iniciar
a formacdo de um novo biofilme (BREYERS; RATNER, 2004; KREPSKY et al.,
2003; RAZATOS et al., 1998; WATNICK; KOLTER, 2000).

O carécter irreversivel da adesdo €, geralmente, mediado pela producdo do EPS e pela
presenca de apéndices (pili, flagelo, proteinas adesina) (CHARACKLIS, 1990; FLEMMING,;
NEU; WOZNIAK, 2007; SIMOES; SIMOES; VIEIRA, 2010).

Na Figura 1 tem-se a ilustracdo das etapas do mecanismo de ades&o bacteriano.

Figura 1 - Processo de formacao do biofilme.
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Fonte: Breyers e Ratner (2004).
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2.2.2 Mecanismos de resisténcia de bactérias em biofilmes

Os microrganismos podem ser divididos em duas formas, de acordo com sua forma de
crescimento, que sdo os plancténicos e os sésseis. No estagio planctdnico, 0s microrganismos
vivem livremente como organismos flutuantes individuais, enquanto na fase séssil se
encontram aderidos a uma superficie, formando os biofilmes e funcionando como
comunidade integrada fechada (POULSEN, 1999).

As células em biofilmes bacterianos apresentam fisiologia, ecologia e impactos de
resisténcia distintos da célula do mesmo microrganismo que esteja crescendo em culturas
planctonicas. Estas diferencgas contribuem ndo somente no processo de infecgéo, biocorroséo e
biodeterioracdo, mas também tornam os biofilmes um dos nichos ambientais mais provaveis
para o0 desenvolvimento de resisténcia e selecdo microbiana (GILBERT; ALLISON;
MCBAIN, 2002).

Os biofilmes constituem uma barreira fisica, protegendo as células de inUmeros fatores
de estresse ambiental, como luz ultravioleta (UV), estresse osmatico, calor, inanigéo,
detergentes acidos, antibioticos, fagdcitos, anticorpos e bacteriéfagos. Esta comunidade de
celulas bacterianas fechada em uma matriz polimérica de producdo propria e aderida a uma
superficie viva ou inerte constitui um modo protegido de crescimento que permite a
sobrevivéncia em ambientes hostis (LEHNER et al., 2005).

Tem sido demonstrado que os microrganismos em biofilmes sdo mais resistentes aos
sanificantes do que células planctonicas (MILLEZI et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2010a,
2010b). A sua resisténcia depende da sua atividade metabolica e aumenta com a idade do
biofilme. A resisténcia a agentes antimicrobianos exibida pelo biofilme esté relacionada com
a sua estrutura tridimensional e a capacidade do sanificante de penetrar e eliminar a mesma
(POULSEN, 1999). A resisténcia também pode ser atribuida a fatores como neutralizacdo de
antimicrobianos pela matriz polimérica, baixa taxa de crescimento e aquisicdo de genes que
conferem resisténcia (PARKAR; FLINT; BROOKS, 2004).

2.2.3 Controle e eliminagdo de biofilmes

A industria de alimentos deve adotar estratégias de carater preventivo para o controle
do biofilme. Para tal, é necessario implementar procedimentos eficientes de higienizacdo. No
entanto, tais medidas nem sempre sdo suficientes para evitar a formacdo e o acimulo de

biofilmes nas superficies.
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Sé&o consideradas agentes antimicrobianos todas as substancias que apresentam uma ou
mais zonas ativas capazes de estabelecer interagdes com componentes celulares em sitios alvo
especificos das células microbianas (PAULUS, 1993). De forma geral, antimicrobiano define-
se como sendo uma substancia que exerce efeito adverso na viabilidade ou no crescimento e
na reproducdo do microrganismo (GAYLARDE; MORTON, 1999; PAULUS, 1993).

2.3 Adaptacdo e adaptacdo cruzada de células plancténicas e sesseis a agentes

antimicrobianos

Pode-se inferir que a resisténcia antimicrobiana é resultado da complexa interacdo
entre 0s agentes antimicrobianos, 0s microrganismos e 0 meio ambiente. Assim, a
versatilidade microbiana de se adequar as condi¢des impostas representa um mecanismo de
defesa (FIOCRUZ, 2005).

A resisténcia das bactérias aos antimicrobianos tem sido atribuida a mecanismos
herdados e ndo herdados (LEVIN; ROZEN, 2006), que estdo diretamente ligados a espécie
bacteriana e ao estado fisioldgico (LEVIN, 2004).

Estudos mostram que o uso de determinados sanificantes promove pressao seletiva e
contribui para o surgimento de microrganismos resistentes a eles (LANGSRUD et al., 2003).
Apos a exposigdo regular aos sanificantes, bactérias gram-positivas apresentam tolerancia a
estes compostos quimicos. Estudos revelaram que bactérias de mesmo género e espécie tém
diferentes graus de sensibilidade ao mesmo desinfetante. Além disso, desinfetantes com
formulagdes quimicas similares, porém ndo idénticas, tém eficacia diferente contra as mesmas
bactérias (SANDER et al., 2002). Assim, é possivel que a resisténcia dos microrganismos em
biofilme a sanificantes também possa ser consequéncia da exposicdo prolongada a doses
subletais destes compostos (DAVIDSON; HARRISON, 2003).

Apesar de a base da resisténcia bacteriana a antibioticos ser bastante conhecida, a
resisténcia a sanificantes e conservantes de alimentos ainda é pouco estudada. Os mecanismos
bioquimicos exatos de adaptacdo e de resisténcia permanecem largamente desconhecidos
(BRAOUDAKI; HILTON, 2005; LEVIN, 2004; RUSSEL, 2003).

A preocupagdo com a produgdo de alimentos mais seguros e com o aumento da vida
util dos produtos tem levado ao uso mais frequente da sanificacdo quimica (LANGSRUD et
al., 2003). Assim, se 0s agentes antimicrobianos e sanificantes tém como funcdo controlar

patdgenos de origem alimentar, os fabricantes de alimentos devem saber mais sobre o
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potencial de desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos alvos (DAVIDSON;
HARRISON, 2003).

A resisténcia cruzada pode ocorrer quando diferentes agentes antimicrobianos tém o
mesmo alvo na célula, atingem rota comum de acesso aos respectivos alvos ou iniciam uma
via comum para a morte celular, ou seja, 0 mecanismo de resisténcia € 0 mesmo para mais de
um agente antibacteriano (CHAPMAN, 2003). De acordo com Landau e Shapira (2012),
evidéncias moleculares e fisioldgicas apontam que bactérias patogénicas de origem alimentar
podem adaptar-se a estresses subletais e, como consequéncia, tornarem-se mais resistentes aos

niveis letais do estresse ou adquirir protecdo cruzada contra outros estressores.

2.4 Agentes antimicrobianos tradicionais

Dentre o0s agentes antimicrobianos tradicionais utilizados na formulagdo de
sanificantes para industria de alimentos tém-se os de carater oxidantes e 0s ndo oxidantes.
Entre os agentes antimicrobianos tradicionais podem-se citar os compostos clorados (cloro,
dioxido de cloro, acido hipocloroso e hipoclorito de sédio e de célcio), compostos nédo
halogenados (oz6nio e peroxido de hidrogénio), aldeidos, sais quaternarios de aménio e acido
peracético, entre outros (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008).

Nas ultimas décadas, produtos vegetais com atividade antimicrobiana ganharam
especial interesse devido ao aumento do numero de microrganismos resistentes aos
antibidticos comumente utilizados (ESSAWI; SROUR, 2000). Ao mesmo tempo, a sociedade
ocidental estd enfrentando a tendéncia do consumismo “verde” (SMID; GORRIS, 1999),
desejando menos aditivos alimentares sintéticos e produtos com menor impacto sobre o meio

ambiente.

2.5 Oleos essenciais

Em razdo do aumento da resisténcia de microrganismos patogénicos a multiplas
drogas, devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos, existe uma preocupagdo de buscar
novas alternativas terapéuticas (LIMA et al., 2006). Os 0leos essenciais e seus componentes
majoritarios estdo entre os produtos naturais de grande interesse cientifico, devido a
possibilidade de emprega-los como agentes antimicrobianos, pois constituem importante fonte

de novos componentes biologicamente ativos (MICHELIN et al., 2005).
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Os 0leos essenciais sdo formados a partir de vias metabdlicas secundarias e podem ser
definidos como misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas
e liquidas, que ocorrem em estruturas secretoras especializadas, tais como pelos glandulares,
células parenquimaticas diferenciadas, canais oleiferos ou em bolsas lisigenas ou
esquizolisigenas. Podem ser estocados em flores, folhas, casca do caule, madeira, raizes,
rizomas, frutos e sementes, podendo variar na sua composicdo de acordo com a localizagdo
em uma mesma espécie (SIMOES; SPITZER, 2004).

A origem de todos os metabdlitos secundarios pode ser a partir do metabolismo da
glicose, via dois intermediérios principais, o &cido chiquimico e o acetato. O &cido chiquimico
é formado pela condensacdo alddlica de dois metabdlitos da glicose, fosfoenolpiruvato e
eritrose-4-fosfato, e origina os aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina, precursores da
maioria dos metabdlitos secundarios aromaticos. Exemplos de componentes aromaticos
originados do metabolismo secundario sdo os fenilpropanoides, que derivam do acido
cindmico, originado da fenilalanina a partir da agéo da enzima fenilalanina amonialiase (PAL)
e apresentam uma cadeia lateral de trés atomos de carbono ligados ao anel aromatico (Figura
2) (SANTOS, 2004).

Figura 2 - Ciclo biossintético dos metabolitos secundérios.
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Na natureza, os 0Oleos essenciais exercem importante papel na protecdo das plantas,
tendo acdo antibacteriana, antiviral, antifungica, inseticida e também contra herbivoros.
Podem agir também atraindo insetos para favorecer a dispersdo de polens e sementes ou
repelir aqueles indesejaveis. Pelas propriedades apresentadas na natureza, os 6leos essenciais
tém sido amplamente aplicados. Aproximadamente 3.000 6leos essenciais sdao conhecidos,
300 dos quais sdo comercialmente importantes, especialmente nas industrias farmacéutica,

agrondmica, alimenticia, sanitaria, de cosméticos e de perfumaria (BAKKALI et al., 2008).

2.5.1 Mecanismo de acao dos 6leos essenciais

Os mecanismos de acdo dos Oleos essenciais nas células bacterianas (Figura 3) sdo
danos estruturais e funcionais a membrana citoplasmatica (SIKKEMA; BONT; POOLMAN,
1994). Como séo tipicamente lipofilicos, os 0Oleos essenciais se acumulam na bicamada
lipidica da membrana citoplasmatica, conferindo caracteristica de permeabilidade (BAKKALI
et al.,, 2008; SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1994). A permeabilidade das membranas
celulares é dependente da sua composicédo e da hidrofobicidade dos solutos que a atravessam
(SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1995), de maneira que a resisténcia bacteriana a 6leos
essenciais parece estar relacionada a habilidade de particdo dos componentes dos mesmos na
fase lipidica da membrana (LAMBERT et al., 2001).

Em bactérias, a permeabilizacdo da membrana citoplasmatica esta associada a
dissipacdo da forca proton motiva, no que diz respeito a reducdo do pool de ATP, do pH
interno e do potencial elétrico, e a perda de metabdlitos e ions, como potassio e fosfato
(BAKKALI et al., 2008; LAMBERT et al., 2001). Dessa forma, danos estruturais a membrana
citoplasmatica levam ao comprometimento de suas funcGes como barreira seletiva e de acédo
enzimatica e geracdo de energia (SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1994).
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Figura 3 - Mecanismo de acéo dos 6leos essenciais

Coagulagdo Forga Proton
f Motiva

H

Extravazamento

¢z constituintes

citoplasmatico: )

meatabolitos = Citoplasma

ions

Parede celular Membrana

Citovlasmatica

Proteinas de membrana
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2.5.2 Syzygium aromaticum Thumb.

A éarvore produtora de Syzygium aromaticum, vulgarmente conhecida como cravo-da-
india, da familia Myrtaceae, € endémica nas Moluscas do Norte (Arquipélago de Moluscas,
Indonésia), tendo sido disseminada pelos alemaes durante a colonizacdo pelas outras ilhas do
arquipélago, assim como para outros paises. Atualmente, Zanzibar e Madagascar sdo 0s
principais produtores desta espécie, seguidos pela Indonésia (MAZZAFERA, 2003).

No Brasil, praticamente apenas na Bahia, na regido do Baixo Sul (Valenga, Itubera,
Taperoa, Camamu e Nilo Pecanha), esta especiaria € produzida na forma comercial (FRAIFE-
FILHO; CESAR; RAMOS, 2005).

O cravo €é conhecido por ser uma planta medicinal que é utilizada como expectorante,
antiemético, estimulante, antiflatulento e para o tratamento da dispepsia. E também utilizado
como anddino e antisséptico, em odontologia. O éleo extraido do cravo contém propriedades
anti-helminticas, analgésicas, antibacterianas, antifungicas e anticarcinogénicas (ZHENG;
KENNEY; LAM, 1992). E muito utilizado também como condimento na culinaria, devido ao
seu marcante aroma e sabor, conferido por um composto fendlico volatil, o eugenol. Nas
folhas, ele chega a representar, aproximadamente, 95% do 6leo extraido (RAINA et al.,
2001).
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2.5.3 Eugenol

O eugenol (Figura 4) é um composto fendlico volatil e é o principal constituinte do
6leo extraido do cravo (MAZZAFERA, 2003). E um derivado de fenilpropanoides, sendo
quimicamente designado como 4-alil-2-metdxi-fenol ou 2-metoxi-4-(2-propenil-fenol),
conhecido comumente como esséncia de cravo. Apresenta baixa solubilidade em &gua e é
completamente solivel em cloroférmio, alcool etilico, gordura e éter. Por ser lipofilico é
rapidamente absorvido (ESCOBAR, 2002), sendo capaz de penetrar as membranas bioldgicas
e atingir alvos intracelulares, como as mitocondrias, onde inibe a oxidagdo de nicotinamida
adenina dinucleotideo reduzida (NADH), diminuindo os niveis de ATP (USTA et al., 2002).

Figura 4 - Estrutura molecular do eugenol.
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CAPITULO 2 Adaptacéo e adaptacio cruzada de células planctonicas de Salmonella
enterica sorovar Enteritidis ao 6leo essencial de cravo-da-india, eugenol, quaternério de

amonio e acido latico
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RESUMO

A Salmonella Enteritidis € um agente patogénico de origem alimentar altamente prevalente e
persistente e, consequentemente, uma das principais causas de doencas gastrintestinais nao
tifoides em todo o mundo. Apesar de a acdo dos Oleos essenciais e seus componentes
majoritarios ja estar bem elucidada diante da Salmonella Enteritidis, sdo necessérias mais
pesquisas para estudar as respostas desses microrganismos, quando submetidos as
concentragOes subletais dos Oleos essenciais e seus componentes majoritarios. O objetivo,
nesta pesquisa, foi avaliar a resposta adaptativa de células planctdonicas de Salmonella
enterica sorovar Enteritidis S64 ao 6leo essencial de cravo, seu componente majoritario
eugenol e ao sanificante quaternario de amonio. Para a avaliacdo da adaptacao, primeiramente
foi realizada a analise das concentragcdes minimas bactericidas (CMB) do 6leo essencial de
cravo, seu componente majoritario eugenol nas concentragdes de 0,5; 0,9; 1,9; 3,9; 7,8; 15,6;
31,2 e 62,5 mg.mL™e do quaternario de amdnio nas concentracdes de 0,1; 0,2; 0,5; 0,9; 1,9
mg.mL™, que foram determinadas empregando-se a técnica de microdiluicdo em caldo em
placas de poliestireno de 96 cavidades. Em todo o experimento, 0s antimicrobianos foram
homogeneizados em caldo BHI, com adicdo de 0,5% (v/v) de Tween 80. O crescimento
bacteriano foi verificado por plagueamento ap6s incubacdo das culturas durante 24 horas.
Para adaptacdo, utilizou-se a concentracdo subletal de 1/8 CMB dos antimicrobianos, a 37 °C,
por 6 horas. Para a inducdo de resisténcia direta, ou seja, submetido a concentracédo subletal e,
posteriormente, exposto ao mesmo antimicrobiano, nao foi observada a adaptacdo; as CMB se
mantiveram as mesmas. Entretanto, foi observada adaptacéo cruzada de S. Enteritidis entre o
o6leo essencial de cravo e eugenol ao pH, tendo 0s microrganismos passado a crescer em pH
4,5 e 5,0, respectivamente. Também foi observada a adaptacdo cruzada entre 0 componente
majoritario eugenol e o sanificante quaternario de amonio. Pode-se concluir que ndo foi
observado o aumento da tolerancia direta de Salmonella enterica sorovar Enteritidis S64 ao
6leo essencial de cravo, ao eugenol ou ao sanificante quaternario de amonio. Houve
desenvolvimento da tolerancia cruzada ao sanificante quaternario de amdnio apds exposicdo
de S. Enteritidis ao eugenol, e ao pH apos adaptacao das células ao 6leo essencial de cravo e
ao eugenol.

Palavras-chave: Células planctonicas. Cravo. Salmonella Enteritidis. Eugenol. Adaptacao.
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ABSTRACT

Salmonella Enteritidis is a highly prevalent and persistent foodborne pathogen and,
consequently, a major cause of non-typhoid gastrointestinal diseases worldwide. Although the
action of essential oils and their major components is already well elucidated with Salmonella
Enteritidis, more research is needed to study the responses of these microorganisms when
subjected to the sublethal concentrations of essential oils and their major components. The
objective, in this research, was to evaluate the adaptive response of planktonic cells of
Salmonella enterica serovar Enteritidis S64 to clove essential oil, its major component
eugenol and the quaternary ammonium sanitizer. In order to evaluate the adaptation, were
firstly analyzed the clove essential oil minimum bactericidal concentrations (MBC) and its
major compound eugenol at concentrations of 0.5; 0.9; 1.9; 3.9; 7.8; 15.6; 31.2 and 62.5
mg.mL™ and the quaternary ammonium at concentrations of 0.1; 0.2; 0.5; 0.9; 1.9 mg.mL?,
which were determined using the broth microdilution in 96-well polystyrene plates.
Throughout the experiment the antimicrobials were homogenized in BHI broth, added with
0.5% (v / v) Tween 80. Bacterial growth was verified by plating after the cultures incubation
for 24 hours. For the adaptation, the sublethal concentration of 1/8 MBC of the antimicrobials
was used, at 37 ° C, for 6 hours. For direct resistance induction, that is, subjected to sublethal
and then exposed to the same antimicrobial concentrations, there was no adaptation, the MBC
remained the same. However, cross-adaptation of S. Enteritidis between clove essential oil
and eugenol at pH was observed, and the microorganisms grew at pH 4.5 and 5.0,
respectively. Cross-matching between the majoritarian component eugenol and the quaternary
ammonium sanitizer was also observed. It can be concluded that increased direct tolerance of
Salmonella enterica serovar Enteritidis S64 to clove essential oil, eugenol or the quaternary
ammonium sanitizer was not observed. There was a development of cross tolerance to the
quaternary ammonium sanitizing agent after exposure of S. Enteritidis to eugenol and pH
after adaptation of the cells to the essential oil of carvo and eugenol.

Keywords: Essential oil. Salmonella. Pathogenic microorganism. Acid stress. Adaptation.
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1 INTRODUCAO

Seguindo a descoberta e a ampla aplicacdo de agentes antibacterianos, a morbidade e a
mortalidade da populacdo causadas por infec¢bes bacterianas foram consideravelmente
reduzidas. Entretanto, novo desafio surge devido ao crescente aumento da resisténcia
bacteriana & maioria dos agentes antimicrobianos existentes (ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE - OMS, 2017). Somado a esse cenario, observa-se também o aumento da
tolerancia das bactérias aos agentes sanificantes empregados na industria e na producdo de
alimentos. Dentre as varias bactérias que tém sido associadas ao aumento de persisténcia em
ambientes de processamento destaca-se Salmonella.

O género Salmonella spp. tem duas espécies, S. enterica e S. bongori, seis subespécies
e 2.637 sorotipos (FABRE et al., 2014). E amplamente distribuida, sendo associada a diversos
surtos de toxinfegcdes alimentares. Segundo dados do CDC (Foodborne Outbreak Online
Database), entre 2005 e 2015, nos EUA, foram registrados 1.449 surtos, com 39.429 pessoas,
envolvendo Salmonella spp. No Brasil, dados epidemiol6gicos do Ministério da Saude e da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria mostram que, entre 2007 e 2016, dentre os surtos de
toxinfecgdes alimentares envolvendo bactérias, Salmonella spp. se destaca como o principal
agente causador de doenca veiculada por alimentos (BRASIL, 2017).

Salmonella enterica subespécie enterica soroptipo Enteritidis se destaca dentre os
varios sorotipos por estar associada a maioria dos surtos de toxinfec¢fes causados por estirpes
ndo tifoides (GONZALEZ-GIL et al., 2012).

A higienizacdo dos equipamentos e utensilios € empregada com o objetivo de garantir
a seguranca e a qualidade dos alimentos, sendo a sanificacdo uma etapa crucial em que
diversos agentes antimicrobianos podem ser utilizados. Contudo, muitas vezes, essas
substancias sdo utilizadas erroneamente, expondo 0S microrganismos constantemente a
concentragcfes subletais, induzindo ao aumento de tolerancia ou de adaptacdo da bactéria a
esses agentes estressores. Além disso, a maioria dos antimicrobianos, conservantes e
sanificantes empregados na producdo de alimentos tem sido utilizada por cerca de 50 a 100
anos, sendo consenso 0 numero crescente de microrganismos patogénicos que vem
desenvolvendo resisténcia a esses componentes (DAVIDSON; HARRISON, 2002).

Devido a essa necessidade de novos antimicrobianos, o interesse por componentes
antimicrobianos naturais tem aumentado. Neste contexto, destacam-se os 0Oleos essenciais,
substancias sintetizadas por vias metabdlicas secundarias de plantas. Os 0Oleos essenciais

podem ser definidos como misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente
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odoriferas e liquidas. Estdo presentes em estruturas secretoras especializadas, tais como pelos
glandulares, células parenquiméticas diferenciadas, canais oleiferos ou em bolsas lisigenas ou
esquizolisigenas (BURT, 2004).

Os Oleos essenciais e seus componentes majoritarios vém sendo utilizados nas
indUstrias de alimentos, principalmente como aromatizantes, porém, por apresentarem efeito
antibacteriano, a atual preocupacéo € a possibilidade de que eles possam induzir mecanismos
de adaptacdo nos microrganismos, se empregados em doses subletais como conservantes e ou
sanificantes (SOUZA; TEBALDI; PICCOLI, 2015).

Varios 0leos essenciais exercem acao biocida sobre Salmonella. Os 6leos essenciais de
Cymbopogon citratus, Origanum vulgare e Mentha piperita promoveram halo de inibicédo
sobre S. Enteritidis S64 a partir da concentracdo de 3,9 e 7,8 uL/mL (OLIVEIRA; SOARES;
PICCOLI, 2013; VALERIANO et al., 2012). Ja a concentracdo minima bactericida do 6leo
essencial de cravo sobre S. enterica 444 foi de 0,075% (SMITH-PALMER; STEWART;
FYFE, 1998). Como os 0leos essenciais, seus componentes também tém sido estudados,
apresentando também atividade bactericida. Varios isolados de alimentos de Salmonella
Typhymurium testados contra eugenol, componente majoritario do 6leo essencial de cravo,
apresentaram concentragdes minimas bactericidas variando de 512 a 1.024 pug/mL (MILADI
et al., 2017). Dessa forma, ressalta-se que os 0leos essenciais e seus componentes majoritarios
sdo promissores agentes sanificantes e conservantes. Entretanto, apos estudos mostrando a
potencialidade da utilizacdo de substancias antimicrobianas, é imprescindivel determinar se
elas poderdo ou ndo levar a adaptacdo ou adaptacdo cruzada.

A adaptacdo dos microrganismos a baixas temperaturas, a acidos fracos, a baixo pH e
a pressdo osmotica ja € bem conhecida (BEALES, 2004), contudo, essa relagdo com os 0leos
essenciais ou seus componentes ainda é pouco estudada.

Em alguns estudos tem sido demonstrado que 0s 6leos essenciais e seus componentes
majoritarios ndo promovem a adaptacdo de bactérias a eles. Apolonio et al. (2014)
demonstraram que Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus foram incapazes de se
adaptarem ao eugenol e ao citral, mesmo ap0Os sucessivas exposi¢cfes a concentracdes
subletais desses componentes. Isolados enterotoxigénicos de Staphylococcus aureus de
alimentos ndo se adaptaram ou desenvolveram adaptacdo cruzada a cloreto de sodio e de
potassio e aos acidos latico e acético, apds exposicdo a concentracdes subletais do Oleo
essencial de Origanum vulgare (TAVARES et al., 2015). Todavia, Nostro et al. (2017)
mostraram a capacidade de duas das quatro cepas testadas de S. aureus em se adaptarem ao

carvacrol, mas ndo foram capazes de desenvolver adaptacdo cruzada a cinamaldeido, a
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eugenol e a antibioticos. Em estudo realizado com Listeria monocytogenes foi demonstrado
que a bactéria desenvolveu adaptacdo e adaptacdo cruzada ao eugenol e ao carvacrol
(SOUZA; TEBALDI; PICCOLLI, 2015).

Diante do exposto, o objetivo, neste estudo, foi avaliar a capacidade de adaptacdo e
adaptacdo cruzada de Salmonella enterica sorovar Enteritidis ao éleo essencial de cravo-da-
india, a0 seu componente majoritario eugenol, ao sanificante quaternario de aménio e ao

estresse acido.
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2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos,
no Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em
Lavras, MG.

2.1 Agentes antimicrobianos

O oOleo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) extraido dos botdes
(80,64% eugenol) foi adquirido da FERQUIMA® Indstria e Comércio Ltda. (Vargem Grande
Paulista, Sdo Paulo, Brasil) e o componente majoritario eugenol (98,5%) foi adquirido da
Sigma-Aldrich® (eugenol, 2-Methoxy-4-(2-propenyl) phenol (E51791)). O sanificante
quaternario de amonio utilizado foi SANDET 666® (quaternario de amdnio, nonil fenol

etoxilado 9,5 moles).
2.2 Microrganismo, manutencéao e padronizacédo do inéculo

A cepa utilizada foi Salmonella enterica serovar Enteritidis S64, fornecida pelo
Laboratdrio do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde da Fundacdo Oswaldo
Cruz (Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil), a qual foi mantida a -18 °C, em meio de
congelamento (glicerol, 15 mL; peptona bacteriol6gica, 0,5 g; extrato de levedura, 0,3 g; Na
Cl, 0,5 g e agua destilada, 100 mL).

Para ativacdo da cepa, aliquotas de 10 pL da cultura estoque foram transferidas para
tubos contendo 3 mL de caldo brain heart infusion (BHI) e incubadas, a 37 °C, por 24 horas.
Apos incubagéo, aliquotas de 200 pL foram transferidas para frascos erlenmeyer contendo
150 mL de caldo BHI e incubadas, a 37 °C, até atingirem 108 UFC.mL™. O crescimento foi

acompanhando por absorbancia em espectrofotometro (DO, ) € contagem em placas em

triptone soy agar (TSA).
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2.3 Determinacéo da concentragdo minima inibitoria e concentracdo minima bactericida

das células planctonicas

As concentra¢fes minimas inibitérias (CMI) do 6leo essencial de cravo (OEC), do seu
componente majoritario eugenol e do quaterndrio de amoénio (QA) foram determinadas
empregando-se a técnica de microdiluicdo, em microplacas de 96 cavidades, de acordo com o
National Committee for Clinical Laboratory Standards (M7-A6) (NATIONAL
COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS - NCCLS, 2003), com
adaptacdes. Solugdes contendo caldo BHI, 0,5% de Tween 80 e OEC ou eugenol, nas
concentracdes de 0,0; 0,5; 0,9; 1,9; 3,9; 7,8; 15,6; 31,2 e 62,5 mg.mL™, e caldo BHI e
quaternario de aménio (QA), nas concentracdes de 0,1; 0,2; 0,5; 0,9; 1,9 mg.mL™, foram
testadas. Em cada cavidade das microplacas foram adicionados 140 pL das solugfes e 10 uL
da cultura padronizada com incubacdo a 37 °C, por 24 horas. ApoOs esse periodo, a
absorbancia (DO 20 nm) foi lida em leitor de microplacas e determinada a concentragéo
minima inibitéria (menor concentracdo em gue ndo se observou alteracdo da absorbancia apos
a incubacdo) dos antimicrobianos. Foram realizados trés controles, sendo dois controles
negativos (caldo BHI acrescido de 0,5% de Tween 80 e antimicrobiano, e caldo BHI
acrescido de 0,5% de Tween 80, indculo e 0,012% de clorexidina) e um controle positivo
(caldo BHI acrescido de 0,5% de Tween 80 e in6culo).

Para a determinacdo da concentracdo minima bactericida (CMB), ap6s a leitura da
absorbancia, aliquotas de 10 pL das culturas, dos pogos nos quais ndo foi observado
crescimento, foram plaqueadas em TSA e incubadas, a 37 °C, por 24 horas. A CMB foi a
menor concentracdo de antimicrobiano na qual ndo foi observado crescimento em placa, apds
incubacéo.

As analises foram realizadas em triplicata e trés repeticdes.

2.4 Determinagdo do pH minimo de crescimento e minimo inibitdrio das células

plancténicas

A influéncia do pH no crescimento de S. Enteritidis foi avaliada em microplacas de
poliestireno com 96 cavidades. Em cada cavidade foram adicionados 140 pL de caldo BHI,
com pH previamente ajustado com &cido latico (98%) para 6,0; 5,5; 5,0; 4,5; 4,0; 3,5; 3,0.

Apos adicdo do meio de cultura, 10 pL de cultura padronizada foram adicionados em cada
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poco, sendo as microplacas incubadas, a 37 °C, por 24 horas. A absorbancia (DOgzg nm) foi
lida em leitor de microplacas.

O pH minimo inibitério foi definido como o menor valor capaz de inibir,
completamente, o crescimento bacteriano. O pH minimo de crescimento foi aquele

imediatamente anterior ao pH minimo inibitorio.

2.5 Adaptacdo de Salmonella Enteritidis a concentracfes subletais de 6leo essencial de

cravo, eugenol e quaternario de amonio

Células de Salmonella Enteritidis foram expostas a concentra¢fes subletais de 6leo
essencial de cravo, eugenol e quaternario de aménio. Foram utilizadas as concentracdes
subletais de 1/8 CMB de cada antimicrobiano (LUNDEN et al., 2003), com adaptacfes. Em
tubos contendo 10 mL de caldo BHI acrescido de 0,5% de Tween 80 foram adicionados 0s
antimicrobianos nas concentracdes subletais de 0,49 mg.mL™ de OEC e de eugenol ou 0,11
mg.mL™? de QA. Apés homogeneizacdo, aliquotas de 1 mL de cultura padronizada foram
inoculadas e os tubos foram incubados, a 37 °C, por 6 horas. Apds incubacédo, as culturas
foram centrifugadas a 5.000 x g, por 5 minutos, o sobrenadante descartado e as células
lavadas e ressuspendidas em solucdo de NaCl 0,85% (m/v). As suspensbes foram
padronizadas em, aproximadamente, 102 UFC.mL™, utilizando-se o padréo de turvacdo de 0,5

da escala de MacFarland. As células recuperadas foram denominadas adaptadas.

2.6 Inducdo de Salmonella Enteritidis ao estresse acido

Aliquotas de 1 mL da cultura padronizada foram transferidas para 10 mL de caldo
BHI com pH minimo de crescimento (pH 5,5), previamente ajustado com acido latico (98%) e
incubado, a 37 °C, por 6 horas. Em seguida, a cultura foi centrifugada (5.000 x g por 5 min), o
sobrenadante descartado e as células lavadas e ressuspendidas em solucdo de NaCl 0,85%
(m/v). A suspensdo foi padronizada em, aproximadamente, 108 UFC. mL™, utilizando-se o
padrdo de turvacdo de 0,5 da escala de MacFarland. As células recuperadas foram
denominadas adaptadas ao estresse acido. O controle foi realizado com células de S.
Enteritidis crescidas em caldo BHI ndo acidificado (pH 7,4).
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2.7 Avaliacao da adaptacdo de Salmonella Enteritidis ao 6leo essencial de cravo, eugenol,

quaternario de amdnio e resposta a toleréncia acida

Ap0s a exposicdo das células de S. Enteritidis aos agentes estressores em concentracao
subletal (1/8 da CMB), as células adaptadas foram cultivadas em presenca do mesmo agente
estressor, nas concentragdes de 0,5xCMB; CMB; 1,5xCMB; 2,0xCMB e 2,5xCMB.

Aliquotas de 10 pL das suspensfes de células adaptadas foram transferidas para as
cavidades das microplacas contendo solugdes de 140 pL de caldo BHI acrescido de 0,5% de
Tween 80 e de OEC ou eugenol, nas concentracdes de 1,95; 3,9; 5,85; 7,8; 9,75 mg.mL™.
Aliquotas de 10 pL da suspensdo celular adaptada ao QA foram inoculadas em solucdo de
caldo BHI e QA nas concentracdes de 0,045; 0,9; 1,35; 1,8; 2,25 mg.mL™. As microplacas
foram incubadas, a 37 °C, por 24 horas. Apos incubacdo, aliquotas de 10 pL das culturas
foram plaqueadas em TSA pela técnica de microgotas e incubadas, a 37 °C, por 24 horas. As
células de S. Enteritidis foram classificadas como capazes de se adaptarem quando houve
crescimento em placas em concentracdes iguais ou maiores que a CMB. Paralelamente,
realizou-se 0 mesmo procedimento com células de S. Enteritidis ndo expostas a concentracfes
subletais, possibilitando a comparacdo entre células expostas e ndo expostas, quanto a
susceptibilidade aos componentes.

A adaptacdo ao estresse acido foi avaliada pela inoculacdo de aliquotas de 10 pL de
cultura padronizada de células adaptadas para as cavidades das microplacas adicionadas de
140 pL de caldo BHI com pH ajustado previamente, com solucéo de &cido latico 98% (m/v),
para 6,0; 5,5; 5,0; 4,5; 4,0; 3,5; 3,0. As microplacas foram incubadas, a 37 °C, por 24 horas.
Apos incubacdo, foi realizado o plaqueamento em TSA, empregando-se a técnica de
microgotas e incubacdo, a 37 °C, por 24 horas. Considerou-se a capacidade de as células de S.
Enteritidis desenvolverem tolerancia &cida quando houve crescimento em pH inferior ao pH

minimo de crescimento. Células ndo adaptadas foram utilizadas como controle.

2.8 Avaliacdo da adaptacdo cruzada entre dleo essencial de cravo e eugenol ao

guaternario de amonio

Aliquotas de 10 pL das suspensdes padronizadas (10° UFC mL™) de S. Enteritidis
adaptadas a concentracdes subletais (1/8 CMB: 0,49 mg.mL™) de OEC e eugenol foram
inoculadas nos pocos das microplacas contendo 140 pL de caldo BHI, o qual continha

quaternario de amonio nas concentracfes de 0,5xCMB; CMB; 1,5xCMB; 2,0xCMB e
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2,5XCMB, respectivamente, 0,045; 0,9; 1,35; 1,8; 2,25 mg.mL™. As placas foram incubadas,

a 37 °C, por 24 horas e a absorbancia (DOg20 nm) determinada.

2.9 Avaliacdo da adaptacao cruzada entre 6leo essencial de cravo, eugenol, quaternario

de amonio e estresse acido

Aliquotas de 10 pL das suspensdes padronizadas (108 UFC mL™) de células de S.
Enteritidis previamente adaptadas a concentracdes subletais de 1/8 CMB de OEC, eugenol
(0,49 mg.mL™) e quaternario de aménio (0,11 mg.mL™) foram inoculadas nos pocos das
microplacas contendo 140 pL de caldo BHI com pH previamente ajustado para 3,0; 3,5; 4,0;
4,5; 50; 55 e 6,0, com &cido latico (98%) e incubadas, a 37 °C, por 24 horas. Apds
incubacdo, aliquotas de 10 pL das culturas foram plaqueadas em TSA. Considerou-se a
capacidade de S. Enteritidis desenvolver adaptacdo cruzada pelo crescimento em placa ap6s

exposicao ao pH abaixo do pH minimo de crescimento.

2.10 Avaliacdo da adaptacdo cruzada entre estresse acido e Gleo essencial de cravo,

eugenol, quaternario de amonio

Ap6s adaptagdo ao pH minimo de crescimento (5,5), aliquotas de 10 pL das
suspensdes padronizadas de S. Enteritidis foram inoculadas nos pocos das microplacas
contendo 140 L de caldo BHI acrescido de 0,5% de Tween 80 e de OEC e eugenol. Para o
quaternario de aménio foram utilizadas solu¢bes em caldo BHI nas concentragcdes de
0,5xCMB; CMB; 1,5xCMB; 2,0xCMB e 2,5xCMB. As microplacas foram incubadas, a 37
°C, por 24 horas. Apds esse periodo, o crescimento da cultura foi avaliado pelo plagueamento
em TSA, com incubacdo, a 37 °C, por 24 horas. Considerou-se a capacidade de adaptacdo
cruzada de S. Enteritidis pelo seu crescimento em placas ap6s cultivo em solugdes contendo

antimicrobiano nas concentragdes iguais ou acima da CMI.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Concentracdo minima inibitéria e concentracdo minima bactericida das células

plancténicas

Os valores de concentragdo minima inibitéria (CMI) e concentracdo minima
bactericida (CMB) dos antimicrobianos estdo expressos na Tabela 1. A inibicdo do
crescimento de S. Enteritidis evidencia o efeito antimicrobiano do OEC, eugenol e quaternario

de aménio.

Tabela 1 - Concentracdo minima inibitéria (CMI) e minima bactericida (CMB) do 6leo
essencial de cravo, eugenol e quaternario de amonio sobre Salmonella Enteritidis.

Antimicrobianos CMI (mg.mL™) CMB (mg.mL™)
OEC 1,9 3,9
EUG 3,9 3,9
QA 0,9 0,9

OEC: 6leo essencial de cravo; EUG: eugenol; QA: quaternario de aménio.
Fonte: Da Autora (2017).

Avaliando-se a acdo antimicrobiana do dleo essencial de cravo observa-se que a CMB
(3,9 mg.mL™) foi 2,05 vezes maior que a CMI (1,9 mg.mL™). O 6leo essencial utilizado neste
experimento foi caracterizado por Souza (2016) como tendo uma concentracdo de eugenol de
80,64%. Comparando-se os resultados entre as CMI do OEC e do eugenol (3,9 mg.mL™)
observa-se que sua concentracdo inibitoria do eugenol foi 2,05 vezes maior que a do OEC.
Em se tratando de custos este resultado é favoravel, uma vez que o OEC tem um custo mais
baixo que o0 EUG.

O O6leo essencial de cravo tem mostrado atividade antimicrobiana sobre varios
sorotipos de Salmonella, sendo encontradas variagdes entre os valores de CMI. Em trabalho
realizado por Thanissery, Kathariou e Smith (2014), os sorotipos de S. Heidelberg, S.
Montevideo e S. Enteritidis apresentaram CMI de 0,6; 1,5 e 1,5 mg.mL™, respectivamente. J&
para S. Enteritidis 444, a CMI e a CMB do 0leo foram, respectivamente, de 0,4 e 0,75 mg.mL"
! (SMITH-PALMER; STEWART; FYFE, 1998). Dessa forma, os resultados obtidos para o
sorotipo S. Enteritidis S64, utilizado neste trabalho, corroboram os resultados encontrados na

literatura, com CMI menor que a CMB.
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A atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais tem sido atribuida aos seus
componentes majoritarios, entretanto, foi observado que, para S. Enteritidis S64, a atividade
inibitéria do eugenol (CMI: 3,9 mg.mL™) foi menor que a do 6leo essencial (CMI: 1,9
mg.mL™), considerando que esse componente estd na concentracdo de 1,53 mg.mL™ na
solucdo. Esses resultados mostram que a agdo inibitéria do 6leo essencial ndo se da apenas
pelo eugenol, mas também por outros componentes presentes no Oleo. De acordo com
Oliveira et al. (2009), também podem ser encontrados o B-cariofileno e o acetato de eugenila,
quando esse Oleo é extraido dos botdes do cravo, diferente de CMI e CMB que parecem ser
devido, principalmente, ao eugenol.

A CMB do quaternario de aménio foi de 0,9 mg.mL™, sendo a recomendacéo do
fabricante a utilizacdo de solucBes a 3%, ou seja, 30 mg.mL™. Dessa forma, a estirpe de S.

Enteritidis utilizada neste trabalho foi sensivel ao produto.

3.2 Adaptacdo de Salmonella Enteritidis ao 6leo essencial de cravo, eugenol e

quaternario de amonio

N&o foi observada capacidade de S. Enteritidis em aumentar sua tolerancia aos agentes

antimicrobianos apos sua adaptacdo a concentracdes subletais (1/8 CMB) (Tabela 2).

Tabela 2 - Resposta adaptativa de S. Enteritidis ao 6leo essencial de cravo, eugenol e
quaternario de amonio.

Fator subletal Tolerancia ao fator letal

(mg.mL™)
1,95 3,9 5,85 7,8 9,75
Controle + - - - -
OEC + - - - -
EUG + - - - -
0,045 0,9 1,35 18 2,25
Controle + - - - -
QA + : - - :

OEC: dleo essencial de cravo; EUG: eugenol; QA: quaternario de aménio.
(+) crescimento visivel em placas; (-) auséncia de crescimento em placas.
Fonte: Da Autora (2017).

Resultados semelhantes s@o encontrados na literatura, em que S. Typhimurium néo

desenvolveu tolerancia ao 0Oleo essencial de alecrim e aos componentes majoritarios 1,8-
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cineol, carvacrol, timol, eugenol e citral, apds exposicdo a concentracdes subletais desses
antimicrobianos (SOUZA, 2016). S. aureus e L. monocytogenes também ndo foram capazes
de desenvolver tolerancia direta ao eugenol (APOLONIO et al., 2014). Entretanto, a
capacidade de adaptacdo direta de dois de quatros isolados de S. aureus ao carvacrol foi
mostrada por Nostro et al. (2017). S. Typhimurium ATCC 13311 e S. Enteritidis ATCC
13076 também foram capazes de se adaptar aos Gleos essenciais de orégano, tomilho e tea
tree (MELO et al., 2015).

3.3 Determinagdo do pH minimo de crescimento e minimo inibitério e inducdo de

estresse acido na Salmonella Enteritidis

O pH minimo de crescimento (pH mc) € 0 pH minimo inibitério (pH wm) de S.
Enteritidis em caldo BHI em presenca de acido latico (pKa 3,86) foram de 5,5 e 5,0,
respectivamente.

O pH minimo de crescimento das bactérias varia de acordo com os fatores intrinsecos
do alimento ou 0 meio de cultura, sendo influenciado também pelo tipo de &cido presente. O
pH minimo de crescimento para S. Anatum, S. Senftenberg e S. Tennessee em meio de cultivo
contendo diferentes tipos de acido variou de 4,06 a 5,4, em presenca de acido citrico e acético,
respectivamente. Para &cido latico, o pHyc foi 4,4 (CHUNG; GOEPFERT, 1970). Sabe-se
que pHs acidos devido a presenca de acidos fracos causam maior estresse as bactérias do que
os &cidos fortes, uma vez que a forma ndo dissociada do &cido fraco permeia a membrana
citoplasmatica e se dissocia no citoplasma, levando ao acimulo de anions e prétons, a
deplecédo de energia, a queda do pH citoplasmatico, a coagulacdo do citoplasma e a morte da
célula (BRUL; COOTE, 1999).

Salmonella Enteritidis desenvolveu tolerancia ao acido latico, crescendo em pH 4,5 e
5,0, valores antes inibitorios.

A capacidade de adaptacdo ao estresse acido pelos microrganismos é bem conhecida,
entretanto, esse sistema é complexo. Em revisdo sobre resposta a tolerancia acida de S.
Typhymurium é salientado que a chave para a resposta a tolerancia acida ¢ a sintese de varias
proteinas induzidas pelo choque acido, tendo sido identificadas 51 na fase lag e 15 na fase
estacionéria (FOSTER, 1995). Outro estudo mostra que S. Typhimurium tem mudangas na
composicdo proteica de sua membrana externa, tendo a porina OmpC sido detectada. Essa

porina também é expressa em casos de estresse osmotico (LEYER; JOHNSON, 1993).
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Além da modificacdo do perfil proteico, na adaptacdo ao estresse acido observa-se
também alteracdo da composi¢do dos &cidos graxos da membrana citoplasmatica. Estudos
mostram que a exposicdo de Salmonella enterica ao acido latico leva ao decréscimo da
fluidez de sua membrana, levando a maior resisténcia ao calor e a agentes acidos devido a

diminuicdo entre a taxa de acidos graxos insaturados e saturados (YOON et al., 2015).

3.4 Avaliacédo da adaptacdo cruzada entre 6leo essencial de cravo, eugenol e quaternario

de amonio

A capacidade de adaptacdo cruzada ao sanificante quaternario de amoénio de S.
Enteritidis adaptado ao 6leo essencial de cravo e ao eugenol esté apresentada na Tabela 3. Foi
observado que as células submetidas a concentracdo subletal do 6leo essencial de cravo nédo
desenvolveu capacidade de se adaptar ao quaternario de aménio, tornando-se mais sensivel ao
sanificante, uma vez que nédo foi observado seu crescimento na concentracéo de %> CMB (0,45
mg.mL™). Para as células adaptadas ao EUG foi observada a adaptacio cruzada ao QA, uma
vez que nio foi observado crescimento de S. Enteritidis em presenca de 1,35 mg.mL™ de QA,

valor superior a CMB.

Tabela 3 - Adaptacdo cruzada ao quaternario de amoénio da bactéria S. Enteritidis submetida
ao estresse subletal causado por 6leo essencial de cravo e eugenol.

Fator subletal Concentracéo Tolerancia ao fator letal
(mg.mL™) (mg.mL™)
QA
0,45 0,9 1,35 18 2,25
OEC 0,49 i § - 5 -
EUG 0,49 + + - - -

OEC: 6leo essencial de cravo; EUG: eugenol; QA: quaternario de aménio.
(+) crescimento visivel em placas; (-) auséncia de crescimento em placas.
Fonte: Da Autora (2017).

O quaternario de amonio, utilizado nesta pesquisa como antimicrobiano controle, é
amplamente utilizado como sanificante na industria de alimentos. Os desinfetantes
desempenham papel importante na manutencdo dos padrdes de saude aceitaveis, reduzindo
significativamente a carga microbiana nas industrias alimenticias e também sdo utilizados
para reduzir, se ndo eliminar, os agentes patogénicos (TEZEL; PAVLOSTATHIS, 2015).
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Isolados de Salmonella tém mostrado resisténcia a quaternario de aménio, sendo
necessario de 2 a 4 vezes mais sanificante do que a dose recomendada pelo fabricante para
que haja sua eliminagio (CARBALLO; ARAUJO, 2012). Tem sido demonstrado em estudos
que a exposicdo a QA em concentragcdes subinibitorias conduz a selecdo de bactérias
resistentes em comunidade microbiana ou resulta no desenvolvimento ou aquisicdo de
mecanismos de resisténcia, tais como a modificagdo da composi¢cdo da membrana celular, a
hidrofobicidade, a sobre-expressdo de bombas de e fluxo e a aquisicdo de integrons e
plasmideos (TEZEL; PAVLOSTATHIS, 2011).

3.5 Avaliagdo da adaptacdo cruzada ao estresse acido de células de Salmonella

Enteritidis expostas ao 6leo essencial de cravo, eugenol e quaternario de amonio

Embora néo tenha sido observado aumento de toleréncia direta de S. Enteritidis ao
6leo essencial de cravo, ao eugenol e ao quaternario de aménio, houve inducdo de tolerancia
cruzada (Tabela 4) ao pH apds adaptacdo das células a 1/8CMB do 6leo essencial de cravo e
ao eugenol. O pHy, passou de 5,5 para 5,0 apds adaptagéo de S. Enteritidis ao EUG e de 5,5

para 4,5, ap0s adaptacdo ao 6leo essencial de cravo.

Tabela 4 - Resposta adaptativa cruzada de Salmonella Enteritidis ao pH, ap6s cultivo em
presenca de concentragcdes subletais de Oleo essencial de cravo, eugenol e
quaternario de amonio.

Fator  Concentragio pH de cultivo
subletal (mg.mL?) 3,0 3,5 4,0 4,5 50" 5,57
OEC 0,49 - - ; T T n
EUG 0,49 - - - - + +
QA 0,11 - - - - - +

1*: pH wi; 2*: pH yc; OEC: 6leo essencial de cravo; EUG: eugenol; QA: quaternario de amonio.
(+) crescimento visivel em placas; (-) auséncia de crescimento em placas.
Fonte: Da Autora (2017).

Ao se comparar 0 aumento da tolerancia cruzada ao pH nota-se que, provavelmente, o
sinergismo, ou seja, a combinacdo dos componentes do 0leo essencial de cravo, fez com que
as células ficassem mais tolerantes. Essa tolerancia pode ser observada por meio de
mecanismos como a indu¢do da expressdo génica da “resposta de tolerdncia ao &cido”

(ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2009).
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A andlise do proteoma de Salmonela Thompson adaptada ao estresse subletal causado
por timol mostrou que ha mudangas significativas no perfil proteico da bactéria, sendo
observado aumento da concentracdo de chaperones e proteinas chave da sintese de novo
associadas ao mecanismo de protecdo ao estresse térmico. Aumento de proteinas de
membrana, envolvidas no mecanismo de resposta ao estresse, também foi observado (DI
PASQUA et al., 2010). Aumento significativo na concentracdo de acidos graxos insaturados
também foi observado apds a adaptacdo de S. Typhimurium ao carvacrol e ao eugenol (DI
PASQUA et al., 2006).

Os resultados mostram que, apesar de a bactéria ndo ter desenvolvido tolerdncia aos
antimicrobianos utilizados, ela desenvolveu tolerancia cruzada, fato que mostra que o0s
mecanismos de resisténcia ao estresse aos antimicrobianos e ao estresse &cido estdo
interligados. Dessa forma, deve-se ter precaucdo ao utilizar tanto o 6éleo essencial de cravo
como seu componente majoritario em alimentos ou ambientes de processamento, pois a
exposicdo de S. Enteritidis a esses antimicrobianos em condigdes subletais pode levar a
persisténcia dessa bactéria patogénica na industria e sua sobrevivéncia em alimentos

processados.
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4 CONCLUSAO

Né&o foi observado o aumento da toleréncia direta de Salmonella enterica sorovar
Enteritidis S64 ao 6leo essencial de cravo, ao eugenol e ao quaternario de amonio. As células
que foram adaptadas se tornaram mais sensiveis.

Houve o desenvolvimento da tolerncia cruzada ao quaterndrio de amoénio apos
exposicdo de S. Enteritidis ao eugenol.

Foi observado aumento na tolerancia de S. Enteritidis, quando adaptada ao o6leo

essencial de cravo e eugenol e posteriormente exposta a diferentes valores de pH.
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CAPITULO 3 Adaptacéo e adaptacio cruzada de células sésseis de Salmonella enterica

sorovar Enteritidis ao dleo essencial de cravo, eugenol e quaternario de amoénio
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RESUMO

A contaminacdo de superficies e alimentos por microrganismos deterioradores e patogénicos
como a Salmonella sp. € motivo de preocupacdo para a industria alimenticia. As
caracteristicas fisioldgicas desses microrganismos podem conferir resisténcia aos agentes
antimicrobianos, como, por exemplo, aos sanificantes utilizados nos procedimentos de
higienizacdo ou nos antimicrobianos utilizados na conservacao de alimentos. O objetivo, neste
estudo, foi avaliar as células sésseis de Salmonella Enteritidis S64 quanto & adaptacéo ao 6leo
essencial de cravo, ao seu componente majoritario eugenol e ao sanificante quaternario de
amonio e também ao estresse &cido, e a adaptacdo cruzada entre o 6leo essencial de cravo e
seu componente majoritario, eugenol. Para a avaliacdo da adaptacdo, primeiramente, foi
realizada a andlise das concentragdes minimas bactericidas do biofilme (CMBB) do dleo
essencial de cravo, seu componente majoritario, eugenol, nas concentracdes de 10; 20; 30; 40;
50; 60; 70 e 80 mg.mL e do quaternario de amdnio nas concentracées 30; 40; 50; 60; 70 e 80;
90 e 100 mg.mL™, que foram determinadas empregando-se a técnica de microdiluicdo em
caldo em placas de poliestireno de 96 cavidades. Biofilmes de S. Enteritidis foram formados
nas cavidades das microplacas pela inoculacao de aliquotas de 50 pL de cultura padronizada
em 150 pL de BHI e incubadas, a 37 °C, por 48 horas. Apos esse periodo, as culturas foram
removidas e as cavidades lavadas trés vezes com solucdo de NaCl 0,85% (v/v), para a
remoc¢do das células ndo aderidas. Apds a formacdo dos biofilmes, aliquotas de 200 uL de
solugdes aquosas contendo 0,5% de Tween 80 (v/v) e agentes estressores foram adicionadas
nas cavidades. Apds 20 minutos de contato, as solugdes foram removidas e as cavidades
foram lavadas trés vezes com solucdo de NaCl 0,85% (m/v). As cavidades foram adicionados
200 uL de BHI e as microplacas incubadas, a 37 °C, por 24 horas. Para a adaptacdo, células
de Salmonella Enteritidis foram expostas a concentragdes subletais de éleo essencial de cravo,
eugenol e quaternario de amonio e incubadas, a 37 °C, por 48 horas. Foi realizada a mesma
metodologia da determinacdo da CMBB para avaliacdo da adaptacdo. O componente
majoritario eugenol induziu resposta adaptativa direta, ou seja, quando o microrganismo é
submetido a concentragbes subletais de um componente e posteriormente colocado no
mesmo. N&o foi observada a tolerancia do microrganismo ao estresse acido. Foi observada a
adaptacdo do microrganismo quando submetido a adaptacdo cruzada entre o 6leo essencial de
cravo e eugenol. O bleo essencial de cravo e o eugenol foram mais eficientes, quando
comparados com o sanificante quaternario de aménio, que é um produto quimico geralmente
utilizado na industria de alimentos. Pode-se concluir que 6leo essencial de cravo pode ser um
potencial sanificante para utilizacdo na industria de alimentos, uma vez que apresentou 6timos
resultados para os testes de adaptacéo.

Palavras-chave: Cravo. Salmonella Enteritidis. Eugenol. Adaptacédo. Biofilme.
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ABSTRACT

Contamination of surfaces and food by deteriorating and pathogenic microorganisms such as
Salmonella sp. is a concern in the food industry, the physiological characteristics of these
microorganisms may confer resistance to antimicrobial agents, such as sanitizers used in
hygienic procedures or antimicrobials used in food preservation. The objective of this study
was to evaluate the Salmonella Enteritidis S64 sessile cells for adaptation to clove essential
oil, its major component eugenol and the quaternary ammonium sanitizer as well as acid
stress, and the cross-adaptation between the essential oil of clove and its major component,
eugenol. For the evaluation of the adaptation, first the analysis of the minimum bactericidal
concentrations biofilm (MBCB) of the essential oil of clove was carried out, its compound
majoritarian eugenol in the concentrations of 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70 and 80 mg.mL™" and
the quaternary ammonium at concentrations 30; 40; 50; 60; 70 and 80; 90 and 100 mg.mL™,
which were determined using the broth microdilution in 96-well polystyrene plates. Biofilms
of S. Enteritidis were formed in the microplate wells by inoculating aliquots of 50 puL of
standard culture into 150 pL of BHI and incubated at 37 © C for 48 h. After this time the
cultures were removed and the wells washed three times with 0.85% (v/v) NaCl solution to
remove unbound cells. After formation of the biofilms, 200 ul aliquots of aqueous solutions
containing 0.5% Tween 80 (v / v) and stress agents were added into the wells. After 20
minutes contact the solutions were removed and the wells were washed three times with
0.85% NaCl solution (v/v). To the wells were added 200 pl of BHI and the microplates
incubated at 37 ° C for 24h. For adaptation, Salmonella Enteritidis cells were exposed to
sublethal concentrations of clove essential oil, eugenol and quaternary ammonium and
incubated at 37°C for 48h. The same methodology was used to determine MBCB for
adaptation evaluation. The major component eugenol induced a direct adaptive response, that
is, when the microorganism is subjected to sublethal concentrations of a component and
subsequently placed in it. The microorganism tolerance to acid stress was not observed.
Adaptation of the microorganism was observed when submitted to the cross-adaptation
between clove essential oil and eugenol. Clove essential oil and eugenol were more efficient
when compared to the quaternary ammonium sanitizer which is a chemical commonly used in
the food industry. It can be concluded that clove essential oil may be a potential sanitizer for
use in the food industry since it presents the results for the adaptation tests.

Keywords: Clove. Salmonella Enteritidis. Eugenol. Adaptation. Biofilm.
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1 INTRODUCAO

A contaminagdo de superficies e alimentos por microrganismos deterioradores e
patogénicos, como a Salmonella sp., é uma preocupacdo na industria de alimentos.
Salmonella é um bastonete movel, gram-negativo e pertence a familia das Enterobacteriaceae.
Com base na sorologia, Salmonella ¢ classificada em mais de 2.200 sorovares (CONTRERAS
etal., 1997).

A adesdo bacteriana e a formacdo de biofilme por Salmonella enterica sorovar
Enteritidis sdo motivos de preocupacdo para a industria de alimentos, devido ao fato de a
persisténcia dos microrganismos no biofilme representar uma fonte continua de contaminacéo
(VALERIANO et al., 2012). Esses microrganismos patogénicos podem aderir nas superficies
dos equipamentos, podendo, assim, contaminar os alimentos durante o processamento, e a
Salmonella é um agente patogénico que pode causar graves doengas, transmitidas por
alimentos contaminados (CASARIN et al., 2014).

As proteinas que estdo envolvidas na adesdo de Salmonella enterica sorovar
Enteritidis em forma de biofilme sdo responsaveis por regulacdo global, resposta ao estresse,
transporte de nutrientes, degradacdo e metabolismo energético, desintoxicacdo, metabolismo
do DNA e sintese de mureina, o que demonstra que a formac&o do biofilme € um mecanismo
de resisténcia da Salmonella (GIAOURIS et al., 2013).

Devido aos processos de desinfeccdo mal sucedidos e a resisténcia emergente, 0s
métodos de controle convencional estdo rapidamente se tornando ineficazes, exigindo novas
estratégias de controle (VALERIANO et al., 2012). Os 6leos essenciais e seus agentes
majoritarios, utilizados como sanificantes naturais, podem atuar como novas estratégias de
controle, constituindo uma importante fonte de compostos quimicos biologicamente ativos
(MICHELIN et al., 2005). Concentracdes subletais de Gleos essenciais e seus componentes
majoritarios podem causar modificacdes visiveis de perfis de acidos graxos da membrana e de
componentes volateis produzidos durante o crescimento de células planctonicas de
microrganismos deterioradores e patogénicos de alimentos, e essas modificagfes podem ser as
responsaveis pela resisténcia dos microrganismos (SIROLI et al., 2015). Em estudo realizado
com o 6leo essencial de cravo foi observada atividade antibacteriana contra celulas sésseis de
Staphylococcus aureus e no mecanismo de acdo do Gleo, alem de danos fisicos e em niveis
moleculares (XU et al., 2016). O eugenol apresentou atividade antibacteriana contra
Salmonella Typhi, sendo seu mecanismo de a¢do o aumento da permeabilidade da membrana

e 0 consequente rompimento da membrana celular bacteriana (DEVI et al., 2010).
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Este contexto mostra a importancia de se estudar o comportamento de células sésseis
de Salmonella Enteritidis, quando elas sdo submetidas a concentracdes subletais de Oleos
essenciais e seus componentes majoritarios para posterior formacao de biofilme. Este estudo
foi realizado com o objetivo de avaliar as células sésseis de Salmonella Enteritidis quanto a
adaptacdo ao 6leo essencial de cravo, ao componente majoritario eugenol, ao sanificante
quaternario de aménio e ao estresse &cido, e também a adaptacdo cruzada entre o Oleo

essencial de cravo e seu componente majoritario eugenol.
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2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laborat6rio de Microbiologia de Alimentos,
no Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em
Lavras, MG.

2.1 Agentes antimicrobianos

O dleo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) extraido dos botdes foi
adquirido da FERQUIMA® Industria e Comércio Ltda. (Vargem Grande Paulista, S&o Paulo,
Brasil) e o componente majoritario eugenol (98,5%), foi adquirido da Sigma-Aldrich®
(eugenol, 2-Methoxy-4-(2-propenyl) phenol (E51791)). O sanificante quaternario de aménio

utilizado foi SANDET 666® (quaternario de amdnio, nonil fenol etoxilado 9,5 moles).
2.2 Microrganismo, manutencao e padronizacao do inéculo

A cepa utilizada foi Salmonella enterica serovar Enteritidis S64, fornecida pelo
Laboratdrio do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde da Fundacdo Oswaldo
Cruz (Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil), mantida a -18 °C, em meio de congelamento
(glicerol, 15mL; peptona bacteriologica, 0,5 g; extrato de levedura, 0,3 g; Na Cl, 0,5 g; agua
destilada, 100 mL).

Para ativagdo da cepa, aliquotas de 10 pL da cultura estoque foram transferidas para
tubos contendo 3 mL de caldo brain heart infusion (BHI) e incubadas, a 37 °C, por 24 horas.
Apos incubagéo, aliquotas de 200 pL foram transferidas para frascos erlenmeyer contendo
150 mL de caldo BHI e incubadas, a 37 °C, até atingirem 108 UFC.mL™. O crescimento foi

acompanhando por absorbancia em espectrofotometro (DO, ) € contagem em placas em

triptone soy agar (TSA).
2.3 Determinacéo da concentracdo minima bactericida do biofilme

A concentracdo minima bactericida (CMB) do 6leo essencial de cravo (OEC), seu
componente majoritario eugenol e do quaternario de aménio (QA) foram determinadas
empregando-se a técnica de microdiluicdo, em microplacas de 96 cavidades, de acordo com o
National Committee for Clinical Laboratory Standards (M7-A6) (NCCLS, 2003), com



58

adaptacOes. Biofilmes de S. Enteritidis foram formados nas cavidades das microplacas pela
inoculacdo de aliquotas de 50 pL de cultura padronizada em 150 pL de BHI e incubadas, a 37
°C, por 48 horas, para a formacdo do biofilme. Apds esse periodo, as culturas foram
removidas e as cavidades lavadas trés vezes com solucdo de NaCl 0,85% (v/v), para a
remocdo das células ndo aderidas.

Apos a formacgdo dos biofilmes, aliquotas de 200 uL de solugbes aquosas contendo
0,5% de Tween 80 (v/v) e agentes estressores foram adicionadas nas cavidades. Foram
utilizadas as concentracdes de 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70 e 80 mg.mL™, para o 6leo essencial
de cravo e eugenol, e as concentracdes de 30; 40; 50; 60; 70 e 80; 90 e 100 mg.mL™ do
sanificante quaternario de aménio. Apds 20 minutos de contato, as solu¢Ges foram removidas
e as cavidades foram lavadas trés vezes com solucdo de NaCl 0,85% (m/v). As cavidades
foram adicionados 200 pL de BHI e as microplacas incubadas, a 37 °C, por 24 horas. Apds
esse periodo, realizou-se o plaqueamento de aliquotas de 10 uL das culturas de cada cavidade
em placas contendo TSA, empregando-se a técnica de microgotas, com incubagdo a 37 °C,
por 24 horas. O experimento foi conduzido em triplicata e trés repeticGes.

As menores concentracBes dos componentes majoritarios onde nao foi observado
crescimento em placas foram denominadas de concentragdo minima bactericida do biofilme
(CMBB).

2.4 Determinacéo do pH minimo de crescimento e minimo inibitério do biofilme

A influéncia do pH no crescimento de S. Enteritidis foi avaliada em microplacas de
poliestireno com 96 cavidades. Biofilmes de S. Enteritidis foram formados nas cavidades das
microplacas pela inoculacéo de aliquotas de 50 uL de cultura padronizada em 150 uL de BHI
e incubadas, a 37 °C, por 48 horas. Apés esse periodo, as culturas foram removidas e as
cavidades lavadas trés vezes com solucdo de NaCl 0,85% (v/v), para a remocéo das células
ndo aderidas.

Para a determinacgdo da influéncia do pH no crescimento das células de S. Enteritidis
em biofilme, apo6s a lavagem com NaCl 0,85% (v/v), as cavidades foram adicionados 200 puL
de caldo BHI, com pH ajustado com acido latico para 6,0; 5,5; 5,0; 4,5; 4,0; 3,5; 3,0, e as
microplacas foram incubadas, a 37 °C, por 24 horas.

Ap0s esse periodo, realizou-se o plaqueamento de aliquotas de 10 pL das culturas de
cada cavidade em placas contendo TSA, empregando-se a técnica de microgotas, com

incubacéo, a 37 °C, por 24 horas. O experimento foi conduzido em triplicata e trés repeticoes.
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O pH minimo inibitério foi definido como o menor valor capaz de inibir
completamente o crescimento bacteriano. O pH minimo inibitério foi aquele imediatamente

anterior ao pH minimo de crescimento em que foi observado o crescimento em placa.

2.5 Adaptagdo de células plancténicas de Salmonella Enteritidis a concentracoes
subletais do Oleo essencial de cravo, eugenol e quaternario de aménio e formacgédo de

biofilme

Células de Salmonella Enteritidis foram expostas a concentragdes subletais de 6leo
essencial de cravo, eugenol e quaternario de amonio. Elas foram definidas como 1/8 da CMB
obtidas com adaptagdes (DI PASQUA et al., 2010). Aliquotas de 150 pL de solugdes de BHI
acrescidas de 0,5% de Tween 80 e 0s agentes estressores OEC e eugenol, nas concentracdes
subletais, foram adicionadas nas cavidades. Para os testes com quaternario de aménio foram
adicionados somente BHI e o agente estressor, inoculados 50 uL das culturas padronizadas e
as microplacas incubadas, a 37 °C, por 48 horas. Apds esse periodo, as culturas foram
removidas e as cavidades lavadas trés vezes com solucdo de NaCl 0,85% (m/v), para a
remocdo das células ndo aderidas.

Os biofilmes formados com as células adaptadas foram expostos a diferentes
concentracOes dos agentes estressores. Aliquotas de 200 uL de solu¢bes aquosas acrescidas de
0,5% de Tween 80 (v/v) de antimicrobianos nas concentracdes de 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70 e
80 mg.mL™, para o 6leo essencial de cravo e, para o eugenol, as concentracées de 30; 40; 50;
60; 70 e 80; 90 e 100 mg.mL™ do sanificante quaternario de amdnio foram adicionadas nas
cavidades. Apo6s 20 minutos de contato, as solu¢fes foram removidas e as cavidades lavadas
trés vezes com solucdo de NaCl 0,85% (m/v).

Em seguida, 200 pL de BHI foram adicionados as cavidades e as microplacas foram
incubadas, a 37 °C, por 24 horas. Ap0s esse periodo, realizou-se o plaqueamento de aliquotas
de 10 pL das culturas tratadas em TSA pela técnica de microgotas, seguido de incubacéo, a 37
°C, por 24 horas e, assim, determinada a concentracdo dos antimicrobianos capazes de

eliminar as células sésseis de S. Enteritidis que sofreram adaptacdo em estagio plancténico.
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2.6 Adaptacdo de células planctonicas de Salmonella Enteritidis ao estresse &cido e
formacao de biofilme

Biofilmes de S. Enteritidis foram formados nas cavidades das microplacas pela
inoculacdo de aliquotas de 50 pL de cultura padronizada em 150 pL de BHI, ajustado com
acido latico, para o valor de 55 (pH minimo de crescimento de células planctdnicas) e
incubacdo, a 37 °C, por 48 horas. Apds esse periodo, as culturas foram removidas e as
cavidades lavadas trés vezes com solucdo de NaCl 0,85% (v/v), para a remocao das células
ndo aderidas.

Para a determinacéo da influéncia do pH no crescimento de S. Enteritidis em biofilme,
apos a lavagem com NaCl 0,85% (v/v), as cavidades foram adicionados 200 uL de caldo BHI,
com pH ajustado com &cido latico para 6,0; 5,5; 5,0; 4,5; 4,0; 3,5; 3,0, e as microplacas foram
incubadas, a 37 °C, por 24 horas.

Ap0s esse periodo, realizou-se o plaqueamento de aliquotas de 10 pL das culturas de
cada cavidade em placas contendo TSA, empregando-se a técnica de microgotas, com
incubacdo a 37 °C, por 24 horas. O experimento foi conduzido em triplicata e trés repeticoes.
Considerou-se a capacidade de as células sésseis de S. Enteritidis desenvolverem tolerancia
acida quando houve crescimento em pH inferior ao pH minimo de crescimento. Células nédo

adaptadas foram utilizadas como controle.

2.7 Adaptacdo de biofilme de Salmonella Enteritidis a concentrac6es crescentes do 6leo

essencial de cravo e eugenol

Para a formacdo do biofilme de S. Enteritidis foram inoculados 50 pL da cultura
padronizada em 150 uL de caldo BHI com a concentragdo subletal de 1/8 da CMB do OEC e
eugenol das células plancténicas. As microplacas foram incubadas, a 37 °C, por 48 horas.
Apos a formagéo do biofilme, as culturas foram removidas utilizando-se micropipetas e as
cavidades lavadas trés vezes com solucdo de NaCl 0,85% (v/v), para a remocédo das células
n&o aderidas.

Apds a lavagem foram preparadas novas solugbes com o0s antimicrobianos na
concentragdo subletal de 1/4 da CMB das células planctnicas e novamente adicionados as
cavidades em que os biofilmes foram formados. As microplacas foram incubadas, a 37 °C,
por 24/48 horas, para observacio do crescimento, com adaptacdes (BUZON-DURAN et al.,

2017). Esse procedimento foi realizado sucessivamente enquanto fosse observado
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crescimento e as concentragcdes foram aumentando, sendo utilizados os valores de 1/8CMB;
1/4CMB; 1/2CMB; CMB; 1,5xCMB e 2xCMB.

2.8 Avaliacao da adaptacdo cruzada entre 6leo essencial de cravo e eugenol

Aliquotas de 150 pL de solucgdes de BHI acrescidas de 0,5% de Tween 80 e 0s agentes
estressores OEC e eugenol nas concentracGes subletais de 1/8 CMB foram adicionadas nas
cavidades. Inocularam-se 50 pL das culturas padronizadas e as microplacas foram incubadas,
a 37 °C, por 48 horas. Apds esse periodo, as culturas foram removidas e as cavidades lavadas
trés vezes com solucdo de NaCl 0,85% (m/v), para a remocéo das células ndo aderidas.

Os biofilmes formados com as células adaptadas foram expostos a concentracdes do
agente estressor diferentes daquelas a que as células foram adaptadas, nas concentracGes de
80; 70; 60; 50; 40; 30; 25; 20; 15; 10; 5; 3,9 e 2,5 mg.mL™"do OEC e eugenol. Assim, células
adaptadas ao OEC foram expostas a diferentes concentracfes de EUG e células adaptadas ao
EUG foram expostas a diferentes concentracdes de OEC. Para isso, aliquotas de 200 uL de
solugdes aquosas acrescidas de 0,5% de Tween 80 (v/v) dos antimicrobianos nas diferentes
concentragfes foram adicionadas as cavidades da microplaca. Apds 20 minutos de contato,
que é o tempo utilizado nas industrias de alimentos para aplicacdo de sanificantes, as solucdes
foram removidas e as cavidades lavadas trés vezes com solugdo de NaCl 0,85% (m/v).

Em seguida, 200 pL de BHI foram adicionados as cavidades e as microplacas foram
incubadas, a 37 °C, por 24 horas. Apds esse periodo realizou-se o plaqueamento de aliquotas
de 10 uL das culturas tratadas em TSA pela técnica de microgotas, seguido de incubacéo, a 37
°C, por 24 horas e, assim, determinada a concentragdo dos antimicrobianos capazes de
eliminar as células sésseis de S. Enteritidis que sofreram adaptacdo em estagio planctonico do

agente estressor diferente.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Concentracdo minima bactericida do biofilme

A utilizacdo dos 0leos essenciais e componentes majoritarios como antimicrobianos
naturais sobre células plancténicas ja tem o seu efeito bactericida bem estabelecido. Diante
disso, foi necessario determinar as concentracbes minimas bactericidas do 6leo essencial de
cravo, do seu componente majoritario eugenol e do quaternario de amonio sobre os biofilmes
de S. Enteritidis, que sdo estruturas mais complexas. Os valores da concentracdo minima
bactericida do biofilme (CMBB) dos antimicrobianos obtidos neste experimento estdo

expressos na Tabela 1.

Tabela 1 - Concentracdo minima bactericida do biofilme (CMBB) de 6leo essencial de cravo,
eugenol e quaternario de amoénio sobre biofilme de Salmonella enterica sorovar

Enteritidis.
Antimicrobianos CMBB (mg.mL™)
Oleo essencial de cravo 40
Eugenol 30
Quaternario de aménio 90

CMBB: concentracdo minima bactericida do biofilme.
Fonte: Da Autora (2017).

Foi possivel observar que as CMBBs foram superiores aos valores encontrados para as
células planctonicas (OEC; EUG; QA: 3,9; 3,9; 0,9 mg.mL™, respectivamente), ou seja, as que
estavam livres e ndo em comunidades complexas, como os biofilmes. O valor da CMBB
encontrado para o 6leo essencial de cravo foi praticamente dez vezes maior que sua CMB;
para o eugenol, a CMBB foi de, aproximadamente, 8 vezes o valor da CMB; ja para o
quaternario de amonio, o valor encontrado para a CMBB foi cem vezes maior que o
encontrado para a CMB do antimicrobiano. Esses resultados mostram que, ao se encontrar na
forma de biofilme, S. Enteritidis se torna mais tolerante aos antimicrobianos testados. Os
resultados também mostraram que o eugenol foi mais eficiente sobre o biofilme de S.
Enteritidis, em comparagdo com o OEC e o sanificante ja utilizado nas industrias alimenticias,
0 quaternario de aménio. Nos estudos de Liu et al. (2015) também foi observada a eficiéncia
na concentracdo de 2.048 pg. mL?, para a eliminacdo do biofilme de Salmonella

Typhimurium.
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3.2 Determinacdo do pH minimo de crescimento e minimo inibitorio do biofilme

Os valores de pH minimo inibitorio (pHw)) e minimo de crescimento (pHwmc) do
biofilme de Salmonella enterica sorovar Enteritidis foram de 3,5 e 4,0, respectivamente.

Os resultados mostram que, quando as células estdo em comunidades complexas,
como os biofilmes, elas conseguem resistir a pH mais &cidos, uma vez que 0 pHwc € 0 pHw
passaram de 5,5 e 5,0 para 4,0 e 3,5, respectivamente. Este resultado pode ser observado,
uma vez que os biofilmes sdo estruturas que oferecem protecdo as células contra condicdes
ambientais adversas.

Em um estudo realizado por Dimakopoulou-Papazoglou, Lianou e Koutsoumanis
(2016) foi observado pHyc de Salmonella enterica sorovar Newport em biofilme entre 3,48 e

3,69, o qual se aproxima do resultado encontrado para S. Enteritidis.

3.3 Adaptacdo de biofilme de Salmonella Enteritidis a concentragdes subletais do 6leo

essencial de cravo, eugenol e quaternario de amoénio

Nos resultados obtidos apds a formacdo do biofilme em presenca de concentragdes
subletais dos agentes estressores e posterior tratamento dos biofilmes com diferentes
concentracdes desses agentes, foi observado aumento de tolerdncia do biofilme de S.

Enteritidis apenas ao eugenol (Tabela 2).

Tabela 2 - Resposta adaptativa de biofilme de S. Enteritidis ao 6leo essencial de cravo,
eugenol e quaternario de amonio.

Eator subletal Concentracao Tolerancia ao fator letal
(1/8 CMB) Subletal (mg.mL™)
(mg.mL™)

10 20 30 40 50 60 70 80

OEC 0,4875 + + - - - - - -

EUG 0,4875 + + + - - - - -
30 40 50 60 70 80 90 100

QA 0,1125 - - - - - - - _

OEC: dleo essencial de cravo; EUG: eugenol; QA: quaternario de aménio.
(+) crescimento visivel em placas; (-) auséncia de crescimento em placas.
Fonte: Da Autora (2017).
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De acordo com o resultado apresentado, o biofilme adaptado ao OEC de S. Enteritidis
ndo apresentou aumento de tolerdncia ao OEC, tornando-se mais sensivel a esse agente
estressor, uma vez que sua CMBB passou de 40 para 30 mg.mL™. Esse resultado pode ser
devido aos diferentes componentes quimicos encontrados no Oleo essencial de cravo,
corroborando as informacGes de que a atividade antibacteriana dos dleos essenciais ndo se da
apenas por um Unico mecanismo especifico, atuando sobre vérios alvos na célula (BURT,
2004). De acordo com Xu et al. (2016), o 6leo essencial de cravo exibiu atividade
antibacteriana contra S. aureus, levantando a hipotese de que o 6leo essencial pode interagir
primeiro com a parede celular e a membrana, uma vez que S. aureus é uma bactéria gram-
positiva, ao contrario do microrganismo objeto do estudo, que é gram-negativo. Eles
observaram que o 6leo essencial de cravo provocou, além de danos fisicos, também danos em
nivel molecular, como a inibicdo da sintese normal de DNA e proteinas, que sdo essenciais
para o crescimento bacteriano.

Ja 0 EUG induziu a resposta adaptativa das células, uma vez que foi observado
crescimento de S. Enteritidis em sua presenca em concentracdo antes inibitéria. A CMBB
passou de 30 para 40 mg.mL™, mostrando que, quando tem o componente puro, este pode ter
somente um sitio de acdo. Sabe-se que o eugenol promove o aumento da permeabilidade da
membrana citoplasmaética, levando ao seu rompimento (DEVI et al., 2010). A influéncia de
terpenos, como o eugenol, sobre a composicdo de acidos graxos de membrana de S.
Typhimurium, foi mostrada ap6s exposi¢do dessas bactérias a concentracdes subletais de
eugenol, timol, carvacrol e citral (DUBOIS-BRISSONNET et al.,, 2011). Os autores
observaram alteracdo na composicdo de &cidos graxos de membrana dessa bactéria com
aumento dos &cidos graxos saturados. Para o quaternario de aménio foi observado que,
guando submetido a concentracdo subletal do desinfetante, ele ndo foi capaz de crescer e
formar biofilme. Esse resultado demonstra que as células foram estressadas, tornando-se mais
sensiveis na presenca da concentracdo subletal do componente. O mecanismo de acdo do
composto quaternario de amonio, provavelmente, se d& sobre os componentes fosfolipidicos
da membrana, causando deformacdo da membrana, vazamento de material intracelular de
baixo peso molecular e ruptura da forga proton motora (MCDONNELL; RUSSELL, 1999).
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3.4 Adaptacdo de células plancténicas de Salmonella Enteritidis ao estresse &cido e
formacao de biofilme

Os biofilmes de S. Enteritidis formados em microplacas em meio com pH 5,5 (pH
minimo de crescimento das células plancténicas) ajustado com &cido latico foram avaliados
quanto a sua capacidade de adaptacdo ao estresse acido.

Para S. Enteritidis S64 ndo foi observada adaptacdo ao estresse &cido, embora seja
conhecida essa capacidade para varias bacteérias.

Os biofilmes foram mais sensiveis ao pH, uma vez que o pH minimo de crescimento
do biofilme (pHmcs) passou de 4 para 4,5, e o pH minimo inibitério do biofilme (pHwms)
passou de 3,5 para 4, ou seja, ndo suportaram 0 mesmo estresse acido que as células que nao
foram submetidas ao pHmc. Os resultados mostraram que o pH de 5,5 foi estressante a ponto
de o microrganismo tornar-se mais sensivel a valores de pH que antes toleravam, ou seja, ndo
se adaptaram ao estresse acido.

Esse resultado se mostra importante, uma vez que € utilizada a pulverizacdo de acidos
organicos, como &cidos latico e acético, para diminuir a contaminacdo de carcacas e carnes
frescas em abatedouros (DEL RIO et al., 2007).

3.5 Adaptacdo a concentracdes crescentes do 6leo essencial de cravo e eugenol

Foi realizado o teste de adaptacdo sucessiva, em que o microrganismo foi colocado para
a formacéo de biofilme na presenca da concentracéo de 1/8 CMB (0,4875 mg.mL™) das células
planctonicas. Apds incubacdo por 48 horas e a formacdo de biofilme, os pocinhos foram
lavados e acrescidos de meio contendo CMB/4, e assim sucessivamente. Os microrganismos
ndo foram capazes de se adaptar, tornando-se mais sensiveis, pois as células em biofilme nao
foram capazes de crescer em meio contendo a CMB das células planctonicas (3,9 mg.mL™),
tanto para o cravo quanto para 0 seu componente majoritario eugenol (Tabela 3).
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Tabela 3 - Resposta adaptativa sucessiva de S. Enteritidis ao 6leo essencial de cravo e seu
componente majoritario eugenol.

o . Concentraces sucessivas
Antimicrobianos

(mg.mL™)
0,4875 0,975 1,95 3,9 5,85 7,8
OEC ¥ ¥ n i i i
EUG + + + - - -

OEC: dleo essencial de cravo; EUG: eugenol; (+) crescimento visivel em placas; (-) auséncia de
crescimento em placas.
Fonte: Da Autora (2017).

Em estudo realizado com isolados de S. aureus e Listeria monocytogenes foi
demonstrado que tanto eugenol quanto citral, quando utilizados em concentracdo subletal,
inibiram significativamente a habilidade das bactérias em se aderirem no poliestireno
(APOLONIO et al., 2014). Os autores observaram que a exposicio das bactérias as CMB de
eugenol e citral por 30 minutos foi suficiente para reduzir significativamente a aderéncia
dessas bactérias. Assim, pode-se sugerir que tenha ocorrido o mesmo fato neste trabalho.

A diminuicdo da capacidade de aderéncia de S. Enteritidis pode ser devido a a¢&o do
eugenol e do 6leo essencial sobre o sistema quorum sensing. Essa forma de acdo dos 6leos
essenciais sobre bactérias foi discutida por Nazzaro et al. (2013). O sistema quorum sensing
funciona como um processo de comunicacdo quimica entre as bactérias, o qual envolve a

deteccdo de moléculas de sinalizacdo, sendo necessario para a formacéao de biofilme.
3.6 Avaliacéo da adaptacao cruzada entre 6leo essencial de cravo e eugenol
Foram realizados testes da resposta adaptativa cruzada de S. Enteritidis entre o 6leo

essencial de cravo e 0 seu componente majoritario eugenol. Os resultados podem ser

observados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Resposta adaptativa cruzada de S. Enteritidis ao 6leo essencial de cravo e eugenol.

Concentragéo Al
Fator subletal subletal Tolerancia ao f_a}tor letal

(mg.mL™) (mg.mL™)

EUG
OEC 04875 10 20 30 40 5 60 70 80
’ + + + - - - - -

OEC
EUG 04875 10 20 30 40 5 60 70 80
’ + + - - - - - -

OEC: 6leo essencial de cravo; EUG: eugenol; (+) crescimento visivel em placas; (-) auséncia de
crescimento em placas.
Fonte: Da Autora (2017).

Os resultados observados na adaptacdo cruzada foram os mesmos que ja tinham sido
observados na adaptacdo direta, ou seja, 0s biofilmes que foram submetidos a concentracédo
subletal do OEC e posteriormente expostos ao EUG se adaptaram, passando a CMBB de 30
para 40 mg.mL™. Os biofilmes que foram submetidos & concentracio subletal de EUG e
posteriormente expostos a solu¢es de OEC se tornaram mais sensiveis e a CMBB diminuiu
de 40 para 30 mg.mL™. Os microrganismos que foram expostos a concentraces subletais de
OEC e posteriormente submetidos a concentracdes iguais ou superiores a8 CMB do EUG se
adaptaram. Isso pode ocorrer, uma vez que o0 EUG pode estimular, por exemplo, a mudanca
do perfil lipidico da membrana celular (NAZZARO et al., 2013) e essa mudanca pode alterar

a permeabilidade da célula, podendo, entdo, aumentar a resisténcia bacteriana.
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4 CONCLUSAO

O oleo essencial de cravo e o eugenol foram mais eficientes, quando comparados com
o sanificante quaternario de amonio, que é um produto quimico, geralmente utilizado na
industria de alimentos.

N&o foi observada adaptacéo direta ao 6leo essencial de cravo, uma vez que ndo houve
aumento da tolerancia ao antimicrobiano. As células se tornaram mais sensiveis.

As células submetidas a adaptacdo cruzada, ou seja, que foram adaptadas ao EUG e
posteriormente expostas a solu¢des de OEC ndo se adaptaram, tornando-se mais sensiveis.

Pode-se concluir que dleo essencial de cravo pode ser um potencial sanificante para
utilizacdo nas inddstrias de alimentos, uma vez que apresentou 6timos resultados para 0s

testes de adaptacao.
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