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RESUMO

Cronobacter sakazakii € uma bactéria patogénica que acomete principalmente recém-
nascidos, idosos e pessoas imunodeprimidas e possui alta taxa de morte, e risco de
complicacdes. Muitos casos tém sido relacionados com uso de férmulas infantis, mas também
foram relatados em outros alimentos como cereais, frutas, legumes, ervas e especiarias e
alimentos de origem animal, bem como alimentos processados. C. sakazakii possui
caracteristicas peculiares que lhe permitem tolerar baixa atividade de &agua, estresses
osmoticos e extremos de temperatura, dificultando sua eliminagdo nas plantas de
processamento de alimentos. Outra caracteristica importante é a capacidade de formar
biofilme, que garante maior resisténcia aos processos de sanitizacdo e adaptacdo ao uso de
agentes bacterianos. Devido a tais caracteristicas de adaptacdo ao estresse varios estudos vém
buscando antimicrobianos alternativos. Os 0leos essenciais sd0 compostos naturais com acéo
antimicrobiana que possuem diferentes mecanismos de agao sobre a célula e tem se mostrado
uma alternativa natural. Os 6leos essenciais de menta, ho wood e canela foram testados em
Concentracdo Minima Bactericida (CMB) sobre células planctonicas e sésseis de C. sakazakii,
e ap0s, testados a capacidade de adaptacdo homologa e heterdloga de C. sakazakii aos 6leos
nas subconcentracfes 1/8 e 1/16 da CMB. A CMB encontrada para células planctonicas foi
0,12% para canela, 0,25% para menta e ho wood e para células sesseis foi 1,0% para canela e
menta e 2,0% para ho wood. A adaptagdo homologa de células planctdnicas foi observado no
6leo de ho wood e menta com 1/8 CMB e 1/16 CMB e no 6leo de canela com 1/16 CMB. Ja
para as células sesseis apenas o 6leo de canela nas concentracGes 1/8 e 1/16 apresentou
adaptacdo homologa. Avaliando-se a capacidade de adaptacdo heterdloga, apenas as células
adaptadas ao Oleo de canela, tanto em 1/8 quanto em 1/16 da CMBs e posteriormente
cultivada em presenca do 6leo de ho wood ficaram mais sensiveis ao mesmo 0leo. Para todas
as outras combinacgdes foram observadas a capacidade de adaptacao heter6loga.

Palavras-chave: Bactéria patogénica. Células plancténicas. Células sésseis. Adaptacdo
microbiana. Oleo essencial.



ABSTRACT

Cronobacter sakazakii is a pathogenic bacterium that mainly affects newborns, elderly and
immunodepressed people and has a high death rate and complications risk. Many cases have
been related to use of infant formulas but have also been reported in other foods such as
cereals, fruits, vegetables, herbs and spices and animal foods as well as processed foods. C.
sakazakii has peculiar characteristics that allow it to tolerate low water activity, osmotic
stresses and extremes of temperature, making it difficult to eliminate them in food processing
plants. Another important characteristic is the ability to form biofilm, which guarantees
greater resistance to the processes of sanitization and adaptation to the use of bacterial agents.
Due to such stress adaptation characteristics several studies have been looking for alternative
antimicrobials. Essential oils are natural compounds with antimicrobial action that have
different mechanisms of action on the cell and have been shown to be a natural alternative.
The mint, ho wood and cinnamon essential oils were tested on Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) on C. sakazakii plankton and sessile cells, and after testing the capacity
of homologous and heterologous adaptation of C. sakazakii to the oils in the sub
concentrations 1 / 8 and 1/16 of the MBC. The MBC found for plankton cells was 0.12% for
cinnamon, 0.25% for mint and ho wood, and for sessile cells it was 1.0% for cinnamon and
mint and 2.0% for ho wood. The homologous adaptation of plankton cells was observed in ho
wood and mint oil with 1/8 MBC and 1/16 MBC and cinnamon oil with 1/16 MBC. And for
the sessile cells, only cinnamon oil at concentrations 1/8 and 1/16 presented homologous
adaptation. Evaluating the heterologous adaptability, only the cells adapted to the cinnamon
oil, in 1/8 and 1/16 of the MBCs and later cultivated in the presence of ho wood oil, were
more sensitive to the same oil. For all other combinations, heterologous adaptability was
observed.

Keywords: Pathogenic bacteria. Plankton cells. Sessile cells. Microbial adaptation. Essential
oil.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Cronobacter sakazakii € uma bactéria Gram-negativa, pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Esta espécie ndo faz parte da microbiota normal do trato gastrintestinal
humano ou animal e é reconhecida como um potencial patdgeno emergente de origem
alimentar (FARBER, 2004).

InfeccOes associadas com significativa morbidade e mortalidade, principalmente entre
recém-nascidos, tém sido associadas a Cronobacter sakazakii. As infecgdes causadas por C.
sakazakii sdo importantes causas de risco de morte, podendo causar meningite, septicemia e
enterocolite necrosante em lactentes. S&0 mais comuns em recém-nascidos e bebés, entre os
quais estdo, geralmente, associados a mau progndstico. Taxas de mortalidade entre 33% a
80% foram relatadas e infec¢bes por C. sakazakii também estdo associadas com morbidade
significativa, podendo deixar sequelas graves (KIM et al., 2008).

Lactentes e criancas pequenas sdo especialmente vulneraveis as infeccdes transmitidas
por alimentos. Portanto, a seguranca das criancas e 0 acompanhamento da qualidade
microbioldgica de formulas infantis sdo de extrema importancia (KIM; KLUMPP;
LOESSNER, 2007).

A presenca de C. sakazakii em equipamentos e utensilios pode ser decorrente de sua
capacidade de aderir as superficies e formar biofilmes, Iversen e Forsythe (2004) investigaram
e comprovaram essa capacidade de cepas de C. sakazakii em formar biofilme em materiais
comumente encontrados tanto em ambiente industrial como doméstico, tais como silicone,
latex, policarbonato e aco inoxidavel.

Quando microrganismos patogénicos e deterioradores participam do processo de
formacédo de biofilme, podem contaminar produtos alimenticios, causando danos a saide do
consumidor e provocar grandes prejuizos econdmicos (CHARACKLIS, 1990). Biofilmes
formados por microrganismos patogénicos tém sido considerados de grande importancia no
contexto da seguranca alimentar, despertando o interesse de inUmeros grupos de pesquisa
(GANDARA; OLIVEIRA, 2000; SHARMA; ANAND, 2002; SHI; ZHU, 2009; ZOTOLLA,
SASAHARA, 1994).

Devido a resisténcia apresentada por biofilmes a antissépticos convencionais e
sanificantes, a demanda por novos antimicrobianos para o controle dos mesmos tem

aumentado. Com isso, as atencOes estdo se voltando cada vez mais para 0 uso de compostos
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naturais com atividade antimicrobiana, 0 que instigou algumas pesquisas com relacdo aos
efeitos de fitoquimicos. Entre esses estudos, had crescente pesquisa com relacdo aos 0Oleos
essenciais (CHORIANOPQULOS et al., 2008).

As caracteristicas de adaptacao ao estresse apresentado por C. sakazakii, mostram que
pouco se sabe a respeito da capacidade adaptativa homdloga e heter6loga desta bactéria.
Diante do exposto este estudo tem a finalidade de avaliar a adaptacdo homologa e heter6loga

de células plancténicas e sésseis de Cronobacter sakazakii aos 6leos essenciais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cronobacter sakazakii

Cronobacter € um género de bactérias Gram-negativas, aerobias facultativas, néo
formadoras de enddsporos, possuem motilidade e pertencem a familia Enterobacteriaceae.
Atualmente, sete espécies sdo conhecidas: Cronobacter sakazakii, C. malonaticus, C.
dublinensis, C. muytjensii, C. turicensis, C. condimenti, e C. universalis (IVERSEN et al.,
2007, 2008; JOSEPH et al., 2012; STEPHAN et al., 2014). Com exce¢do de C. condimenti,
todas as espécies de Cronobacter foram isoladas de espécies clinicos. As espécies de
Cronobacter com significado clinico grave sdo: C. sakazakii, C. malonaticus, C. turicencis e
C. universalis. Os outros membros do género (C. dublinensis, C. muytjensii e C. condimenti)
sdo principalmente comensais ambientais com baixa significancia clinica (FORSYTHE, 2018;
HOLY et al., 2011, 2014; HOLY; FORSYTHE, 2014; IVERSEN et al., 2007; KUCEROVA
etal., 2010).

Cronobacter spp. sdo patdgenos oportunistas que causam doengas raras, porém
potencialmente fatais, como meningite, enterocolite necrosante e septicemia em recém-
nascidos e bebés. A taxa de letalidade da meningite, em criancas, foi estimada em 41,9%, com
a morte ocorrendo em poucas horas apés a manifestacdo dos sintomas (FRIEDEMANN,
2009; HOLY; FORSYTHE, 2014; WILLIS; ROBINSON, 1988). Os sobreviventes
geralmente desenvolvem sequelas irreversiveis, incluindo complicacGes neuroldgicas graves,
como tetraplegia e desenvolvimento mental prejudicado (BOWEN; BRADEN, 2006). Bebés
até dois meses de idade, prematuros com baixo peso ao nascer ou recém-nascidos
imunocomprometidos estdo mais propensos a essa infecgdo (HOLY et al., 2019).

Os Centros de Prevencdo de Doencas e Controle estimam que as taxas de casos fatais
de infeccdo por C. sakazakii chegam a 40% (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION - CDC, 2017) e, embora, sejam raros 0S casos provavelmente sédo
subnotificados (PATRICK et al., 2014). A aquisicdo de infec¢des neonatais por C. sakazakii
tem sido atribuida ao consumo de formulas infantis em p6 (CAUBILLA-BARRON et al.,
2007; CDC, 2001; COIGNARD et al., 2004; KALYANTANDA; SHUMYAK,
ARCHIBALD, 2015; LAI, 2001; VAN ACKER et al., 2001) porque C. sakazakii sobrevive
aos estresses osmoticos, dessecacdo e extremos de temperatura (BAUMGARTNER et al.,
2009; OSAILI; FORSYTHE, 2009; PAVA-RIPOLL et al., 2012; SANI; ODEYEMI, 2015).
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Cronobacter possui natureza ubiqua e o habitat natural ndo foi claramente
determinado, mas sugere-se que esses microrganismos ndo fagcam parte da microbiota natural
dos animais e que a agua, 0 solo e 0s vegetais sdo as principais fontes ambientais, sendo que
as fontes de contaminacdo e 0 modo de transmissdo ndo sdo muito claros (FARMER et al.,
1980).

Tal espécie bacteriana é considerada como patégeno oportunista e esta associada a
quadros infecciosos em neonatos que, embora raros, sdo frequentemente letais. A
termotolerancia de algumas cepas pode garantir a sua sobrevivéncia e desse modo, promover
a contaminacdo de formulas infantis desidratadas, as quais tém sido identificadas como
potenciais fonte de infeccdo (ORIESKOVA et al., 2016).

O primeiro surto de C. sakazakii ligado a férmula infantil em po6, a partir de uma lata
fechada, foi em 2001 (CDC, 2001; HIMELRIGHT et al., 2002; WEIR, 2002). Em outro surto,
a bactéria ndo foi encontrada no produto (leite em pd) e sim no misturador utilizado para
preparar a formula reidratada (NORIEGA et al., 1990). Sendo assim, sugeriu-se que a
contaminacdo pode ter surgido a partir de lotes anteriores da referida formula.

No Brasil, Santos (2006) avaliou 86 amostras de formula infantis em p6, 20 formulas
reconstituidas e 5 amostras de amido. Destas, em 12 (14%) amostras de formulas em p6 e em
4 (80%) amostras de amido foi detectado C. sakazakii.

Estudo realizado na maternidade de um hospital da cidade de Séo Paulo, Brasil, foi
avaliada a populacdo de Cronobacter sakazakii e de enterobactérias em amostras de formula
infantil em po e reconstituidas, ambientes das cozinhas, agua, mamadeiras, utensilios e méos
dos manipuladores. O C. sakazakii foi encontrado em férmula infantil em pd, em residuos de
mamadeira e em esponja utilizada no hospital (PALCICH et al., 2009).

As formulas infantis em pd tém sido consumidas com segurancga por criancas ha mais
de 50 anos e constitui cerca de 80% do volume desse alimento consumido no mundo todo.
Como ndo € um produto estéril, pode conter baixos niveis de patdgenos oportunistas, como,
por exemplo, C. sakazakii (UNITED STATES OF AMERICA - USA, 2002).

A atividade de &gua (aw) de formula infantil em po é baixa, igual a 0,2, 0 que garante
sua estabilidade (BREEUWER et al., 2003). Por outro lado, tem sido demonstrado que C.
sakazakii tem resisténcia notavel em meio seco por periodos de até dois anos (CAUBILLA-
BARRON; IVERSEN; FORSYTHE, 2004). Esse recurso representa uma Vvantagem
competitiva, facilitando a sua prevaléncia em produtos com baixo teor de &gua (EDELSON-
MAMMEL; PORTEUS; BUCHANAM, 2005). Cronobacter spp. pode acumular solutos, tais



14

como trealose, que protege 0 microrganismo contra o estresse osmatico, estabilizando a sua
membrana (BREEUWER et al., 2003).

Kandhai et al. (2004), na Holanda, verificaram que C. sakazakii pode estar
amplamente distribuido, tanto no ambiente doméstico como no industrial (fabricas produtoras
de leite em p0, massas, cereais, chocolate, farinha de batata e condimentos). O microrganismo
foi isolado em 35 unidades de 147 amostras provenientes de 9 fabricas e em 16 casas
avaliadas.

A presenca de C. sakazakii em equipamentos e utensilios pode ser decorrente de sua
capacidade de aderir as superficies e formar biofilmes. Iversen, Lane e Forsythe (2004)
investigaram o potencial de cepas de C. sakazakii em formar biofilme, em materiais
comumente encontrados no ambiente industrial e doméstico, tais como silicone, latex,
policarbonato e aco inoxidavel. A formacdo de biofilme foi verificada em todos os materiais.

Kim, Ryu e Beuchat (2006a) demostraram a formacéo de biofilme de C. sakazakii em
aco inoxidavel e em tubos de alimentacdo enteral, quando estes eram imersos em formula
infantil. Ja lversen, Lane e Forsythe (2004) estudaram a capacidade de C. sakazakii se
multiplicar, quando cultivada em formula infantil em temperatura de refrigeracédo e de formar
biofilmes a 37°C, em superficies como latex, silicone e, em menor quantidade, no ago
inoxidavel.

A capacidade de C. sakazakii em formar biofilme, combinada a sua alta resisténcia ao
estresse osmotico pode favorecer a sua persisténcia no ambiente, apds a colonizacdo nos
equipamentos utilizados no preparo dos alimentos (LEHNER; STEPHAN, 2004).

Mais de 90% das infeccBes tém sido relacionadas com a ingestdo de formulas infantis
em po contaminadas (PIF) (SINGH; GOEL; RAGHAYV, 2015). O patégeno possui capacidade
de formar biofilmes em tubos de alimentacdo enteral, silicio, aco inoxidavel, policarbonato,
vidro e cloreto de polivinila (PVC) para sobreviver as condicdes estressantes de
crescimento (KIM; RYU; BEUCHAT, 2006b). De acordo com o0 0rgao norte-americano
National Institutes of Health (NIH, 2002), aproximadamente 80% de todas as infec¢cdes no

mundo estdo associadas a biofilmes, especialmente, envolvendo biomateriais.

2.2 Biofilmes bacterianos

A descricdo dos biofilmes bacterianos vem sendo discutida em muitos sistemas desde
a invencdo do microscépio por Antonie van Leeuwenhoek, em 1675, quando foi realizada a

analise de dentes de animais pequenos. Mas, a teoria geral da existéncia de biofilmes so foi
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publicada em 1978, por meio de um estudo realizado por Costerton, Geesey e Cheng. A partir
dessa publicacdo, foi observado que vérias bactérias ndo se desenvolvem igualmente quando
comparadas como celulas individuais, mas sim, em comunidades estruturadas, como exemplo,
possuiam organismos pseudomulticelulares, ou melhor, biofilmes, onde estariam presentes em
todos 0s ecossistemas naturais e patogénicos (COSTERTON et al., 1981; LOPEZ;
VLAMAKIS; KOLTER, 2010).

A capacidade de adaptacdo em ambientes diferentes e variabilidade metabdlica fazem
parte das caracteristicas fundamentais de microrganismos presentes em biofilmes. Pode-se
definir que as bactérias possuem dois estados bésicos de vida: como células planctbnicas, que
podem ser caracterizadas como células de vida livre, e tem metabolismo mais ativo e as
células sésseis, que sdo as células que compde os biofilmes, que possuem um metabolismo
mais compensado. As células plancténicas sdo essenciais para garantir rapida proliferacao e
pode resultar na disseminacdo dos microrganismos para outros locais, por outro lado as
celulas sésseis tém a caracteristica de cronicidade (CONSTERTON et al., 1981).

Existe na natureza o biofilme bacteriano que tem muitas caracteristicas fenotipicas
diferentes das bactérias plancténicas, tais como aumento da resisténcia ao estresse ambiental.
Vérios componentes sdo considerados envolvidos na formacdo de biofilmes, como flagelos,
fimbrias e substancias poliméricas extracelulares (LEHNER et al., 2005). Além disso, 0
biofilme de C. sakazakii na superficie de contato com alimentos ou as células hospedeiras
fornecem uma defesa fisica, protegendo-as de maior resisténcia ao estresse, incluindo falta de
agua, alta temperatura, alta voltagem e muitos antibioticos. A incapacidade na eliminacao ou
remocdo de biofilme microbiano pode elevar o risco de contaminacdo (ANNOUS;
FRATAMICO; SIMITH, 2008).

Os biofilmes podem ser definido como uma comunidade de microrganismos sésseis
embebidos em matriz polimérica extracelular (HARRISON; TURNER; CERI, 2005),
caracterizada por células aderidas irreversivelmente a uma superficie ou interface e que
exibem alteracdo fenotipica em relacdo ao crescimento planctonico (COSTERTON;
STEWART; GREENBERG, 1999). Eles representam a parte majoritaria de toda a vida
microbiana, tanto em quantidade como em termos de atividade (XAVIER et al., 2003).

Os biofilmes microbianos ocorrem naturalmente nos mais variados tipos de ambientes,
sejam eles bioticos, como tecidos vegetais e animais ou abioticos, como rochas, metais e
polimeros diversos. A opgdo por sua constituicdo estd no fato de que estes, por meio da
formulacdo de micro-habitats, oferecem protecdo aos individuos que dele fazem parte contra
as intempéries e estresses do meio ambiente (COSTERTON; STEWART; GREENBERG,
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1999; JOHNSON, 2007; MADDULA et al., 2006). Os biofilmes constituem uma barreira
fisica, protegendo as células de inimeros fatores de estresse ambiental, como luz ultravioleta
(UV), estresse osmdtico, calor, inanicdo, detergentes acidos, antibidticos, fagocitos,
anticorpos e bacteridfagos. Esta comunidade de células bacterianas fechadas, encerradas em
uma matriz polimérica de producéo prépria 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).

A matriz de substancias poliméricas extracelulares (EPS), também chamada de
glicocélix, é responsavel pela morfologia, estrutura, coesdo e integridade funcional do
biofilme. Sua composicdo 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 (WATNICK; KOLTER, 2000), ela também pode ser constituida por
proteinas, como glicoproteinas, &cidos nucleicos (&cido desoxirribonucleico, acido
ribonucleico) e fosfolipidios (GUIBAUD et al., 2008).

Vérios microrganismos deterioradores e patogénicos sdo capazes de aderir e formar
biofilme em diversos tipos de superficies. Na industria de alimentos, o grupo de maior
predominancia € o das bactérias, cujas elevadas taxas de multiplicacdo, grande capacidade de
adaptacdo e producdo de substancias e estruturas extracelulares as tornam aptas a formacéo de
biofilme (CHARACKLIS, 1990; NITSCHKE; COSTA, 2007).

O processo de formacdo de biofilme é caracterizado por diferentes etapas como

mostrado na figura 1.

Figura 1 - Formacao de biofilme.
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Durante o primeiro estagio, as moléculas organicas e inorganicas presentes no meio
circundante sdo transportadas até a superficie por intermédio de difusdo ou fluxo turbulento; o
acumulo dessas substancias a superficie, denominado de filme condicionante, representa
importante papel na aderéncia bacteriana, uma vez que pode alterar as propriedades fisico-
quimicas da superficie (PALMER; FLINT; BROOKS, 2007). A formacdo do biofilme tem
inicio com adesdo priméria das bactérias em sua forma planctonica a uma determinada
superficie, este processo é considerado complexo, pois ocorre através de interacGes fisico-
quimicas ndo especificas entre a bactéria e a superficie abiotica (inanimada, plastico e metais
por exemplo). Esta interacdo ocorre aleatoriamente, através de forga gravitacional, movimento
browniano ou de forma ordenada, através de mecanismos de cada patdgeno como quimiotaxia
e motilidade através de flagelos e pili, este estado é reversivel, assim, por interacdes fisico-
quimicas ndo especificas de longo alcance entre 0os mesmos, incluindo forcas hidrodinamicas,
hidrofébicas, eletroestaticas, forca de van Walls e forca de atracdo e repulsdo entre esta
interacdo, que sera o fator primordial para determinacdo desta fase de adesdo. No entanto,
estes mecanismos ainda estdo em fases de estudo e ndo totalmente elucidados (MORAES et
al., 2013; TRENTI; GIORDANI; MACEDO, 2013).

Na segunda etapa, um grande nimero de células aderidas reversivelmente permanece
imobilizado e torna-se adsorvido irreversivelmente. Vale ressaltar que o processo de adeséo
pode ocorrer dentro de poucos minutos ou poucas horas. Na etapa seguinte ocorre a diviséo
celular, aumentando rapidamente a populacdo. Nesse estagio, a presenca de expolissacarideos
e de cations divalentes propicia forte ligacdo entre as células, formando o biofilme maduro.

O processo de maturagdo do biofilme é constituido por significativo aumento da
densidade populacional, producéo e adsorgédo das substancias presentes na matriz de EPS que
funcionam como adesivos dos microrganismos colonizadores secundarios (CLONTS, 2008),
possibilitando o acréscimo em sua espessura (CHENG et al., 2007). Sao fatores determinantes
na maturacdo do biofilme a difusdo de oxigénio, osmolaridade, pH interno, disponibilidade e
transporte de nutrientes, bem como a excrecdo de substancias tdxicas as células
(CARPENTIER; CERF, 1993; O’'TOOLE; KOLTER, 1998).

Os biofilmes maduros sdo ecossistemas altamente organizados em que canais de agua
que se encontram dispersos e fornecem passagem para a troca de nutrientes, metabolitos,
oxigénio e produtos de excrecdo. A comunidade do biofilme pode compreender apenas uma
espécie bacteriana ou multiplas espécies, arranjadas em camadas Unicas de células ou em
estruturas tridimensionais (SAUER; RICKARD; DAVIES, 2007). Posteriormente, ocorre a
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producédo de enzimas, que rompem partes do biofilme, que podem iniciar outro processo de
adesdo em substrato fresco (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008).

Apés a fase de amadurecimento, pode ocorrer um evento de destacamento de células do
biofilme marcando a transicdo do estado sessil para o plancténico (CLONTS, 2008), fato que
possibilita colonizar novas superficies, disseminando bactérias patogénicas (WALTER et al.,
2013). O desprendimento das células do biofilme é dado por mecanismos fisicos como
descamacédo de grandes fracbes do biofilme, perda continua de aglomerados de células por
erosdo ou remocdo por colisdo de particulas sobre a superficie (DERLON et al., 2008). Outros
fatores, como acdo de enzimas degradantes da matriz, resposta fenotipica e moléculas
sinalizadoras podem ativar mecanismos de liberagdo das células sésseis (PEREIRA, 2014).

Outra interessante teoria é proposta por Shi e Zhu (2009), que abordaram a formacéo
de biofilmes microbianos, enfatizando sua ocorréncia em industrias alimenticias. Segundo
estes autores, a formacdo de biofilmes microbianos em ambiente de processamento de
alimentos é um processo complexo. Inicialmente, moléculas organicas provenientes do
alimento sdo depositadas sobre a superficie de equipamentos formando o filme condicionante.
Em seguida, microrganismos ativos biologicamente aderem a superficie condicionada,
atraidos pelas moléculas orgénicas. Algumas células microbianas persistem mesmo apos a
limpeza e a sanitizag&o e iniciam o crescimento do biofilme. Por ultimo, forma-se o biofilme
maduro com a ajuda da expressdo de genes especificos e quorum sensing. Para se evitar a
formacdo de biofilmes na industria de alimentos sdo essenciais 0 estabelecimento e a
adequacdo das medidas de higiene e sanitizacdo (ARAUJO, 2011).

O crescimento ndo desejado de biofilmes tem impacto negativo em vérias atividades.
Danos em equipamentos devido a biocorrosdo, a contaminacdo de produtos, as perdas
energéticas relacionadas com o aumento de atrito, a resisténcia acrescida a transferéncias de
calor e as perdas de pressdo sdo alguns dos efeitos adversos do acumulo de biofilmes
microbianos e representam perdas significativas para industrias, em ambito global. Tais
problemas séo agravados pela resisténcia aumentada a métodos de desinfeccdo e limpeza que
os biofilmes demonstram, comparados com células bacterianas livres. Assim, os métodos
convencionais de desinfeccdo ndo sdo suficientes e requerem, por vezes, doses elevadas de
desinfetantes, indesejados do ponto de vista ambiental (SIMOES; PEREIRA; VIEIRA, 2003).

Os principais microrganismos envolvidos nos processos de contaminagdes de
alimentos sdo as bactérias, pois atuam sobre numerosos tipos de substratos, com diferentes
temperaturas, pH e condi¢fes do meio ambiente. Tendo em vista os problemas de resisténcia

de microrganismos a antibidticos e desinfetantes convencionais, e diante da atual tendéncia do
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mercado de utilizar produtos ecologicamente seguros, 0 emprego de 6leos essenciais para a
conservacao de alimentos e controle fitossanitario vem sendo muito estudado, propiciando o
desenvolvimento de técnicas que procuram reduzir os efeitos negativos de oxidantes, radicais
e microrganismos causadores de grandes prejuizos as industrias alimenticias (PEREIRA et al.,
2008; SACCHETTI, 2004).

2.3 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais sdo misturas complexas de varios componentes volateis, formados
pelo metabolismo secundario de plantas aromaticas e conhecidos pela sua solubilidade em
solventes organicos apolares e pelo seu aroma agradavel e intenso (MALINOWSKI, 2010).
Esses constituintes dos 6leos essenciais, tais como monoterpenos, sesquiterpenos e alcoois,
estdo geralmente relacionados com a defesa da planta contra pragas, fungos e bactérias. Os
6leos essenciais e as plantas arométicas ndo sé sdo conhecidos pelos seus variados usos em
relacdo ao sabor e a fragrancia, como também pelo emprego com finalidades conservantes,
antioxidantes e antimicrobianas (HARKAT-MADOURI et al., 2015).

Na natureza, os 6leos essenciais exercem importante papel na protecdo das plantas
como antibacterianos, antivirais, antifingicos, inseticidas e contra herbivoros. Podem agir
também atraindo insetos para favorecer a dispersdo de pélens e sementes ou repelir aqueles
indesejaveis (BAKKALLI et al., 2008).

Os 06leos essenciais vém ganhando espago devido a sua utilizacdo crescente nas areas de
alimentos (condimentos, antioxidantes, aromatizantes de alimentos e bebidas), cosméticos
(perfumes e produtos de higiene), atuando no controle de microrganismos, como bactericidas,
fungicidas e virucidas, bem como no controle de nematoides, insetos e parasitas (ALTOE, 2012).

SimQes et al. (2007) definem os éleos essenciais, como o0s produtos obtidos de partes
de plantas, por meio de destilagdo por arraste com vapor d’agua, assim como 0s produtos
obtidos por expressdao dos pericarpos de frutos citricos. De maneira geral, sdo misturas de
substancias organicas volateis, de consisténcia semelhante ao éleo, definida por um conjunto
de propriedades, entre as quais se destacam volatilidade, aroma agradavel e solubilidade em
solventes organicos apolares, entre outras. Assim, diferem dos 6leos fixos, que sdo misturas
de triacilglicerideos, obtidos geralmente de sementes. Sdo denominados de esséncias, 0leos
etéreos ou o6leos volateis. Quando recentemente extraidos, sdo incolores ou ligeiramente
amarelados; alguns podem apresentar coloracdo intensa, como o 6leo de camomila, que é azul

intenso, devido a presenca dos derivados do azuleno.
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A composicdo quimica de um oleo volatil, extraido do mesmo 6rgédo de uma mesma
espécie vegetal pode variar com diversos fatores, como por exemplo, com a época da colheita,
condicdes climéticas e de solo (BRUM, 2010). A intensidade de producdo e a composicdo
também variam de acordo com a espécie, a variabilidade genética, os fatores ambientais,
sendo, geralmente, especificos para um determinado 6rgdo e caracteristicos para o estagio de
desenvolvimento da planta. Podem ser consideradas moléculas lipofilicas, de baixo peso
molecular, constituidas de uma ou mais insaturac@es, instaveis a temperatura e a luz, podendo
ser degradadas ou sofrer polimerizacdo (GUIMARAES et al., 2008).

H4, ainda, os fatores relacionados ao processo de colheita do material vegetal e de
extracdo do 6leo essencial, que podem interferir diretamente no seu rendimento. Souza et al.
(2011) notaram que o horario de coleta interfere no rendimento de 6leo essencial para a
espécie Cordia verbenacea DC. Em dias chuvosos, de maneira geral, o rendimento de 6leo
essencial é reduzido, para a maioria das espécies (GOBBO NETO; LOPES, 2007). Teles et al.
(2012) verificaram que ha diferencas no rendimento de 6leo essencial e na composi¢do
quimica deste, em amostras de Lippia alba (Mill) N.E. processadas frescas ou submetidas a
método de secagem.

Os Oleos essenciais podem ser obtidos a partir da prensagem do conjunto dos
involucros que envolvem uma semente ou fruto, o chamado pericarpo, ou por métodos de
destilacdo por arraste de vapor, hidrodestilacdo, sendo este ultimo o mais utilizado. Outros
métodos que podem ser utilizados sdo a extracdo com solventes organicos e extracdo com
fluidos supercriticos (PEREIRA, 2010).

A constituicdo quimica é caracterizada por terpenoides e fenilpropandides (SIMOES;
SPITZER, 2004). Os terpenoides sdo encontrados com maior frequéncia e compreendem
todas as substancias, cuja origem biossintética deriva de unidades do isopreno (2-metill,3-
butadieno) e sdo sintetizadas pela via do mevalonato. Os compostos terpénicos, comumente
encontrados em Oleos essenciais, sd0 0s monoterpenos (cadeia de dez carbonos) e 0s
sesquiterpenos (cadeia de quinze carbonos), formados por duas e trés unidades de isopreno
respectivamente. A origem dos metabdlitos secundarios ocorre a partir da via glicolitica por
dois intermediarios principais: o acido chiquimico e o acetato (SANTOS, 2004) conforme

demonstrado na Figura 2:
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Figura 2 - Principais rotas de biossintese de metabolitos secundarios.

Glicose

|

Acido chiquimico Acetil-CoA

IVI

Fenilalanina’

Triptofano

Via
T Acido Condensagio
Tirosing ;i"llil_'u Anfraquinona Mlevalomlo HHE *
Flavonoides
Taninos
‘ [soprenoides

Protoalcaloides Acido

Cindimico Chrmutama &
HETTS

Lisina

Terpenovides

Fenilpropanoides

Fonte: Simdes et al. (2007).

Os oOleos essenciais sdo constituidos por uma complexa mistura de compostos,
incluindo terpenos, alcoois, cetonas, fendis, acidos, aldeidos e ésteres (AYALA-ZAVALA et
al., 2009). Segundo Simdes et al. (2004), esses constituintes variam desde hidrocarbonetos
terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres, oxidos,
peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas e cumarinas, até compostos com enxofre. Na
mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentra¢des; normalmente, um deles é
0 composto majoritario, existindo outros em menores teores e alguns em baixissimas
guantidades (tracos).

Em virtude da grande variedade de moléculas presentes em extratos naturais, a
atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais ndo pode ser atribuida a um Gnico mecanismo.
Em vez disso, diferentes mecanismos bioquimicos e estruturais estdo envolvidos em locais

maultiplos no interior e na superficie da célula (BURT, 2004).

2.4 Acdo antibacteriana dos 6leos essenciais

A resisténcia de patdgenos humanos as drogas antimicrobianas tem-se destacado como
um dos mais graves problemas de satde publica, tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE - OMS, 2018). Como
alternativas para resolver esse problema, surge a necessidade de descobertas terapéuticas que
contribuam para o desenvolvimento da saide, em nivel mundial, encontrando substancias

mais eficazes e menos toxicas, a partir de fontes naturais.
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Os oOleos essenciais de plantas aromaéticas e condimentares surgem como medida
alternativa eficaz no controle e remocdo de biofilmes no setor alimenticio, devido as suas
conhecidas propriedades antimicrobianas de seus principios ativos. O uso de 0leos essenciais
como bioconservantes é de grande importancia, principalmente na inddstria de alimentos visto
que os consumidores preferem aditivos naturais ao invés de sintéticos (LANG;
BUCHBAUER, 2012).

Em virtude da grande variedade de moléculas presentes, a atividade antimicrobiana
dos 6leos essenciais ndo pode ser atribuida a um Unico mecanismo. Em vez disso, diferentes
mecanismos bioquimicos e estruturais estdo envolvidos em locais multiplos no interior e na
superficie da célula (BURT, 2004).

Considerando que os 06leos essenciais sdo formados por diversos constituintes, torna-se
dificil atribuir a eficacia da atividade antimicrobiana a apenas um deles. O mecanismo de a¢édo
de um dado constituinte pode diferir, quando comparado ao de outros, sendo relatados varios
alvos na célula microbiana (AYALA-ZAVALA et al., 2009). A interacdo inicial entre os
componentes dos 0Oleos essenciais e a célula microbiana parece ser a difusdo passiva da
molécula componente, por meio da parede celular de bactérias gram-positivas e fungos ou
membrana externa de bactérias gram-negativas (HAMMER; CARSON, 2011). Contudo, pode
ocorrer, também, interacdo de constituintes dos 6leos essenciais com a membrana externa de
bactérias gram-negativas, conforme demonstrado por La Storia et al. (2011), que utilizaram
carvacrol contra diferentes espécies bacterianas.

Oleos essenciais sd0 compostos tipicamente lipofilicos e, por isso, sdo capazes de
passar pela parede celular e se acumular na membrana citoplasmatica bacteriana, causando
aumento da permeabilidade, por danificar a estrutura de diferentes camadas de
polissacarideos, acidos graxos e fosfolipideos (BAKKALI et al., 2008). O aumento da fluidez
da membrana parece estar entre os primeiros efeitos antimicrobianos causados pelo
tratamento com Oleos essenciais. A expansdo e o aumento da fluidez da membrana
citoplasmatica podem levar a quebra da integridade com consequente perda de pequenos
componentes intracelulares, como hidrogénio, potassio e sédio. A perda destes ions esta
associada ao decréscimo do potencial de membrana, pH intracelular e pool de ATP, causado
pelo dano ao gradiente de ions que ocorre entre o interior e exterior da célula. Concentragfes
elevadas de 6leos essenciais ou longos tempos de exposi¢cdo podem acarretar danos maiores a
membrana citoplasmatica, ocasionando perda de macromoléculas, como DNA e proteinas,
estritamente relacionadas a morte celular (HAMMER; CARSON, 2011).
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Ainda, segundo Ayala-Zavala et al. (2009) e Burt (2004), o mecanismo de a¢do dos
6leos essenciais, fendmeno complexo e diversificado, pode incluir destruicdo da parede
celular e membrana citoplasmatica, danificacdo de proteinas de membrana, liberacdo de
conteudo celular, coagulacdo do citoplasma, deplecdo da forca proton motiva, inativacao de
enzimas essenciais e perturbagdo da funcionalidade do material genético.

Na figura 3, sdo descritos alguns potenciais mecanismos de a¢do dos 6leos essenciais
e/ou seus componentes, com os potenciais alvos celulares da sua atividade antimicrobiana. No
entanto, cada uma dessas acGes ndo pode ser considerada eventos separados, mas em vez

disso pode ser uma consequéncia das outras atividades (NAZZARO et al., 2013).

Figura 3 - Principais locais e mecanismos de acdo dos 6leos essenciais na célula bacteriana.

Increase of permeability Coagulation Q

Alteration of
proton motive
force Actiononintra
and extra
) K+ cellular ATP and
Cytoplasm
Leak of Effecton

on ATPases

metabilites Cytoplasmic
Alteration of the andions enzymes
membrane Antiquorum
fatty acids sensing
e activity
{g ; é Effecton Q |
3 i membrane ( /
(i ¥ proteins p )
Cytoplasmic
ytop EOs EosInterferwith QS
membrane Bacterial Eidions

cell ® duced b
® produced by
&

QS““‘Q Gram+and Gram -
» bacteria
"l
Decrease of:
*Proteolyticactivity
*Biofilm formation
*Swamimg

Lower levelsof :
virulence
factors/functions

Fonte: Nazzaro et al. (2013).

O mecanismo de acdo pelo qual a maioria dos 6leos essenciais exerce seu efeito
antibacteriano envolve a parede celular bacteriana, em que o0s 6leos essenciais desnaturam e
coagulam proteinas. Mais especificamente, eles atuam alterando a permeabilidade da
membrana citoplasmética aos ions hidrogénio (H+) e potéssio (K+). A alteracdo dos
gradientes de ions conduz ao comprometimento dos processos vitais da célula como
transporte de elétrons, translocacdo de proteinas, processo de fosforilacdo e outras reacoes
dependentes de enzimas, resultando em perda do controle quimiosmotico da célula afetada e,
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consequentemente, na morte do microrganismo (DORMAN; DEANS, 2000 citados por
BONA et al., 2012).

Em estudo realizado por Amalaradjou e Venkitanarayanan (2011), o biofilme de C.
sakazakii, formado sobre superficies abidticas, foi inibido e inativado por trans-cinamaldeido.

A acdo inibitoria das especiarias e de seus 0leos nos diferentes microrganismos tem
sido relatada em diversos estudos (OATTARA et al., 1997). O interesse renovado no uso de
especiarias como agentes antibacterianos é atribuido, basicamente, a duas razdes: a seguranca
dos aditivos quimicos € constantemente questionada, havendo uma tendéncia ao uso de
substancias naturais de plantas, e a redugdo do sal ou do agUcar em alimentos por razGes
dietéticas tende a aumentar o uso de outros temperos (ISMAIEL; PIERSON, 1990).

Além dos recentes estudos da manipulacdo de 6leos com a¢do antimicrobiana, tém-se
avaliado diferentes misturas de 6leos essenciais, a fim de comprovar 0s seus niveis de
sinergismo ou antagonismo, visto que ndo se pode afirmar que o componente majoritario € o
que realiza a atividade bioldgica, podendo haver a interacdo entre os diferentes componentes
do oOleo. Além disso, o estudo dessas misturas de Gleos tem a finalidade de maximizar a
atividade e minimizar as concentracGes para nao haver interferéncia diante das caracteristicas
sensoriais dos alimentos, bem como se podem constituir bases para a producdo de
conservantes de alimentos naturais (NGUEFACK et al., 2012).

2.5 Resisténcia dos microrganismos aos agentes antimicrobianos: adaptacao e adaptacéo

cruzada

A resisténcia antimicrobiana é definida como a resisténcia de microrganismos a um
agente antimicrobiano contra o qual eles foram originalmente sensiveis (BRIG et al., 2015). O
surgimento da resisténcia antimicrobiana é uma questdo complexa, multifatorial. A falta de
compreensdo dos potenciais perigos do uso inadequado, bem como o acesso generalizado a
antimicrobianos, podem ter levado ao estado atual dessa crise de resisténcia antimicrobiana. O
uso inadequado de antibidticos constitui uma série de definicdes, que variam de prescreve-los
desnecessariamente, uma dose ou droga incorreta. O uso ndo regulamentado de antibioticos
em areas nao médicas, como a agricultura, complica ainda mais esse problema de resisténcia e
continua a ser uma pratica controversa (HWANG; GUMS, 2016; LAXMINARAYAN et al.,
2013).

A producdo de alimentos, em escala industrial, proporcionou também aumento da

resisténcia dos microrganismos, facilitando o aparecimento e a disseminacdo da resisténcia
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devido ao uso intensivo de agentes antimicrobianos, sanificantes e do comércio internacional
de animas e de produtos alimenticios, cuja principal rota de transmissao entre animais e seres
humanos ocorre através de produtos alimentares, embora outras formas de transmissdo, como
contato direto e ambiente, também possam ocorrer (AARESTRUP; WEGENER;
COLLIGNON, 2008). O processo natural de resisténcia antimicrobiana existe nos
microrganismos por muitos anos (FAIR; TOR, 2014). A evidéncia sugeriu que os elementos
de resisténcia identificados no DNA bacteriano podem ser rastreados ha milhares de anos
mesmo antes da introducdo da penicilina (FAIR; TOR, 2014; HWANG; GUMS, 2016). A
resisténcia através da penicilinase bacteriana foi identificada; indicando que o0s
microrganismos provavelmente tém propensdo intrinseca para a resisténcia armazenada
dentro do seu genoma (DAVIES; DAVIES, 2010).

E notério que a exposicdo subletal a condicdes ambientais e/ou substancias
antimicrobianas pode resultar no desenvolvimento de um aumento da resisténcia e da
promocdo da resisténcia cruzada para compostos antimicrobianos (RUSSELL, 1984; YUK;
MARSHALL, 2004). Resisténcia cruzada ocorre quando o mecanismo de resisténcia é o
mesmo para diversos agentes bacterianos, ou seja, diferentes agentes antimicrobianos atacam
0 mesmo alvo na célula, atingindo uma via comum para a morte celular, ou compartilnam
uma rota comum de acesso aos seus respectivos alvos (CHAPMAN, 2003). Deve-se
mencionar que o estresse subletal induz o desenvolvimento e crescimento do microrganismo
condicionado ao estresse, tornando-o fisiologicamente mais tolerante em niveis aumentados
do mesmo ou protecdo cruzada a outros estressores (HWANG; GUMS, 2016; SMIGIC et al.,
2009).

A resisténcia antimicrobiana é um problema de seguranca alimentar, representando
risco direto quando o microrganismo patogénico resistente se encontra no alimento ingerido
ou indiretamente quando a resisténcia é transmitida de uma bactéria comensal do alimento
para outra patogénica ao homem. O monitoramento da resisténcia aos antimicrobianos e 0 uso
prudente de antibidticos em animais e em humanos em todos os setores € o0 aspecto chave para
a prevencdo e controle da resisténcia antimicrobiana (GUARDABASSI; KRUSE, 2008).

Apesar da base da resisténcia bacteriana a antibidticos 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; HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012; RUSSELL,
2003). O fendbmeno de resisténcia cruzada pode ocorrer quando diferentes agentes

antimicrobianos tém o mesmo alvo na celula, atingem rota comum de acesso aos respectivos
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alvos ou iniciam uma via comum para a morte celular, ou seja, 0 mecanismo de resisténcia é o
mesmo para mais de um agente antibacteriano (CHAPMAN, 2003). Evidéncias moleculares e
fisioldgicas apontam que bactérias patogénicas de origem alimentar podem suportar e
adaptarem-se a estresses subletais e, como consequéncia, tornarem-se resistentes a niveis
anteriormente letais do agente estressante ou exibir protecdo cruzada contra outros
(LANDAU; SHAPIRA, 2012).

Novas medidas no controle de microrganismos devem ser tomadas, com o intuito de
encontrar biocidas com amplo espectro de acdo. Desde a antiguidade, as plantas e seus
extratos, tais como 0s 0Oleos essenciais, tém sido utilizados na medicina popular. Os 6leos
essenciais representam uma alternativa no controle de microrganismos patogénicos e/ou
deteriorante pois mostram acdo antimicrobiana comprovada (BEHBAHANI et al., 2018;
DIAS et al., 2015; MIRANDA et al., 2016; NAZZARO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2012).
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CAPITULO 2

ADAPTACAO HOMOLOGA E HETEROLOGA DE CELULAS PLANCTONICAS E
SESSEIS DE CRONOBACTER SAKAZAKII A OLEOS ESSENCIAIS

1 INTRODUCAO

Cronobacter sakazakii é uma bactéria que tem se destacado em ambientes
hospitalares, como contaminante de formulas infantis, levando a morte de neonatos. Devido
a0 seu impacto nas Unidades de Terapia Intensiva Neonatal, em 2004, a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) e a Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO),
apos trés encontros de grupos de especialistas de avaliacdo de risco, sugeriu o controle desse
patdgeno de origem alimentar (FORSYTH; DICKINS; JOLLEY, 2014) no mundo todo. Essa
foi a primeira situacdo onde a OMS interferiu no controle de um patégeno de origem
alimentar.

Embora seja principalmente conhecido por afetar neonatos, C. sakazakii pode
contaminar pessoas de diferentes idades e condicdes (bebés, imunocomprometidos e idosos),
varios tipos de infecgdes e sintomas, com taxa de morte de até 40%. Em bebés, com menos de
12 meses de idade, normalmente se observa sepse ou meningite grave, entretanto, convulsoes,
abscessos cerebrais, infarto, hidrocefalia e outras complicacGes neuroldgicas podem ocorrer.
Nas pessoas imunocomprometidas e idosos observam-se infec¢bes na corrente sanguinea
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION - CDC, 2017).

Em revisdo sistematizada realizada por Friedemann (2007), é mostrado que C.
sakazakii pode estar presente em diversos alimentos, ndo apenas em férmulas infantis, sendo
encontrado em cereais, frutas, legumes, leguminosas, ervas e especiarias, bem como em
alimentos de origem animal, como leite, carne e peixe e seus derivados. O espectro de
alimentos contaminados abrange alimentos crus e processados, podendo serem frescos,
congelados, prontos para consumo, fermentados e cozidos, bebidas e agua. Dessa forma, a
importancia de seu controle na inddstria alimenticia se destaca.

Uma das formas de controle de bactérias patogénicas como C. sakazakii nos ambientes
de processamento e produto final é pela utilizacdo de agentes sanificantes. Entretanto, fatores
como pH, atividade de &gua, potencial de oxidac¢éo-reducdo, temperatura de armazenamento e
disponibilidade de oxigénio, apresentam-se como agentes estressores que diminuem a chance

de sobrevivéncia de C. sakazakii. Outro estressor comumente usado é 0 conservante que,
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somado aos fatores intrinsecos e extrinsecos e a higienizacdo fazem parte de um complexo
ambiente que atua sobre os microrganismos, auxiliando na conservacdo e seguranca dos
alimentos.

Os varios processos utilizados na industria visando a satde do consumidor também
podem apresentar tendéncia de proporcionar o surgimento de bactérias tolerantes (ou
adaptadas ao estresse), persistentes ou resistentes (BRAUNER et al., 2016). A maioria das
bactérias também possui a capacidade de formar biofilmes, fator que favorece o aumento de
sua tolerancia aos agentes estressores no ambiente de processamento (FUENTE-NUNEZ et
al., 2013).

A resposta adaptativa ou adaptagdo ao estresse confere aos microrganismos a
habilidade de resistir melhor aos efeitos danosos do agente estressor, quando sao previamente
expostos a ele em baixas concentragdes, ou seja, em condicdes subletais. Nessas condicdes,
ocorrem mudancas fisiologicas temporarias que, frequentemente resultam no aumento da
tolerdncia aquele estresse (homdloga) ou a outro fator estressante (adaptacdo heterdloga)
(BEGLEY; HILL, 2015).

Cronobacter sakazakii apresenta capacidade adaptativa homologa e heterdloga a
varios agentes estressores, além de ser capaz de formar biofilme sobre vérias superficies.
Existem estudos que avaliam a adaptacdo de C. sakazakii em diferentes condigdes como
adaptacdo homologa ao estresse térmico (ARKU; FANNING; JORDAN, 2011) e heter6loga
ao estresse acido (HSIAO; HO; CHOU, 2010), o aumento de tolerancia ao estresse oxidativo
acompanhado do aumento de sua viruléncia (KIM et al., 2015). Sua capacidade de se adaptar
aos agentes bactericidas, como biguanidina polihexametileno e ao triclosan (COWLEY et al.,
2015), bem como a adaptacdo aos sanificantes quaternario de amonio e a base de cloro, apds
exposicao ao calor (47°C por 15min.) (LI et al., 2013). Normalmente, o desenvolvimento de
adaptacdo homologa e heterdloga € mediado por reguladores de resposta ao estresse que
levam a respostas complexas envolvendo a inducdo de genes reguladores, sintese de enzimas
e proteinas especificas relacionadas ao estresse que protegem e reparam 0 DNA, alteram a
parede celular , a membrana citoplasmatica, mantém a homeostase celular, dentre outros
(WESCHE et al., 2009).

Devido a capacidade de adaptacdo das bacterias ao estresse causado tanto por
sanificantes quanto outros estressores, varios estudos tém sido realizados buscando
antimicrobianos alternativos, destacando-se nesse contexto os Gleos essenciais. Varios deles

apresentaram atividade antimicrobiana sobre C. sakazakii, com destaque para os Oleos de
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Mentha piperita, Cinnamomum cassia e Cinnamomum camphora (VALE, 2015;
VALERIANO et al., 2012).

A grande vantagem que 0s Oleos essenciais possuem sobre outros agentes
antimicrobianos é sua composi¢do, pois sdo compostos naturais oriundas do metabolismo
secundario de diversas espécies vegetais. De modo geral, sdo misturas de substancias volateis,
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas que podem conter cerca de 20 a 60 componentes
em concentracOes variaveis. Geralmente, um deles é o componente majoritario, chegando a
representar 80% ou mais da composicdo do 6leo essencial, existindo outros em menores
teores ou apenas em tracos (BAKKALI et al., 2008). Seus constituintes quimicos podem ser
agrupados em duas grandes classes: (1) derivados de terpendides, formados por meio da rota
do acetato-acido meval6nico ou da via 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP) e (2) compostos
aromaticos, formados por meio da rota do acido chiquimico, os fenilpropanoides
(BOUNATIROU et al., 2007; DEWICK, 2009).

Esses diferentes componentes presentes nos 6leos essenciais, apresentam mecanismos
de acdo diferenciados sobre a célula bacteriana, sendo relatadas alteracdes na membrana
citoplasmatica, forca proton-motriz, DNA, parede celular, producdo de ATP, sintese de
proteinas, mudancas intracitoplasmaticas e bloqueio do sistema quorun sensing (FALEIRO,
2011; NAZZARO et al., 2013), desfavorecendo assim, a recuperagéo celular ou a adaptacao
homologa e heterdloga.

Ampla revisdo realizada por Souza (2016) mostra que pouco se sabe a respeito da
capacidade adaptativa homologa e heter6loga de bactérias causadoras de toxinfeccGes
alimentares, sendo a maior parte dos artigos publicados relacionados apenas com a acdo letal
dos Gleos essenciais e de seus componentes majoritarios. Entretanto, outros trabalhos tém
surgido com essa tematica. A adaptacdo homdloga e heteréloga de Listeria monocytogenes e
L. innoucua a concentracdes subletais dos 6leos essenciais de Thymus vulgaris, Origanum
vulgare e noz moscada e ao pH foi avaliada e comprovada (SANTOS et al., 2018).
Salmonella Senftenberg também foi capaz de se adaptar ao linalool e ao dleo de manjericéo
(KALILY et al., 2017). A adaptacdo aos 6leos de Origanum vulgare , Melaleuca alternifolia ,
Cinnamomum cassia e Thymus vulgaris foi relatada para S. Enteritidis ATCC 13076, S.
Typhimurium ATCC 13311, Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC
29213 (MELO et al., 2015). Dois isolados de Staphylococcus aureus, de quarto testados,
foram capazes de se adaptar ao carvacrol (NOSTRO et al., 2017) e L. monocytogenes ATCC
19117 apresentou adaptacdo homdloga e heteréloga ao carvacrol e ao eugenol (SOUZA;

TEBALDI; PICCOLI, 2015). Pode-se observar que a adaptacdo homdloga e heterdloga de
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bactérias aos 6leos essenciais ou aos seus componentes majoritarios é dependente da cepa
avaliada. Dessa forma, estudos com vérias cepas de varias espécies devem ser realizados para
a avaliacéo real da seguranca da utilizacdo desses antimicrobianos naturais.

Embora relatos tenham sido encontrados a respeito da resposta adaptativa das
bactérias aos 6leos essenciais, ndo foram encontrados trabalhos realizados com C. sakazakii.
Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a adaptacdo homdloga e heteréloga de células

planctdnicas e sesseis de C. sakazakii aos 0leos essenciais.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Oleos essenciais (OE)

Os 0leos essenciais de Canela (Cinnamomum cassia), Menta (Mentha piperita) e Ho
wood (Cinnamomum camphora) foram adquiridos da Ferquima Industria e Comércio Ltda.

(Vargem Grande Paulista, Sdo Paulo, Brasil). Na tabela 1 estdo apresentados os constituintes

majoritarios dos 6leos utilizados, de acordo com o fornecedor.

Tabela 1 - Componentes majoritarios dos 6leos essenciais utilizados.

Nome popular Nome cientifico Componente

Canela Cinnamomum cassia Aldeido cindmico (81%), cumarina (3%), benzaldeido
(3%), alcool cinamico (3%), estireno (3%).

Menta Mentha piperita I-mentol (34%), mentona (25%), acetato de mentila
(5%), eucaliptol (9%).

Ho wood Cinnamomum camphora Linalol (98 %).

Fonte: Da autora (2019).

2.2 Microrganismo, manutencao, padronizacao do indculo

O microrganismo utilizado no trabalho foi Cronobacter sakazakii INCQS 00115
(ATCC 29004), obtido na Colecdo de Bactérias de Referéncia em Vigilancia Sanitaria,
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil). A cultura estoque foi armazenada em
meio de congelamento (glicerol - 15 mL; peptona bacteriolégica - 0,5 g; extrato de levedura -
0,3 g; NaCl - 0,5 g; 4gua destilada 100 mL) durante o desenvolvimento do trabalho.

A cultura foi reativada, inoculando-se aliquotas de 10 pL em tubos contendo 10 mL de
caldo triptona de soja (TSB), sendo incubada a 37°C por 24 horas. A padronizacdo do in6culo
foi realizada mediante curva de crescimento em TSB e incubagdo a 37°C. A cultura foi
padronizada em cerca de 108 UFC mL™ pelo acompanhamento da absorbéncia (D.O. 600nm)

e plagueamento em 4gar triptona de soja (TSA), com incubagéo a 37°C por 24 horas.
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2.3 Determinacdo das concentragfes minimas bactericidas dos dleos essenciais sobre

células planctonicas

A concentracdo minima bactericida (CMB) dos 06leos essenciais foi determinada
empregando-se a técnica de microdiluicdo em placas de poliestireno com 96 cavidades, de
acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), com modificacdes.
Solucdes contendo os 6leos essenciais nas concentracoes de 0,00; 0,12; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00;
4,00; 8,0 e 16,00% (v/v) foram elaboradas em TSB acrescido de 0,5% (v/v) de Tween 80. Em
cada cavidade contendo 140 pL de solugdo inoculou-se 10 pl da cultura padronizada.
Incubou-se as placas a 37°C por 24 horas. Apds esse periodo, aliquotas das culturas foram
plaqueadas em TSA e incubadas a 37°C por 24 horas. Foi realizado um tratamento controle,
contendo TSB acrescido de 0,5% de Tween 80 e indculo.

A CMB de cada 6leo essencial foi definida como sendo aquela onde ndo houve
crescimento em TSA ap6s 24h de cultivo. O experimento foi conduzido em triplicata e trés

repeticoes.

2.4 Avaliacdo da capacidade de adaptacdo homologa e heteréloga de Cronobacter
sakazakii aos 0leos essenciais

2.4.1 Inducéo de resposta ao estresse de células de Cronobacter sakazakii a concentracdes

subletais de 6leos essenciais

Culturas de C. sakazakii foram expostas a concentracbes subletais dos &leos
essenciais, sendo definidas 1/8 e 1/16 da CMB de cada 6leo (DI PASQUA et al., 2010;
SANTOS et al., 2018).

Em tubos tipo Falcon contendo 10 mL de TSB acrescido de 0,5% de Tween 80 foram
adicionados os 6leos essenciais nas concentragcdes subletais. Ap6s homogeneizacéo, aliquotas
de 1 mL de cultura padronizada foram inoculadas e os tubos foram incubados a 37 °C por 6
horas. Ap0s incubagdo, as culturas foram centrifugadas a 5.000 x g por 5 minutos, 0
sobrenadante descartado, as células foram lavadas e ressuspendidas em solucdo de NaCl
0,85% (m/v). As suspensdes foram padronizadas em, aproximadamente, 108 UFC.mL™,
utilizando-se o padréo de turvagdo de 0,5 da escala de MacFarland. As células recuperadas

foram denominadas adaptadas.
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2.4.2 Avaliacdo da resposta ao estresse (adaptacédo) de Cronobacter sakazakii aos 6leos

essenciais

Apols a inducdo ao estresse das células de Cronobacter sakazakii aos agentes
estressores em concentracao subletais (1/8 e 1/16 da CMB) de cada 6leo essencial, as células
adaptadas foram cultivadas em presenca do mesmo agente estressor, nas concentracdes de
0;0,5 CMB; CMB; 1,2 CMB; 1,4 CMB; 1,6 CMB; 1,8 CMB e 2,0 CMB.

Aliquotas de 10 pL das suspensdes de células adaptadas foram transferidas para as
cavidades das microplacas contendo solugdes de 140 pulL de TSA acrescido de 0,5% de Tween
80 e de OE. As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apds a incubacéo,
aliquotas de 10 pL das culturas foram plaqueadas em TSA empregando-se a técnica de
microgotas e incubadas a 37 °C por 24 horas. As células de C. sakazakii foram classificadas
como capazes de se adaptarem quando apresentaram crescimento em placas em concentragoes
iguais ou maiores que a CMB do agente estressor. O controle foi realizado com células de C.
sakazakii ndo expostas a concentracdes subletais, possibilitando a comparacdo entre células

expostas e ndo expostas, quanto a susceptibilidade aos 6leos essenciais.

2.4.3 Avaliacdo do desenvolvimento de adaptacdo heterdloga de Cronobacter sakazakii

aos 0leos essenciais

Apds a inducdo ao estresse das células de C. sakazakii aos agentes estressores em
concentracdo subletais (1/8 e 1/16 da CMB) de cada 6leo essencial, as células adaptadas
foram cultivadas em presenca de agente estressor diferente do qual foi adaptada
anteriormente, nas concentracées de 0;0,5CMB; CMB; 1,2CMB; 1,4CMB; 1,6CMB; 1,8CMB
e 2,0CMB.

Aliquotas de 10 pL das suspensdes de células adaptadas foram transferidas para as
cavidades das microplacas contendo solu¢des de 140 pL de TSA acrescido de 0,5% de Tween
80 e de OE. As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apds incubacéo, aliquotas
de 10 pL das culturas foram plaqueadas em TSA empregando-se a técnica de microgotas e
incubadas a 37°C por 24 horas. As células de C. sakazakii foram classificadas como capazes
de se adaptarem quando apresentaram crescimento em placas referente aos ensaios com
concentragdes iguais ou maiores que a CMB do agente estressor. O controle foi realizado com
células de C. sakazakii ndo expostas a concentragdes subletais, possibilitando a comparacao

entre células expostas e ndo expostas, quanto a susceptibilidade aos 6leos essenciais.
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2.5 Adesdo de células de Cronobacter sakazakii em placas de poliestireno

A adesdo de células da bactéria nas cavidades das placas de poliestireno foi realizada
segundo Oliveira et al. (2012).

Aliquotas de 50 pL da cultura padronizada foram inoculadas em 150 pL de TSB
contidos nas cavidades das microplacas e incubadas a 37 °C por 48 horas. Apos esse periodo,
as culturas foram removidas e as cavidades lavadas trés vezes com solucdo salina 0,85%

(m/v) e secas ao ar.

2.5.1 Determinacdo da Concentracdo Minima Bactericida (CMBs) dos 06leos essenciais

sobre células sésseis de Cronobacter sakazakii

As células sésseis contidas nas cavidades das placas de poliestireno foram adicionados
200 pL de solucbes aquosas contendo 0,5% de Tween 80 e 6leos essenciais nas concentracoes
de 0,00; 0,12; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 4,00; 8,0 e 16,00% (v/v). Ap6s 20 minutos de contato,
removeu-se as solucdes antimicrobianas e as cavidades lavadas trés vezes com solucgéo salina
(0,85% m/v). Adicionou-se as cavidades 200 uL de TSB e as placas foram incubadas a 37 °C
por 24 horas. Ap0s cultivo, realizou-se o plagueamento das culturas em TSA e incubou-se a
37 °C por 24 horas. A CMBs de cada 6leo essencial ficou definida como sendo aquela onde
ndo houve crescimento em TSA ap6s 24h de cultivo. Realizou-se um tratamento controle,
contendo agua destilada acrescida de 0,5% de Tween 80.

O experimento foi conduzido em triplicata e com trés repeticoes.

2.6 Avaliacdo da capacidade de adaptacdo homdloga e heterdloga das células sésseis de

Cronobacter sakazakii aos 6leos essenciais

2.6.1 Inducéo a resposta ao estresse de células sésseis de Cronobacter sakazakii

A adesdo de células da bactéria nas cavidades das placas de poliestireno seguiu a
metodologia realizada segundo Oliveira et al. (2012) com modificagdes.

Inoculou-se aliquotas de 50 pL da cultura padronizada em 150 pL de solucGes de TSB
acrescidas de 0,5% de Tween 80 e concentragdes subletais (1/8 e 1/16 da CMBs) dos 06leos
essenciais, contidas nas cavidades das microplacas e incubadas a 37 °C por 48 horas. Apds

esse periodo, as culturas foram removidas e as cavidades lavadas trés vezes com solucéo
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salina 0,85% (m/v) e secas ao ar. Apds esse procedimento, as células sésseis nas cavidades
sdo denominadas adaptadas.

2.6.2 Avaliacdo da resposta ao estresse (adaptacdo homologa) de células sésseis de

Cronobacter sakazakii aos 6leos essenciais

As células sésseis adaptadas foram submetidas a diferentes concentragcdes dos 0leos
essenciais. Adicionou-se aliquotas de 200 pL de solugdes aquosas acrescidas de 0,5% de
Tween 80 (v/v) e Oleos essenciais nas concentracdes de 0; 0,5 CMBs; 1,0 CMBs; 1,2 CMBs;
1,4 CMBs; 1,6 CMBs; 1,8 CMBs e 2,0 CMBs nas cavidades. Ap6s 20 minutos de contato, as
solucdes foram removidas e as cavidades lavadas trés vezes com solucdo de NaCl 0,85%
(m/v). Em seguida, adicionou-se 200 pL de TSB as cavidades e as microplacas incubadas a
37°C por 24h. Apo6s incubacdo, aliquotas de 10 uL das culturas contidas nas cavidades foram
plaqueadas em TSA e incubadas a 37°C por 24h.

Classificou-se as células sésseis de C. sakazakii como capazes de se adaptarem quando
apresentaram crescimento apds exposicao a concentragcdes iguais ou maiores que a CMBS do
agente estressor. Realizou-se o controle com células sésseis ndo expostas a concentraces
subletais, possibilitando a comparacdo entre as células expostas e ndo expostas, quanto a
susceptibilidade aos 6leos essenciais.

2.6.3 Avaliacdo do desenvolvimento da adaptacdo heterdloga de células sésseis de

Cronobacter sakazakii aos 6leos essenciais

Utilizou-se as células sésseis previamente adaptadas aos 6leos essenciais.

A capacidade de adaptacdo cruzada foi avaliada pela exposicdo das células sésseis a
agentes estressores aos quais ndo foram adaptadas anteriormente. Utilizou-se as concentragoes
dos 0leos essenciais de 0,5 CMBS; 1,0 CMBS; 1,2 CMBS; 1,4 CMBS; 1,6 CMBS; 1,8 CMBS
e 2,0CMBS. Os 6leos foram homogeneizados em agua destilada contendo 0,5% de Tween 80
(VIv).

Adicionou-se aliquotas de 200 pL das solucBes de Oleos essenciais as cavidades das
microplacas. Apds 20 minutos de contato, as solugdes sé&o removidas e as cavidades lavadas
trés vezes com solugdo de salina (0,85% m/v). Em seguida, adicionou-se 200 puL de TSB as
cavidades e as microplacas incubadas a 37 °C por 24 horas. Apds cultivo, plaqueou-se

aliquotas de 10 pL das culturas em TSA e incubadas a 37 °C por 24 horas.
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Cronobacter sakazakii em estado séssil foi considerado capaz de desenvolver
adaptacdo cruzada quando observado seu crescimento em placas ap6s exposicdo a

concentracgdes iguais e, ou, superiores a CMBS de cada 6leo essencial.

2.7 Delineamento experimental

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado (DIC) em todos o0s experimentos

realizados.
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3 RESULTADOS

3.1 Concentracdo minima bactericida de 6leos essenciais sobre células plancténicas e

sésseis de C. sakazakii

A atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais de canela, menta, e ho wood sobre as

células plancténicas e sésseis de Cronobacter sakazakii sdo mostradas na Tabela 2.

Tabela 2 - Concentragdo minima bactericida de 6leos essenciais sobre células plancténicas
(CMB) e sesseis (CMBS) de Cronobacter sakazakii.

Oleo essencial CMB (%) CMBS (%)
Canela 0,12 1,0
Menta 0,25 1,0

Ho wood 0,25 2,0

Fonte: Da autora (2019).

Os resultados apontam que os 6leos essenciais apresentaram atividade bactericida em
diferentes concentragdes. O dleo essencial de canela a 0,125% (v/v) foi mais eficaz sobre as
células planctdnicas. Nao foram encontradas diferencas entre as atividades bactericidas dos
6leos de menta e ho wood, sendo a CMB de 0,25% (v/v). Entretanto as células sésseis se
mostraram mais resistentes aos 0leos essenciais, observando-se aumento nas CMBS,

respectivamente, em 8,33; 4; e 8 vezes para 0s 6leos de Canela, Menta e Ho wood.

3.2 Adaptacdo homologa de células planctbnicas e sésseis de Cronobacter sakazakii aos

Oleos essenciais

Foi observada resposta adaptativa de ambos os estados celulares, plancténico e séssil,
de Cronobacter sakazakii aos OE de canela, ho wood e menta (Tabela 3).
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Tabela 3 - Adaptacdo homdloga de células planctdnicas e sésseis de Cronobacter sakazakii a
concentragdes subletais dos 6leos essenciais de canela, ho wood e menta.

Concentracao subletal (%) Concentracao letal (%)

Agente Agente Células Células
estressor CMB CMBS estressor . L
Planctonicas Séssil
1/8 1/8
Canela 0,015 0,125 Canela 0,06* 1,40**
Ho Wood 0,031 0,125 Ho Wood 0,45** 0,50*
Menta 0,031 0,25 Menta 0,50** 0,50*
1/16 1/16
Canela 0,008 0,063 Canela 0,192** 1,40**
Ho Wood 0,016 0,063 Ho Wood 0,45** 1,60*
Menta 0,016 0,125 Menta 0,45** 0,5*

* diminuicdo da CMB-auséncia de adaptacdo; **aumento da CMB-adaptacédo
Fonte: Da autora (2019).

Em estado planctdnico as células de C. sakazakii ndo apresentaram maior tolerancia a
concentracdo do 6leo de canela apds serem adaptadas a 1/8 da CMB. Entretanto, quando a
concentracdo usada foi de 1/16 CMB houve o crescimento de C. sakazakii em concentracdes
maiores que a CMB (0,12%), sendo 0,192% o novo valor letal.

As células de C. sakazakii cresceram em concentragdo superior da CMB obtida para o
6leo essencial de ho wood, passando de 0,25% para 0,45%, concentracdo 1,8 vezes maior do
que aquela sem adaptacdo prévia a 0,031% do 6leo. A mesma resposta foi observada apds
adaptacdo a 0,016%, dezesseis vezes menor que a CMB. Comportamento semelhante foi
observado ap0s exposicdo das células ao 6leo de menta, na qual apds a adaptacao das células
a 1/8 CMB (0,031%), a nova CMB foi 0,5%, duas vezes a CMB (0,25%) das células néo
adaptadas. ApoOs serem adaptadas a 1/16 CMB (0,016%) do 6leo de menta a concentragdo
letal foi de 0,45% (1,8CMB), pouco mais sensivel ao agente estressor do que aquelas células
adaptadas a 1/8 da CMB.

Entretanto as células sésseis apresentaram comportamento bem diferenciado. Para o
6leo de ho wood e menta, nas concentracdes subletais de 1/8 CMBS, as células sésseis
apresentaram-se mais sensiveis ao agente estressor, onde a concentracdo letal foi a metade do
valor das CMBS.

A pré-exposicdo das células sésseis a 0,125% (1/16 CMBS) de 0leo de menta, levou a
maior sensibilidade celular ao agente estressor, com crescimento apenas no controle (apenas
meio de cultura). Para o 6leo de ho wood houve adaptacdo das células sésseis ap0s exposic¢éo
a 0,063% (1/16CMBS), pois na concentracdo de 1,60% do o6leo (1,6CMBS) ndo houve

crescimento.
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No estado séssil, tanto para a adaptacdo a 1/8 quanto 1/16 CMBS dos 6leos de canela,
houve o0 mesmo aumento de tolerancia da bactéria, passando a CMBS de 1 para 1,4%.

3.3 Adaptacdo heterologa de células planctonicas e sésseis de Cronobacter sakazakii a

concentragdes subletais de 6leos essenciais

As celulas planctonicas de C. sakazakii desenvolveram adaptacdo cruzada, ou seja,
heter6loga entre Oleos essenciais, exceto aquelas adaptadas em ambas as concentracdes
subletais de canela (0,015 e 0,008%) e cultivadas sequencialmente em presenca do 6leo de ho
wood (Tabela 4). Nesse caso, as células passaram a ser mais sensiveis a esse 6leo essencial.

Tabela 4 - Adaptacao heterologa de células planctonicas e sésseis de Cronobacter sakazakii a
concentragdes subletais dos 6leos essenciais de canela, ho wood e menta.

Conc. Células Planctonicas Células Sésseis
EAgente subletal Cgm. = letal Conc. letal = letal Conc. letal
stressor (%) ator leta (%) ator leta (%)
1/8
canela 0,125 menta 0,4 menta 1,6
ho wood 0,125* ho wood 1,0*
ho wood 0,125 canela 0,192 canela 1,6
menta 0,4 menta 1,6
menta 0,25 ho wood >0,5 ho wood 4,0
canela >0,24 canela >2.0
1/16
canela 0,063 menta 0,45 menta 1,8
ho wood 0,125* ho wood 1,0*
ho wood 0,063 canela 0,216 canela 1,8
menta 0,5 menta 2,0
menta 0,125 ho wood >0,50 ho wood >4
canela 0,216 canela 1,8

*Diminui¢do da CMB ** Aumento da CMB
Fonte: Da autora (2019).

Avaliando-se a capacidade de adaptacdo heter6loga, apenas as células adaptadas ao
Oleo de canela, tanto em 1/8 quanto em 1/16 da CMBs e posteriormente, cultivada em
presenca do 6leo de Ho wood ficaram mais sensiveis ao mesmo 6leo. Para todas as outras

combinagBes foram observadas a capacidade de adaptacdo heterdloga.
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4 DISCUSSAO

A potencialidade do uso de 0leos essenciais ou seus componentes majoritarios na
indUstria alimenticia ou farmacéutica vem se mostrando cada vez maior, sendo os 6leos
essenciais de canela, menta e Ho wood promissores.

O Oleo essencial de canela tem sua atividade antimicrobiana extensivamente
pesquisada, sendo encontrados inimeros trabalhos, mostrando sua efetividade contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas (BAKKALI et al., 2008; BURT, 2004; CALO et al., 2015).
Trabalho realizado por (BERTHOLD-PLUTA et al., 2018) com diversos 0Oleos essenciais,
destaca a atividade bactericida dos 6leos de tomilho e canela, sendo também o dleo de menta
bem efetivo contra 14 cepas de C. sakazakii. No mesmo artigo é dado as concentragdes
minimas inibitdrias do timol, trans-cinamaldeido e mentol, sendo eles 0,05 para ambos, timol
e trans-cinamaldeido e 0,8% para o mentol. Trans-cinamaldeido também apresentou acéo
antimicrobiana sobre células sésseis de C. sakazakii (ANNE; AMALARADJOU,;
VENKITANARAYANAN, 2011; ANNE et al., 2014).

A atividade antimicrobiana de Mentha piperita, seu componente majoritario o mentol,
e o linalol componente majoritario do 6leo de Ho wood também se destacam, sendo o linalol
componente potencializador da atividade bactericida de varios 6leos essenciais (HERMAN;
TAMBOR; HERMAN, 2016; KAMATOU et al., 2013).

Foram encontrados trabalhos mostrando a sensibilidade do C. sakazakii, dentre outros
componentes majoritarios, ao linalol e trans-cinamaldeido, componentes majoritarios dos
6leos de ho wood e canela, respectivamente; ao citral e ao 6leo essencial de canela, 6leos
essenciais e extratos de varias espécies de Thymus e ao Oleo essencial de geranio
(FRANKOVA et al., 2014; LIU et al., 2017; SHI et al., 2016a, 2016b; SIENKIEWICZ et al.,
2014).

Uma vez selecionados como bons bactericidas, estudos avaliando a resposta ao
estresse de C. sakazakii sdo importantes, pois é sabido que a bactéria possui capacidade de
adaptacdo homologa e heter6loga a varios tipos de estresse subletais como pH, pressdo
osmoética, calor e acidos organicos (AL-NABULSI et al., 2015; ALVAREZ-ORDONEZ et al.,
2014; BARRON; FORSYTHE, 2007).

As respostas adaptativas homologa e heterdloga de C. sakazakii foram dependentes
tanto do 6leo quanto da concentracao subletal utilizada, do tempo de adaptacéo, bem como de

seu estado séssil ou plancténico.
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A adaptacdo homologa das células planctdnicas ocorreu praticamente em todos os
tratamentos, exceto para o estresse subletal de 1/8 CMB do dleo de canela. Fato interessante,
pois apos o referido estresse de 1/16 CMB, a adaptacdo homologa ocorreu em todos o0s
tratamentos. Essa resposta diferenciada pode ser explicada pelo nivel de estresse que a
concentracdo de 1/8 CMB do 6leo de canela causou nas células. Nessa concentragdo, 0S
componentes do dleo de canela podem ter afetado tanto a permeabilidade da membrana
quanto atividades metabdlicas, ocorrendo morte parcial das células e afetando a capacidade
daquelas restantes em suportar o fator estressor (WESCHE et al., 2009).

A interligacgéo entre intensidade de estresse e a capacidade de resposta celular a ele foi
mostrada em estudo realizado com E. coli, Salmonella enteritidis e L. momocytogenes, onde a
resposta adaptativa das células, quando submetida a concentracfes subletais dos Oleos
essenciais de tomilho e orégano e aos componentes majoritarios carvacrol, timol e citral, é
dose-dependente estando ligada a alteracdo da composi¢do dos cidos graxos de membrana
(SIROLI et al., 2015).

Sabe-se que a primeira barreira que as células utilizam quando expostas a estresse
quimico é a mudanca da composicdo das membranas celulares, buscando, torna-las menos
permeéavel ao agente, dessa forma ocorrem mudancgas nos &cidos graxos e também nas porinas
da membrana externa, quando se trata de bactérias Gram-negativas (BORE et al., 2007). A
exposicao a concentragdes subletais de 6leo essencial de orégano ou ao carvacrol promoveu
lesdo subletal em Salmonella Typhimurium ATCC 14028, levando ao aumento da sintese de
acidos graxos insaturados e isomerizacdo cis-trans da membrana (MELO et al., 2014). A
avaliacdo do proteoma de Salmonella Thompson ap6s sua adaptacdo ao timol mostrou
aumento de proteinas de membrana, sendo desencadeada pelo acimulo de proteinas de
membrana externa com dobramento incorreto (DI PASQUA et al., 2010), foi observado
também up-regulacdo das proteinas OmpX e OmpA que estdo associadas a membrana externa
(PAPENFORT et al., 2006).

Trabalhos mostram que o0s Oleos essenciais e seus componentes majoritarios
apresentam atividade anti-biofilme sobre bactérias Gram-negativas como E. coli e Salmonella
(MILLEZI et al.,, 2016; OH et al., 2017). Contudo, as células sésseis de C. sakazakii,
desenvolveram adaptacdo homdloga ao 6leo essencial, em ambas as concentracdes subletais
utilizadas.

Os 6leos de menta e ho wood promoveram o aumento da sensibilidade das células ao
estressor. Em estudo realizado com concentracdes subletais de trans-cinamaldeido em

microplacas, C. sakazakii foi capaz de formar biofilme em presenca das concentracdes de 750



52

e 560 mM, entretanto com o passar do tempo, houve reducdo do nimero de células aderidas
de 7,5 log UFC para 2,4 e 4,0 log UFC/mL apds 96h de incubacdo a 24°C. Anélises
transcriptbmicas revelaram que ambas as concentragdes subletais de trans-cinamaldeido
decrescem substancialmente a expressdao dos genes envolvidos na formacdo do biofilme
(AMALARADJOU; VENKITANARAYANAN, 2011a).

A capacidade de resposta ao estresse heter6loga dos microrganismos é bem conhecida,
sendo de grande importancia o seu estudo para garantir a utilizacdo dos 6leos essenciais de
forma segura e eficaz na industria. C. sakazakii possui essa capacidade, o que faz da bactéria
grave problema, principalmente na industria de alimentos em p6 infantil.

Como observado nos resultados, a bactéria mostrou-se capaz da adaptacdo heteréloga
aos Oleos essenciais estudados, de modo geral. Ndo foram encontrados trabalhos relatando
essa capacidade. Porém, o aumento da sensibilidade a varios estresses ambientais de cepas de
C. sakazakii ap6s cultivo em concentragdo sub-inibitdria de trans-cinamaldeido é relatada. As
cepas de C. sakazakii (ATCC 51329, CS 415 e CS 4581) ndo se adaptaram aos estresses
térmico, &cido, elevada pressdo osmatica e a dessecacdo, sendo relatada a supressao de varios
genes considerados criticos para o aumento de tolerdncia ao estresse como rpoS, phoP/Q |,
para chaperoninas, porinas da membrana externa, e genes para proteinas transportadoras de
osmolitos (AMALARADJOU; VENKITANARAYANAN, 2011b).

O estudo da capacidade de adaptacdo ao estresse relacionado com Oleos essenciais é
importante, pois se tem observado que o sistema de resposta ao estresse das células é
interligado, onde a exposicdo das células a determinado agente estressor pode levar ao
aumento de tolerancia das células a varios outros agentes estressores como temperatura, pH,
antibidticos e a outros 6leos essenciais.

De maneira geral, C. sakazakii ndo apresentou grande resposta ao estresse causado
pelos 6leos essenciais testados, entretanto, trabalhos avaliando-se a adaptacdo heter6loga com

outros fatores estressores ainda devem ser realizados.
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5 CONCLUSAO

Para células planctonicas, foi determinada CMB do Oleo essencial de Canela a
0,125%, para Menta e Ho wood foi 0,25%. Para células sésseis foi 1,0% para Canela e Menta
e 2,0% para Ho wood.

Houve adaptacdo homdloga na concentragdo subletal 1/8 para células planctonicas
testadas com Ho wood e Menta. E na concentracdo subletal 1/16 para células planctonicas
testadas com Canela, Ho wood e Menta. Para as células sésseis houve adaptacdo somente para
0 6leo de canela nas duas concentra¢Ges avaliadas.

Avaliando-se a capacidade de adaptacdo heter6loga, apenas as células adaptadas ao
0leo de canela, tanto em 1/8 quanto em 1/16 da CMBS e posteriormente, cultivada em
presenca do 6leo de Ho wood, ficaram mais sensiveis ao mesmo Oleo. Para todas as outras

combinacBes foram observadas a capacidade de adaptacdo heteréloga.
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