AU

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

ALCILENE DE ABREU PEREIRA

ESTUDO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DE
OLEOS ESSENCIAIS SOBRE CELULAS
PLANCTONICAS E SESSEIS DE Salmonella spp.

LAVRAS — MG
2014



ALCILENE DE ABREU PEREIRA

ESTUDO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DE OLEOS ESSENCIAIS
SOBRE CELULAS PLANCTONICAS E SESSEIS DESalmonella spp.

Tese apresentada a Universidade Federal de Lavras,
como parte das exigéncias do Programa de Poés-
Graduacgdo em Microbiologia Agricola, para obtencéo
de titulo de Doutor.

Orientadora

Profa. Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli

LAVRAS — MG
2014



Ficha Catalogréfica Elaborada pela Coordenadoria dé’rodutos e

Servicos da Biblioteca Universitaria da UFLA

Pereira, Alcilene de Abreu.
Estudo da atividade bactericida de 6leos essersobre células

planctdnicas e sésseis @ilmonela spp / Alcilene de Abrey

Pereira. — Lavras : UFLA, 2014.
94 p. :il.

Tese (doutorado) — Universidadddfal de Lavras, 2014.
Orientador: Roberta Hilsdorf Rilic
Bibliografia.

1. Sanitizante. 2. Biofilme. 3.0leos essenciais. 4.

Salmonella spp. |. Universidade Federal de Lavras. Il. Titulo

CDD - 576

b




ALCILENE DE ABREU PEREIRA

ESTUDO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DE OLEOS ESSENCIAIS
SOBRE CELULAS PLANCTONICAS E SESSEIS DESalmonella spp.

Tese apresentada a Universidade Federal de Lavras,
como parte das exigéncias do Programa de Poés-
Graduacdo em Microbiologia Agricola, para obtencao
de titulo de Doutor.

APROVADA em 26 de fevereiro de 2014

Dra. Carolina Valeriano UFLA
Dr. Disney Ribeiro Dias UFLA
Dr. Victor Maximiliano Reis Tebaldi UFLA

Dr. Allan Kardec Carlos Dias Faculdade InfériumH B

Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli

Orientadora

LAVRAS — MG
2014



AGRADECIMENTOS

A Deus por me dar energia, saude, perseverangga pgara realizacédo
desse projeto.

A minha orientadora e amiga Roberta Hilsdorf Picpelos conselhos,
paciéncia, confianca, compreensdo, dedicacdo etagi@o durante todos os
momentos.

A minha filha Julia pela presenca nos momentoselsj paciéncia com
minhas auséncias e incentivo.

A minha familia e todos que sempre estiveram ptesepor todo o
incentivo, paciéncia e atencéo.

A Eliane pela colaboracdo e amizade no Laboratidicrobiologia
de Alimentos.

Ao Joao Paulo por me ajudar com presteza e disifidaite, essenciais
para a concluséo dos experimentos.

Aos amigos do Laboratério de Microbiologia de Almms pela
amizade, colaboracao e ajuda na conduc¢ao dos eueds.

A Rose pela paciéncia e atengdo na secretaria olgrafna de Pos-
Graduacao Microbiologia Agricola.

Aos professores do Programa de Pés-Graduacdo enobitimgia
Agricola: Dra. Rosane Freitas Schawn, Dr. DisndyeRo Dias, Dra. Patricia
Gomes Cardoso, Dr. Eduardo Alves, Dra. Cristinadier Silva e Batista e Dr.
Eustaquio Souza Dias pelos ensinamentos e coopenaséadisciplinas cursadas
durante o doutorado.

A professora Maria das Gracas Cardoso pela opdedaie orientagéo
no mestrado.

A Maria Isabel Laudares por ter acreditado em mim.

Aos amigos do IFMG pela colaboragéo e paciéncia.



A Universidade Federal de Lavras, em especial agrBma de Pos-
Graduacdo em Microbiologia Agricola pela oportudelaoncedida.

A FAPEMIG (Fundagio de Amparo & Pesquisa do Esteddlinas
Gerais) e a CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamenmt®eabsoal de Nivel
Superior) pelo apoio financeiro na realizacdo dweermento.

A todos que de alguma forma contribuiram para zaglio desse

trabalho.



RESUMO GERAL

Bactérias do géner8almonella, responsaveis por inUmeros surtos de
toxinfecgdes alimentaresdo capazes de formar biofilmes em varias supesfici
utilizadas na industria de alimentos. A constanposicdo desta bactéria a
concentracdes subletais de sanitizantes tem tommadsistente a varios deles.
Buscando alternativas para o controle de biofilrbasterianos, a atividade
antimicrobiana e a adaptacdo das células planc®rmcsésseis dgalmonella
enterica subespécie enterica sorovar Enteritidis e Salmonella enterica
subespécieenterica sorovar Typhimurium, os Oleos essenciais Tdgmus
vulgaris (tomilho), Origanum vulgare (orégano) e seus compostos timol e
carvacrol, foram estudados. As solucBes apresemtatividade bactericida
contra as bactérias plancténicas e sésseis, panémm fencontradas diferencas
significativas entre as concentracdes (p<0,05)a Rarcélulas planctdnic&s
Enteritidis, o carvacrol a 0,25% (v/v) foi maiscefz, e o biofilme foi mais
sensivel a solucdo de orégano a 2,0% (v/v). Tanfbéobservada adaptacao da
bactéria a concentracdo subletal para todos cantestos (p<0,05). Par@
Typhimurium, o tomilho a 0,25% (v/v) foi mais eficam células planctdnicas e
o biofilme foi mais sensivel as solugbes de tométaarvacrol a 2,5% (v/v). Foi
observada adaptacdo as solu¢Bes de carvacrol,norégdimol (p<0,05). A
bactéria ndo se adaptou a concentragdo subletdabrdi¢ho. Este trabalho
confrma o potencial dos metabdlitos secundarios wgetais como
antibacterianos e possiveis principios ativos deitizantes utilizados em
indastrias de alimentos.

Palavras-chaves: Biofilme. Sanitizantes. Tomilhgégano. Timol e carvacrol



ABSTRACT GENERAL

Bacteria of the genus Salmonella, responsible fanynfoodborne
disease outbreaks, are capable of forming biofiimssarious surfaces used in
the food industry. The constant exposure of thetdmgc to sublethal
concentrations of sanitizers have made them residta several of them.
Seeking alternatives for the control of bacteriafilms to antimicrobial activity
and adaptation of sessile and planktonic cellSatinonella enterica subspecie
enterica sorovar Enteritidis an8almonella enterica subspeciesnterica sorovar
Typhimurium, the essential oils @hymus vulgaris (thyme),Origanum vulgare
(oregano) and thymol and carvacrol their compoundsre studied. The
solutions showed bactericidal activity against ktanic and sessile bacteria, but
significant differences were found between the eatrations (p<0.05). For
planktonic cellsS Enteritidis, carvacrol 0.25% (v/v) was more effeetand
biofilm and was more sensitive to the oregano smubf 2.0% (v/v) adaptation
of the bacteria was observed at sublethal condemirdor all treatments
(p<0.05) and for S. Typhimurium, thyme 0.25% (wWvas more effective in
biofilm and planktonic cells were more sensitiveo darvacrol and thyme
solutions at 2.5% (v/v). Adaptation was observethvgolutions of carvacrol,
thymol and oregano (p<0.05)The bacteria did not adapt to sublethal
concentrations of thyme. This study confirms theteptial of secondary
metabolites from plants as antibacterial and ptesséctive ingredients of
sanitizers used in food industries.

Keywords:Biofilm. Sanitizers. Thyme. Oregano. Thymol andvearol.
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1 INTRODUCAO

Os biofilmes microbianos formados por bactériasogéticas ou
deterioradoras tém apresentado expressiva pagémpaas contaminacdes de
ambientes industriais e hospitalares, acarretandfuipos e riscos a salde
publica. Dentre os microrganismos de interessendéastria de alimentos e na
salde, destacam-se as bactérias do g&abronella.

Salmondlla  enterica subespécie enterica sorovar Enteritidis, e
Salmonella  enterica  subespécie enterica sorovar Typhimurium, foram
identificadas como alguns dos principais causadodes salmoneloses
alimentares e caracterizam-se por provocar contgdes devido as
deficiéncias de saneamento basico e ao precaritobnde qualidade de
algumas industrias. A capacidade de a Salmonethaafio biofilmes contribui
para o aumento de sua resisténcia e persisténsimais diversos ambientes,
além de colaborar para sua adaptacdo a variosdaestresse, dentre eles, aos
sanitizantes e antibioticos, tornando este génexis mesistente e dificil de ser
eliminado.

As industrias de alimentos, visando a inocuidadeseles produtos,
utilizam agentes antimicrobianos com variados modesacado, tempo de
exposi¢cdo e composicdo quimica. Porém, mesmo gaaelando de todos os
infortiinios que essas contamina¢des podem provogsr,programas de
higienizagdo, no que diz respeito aos aspectoohiaobgicos, tém se mostrado
ineficientes e, muitas vezes, incapazes de renmmapletamente os biofilmes
gue se acumulam em superficies e instalacfes doertes de processamento
de alimentos. Varios fatores contribuem para assecesso, dentre eles destaca-
se 0 desenvolvimento de resisténcia dos micromyerss aos agentes
antimicrobianos utilizados, principalmente pela gfrente exposicdo das

bactérias em biofilme a concentragBes subletaissatgtizantes durante a
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higienizagdo. Assim, buscam-se antimicrobianos rredtevos aqueles ja
disponiveis no mercado, pois o0 controle de biofimepresenta um dos mais
persistentes desafios nos ambientes alimentarespitdlares.

Nesse contexto, os Oleos essenciais e seus compéstosido muito
estudados, uma vez que podem apresentar elevaitadd antimicrobiana. Os
Oleos essenciais sao sintetizados pelo metabokstundario das plantas e sédo
substancias volateis, lipofilicas e liquidas, camacteristicas antimicrobianas,
antioxidantes, flavorizantes, aromaticas, antissg&pt carminativas,
antiespasmodicas e expectorantes (SIMOES; SPITZERY).

Os 6leos essenciais de orégafoiganum vulgare) e tomilho Thymus
vulgaris) contém, entre outros compostos: o timol e o @plaque possuem
propriedades bactericidas e fungicidas. Sendo assismprego desses 0Oleos
essenciais e compostos representa possibilidaderdmle de biofilmes, pois
apresentam elevada atividade antimicrobiana e, @mentracdes adequadas,
sao “geralmente reconhecidos como seguros” (GRAS).

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a atiléddactericida das
solucBes dos 6leos essenciaisTdgmus vulgaris (tomilho), Origanum vulgare
(orégano) e seus compostos: timol e carvacrol,esgBiulas plancténicas e
sésseis deSalmonella enterica subespécieenterica sorovar Enteritidis, e
Salmonella enterica subespécieenterica sorovar Typhimurium, e avaliar a
capacidade d& Enteritidis eS Typhimurium em se adaptar as solucdes dos
Oleos e compostos quando expostas a concentragiietass dessas substancias.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Intoxicacao alimentar por Sa/moné//a spp.

As primeiras bactérias do gén&amonella foram identificadas em fins
do século XIX. A primeira reconhecida como patogémioclassificada como
Salmonella typhi, em 1880, por Eberth, encontrada em baco e liciosale
seres humanos. O seu isolamento e descricdo ngidal&6 foram feitos por
Gaffky em 1884 (ZANCAN, 1998). Em 1885, Daniel Eali8on isolou
Salmonella em suino e a nomeaBalmonella enterica sorovar Choleraesuis
(BHUNIA, 2008). Atualmenteduas espécies dalmonella sdo reconhecidas: a
Salmonella enterica e aS. bongori (SCHAECHTER et a) 2002).

Salmonella spp. sdo bactérias da familia Enterobacteriacgesm-
negativas em forma de bastonetes, aerébicas facadtando formadoras de
esporos, catalase-positivas, oxidase-negativaslidomras de nitratos a nitritos.
Possuem capacidade de se desenvolver em tempsrguugavariam de 5,3 a
45°C, pH entre 6,6 a 8,2 e atividade de agua de(04Y, 2005).

O génercSsalmonella é vasto, compreendendo mais de 2.300 sorotipos.
Os principais antigenos que distinguem suas vatesdaoroldgicas sdo o
somatico (O), flagelar (H) e capsular (K). A grandieersidade do género
decorre da capacidade de esse microrganismo safrexcdo antigénica, da
habilidade de criar mosaicos de genes para selgeaos por meio de
recombinacdo, de alteracbes no comprimento, deicdgpes de genes e de
mutagdes pontuais (SCHAECHTER et al., 2002).

Salmondlla spp. € um dos principais agentes patogénicos igenor
alimentar. Adquirida pela ingestdo de alimentostaminados, a salmonelose
representa cerca de 10% a 15 % das gastroenteétedp as carnes de aves,

ovos e produtos cérneos o0s principais alimentositngssores d&almonella ao
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homem. Sua presenca em alimentos é um significgireblema de salde
publica (TUNON et al., 2008).

A contaminacao cruzada foi relatada como uma dasipais causas de
surtos de origem alimentar envolven8almonella (TOOD et al.,, 2009). A
responsabilidade por essas contaminacdes forarbuigais a insuficiente
desinfec¢do de equipamentos e superficies (ELL#5,e1998).

A salmonelose é uma doenga de origem alimentaagamete grande
parte da populagdo. Segundo o Centro de Control®aimcas (CDC) dos
Estados Unidos da América (EUA) anualmente registarca de 40.000 casos
dessa doencga, sendo 90% provocados por alimenttsntioados, ocasionando
varias internacdes em hospitais e, em algumaséumas, com evolugdo para
6bito (JAY, 2005). Em janeiro de 2014, o CDC ragistum surto provocado
pela bactéria Salmonella Heidelberg - presente em carne de frango
comercializada nos EUA - com registro de nove pEsstfectadas e atribuiu ao
patdégeno fatores de multirresisténcia. Essa mespa i responsavel pela
contaminacado de dezessete pessoas em outros daedesedesse mesmo pais,
sendo que dois desses individuos se mostraramterdgss a antibidticos
normalmente utilizados no controle dessa toxinfecgdinda nos Estados
Unidos, no final de 2013, um total de dezessetegassforam infectadas pela
cepaSalmonella Stanley, identificada em queijo de castanha de, &jutrés
estados, sendo a maioria dos casos (88%) registea@alifornia.

No Brasil, os registros de dados epidemiologicostadinfeccbes de
origem alimentar sdo ineficientes. Porém, mesmo tmgta a dificuldade de
coleta de notificac6es que sejam estatisticamégméisativas, acredita-se que a
incidéncia de doencgas provocadas pelas bactériagéneroSalmonella seja
elevada entre a populagdo (SHINOHARA et al., 2008).

Murmann et al. (2008) determinaram a quantidad&atimonella spp.

presente em alimentos envolvidos em surtos queayaon no Rio Grande do



16

Sul em 2005 e identificaramSaEnteritidis como sendo a principal causadora de
salmoneloses no periodo mencionado. Nesse estugaidgeno foi detectado
em alimentos a base de ovos, maionese e frangoluomo-se que a maioria
das contaminacdes ocorreu por contaminagcdo crugadanazenamento em
temperatura inadequada.

A avaliacdo epidemiolégica de surtos de salmonslasmrridos no
Estado do Parana, no periodo de 1999 a 2008, mogti® foram 286 surtos,
sendo que, das 5.641 pessoas expostas, 2.027 j3bA%estaram os sintomas
da doenca e 881 (16,3%) foram hospitalizadas. Deatos produzidos com
ovos, carnes e derivados também foram apontados osrprincipais veiculos
da doenca, e & Enteritidis foi o patégeno mais identificado (KOWTTZ et
al., 2010).

A capacidade dS&almonella de formar biofilme também contribui para o
aumento do numero de surtos de toxinfec¢Bes alaresyt pois observa-se o
aumento de sua resisténcia e persisténcia, sejasuperficies abioticas ou
bidticas. Suas fimbrias e flagelos séo citados cooraponentes estruturais
importantes na formacéo dos biofilmes (STEENACKERAI., 2012). Uma vez
na forma de biofilme, assalmonellas mostram-se mais protegidas contra
agressdes ambientais, presenca de antibidticossiefetantes, fato que as
tornam mais dificeis de serem eliminadas, propoesido também sua
adaptacdo a diferentes fatores de estresse, ddedra exposicdo a antibidticos
e sanitizantes (BURMOLLE et al., 2010; STEENACKE®RS., 2012).

A manifestacdo da doenca causada p&émonella ocorre por
gastrenterite, provocando nausea, vomito e diameissados principalmente
pelo sorotipoS Enterica, subespécieenterica; infec¢cdo focal do endotélio
vascular provocada pelos sorotipos Choleraesuigphimurium; osteomielite

em pacientes com anemia falciforme causada priimegrde pelo sorotipo
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Typhimurium e febre tifoide, pelos sorotipos Typhi e Paratyphie B
(SCHAECHTER et al, 2002).

As infeccbes poBalmonella podem ser graves, especialmente nos muito
jovens, idosos ou pessoas imunodeprimidas, comdase infectante possivel
para as pessoas saudaveis dealDJ UFC (SANTOS et al., 2001). Os genes de
viruléncia responséveis pela invasdo, sobrevivéneiapropagacdo do
microrganismo nas células do hospedeiro sdo diétlds em ilhas de
patogenicidade dgalmonella (SPI) (BHUNIA, 2008).

O mecanismo que procura explicar o modo de acdmdi#ria envolve
0s eventos de entrada, disseminagdo e multiplicdggicélulas no organismo do
hospedeiro. Os microrganismos atravessam as céilpsr meio de células
dendriticas e atingem a regido subepitelial daslaglintestinais (BHUNIA,
2008). Sua penetracdo nas vilosidades ocorre mwcitase e, por serem
resistentes ao conteludo lisossomal e aos peptaddimcterianos sintetizados
pelas células epiteliais, tendem a migrar até ankrbasal, onde chegam a
lamina propria (Figura 1).
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i

Figura 1 Vilosidades da membrana da célula de uspddeiro durante a
infeccdo poSalmonella (SCHAECHTER et al., 2002).

S Thyphimurium e S Enteritidis disseminam de forma sistémica
provocando infecgBes que resultam em danos na muntestinal, causando
gastrenterite. NeB Thyphimurium, estdo envolvidos cerca de 14 genes d
operoninv. Eventos bioquimicos (Figura 2) sdo ativados &, mpeio da
interacdo entre a MAP (proteina quinase) e um tecepa superficie da
membrana da célula, esta interacdo permite a lgal@ microrganismo,
provocando ativacdo da fosfolipasg (RLA2), liberacdo de acido araquiddnico,
producdo de prostaglandinas, leucotrienos e aumelt#o concentracao
intracelular de calcio, que induzem a absorcédoebacia e a possivel invaséo de
citocinas inflamatorias, alterando o transporte eletrélitos e liquido,
provocando diarreias (SCHAECHTER et al., 2002).
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Figura 2 Eventos bioquimicos ativados durante asa@w deSalmondla na
célula do hospedeiro.

Pesquisas realizadas visando dete@a@monella spp. em alimentos
indicam sua presenca naqueles com atividade deatjjua de 0,94 e ricos em
proteinas, como molhos de salada, maionese, liaguigvos (CHAO et al.,
2007) e frangos (SANTOS et al., 2001). Os ovosisfgmrtantes reservatérios
de S Enteritidis, pois a bactéria pode colonizar o mvéle galinhas poedeiras,
permitindo a contaminacdo antes da forma¢édo deacastda no oviduto do
animal. Dessa forma, 0s ovos armazenados a tempeanhbiente representam
potencial fonte de disseminacdo por conter altasicardracfes do
microrganismo, até 1bcélulas por ovo (BHUNIA, 2008).

Apesar das melhorias nas condi¢cBes higiénico-sesta no
processamento de alimentos, surtos de salmonaldgesados pelo consumo de
alimentos contaminados ainda ocorrem e constitu@nio gproblema de salude
publica.

Salmonella spp. pode ser introduzida em industrias de pracessto de
alimentos, principalmente pela matéria-prima comada e em contato com
equipamentos e utensilios, pois ela possui capdeida formacdo do biofilme.
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Uma vez aderida, a bactéria torna-se fonte de womégdo microbiologica do

alimento ao passar pelo local e entrar em contatoa superficie contaminada.

2.2 Biofilmes: conceito, caracteristicas estruturai composi¢éo e formacao

Os biofilmes sdo definidos como células microbiasésseis que se
organizam em comunidades embebidas por matrizesk#ancias poliméricas
extracelulares capazes de se desenvolverem enfisigsebioticas e abidticas e,
por adesédo, formarem ambiente homeostatico dindrime utilizam todos os
nutrientes disponiveis no meio (NIKOLAEV; PLAKUNOV,2007;
SUTHERLAND, 2001). Cerca de 95 a 99% dos microrgaois existem na
forma de biofilmes, alternando entre os estadoscgaico e séssil (LYNCH,;
ROBERTSON, 2008). Sdo encontrados agregados, eradegminicas ou em
disposicao tridimensional (STOODLEY et al., 200Quando formados por
mais camadas de células, apresentam canais gubilgass fluxo de liquido e
gases, circulacdo de nutrientes e eliminacdo deastos (STOODLEY et al.,
2002; MCLANDSBOROUGH et al., 2006).

As caracteristicas estruturais, capacidade de coeas@rfologia e
fisiologia do biofilme s@o determinadas pela malgzsubstancias extracelulares
poliméricas. Os exopolissacarideos atuam na adar@éndefesa das células,
proporcionando resisténcia as condi¢fes adversag) a diminuicdo de dgua e
nutrientes e presenca de antimicrobianos (KIVESGAR, SANJOSE, 2006).

De acordo com Boari et al. (2009), a estrutura cilsilas sésseis
apresenta viscoelasticidade e hidratacdo, e o glauelasticidade esta
relacionado a interacdo entre a matriz e/ou praseim a superficie onde o
biofilme ser& formado.

Os microrganismos ndo séo o0s Unicos constituintesbibfilmes, mas

toda substancia extracelular produzida, além de tminponente retido pela
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matriz resultante (HOOD; ZOTOLLA, 1995). Sua estrat apresenta-se
adsorvente e porosa, sendo a dgua consideradg&m fnaais significativa da
massa total, podendo variar entre 70% a 95% (CHARAS, 1981;
FLEMMING, 1993). A matéria organica da massa setadidfiime apresenta
fracdo de 70 a 90% de substancias poliméricasoghitares (FLEMMING,
1993) e, frequentemente, menos de 10% de micramasi embora sejam estes
0s responsaveis pela produgcdo das substanciasépotis (PEREIRA, 2001).
Os biofilmes sdo compostos, predominantemente, polissacarideos
(FLEMMING, WINGENDER, 1999). Porém, observa-se té&mba presenca de
moléculas de proteinas, lipideos, sais mineraiammas (MACEDO, 2000) e
acidos nucleicos (JAHN; NIELSEN, 1995).

Desde que em condi¢Bes adequadas, os biofilmespagfeconstituidos
pelos mais variados tipos de microrganismos. Osgdsn protozoarios,
microalgas, bactérias e virus sdo exemplos dadiilste de espécies que pode
ser encontrada na matriz (CHARACKLIS, 1990). Porém, bactérias, por
apresentarem caracteristicas favoraveis, como graapacidade adaptativa e
reprodutiva, altos indices de producdo de substdntamanhos reduzidos e
estruturas extracelulares que as protegem do rireicndante, sdo consideradas
0s microrganismos que mais formam biofilmes (CHARAGS, 1990).

Os biofilmes séo formados a partir da adsorcéo adléculas organicas
ou inorganicas a superficie abidtica, constituirocamada condicionante
(Figura 3). Residuos proteicos ou lipidicos saameldgos importantes na
inducdo do filme condicionante (WATNICK; KOLTER, @0). As associacdes
microbianas sé@o capazes de crescer em diferenas$aaes: liquido-sélida,
liquido-ar, liquido-liquido e superficie sélida-asendo que os biofilmes
desenvolvidos em meios aquosos e superficies sdiha sido estudados com
mais detalhes (NIKOLAEV; PLAKUNOV, 2007).
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Figura 3 Ciclo do desenvolvimento do biofilme (Ataip de JENKINSON;
LAPPIN-SCOTT, 2001)

A adesao por colonizadores primarios constitui ingira etapa de
formacdo do biofilme e caracteriza-se por apresentteracdes ibnicas
negativas e/ou positivas entre a parede celular rd@sorganismos e as
macromoléculas do filme condicionante, elaboradgsarir de residuos do
ambiente (CHRISTENSEN; CHARACKLIS, 1990). No inicata formacéo
ocorre a participacao ativa de estruturas de adesé&w fimbrias e flagelos que
se encontram presentes na superficie celular (CLS)NIA008; FUENTE-
NUNEZ et al., 2013). A cinética em que ocorre arfa¢do inicial do biofilme
depende da concentracdo de nutrientes, da afinidademoléculas com a
superficie e das condic¢des hidrodindmicas do nigiddlo. Caracteristicas como
rugosidade, carga e energia livre sdo fundameptais adesdo em superficies
abidticas (MARSHAL; BLAINEY, 1990).

A aderéncia a superficie ocorre em dois estagidesé&o reversivel
seguida por adeséo irreversivel (MITTELMAN, 1998).
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A adeséo reversivel acontece por interacao irficiah, que ocorre entre
0 microrganismo e a superficie. Essa interacéoleavorcas de atracéo de Van
der Waals, forcas eletrostéaticas e forcas de igiesahidrofébicas. Durante o
estagio reversivel, bactérias sao faciimente redasviWATNICK; KOLTER,
2000). A adesao irreversivel resulta da fixacaamindices, como pili, flagelos,
proteinas denominadas de adesinas e/ou da prodacgiidstancias poliméricas
extracelulares (SUTHERLAND, 1997; FUENTE-NUNEZ &t 8013), fazendo
com que as ligacdes entre as ceélulas e a superfeiefortalecam
(CHRISTENSEN; CHARACKLIS, 1990). Essas ligacdes @wem interacbes
dipolo-dipolo, pontes de hidrogénio, ligacdes cemtds e ibnicas. Estudos
mostram que a adesdo irreversivel pode ocorrer@amag horas de interacéao
entre substrato e superficie (HOOD; ZOTTOLA, 1995/00T; PIERSON,
1998).

Dessa forma, a préxima etapa da formacgéo do biefdbrange as fases
do crescimento e divisdo celular, proporcionadda peesenca de nutrientes,
sintese e excrecdo de exopolissacarideos (EPSjumcionam como adesivos
dos microrganismos colonizadores secundarios (CLENZ0D08). O biofilme
maduro é constituido por significativo aumento dmsidade populacional,
producéo e adsorcdo das substancias presentesnmdadEPS, possibilitando
0 acréscimo em sua espessura (CHENG et al.,, 20@ftre os fatores que
determinam a maturacao do biofilme, destacam-sspamibilidade e transporte
de nutrientes, difusdo de oxigénio, osmolaridads,imterno e excrecdo de
substancias toxicas as células (CARPENTIER; CERB931 TOOLE;
KOLTER, 1998). Apés a fase de amadurecimento, dslasé sésseis séo
destacadas e, em seu estado plancténico, podemzzol@utras superficies e
causar novas contaminacfes (CLONTS, 2008).

O desprendimento dessas células pode culminar sserdinacdo de

bactérias patogénicas (WALTER et al., 2013). Estudidatam que a remocao



24

dos microrganismos ocorre ao longo do desenvolionép biofilme, e néo
apenas na fase que sucede a maturacdo. O despeatalioas células do
biofilme pode ocorrer por trés diferentes mecangsiigicos: descamacéo (perda
aparentemente aleatoria de grandes fracdes dintedfierosédo (perda continua
de células individuais ou pequenos aglomeradoslidas) e abrasdo (remocgéo
devido a coliséo de particulas sobre a superffbERLON et al., 2008). Outros
fatores, como acdo de enzimas degradantes da ma&sposta fenotipica e
moléculas sinalizadoras também podem ativar os mieoas de liberacdo das
células sésseis e retorno destas ao estado plaxactén

A regulac@o do desenvolvimento do biofilme e o desgimento das
células sésseis apés a maturacdo dependem da aingidpulacional e da
modulagdo da expressdo génica, controladas porcula$é sinalizadoras,
constituindo fenémeno nomeadpiorum sensing (CHOPP et al, 2002). As
moléculas quimicas sinalizadoras, liberadas pedatebas capazes de realizar
gquorum sensing, sdo denominadas autoindutores (WATERS; BASSLER5R
A concentracdo destes autoindutores aumenta en@idude elevacgbes na
densidade populacional do biofilme. Waters e Bag#@605) relatam que as
bactérias, por serem capazes de detectar o actmaulonmiares minimos de
estimulagdo dos autoindutores, alteram sua exmresgg@nica e,
consequentemente, seu comportamentgué@um sensing tem sido apontado
como fendmeno importante na inducdo de resistédos biofilmes aos
antimicrobianos, embora sua atuacdo ndo estejemtotte elucidada (MAH;
TOOLE, 2001).

As bactérias sésseis formadoras do biofilme magassam a expressar
sequéncias génicas extremamente diferentes dagrelastradas nas bactérias
planctdnicas, ocasionando mudancas fenotipicaspgdem explicar alguns
mecanismos de resisténcia a defesas do hospedefmmicrobianos e agentes
fisico-quimicos (PRINGENT-COMBARET; LEJEUNE, 19960OSTERTON,



25

2005; SIMOES; SIMOES; VIEIRA, 2010). Dessa forms,células organizadas
em biofilme passam a apresentar vantagens em oedacéélulas em seu estado
plancténico por terem maiores condi¢Bes de sol&acia e menores chances de
erradicacdo (MORCK; OLSON; CERI, 2001).

2.3 Biofilmes nas industrias de alimentos

O desenvolvimento de biofilmes em equipamentosizatibs em
industrias alimenticias, principalmente nos amigende processamento, tem
causado a reducdo da eficiéncia dos processosldgmus por elevar as
chances de contaminacdo por microrganismos. Estudostram que o0s
biofilmes provocam deterioracdo nos alimentos, wmlirigdio da vida util do
produto e transmissdo de doencas aos consumidbtASISFELD, 2007;
SCHNEIDER, 2007).

Os prejuizos decorrentes da formacgéo do biofilnsbuégm reducdes no
desempenho das operacdes dos equipamentos, daswgzediicies solidas onde
se acumulam e consequente aumento com as despdgapela e manutencao
das pecas dos equipamentos, bem como a perda tidadaados produtos
(CHARACKLIS, 1990).

O controle de qualidade nas industrias alimentigiashigienizacdo nem
sempre sdo efetivas, podendo levar a contamingg@re;adequada remogao
dos microrganismos das superficies e instalacée®quam em contato com os
produtos (BOS et al,, 2000). Sendo assim, as falteshigienizacdo das
superficies possibilitam a aderéncia dos residumgncos, geralmente
derivados de leite ou de carnes, formando o filmedicionante (KUMAR;
ANAND, 1998; WATNICK; KOLTER, 2000) e tornando osjw@pamentos

potenciais fontes de contaminacdes.
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As propriedades das superficies, como carga elétdapacidade de
retencdo de 4gua, energia livre e topografia, ttaast pardmetros importantes
para adesao das células e formacao do biofilme (L&t al., 2007). Dentre as
superficies utilizadas nas industrias, destacamesm® inoxidavel (fabricacéo de
equipamentos), teflon (juntas e acessérios de améptos) e polipropileno
(tanques, conexdes, tubos e superficies de processade alimentos). Estudos
mostram que as células aderem-se melhor em superfiddrofilicas (ago
inoxidavel e vidro) do que em superficies hidrofalsi (borracha e plasticos).

A eliminacdo das comunidades microbianas tem sido desafio
constante, e estratégias de prevencgéo a formadéiofdmes sdo cada vez mais
empregadas nos ambientes industriais (KUMAR; ANAND9S8; SIMOES;
SIMOES; VIEIRA, 2010).

Walker et al. (1998) consideram a sanificacdo wegaksencial para
manutencdo dos equipamentos, principalmente naifiésal, que envolve a
adesao do microrganismo e por ser considerada tapa bastante rapida e de
desenvolvimento da adaptacdo fenotipica. Entretamtatam que na industria
alimenticia é extremamente complicada a sanifichgiipiente o suficiente para
evitar que essa etapa inicial ocorra.

Praticamente todos os microrganismos possuem paltgrara formar
biofilmes, desde que encontrem ambientes e corgligflequados para seu
desenvolvimento (MCLANDSBOROUGH et al.,, 2006). Nasdustrias
alimenticias, os deteriorantes mais frequentemerdentificados séo
Enterococcus faecium, Micrococcus sp., Pseudomonas fragi e Pseudomonas
fluorescens; e, dentre os patogénicos, destacamSaphylococcus aureus,
Bacilus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterolitica, Campyl obacter
jejuni, Escherichia coli 0157:H7, Listeria monocytogenes e Salmonella spp.
(LERICHE; CARPENTIER, 1995; SMITH; FRATAMICO, 19955IMOES:;
SIMOES; VIEIRA, 2010).
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A remocao e o controle dos biofilmes nas indusalasenticias devem
ser realizados com todos os critérios estabeleqits Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — Anvisa (1988). No entantoesmo atendendo a todos
esses critérios, os biofimes podem se instalar sugerficies utilizadas na
indUstria - fato decorrente do aumento crescentmideorganismos resistentes
aos sanitizantes utilizados frequentemente na indfsatribuido ao uso
inadequado de antibiéticos e substancias antinimmak, bem como da
transmisséo de genes de resisténcia entre osdonds/{BORGES et al., 2013).
Assim, sanitizantes alternativos tém sido propostosstudados, dentre eles
destacam-se os 6leos essenciais, produtos nanbtidos do metabolismo

secundario das plantas.

2.4 Metabdlitos secundarios de vegetais

Os metabdlitos sdo compostos quimicos formadosyedados sob a
acdo de enzimas especificas que constituem umantedeada de reacdes que
visam a manutencdo da homeostase dos organismos. Vissas reacoes
permitem o aproveitamento de nutrientes e prodded&mnergia por meio de vias
denominadas metabdlicas (DEWICK, 2009). Dessa fprmametabolismo
celular é constituido pelo conjunto de reacbes smppdem estar envolvidos
metabdlitos primarios e metabdlitos secundarios.

O metabolismo primario esta relacionado a transdgédo de
carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nudean moléculas essenciais a
formacdo e manutencéo de todas as estruturasresiusendo, portanto, comum
a todos os seres vivos. JA o metabolismo secunélageponsavel pela sintese
de substancias cuja producdo e acumulagdo estdtadaw a vegetais,
microrganismos e alguns poucos animais. Os metab&@ecundarios ndo sédo

essenciais para o organismo produtor, porém ganamgntagens adaptativas
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gue possibilitam sua defesa e consequente perfet@ANTOS, 2004). Nas
células, os metabdlitos secundarios séo sintetizagmrtir do acetil-CoA, acido
chiquimico, acido mevaldnico e metileritrol fosfatpue sédo intermediarios da
via glicolitica (Figura 4). O acetil-CoA originarféis e sua formacgéo ocorre a
partir da descarboxilacdo oxidativa da quebra de&cnéa da glicose e formacgéo
de duas moléculas de acido piravico. O acido chigqu é sintetizado a partir
da combinacdo de um intermediario da glicélisef@fmsolpiruvato) com um
componente da via das pentose-fosfato (eritrosesttn). Sua via leva a
formacgéo dos aminoacidos arométicos fenilalanirasiba e triptofano, que sao
precursores dos metabdlitos secundarios aromatmmsap alcaloides, acido
cinamico, fenilpropanoides e ligninas. A condensada trés moléculas de
acetil-CoA origina o acido mevaldnico, enquanto ,qda combinacdo do
piruvato com o gliceraldeido 3-fosfato (via gliti), forma-se o metileritrol
fosfato. A via biossintética do metileritrol fosfajuntamente com a via do
mevalonato originam os esterdis e terpendides (DERVI2009; SANTOS,
2004). Por apresentarem diversas atividades bg#égi os metabdlitos
secundarios possuem potencial para serem utilizaalggoducao de farmacos,
cosméticos, inseticidas, fungicidas e bactericidas. principais metabdlitos
secundarios encontrados com atividade biolégicaosaacaloides, flavonoides,

cumarinas, taninos, quinonas e 6leos essenciaREMEA et al., 2008).
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Figura 4 Ciclo biossintético dos metabdlitos sedniod. Adaptado (SANTOS,
2004).

2.5 Oleos essenciais

As propriedades antimicrobianas dos principios oativdos 6leos
essenciais de plantas aromaticas, inclusive asiroenthres, tém despertado o
interesse do setor alimenticio por constituiremera#itva para o
desenvolvimento de novos sanitizantes utilizadoscowtrole e remocao de
biofilmes.

Os o6leos essenciais sdo produtos volateis oriumidosnetabolismo
secundario das plantas aromaticas formados emasédspeciais e encontrados
em folhas, flores, sementes, caule e raiz (SIMGESTZER, 2004). Todos 0s

6rgdos de uma planta sdo capazes de sintetizas élsenciais, porém sua
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composi¢do pode variar segundo a localizacao, iestigy desenvolvimento e
condi¢Bes ambientais (OUSSALAH et al., 2007).

A ISO (International Standard Organization) defifleos essenciais
como os produtos obtidos de partes de plantas miedigestilacdo por arraste
com vapor d’agua, bem como os produtos obtidospgpressédo dos pericarpos
de frutos citricos. Também podem ser chamadoseaes dolateis, 6leos etéreos
ou essenciais, por serem de aparéncia oleosa &r&nma ambiente (SIMOES;
SPITZER, 2004).

Os Oleos essenciais sdo constituidos quimicamemtdeppendides e
fenilpropanoides (SIMOES; SPITZER, 2004). Os tefides sdo encontrados
com maior frequéncia e compreendem todas as sgletaicuja origem
biossintética deriva de unidades do isopreno (2Hh@&-butadieno) e séo
sintetizadas pela via do mevalonato. As unidadeisa@eno iniciam a sintese
dos compostos terpénicos (SIMOES; SPITZER, 2004\WBES, 2003). Os
compostos terpénicos comumente encontrados em @&sesnciais sdo 0s
monoterpenos (fg) e 0s sesquiterpenos (C15), formados por duasés tr
unidades de isopreno respectivamente. Os monotesEEim as moléculas mais
identificadas nos 6leos essenciais, cerca de 90%yeogarante uma grande
diversidade de estruturas nos 6leos volateis (BAKK#t al., 2008; BOWLES,
2003). Os fenilpropanoides sdo responséaveis palasteristicas flavorizantes e
odorizantes. Outros compostos, como alcoois simpldésrpénicos, aldeidos,
cetonas, fendis, ésteres, éteres, Oxidos, pergxfdesnos, acidos organicos,
lactonas e cumarinas também podem ser identific¢8OES; SPITZER,
2004). A origem dos metabdlitos secundarios ocarpartir da via glicolitica
por dois intermediarios principais: o acido chigeimme o acetato (SANTOS,
2004).

Os ébleos essenciais sdo misturas naturais compterasituidas por 20-

60 componentes presentes em diferentes concergragderalmente, os
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componentes principais, denominados majoritariosgterchinam  suas
propriedades bioldgicas. No meio ambiente, atuammocantibacterianos,
antivirais, antifingicos, inseticidas e herbivorpmtegendo as plantas contra
inimigos naturais e adversidades do nicho ecolégtodem também favorecer a
dispersao de polens e sementes (BAKKALI et al. 8200

2.5.1 Efeito antimicrobiano dos 6leos essenciais

O desempenho antimicrobiano de éleos essenciaie botfilmes vem
sendo avaliado, procurando comprovar a significirda utilizacdo destes
compostos como  agentes sanitizantes na  industriamergicia
(CHORIANOPOQULOS et al., 2008). Nas células bactersa 0 mecanismo de
acdo desses compostos provoca danos estruturaiacmrfais & membrana
plasmatica (Figura 5) (BURT, 2004; SIKKEMA; BONTOPLMAN, 1994;
BAKKALI et al., 2008). A permeabilidade da membramt célula é
influenciada pela sua composicdo e da hidrofobilgdddos compostos que a
atravessam. Como os 0Oleos essenciais sao tipicartipofilicos, tendem a se
acumular na bicamada lipidica, determinando dessaaf a permeabilidade da
estrutura (SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1994). O carathidrofébico dos
Oleos essenciais provoca alteracdo na estruturandelope celular, e os
compostos fendlicos, como timol, carvacrol e eubetminuem a fluidez e

alteram o perfil lipidico da membrana celular baatea (PASQUA et al., 2007).
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Figura 5 Mecanismo de acdo de componentes dos és&sesciais em ceélulas
bacterianas. Danos a membrana citoplasmatica ecipast de
membrana; e fluxo de constituintes intracelulamsagulacdo do
citoplasma e deplecéo da for¢ca préton motiva (E2094).

Dessa forma, a resisténcia bacteriana a 6leosaaisamode estar ligada
a habilidade de particdo dos seus componentessealifddica da membrana
plasmatica. Sua permeabilidade, em bactérias,relstéionada a dissipacédo da
forca proéton motiva, no que diz respeito a redugégool de ATP, do pH
interno e do potencial elétrico e & perda de métabde ions, como os de
potassio e fosfato (LAMBERT et al., 2001; BAKKALL al., 2008). Sendo
assim, danos causados a membrana levam ao compnemiet de suas funcgdes,
como barreira seletiva, acdo de enzimas e geragdendrgia (SIKKEMA;
BONT; POOLMAN, 1994). A coagulacéo do citoplasmdJE&I AFSON et al.,
1998) e a danificacdo de proteinas embebidas nabraem citoplasmatica
(ULTEE; KETS; SMID, 1999) sao outras alteracbes qae efeitos

antibacterianos podem provocar nas células desgasismos procariotos.
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2.5.2 Orégano QOriganum vulgar9

Origanum wulgare é um vegetal aromatico, condimentar, perene,
herbaceo e rasteiro pertencente a familia Lamiacg@aeégano emana perfume
fresco e conforme a regido onde se encontra é cmithe&eomo orégao,
manjerona-silvestre ou manjerona-rasteira (SILVAIIDR; VERONA, 1997).

Originario da FEuropa e da Asia, o orégano deservedy
espontaneamente em solos pedregosos e prados, pdegta-se melhor em
regides de clima temperado e solos bem férteis, ndireza calcaria,
permeaveis, secos, que recebam bastante luz ¥@ar HERTWING, 1991).

Seu 6leo essencial é considerado potente bactemcidngicida. Silva
Janior e Verona (1997), pesquisando os extratogldata, verificaram a
presenca de timol, carvacrol, sabineno, p-cimeoariéileno e apontaram esses
como 0s responsaveis pelas atividades antioxidagtpectorantes, digestivas e
anti-inflamatérias. O timol e o carvacrol apresentividade sobre a oxidacdo
lipidica sendo considerados antioxidantes consagrad atividade oxidante
destes compostos fendlicos esta relacionada camsanga de radicais hidroxil
ligados ao anel aromatico, capazes de doar atoenb&lbgénio com elétrons e
estabilizar radicais livres (Figura 6). O radicalniado é estabilizado pelas

estruturas de ressonancia na molécula (BAYDAR.g2@04).

—H
(Iadual lnle)

Figura 6 Estrutura do carvacrol sendo atacada imporadical livre (R*) (LIMA;
PIMENTEL; MORAIS, 2008).
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O timol (4-isopropil-2-metilfenol) e o carvacrol -{@propil-5-
metilfenol) s&o isbmeros, se diferenciando apergla posicdo do grupo
hidroxila (Figura 7). No carvacrol o grupo hidraxiésta na posicdo orto em
relacdo a um grupo metil e na posicdo meta eméaelap grupo isopropil,
enquanto que no timol o grupo hidroxila esta nagadosorto em relagdo ao
isopropil e meta em relagdo ao grupo metil (SOLOMONRYLHE, 2005).

OH

OH

(A) (B)

Figura 7 Estruturas quimicas dos compostos timpk(éarvacrol (B)

Knowles et al. (2005) avaliaram a a¢do antimicnadido carvacrol em
diferentes estagios do biofilme multiespécie deskmo por S aureus e S
Typhimurium e observaram reduc¢do no nimero dea=hldS. aureus de cerca
de 2,5 Log UFC durante os primeiros estagios dendgéo, causando
diminuicdo significativa tanto da populacdo no ineé maduro quanto de 3

Log UFC do biofilme dé&almonella Typhimurium.

2.5.3 Tomilho (Thymus vulgaris)

Thymus vulgaris L. € uma planta aromatica e condimentar perteacent
familia Lamiaceae, € conhecida no Brasil como teojibrcad, arcanha, poejo,
segurelha, timo, tomilho-ordinario e tomilho-vulg&dapta-se bem nas regides
de climas temperados quentes (SILVA JUNIOR; VERONZQ97). E

considerada adstringente e expectorante, com pdgies antissépticas,
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antifingicas, antioxidantes e antimicrobianas (LORE MATOS, 2002;
SILVA JUNIOR; VERONA, 1997; MARANCA, 1985; BADI &l., 2004).

O 6leo essencial do tomilho é rico em timol e camk sendo que
outros compostos fendlicos, como taninos e flawde®ija foram encontrados
em extratos da planta responsaveis pelas atividadéisxidantes e anti-
inflamatérias associadas ao vegetal (SHAN, 2002)cdbvacrol é sempre
encontrado em plantas que contém timol, mostrandasive uma espécie de
mutualismo entre os dois compostos (SAEZ, 1995)udes de extratos
hexanolicos de flores e folhas déwymus vulgaris mostraram, através da
cromatografia gasosa, grande concentracdo de trpdidrocarbonetos,
sesquiterpenos e hidrocarbonetos (GUILLEN; MANZANQ@S98).

Encontrado também em 6leo essencial de horteiéa ocorre como
grandes cristais incolores ou como po cristalirembo. A gama de propriedades
antimicrobiana é variada, gracas ao poder antissept bactericida de seus
componentes; timol e seu isbmero de posicédo, @cel- presentes no 6leo de
tomilho (CARDOSO et al., 2001).
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RESUMO

Salmonella enterica subespécieenterica sorovar Enteritidis € uma
bactéria causadora de toxinfeccdo alimentar corslde reemergente, com
capacidade de formar biofiime e habilidade de addjot as condicdes de
estresse, sendo, seu controle, de grande intemasisellstria de alimentos. Os
objetivos desse trabalho foram avaliar a atividadetericida das solucdes de
Oleos essenciais dehymus vulgaris (tomilho) eOriganum vulgare (orégano) e
seus compostos majoritarios, timol e carvacrolresad®lulas planctdnicas e
sésseis d& Enteritidis, bem como sua resposta adaptativa asectracdes
subletais das solucdes de 6leos e seus compostapatidade de formacao de
biofiime foi avaliada e a bactéria estudada foi siderada “fortemente
formadora de biofilme”. As solu¢Bes apresentarawmdaide bactericida contra
S. Enteritidis na forma planctdnica e séssil, porénarh encontradas diferencas
significativas entre as concentracfes (p<0,05)a Rar células planctbnicas, a
solucdo de carvacrol a 0,25% (v/v) foi a mais efieao biofilme formado pela
bactéria foi mais sensivel a solucdo de orégan@% 2Zv/v). Foi observada
adaptacdo da bactéria a concentracdo subletal todi@s os tratamentos
(p<0,05). As solugbes de Oleos essenciais e conpe@sttudadas podem ser
consideradas alternativas no desenvolvimento déizsartes utilizados em
industrias de alimentos.

Palavras-chaves: Doencas transmitidas por alimenfr@gano. Tomilho.
Sanitizante
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ABSTRACT

Salmonella enterica subspeciesenterica sorovar Enteritidis is a
bacterium causes food poisoning considered re-engevgth the ability to form
biofilm and ability to adapt to stress conditiossich their control, of great
interest in the food industry. The objectives a$ ttudy were to the evaluate the
bactericidal activity of the solutions of essentid$ of Thymus vulgaris (thyme)
and Origanum wvulgare (oregano) and its major compounds, thymol and
carvacrol, on planktonic and sessile cells SfEnteritidis and its adaptive
response to sublethal concentrations of the salsitiof oils and compounds.
The ability of biofilm formation was assessed ahé bacteria studied was
considered "strongly biofilm-forming". The bactedal activity against
solutions showed 1% Enteritidis planktonic and sessile shape, butifagmt
differences were found between the concentratigr®.05). For planktonic
cells, carvacrol to 0,25% (v/v) solution of was thest effective and the biofilm
formed by the bacterium was more sensitive to thetisn of oregano to 2.0 %
(v/v), adaptation of the bacteria was observediht-kthal concentration for all
treatments.The solutions of essential oils and compounds studiould be
considered in the development of alternative seeri¢i used in the food industry.

Keywords:foodborne illness, oregano, thyme, sanitizing
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1 INTRODUCAO

Os biofilmes formados por bactérias patogénicasredponsaveis por
grande namero de contaminacdes em superficiesigaguentos utilizados pelas
indUstrias de processamento de alimentos. Esstentioacdes tém sido motivo
de preocupacdes para o setor alimenticio, poisiaf@nies constituem fonte
permanente de propagacdo microbiana, podendo atetajualidade dos
alimentos e constituir sérios riscos a saude palBARNES et al., 1999).
Salmonella spp. € capaz de formar biofilme e tem se destagawoser
responsavel por inimeros casos de toxinfeccGesemafares, sendo um dos
principais microrganismos envolvidos em surtos stegdos em varios paises
(MAIJALA; RANTA; SEUNA, 2005). llustrando a gravida do problema que
Salmonella tem representado, no més de janeiro de 2014 o RABRal (Rapid
Alert System for Food and Feed) disponibilizado line- pela Comissao
Europeia (https://webgate.ec.europa.eu/rasff-wirddowtal) relata pelo menos
doze rejeicbes de fronteira de diversos alimentyaoctempero desidratado,
carne moida ou cortes refrigerados de frango de¥igoesenca d€almonella
spp.

Adquirida pela ingestdo de alimentostaminados, muitas vezes por
contaminacdo cruzada,Salmonella é responsavel pela maioria das
gastroenterites relatadas, sendo as carnes decaesse produtos derivados, os
principais alimentos veiculos deste microrganigontiomem (YUSTE; MOR-
MUR, 2010).

Fato importante € que os microrganismos, quandbiefiime, tém sua
fisiologia modificada, tornando-se mais resisteies agentes antimicrobianos,
antibioticos e sanitizantes disponiveis no merc&@d@mnios mecanismos tém sido
propostos para explicar o fenbmeno da resistérmsahibfilmes aos agentes

antimicrobianos (MAH; TOOLE, 2001). Dentre elastdeam-se as limitacdes
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difusionais a passagem do agente pela matriz edtitac, diminuicdo da taxa de
crescimento dos microrganismos em biofilme e desleimento de mecanismos
de resisténcia por alteragdo na modulacdo da es@weagenica celular (BEER;
SRINIVASAN; STEWART, 1994; DONLAN; COSTERTON, 2002)

Dessa forma, os antimicrobianos naturais tém siternativa para
controlar os biofimes formados por esses agentsgpnicos. Os Oleos
essenciais e seus compostos majoritarios sdo evadmbs eficientes, pois
pesquisas tém mostrado que possuem atividade argbidana contra varios
microrganismos (OUSSALAH et al., 2007). Estudos tnawam que solucdes de
Gleos essenciais déentha piperita e Cymbopogon citratusforam eficientes em
eliminar biofilme deSalmonella Enteritidis (VALERIANO et al., 2012). Outros
trabalhos mostram a eficiéncia de solu¢bes de @ssanciais sobre biofilmes
de Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila,
Escherichia coli e Saphylococcus aureus (OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA
et al., 2012a; OLIVEIRA et al., 2012b; MILLEZI et a2012)

Os objetivos desse trabalho foram avaliar a agadizante dos 6leos
essenciais d&hymus vulgaris (tomilho) e Origanum vulgare (orégano) e seus
compostos majoritarios, timol e carvacrol, sobidalaé planctbnicas e sésseis de
Salmonella  enterica  Enteritidis; e avaliar sua resposta adaptativa a

concentrac@es subletais desses 6leos e compostos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Oleos essenciais e compostos majoritarios

Os 6leos essenciais @riganum vulgare (orégano) erhymus vulgaris
(tomilho branco) foram adquiridos na Ferquima Indase Comércio Ltda
(Vargem Grande Paulista, Sdo Paulo, Brasil). Ospomentes majoritarios dos
Gleos essenciais, conforme especificado pelo fedw¢ para o 6leo de orégano
foram: carvacrol (71%)y-terpineno (4,5%),3-cariofileno (4,0%); p-cimeno
(3,5%), timol (3,0%), e para o 6leo essencial dwiltw: timol (47,3%), p-
cimeno (26,8%)y-terpineno (6,0%), linalol (5,2%), carvacrol (3,1%)pineno
(2,2%), mirceno (1,4%), 1,8-cineol (1,3%), born@hHP%), canfeno (0,8%) &
cariofileno (0,8%). Os compostos timol (99,5% deepa) e carvacrol (98% de

pureza) foram adquiridos na Sigma-Aldrich.

2.2 Microrganismo, estocagem e padronizacéo do indlo

A bactéria utilizada foiSalmonella enterica subespécieenterica
Enteritidis S64 doada pelo LABENT (Laboratério detdéfobactérias) da
FIOCRUZ (Fundacdo Oswaldo CruZ) cultura estoque foi armazenada em
meio de congelamento (glicerol - 15 mL; peptonadvamdgica - 0,5 g; extrato
de levedura - 0,3 g; NaCl - 0,5 g; agua destils@e@ N, pH 7,0). A cultura foi
descongelada a temperatura ambiente e reativadalamolo-se aliquotas de 100
WL em tubos contendo 10 mL de caldo Brain Heartdiofu (BHI) e incubada a
37°C/24h. A padronizagdo do indculo foi realizadediante curva de
crescimento. ApGs a reativagdo, aliquota de 50 qlindculo foi transferida
para 300 mL de Caldo Triptona de Soja (TSB) e iadaba 37°C, sendo
realizadas leituras periodicas (intervalos de uma)hem espectrofotbmetro
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(D.0.600 nm) e plagueamento em Agar Triptona da §0HA) com incubacéo
a 37°C/24h. A cultura foi padronizada enf UFC mL*

2.3 Determinagdo da concentracdo minima bactericidé€CMB) das células
planctbnicas

A concentracdo minima bactericida dos 6leos esmisnei de seus
compostos majoritarios, timol e carvacrol, foi detemada empregando-se a
técnica de microdiluicdo em caldo, em placas deegtiieno de 96 cavidades, de
acordo com 0 NCCLS (M7-A6) (NCCLS, 2003) com adaféss.

Para tanto, solucdes de TSB acrescidas de 0,5%veenT80 e de dleos
essenciais ou compostos foram obtidas nas seguioteentracdes (%): 0,03;
0,06; 0,12; 0,25; 0,50 e 1,00 (v/v). Foram adicasanas cavidades 150 pL das
solucBes e inoculadas 10 pL da cultura padronizasiglacas foram vedadas e
incubadas a 37°C/24h. Apés esse periodo, foi eefdizo plagueamento de
aliquotas das culturas em TSA e incubadas a 37ACE4determinada a
concentracdo do Oleo essencial e do composto aépamatar as células de
Salmonella Enteritidis, determinando-se, assim, a minima entracao
bactericida do 6leo essencial ou composto testado.

O experimento foi conduzido em triplicata e tréseteedes e utilizados
dois controles para cada 6leo essencial e compestiados; sendo um controle
negativo, contendo TSB acrescido de 0,5% de TwBaend@eo essencial ou seus
compostos e um controle positivo, contendo TSBsatle de 0,5% de Tween

80 e indculo.

2.4 Formacao de biofilme em microplaca

Os biofilmes deS Enteritidis foram formados nas cavidades das

microplacas pela inoculacdo de aliquotas de 50 eutultura padronizada em
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150 pL de TSB e incubacdo a 37°C/48h. Apds essmddmera cultura foi
removida e as cavidades foram lavadas trés vezmssotu¢do salina (0,85%)
para remocdo das células ndo aderidas. Para ooleoniegativo foram
adicionados nas cavidades 200 pL de TSB. Soluc&dstal violeta (0,1% m/v)
foi adicionada no volume de 200 uL em cada cavidadevada. Apés 10
minutos de contato, o cristal violeta foi cuidadneate retirado e as cavidades
foram lavadas trés vezes com solucao salina. Gintés, visiveis como anéis
corados nas paredes das cavidades, foram desmendigés secagem das
placas ao ar, pela adicdo de 200 pL de etanol 968 Apds 10 minutos, 0s
contetdos das cavidades foram homogeneizados sefetridos para novas
cavidades de nova microplaca. A concentracdo deatriioleta na fase liquida
foi avaliada medindo-se a absorbancia a 600 nm eaitar Ide microplaca
(Anthos 2010) (adaptado de MERRITTI et al., 200Bpra determinar a
capacidade de formagdo de biofilme, foi utilizadseguinte classificagdo: nédo
formadora de biofilme (Dod& Docn), fracamente formadora de biofilme (Docn
< Doa< 2 x Docn), moderadamente formadora de biofilme @bcn < Doa< 4

x Docn) e fortemente formadora de biofilme (4 x BecDoa). Onde Doa € a
densidade o6ptica do biofilme e Docn a densidadecaptio controle de
crescimento negativo (STEPANQWIlet al., 2000). Os valores finais foram
obtidos pelas médias aritméticas das absorbanidlas, Isendo realizadas 8

replicatas.

2.5 Determinacdo da concentracdo minima bactericiddo biofilme (CMBB)

Os biofilmes deS Enteritidis foram formados nas cavidades das
microplacas pela inoculacdo de aliquotas de 50 @icultura padronizada em
150 pL de TSB e incubacdo a 37°C/48h. Apds essmddmera cultura foi

removida e as cavidades foram lavadas trés vezmssotucdo salina (0,85%)
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para remoc¢ao das células ndo aderidas. Os dleesceds e seus compostos
foram adicionados as cavidades em diferentes ctragées. As solugdes foram
preparadas em agua destilada estéril acrescenadp5ee de Tween 80 e
homogeneizadas por agitacdo vigorosa em vortex Zaninutos. Foram

utilizadas as seguintes concentragdes (%) (vAd0;00,01; 0,03; 0,06; 0,12;
0,25; 0,50; 1,00, 2,00, 2,50, 3,00, 3,50, 4,000 45%,00. Aliquotas de 200 uL
das solugBes de Oleos essenciais ou seus comgosiams adicionadas nas
cavidades. Ap6s 20 minutos de contato as solugiesnfremovidas e as
cavidades foram lavadas trés vezes com solucéumasli85%). Em seguida,
200 pL de TSB foram adicionados as cavidades eceoptaca foi incubada a
37°C/24h. Apos esse periodo, foi realizado o plamento de aliquotas das
culturas em TSA e incubadas a 37°C/24h e determiadconcentracbes de
Oleos essenciais e dos compostos capazes de mdt@afilme, sendo essa
considerada a Concentragdo Minima Bactericida déilBie. O experimento foi

conduzido em triplicata e trés repeticoes.

2.6 Determinacdo da adaptacdo do biofiime d&a/monel/a Enteritidis a
concentragfes subletais das solu¢des de 6leos esaene compostos

A adaptacdo deS Enteritidis & concentracdes subletais dos Oleos
essenciais e seus compostos foi realizada. Pagardeacdo das concentra¢des
subletais dos 6leos essenciais e seus compost@sn frealizados testes e
observacdo do crescimento dos microrganismos eroentacoes reduzidas
daquelas reveladas como bactericidas. Os testes/cata CMB do biofilme
inibiu o crescimento de todas as células, entdanforealizados outros testes
para determinacdo da concentracdo méxima sublEtdiSY que permite o
crescimento do microrganismo (PASQUA, et al., 20D@&ssa forma, definiu-se
% da CMB das células planctbnicas como a quantidddel para as

concentracdes subletais das solucdes estudadag;6&0de TSB acrescidas de



55

0,5% de Tween 80 e 6leos essenciais e seus corapoafo concentracdes
subletais: tomilho (0,12%), timol (0,12%), orégdAd5%) e carvacrol (0,06%)
foram adicionadas no volume de 150 uL nas cavidadasculados 50 pL da
cultura padronizadas. As placas foram vedadas uattas a 37°C/48h. Apds
esse periodo, foram realizados simultaneamentdekiess:

2.6.1 Atividade antibiofilme dos 6leos essenciaiseus compostos

Apés o cultivo das células e possivel formacgaoidfiine, a cultura foi
removida e as cavidades foram lavadas trés vezessotugéo salina (0,85%)
para remocado das células ndo aderidas. A capactiaflarmacédo de biofilme
pelas células cultivadas em concentracbes sublatais cavidades de
poliestireno foi entdo determinada como descritdteim 2.5 e a classificagédo
conforme sugerido por Stepanovic et al. (2000),dgens valores obtidos
comparados com o desenvolvimento dos biofilmesagigéio dos 6leos ou seus

compostos.

2.6.2 Determinacao da concentracdo minima bacterda

Apés formacdo de biofilme como descrito no item, Z5cultura foi
removida e as cavidades foram lavadas trés vezassotugéo salina (0,85%)
para remoc¢ao das células ndo aderidas. Os éleescess e seus compostos
foram adicionados as cavidades em diferentes ctagées. As solucdes foram
preparadas em agua destilada estéril acrescenadp5ee de Tween 80 e
homogeneizadas por agitacdo vigorosa em vortex Zaninutos. Foram
utilizadas as seguintes concentracdes (% v/v):29);3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 e
6,0. As solucdes de dleos essenciais foram adidésnao volume de 200 pL as

cavidades. Para cada concentracdo foram feitdicatigs. Apds 20 minutos de
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contato as solugfes foram removidas e as cavidades lavadas trés vezes
com solucdo salina (0,85%). Em seguida, 200 pL % fbram adicionados as
cavidades e a microplaca foi incubada a 37°C/24hdsAesse periodo, foi
realizado o plaqueamento de aliquotas das culmasTSA e incubadas a
37°C/24h e determinada as concentracdes de 6leenciais e dos compostos
capazes de matar o biofiilme. A adaptacdo das céleta biofilme a
concentracdo subletal das solugcbes de Oleos esiserei compostos foi
verificada pela comparacéo entre os valores deettrag;do minima bactericida
determinada para biofilme antes e depois da adiptac

O experimento foi conduzido em triplicata e trésetedes.
2.7 Anadlises estatisticas
Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskalld/aAs diferencas

foram consideradas estatisticamente significats@® valor-p< 0,05. Para a
analise dos dados utilizou-se o programa SPSS 19.0.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana das solu¢des a basedbs essenciais de
orégano e tomilho, bem como dos componentes mgmaates timol e carvacrol
sobre células planctdnicas d& Enteritidis, € mostrada na Tabela 1. Os
resultados mostram que as solu¢Bes apresentaraidadé bactericida em
diferentes concentracdes. A solucédo de carvadd@®%s6 (v/v) foi a mais eficaz
sobre as células planctbnicas. N&o foram encordratifrencas entre as
atividades bactericidas das solugdes de tomilhionel,t pois a concentragéo
0,50% para as duas solu¢des foi o suficiente paibir itotalmente o
desenvolvimento da bactéri& Enteritidis mostrou menor sensibilidade a
solucéo de orégano 1% (v/v).

Tabela 1 Concentragdo Minima Bactericida das sekidds 0leos essenciais de
orégano, tomilho e dos compostos timol e carvasobre células
planctdnicas d& Enteritidis

Concentracéo (% v/v)  Orégano  Tomilho  Timol CarvhcroValor de p

0,00 - - - - 1,000
0,01 - - - - 1,000
0,03 - - - - 1,000
0,06 - - - - 1,000
0,12 - - - - 1,000
0,25 - - - + 0,012
0,50 - + + + 0,012
1,00 + + + + 1,000

'As diferentes concentracdes foram comparadas site He Kruskal-Wallis
a = 0,05; (-) ndo bactericida (+) bactericida

O oleo essencial de orégano a 1,00%, considerandussvalores
observados na quantificacdo dos seus componerassuip/1% de carvacrol,
valor superior aos 25% de carvacrol (98% de purgua) foram capazes de
inibir totalmente o desenvolvimento das célulasngtidnicas, enquanto que,

entre o0 6leo essencial de tomilho e o timol (99,886 pureza), ndo foram
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observadas diferencas. As diferengas observadasativalade bacteriana

existente entre 0s Oleos essenciais podem estaiahdas com as possiveis
interacBes sinergéticas entre seus constituintesicps, configuracdo estrutural

dos componentes e sua natureza (CHANG; CHEN; CHA20G1).

Govaris et al. (2010) avaliaram a propriedade aotédriana do 6leo
essencial de orégano sol8eEnteritidis e observaram inibicdo do crescimento
do microrganismo a concentragdo de 0,9%, valorésimpos aos observados
neste trabalho. A variacdo de valores justificapsda diferenca entre as
quantidades de compostos majoritarios (carvacr@d,25% e timol — 4,82%).
Outros estudos também mostraram a atividade atdifieata do 6leo essencial
de orégano sobrgalmonella spp (GUNDUZ; GONUL; KARAPINAR, 2010a;
2010b).

Conforme observa-se na TabelaS3lmonella Enteritidis foi capaz de
formar biofilme, sendo considerada “fortemente fadora de biofilme”, fato
observado também por Steenackers et al. (2012)raejam que células de
Salmonella séo formadoras de biofilme em superficies de pldegpoliestireno.

Vestby et al. (2009) encontraram correlacdo entreapacidade de
formacdo de biofilme em 111 diferentes cepasSdenonella isoladas em
fabricas de farinha de peixe e sua persisténciambiente das instalaces.
Castelijn et al. (2013) também observaram a formadé& biofilme de
Salmonella spp. em diferentes superficies, e os resultadasfgsemelhantes aos
encontrados neste estudo, pois todas as c&das/ghimurium,S Derby, S.
Brandenburg & Infantis) mostraram grande habilidade para forbiafilme
em superficie de poliestireno. Estes mesmos aub@@gncontraram diferencas
significativas entre a formacdo de biofilmes p&lmonella spp. sobre
poliestirenos em relagdo ao ac¢o inoxidavel, ambastomutilizados em

equipamentos em superficies de indlstrias alimastic
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Tabela 2 Capacidade de formacao de biofilme emaplae poliestireno d&
Enteritidis crescidas em presenga de concentragdietal dos 6leos
essenciais de orégano, tomilho e dos compostos$eicarvacrol

Tratamento DOA DOCN Formacéo de

Biofilme
Sem 6leo 0,277,025 0,0686,002 FFB
orégano (0,25%) 0,2984027 0,0680,002 FFB
tomilho (0,12%) 0,2793,024 0,0680,002 FFB
timol (0,12%) 0,2826,022 0,0686,002 FFB
carvacrol (0,06%) 0,304+030 0,0686,002 FFB

N&o Formadora de Biofilme - NF (D@aDocn), Fracamente Formadora de Biofilme -
FF (Docn < Doa 2 x Docn), Moderadamente Formadora de Biofilme~ (& x Docn <
Doa< 4 x Docn) e Fortemente Formadora de Biofilme — K&B Docn < Doa). Onde
Doa é a densidade Optica do biofiime e Docn é aidade 6ptica do controle de
crescimento negativo (STEPANOVEt al., 2000)

Estudos relatam que os 6leos essenciais tém atevigiatibiofilme sobre
diferentes isolados d&aphylococcus aureus (ADUKWU; PHILLIPS, 2012).
Assim, buscou-se avaliar essa atividade s&br€enteritidis. Contudo, mesmo
em presenca dos 6leos ou seus compostos, em aagdest subletais, houve
formacdo de biofilme - fato mostrado pela compavacis medidas de
absorbancias de crescimento bacteriano nas coacéeg subletais e sem a
adicao de antimicrobiano.

O biofilme formado em placas de poliestireno fatda€o nas mesmas
concentracdes capazes de inibir o desenvolvimerg@élulas planctbnicas, ndo
sendo notada nenhuma atividade antimicrobiana (@&8)e o que confirma o
comportamento diferenciado dessas células quandganiaadas em
comunidades e embebidas em substancias polimérieasacelulares
(NIKOLAEV; PLAKUNOV, 2007; TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 200;
GILBERT et al., 2001).

Para Morck, Olson e Ceri (2001), as células orgalsig em biofilme
passam a apresentar vantagens em relagdo as e#tulsesu estado planctonico
por terem maiores condigBes de sobrevivéncia e resmmhances de erradicagéo
(MORCK; OLSON; CERI, 2001).



60

Tabela 3 Concentragdo Minima Bactericida das sekidds 0leos essenciais de
orégano, tomilho e dos compostos timol e carveswble biofilme
de S Enteritidis.

Oleo essencial

Concentracdo (% viv) orégano  tomilho timol Carvacrol Valor de B
Biofilme
0,00 - - - - 1,000
0,01 - - - - 1,000
0,03 - - - - 1,000
0,06 - - - - 1,000
0,12 - - - - 1,000
0,25 - - - - 1,000
0,50 - - - - 1,000
1,00 - - - - 1,000

' As diferentes concentracdes foram comparadasT@sie de Kruskal-Wallis p<0,05;
(-) ndo bactericida (+) bactericida.

Na Tabela 4, observa-se o comportamento dos biesdifiormados pds.
Enteritidis expostos as solucdes de Oleos e compoststadas. Foram
encontradas diferencas significativas para asetlifes concentragcdes (p<0,05).
A maior sensibilidade foi atribuida a solucdo dégano 2,0% (v/v), seguida da
capacidade bactericida das solu¢bes de tomilhovaaal 2,5% (v/v), enquanto
que a solucao de timol 3,0% (v/v) foi a menos &fita controle do biofilme.

Os resultados mostraram variacdes em relacdo ammtesdos para
células planctdnicas. Quando em biofilme, a baxtfi mais sensivel ao 6leo
de orégano, fato que pode ser explicado pelo cdampento diferenciado entre
células plancténicas e em biofilmes.

Os compostos volateis carvacrol, timol, p-cimeno y-¢erpineno
contribuem para atividade antimicrobiana dos élessenciais de orégano e
tomilho, sendo o timol e o carvacrol os mais sigatfvos pelo amplo espectro
de acao sobre bactérias e outros microrganismoaKKARI; KARABAGIAS;
KONTOMINAS, 2013; KULISIC et al, 2004; LAMBERT et.a2001; SILVA
et al., 2010).



61

Tabela 4 Concentragdo Minima Bactericida das sekidds Oleos essenciais de
orégano, tomilho e dos compostos timol e carveswble biofilme
de S Enteritidis e adaptagdo da bactéria a concentraugdletal das
solugoes.

Oleo essencial

Concentracdo (% viv) orégano  tomilho timol Carvacrol Valor de B
Biofilme
2,00 + - - - 1,000
2,50 + + - + 0,012
3,00 + + + + 0,012
3,50 + + + + 0,012
4,00 + + + + 0,012
4,50 + + + + 0,012
5,00 + + + + 1,000
Adaptacgéo
2,00 - - - - 0,392
2,50 - - - - 0,392
3,00 - - - - 0,012
3,50 - - - - 0,012
4,00 - - - - 0,041
4,50 - + - + 0,300
5,00 + + - + 0,037
6,00 + + + + 0,748

! As diferentes concentragdes foram comparadasTasie de Kruskal-Wallis p<0,05;
(-) ndo bactericida (+) bactericida

Para Ultee, Bennik e Moezelaar (2002) a atividaaletdricida desses
compostos fendlicos pode ser atribuida, entre sdatores, a presenca do grupo
hidroxila em comum. Os componentes encontrados @moras propor¢cdes
também colaboram com a atividade antimicrobiana deps essenciais.
Portanto, o que caracteriza sua eficacia sobrecmmganismo a ser eliminado é
a acdo simultinea de varios compostos, que ir@ at diferentes estruturas
na célula (CARSON; MEE; RILEY, 2002).

O mecanismo exato de acdo dos Oleos essenciaia aiw € muito
claro. Porém, existem trabalhos que procuram exptioa atividade nas células
bacterianas (SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1994; BAKKALEt al., 2008;
PASQUA, 2007). Em baixas concentracdes, os compd&ioolicos podem
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afetar a atividade enzimatica da célula, partiondante as enzimas associadas a
producgdo de energia. J& em elevadas concentrg¢descam a desnaturagéo de
proteinas. Esses compostos tém a capacidade dar atepermeabilidade da
célula, levando a perda de moléculas intracelula@so ribose e glutamato de
sédio (KHANJARI; KARABAGIAS; KONTOMINAS, 2013).

Carvacrol e timol podem interferir no transporteetigrons, absor¢éo de
nutrientes, sintese de &cidos nucleicos e tambésnagir com proteinas da
membrana, causando deformacéo e prejudicando sciafialidade (BAJPAI et
al., 2008). A atividade inibitéria dos 6leos essaiscpode estar relacionada a
composi¢do quimica, configuracdo estrutural e fumadi das moléculas e
possiveis interacbes sinergéticas entre os compEmendentificados
(DORMAN; DEANS, 2000).

A constante exposi¢cdo das bactérias em biofilmeomcentracdes
subletais de agentes detergentes/sanitizantes tdu@n procedimentos de
higienizagcdo pode ativar os mecanismos de resposiptativa ao estresse das
bactérias, fazendo com que elas sobrevivam em gieglambientais indspitas.

Dessa forma, foi avaliada a adaptacadSdEnteritidis a concentracao
subletal dos 6leos e compostos. Os resultados osbtidostraram que o
microrganismo adaptou-se as variadas concentrapdes,foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas (p<0,@itre as condi¢bes de
adaptacdo e biofilme (Tabela 5). E possivel obseque foram necessarias
concentragcfes muito maiores de solugBes para inilbdlesenvolvimento do
biofilme formado porS Enteritidis em concentracdes subletais dos 6leos e
compostos, evidenciando a adaptacdo e 0 aumentotoa@éncia do
microrganismo aos antimicrobianos quando expostndicdes ndo ideais para

sua eliminagéo.
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Tabela 5 Comparacdo entre a atividade bactericida adaptacdo d&
Enteritidis & concentracéo subletal dos 6leos esssre compostos.

Concentragao Valor-p
Orégano Tomilho Timol Carvacrol

2,00% 0,025 1,000 1,000 1,000
2,50% 0,025 0,025 1,000 0,025
3,00% 0,025 0,025 0,025 0,025
3,50% 0,114 0,114 0,025 0,114
4,00% 0,114 0,114 0,025 0,114
4,50% 1,000 1,000 0,114 1,000
5,00% 0,317 0,317 0,025 0,317

T * Valores estatisticamente significativos nas mifées concentragdes comparadas pelo
Teste de Kruskal-Wallis=0,05

Estudos mostram que as bactérias possuem habsigeda aderir em
superficies variadas e formar biofilmes, fato quepprciona a esses
microrganismos uma seérie de vantagens, como nesigtéa antibidticos e
desinfetantes (TENOVER et al., 2004; TENOVER, 2006)

Em resposta a sinais ambientais de estresse,nasr&dhs podem ativar
reguladores, resultando no aumento e/ou diminudgdexpressao de genes que
geram resisténcia, permitindo que esses patdégenpgrtesm variagbes de
temperatura, pH, salinidade e sobrevivam em andBedé processamento de
alimentos. Essa adaptacdo também pode acarretaéscimo da viruléncia e a
resisténcia a varios antimicrobianos (SPECTOR; KBNY 2012).

Nas industrias alimenticias, patdgenos de origeimeakar sao
constantemente expostos a condicbes de estresdas imicacia dos
procedimentos de desinfeccdo de equipamentos esiliden o que tem
aumentado a resisténcia bacteriana, possibilitanftymacao de biofilmes em
presenca de concentracfes subletais de desinfetanteou sanitizantes
(COSTERTON, 2005; STEENACKERS et al., 2012; BORGESI., 2013).

Nguyen e Yuk (2013) avaliaram os variados fatoeesedisténcia, como
superficie de fixacdo, idade e exposicdo a diferemalores de pH de biofilmes

formados poS. Typhimurium, e constataram que a idade do biafitrum fator
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gue contribui para a resposta adaptativa a sami¢éigandustriais. Portanto, &
essencial que se realize a desinfec¢do adequadenthdsntes de processamento

de alimentos nas etapas iniciais de formacao ddinhés.
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4 CONCLUSAO

As solugbes apresentaram atividade bactericidaraoas bactérias
planctonicas e sésseis. O carvacrol a 0,25% (@iv)riis eficaz em células
planctbénicas, o biofilme foi mais sensivel a sotuda& orégano a 2,0% (v/v) e
foi observada adaptacdo da bactéria a concentrsglletal para todos os
tratamentos (p <0,05). As solugbes de dleos essreicompostos estudadas
podem ser consideradas alternativas no desenvoltdmee sanitizantes

utilizados em industrias de alimentos.
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CAPITULO 3 Atividade antimicrobiana de Oleos esserigis sobre
Salmonella enterica subespécie enterica sorovar
Typhimurium
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RESUMO

Diversas bactérias sdo capazes de formar biofilme saperficies,
utensilios e equipamentos de industrias de alirsedintre elas destacam-se as
bactérias do génergalmonella spp. Esses microrganismos tém mostrado muita
resisténcia aos antimicrobianos, fato que tem difdm a eficacia dos
desinfetantes empregados nos programas de limpezmitzacdo. Os 6leos
essenciais e seus compostos possuem potenciaiaaobiano para atuarem no
controle de bactérias planctbnicas e sésseis. dsstelo teve como objetivos
avaliar a atividade bactericida das solugBes dessOkssenciais dehymus
vulgaris (tomilho), Origanum vulgare (orégano) e seus compostos timol e
carvacrol sobre células planctonicas e sésseis Saleonella enterica
Typhimurium e a resposta adaptativa das bactéraméentracdo subletal das
solucbes e sua capacidade de formacdo de biofilmemécroplacas de
poliestireno. As solucdes apresentaram atividadéehaida contra as bactérias
planctonicas e sésseis, porém foram encontradaa@as significativas entre
as concentracdes (p < 0,05). A solucdo de tomild@%% (v/v) foi mais eficaz
em células planctbnicas e o biofilme foi mais serisis solu¢des de tomilho e
carvacrol a 2,5% (v/v). Foi observada adaptacacsascdes de carvacrol,
orégano e timol (p < 0,05). O biofilme formado pbkctéria ndo se adaptou a
concentragdo subletal da solucdo de tomilho. Coseluque a solugdo de
tomilho seria a alternativa mais eficaz no contrae biofilme de S
Typhimurium que mesmo submetido a concentracd@tallula solucéo teve seu
desenvolvimento interrompido com a concentraca8,d®% (v/v). As solucdes
de Oleos essenciais e seus compostos majoritaodenp representar uma
alternativa eficiente no controle de biofilmes emistrias de alimentos.

Palavras-chaves: Biofilme. Oleos essenciais. Sanités. Concentracio subletal
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ABSTRACT

Several bacteria are capable of forming biofiimssorfaces and utensils
in the food industry, among them there &smonella spp. bacteria. These
microorganisms have shown a lot of resistance ton@robial agents, a fact
that has diminished the effectiveness of disinfeistaused in cleaning and
sanitizing programs. Essential oils and their commgals have antimicrobial
potential in the control of planktonic and sessieteria. This study aimed to
evaluate the bactericidal activity of essential smlutions ofThymus vulgaris
(thyme), Origanum vulgare (oregano) and its compounds carvacrol and thymol
on planktonic and sessile cells &dlmonella enterica Typhimurium including
the adaptive response of bacteria to sub-lethateraration solutions and their
ability to form biofilm on polystyrene microplate§.he solutions showed
bactericidal activity against planktonic and sesdiacteria, but significant
differences were found between concentrations (50.The thyme solution
0.25% (viv) was more effective in biofilm and pléohkic cells were more
sensitive to thyme and carvacrol solutions of 2.5%v). Adaptation was
observed with solutions of carvacrol, thymol andgamo (p<0.05). The biofilm
formed by the bacterium did not adapt to sub -ledwncentration of thyme
solution. Thyme would be the most effective altéksafor the control ofS
Typhimurium biofilms hence subjected to sub-lethancentration of the
solution had their development stopped at the adraton of 3.0% (v/v).
Essential oil solutions and essential oil composotlitions may represent an
effective alternative for the control of biofilms food industry.

Key-words: Biofilm. Essential oils. Sanitize&ublethal concentration.
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1 INTRODUCAO

As bactériassalmonella spp. sdo patdgenos de abrangéncia mundial e
tém sido apontadas como alguns dos principais egédéntificados em surtos
de toxinfeccbes alimentares. As contaminacfes pemas por esses
microrganismos podem trazer grandes prejuizos tao akmenticio. Dentre os
sorotipos, aSalmonella enterica subespécienterica Typhimurium, é um dos
mais frequentes nos surtos de salmonelose registf@JSTE; MOR-MUR,
2010).

Atualmente, uma das grandes preocupac¢des do meroaddial é o
aparecimento de sorotipos multirresistentes a iatittbs e sanitizantes - fato
gue tem diminuido a eficacia dos desinfetantes egauios nos programas de
limpeza e sanitizacdo (BURMOLLE et al., 2010; STRENERS et al., 2012).
Dessa forma, o estabelecimento de medidas de tmrgamitario, limpeza e
sanitizacdo podem evitar perdas econdmicas at@d&ésmbargos e impostos
estabelecidos pelos paises importadores (SHINOHARA, 2008).

Salmonella spp. possui grande habilidade para formar biofilems
superficies, utensilios e equipamentos de indésti@ alimentos (FUENTE-
NUNEZ et al., 2013; AUSTIN et al., 1998; ORTEGA at, 2009; HOOD;
ZOOTOLA, 1995; VESTBY et al., 2009; STEENACKERSaét 2012). Devido
as dificuldades em se controlar o desenvolvimeetdidfimes formados por
Salmonella spp. e outros microrganismos, as industrias aliities tém buscado
novos produtos com principios ativos que possudp aanitizante, que sejam
mais eficazes e menos téxicos aos humanos.

Nesse contexto, os 0leos essenciais destacam+iseappesentarem
elevada atividade antimicrobiana, e, em concentaglilequadas, “geralmente
sdo reconhecidos como seguros” (GRAS). Os 6leasneisss deOriganum

vulgare (orégano) e Thymus wulgaris (tomilho) contém, dentre outros
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compostos, o timol e o carvacrol, que sdo congibsrgotentes bactericidas e
fungicidas (BADI et al., 2004; LORENZINI; MATOS, 20).

Diante do exposto, a pesquisa buscou avaliar a sgéificante dos
Oleos essenciais déymus vulgaris, Origanum vulgare e seus compostos timol
e carvacrol sobre células planctbnicas e séssedalaenela Typhimurium e a

resposta adaptativa desses biofilmes a concensregdldetais das referidas

substancias.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Oleos essenciais e compostos majoritarios

Os 6leos essenciais @riganum vulgare (orégano) erhymus vulgaris
(tomilho branco) foram adquiridos na Ferquima Indase Comércio Ltda
(Vargem Grande Paulista, Sdo Paulo, Brasil). Ospomentes majoritarios dos
Gleos essenciais, conforme especificado pelo fedw¢ para o 6leo de orégano
foram: carvacrol (71%)y-terpineno (4,5%),3-cariofileno (4,0%); p-cimeno
(3,5%), timol (3,0%), e para o 6leo essencial dwiltw: timol (47,3%), p-
cimeno (26,8%)y-terpineno (6,0%), linalol (5,2%), carvacrol (3,1%)pineno
(2,2%), mirceno (1,4%), 1,8-cineol (1,3%), born@hHP%), canfeno (0,8%) &
cariofileno (0,8%). Os compostos timol (99,5% deepa) e carvacrol (98% de

pureza) foram adquiridos na Sigma-Aldrich.

2.2 Microrganismo, estocagem e padroniza¢éo do indlo

A bactéria utilizada foiSalmonella enterica subespécieenterica
Typhimurium S190 doada pelo LABENT (Laboratério Eeterobactérias) da
FIOCRUZ A cultura estoque foi armazenada em meio de comgeito
(gliceral - 15 mL; peptona bacteriolégica - 0,5extrato de levedura - 0,3 g;
NaCl - 0,5 g; 4gua destilada 100 mL, pH 7,0). Atwal foi descongelada a
temperatura ambiente e reativada inoculando-seailig de 10QL em tubos
contendo 10 mL de caldo Brain Heart Infusion (Bélincubadas a 37°C/24h. A
padronizacdo do inéculo foi realizada mediante @wd& crescimento. Apds a
reativacdo, aliquota de 50 pL do inéculo foi trarigh para 300 mL de Caldo
Triptona de Soja (TSB) e incubada a 37°C, sendizagias leituras periddicas

(intervalos de uma hora) em espectrofotémetro @®.nm) e plagueamento
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em Agar Triptona de Soja (TSA) com incubacdo a B4R A cultura foi
padronizada em f@QFC mL*

2.3 Determinagdo da concentracdo minima bactericidé€CMB) das células
planctbnicas

A concentracdo minima bactericida dos 6leos esmisnei de seus
compostos majoritarios, timol e carvacrol, foi detmada empregando-se a
técnica de microdiluicdo em caldo, em placas deegtiieno de 96 cavidades, de
acordo com 0 NCCLS (M7-A6) (NCCLS, 2003) com adgféss.

Para tanto, solucdes de TSB acrescido de 0,5% éerm®0 e de 6leos
essenciais e os compostos foram obtidas nas seguiohcentracdes (%): 0,03;
0,06; 0,12; 0,25; 0,50 e 1,00 (v/v). Foram adicitasanas cavidades 150 L e
inoculadas 10 pL da cultura padronizada. As plémasn vedadas e incubadas a
37°C/24h. Apés esse periodo, foi realizado o placemto de aliquotas das
culturas em TSA e incubadas a 37°C/24h e determinatbncentra¢éo do 6leo
essencial e do composto capaz de matar as cékfnabnella Typhimurium,
determinando-se, assim, a minima concentracaorlzdéedo 6leo essencial ou
composto testado.

O experimento foi conduzido em triplicata e tréseteedes e utilizados
dois controles para cada 6leo essencial e compestiados; sendo um controle
negativo, contendo TSB acrescido de 0,5% de TwBaend@eo essencial ou seus
compostos e um controle positivo, contendo TSBsatle de 0,5% de Tween

80 e indculo.

2.4 Formacao de biofilme em microplaca

Os biofilmes deS Enteritidis foram formados nas cavidades das
microplacas pela inoculacdo de aliquotas de 50 @utultura padronizada em
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150 pL de TSB e incubacdo a 37°C/48h. Apds essmddmera cultura foi
removida e as cavidades foram lavadas trés vezmssotu¢do salina (0,85%)
para remocdo das células ndo aderidas. Para ooleoniegativo foram
adicionados nas cavidades 200 pL de TSB. Soluc&dstal violeta (0,1% m/v)
foi adicionada no volume de 200 uL em cada cavidadevada. Apés 10
minutos de contato, o cristal violeta foi cuidadneate retirado e as cavidades
foram lavadas trés vezes com solucao salina. Gintés, visiveis como anéis
corados nas paredes das cavidades, foram despergids secagem das placas
ao ar, pela adigédo de 200 pL de etanol 95% (v/psALO minutos, o conteldo
das cavidades foi homogeneizado e transferido pavas cavidades de nova
microplaca. A quantidade de cristal violeta preseva fase liquida foi avaliada
medindo-se a absorbancia a 600 nm em leitor deopiara (Anthos 2010)
(adaptado de MERRITTI; KADOURI; TOOLE, 2005). Padeterminar a
capacidade de formagdo de biofilme, foi utilizadseguinte classificagdo: nédo
formadora de biofilme (Dodg Docn), fracamente formadora de biofilme (Docn
< Doa< 2 x Docn), moderadamente formadora de biofilme @bcn < Doa< 4

x Docn) e fortemente formadora de biofilme (4 x BecDoa). Onde Doa foi a
densidade Optica do biofilme e Docn foi a densidagiéca do controle de
crescimento negativo (STEPANQWIlet al., 2000). Os valores finais foram
obtidos pelas médias aritméticas das absorbanidlas, Isendo realizadas 8

replicatas.

2.5 Determinacdo da concentracdo minima bactericidao biofilme (CMBB)

Os biofilmes deS Typhimurium foram formados nas cavidades das
microplacas pela inoculacdo de aliquotas de 50 @icultura padronizada em
150 pL de TSB e incubacdo a 37°C/48h. Apds essddmera cultura foi

removida e as cavidades foram lavadas trés vezessotucao salina (0,85%)
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para remoc¢ao das células ndo aderidas. Os dleesceds e seus compostos
foram adicionados as cavidades em diferentes ctragées. As solugdes foram
preparadas em agua destilada estéril acrescenada5ee de Tween 80 e
homogeneizadas por agitacdo vigorosa em vortex Zaninutos. Foram

utilizadas as seguintes concentragdes (%) (vAd0;00,01; 0,03; 0,06; 0,12;
0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 2,50; 3,00; 3,50; 4,000455,00. Aliquotas de 200 uL
das solugBes de Oleos essenciais ou seus comgosiams adicionadas nas
cavidades. Ap6s 20 minutos de contato as solugiesnfremovidas e as
cavidades foram lavadas trés vezes com solucémasgli85%). Em seguida,
200 pL de TSB foram adicionados as cavidades eceoptaca foi incubada a
37°C/24h. Apos esse periodo, foi realizado o plamento de aliquotas das
culturas em TSA e incubadas a 37°C/24h e determiadconcentracbes de
Oleos essenciais e dos compostos capazes de mdt@afilme, sendo essa
considerada a Concentragdo Minima Bactericida déilBie. O experimento foi

conduzido em triplicata e trés repeticbes

2.6 Determinacado da adaptacdo do biofilme d&a/mone//a Typhimurium &
concentragfes subletais das solu¢des de Oleos esaene compostos

A adaptacdo d& Enteritidis & concentragdes subletais dos dlessnesais
e seus compostos foi realizada. Para determinagfi@ahcentracdes subletais
dos 6leos essenciais e seus compostos, foramagadizestes e observagédo do
crescimento dos microrganismos em concentracdegidas daquelas reveladas
como bactericidas. Os testes com % da CMB do biefiinibiu o crescimento
de todas as células, entdo foram realizados otdsbes para determinacédo da
concentracdo méaxima subletal (CMS) que permite escimento do
microrganismo (PASQUA et al., 2010). Dessa forngdinili-se ¥4 da CMB das
células planctdnicas como a quantidade ideal macam@centracdes subletais das
solucdes estudadas. Solucbes de TSB acrescidas%edé Tween 80 e 6leos
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essenciais e seus compostos nas concentracéewisuibtanilho (0,06%), timol

(0,12%), orégano (0,12%) e carvacrol (0,12%) foeaticionadas no volume de
150 uL nas cavidades e inoculados 50 puL da cufiadaonizadas. As placas
foram vedadas e incubadas a 37°C/48h. Apds essmdpeforam realizados

simultaneamente dois testes:

2.6.1 Atividade anti-biofilme dos 6leos essenciaisseus compostos

Apés o cultivo das células e possivel formac&oidfine, a cultura foi
removida e as cavidades foram lavadas trés vezassotugdo salina (0,85%)
para remocado das células ndo aderidas. A capactiaflarmacédo de biofilme
pelas células cultivadas em concentracbes sublatas cavidades de
poliestireno foi entdo determinada como descritdteim 2.5 e a classificagédo
conforme sugerido por Stepanovic et al. (2000),dgens valores obtidos
comparados com o desenvolvimento dos biofilmesagigéio dos 6leos ou seus

compostos.

2.6.2 Determinacao da concentracdo minima bacterda

Apés formacdo de biofilme como descrito no item, Z5cultura foi
removida e as cavidades foram lavadas trés vezassotu¢do salina (0,85%)
para remoc¢ao das células ndo aderidas. Os éleescess e seus compostos
foram adicionados as cavidades em diferentes ctagées. As solucdes foram
preparadas em agua destilada estéril acrescenadp5ee de Tween 80 e
homogeneizadas por agitacdo vigorosa em vortex Zaninutos. Foram
utilizadas as seguintes concentracdes (% v/v):29);3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 e
6,0. As solucdes de dleos essenciais foram adidésnao volume de 200 pL as

cavidades. Para cada concentracdo foram feitdicatigs. Apds 20 minutos de
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contato as solugfes foram removidas e as cavidades lavadas trés vezes
com solucdo salina (0,85%). Em seguida, 200 pL$B fbram adicionados as
cavidades e a microplaca foi incubada a 37°C/24hdsAesse periodo, foi
realizado o plaqueamento de aliquotas das culmasTSA e incubadas a
37°C/24h e determinada as concentracdes de 6leenciais e dos compostos
capazes de matar o biofiilme. A adaptacdo das céleta biofilme a
concentracdo subletal das solugcbes de Oleos esiserei compostos foi
verificada pela comparacéo entre os valores deettrag;do minima bactericida
determinada para biofilme antes e depois da adapta@ experimento foi

conduzido em triplicata e trés repeticbes
2.7 Analises estatisticas
Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskallid/aAs diferencas

foram consideradas estatisticamente significatsea® valor-p< 0,05. Para a
analise dos dados utilizou-se o programa SPSS 19.0.



82

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As solucBes de 6leos essenciais de oréganmilho e dos compostos
timol e carvacrol apresentaram atividade bactaisiobreS Typhimurium. Na
Tabela 1, observa-se que a bactéria foi mais sgrésisolucao de 6leo essencial
de tomilho a 0,25% (v/v). As solucbes de orégamolte carvacrol foram

capazes de eliminar as células planctonicas a ntracéo de 0,50% (v/v).

Tabela 1 Concentragdo Minima Bactericida das sekidds 6leos essenciais de
orégano, tomilho e dos compostos timol e carvaspble células
plancténicas d& Typhimurium

Concentracéo (% v/v)  Orégano  Tomilho  Timol CarvhcroValor de p

0,00 - - - - 1,000
0,01 - - - - 1,000
0,03 - - - - 1,000
0,06 - - - - 1,000
0,12 - - - - 1,000
0,25 - + - - 0,012
0,50 + + + + 0,012
1,00 + + + + 1,000

'As diferentes concentracdes foram comparadas msite He Kruskal-Wallis
a = 0,05; (-) ndo bactericida (+) bactericida

Kokkini et al. (1997) estudaram os 6leos essendmi®milho e orégano
e classificaram o timol e o carvacrol como seus gmmantes mais ativos,
mesmo gue estes possam ser encontrados em copdestdistintas em 6leos
extraidos da mesma espécie de planta, por variai®esltivo, temperatura,
época de colheita e estocagem.

Khanjari, Karabagias e Kontominas (2013) relatague 0s terpenos
timol e carvacrol possuem amplo espectro contraélbias gram-positivas,
gram-negativas e fungos, embora alguns trabaliiderssiam que 0os compostos
y-terpineno e p-cimeno foram considerados efetivapresentaram atividade
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bactericida contra alguns microrganismos (CONSENOINt al., 1999;
TABANCA et al., 2001; PATTNAIK et al., 1996).

Estudos mostram que as propriedades bactericidamd#eo essencial
podem ser atribuidas, dentre outros fatores, aepgasde seus compostos
majoritarios ou a sinergia entre esses e 0s cowpasinoritarios identificados
no 6leo essencial (BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008

Abdollahzadeh, Rezaei e Hosseini (2014) avaliaramati@idade
antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho sadbigeria monocytogenes.
Como resultado, observaram redugcdo das célulaseigsiddla bactéria a
concentracdo de 0,40% do Oleo e correlacionaram Ita atividade
antimicrobiana aos compostos fendlicos presentesereo essencial.

A capacidade de formacgdo de biofilme p&r Typhimurium em
concentragéo subletal dos 6leos essenciais e ctospos avaliada através dos
valores de absorbancias do crescimento bacterian@ancentracdo subletal
(1/4 da CMB - concentracdo capaz de inibir completate o crescimento das
células planctdnicas) e comparada aos valores #ados para o biofilme
formado em meio de cultura sem a adicdo de nenhompanente. Os
resultados mostraram que houve a formacdo de rbfiem todas as
concentragdes (Tabela 2).

Os resultados evidenciaram qu& Typhimurium, por meio da
determinacdo e comparacdo dos valores de Doa e, Bmcronsiderada uma
bactéria “fortemente formadora de biofilme”. Leatyal. (2013) avaliaram a
capacidade de formacdo de biofiime em diferenteperfigies por S
Typhimurium, e os resultados foram similares aanetmados neste estudo - as
bactérias mostraram grande habilidade para se isegam em biofilmes

guando aderidas em superficies de plastico e agalével.
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Tabela 2 Capacidade de formacédo de biofilm& de/phimurium crescidas em
presenca de concentragdo subletal dos 6leos esisedei orégano,
tomilho e dos compostos timol e carvacrol em plaeapoliestireno.

Tratamento DOA DOCN Formacdao de biofilme
Sem 6leo 0,2943;021 0,0686,002 FFB
orégano (0,12%) 0,3054026 0,0688,002 FFB
tomilho (0,06%) 0,2878,031 0,0686,002 FFB
timol (0,12%) 0,2966,031 0,0688,002 FFB
carvacrol (0,12%) 0,341t028 0,0686,002 FFB

N&o Formadora de Biofilme - NF (D@aDocn), Fracamente Formadora de Biofilme -
FF (Docn < Do& 2 x Docn), Moderadamente Formadora de Biofilme~ (@ x Docn <
Doa< 4 x Docn) e Fortemente Formadora de Biofiime — K&B Docn < Doa). Onde
Doa é a densidade Optica do biofiilme e Docn é aidade 6ptica do controle de
crescimento negativo (STEPANOVEt al., 2000)

O biofilme formado em placas de poliestireno fataglo nas mesmas
concentracdes capazes de inibir o desenvolvimesdocdlulas plancténicas, e
nao foi notada nenhuma atividade bactericida, oafireya o comportamento
diferenciado dessas células quando em biofilmelse[aas).

Tabela 3 Concentragdo Minima Bactericida das sekidds Oleos essenciais de
orégano, tomilho e dos compostos timol e carveswble biofilme
deS Typhimurium.

Oleo essencial

3 0
Concentragao (% viv) Orégano Tomilho  Timol Carvacrol Valor de p

Biofilme

0,00 - - - - 1,000
0,01 - - - - 1,000
0,03 - - - - 1,000
0,06 - - - - 1,000
0,12 - - - - 1,000
0,25 - - - - 1,000
0,50 - - - - 1,000
1,00 - - - - 1,000
6,00 + + + + 0,748

! As diferentes concentragdes foram comparadasTasie de Kruskal-Wallis p<0,05;
(-) ndo bactericida (+) bactericida

Para Morck, Olson e Ceri (2001), as células orgalsig em biofilme

passam a apresentar vantagens em relagdo as e#tulsesu estado planctonico
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por terem maiores condicbes de sobrevivéncia e menehances de
erradicacgéo.

Entre os 6leos essenciais e compostos testadas adiwfiime formado
por S. Typhimurium, em concentracées mais elevadas quelag)jtestadas para
células plancténicas, foram encontradas diferergigsificativas entre as
concentragdes (p<0,05). A maior sensibilidade fidbaida as solu¢des tomilho
e carvacrol a 2,5% (v/v), seguida da capacidadeetieida da solucdo de
orégano a 3,0% (v/v). A solucdo de timol a 5,0%)(¥i a menos eficaz no

controle do biofilme (Tabela 4).

Tabela 4 Concentracdo Minima Bactericida das sekigds 6leos essenciais de
orégano, tomilho e dos compostos timol e carveswble biofilme
de S Typhimurium e adaptacdo da bactéria a concentragiletal
das solugdes.

Oleo essencial

3 0,
Concentragdo (% viv) Orégano Tomilho Timol Carvacrol Valor de g
Biofilme
2,00 - - - - 1,000
2,50 - + - + 0,012
3,00 + + - + 0,012
3,50 + + - + 0,012
4,00 + + - + 0,012
4,50 + + - + 0,012
5,00 + + + + 1,000
Adaptacgéo
2,00 - - - - 0,392
2,50 - - - - 0,392
3,00 - + - - 0,012
3,50 - + - - 0,012
4,00 - + - - 0,041
4,50 - + - - 0,300
5,00 - + - + 0,037
6,00 + + + + 0,748

' As diferentes concentracdes foram comparadasTasie de Kruskal-Wallis p<0,05;
(-) néo bactericida (+) bactericida
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Knowles et al. (2005) avaliaram a a¢do antimicnadido carvacrol em
diferentes estagios do biofilme multiespécie deskimo por S aureus e S
Typhimurium e observaram redugéo no nimero dea=higS. aureus cerca de
2,5 Log UFC durante os primeiros estagios de fodmacausando diminuicao
significativa da populacdo no biofilme maduro eugib de 3 Log UFC do
biofilme deSalmonela Typhimurium.

Para Ceylan e Fung (2004), a presenca do grupooXiarnos
monoterpenos esté relacionada com a inativacaceiEisas microbianas. O
grupo pode interagir com a membrana celular e mavextravasamento dos
componentes celulares pela membrana.

O timol (4-isopropil-2-metilfenol) e o carvacrol -{@propil-5-
metilfenol) s@o isémeros, diferenciando-se apenela posicdo do grupo
hidroxila (SOLOMONS; FRYLHE, 2005). Esta diferengas posi¢Ges altera a
reatividade de um composto em relagdo ao outro, wemaque a maioria das
reacoes com estes compostos deve ocorrer peloeatimgrupo hidroxila.
Possivelmente, no carvacrol, o impedimento estéraaizado pelo metil é
muito menor do que aquele que o propil efetuamoltidevido ao seu tamanho
e quantidade de atomos presentes. No metil, obsenepenas um carbono e
trés hidrogénios para dificultar o “ataque” ao grupdroxila. Ja no timol, o
propil disponibiliza trés carbonos e sete hidrogénpara a mesma acdo. O
comportamento dessas moléculas pode explicar eomaihacéo da solucéo de
carvacrol a concentracdo de 2,5% (v/v) em relagloresultados encontrados
para timol sobre o biofilme formado p8r Typhimurium, uma vez que inibiu
totalmente a formacao de biofilme. Para a solugitindol, foi necesséria uma
concentragdo bem mais elevada - a atividade beidrioi observada somente
a 5,0% (v/v).

A constante exposi¢cdo das bactérias em biofilmeomcentracdes

subletais de agentes detergentes/sanificantes tdu@n procedimentos de
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higienizagdo pode ativar os mecanismos de respostptativa ao estresse das
bactérias, fazendo com que elas sobrevivam em giigglambientais indspitas.
Dessa forma, foi avaliada a resisténcia Slalyphimurium a concentracéo
subletal dos 6leos e compostos. Observa-se, pd&lalal®, que os resultados
obtidos mostraram que 0 microrganismo adaptou-sesohs;0es de timol,
orégano e carvacrol, pois foram encontradas difasensignificativas

(valor<0,05) entre as condi¢bes de adaptacdo intéof

Tabela 5 Comparacdo entre a atividade bactericida adaptacdo d&
Typhimurium a concentracdo subletal dos 6leos essiene

compostos.
Concentragéo Valor-p

Orégano Tomilho Timol Carvacrol
2,00% 1,000 0,317 1,000 1,000
2,50% 1,000 0,114 1,000 0,025
3,00% 0,025 1,000 1,000 0,025
3,50% 0,025 1,000 1,000 0,025
4,00% 0,025 1,000 1,000 0,114
4,50% 0,114 1,000 0,317 0,114
5,00% 0,025 0,317 0,025 1,000

* Valores estatisticamente significativos nas @ifées concentracdes comparadas pelo
Teste de Kruskal-Wallis=0,05

Os resultados revelaram que o 6leo essencial déhtonéio apresentou
diferenca significativa entre biofilme e adaptagéiconcentracdes subletais, o
gue leva a concluir que essa solucao seria alteanaficaz no controle da
bactériaS Typhimurium, que, mesmo submetida a concentragitetsl da
solucdo de tomilho, teve seu desenvolvimento inibgfuando exposto a
concentracao de 3,0% (v/v). Observou-se que, Faoai@as solucdes (orégano,
timol e carvacrol), foram necessarias concentragiig maiores para inibir o
desenvolvimento de biofilme p& Typhimurium. Esses resultados podem ser

atribuidos ao sinergismo entre os compostos eramogrno 6leo essencial de

tomilho.
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Szczepanski e Lipski (2014) avaliaram os Oleosnessis de tomilho e
orégano sobre bactérias gram-negativas e encantragultados similares, onde
0 6leo essencial de tomilho foi mais eficaz quelem @ssencial de orégano,
sendo capaz de inibir o desenvolvimento de biofémmeconcentragcdes subletais
a 0,001% (v/v).

Estudos mostram que bactérias gram-negativas, &mgphimurium,
sdo mais resistentes que as gram-positivas, poisnabrana externa dificulta a
difuséo dos constituintes do 6leo na célula bantar{BURT, 2004).

Nas células bacterianas, o0 mecanismo de acao aesapsstos provoca
danos estruturais e funcionais a membrana plasmé8tKKEMA; BONT,;
POOLMAN, 1994; BAKKALI et al., 2008). A permeabikde da membrana da
célula pode ser influenciada pela sua composicahideofobicidade dos
compostos que a atravessam. Como o0s O6leos essersdai tipicamente
lipofilicos, tendem a se acumular na bicamada iipiddeterminando, dessa
forma, a permeabilidade da estrutura (SIKKEMA; BOQNPDOLMAN, 1994).
O carater hidrofébico dos 6leos essenciais prowaisaacdo na estrutura do
envelope celular, e os compostos fendlicos, comeolficarvacrol e eugenol,
diminuem a fluidez e alteram o perfil lipidico dambrana celular bacteriana
(PASQUA et al., 2007).
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4 CONCLUSAO

As solugBes apresentaram atividade bactericiddracoms bactérias
planctdnicas e sésseis. A solucdo de tomilho &0,@8v) foi mais eficaz em
células planctbnicas, e o biofilme foi mais serlsas solucdes de tomilho e
carvacrol a 2,5% (v/v). Foi observada adaptacawsascdes de carvacrol,
orégano e timol (p<0,05). O biofilme formado pekctéria ndo se adaptou a
concentragéo subletal de tomilho. Conclui-se gselacdo de tomilho seria uma
alternativa eficaz no controle do biofilme & Typhimurium que, mesmo
submetido & concentracdo subletal da solucdo, $=re desenvolvimento

interrompido com a concentracdo de 3,0% (v/v).
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