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RESUMO

Staphylococcus aureus é uma bactéria patogénica, Gram-positiva, ndo produz esporos,
capaz de se desenvolver em ampla faixa de temperatura e causar toxinfeccdo alimentar, é o
agente de maior importancia em infec¢des hospitalares. Pela elevada capacidade de resisténcia
a antimicrobianos comerciais, alternativas a eles tém sido propostas, destacando-se aqueles de
origem natural, principalmente os 6leos essenciais (OE) e seus componentes majoritérios. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de adaptacédo direta e cruzada de S. aureus aos
OE, antibioticos e pH. Paraisso determinou-se as concentracbes minimas bactericidas (CMB)
dos 0leos essenciais de canela, orégano, menta e lavanda sobre S. aureus, foram essas de 0,062;
0,25; 1,0 e 2,0 % (v/v), respectivamente. Em seguida as células bacterianas foram submetidas
aos estresses subletais gerados pelos OE nas concentragdes de 1/4CMB, 1/8CMB e 1/16CMB,
por 6 e 24h. As células adaptadas foram expostas a diferentes concentracdes de 6leos
essenciais e ao teste de sensibilidade a antibioticos (cefuroxima, cloranfenicol, norfloxacina,
novobiocina, tetraciclina). Apds a determinacdo dos pH minimo inibitério e minimo de
crescimento, 4,5 e 5,0, respectivamente, S. aureus foi submetido ao estresse acido (pH 5) por 6
e 24h. Em seguida as células foram submetidas ao teste de sensibilidade aos antibidticos. Foi
observada a adaptacdo direta de S. aureus apenas nas concentracfes de 1/4 e 1/8 da CMB do
6leo de canela, ap6s 6h de exposicdo. O Oleo de menta, apds 6h de exposicdo ao estresse
subletal e o 6leo de orégano, em ambos tempos, levou a reducdo da sensibilidade das células
aos OE. Ja a pré-exposicao das células por 24h s6 levou a adaptacdo direta no 6leo de menta. A
cepa ndo foi capaz de se adaptar ao OE de lavanda em nenhuma das concentracdes subletais
utilizadas. A adaptacdo cruzada entre OE e antibidticos foi dependente ndo apenas do 6leo
essencial e do antibidtico utilizados como também do tempo de exposi¢cdo ao estresse.
Observou-se 0 aumento da sensibilidade das células a novobiocina apds pré-exposicdo a 1/4
CMB do 6leo de canela, por 6h e 1/16 CMB do 6leo de menta, por 24h. De modo geral, pode-se
concluir que a cepa estudada apresentou capacidade de resposta aos estresses avaliados.

Palavras-chave: Antimicrobiano natural. Tolerancia. Patdgeno.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a pathogenic Gram-positive bacterium that does not produce spores,
which can develop in a wide temperature range and cause food toxinfection, is the most
important agent in hospital infections. Due to their high resistance to commercial
antimicrobials, alternatives have been proposed, especially those of natural origin, mainly
essential oils (EO) and their major components. The objective of this study was to evaluate the
ability of direct adaptation and cross-adaptation of S. aureus to EO, antibiotics and pH. The
minimum bactericidal concentrations (MBC) of the essential oils of cinnamon, oregano,
peppermint and lavender on S. aureus were determined: 0.062; 0.25; 1.0 and 2.0% (v / v),
respectively. Afterwards the bacterial cells were submitted to the sublethal stresses generated
by EO at concentrations of 1/4 MBC, 1/8 MBC and 1/16 MBC, for 6 and 24h. The adapted cells
were exposed to different concentrations of essential oils and the antibiotic sensitivity test
(cefuroxime, chloramphenicol, norfloxacin, novobiocin, tetracycline). After determination of
minimum inhibitory pH and minimum growth, 4.5 and 5.0, respectively, S. aureus was
submitted to acid stress (pH 5) for 6 and 24h. The cells were then submitted to the antibiotic
sensitivity test. The direct adaptation of S. aureus was observed only at concentrations of 1/4
and 1/8 of the MBC of cinnamon oil after 6h of exposure. Peppermint oil, after 6h exposure to
sublethal stress and oregano oil, in both times, led to the reduction of the sensitivity of the cells
to EO. The pre-exposure of the cells for 24 hours only led to direct adaptation in peppermint oil.
The strain was not able to adapt to lavender EO at any of the sublethal concentrations used. The
cross-adaptation between EO and antibiotics was dependent not only on the essential oil and
antibiotic used but also on the time of exposure to stress. The increase in cell sensitivity to
novobiocin after pre-exposure to 1/4 MBC of cinnamon oil for 6 hours and 1/16 MBC of
peppermint oil was observed for 24 hours. In general, it can be concluded that the strain studied
presented capacity to respond to the stresses evaluated.

Key words: Natural antimicrobial. Tolerance. Pathogen.
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1. INTRODUCAO

Staphylococcus aureus € uma bactéria patogénica, gram-positiva ndo produtora de
esporos, capaz de se desenvolver em ampla faixa de temperatura, pH e atividade de agua sendo
agente causal de infeccbes hospitalares e intoxicacdo de origem alimentar de grande
importancia. S. aureus é produtor de varios tipos de enterotoxinas denominadas enterotoxinas
estafilocdcicas, destacando-se as SEA, SEB, SEC, SED e SEE como as principais que, ao
serem ingeridas causam principalmente nauseas, voémitos, cdibras abdominais, diarreia, febre e
sudorese.

Sua importancia como causador de toxinfecgfes alimentares se destaca por suas
enterotoxinas serem termoestaveis, ndo sendo eliminadas pelos tratamentos térmicos utilizados
na industria alimenticia; e na satde, pelo constante aparecimento de cepas multirresistentes aos
antibidticos utilizados, pelo menos trés classes de antibidticos e ser o maior causador de
infec¢Bes nosocomiais no mundo.

As bactérias possuem véarios mecanismos fisiologicos e genéticos que podem lhes
proporcionar condi¢cdes de se manterem colonizando determinado nicho ecoldgico, mesmo esse
apresentando variagdes estressantes, como a alteracdo da temperatura, do pH, da pressdo
osmatica, do potencial de oxidacéo-reducdo, presenca de substancias antimicrobianas, etc. Um
desses mecanismos € conhecido como resposta ao estresse ou resposta adaptativa.

A resposta adaptativa confere aos microrganismos a habilidade de melhor resistir aos
efeitos danosos do agente estressor quando sdo previamente expostos a ele em baixas
concentracdes. Nessa condicdo ocorrem mudancas fisiolégicas temporarias que
frequentemente resultam no aumento da tolerancia aquele estresse (direta/homdloga) ou
protecdo cruzada (outro fator estressante - heteréloga).

A capacidade adaptativa as condi¢cBes ambientais adversas das bactérias apresenta
grande interesse tanto na area clinica quanto na seguranca alimentar. Esse mecanismo é
rapidamente ativado ao serem detectadas, pelas bactérias, pequenas alteracdes no ambiente
(pH, temperatura, conservantes, sanificantes, etc.) desencadeando ajustes metabolicos,
protedmicos e gendémicos.

Devido a capacidade de S. aureus desenvolver adaptacdo direta e cruzada a varios
fatores estressantes, e ao aumento da resisténcia da bactéria aos antibioticos disponiveis

atualmente, novos agentes antimicrobianos tém sido propostos, dentre eles os 0leos essenciais.



11

Os antimicrobianos de origem natural vém ganhando forca nos ultimos anos, em
destaque, os 6leos essenciais e seus componentes majoritarios que vém sendo avaliados contra
diversos microrganismos, com resultados promissores.

Os oleos essenciais sdo produtos do metabolismo secundario das plantas, sdo misturas
complexas de substancias (fitocomplexo), e esta caracteristica pode dificultar a adaptacdo do
microrganismo, pois permite que o 6leo aja de diferentes formas na célula bacteriana atingindo
distintos sitios de acdo. Com mecanismo de acdo multialvos, supde-se que as bactérias ndo
consigam sobreviver a esses antimicrobianos, diferentemente aos antibidticos, possibilitando
seu uso como alternativa a medicamentos utilizados atualmente. Da mesma forma, espera-se
que as bactérias, mesmo submetidas a concentracdes subletais desses antimicrobianos nao
consigam desenvolver adaptacdo direta ou cruzada, principalmente quando os 6leos essenciais
sdo utilizados como conservantes ou sanificantes na industria de alimentos. A possibilidade de
um antimicrobiano natural, seguro e eficaz é de grande interesse cientifico e industrial.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de Staphylococcus aureus - GL 4384
desenvolver adaptacdo direta aos Oleos essenciais de canela, menta, lavanda e orégano, e

adaptacdo cruzada entre 6leo essencial e antibidticos e, pH e antibioticos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus pertencem a familia Staphylococcaceae, apresentam-se em
forma de cocos com cerca de 1 um de didametro, em massas regulares, semelhantes a cachos de
uva. S8 microrganismos gram-positivos, mesofilos, anaerdbios facultativos, produtores de
coagulase e termonuclease. S. aureus é capaz de se desenvolver em ampla faixa de temperatura,
variando de 7 °C a 48,5°C (com temperatura 6tima de 37°C), pH entre 4 a 9,8 e ndo produzem
esporos (BHUNIA, 2008). Considerando a atividade de 4gua (Aw), os estafilococos sdo Unicos,
em sua capacidade de crescer em valores inferiores aos normalmente considerados minimos
para as bactérias ndo-haldfilas, apresentando tolerdncia a concentracGes entre 10% a 20% de
cloreto de sddio, com valor minimo de Aw de 0,83 (FERREIRA, 2003; PORTOCARRERO,
2002; TATINE, 1973).

O homem e os animais sdo os principais reservatorios de S. aureus. No homem a
cavidade nasal é o principal nicho dos estafilococos, a partir do qual atinge tanto a epiderme
guanto o ar, agua e qualquer superficie ou objeto que entrar em contato com o homem
(FRANCO; LANDGRAF, 2008). Ja nos animais, S. aureus € considerado o principal agente
etiologico da mastite bovina (ROBERSON et al. apud BRITO; BRITO, 1997), fato que leva a
constante contaminacdo de produtos de origem lactea. Apesar de fazer parte da microbiota
humana, essa bactéria pode causar desde infec¢des simples, como espinhas, até doengas mais
graves, como endocardite, meningite, septicemia entre outras (SANTOS et al., 2007)

Staphylococcus aureus possui varios fatores de viruléncia, como proteinas de adeséo,
eterotoxinas, superantigenos, hemolisinas formadoras de poros e proteases, que proporcionam
a bactéria causar tanto infeccGes nos seres humanos e animais quanto toxinfe¢@es alimentares,
sendo essas associadas as enterotoxinas (BHUNIA, 2008).

Considerado um dos mais importantes agentes causais de toxinose alimentar no mundo,
S. aureus sintetiza enterotoxinas denominadas de toxinas estafilococicas (SE). Atualmente, 23
enterotoxinas foram identificadas, incluindo SEA, SEB, SEC, SED e SEE, sendo as mais
comuns as SEA e SEB. Entretanto, a SEA é mais frequentemente envolvida em toxinoses
alimentares causadas por estafilococos (WU et al., 2016).

As toxinoses estafilococicas sdo provocadas pela ingestdo do alimento contendo toxinas
pré-formadas, que contém densidade populacional entre 10° a 108 UFC/g ou mL, ou acima
(AKTAR et al., 1996; PARK et al., 1994).
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As SEs sdo exotoxinas gastrointestinais que podem ser sintetizadas durante a fase
logaritmica e, ou, na fase de desaceleracdo do crescimento. Apresentam elevada toxicidade,
provocando os sintomas da toxinose em pequenas doses (nanogramas), sdo resistentes as
condicdes que facilmente destroem as células vegetativas como o tratamento térmico e baixo
pH e ndo sdo degradadas por enzimas proteoliticas, dessa forma, ao alcancarem o sistema
digestdrio ainda estdo ativas (BERGDOLL, 1990). Uma vez no sistema digestorio, as SE
estimulam o nervo vago que transmite um sinal ao centro do cérebro levando ao vomito. Além
disso, as SEs séo capazes de penetrar no revestimento intestinal e ativar respostas imunes locais
e sistémicas, liberando mediadores inflamat6rios que também provocam a emese. Alteraces
inflamatorias também sdo observadas em varias regides do trato gastrintestinal, com lesdes
mais severas no estdmago e na parte superior do intestino delgado. A diarreia as vezes
associada a toxinose pode ser devido a inibi¢do da reabsorcédo de agua e eletrolitos no intestino
delgado (ARGUDIN, MENDOZA, RODICIO, 2010).

Os principais sintomas, além da diarreia e emese sdo: cdibras abdominais, febre e
sudorese (BROOKS et al., 2000). O periodo de incubacdo pode variar, podendo ocorrer entre
30 minutos a 8 horas, sendo em média de 2 a 4 horas apds a ingestdo do alimento contaminado
(BERGDOLL, 1990).

A importancia de S. aureus, sob o ponto de vista da saude publica, é corroborada por
levantamentos epidemiolégicos, relacionando-o também a infec¢bes nosocomiais no mundo.
Esse patdgeno, além de causar infeccdes em 6rgaos e tecidos, estando envolvido na maioria dos
casos de infec¢bes hospitalares, também se destaca por ser uma das bactérias que mais

rapidamente desenvolve multirresisténcia a antibioticos (SANTOS et al., 2007).

2.2 Fatores estressores

Dada a importancia do controle de microrganismos patogénicos tanto na inddstria de
alimentos quanto em ambientes hospitalares e higiene pessoal, a utilizacdo de agentes

antimicrobianos pelos seres humanos tem sido cada vez maior.

Na producéo de alimentos, os antimicrobianos ganham destaque, com utilizacdo desde
0 campo até a obtengdo final dos produtos. S&o utilizados antibidticos no tratamento de
patologias animais, agentes sanificantes no processo de higienizacdo das industrias e
conservantes nos alimentos visando principalmente a seguranca alimentar. Entretanto, essas
substancias sdo extensivamente utilizadas e por grande periodo de tempo. Além da utilizacdo

continua dessas substancias, 0 ambiente de processamento impde aos microrganismos Varios
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outros estresses como temperatura, pH, pressdo osmatica, potencial de oxidacdo-reducéo,
dentre outros (CEBRIAN, G. et al., 2010.). Essa pressdo seletiva, imposta pelo ambiente de
processamento e pelo proprio alimento, apresenta o reves de selecionar microrganismos que, ao
sobreviverem aos fatores estressores, tornam-se um problema na seguranca alimentar.

Vérias sdo as intensidades dos fatores estressores aos quais as bactérias sdo expostas,
sendo definidas como branda (estresse subletal que néo resulta na perda da viabilidade celular),
moderada (estresse que impede o crescimento causando danos celular) ou severa (letal)
(YOUSEF; COURTNEY, 2003), sendo o nivel do estressor extremamente importante, pois
esse, juntamente com a capacidade da bactéria em se adaptar a ele ira “definir” sua permanéncia
ou n&o na cadeia produtiva (WESCHE et al., 2009).

2.2.1 Antibioticos

Dentre os varios fatores estressores, 0s antibidticos se destacam. Sua utilizacdo se
iniciou com a descoberta da penicilina, produzida por fungos do género Penicillium, por
Alexander Fleming em 1928, fato que revolucionou a ciéncia e a medicina, pois uma das
principais causas de mortalidade na época era por infec¢bes bacterianas (FONTANA, 2006.).

Atualmente encontram-se disponiveis no mercado os antibidticos dos grupos das
penicilinas, cefalosporinas, fluoroquinolonas, aminoglicosideos, carbapenema, macrolideos,
dentre outros, que atuam de diferentes formas sobre a célula bacteriana (Figura 1). Entretanto,
seus mecanismos de acdo sdo Unicos, podendo atuar ou na sintese da parede celular, ou na de

proteinas, ou inibindo a sintese de DNA, RNA ou &cido folico.
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Figura 1 — Mecanismos de agdo dos antibidticos
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Os antibidticos sdo extremamente usados em todo o mundo salvando vidas e
aumentando a producdo de alimentos. Entretanto, seu uso continuo, indiscriminado e de forma
inadequada levaram ao rapido aparecimento de bactérias resistentes a uma ou a varias drogas.
Dentre 0s microrganismos que rapidamente apresentaram cepas multirresistentes,
Staphylococcus aureus se destaca. Essa bactéria foi uma das primeiras a serem controladas com
a descoberta dos antibidticos, mas, devido a sua enorme capacidade de adaptacdo e resisténcia,
tornou-se uma das espécies de maior importancia no quadro das infeccdes hospitalares e
comunitarias (SANTOS et al., 2007).

2.2.1.1 Cefuroxima
A cefuroxima € um antimicrobiano R-lactdmicos que pertence a classe das
cefalosporinas de segunda geracdo. Seu mecanismo de acao consiste na inibi¢ao da sintese da
parede celular via inibicdo competitiva da enzima transpeptidase, responsavel por realizar a
transpepitizacdo da parede celular, tornando-a fraca sendo conseguinte degradada (MADIGAN
et al., 2008).
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2. 2.1. 2 Cloranfenicol

O cloranfenicol foi por muitos anos o Unico farmaco eficaz no tratamento das
salmoneloses, inclusive Salmonella Typhi. E ativo contra bactérias gram-negativas e
gram-positivas e a grande parte dos microrganismos anaerobios. Ele tem a capacidade de se
ligar a subunidade 50S do ribossomo, inibindo a sintese proteica da bactéria, tendo, assim, acdo
bacteriostatica. Entretanto, pode ter acdo bactericida contra algumas espécies
como Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Neisseria meningitidis, através de
mecanismo ainda ndo bem elucidado. A resisténcia a esse antimicrobiano pode ser adquirida
através de plasmideos ou alteracdes de permeabilidade a droga. Frequentemente, a resisténcia é
determinada pela producéo de uma enzima, acetil-transferase ou nitrorredutase, que inativa o
composto (ANVISA).

2. 2.1.3 Norfloxacino

O norfloxacino pertence a classe das fluoroquinolonas de segunda geracdo. Seu
mecanismo de agéo inibe a DNA topoisomerase, a DNA girasse e outras enzimas bacterianas,
impedindo a replicacdo e a transcri¢do do DNA (RANG HP et al., 2011).

E uma droga usada para tratar infeccdes no trato urinario, diarreia causada por infecgdes
bacterianas, mas € pouco eficaz frente aos microrganismos anaerobios. A resisténcia pode
ocorrer, principalmente, por uma alteracdo na enzima DNA girase, que passa a ndo sofrer acao
da droga (ANVISA).

2. 2.1.4 Novobiocina

A novobiocina, também conhecida como albamicina ou catomicina, foi relatada pela
primeira vez em 1950, sendo licenciada para uso clinico dez anos mais tarde. E um antibiético
de aminocumarina produzido pelo actinomiceto Streptomyces niveus, que recentemente foi
identificado como um sinénimo de S. spheroides, pertencente a ordem Actinobacteria. As
aminocumarinas séo inibidores da DNA girasse, atuam como competidores da reacdo de
ATPase catalisada por GyrB. A novobiocina possui uma eficacia maior que a fluoroquinilonas,
que também atuam na DNA girase. Esse antibidtico é indicado para combater estafilococos, em
especial, Staphylococcus epidermidis. (BURLISON. et al. 2006).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Quinolona
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2. 2.1.5 Tetraciclina

Antimicrobiano de amplo espectro de acdo, incluindo bactérias gram-positivas,
gram-negativas aerdbias e anaerdbias, espiroquetas, riquétsias, micoplasma, clamidias e até
alguns protozoarios. Primariamente seu mecanismo de acdo é bacteriostatico, quando em
concentracOes terapéuticas. As tetraciclinas entram na célula por difusdo, em um processo
dependente de gasto de energia. Ligam-se, de maneira reversivel, a por¢do 30S do ribossomo,
bloqueando a ligacdo do RNA transportador, o que impede a sintese proteica. O principal
mecanismo de resisténcia microbiana é por diminui¢do da acumulacdo da droga no interior da
celula. A utilizagdo veterinaria desse antimicrobiano tem sido apontada como a principal
responsavel pela resisténcia microbiano a esta droga (ANVISA).

Microrganismos suscetiveis a tetraciclina sdo considerados sensiveis também
a doxiciclina e minociclina. Porém, microrganismos que sao intermediarios ou resistentes a

tetraciclina podem ser suscetiveis a doxiciclina ou minociclina, ou a ambas (NCCLS, 2018).

2.2.2 Fatores estressores: pH

A acidez do meio, muitas vezes, evita a colonizacdo microbiana indesejavel. Dessa
forma, a induastria alimenticia utiliza-se da acidificacdo dos alimentos para conserva-los, ja que
as bactérias patogénicas costumam se multiplicar melhor em valores de pH neutro, em torno de
7,0. Para isso sdo utilizados acidulantes como: &cido citrico, lactico, acético e outros, a fim de
evitar a deterioracdo do alimento ou atenuar os tratamentos térmicos (JAY, 2005)

Em alimentos pouco &cidos ha uma grande variedade de microrganismos, incluindo
bactérias patogénicas, fungos filamentosos e levedura. JA& em alimentos mais acidos a
microbiota é mais restrita, e é mais provavel que haja bolores, leveduras e bactérias lacticas ou
acéticas (HOFFMANN, 2001).

Porém alguns microrganismos possuem a capacidade de desenvolverem adaptacao
contra o estresse acido quando expostos a concentracfes subletais (POIMENIDOU et al.,
2016).

2.3 Resposta ao estresse ou resposta adaptativa
A resposta adaptativa, ou adaptacdo celular ocorre quando as células bacterianas sdo
submetidas a condigOes de estresse subletal brandas a moderadas, com a adaptacéo transiente
das células, sendo observadas mudancas fisioldgicas que levam ao aumento de toleréncia

aquele estresse (adaptacdo homologa) (WESCHE et al., 2009).
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Outra capacidade das bactérias € o desenvolvimento da adaptacdo cruzada ou
heter6loga, onde, ao serem submetidas ao estresse subletal de determinado estressor, as
bactérias também apresentam maior toleréncia a outro fator estressor. Esse fato é bem
conhecido na industria de alimentos onde os microrganismos desenvolvem a adaptacdo cruzada
entre diferentes agentes sanificantes (CHAPMAN, 2003).

A resposta ao estresse, ou resposta adaptativa, € um fenémeno que tanto as bactérias
Gram-positivas quanto as Gram-negativas expressam e tem ajudado na sobrevivéncia de
patdgenos causadores de toxinfeccdes alimentares nos alimentos bem como nos ambientes de
processamento. A adaptacdo microbiana, resposta ao estresse sofrido pelos microrganismos, a
agentes antimicrobianos e desinfetantes tem sido relatada nos ultimos anos (AGUIAR et al.,
2015; SOUZA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017). A capacidade adaptativa dos
microrganismos tem levado a preocupacdo nao somente no ambiente hospitalar como também
da inddstria alimenticia.

Apesar dos diversos métodos desenvolvidos para reduzir a contaminagdo microbiana
nos alimentos durante o processamento nas industrias, as bactérias desenvolvem mecanismos
de resposta as condi¢cOes adversas de crescimento (YOON et al., 2015). O estresse utilizado de
forma subletal induz o condicionamento do microrganismo ao fator estressor, tornando-o
fisiologicamente mais tolerante a maiores niveis desse estresse ou desenvolvendo uma prote¢édo
cruzada a outros estressores (HWANG et al., 2014; SMIGIC et al., 2009).

2.3.1 Adaptacdo de S. aureus ao estresse

Staphylococcus aureus tem como uma de suas principais caracteristicas a capacidade de
se adaptar e/ou adquirir resisténcia aos agentes antimicrobianos com uma certa rapidez. 1sso se
deve, além do uso indiscriminado, das prescricdes nem sempre criteriosas e das falhas na
continuidade dos tratamentos com antibidticos, a capacidade dessa bactéria em se adaptar a
ambientes ndo tdo favoraveis, com mudancas de temperatura, pH, disponibilidade de 4gua e até
nutrientes. Experimentos demostraram que S. aureus pode sobreviver mais de 1 més em
plasticos, roupas e outros tecidos utilizados em hospitais € mais de 1 ano em embalagens
descartaveis de luvas, gazes e outros. (NEELY; MALEY, 2000; DIETZE, B. et al., 2001)

Quando, no inicio da década de 40, comecou a utilizacdo e comercializagdo da
penicilina, todas as bactérias do género Staphylococcus eram susceptiveis a esse antibidtico,
entretanto, alguns poucos anos mais tarde comecaram a surgir cepas resistentes. Novos

medicamentos foram lancados na época com o intuito de combater esses microrganismos,
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como a eritromicina, tetraciclina e aminoglicosideos, isso resultou, j& na década de 50, o
surgimento de bactérias multirresistentes (ITO et al., 2003).

Em 1960 foi langada a meticilina, uma penicilina sintética, dessa vez parecia que o
problema havia sido solucionado, ja que este medicamento era eficiente contra as cepas
multirresistentes. Mas apenas um ano depois, Jevons et al. (1961) isolou uma cepa resistente a
nova droga. Rapidamente as cepas de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) ocuparam 0s
ambientes hospitalares e foi necessario o uso de outro medicamento para combater essas
infeccdes, a vancomicina, eficiente no tratamento contra MRSA. Porém em 1997, no Japao,
Hiramatsu et al., isolou a primeira cepa de S. aureus resistentes a vancomicina (VRSA). No
Brasil, no municipio de Queimados - RJ, as primeiras cepas VRSA foram encontradas em 2000.
Nos anos seguintes EUA, Reino Unido, Alemanha e Franca também relataram cepas resistentes
(SANTOS et al., 2007).

A Figura 2 apresenta, no tempo, a rapida evolucdo na aquisicdo de resisténcia de cepas

de S. aureus em todo o mundo.

Figura 2 - Surgimento de alguns antibidticos e cepas resistentes de S. aureus nos séculos XX e
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MRSA: resistente a meticilina; CA-MRSA: resistente a meticilina e oxacilina; VRSA: resistente a
vancomicina
Fonte: Santos et al. (2007)
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O estudo realizado por Karatzas et al. (2007) encontrou cepas de S. aureus
barotolerantes através de um tratamento em que células bacterianas foram expostas a pressao
hidrostatica elevada (400 Mpa) durante 30 min. a maior parte dessas cepas apresentou uma
termo toleréncia maior e reduziu a resisténcia aos antibioticos, quando comparadas a cepa
selvagem.

Cebrian et al. (2010) demonstrou a capacidade de S. aureus aumentar sua tolerancia
acida apos ter passado por um estresse acido subletal (adaptacédo direta), mas também mostrou
um aumento na resisténcia ao calor e ao peroxido de hidrogénio (adaptacdo cruzada). Este
estudo também mostrou que S. aureus foi capaz de desenvolver respostas adaptativas apds ser
exposto a alcalinos, baixas concentracfes de peréxido de hidrogénio e choque térmico,
resultando adaptacdes diretas (homologas).

Para contornar as mudancgas ambientais, as bactérias costumam possuir diversos fatores
sigma (o), que regulam a expressao de diferentes e especificos genes capazes de gerar uma
resposta adaptativa. Entretanto, S. aureus parece possuir apenas dois fatores sigma: ¢* e ¢°
(CLEMENTS; FOSTER., 1999). Em bactérias gram-positivas, as respostas ao estresse sao
coordenadas pelo fator sigma alternativo o® (WU et al., 1996.) Esse regulador demonstrara
estar envolvidos na toleréncia a valores de baixo pH, osmolaridade, temperatura, antibiéticos,
etanol e falta de nutrientes (KULLIK; GIACHINO, 1997; CHAN; FOSTER., 1998)

2.4 Oleos essenciais: antimicrobianos naturais

De acordo com a Organizacdo Internacional de Normalizagdo de Oleos essenciais (ISO
9235, 2013), 6leo essencial é o produto obtido através de matéria prima vegetal, por destilacdo
com vapor de agua, destilacdo seca, hidrodestilacdo e processos mecanicos (expressao).

Nos vegetais, 0 metabolismo pode ser dividido em primario e secundario (SIMOES et
al., 2007). O metabolismo primario é responsavel pela sintese de celulose, lignina, proteinas,
lipideos, acucares e outras substancias importantes para a realizacdo das funcbes vitais das
plantas. Ja 0 metabolismo secundario produz uma variedade de compostos organicos, que
apresentam diversas atividades bioldgicas e possuem potencial para serem utilizados na
producdo de farmacos, cosmeticos, inseticidas, fungicidas e bactericidas (PEREIRA et al.,
2008).

Os 06leos essenciais sdo produtos de vias metabolicas secundarias das plantas (Figura 3)
e podem ser definidos como misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente
odoriferas e liquidas, encontrados em tecidos vivos de plantas, que podem estar concentrados

nas flores, folhas, cascas, rizomas e sementes de diferentes plantas (ARAUJO, 1995). A
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intensidade e a composicdo variam de acordo com fatores ambientais e o estagio de
desenvolvimento da planta (OUSSALAH et al., 2007).

Os oleos essenciais sao associados as funcdes de sobrevivéncia do vegetal, incluindo a
protecdo contra herbivoria e microrganismos (Siqui et al., 2000). Eles possuem uma
composi¢do quimica diversa, destacando-se a presenca de terpenos e fenilpropandides
(Goncalves et al., 2003; Silva et al., 2003).

Figura 3 - Ciclo biossintético dos metabolitos secundarios.
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Fonte: Santos (2000)

Os Oleos essenciais sdo compostos por mistura de componentes em diferentes
concentracdes, porém, geralmente um, dois ou trés deles sdo encontrados em proporcoes
maiores, 0s componentes majoritarios.

Tem-se o conhecimento de cerca de 3.000 6leos essenciais, destes, 300 sdo importantes
nas industrias de alimentos, agronémica, farmacéuticas saneamento, perfumes e cosméticos

(BAKKALI et al.,2008), sendo bem conhecida sua capacidade de estender a vida util de
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alimentos processados por inibicdo do crescimento de bactérias de origem alimentar (KIM et
al., 1995; SMITH-PALMER; STEWART; FYFE, 1998).

Dentre as varias utilidades dos 6leos essenciais, a acdo antimicrobiana tem sido uma das
mais estudadas. Em decorréncia aos problemas de resisténcia microbiologica a antibioticos e
desinfetantes tradicionais (ANDRADE et al., 2012). Seu modo de acdo nos diferentes
microrganismos esta associado aos seus compostos. Bakkali et al. (2008) afirmam que a
atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais é atribuida principalmente aos seus compostos
majoritarios.

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais ndo pode ser atribuida a um dnico
mecanismo de acdo devido a grande variedade de substancias (BURT, 2004). Como pode ser
observado na Figura 4, estes mecanismos incluem modificagdes quimicas na membrana

celular, citoplasma, enzimas e proteinas.

Figura 4 - Sitios de agdo dos 6leos essenciais sobre células bacterianas.
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2.4.1 Cinnamomum cassia (canela cassia)

Pertencente a familia das Lauraceas, as duas espécies mais utilizadas sdo a
Cinnamomum Zeylanicum Nees (pau de canela) mais usada no Ocidente e a Cinnamomum
Cassia (canela da china ou canela céssia) mais utilizada no Oriente. Ambas apresentam
caracteristicas terapéuticas bastante similares (Cunha et al, 2006), usando-se de ambas as
folhas, os rebentos, a casca e o 6leo essencial.

Segundo Cunha et al. (2006) a composicao quimica das canelas inclui substancias como
0 Aldeido Cinamico ou Cinamaldeido (Figura 5), responsavel pelo aroma e sabor intensos e
pelas propriedades antifungicas, o Cineol, que tem propriedades antiespasmaodicas,
secretoliticas e antifingicas (Schuls et al, 2002) e o Cariofileno que possui grande potencial
anti-inflamatorio e forte acdo antisséptica (Cunha et al, 2004)

O estudo realizado por SOUZA (2015) demonstrou que os 6leos essenciais de C. cassia,
C. camphora, Litsea cubeba apresentaram atividade antimicrobiana sobre biofilmes de S.
aureus ATCC 5674 e S. aureus GL8702, e a combinacdo desses 6leos apresentaram resultados
promissores para serem utilizados como sanificantes e ou conservantes nas industrias de

alimentos.

Figura 5 — Estrutura quimica do Cinamaldeido
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2.4.2 Lavandula angustifolia (Lavanda)

A espécie Lavandula angustifolia faz parte da familia Lamiaceae, conhecida
popularmente por lavanda ou alfazema. E nativa do continente europeu e uma das plantas mais
utilizadas na produgdo de perfumes e cosméticos, por suas propriedades cicatrizantes e
antissépticas. Seu 6leo essencial, composto majoritariamente por linalol e acetato de linalila
(Figura 6), ja é reconhecido a muito tempo na aromaterapia, para tratamentos de ansiedade,
insOnia, estresse, sedativo (SUGAWARA et al., 1998), anticonvulsivo (ELISABETSKY; BRUM;
SOUZA, 1999) e antinociceptivo (VENANCIO, 2006), é um dos 6leos mais distribuidos no mundo.
Ha também estudos quanto sua atividade antimicrobiana, esta mais associada ao composto

linalol.
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Figura 6 — Estrutura quimica do Acetato de linalila (a) e linalol (b)
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2.4.3 Mentha piperita (Menta)

Mentha piperita faz parte da familia Lamiaceae, popularmente é conhecida como menta
ou horteld-pimenta, possui com acdo medicinal ja relatada e é reconhecida, principalmente,
pelo sabor caracteristico e aroma refrescante (HABER et al., 2005).

O Oleo essencial de M. piperita produz substdncias como mentol, mentona e
mentofurano (Figura 7), compostos de grande importadncia na industria cosmética e
farmacéutica, por possuir uma elevada atividade antibacteriana (IMAI et al., 2001). Alves et al.
(2011) mostraram a atividade antibacteriana do 6leo sobre Streptococcus mutans (ATCC
25175), S. salivarius (ATCC 7073) e S. mitis (ATCC 903) com Concentracdo Minima Inibitéria
(CMI) de 0,625; 0,312 e 1,25 mg.mL™?, respectivamente.

No estudo de RASOOLI et al. (2008), M. piperita apresentou atividade inibitdria frente
ao biofilme formado por S. mutans, sendo essa atividade superior ao anti-septico quimico
clorexidina, tanto em testes in vitro quanto in vivo. Além disso, apresentou Concentracdo
Bactericida Minima (6000 ppm) inferior a clorexidina (8000 ppm), sobre o mesmo
microrganismo.

Outro estudo realizado por TRAJANO et al., (2009) demonstrou que o 6leo essencial de
menta foi eficaz na inibigéo de crescimento de Bacillus cereus (ATCC 11778), Bacillus subtilis
(ATCC 6633), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), S. aureus (ATCC 6538), Salmonella
enterica (ATCC 6017) e Yersinia enterocolitica (ATCC 9610).
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Figura 7 - Estrutura quimica do Mentol (a) e Mentona (b)
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2.4.4 Origanum vulgare (Orégano)

A espécie Origanum vulgare é uma planta aromatica e condimentar pertencente a
familia Lamiaceae e dentre seus nomes populares estdo orégano, manjerona-silvestre ou
manjerona-rasteira. E uma planta herbéacea, rasteira ou decumbente (SILVA JUNIOR;
VERONA, 1997). E originaria da Europa e Asia, sendo utilizada h4 muitos anos na culinaria
mundial. O 6leo essencial tem apresentado resultados significativos na inibicdo do crescimento
de bactérias, fungos e sintese de metabdlitos microbianos (BAYDAR et al., 2004; NOSTRO et
al., 2004).

O carvacrol e o timol (Figura 8) sdo os principais compostos presentes no 6leo essencial
de orégano e representam cerca de 70 a 80% da composicdo do mesmo (ADAM et al., 1998).
Para algumas cepas de microrganismo que ja adquiriram resisténcia aos desinfetantes quimicos,
0 6leo essencial de orégano tem sido utilizado para controlar microrganismo em produtos
alimenticios (GOULD, 1996)

Um estudo realizado por Mendonca (2004) demonstrou que a a¢do do orégano sobre
cepas de S. aureus foi menor que a do cravo-da-india, que age mais fortemente na inibi¢do do
crescimento microbiano em menores concentracdes. Esse resultado também ja foi descrito por
ZAIKA (1988). Quando comparado ao 6leo essencial de pimenta do reino, o 6leo de orégano
foi mais eficaz em inibir o crescimento de Staphylococcus aureus (0,5%) enguanto o 6leo de
pimenta do reino s afetou o crescimento dessa bactéria a partir da concentragdo de 1%
(ALARCON, 2007).
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Figura 8 - Estrutura quimica do Carvacrol (a) e Timol (b)
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2.5 Relacdo entre 6leos essenciais e a resposta adaptativa

Os antimicrobianos naturais tém se mostrado uma alternativa promissora aos
antibidticos convencionais, entretanto, em alguns casos, quando utilizada concentracGes
subletais destes compostos, 0s microrganismos podem desenvolver uma adaptacdo cruzada
estudos demonstram que pode ocorrer uma adaptacao a estes produtos ou até uma adaptacao
cruzada entre outros agentes microbianos (BIKELS- GOSHEN, LANDAU, SAGUY E
SHAPIRA, 2010; FONG & WANG, 2016).

Os microrganismos sdo capazes de aumentar a expressao de proteinas de resposta ao
estresse, reparando as proteinas danificadas quando submetidos a concentracdes subletais de
6leos essenciais ou outros compostos antimicrobianos. Contudo, quando a concentragdo de
agentes antimicrobianos naturais € mais elevada, esta resposta € incapaz de prevenir a morte
celular (BURT et al., 2007; LAMBERT et al., 2001).

Um estudo realizado por Zago et al. (2009) demonstrou uma interacdo positiva entre
alguns antibi6ticos e 6leos essenciais, linhagens de Staphylococcus aureus tiveram sua
sensibilidade melhorada quando expostas as drogas gentamicina, cefalotina e cefepime em
conjunto com os 6leos essenciais de capim cidreira (Cymbopogon citratus (DC.)) e horteld
pimenta (Mentha piperita L.). Kalily et al (2017) evidenciou que a exposicdo de uma cepa de
Salmonella enterica a seriadas concentragdes subletais de linalol foi suficiente para aumentar a
resitencia do microrganismo ndo sé ao linalol como também conferiu adaptacdo cruzada ao
0leo essencial de manjericdo (Ocimum basilicum L.) e a alguns antibioticos (trimetoprim,

sulfametoxazol, piperacilina, cloranfenicol e tetraciclina).



27

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de condugéo do experimento
O estudo foi realizado no Laboratdrio de Microbiologia de Alimentos, no Departamento

de Ciéncias dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

3.2 Oleos Essenciais
Foram utilizados 0s Gleos essenciais de Cinnamomum cassia (canela), Lavandula
angustifolia (lavanda), Mentha piperita (menta) e Origanum vulgare (orégano) adquiridos da
empresa FERQUIMA Industria e Comércio Ltda (Vargem Grande, Sdo Paulo, Brasil), cujos

componentes majoritarios, de acordo com o fabricante, sdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Composicéo e teor dos principais componentes dos 6leos essenciais.

Espécie Nome comum Principais Componentes Teor (%)
Cinnamomum cassia Canela Aldeido cindmico 81,0
Cumarina 3,0
Benzaldeido 3,0
Alcool cinamico 3,0
Estireno 3,0
Lavandula angustifolia Lavanda Linalol 34,0
Acetato de linalila 38,0
Mentha piperita Menta I-mentol 32,0
Mentona 28,0
Acetato de mentila 50
Eucaliptol 50

Origanum vulgare Orégano Carvacrol 70,0
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3.3 Microrganismo, padronizagio e manutengdo da cultura

Foi utilizada a cepa de Staphylococcus aureus GL 4384, obtida na Colegéo de Cultura
da Embrapa Gado de Leite — Juiz de Fora, Minas Gerais.

A cultura estoque foi mantida em meio de congelamento (glicerol - 15 mL; peptona
bacterioldgica - 0,5 g; extrato de levedura - 0,3 g; NaCl - 0,5 g; agua destilada 100 mL) em
freezer durante o desenvolvimento do trabalho.

O indculo foi padronizado em 108 UFC/mL, por meio da elaboracdo da curva de
crescimento, transferindo-se aliquotas de 1 mL da cultura estoque para tubos contendo 5 mL de
caldo triptona de soja (TSB) e incubagéo a 37°C/24 h; o desenvolvimento do microrganismo foi
acompanhado pela leitura da absorbéncia (D.O. 600nm) e contagem de células viaveis por

plagueamento em agar triptona de soja (TSA) ap6s 24h de incubacdo a 37°C.

3.4 Avaliacdo da sensibilidade de Staphylococcus aureus — GL 4384 aos antibioticos

Foi utilizada a técnica de sensibilidade a antimicrobianos por disco-difusdo, CLSI
M100-S21 (NCLS, 2011) com modifica¢cBes. Os antibidticos utilizados foram cefuroxina
(30mcg); cloranfenicol (30mcg), norfloxacina (10mcg), novobiocina (30mcg), tetraciclina
(30mcg). Em placas de Petri contendo TSA foram inoculadas aliquotas de 100 uL de suspenséo
padronizada a 108 UFC/mL da cepa. Apds inoculacdo, os discos de antibidticos foram
depositados sobre a superficie do agar e as placas incubadas a 37°C/24h. Apo6s esse periodo 0s
halos de inibicdo foram mensurados com paquimetro digital.

Staphylococcus aureus foi classificado quanto a sua sensibilidade aos antibi6ticos
como resistente, intermediario ou sensivel, de acordo com o tamanho do halo formado. Para
tanto foram utilizados os valores de referéncia definidos pelo CLSI, suplemento M100-S21

(2011), expostos na tabela 2.

Tabela 2 — Sensibilidade de Staphylococcus aureus aos antibidticos e média dos halos (mm).

Antibiotico Sensivel Intermediario Resistente
Cefuroxima (30mcg) 18 ou mais 15-17 14 ou menos
Cloranfenicol (30mcg) 18 ou mais 13-17 12 ou menos
Norfloxacina (10mcg) 17 ou mais 13-16 12 ou menos
Novobiocina (30mcg) 22 ou mais 18-21 17 ou menos

Tetraciclina (30mcg) 19 ou mais 15-18 14 ou menos
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3.5 Determinagédo das concentracBes minimas bactericidas dos 6leos essenciais sobre
Staphylococcus aureus
A concentracdo minima bactericida (CMB) dos 06leos essenciais foi determinada
utilizando a técnica de microdiluicdo em placas de poliestireno de 96 cavidades de acordo com
o CLSI - M07 (CLSI, 2018), com modificacdes. Os 6leos essenciais foram diluidos em TSB
acrescido de 0,5% (v/v) de Tween 80. Foram avaliadas as concentracGes de 2; 1; 0,5; 0,25;
0,125; 0,062; 0,03 e 0,015 % (v/v). Aliquotas de 100 uL de meio contendo os 6leos foram
adicionadas em cada uma das cavidades da microplaca e inoculadas de 10 pL de cultura
padronizada, as microplacas foram incubadas a 37°C/24 horas. Apds esse periodo, foi realizado
o0 plagueamento das culturas em TSA e incubadas a 37°C/24h. O controle foi realizado em TSB
acrescido de 0,5% de Tween 80 e 10 pL de inoculo padronizado. As CMB dos 6leos essenciais
foram as menores concentracdes de 6leos essenciais na qual ndo foi observado crescimento em

placas ap6s a incubagdo. O experimento foi realizado em triplicata e trés repeticdes.

3.6 Determinacao do pH minimo de crescimento e minimo inibitorio

A influéncia do pH no crescimento de Staphylococcus aureus — GL 4384 foi avaliada
em microplaca de poliestireno de 96 cavidades. Aliquotas de 100 pL das solucdes de TSB, com
pH ajustado previamente com acido latico (96%) foram adicionadas as cavidades acrescidas de
10 pL da cultura padronizada. Foram avaliados os pH de 6,0; 5,0; 4,5; 4,0; 3,5; 3,0; 25e 2,0. A
microplaca foi incubada a 37°C/24 horas. Ap0s esse periodo, foi realizado o plaqueamento em
microgota em placas de TSA e incubadas a 37°C/24h. O pH minimo inibitorio foi definido
como o menor valor capaz de inibir completamente o crescimento bacteriano, e 0 pH minimo

de crescimento, aquele imediatamente acima ao pH minimo inibitério

3.7 Adaptacédo de Staphylococcus aureus aos 6leos essenciais
Células de Staphylococcus aureus — GL 4384 foram expostas a doses subletais dos 6leos
essenciais de canela, lavanda, menta e orégano. Foram utilizadas as concentra¢@es equivalentes
a CMB/4, CMB/8 e CMB/16 (SANTOS et al., 2018), com adaptac¢bes. Em frascos contendo 36
mL de TSB acrescido de 0,5% de Tween 80 foi adicionado o 6leo essencial na concentracao
subletal adequada. Ap6s homogeneizagdo, aliquotas de 4 mL de in6culo padronizado foram
adicionadas ao meio e os frascos incubados a 37°C/ 6h e 24h. Em seguida, as culturas foram

centrifugadas a 21.380 x g/10 min As células adaptadas foram lavadas trés vezes com solucéo
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salina (0,85%, m/v), ressuspendidas em TSB e padronizadas em cerca de10®8 UFC mL™ para

posterior utilizagao.

3.8 Avaliacdo da adaptacdo de Staphylococcus aureus aos 6leos essenciais

As células adaptadas e padronizadas foram expostas a diferentes concentracdes do
mesmo 6leo essencial utilizado para sua adaptacdo nas concentracbes de 1/2 CMB; CMB;
1,2CMB; 1,4CMB; 1,6CMB; 1,8CMB e 2CMB. Os 6leos essenciais foram diluidos em TSB
adicionado de Tween 80 (0,5%, v/v). Aliquotas de 100 uL das solucdes antimicrobianas foram
adicionadas nas cavidades das microplacas e 10 uL da cultura padronizada foram inoculados.
As microplacas foram incubadas a 37°C/24h. Apoés esse periodo, aliquotas de 10 pL de cada
cultura foram plaqueadas em TSA e incubadas a 37°C/24h.

A bactéria foi classificada como capaz de se adaptar quando foi observado o
crescimento em placas apds seu cultivo em presenca dos 6leos em concentracdes iguais ou

superiores a CMB.

3.9 Avaliacdo da capacidade de adaptacéo cruzada de Staphylococcus aureus

3.9.1 Avaliacdo da adaptacdo cruzada de Staphylococcus aureus entre 60leos essenciais

e antibioticos
Células de Staphylococcus aureus - GL 4384 adaptadas a concentracdes subletais dos
6leos essenciais de canela cassia, menta e orégano, por 6 e 24h, foram submetidas a um novo
teste de sensibilidade a antibidticos. Foram utilizados os antibi6ticos cefuroxina (30mcg);
cloranfenicol (30mcg), norfloxacina (10mcg), novobiocina (30mcg), tetraciclina (30mcg). Foi
utilizada a técnica de sensibilidade a antimicrobianos por disco-difusdo (NCLS, 2018) com
modificacbes. Em placas de Petri contendo TSA foram inoculadas aliquotas de 100 uL de
suspensdo padronizada da cultura previamente adaptada. Apds inoculacdo, os discos de
antibioticos foram depositados sobre a superficie do agar e as placas foram incubadas a
37°C/24h. Apls esse periodo os halos de inibicdo foram mensurados com auxilio de
paquimetro digital. Um controle foi realizado, no qual as células foram pré-cultivadas em TSB
adicionado de 0,5% de Tween 80, sem adicdo de 6leos essenciais. A cepa que anteriormente foi
classificada como sensivel ou intermediaria aos antibidticos e passou a ser resistente, ou entéao,
classificada como sensivel e passou a intermediaria foi considerada como capaz de desenvolver

adaptacéo cruzada.
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3.9.2 Avaliacdo da adaptacdo cruzada de Staphylococcus aureus entre pH e
antibioticos
A adaptacdo das células de Staphylococcus aureus — GL 4384 ao pH foi realizada em
meio com pH minimo de crescimento. Em tubos tipo Falcon contendo 18 mL de TSB com pH
5,0, ajustado com &cido latico (85%, P.A.), foram inoculados 2 mL de in6culo padronizado e
incubados a 37°C/6h e 24h. Apos esse periodo, as culturas foram centrifugadas a 21.380 x g/10
min. As células adaptadas foram lavadas trés vezes com solugdo salina (0,85%, m/v),
ressuspendidas em TSB e padronizadas em cerca de 108 UFC mL™. Em seguida a cultura foi
submetida ao teste de sensibilidade aos antibioticos: cefuroxina (30mcg); cloranfenicol
(30mcg), norfloxacina (10mcg), novobiocina (30mcg), tetraciclina (30mcg). Foi utilizada a
técnica de sensibilidade a antimicrobianos por disco-difusdo (CLSI, 2018) com modificaces.
Em placas de Petri contendo TSA foram inoculadas aliquotas de 100 pL de suspensédo
padronizada das células adaptadas. Apds inoculagdo os discos de antibidticos foram
depositados sobre a superficie do agar e as placas incubadas a 37°C/24h. Apo6s esse periodo, 0s
halos de inibicdo foram mensurados com auxilio de paquimetro digital. Um controle foi
realizado, no qual as células foram pré-cultivadas em TSB, sem alteracdo do pH. Os resultados
foram comparados com os valores encontrados no teste de sensibilidade das células ndo

adaptadas.
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4. RESULTADOS

4.1 Sensibilidade de Staphylococcus aureus aos antibioticos

A tabela 3 apresenta os resultados do perfil de sensibilidade de Staphylococcus aureus
aos antibioticos cefuroxima, cloranfenicol, norfloxacina, novobiocina e tetraciclina, bem como
os valores do halo de inibi¢cdo (mm).

A cepa foi sensivel a trés antibidticos utilizados no experimento, cloranfenicol,
norfloxacina e tetraciclina. Enquanto pra cefuroxima e novobiocina foi resistente e
intermediario, respectivamente.

A resisténcia bacteriana aos antibidticos tem sido atribuida a alguns mecanismos
herdados e ndo herdados geneticamente (LEVIN; ROZEN, 2006). Por apresentar boa
capacidade de adaptacdo e resisténcia aos antimicrobianos, Staphylococcus aureus tornou-se
uma das espécies de maior importancia hospitalar. Mostrando-se resistente a diversas classes de
antibiodticos ao longo dos anos (SANTOS et al., 2007).

Tabela 3 - Perfil de sensibilidade de Staphylococcus aureus GL 4384 a antibidticos de
diferentes classes.

Antibidtico Conc. (ug) Halo de inibi¢do (mm) Classificagéo
Cefuroxima 30 12,76 + 3,25 Resistente
Cloranfenicol 30 21,84 +1,62 Sensivel
Norfloxacina 10 19,39 + 2,27 Sensivel
Novobiocina 30 21,48 +1,69 Intermediério
Tetraciclina 30 25,56 + 1,22 Sensivel

4.2 Concentracbes minimas bactericidas (CMB) dos 6leos essenciais para
Staphylococcus aureus

As CMB dos 6leos essenciais de canela, orégano, menta e lavanda sobre Staphylococcus
aureus — GL 4384 foram de 0,062; 0,25; 1,0 e 2,0 % (v/v), respectivamente. Estes resultados se
assemelham aos encontrados na literatura para outras cepas de S. aureus.

Beraldo et al. (2013) determinaram a concentragcdo minima inibitéria (CMI) de 0,04%
utilizando o 6leo de Cinnamomum cassia aplicado a uma cepa de S. aureus (ATCC 14458), o
composto majoritario do 6leo também era o cinamaldeido (67,58%). Neste estudo, o Gleo
essencial de canela foi mais eficiente na inibicdo microbiana que o hipoclorito de sédio, um

sanitizante comumente usada na industria, que teve uma CMI > 0,2%.
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Testes de realizados por Huang et al. (2014), utilizando 6leo de C. cassia, com
concentracdo de 68,52% de cinamaldeido, apontaram para S. aureus uma CMIl e CMB de 2,5 e
5 mg/mL (equivalente a 0,25 e 0,5%), respectivamente. Eles também identificaram um
aumento da permeabilidade da membrana ap0s a exposicdo ao Oleo, resultando no
extravasamento do conteddo intracelular.

O estudo realizado por Souza (2015) avaliou a reacdo de duas cepas de S. aureus aos
Oleos essenciais de C. cassia e orégano, e contatou que elas responderam de maneira diferente.
A cepa GL 5674 apresentou para o 6leo de canela cassia uma CMB de 0,3125% e a cepa ATCC
8702 a CMB foi 2,5%. Enquanto para o 6leo de orégano as cepas apresentaram CMB de 5% e
2,5%, respectivamente.

Zago et al. (2009) testou como antimicrobiano o 6leo essencial de menta em S. aureus e
E. coli, as CMI encontradas foram de 0,280% e 1,240%, respectivamente.

As diferencas nas concentragbes minimas bactericidas encontradas para cada 6leo
essencial neste estudo, deve-se as diferentes composicGes desses 6leos, bem como seus
compostos majoritarios. Os 0leos essenciais sao constituidos por uma mistura complexa de 20 a
60 componentes em diferentes concentracdes (HAMMER; CARSON; RILEY, 1999).

A caracteristica lipofilica dos 6leos essenciais permite a interacdo com os lipideos da
membrana celular do microrganismo, afetando sua permeabilidade e acarretando alteracfes na
estrutura celular (BAKKALI et al., 2008; COSTA et al., 2011).

A acdo bactericida pode ter sido ocasionada por inimeros mecanismos de acao. Ja que
o0s 6leos essenciais atuam de diversas maneiras na célula bacteriana, incluindo a destruicdo da
parede celular e da membrana plasméatica, a destruicdo das proteinas de membrana,
perturbacdes no fluxo de elétrons e no transporte ativo, além da coagulacdo do contetdo celular
(BURT, 2004; CARSON; MEE; RILEY, 2002).

4.2 pH minimo inibitério e minimo de crescimento de Staphylococcus aureus

O pH minimo de crescimento e minimo inibitorio foram, 5,0 e 4,5, respectivamente,
para a cepa de Staphylococcus aureus - GL 4384. Estes resultados corroboram com os dados
encontrados na literatura para Staphylococcus aureus (BHUNIA, 2008).

Geralmente, para o crescimento e sobrevivéncia, as células bacterianas requerem
valores de pH entre 4 e 8, mas costumam se multiplicar melhor em pH neutro (WHEELER,;
HURDMAN; PITT, 1991).

A indastria alimenticia utiliza de &cidos organicos como forma de controlar

microrganismos indesejaveis. O &cido latico é um deles, capaz de promover a reducdo do pH
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intracelular por produzir ions de hidrogénio. Diferentemente dos &acidos fortes, os &cidos
organicos nédo se dissociam por completo, por essa razao apresentam maior inibi¢cdo, quando
comparados com a dos acidos fortes, que agem somente no exterior da célula (ITA; HUTKINS,
1991).

4.3 Adaptacao de Staphylococcus aureus aos 6leos essenciais

Embora as analises iniciais tenham incluido o 6leo essencial de lavanda, ndo foi
possivel a recuperacdo das células apds cultivo em presenca das as concentragdes subletais do
6leo. O mesmo fato ocorreu com os 6leos essenciais de menta e orégano nas concentracées de
estresse subletal de CMB/4 e CMB/8, em ambos os tempos de cultivo (6 e 24h). Estes
resultados indicam que ndo houve adaptacdo direta para o 6leo de lavanda e para os dleos de
menta e orégano nas concentracdes subletais de CMB/4 e CMB/8.

Dessa forma, os experimentos foram conduzidos com os 6leos essenciais de canela nas
concentracOes de 1/4; 1/8 e 1/16 CMB e os 06leos de menta e orégano na concentracao de 1/16
CMB.

A exposicdo de microrganismos a concentracdes subletais de agentes antimicrobianos
pode resultar no aumento da tolerancia aos mesmos, ou a outros agentes, caracterizando a
tolerancia cruzada (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2008). Neste estudo, a exposico das células
bactérias a concentracdes subletais dos 6leos essenciais, em alguns casos, fez com que essas se
tornassem mais tolerantes quando expostas posteriormente ao mesmo 6leo em maior
concentracdo. A tabela 4 apresenta os resultados da capacidade de adaptacédo de Staphylococcus

aureus aos 6leos essenciais de canela, menta e orégano.

Tabela 4 — Capacidade da adaptacdo de Staphylococcus aureus aos 6leos essenciais de canela,
menta e orégano apds pré-exposicao por 6 e 24h a concentracdes subletais dos 6leos

essenciais.
Estresse
) CMB subletal Conc. letal (%)
Oleo_s - (%) (CMB/n) anc.
Essenciais (%) Adaptacéo (h)
6h 24h
Canela 0,062 1/4 0,0155 0,0744* 0,062
Canela 0,062 1/8 0,0076 0,0744* 0,062
Canela 0,062 1/16 0,0039 0,062 0,062
Menta 1 1/16 0,0625 <0,5** 1,4*
Orégano 0,25 1/16 0,0156  <0,125** 0,125**

* valor MAIOR do que a CMB inicial; ** valor MENOR do que a CMB inicial
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Houve a adaptacéo ao 6leo de canela apo6s a exposi¢ao as concentragdes subletais de 1/4
e 1/8 de sua CMB por 6h, com o aumento da CMB de 0,062% para 0,0744%, entretanto néo foi
observada resposta adaptativa para os outros tratamentos com esse 6leo.

As células expostas ao 6leo de menta na concentragdo de 1/16 CMB, responderam de
forma diferente ao estresse para cada tempo de adaptacdo, primeiro com aumento da
sensibilidade das células ao 6leo essencial apds a exposi¢do a sua concentracdo subletal no
periodo de 6h, a CMB que anteriormente era 1% passou para <0,5%. E houve a adaptacdo ao
6leo de menta apds 24h, onde a CMB passou de 1% para 1,4%. J& para o dleo essencial de
orégano, as células ndo desenvolveram adaptacdo, tornando-se mais sensiveis aos 6leos, a
CMB caiu de 0,25% para <0,125%.

Devido a ampla variedade na composicao quimica dos 6leos essenciais, acredita-se que
a acao antimicrobiana destes compostos esteja relacionada a mais de um mecanismo e em
diferentes sitios na célula microbiana (SESSOU; FAROUGOU; SOHOUNHLOUE, 2012).
Esse fato pode ter dificultado a adaptacédo da cepa de Staphylococcus aureus as concentracoes
subletais dos Oleos essenciais, ja que para a maioria dos testes realizados, como pode-se
observar na tabela 4, ndo ocorreu adaptacao das células.

Estudos ja demostram que alguns sanificantes, utilizados também pela industria de
alimentos, podem contribuem para o surgimento de microrganismos resistentes por causar uma
pressdo seletiva na populacdo apos exposicao continua ao produto (LANGSRUD et al., 2003).

Entre as respostas adaptativas dos microrganismos ao estresse entdo alteracdes tanto na
estrutura quanto na fisiologia da célula. Alguns aspectos destas respostas sdo 0s mecanismos de
deteccdo, a caracterizacdo de sistemas defensivos celulares, como a agdo de proteinas
reguladoras (por exemplo, RpoS), a inducdo dos sistemas homeostaticos e de reparacdo, a
sintese de proteinas de resposta, especialmente da composicao de acidos graxos e propriedades
fisicas da membrana (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2015).

Assim como nesse estudo, Luz et al. (2013) observando a tolerancia de S. aureus ao 6leo
essencial de orégano e ao carvacrol, verificaram que o microrganismo nao foi capaz de se

adaptar a concentragOes subletais desses antimicrobianos.
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4.5 Resultados da adaptacéo cruzada de Staphylococcus aureus
4.5.1 Adaptacao cruzada de Staphylococcus aureus entre 6leos essenciais e antibidticos

Staphylococcus aureus apresentou adaptacdo cruzada entre Oleos essenciais e
antibioticos em alguns dos tratamentos realizados neste estudo, tendo sua classificagdo de
sensibilidade aos antibidticos alterada, exceto para a cefuroxima, na qual ndo houve alteragéo
quanto a sensibilidade da bactéria, permaneceu resistente a todos os testes a qual foi submetida.
Os resultados quando a adaptacgéo cruzada entre 0s 6leos essenciais (canela, menta e orégano) e
antibioticos estao apresentados na tabela 5.

O estresse subletal causado pelo 6leo essencial de canela na concentragdo de 1/4 CMB
foi 0 que mais promoveu adaptacao cruzada, sendo observado diminuicdo da sensibilidade de S.
aureus em maior numero de antibioticos no total. O estresse subletal (1/4 CMB) do 6leo de
canela, em ambos os tempos de adaptacédo (6 e 24h), levou a adaptacdo cruzada de S. aureus
para o cloranfenicol e norfloxacina, tendo sua sensibilidade alterada de sensivel para
intermediéria. Para a tetraciclina, apos 6h de adaptacdo, S. aureus ndo mostrou alteracdo quanto
a sua sensibilidade ao antibidtico, porém apos 24h, as células passaram de sensivel para
intermediaria. O comportamento da bactéria em relacdo a novobiocina e, foi dependente do
tempo de adaptacdo, se tornando mais sensivel ao farmaco ap6s 6h de adaptacdo, passou da
categoria intermediaria para sensivel e sem alteracdo da sensibilidade ao antibidtico ap6s 24h
de adaptacdo. O estresse subletal do dleo de canela nas menores concentracfes (1/8 e 1/16
CMB) ndo promoveu adaptacdo cruzada de S. aureus apos 24h de pré-exposicdo ao 6leo.
Contudo, apds 6h de pré-exposicdo ao 6leo na concentracdo de 1/8 CMB, ocorreu adaptacéao
cruzada para norfloxacina e tetraciclina, S. aureus passou de sensivel a intermediario para
ambos antibioticos. E na concentracdo de 1/16 CMB s6 foi observada adaptacdo cruzada para
tetraciclina.

A pré-exposicao ao 6leo essencial de menta em concentracao de 1/16 CMB, nos tempos
de 6 e 24h, ndo gerou adaptacdo cruzada aos antibioticos. Porem, promoveu o aumento da
sensibilidade de S. aureus a novobiocina, da categoria intermediaria para sensivel, apds 24h de
pré- exposicdo ao estresse subletal (1/16CMB).

Em resposta ao estresse subletal (1/16CMB) gerado pelo 6leo de orégano, S. aureus
apresentou adaptacao cruzada ao cloranfenicol para ambos os tempos de pre-exposicao ao 6leo,
passando de sensivel para intermedidria a sua classificagio, 0 mesmo ocorreu para

norfloxacina, mas apenas apos 6h de pré-exposic¢do ao 6leo de orégano.
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Tabela 5 - Capacidade de adaptagdo cruzada de Staphylococcus aureus GL 4384 com
pré-exposicao ao estresse subletal promovido por 6leos essenciais e subsequente
estresse causa por antibiéticos

Agente Estresse Conc. Agente Halo inibigdo (mm)/classificacdo
estressor subletal (%) estressor
(CMB/n) Adaptacéo (h)
6h 24h
Canela 1/4 0,0155 Cefuroxima 10,87+0,62 R 0 R
Cloranfenicol 16,87+£1,23 INT**|18,37+£1,22 INT**
Norfloxacina 15,14+0,55 INT**|16,83+£1,62 INT**
Novobiocina 22,65+0,35 S* [21,95+1,99 INT
Tetraciclina 19,51+2,07 S |20,46+£1,90 INT**
1/8 0,0076 Cefuroxima 0 R 0 R
Cloranfenicol 18,88210,58 S |1047¢125 s
Norfloxacina 16,77+0,91 INT**|19,36+1,77 S
Novobiocina 20,02+0,71 INT |21,36£1,31 INT
Tetraciclina 18,65+0,89 INT**|21,28+1,03 S
1/16 0,0039 Cefuroxima 0 R 0 R
Cloranfenicol 18,05+1,06 S [22,04+0,77 S
Norfloxacina 17,55+0,74 S [21,20+0,78 S
Novobiocina 21,17+0,86 INT |21,76%0,45 INT
Tetraciclina 17,1441,00 INT**|19,09+0,82 S
Menta 1/16 0,0625 Cefuroxima 0 R 7,54+0,69 R
Cloranfenicol 22514103 S 18,16+0,69 S
Norfloxacina 21,49+051 S |18,37+0,75 S
Novobiocina 19,84+1,15 INT [23,36+1,01 S*
Tetraciclina 17,68+0,33 S |21,58+0,06 S
Orégano  1/16 0,0156 Cefuroxima 7,76+1,05 R 110,180,722 R
Cloranfenicol 17,04+1,53 INT**|17,60+1,03 INT**
Norfloxacina 14,90+0,77 INT**[17,09+0,68 S
Novobiocina 20,37+2,03 INT |20,59+0,71 INT
Tetraciclina 19,44+237 S [22,47+055 S

*aumentou a sensibilidade ao antibidtico; ** reduziu a sensibilidade ao antibidtico; R: Resistente;
S:Sensivel; INT: Intermediario

A adaptacdo cruzada pode ocorrer quando agentes antimicrobianos distintos, utilizados
simultaneamente, tém o mesmo alvo na célula microbiana (CHAPMAN, 2003).

Quando o microrganismo é exposto a uma situacdo de estresse ocorre 0 aumento na
sintese das proteinas de estresse ou HSPs. Essas proteinas pertencem as familias das
chaperonas, e desempenham um papel importante na montagem de polipeptideos
recém-sintetizados, em sua conformacdo nativa e também no dobramento e reparacdo das
proteinas do citosol (DI PASQUA et al., 2010).

Zago et al. (2009) isolou de humanos linhagens de S. aureus e E. coli e verificou a
ocorréncia de sinergismo entre 6leos essenciais e antibioticos. As células de S. aureus se

mostraram-se mais suscetiveis a interferéncia dos 6leos sobre antibiéticos testados, ocorreu
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sinergismo em 54% dos tratamentos. Enquanto para E. coli s6 ocorreu sinergismo em 10,4%
dos tratamentos. Para S. aureus, os farmacos gentamicina, cefalotina e cefepime apresentaram
um aumento de sensibilidade quando expostas aos 6leos de menta e capim cidreira. Da mesma
forma aconteceu neste estudo com o 6leo de menta e o antibiotico novobiocina.

O estudo realizado por Oliveira et al. (2006), mostrou que as bactérias Gram-positivas
selecionadas para os testes (S. aureus e S. epidermis) foram mais susceptiveis a sofrerem
interacdes entre os antibioticos e 6leos essenciais quando comparadas as Gram-negativas. Uma
explicacdo possivel para este resultado, € o fato de as bactérias Gram-negativas possuirem uma
membrana externa formada por fosfolipidios, lipopolissacarideos e proteinas que garantem
uma certa impermeabilidade aos agentes antimicrobianos (LAMBERT, 2002).

4.5.2 Adaptacdo cruzada de Staphylococcus aureus entre pH e antibioticos

Um pH fora dos padrdes ideais do microrganismo afeta sua célula em pelo menos dois
aspectos, o funcionamento de suas enzimas e o transporte de nutrientes para o interior da célula
(JAY, 2005). Assim, a industria alimenticia utiliza de &cidos fracos como conservantes, uma
vez que afetam a capacidade das células microbianas de manter a homeostase do pH,
interrompendo o transporte de nutrientes e inibindo as vias metabdlicas (BEALES, 2004).

Os resultados da adaptacédo cruzada entre pH e antibioticos para Staphylococcus aureus
estdo apresentados na tabela 6. S aureus apresentou adaptacéo cruzada somente a tetraciclina,
fato ocorrido apenas ap0s exposicdo ao baixo pH por 24h, a cepa passou de sensivel para
intermediaria. Em relacdo a novobiocina, a bactéria se tornou mais sensivel ao antibiotico ap6s
6h de exposicdo ao pH 5,0, entretanto foi observado que, ap6s 24h de exposicdo ao estresse
subletal, a bactéria conseguiu se reestabelecer, voltando a ser classificada com sensibilidade

intermediaria ao antibiotico.



39

Tabela 6 - Adaptacdo cruzada de Staphylococcus aureus a antibioticos apds adaptacao por 6 e
24 h ao pH 5,0 (minimo de crescimento)

Antibidtico Conc. Halo de inibicdo (mm) / classificacéo

(ko) Adap. (h)

6 24

Cefuroxima 30 6,20 £ 3,71 R 5,06 £5,14 R
Clorafenicol 30 18,05 £ 1,27 S 18,99 £ 0,92 S
Norfloxacina 10 19,87 + 0,46 S 18,18 + 1,76 S
Novobiocina 30 24,24 + 1,00 S* 20,01 +1,89 INT
Tetraciclina 30 21,29 £ 0,65 S 18,06 + 2,80 INT**

*aumento da sensibilidade ao antibi6tico; **diminuicdo da sensibilidade ao antibiético. R: Resistente;
S:Sensivel; INT: Intermediério

McMahon et al. (2007) demonstrou que os tratamentos realizados pela industria
alimenticia para controlar patdgenos (temperatura, pH e estresse osmético) quando utilizados
de maneira subletal gerava alteracGes significativas na resisténcia dos microrganismos a
antibidticos. Quando expostas a estresse subletal de pH baixo (< 5) S. aureus, Salmonella
enterica Typhimurium e Escherichia coli apresentaram uma menor sensibilidade aos
antibidticos e mesmo apds as células serem retiradas da situacdo de estresse S. aureus e E. coli
mantiveram a susceptibilidade baixa. Tal resposta indica que o estresse foi capaz de promover
alteracbes fenotipicas estaveis. Os autores sugeriram que a utilizacdo de métodos
bacteriostaticos, em vez de bactericidas, pela inddstria, pode ter contribuido para a

disseminacdo de cepas mais resistentes a antibioticos.
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5. CONCLUSAO

Os 6leos de Cinnamomum cassia (canela), Lavandula angustifolia (lavanda), Mentha
piperita (menta) e Origanum vulgare (orégano) apresentaram atividade bactericida sobre as
células de Staphylococcus aureus - GL 4384. Dentre eles, o de canela foi o mais eficiente,
seguido do 6leo de orégano, apresentando concentragdo minima bactericida (CMB) de 0,062%
e 0,25% respectivamente. O 6leo essencial de lavanda, apesar de ter apresentado menor
eficiéncia na acéo bactericida (CMB DE 2%), foi 0 Unico 6leo para o qual a cepa de S. aureus
ndo desenvolveu adaptacdo em nenhumas das concentragdes subletais (1/4, 1/8 e 1/16 CMB) e
tempos (6 e 24 h) avaliados neste estudo. Mostrando-se, assim, mais seguro para aplicagdes na
inddstria de alimentos e na area da salde.

Quanto as adaptacBGes cruzadas, exceto para a cefuroxima, os outros antibidticos
avaliados (cloranfenicol, norfloxacina, novobiocina, tetraciclina) apresentaram alguma forma
de interacdo com os 0Oleos essenciais para Staphylococcus aureus, ou desenvolvendo adaptacao
cruzada ou sinergismo, quando ocorreu o aumento da sensibilidade de da cepa ao farmaco ap6s
pré-exposicdo a concentracBes subletais de Oleo essencial. S. aureus desenvolveu adaptacao
cruzada apenas a tetraciclina, ap6s pré-exposicao ao pH 5,0 por 24 horas.

Diante dos resultados, embora as adaptacdes diretas e cruzadas de Staphylococcus
aureus — GL 4384 aos Oleos essenciais, antibioticos e pH tenham ocorrido em casos
especificos, de modo geral, pode-se concluir que a cepa estudada apresentou capacidade de

resposta adaptativa aos estresses aos quais foi submetida.
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