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RESUMO

Sthapylococcus aureus é uma bactéria gram-positiva, mesoéfila, patogénica, capaz de causar
toxinose alimentar. Diversas espécies de Staphylococcus, incluindo S. aureus, destacam-se
pela capacidade de se tornarem resistentes a grande nimero de drogas antibacterianas. Desse
modo, um crescente interesse pela compreensédo dos mecanismos envolvidos na adaptacdo de
células microbianas a condi¢es ambientais tem sido constatado, visto que 0s mecanismos de
adaptacdo antimicrobiana contribuem para a resisténcia. Novas medidas no controle de micro-
organismos devem ser tomadas, no intuito de encontrar biocidas com amplo espectro de agéo.
Uma possivel alternativa para o controle de micro-organismos patogénicos e/ou deteriorantes
sdo o0s 6leos essenciais e seus compostos, uma vez que sua acdao antimicrobiana tem sido
comprovada. Os objetivos, neste trabalho, foram avaliar a atividade antimicrobiana, a
adaptacdo e a curva de morte termoquimica de Staphylococcus aureus GL 5674 e
Staphylococcus aureus GL 8702, quando submetidas a uma concentracdo subletal de
cinamaldeido (CND), e avaliar a capacidade destas bactérias de desenvolver adaptacdo ao
estresse acido e adaptacdo cruzada entre estresse acido e CND. As concentragdes minimas
bactericidas (CMB) de CND foram determinadas pela técnica da microdiluicdo em caldo, em
microplacas de 96 cavidades. As concentragdes finais de CND variaram de 0,05% a 2% (v/v).
O pH minimo inibitério e 0 minimo de crescimento foram determinados com o auxilio do
acido latico e em pH 6,0; 5,0; 4,5; 4,0; 3,5; 3,0; 2,5 e 2,0. As bactérias foram padronizadas em
10® UFC/mL. Posteriormente, realizou-se a adaptacéo de S. aureus ao CND. Para avaliar essa
adaptacdo, as células expostas as concentracfes subletais de cinamaldeido foram submetidas
as diferentes concentracbes do mesmo composto (CMB/2; CMB; 1,2CMB; 1,4CMB;
1,6CMB; 1,8CMB e 2CMB) ao qual a cultura foi previamente exposta. As células de S.
aureus foram classificadas como capazes de se adaptarem quando cresceram em placas apos
cultivo em presenca do componente em concentracdes maiores que a CMB. Em seguida, a
capacidade adaptativa de S. aureus a CND e ao estresse acido, bem como sua adaptacao
cruzada entre CND e estresse acido, foi avaliada. Tanto para a avaliacdo de adaptacdo quanto
de adaptacdo cruzada foram realizados cultivos de S. aureus em presenca de CND e pH
minimo de crescimento, a 37 °C, por 6 horas. Foi realizada uma curva de morte termoquimica
de S. aureus GL 5674, quando submetida a CBM de CND, a 37 °C e 7 °C, nos tempos de 5,
10, 20, 30 e 35 minutos. A CBM de S. aureus GL 5674 e a de S. aureus 8702 foram de 0,25%
e 0,5%, respectivamente. Ambas as cepas se adaptaram a CND, crescendo em concentrac6es
maiores que a CBM, quando foram previamente expostas a concentracdes subletais de CND.
O pH minimo de crescimento e 0 minimo inibitorio foram de 4 e 3,5, para ambas as bactérias,
as quais também apresentaram capacidade de adaptacdo ao estresse acido. Os resultados
obtidos demonstraram que a pré-exposicdo de S. aureus as concentracdes subletais de CND e
ao pH minimo de crescimento promoveu a adaptacao e a adaptacdo cruzada desta bactéria. A
curva de morte mostrou que, quando S. aureus é submetida a uma CMB de CND a 7 °C, este
composto ndo tem atividade antimicrobiana sobre esta bactéria. Quando S. aureus foi
submetida @ CND a 37 °C, em 35 minutos de contato, ndo foram detectadas células viaveis de
S. aureus (reducdo de 7,653 log UFC/mL). Foi realizado também, neste trabalho, o perfil de
proteinas de S. aureus, quando submetidas a concentracdo subletal de CND, sugerindo que
ocorrem modificacfes no proteoma bacteriano.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Adaptacdo. Antimicrobiana.



ABSTRACT

Stapylococcus aureus is a gram-positive, mesophilic, pathogenic bacterium capable of
causing food toxin. Several species of Staphylococcus, including S. aureus, stand out for their
ability to become resistant to large numbers of antibacterial drugs. Thereby, a growing interest
in understanding the mechanisms involved in the adaptation of microbial cells to
environmental conditions has been observed, since antimicrobial adaptation mechanisms
contribute to resistance. New measures in the control of microorganisms must be taken in
order to find biocides with a broad spectrum of action. A possible alternative for the control of
pathogenic and / or deteriorating microorganisms are the essential oils and their compounds,
since their antimicrobial action has been proven. This study’s objective was to evaluate the
antimicrobial activity, the adaptation and the thermochemical death curve of Staphylococcus
aureus GL 5674 and Staphylococcus aureus GL 8702 when submitted to a sublethal
concentration of cinnamaldehyde (CIN), and to evaluate the capacity of these bacteria of
develop adaptation to acid stress and cross-matching between acid stress and CIN. The
minimum bactericidal concentrations (MBC) of CIN were determined by the broth
microdilution technique, in 96-well microplates. Final concentrations of CIN ranged from
0.05% to 2% (v / v). Minimum inhibitory pH and minimum growth were determined with the
aid of lactic acid and pH 6.0; 5.0; 4,5; 4.0; 3.5; 3.0; 2.5 and 2.0. Bacteria were standardized at
10® UFC/mL. After, the adaptation of S. aureus to the CIN was performed. To evaluate this
adaptation, the cells exposed to sublethal concentrations of cinnamaldehyde were submitted to
different concentrations of the same compound (CMB / 2; CMB; 1.2CMB; 1.4CMB;
1.6CMB; 1.8CMB and 2CMB) at which culture was previously exposed. S. aureus cells were
classified as capable of adapting when grown on plaques after culturing in the presence of the
component at concentrations higher than CIN. Then, the adaptive capacity of S. aureus to CIN
and acid stress, as well as their cross-adaptation between CIN and acid stress, was evaluated.
For both adaptation and cross-adaptation evaluation cultures of S. aureus were performed in
the presence of CIN and minimal growth pH at 37 ° C for 6 hours. A thermochemical death-
time curve of S. aureus GL 5674, when submitted to MBC of CIN, at 37 ° C and 7 ° C, at
times of 5, 10, 20, 30 and 35 minutes was performed. The MBC of S. aureus GL 5674 and S.
aureus 8702 were 0.25% and 0.5%, respectively. Both strains adapted to CIN, growing at
higher concentrations than MBC, when they were previously exposed to sublethal
concentrations of CIN. The minimum growth and minimum inhibitory pH values were 4 and
3.5, for both bacteria, which also showed ability to adapt to acid stress. The results showed
that the pre-exposure of S. aureus to the sublethal concentrations of CIN and the minimum pH
of growth promoted the adaptation and cross-adaptation of this bacterium. The death-time
curve showed that when S. aureus is submitted to a MBC of CIN at 7 ° C, this compound
does not have antimicrobial activity on this bacterium. When S. aureus was submitted to CIN
at 37 ° C in 35 minutes of contact, no viable S. aureus cells were detected (reduction of 7,653
log UFC/mL). In this study, the profile of S. aureus proteins, when submitted to the sublethal
concentration of CIN, was also carried out, suggesting that modifications in the bacterial
proteome occur.

Keywords: Staphylococcus aureus. Adaptation. Antimicrobial.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Sthapylococcus aureus é uma bactéria gram-positiva, mesofila, patogénica, capaz de
causar toxinose alimentar. E largamente distribuida na natureza, sendo habitante natural de
humanos e animais.

Diversas espécies de Staphylococcus, incluindo S. aureus, destacam-se pela
capacidade de se tornarem resistentes a grande nimero de drogas antibacterianas, devido,
principalmente, ao uso frequente e indiscriminado de drogas antibacterianas e, também, aos
mecanismos de transferéncia de resisténcia entre micro-organismos.

Com isso, crescente interesse pela compreensdo dos mecanismos envolvidos na
adaptacdo de celulas microbianas a condigdes ambientais tem sido constatado, visto que a
resisténcia antimicrobiana é também problema de seguranca alimentar, representando um
risco direto quando o micro-organismo patogénico resistente se encontra no alimento ingerido
ou indireto, quando a resisténcia € transmitida de uma bactéria comensal do alimento para
uma bactéria patogénica ao homem (DOULGERAKI et al., 2017).

Na industria de alimentos, a contaminacdo microbiana é reduzida pela aplicacdo de
tratamentos fisicos, tais como calor ou tratamentos quimicos, e a utilizacdo de acidos
organicos (BEGLEY; HILL, 2015). O efeito desses tratamentos também pode ser diminuido
por uma “prote¢do cruzada” gerada pela exposi¢ao prévia de micro-0organismos ao estresse
subtletal ou as concentracdes subletais de um agente antimicrobiano (BIKELS-GOSHEN et
al., 2010; CEBRIAN et al., 2009). A exposicdo de bactérias a concentracdes subletais de
agente antimicrobianos tem levado a uma certa adaptacdo. A adaptacdo e a adaptacéo cruzada
de bactérias tém sido muito estudadas por conferirem aos micro-organismos resisténcia a um
fator de estresse diferente daquele ao qual foram submetidos anteriormente, tornando-se outro
fator preocupante, no que diz respeito ao combate desses micro-organismos. De acordo com
Alvarez-Orddfiez et al. (2008), a exposicdo a condicBes subletais de substancias
antimicrobianas pode resultar no desenvolvimento de aumento da tolerancia aos mesmos
fatores (homologos) ou a agente de estresse de tolerancia cruzada (heterélogos).

Novas medidas no controle de micro-organismos devem ser tomadas, no intuito de
encontrar biocidas com amplo espectro de acdo. Os 6leos essenciais e seus componentes
demonstram serem alternativas no controle de micro-organismos patogénicos e/ou

deteriorantes, uma vez que sua acdo antimicrobiana é comprovada (BEHBAHANI et al.,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0923250816300833#!
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2018; DIAS et al., 2015; MIRANDA et al., 2016; NAZZARO et al., 2013). Contudo, pouco
se sabe sobre a adaptacdo a concentracBes subletais de Oleos essenciais ou de seus
constituintes.

A capacidade para crescer na presenca de substancias toxicas poderia exigir
modificacbes na expressao do gene. Quando as células sdo expostas a condi¢Bes de estresse,
elas podem mudar seu perfil proteico que pode contribuir para maior tolerdncia e
sobrevivéncia das células. Isso pode aumentar a capacidade de Staphylococcus aureus
sobreviver a processamentos de alimentos. Neste contexto, 0s objetivos, neste trabalho, foram
avaliar a atividade antimicrobiana, a adaptacdo e a curva de morte termoquimica de
Staphylococcus aureus GL 5674 e Staphylococcus aureus GL 8702, quando submetidas a
uma concentracdo subletal de cinamaldeido e a avaliar a capacidade destas bactérias de
desenvolver adaptacdo ao estresse acido e adaptacdo cruzada entre estresse &cido e

cinamaldeido.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Staphylococcus aureus: caracteristicas gerais do micro-organismo

A espécie mais importante do género Staphylococcus é a Staphylococcus aureus
(BHUNIA, 2008), habitante natural de humanos e animais. Staphylococcus aureus sdo cocos
gram-positivos (1 um de diametro), imoéveis, que aparecem microscopicamente como “cachos
de uva” (BERGDOLL, 1990; CASSETTARI; STRABELLI; MEDEIROS, 2005;
KONEMAN et al., 2001; TRABULSI; ALTHERTHUM, 2005).

No Manual Bergy de Bacteriologia Definitiva, Staphylococcus tem sido classificado
na familia das Staphylococcaceae A hibridizagdo de DNA-RNA ribossomal e a analise
comparativa de oligonucleotideos do rRNA 16S demonstraram que o0s Staphylococcus
formam um grupo coerente ao nivel de género. Staphylococcus sdo diferenciados de outros
membros proximos da familia por seu baixo conteudo de G + C no DNA, variando de 30 a 40
mol%. O género Staphylococcus foi, entéo, classificado em mais de 30 espécies e subespécies
por analise bioquimica e por hibridizacdo DNA-DNA. Staphylococcus aureus € a principal
espécie do género Staphylococcus e € responsavel por intoxicacdo alimentar. Outras espécies
do género incluem S. intermedius, S. chromogens, S. cohnii, S. caprae, S. caseolyticus, S.
delphini, S. epidermidis, S. felis, S. gallinarum, S. haemolyticus, S. hyicus, S. lentus, S.
saprophyticus, S. sciuri, S. simulans, S. succinus, S. warneri e S. xylosus. A maioria deles
produz enterotoxinas (BHUNIA, 2008).

Staphylococcus aureus é um micro-organismo catalase positiva, aerébio facultativo e
cresce abundantemente sob condicdes aerdbicas. Ele fermenta manitol, faz coagulacdo do
plasma de coelho, produz termonuclearese e é sensivel para lisostafina. Também é tolerante
ao sal (10%-15%) e relativamente resistente a secagem e ao calor (BHUNIA, 2008; JAY,
2005).

2.1.1 Staphylococcus aureus: fatores de viruléncia

Staphylococcus aureus representa riscos significativos para a salde humana e causa
preocupacdo no setor de alimentos (BHUNIA, 2008). E uma das bactérias gram-positivas
mais patogénicas, devido aos seus fatores de viruléncia. A toxinose alimentar, provocada por

S. aureus, € o0 resultado da ingestdo de alimentos contaminados por enterotoxinas
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estafilocdcicas (EE), sendo a terceira maior causa de enfermidade transmitida por alimento no
mundo (BALABAN; RASSOLY, 2000; BRONNER; MONTEIL; PREVOST, 2004).

O conceito de doenca transmitida por alimento (DTA) é o de uma sindrome
constituida por anorexia, nauseas, vomitos e/ou diarreia relacionados a ingestdo de alimento
ou de agua contaminada por diversos agentes etioldgicos, dentre eles as bactérias. Surto é um
episddio em que dois ou mais individuos apresentam 0s mesmos sintomas ap0s ingestdo de
alimentos de mesma origem. Entre os anos de 2000 e 2015 ocorreram 10.666 surtos de DTA
em todo o Brasil, em que 2.107.229 pessoas foram expostas e, destas, 209.240 ficaram
doentes, acarretano em 155 6bitos. Dos agentes etioldégicos encontrados nesse levantamento,
58,5% néo foram identificados, 14,4% foram identificados como Salmonella spp 7,7% como
S. aureus, 6,5% como E. coli, 3,1% como B. cereus, 2,1% como C. perfringens e 7,7% como
demais agentes etiologicos (BRASIL, 2017).

Figura 1 - Proporgdo de agentes etiologicos identificados em surtos de DTA, Brasil 2007-

2017.
q Nao identificados E. Coli (n= 525)
®70,6% Bactérias s  Salmonella (n=515)
95,9% | S. aureys (n= 407)
Bacillus cereus (n= 183)
Coliformes (n= 137)
Virus C. perfringens (n= 119)
7,7%
Rotavirus (n= 65)
Agentes quimicos/ Norovirus (n=57)
Outros 1,8% Virus da hepatite A (= 33)
Protozoarlos
N=7.170 surtos I 2%

Fonte: Brasil (2017).

Apo6s consumo de toxinas pré-formadas em alimentos contaminados, elas sdo
absorvidas pelo estdmago e causam gastrenterite tipica, enquanto as bactérias passam através
do intestino sem causar quaisquer efeitos adversos sobre o hospedeiro. As toxinas estimulam
as terminagdes nervosas do nervo vago no revestimento estomacal e estimulam o centro

medular do vomito, levando a violenta resposta emética (Figura 1) (BHUNIA, 2008).
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Figura 2 - Mecanismo patogénico da intoxicagéo por enterotoxina de S. aureus.

Alimento cozido ou
processado
contaminado com S.
aureus

Producgao de

enterotoxina - Consumo
termotolerante

Toxina estimula o
nervo vago no
estomago

Indugao de vomito
dentre 1-6h

Fonte: Bhunia (2008), adaptado.

A viruléncia de S. aureus depende de grande variedade de fatores, principalmente
proteinas extracelulares, como enzimas e exotoxinas, que contribuem para o desencadeamento
da doenca. Cepas de S. aureus podem conter diferentes genes de viruléncia que codificam
enterotoxinas estafilococicas (SEs), leucocidinas, esfoliatinas, hemolisinas, toxinas da
sindrome do choque toxico 1 e alelos do gene acessorio regulador (agr), sendo a presenca ou
a auséncia desses genes essenciais para determinar o potencial de viruléncia das cepas
(SPANU et al., 2012). Na Tabela 1 sdo apresentados os principais fatores de viruléncias e as
enzimas produzidos por S. aureus.

A resisténcia a antibioticos apresenta importante papel entre os fatores contribuintes
para a viruléncia de S. aureus. Cepas de S. aureus podem ser caracterizadas como resistentes
a uma Unica ou a varias drogas, representando a principal ameaca para a sadde publica, como

é 0 exemplo das cepas resistentes a meticilina. (MRSA) (SPANU et al., 2012).



Tabela 1 - Fatores de viruléncia e enzimas produzidas por Staphylococcus aureus.
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Fatores de viruléncia

Receptores

Adesinas

Spa (proteina A)

Bap (proteinas associadas a biofilme)
Fpb (proteinas ligadas a fibronectina)
CIfA (proteinas ligadas ao fibrinogénio)
Cna (adesina de colageno)

IsdA, IsdB, IsdC, IsdH (proteinas de superficie

ligadas pelo ferro)

Pis (proteina de parede sensivel a plasmina)
Atl (amidaseautolisina)-acao bacteriolitica
Enolase

Acido teicoico

Porcédo Fc da IgG

Fibronectina, fibrinogénio, elastina
Fibrinogénio

Colageno

Hemoglobina, transferrina, hemina

Lipideo celular denominado ganglioside GM

Lamina
Desconhecido — se liga a células epiteliais

Enterotoxinas (17)
Enterotoxina estafilococica SEA-SER
Exceto SEF

Glicoesfingolpideo

Hemolisinas Formadoras de Poros

Hemolisinas o v & Colesterol
Superantigenos
TSTT (toxina da sindrome do choque térmico) MHC classe Il

Enterotoxinas
Toxinas esfoliativas (A, B)

Toxinas ribosilacdo
Leucocidina
Exotoxina pirogénica

Proteases
Metaloproteases
Colagenase
Endopeptidase
Elastase

Outras
Nuclease
Lisozima
Fosfolipases
Coagulase

Fonte: Bhunia (2008).

Em 1960 foi descoberta uma droga do grupo das penicilinas, denominada meticilina, a

primeira penicilina semissintética disponivel em uso clinico. Porém, no inicio da década de

1970, comecaram a aparecer, com muita rapidez, cepas de S. aureus com resisténcia a

meticilina, identificadas pela sigla MRSA (S. aureus resistente a meticilina em inglés),

também resistentes aos demais betalactamicos (cefalosporinas e outros) Tem-se que
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resisténcia a meticilina é determinada por um gene cromossémico (mecA) da bactéria, o qual
codifica para modificagcBes no receptor do betalactdmico, estimulando a producdo de uma
proteina ligadora de penicilina (PPB2a) com baixa afinidade pelo antibiotico, resultando na
resisténcia (SANTOS et al., 2007).

As proteinas de superficie associadas a parede celular expressas por S. aureus
desempenham importante papel na viruléncia e na formacdo do biofilme. S. aureus forma
biofilme fortemente sobre superficies bidticas e abidticas, como o aco inoxidavel (BOARI et
al., 2009; MILLEZI, 2012). Quando presente em biofilme, fica ainda mais resistente e dificil
de ser eliminada. Na Figura 2 mostra observam-se de microscopia eletrénica de varredura
(MEV) de biofilme de S. aureus em cupons de aco inoxidavel, algumas bactérias isoladas e

colonias.

Figura 3 - Eletromicrografias de varredura do biofilme de Staphylococcus aureus formado
sobre superficie de aco inoxidavel AISI 304 (#4) a 37°C. (A, B, C, F) Bactérias
isoladas. (D, E) Bactérias agregadas.

Fonte: Vale et al. (2014).

Staphylococcus aureus € um dos agentes etioldgicos da mastite bovina. A mastite
estafilococica € bem conhecida nos rebanhos leiteiros, e as chances de contrair toxinose
alimentar sdo grandes se o leite contaminado dessas vacas com mastite for consumido ou
utilizado na fabricacdo de queijos, dente outros produtos dele derivados. Ha poucas ddvidas

em relagcdo ao fato de que diversas linhagens causadoras de mastite bovina sdo provenientes
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de humanos. Toxinose alimentar estafilocdcica é uma das mais comuns doengas veiculadas
por alimentos no mundo inteiro (JAY, 2005).

Spanu et al. (2012) realizaram um trabalho com os objetivos de realizar a
caracterizacdo dos fatores de viruléncia e estudar a variabilidade genética dos isolados de S.
aureus de queijo produzido com leite cru de ovelha. Nesse trabalho, 81% dos isolados
apresentaram o perfil de patogenicidade atribuivel a “biovar animal”, enquanto 16% podem
ser relacionados a “biovar humano”, permitindo, assim, estimar a origem mais provavel de
contaminagdo. Cem isolados de S. aureus provenientes de amostras de queijo de fabricas
artesanais foram analisados quanto a presenca de genes que codificam enterotoxinas (sea-
see), genes de proteinas semelhantes a enterotoxinas (seh, sek, sel, sem, seo, sep),
leucocidinas, exfoliacinas, hemolisinas, toxina da sindrome do choque toxico 1 (tst) e o alelo
do gene acessorio regulador (agr). Concentragcbes minimas inibitorias (MICs) de nove agentes
antimicrobianos e a presenca de genes correspondentes que codificam para resisténcia

antimicrobiana também foram investigadas.

2.2 Fisiologia bacteriana: temperatura de crescimento e estresse acido

Provavelmente, o fator ambiental que mais afeta o crescimento e a sobrevivéncia dos
micro-organismos € a temperatura (MADIGAN et al., 2016). Cada organismo tem uma
temperatura minima, maxima e 6tima na qual seu crescimento pode ocorrer, as quais sdo
conhecidas como temperaturas cardeais (Fig. 3) e sdo, na maioria das vezes, caracteristica
individual de cada micro-organismos, embora sejam influenciadas por outros fatores
ambientais, como pH, disponibilidade de nutrientes e atividade de dgua (ADAMS; MOSS,
2008).

Staphylococcus aureus € uma bactéria tipicamente mesoéfila, com temperatura 6tima
de crescimento de 37 °C e pode apresentar crescimento na faixa de temperatura que varia de 7
°C a48°C.
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Figura 3 - Efeito da temperatura na taxa de crescimento e as consequéncias moleculares para a
célula. As trés temperaturas cardeais variam nos diferentes organismos.

Reagoes enzimaticas ocorrendo
na maior velocidade poss vel

e

Reagdes enzimaticas ocorrendo
em velocidades cada vez maiores

Taxa de crescimento

Minima

Maxima

b

\ Temperatura /

Gelificagao da membrana; Desnaturagao proteica;
processos de transportes tao lentos colapso da membrana
que ndo permitem o crescimento citoplasmatica; lise t rmica

Fonte: Madigan et al. (2016).

O crescimento de S. aureus ocorre de forma otimizada em valores de pH de 6-7, com o
minimo e limites maximos de 4,0 e 9,8-10,0, respectivamente (ADAMS; MOSS, 2008).

A acidificacdo € considerada uma barreira de controle do crescimento de micro-
organismos no processamento de alimentos, visto que patdgenos de origem alimentar se
multiplicam melhor em valores de pH neutro (SMIGIC et al., 2009).

O estresse acido é um efeito combinado entre baixos pH e acidos fracos (organicos)
que, em sua forma ndo protonada, podem difundir-se para dentro da célula e dissociarem-se.
Consequentemente, o baixo pH intracelular resulta na inibicdo de varias enzimas
citoplasmaticas essenciais. Como resposta, 0s micro-organismos tém estratégias induziveis de
sobrevivéncia ao &cido que incluem um fator alternativo sigma (o), uma proteina de choque
acido e proteinas FUR, que regulam de forma coordenada grande variedade de processos,
incluindo o metabolismo do ferro (FORSYTHE, 2002).

Dubal et al. (2004) avaliaram a eficiéncia de acidos organicos sobre S. aureus, L.
monocytogenes, E. coli e S. typhimurium inoculados em carne de cabra/ovelha e analisados
apos diferentes periodos de estocagem em temperatura de refrigeracdo. A partir dos dados
obtidos, verificou-se que a utilizacdo do &cido latico a 2% e da combinacdo de 1,5% de &cido
acéetico com 1,5% de acido propidnico diminuiu as contagens de bactérias viaveis na carne em
0,52 e 1,16 log, respectivamente e também inibiu a multiplicacdo dos patdgenos durante 0s
diferentes dias de estocagem da carne. Isto resultou num aumento da durabilidade

correspondente a 5 dias, quando comparado ao das carnes ndo tratadas com acidos (controle).
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Sihto et al. (2016) constataram que o estresse osmatico e o estresse acido tém efeito no
crescimento de S. aureus, com um prolongamento da fase lag e diminuigdo das densidades
celulares maximas alcangadas no final da fase estacionaria. Além disso, o estresse osmatico
aumentou ligeiramente taxa de crescimento de S. aureus e levou a diminuigdo da expressao de
enterotoxina estafilocdcica D na fase estacionéria tardia.

Na industria de alimentos, a carga microbiana é reduzida pela aplicacdo de tratamentos
fisicos, tais como calor ou tratamentos quimicos, como o acido (BEGLEY; HILL, 2015). O
efeito desses tratamentos também pode ser diminuido por uma “prote¢do cruzada” gerada pela
exposicdo prévia de micro-organismos ao estresse subtletal ou as concentra¢des subletais de
um agente antimicrobiano (BIKELS-GOSHEN et al., 2010; CEBRIAN et al., 2009).

2.3 Resisténcia dos micro-organismos aos agentes antimicrobianos: adaptacdo e

adaptacdo cruzada

A resisténcia antimicrobiana é definida como a resisténcia de micro-organismos a um
agente antimicrobiano contra o qual eles foram originalmente sensiveis (BRIG et al., 2015). O
surgimento da resisténcia antimicrobiana é uma questdo complexa, multifatorial. A falta de
compreensdo dos potenciais perigos do uso inadequado, bem como 0 acesso generalizado a
antimicrobianos, pode ter levado ao estado atual dessa crise de resisténcia antimicrobiana. O
uso inadequado de antibioticos compreende uma série de defini¢Ges, que variam de prescrever
antibioticos desnecessariamente até a dose ou a droga incorreta. O uso ndo regulamentado de
antibioticos em areas nao médicas, como a agricultura, complica ainda mais esse problema de
resisténcia e continua a ser uma pratica controversa (HWANG; GUMS, 2016;
LAXMINARAY AN et al., 2013).

A producdo de alimentos em escala industrial proporcionou também aumento da
resisténcia dos micro-organismos, facilitando o aparecimento e a disseminacao da resisténcia
por meio do uso intensivo de agentes antimicrobianos, sanificantes e do comércio
internacional de animas e de produtos alimenticios, cuja principal rota de transmissdo entre
animais e seres humanos ocorre por meio de produtos alimentares, embora outras formas de
transmissdo, como contato direto e ambiente, também possam ocorrer (AARESTRUP;
WEGENER; COLLIGNON, 2008).

O processo natural de resisténcia antimicrobiana existe nos micro-organismos por

muitos anos (FAIR; TOR, 2014). A evidéncia sugere que 0s elementos de resisténcia
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identificados no DNA bacteriano podem ser rastreados ha milhares de anos, mesmo antes da
introducdo da penicilina (HWANG; GUMS, 2016; FAIR; TOR, 2014).

A resisténcia através da penicilinase bacteriana foi identificada, indicando que os
micro-organismos, provavelmente, tém propensdo intrinseca para a resisténcia armazenada
dentro do seu genoma (DAVIES; DAVIES, 2010). Na Tabela 2 sdo fornecidos outros
exemplos em que ocorreu emergéncia de resisténcia em dois anos ap6s a introducdo do
antibiético. Os mecanismos patoldgicos de resisténcia referem-se ao processo bacteriano
natural de desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos e inclui uma variedade de
mecanismos, incluindo transmissdo de material genético, adaptacdo microbiana e pressdo
seletiva por excesso de antibiotico (HWANG; GUMS, 2016; VENTOLA, 2015).

Tabela 2 - Cronograma de introducdo de antibioticos e resisténcia identificada.

G . ~ | Identificacdo do ano Resistencia
Antibidtico Ano de introducéo AP bacteriana
de resisténcia . -

identificada
Penicilina 1943 1940 Staphylococcus
Meticilina 1960 1962 Staphylococcus

Ceftazidime 1985 1987 Enterobacteriaceae

Levofloxacin 1996 1996 Pneumococcus
Linezolid 2000 2001 Staphylococcus
Ceftaroline 2010 2011 Staphylococcus

Fonte: Hwang e Gums (2016).

E notério que a exposicdo subletal a condicbes ambientais e/ou substancias
antimicrobianas pode resultar no desenvolvimento de um aumento da resisténcia e da
promocdo da resisténcia cruzada para compostos antimicrobianos (RUSSELL et al., 1984;
YUK; MARSHALL, 2004).

Resisténcia cruzada ocorre quando o mecanismo de resisténcia € 0 mesmo para
diversos agentes bacterianos, ou seja, diferentes agentes antimicrobianos atacam o mesmo
alvo na célula, atingindo uma via comum para a morte celular, ou compartilham uma rota
comum de acesso aos seus respectivos alvos (CHAPMAN, 2003). Deve-se mencionar que o
estresse subletal induz o desenvolvimento e o crescimento do micro-organismo condicionado
ao estresse, tornando-o fisiologicamente mais tolerante em niveis aumentados ou protecdo
cruzada a outros estressores (HWANG et al., 2014; SMIGIC et al., 2009).

A resisténcia antimicrobiana € um problema de seguranga alimentar, representando
risco direto, quando o micro-organismo patogénico resistente se encontra no alimento

ingerido ou indireto, quando a resisténcia é transmitida de uma bactéria comensal do alimento
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para outra patogénica ao homem. O monitoramento da resisténcia aos antimicrobianos e o uso
prudente de antibidticos em animais e em humanos em todos os setores sdo 0s aspectos-chave
para a prevencdo e o controle da resisténcia antimicrobiana (GUARDABASSI; KRUSE,
2008).

Novas medidas no controle de micro-organismos devem ser tomadas, no intuito de
encontrar biocidas com amplo espectro de agdo. Desde a antiguidade, as plantas e seus
extratos, tais como os Oleos essenciais, tém sido utilizados na medicina popular. Os 6leos
essenciais demonstram ser uma alternativa no controle de micro-organismos patogénicos e/ou
deteriorantes, uma vez que sua ag¢do antimicrobiana tem sido comprovada (BEHBAHANI et
al., 2018; DIAS et al., 2015; MIRANDA et al., 2016; NAZZARO et al., 2013; OLIVEIRA et
al., 2012).

2.4 Oleos essenciais e seus componentes

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

Uma discussdo de longa data em fisiologia vegetal é se os chamados metabdlitos
secundarios sdo apenas perdas, ou se tém papel no incremento da adaptacdo das plantas. A
hipdtese coevolucionaria, como apresentado por Fraenkel, Erlich e outros desde a década de
1960 (EHRLICH; RAVEN, 1964; FRAENKEL, 1959), propde que a relacdo planta-animal é
um fator fundamental para o aumento da biodiversidade, tanto de insetos quanto de plantas
(FURSTENBERG-HAGG; ZAGROBELNY, 2013) e que os metabolitos secundarios sdo
parte de um sistema quimico de defesa que permite que as plantas se defendam contra
predadores, forcando-os a se adaptarem a esses quimicos e se tornarem especialistas, em um
cabo de guerra quimico-evolucionario. Esta hipOtese ndo se sustenta nessa primeira
formulacdo porque é inconsistente com o fato de que, dentre os metabdlitos secundérios,
existe grande e inesperado nimero de moléculas intimamente relacionadas ou analogas com
muito pouca atividade biomolecular (GUILLET; DURST, 2004; HARBORNE; WILLIAMS,
2001).
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Novas hipdteses, como as de “blindagem” e a de “metabolismo silencioso”,
propuseram que a vantagem adaptativa para plantas reside ndo em possuir uma molécula
especifica, mas na disponibilidade de muitos compostos que podem ser desafiados pela
evolucdo (FIRN; JONES, 2003, 2000; LEWINSOHN; GIJZEN, 2009). De fato, parece que as
plantas com maior diversidade quimica apresentam melhores defesas que aquelas com
diversidade mais limitada (WAR et al., 2012). Um grupo particular de metabdlitos
secundarios sdo os volateis, compreendidos, principalmente, por terpenoides, mas também por
fenilpropanoides e nitrogénio, e compostos contendo enxofre. Apesar de descrito como um
grupo heterogéneo de compostos, o termo “6leos essenciais” tem sido utilizado atualmente
para definir as moléculas extraidas de plantas. Para definir os metabolitos secundarios volateis
quando estes estdo no organismo vivo, o termo volateis das plantas e preferido (SHARIFI-
RAD et al., 2017).

As plantas apresentam diversas vias metabolicas secundarias que levam a formacdo de
compostos cuja distribuicdo é restrita a algumas familias, géneros ou, mesmo, espécies. O
conjunto de compostos secundarios nas plantas é resultado do balanco entre a formacéo e a
eliminacdo desses compostos durante o seu crescimento, sendo esse equilibrio influenciado
por fatores genéticos e ambientais, como luz, temperatura, tipo de solo e agua, 0s quais séo
variaveis. Eles sdo comumente concentrados em uma regido em particular da planta e, quando
ocorrem em varias partes dela, apresentam diferentes perfis de composi¢cdo (CALO et al.,
2015; OUSSALAH et al., 2007).

Os metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas podem ser divididos em trés
grupos, terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados. Porém, todos eles originam-
se do metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais, o acido chiquimico e o
acetato, conforme demonstrado na Figura 4.

Quando em mistura, 0s compostos apresentam-se em diferentes concentragdes, porém,
geralmente, um, dois ou trés deles sdo encontrados em propor¢des maiores, sendo
denominados de compostos majoritarios. Apesar da complexidade da composicdo, 0S
constituintes dos Oleos volateis pertencem de forma quase exclusiva a duas seéries,
caracterizadas por suas origens biossintéticas distintas, que sdo a série terpénica e a série,
muito menos frequente, dos fenilpropanoides (BANDONI; CZEPAK, 2008; CARDOSO et
al., 2001).
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Figura 4 - Principais rotas de biossintese de metabolitos secundérios.
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Fonte: Simdes et al. (2007).
2.4.1 Cinamaldeido

Cinamaldeido (3-fenil-2-propenal) é um dos compostos mais abundantes existentes no
Oleo essencial de canela (SHAH; DAVIDSON; ZHONG, 2012). Como se observa na Figura
5, ele apresenta grande atividade antimicrobiana contra bacterias, leveduras e fungos
filamentosos (OTONI et al.,, 2014; SHEN et al., 2015). Este ¢ um aldeido aromatico
hidrofobico que foi aprovado pelo Comité de Peritos FAO/OMS em aditivos alimentares
(JECFA) para uso como agente aromatizante. Ele pode ser aplicado amplamente em material
de preservacao de alimentos como um ingrediente antimicrobiano seguro (BALAGUER et al.,
2013).

Figura 5 - Estrutura molecular de cinamaldeido.

@
\ H

Fonte: Burt (2004).

Singh et al. (2007) determinaram que o 0Oleo essencial de Cinnamomum zeylanicum
apresenta 13 componentes, sendo (E)-cinamaldeido (97,7%) o majoritario, seguido de j-
cadineno (0,9%), I-copaeno e (0,8%) e I-amorfeno (0,5%).
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Visvalingam, Palaniappan e Holley (2017) avaliaram a capacidade do cinamaldeido de
aumentar a susceptibilidade de E. coli a diferentes antibioticos e chegaram & concluséo de que
0 cinamaldeido pode ser utilizado em combinagdo (de forma sinérgica) com varios
antibidticos para aumentar a suscetibilidade de cepas de E. coli resistente a medicamentos.

No trabalho de Andrade et al. (2012), o 6leo essencial de canela foi o mais efetivo na
inibicdo do crescimento bacteriano. Esse resultado pode estar relacionado com a presenca do
componente majoritério aldeido cindmico em elevada concentragdo (77,72%).

Em estudo realizado por Amalaradjou e Venkitanarayanan (2011), constatou-se que 0
biofilme de Cronobacter sakazakii, formado sobre superficies abioticas, foi inibido e
inativado pelo trans-cinamaldeido.

Oliveira et al. (2012) verificaram que o 0leo essencial de C. cassia, bem como seu
constituinte majoritario cinamaldeido, apresentou efeito antibacteriano contra os biofilmes
monoespécie e multiespécie de L. monocytogenes e EPEC na presenca de alto contetdo de
matéria organica representada por leite integral reconstituido. O efeito das solugdes de 6leo
essencial e de cinamaldeido ndo diferiu do apresentado pelos sanitizantes quimicos peroxido
de hidrogénio e quaternario de amdnio, e se mostrou superior ao do hipoclorito de sédio.

No trabalho de Budri (2014), o 6leo essencial de canela e seu composto majoritario
cinamaldeido apresentaram concentracdo inibitoria minima de, respectivamente, 0,243
mg.mL™? e 0,1987 mg.mL™, contra Staphylococcus aureus. Além disso, o cinamaldeido
reduziu significativamente a capacidade de producdo de biofilme do S. aureus, tanto em
superficies de poliestireno (69,6%) quanto em superficie de aco inox (44,9%). Pela
significante reducdo da producdo de biofilme, em baixa concentracdo, esta substancia pode

ser considerada como principio ativo na producéo de sanitizantes.

2.4.2 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais depende da sua composicao quimica e
da quantidade dos seus componentes individuais. Muitos dos compostos antimicrobianos sao
expressos constitutivamente pelas plantas e outros podem ser sintetizados como mecanismos
de autodefesa em resposta a patdgenos (NAZARRO et al., 2013).

Em virtude da grande variedade de moléculas presentes, a atividade antimicrobiana
dos Gleos essenciais ndo pode ser atribuida a um Gnico mecanismo. Em vez disso, diferentes
mecanismos bioquimicos e estruturais estdo envolvidos em locais maltiplos no interior e na

superficie da célula (BURT, 2004). Estes mecanismos incluem modificacBes quimicas na
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membrana celular, citoplasma, enzimas e proteinas, e podem alterar completamente a
conformacéo da célula microbiana (CARSON; MEE; RILEY, 2002; NAZZARO et al., 2013).

Como sdo tipicamente lipofilicos, os Oleos essenciais se acumulam na bicamada
lipidica da membrana citoplasmatica, conferindo caracteristica de permeabilidade (BAKKALI
et al., 2008; SIKKEMA; DE BONT; POOLMAN, 1994). A permeabilidade das membranas
celulares é dependente da sua composicao e da hidrofobicidade dos solutos que a atravessam
(SIKKEMA; DE BONT; POOLMAN, 1994). O caréater hidrofébico dos 0leos essenciais
provoca alteracdo na estrutura do envelope celular, e os compostos fendélicos, como timol,
carvacrol e eugenol, diminuem a fluidez e alteram o perfil lipidico da membrana celular
bacteriana (PASQUA et al., 2007).

Na Figura 5 sdo descritos alguns potenciais mecanismos de acdo dos 0leos essenciais
e/ou seus componentes, com 0s potenciais alvos celulares da sua atividade antimicrobiana. No
entanto, cada uma dessas agdes ndo pode ser considerada evento separado, mas, em vez disso,

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

Figura 6 - Mecanismo de acéo dos 0leos essenciais (OEs) na célula microbiana.
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Fonte: Nazzaro et al. (2013).

2.5 Protedmica microbiana

O termo proteoma se origina das palavras proteinas e genoma. O proteoma representa
todas as proteinas codificadas pelo genoma de um organismo. Protedmica € definida como o
teor de proteina total de uma célula ou de um organismo e seu estudo leva ao entendimento da

estrutura, da funcédo e das interagdes das proteinas do organismo (MISHRA; BLOBEL, 2010).
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O proteoma de um organismo reflete o conjunto de proteinas expressas por esse
organismo em determinada situacdo, nao é estatico e pode modificar-se, dependendo das
condi¢des e dos estimulos a que esse organismo estd exposto. O proteoma reflete a expresséo
das proteinas que influenciam mais diretamente a bioquimica e o funcionamento celular
(LEHNINGER et al., 2007; MISHRA; BLOBEL, 2010). Quando as células sdo expostas a
condicOes de estresse, elas podem mudar seu perfil proteico, e isso pode contribuir para a
maior sobrevivéncia e resisténcia das células.

A andlise protedbmica de S. aureus auxilia na identificagdo de seus mecanismos de
adaptacdo quando exposto a algum tipo de estresse, podendo-se assim, relacionar proteinas
expressas em resposta a um mecanismo de sobrevivéncia da célula a acdo de um determinado
fator de estresse. Di Pasqua et al. (2010), em seu trabalho com Samonella sp., observaram que
a expressdo das proteinas da bactéria foi significativamente alterada quando elas foram
submetidas a concentragdo subletal de timol. Muitas das proteinas que tiveram seu perfil
modificado eram de reparacédo celular, denominadas chaperonas.

A analise do proteoma de S. aureus exposto a concentracdes subletais de vancomicina
mostrou que a bactéria foi capaz de se adaptar ao antimicrobiano, levando a mudanga na
expressdo de proteinas, como o aumento especifico de proteinas da sintese de aminoacidos
essenciais para a sintese dos peptidoglicanos e o decréscimo da maior parte das proteinas com
funcdo relacionada com a viruléncia (HESSLING et al., 2013). No mesmo trabalho foi
observada influéncia sobre as metas de regulacdo do sistema de dois componentes VraSR
como o principal sistema de regulacdo conhecido para o estresse da parede celular, bem como
para reguladores globais como SigB e SaeR.

Por meio da analise protedmica, é possivel identificar o perfil de proteinas que sdo
produzidas pelo micro-organismo estudado. Dessa maneira, as analises protedmicas sdo uma
importante chave no entendimento dos mecanismos de adaptacdo aos antimicrobianos e

agentes estressantes dos micro-organismos em ambito molecular.
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CAPITULO 2

Adaptacdo homdloga e heterdloga e inativacédo termoquimica de Staphylococcus aureus
ao cinamaldeido

1 INTRODUCAO

Sthapylococcus aureus é uma bactéria gram-positiva, mesofila, patogénica, capaz de
causar toxinose alimentar. E largamente distribuida na natureza, sendo habitante natural de
humanos e animais.

Diversas espécies de Staphylococcus, incluindo S. aureus, destacam-se pela
capacidade de se tornarem resistentes a grande numero de drogas antibacterianas, devido,
principalmente, ao uso frequente e indiscriminado dessas drogas e, também, aos mecanismos
de transferéncia de resisténcia entre micro-organismos.

Com isso, crescente interesse pela compreensdo dos mecanismos envolvidos na
adaptacdo de celulas microbianas a condigdes ambientais tém sido constatado, visto que a
resisténcia antimicrobiana ¢ também problema de seguranca alimentar, representando um
risco direto quando o micro-organismo patogénico resistente se encontra no alimento ingerido
ou indireto, quando a resisténcia € transmitida de uma bactéria comensal do alimento para
uma bactéria patogénica ao homem (DOULGERAKI et al., 2017).

Na industria de alimentos, a contaminacdo microbiana é reduzida pela aplicacdo de
tratamentos fisicos, tais como calor ou tratamentos quimicos, como utilizacdo de acidos
organicos (BEGLEY; HILL, 2015). O efeito desses tratamentos também pode ser diminuido
por uma “protegdo cruzada” gerada pela exposicdo prévia de micro-organismos ao estresse
subtletal ou as concentracdes subletais de um agente antimicrobiano (BIKELS-GOSHEN et
al., 2010; CEBRIAN et al., 2009). A exposicdo de bactérias a concentracdes subletais de
agente antimicrobianos tem levado a uma certa adaptacdo. A adaptacdo e a adaptacdo cruzada
de bactérias tém sido muito estudadas por conferirem aos micro-organismos resisténcia a um
fator de estresse diferente daquele submetido anteriormente, tornando-se outro fator
preocupante, no que diz respeito ao combate desses micro-organismos. De acordo com
Alvarez-Ordéfiez et al. (2008), a exposicio a condicbes subletais de substancias
antimicrobianas pode resultar no desenvolvimento de aumento da tolerdncia aos mesmos

fatores (homologos) ou a agente de estresse de tolerancia cruzada (heterélogos).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0923250816300833#!

34

Novas medidas no controle de micro-organismos devem ser tomadas, no intuito de
encontrar biocidas com amplo espectro de acdo. Os dleos essenciais e seus componentes
demonstraram serem alternativas no controle de micro-organismos patogénicos e/ou
deteriorantes, uma vez que sua acdo antimicrobiana é comprovada (BEHBAHANI et al.,
2018; DIAS et al., 2015; MIRANDA et al., 2016; NAZZARO et al., 2013). Contudo, pouco
se sabe sobre a adaptacdo a concentracBes subletais de Oleos essenciais ou de seus
constituintes.

A capacidade para crescer na presenca de substancias téxicas poderia exigir
modificacOes na expressao do gene. Quando as células sdo expostas a condicdes de estresse,
elas podem mudar seu perfil proteico e isso contribui para sua maior tolerancia e
sobrevivéncia. Isso pode aumentar a capacidade de Staphylococcus aureus sobreviver a
processamentos de alimentos. Neste contexto, 0s objetivos, neste trabalho, foram avaliar a
atividade antimicrobiana, a adaptacdo e a curva de morte termoquimica de Staphylococcus
aureus GL 5674 e Staphylococcus aureus GL 8702, quando submetidos a uma concentracao
subletal de cinamaldeido e avaliar a capacidade destas bactérias de desenvolver adaptacao ao

estresse acido e adaptacao cruzada entre estresse acido e cinamaldeido.
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2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos,
localizado no Departamento de Ciéncia dos Alimentos e no Laboratério de Biotecnologia
Florestal, no Departamento de Ciéncias Florestais, ambos da Universidade Federal de Lavras.

2.1 Componentes majoritarios

O componente majoritario cinamaldeido (93% de pureza) foi adquirido da empresa
Sigma-Aldrich.

2.2 Micro-organismos, padronizacgao e preparo dos indculos

Foram utilizadas as cepas Staphylococcus aureus GL 5674 e Staphylococcus aureus
GL 8702,m adquiridas da colecdo de cultura da Embrapa Gado de Leite. em Juiz de Fora,
MG.

As culturas estoque foram mantidas congeladas em meio de congelamento (glicerol,
15 mL; peptona bacteriologica, 0,5 g; extrato de levedura, 0,3 g; NaCl, 0,5 g e 4gua destilada,
100 mL), durante o desenvolvimento do trabalho.

As cepas foram reativadas transferindo-se aliquotas de 10 uL das culturas estoque para
tubos contendo 10 mL de caldo triptona de soja (TSB) e incubacédo, a 37 °C/24h. Os indculos
foram padronizados em cerca de 10° UFC/mL, por meio da elaboragdo de curva de
crescimento; o desenvolvimento dos micro-organismos foi acompanhado pela leitura da
absorbéancia (D.O. 600 nm) e contagem de células viaveis por plagueamento em agar triptona
de soja (TSA). As placas foram incubadas a 37 °C/24h.

2.3 Determinacéo da concentracdo minima bactericida (CMB) de cinamaldeido

A concentragdo minima bactericida do componente majoritario foi determinada
empregando-se a técnica de microdiluicdo em caldo, em placas de microdiluicdo de 96
cavidades de poliestireno, de acordo com Oliveira et al. (2010). Foram utilizadas as
concentragdes de cinamaldeido de 0,015; 0,03; 0,06; 0,12; 0,25; 0,50; 1,00 e 2,00% (v/v). As

solucBes foram elaboradas em TSB acrescido de 0,5% de Tween 80 (TW). Apoés a adicdo de
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200 pL de solucdo nas cavidades, aliquotas de 10 plL das culturas padronizadas foram
inoculadas.

Foram realizadas trés repeticdes em triplicata, com dois controles para 0 composto
testado, sendo o controle negativo, contendo TSB+TW e diferentes concentragdes do
composto e o controle positivo, contendo TSB+TW e indculo. As placas foram vedadas e
incubadas, a 37 °C/ 24h. Apds incubagdo, 10 pL das culturas de cada cavidade foram
plagueados em TSA, empregando-se a técnica de migrogota e incubados, a 37 °C/ 24h. A
menor concentracdo de cinamaldeido que promoveu a auséncia de crescimento em placa foi
denominada de CMB.

2.4 Determinacgdo do pH minimo de crescimento e minimo inibitorio de Staphylococcus

aureus

A influéncia do pH no crescimento de S. aureus foi avaliada em microplacas de
poliestireno de 96 cavidades. Em cada cavidade foram dispensados 150 uL de caldo TSB,
com pH previamente ajustado com &cido latico (98%) e inoculados 10 pL das culturas
padronizadas. Foram avaliados os pH de 6,0; 5,0; 4,5; 4,0; 3,5; 3,0; 2,5 e 2,0. As microplacas
foram incubadas a 37 °C/24h, com posterior plagueamento em TSA, empregando-se a técnica
de microgota. O pH minimo inibitorio foi definido, por meio de avaliacdo visual, como o
menor valor capaz de inibir, completamente, o crescimento bacteriano € 0 pH minimo de

crescimento, aquele imediatamente acima ao pH minimo inibitorio.

2.5 Adaptacdo de Staphylococcus aureus ao cinamaldeido e ao pH &cido

2.5.1 Adaptacdo de Staphylococcus aureus ao cinamaldeido

As células de S. aureus foram expostas a concentracdes subletais de cinamaldeido. As
doses subletais foram determinadas com base nas CMB equivalentes a CMB/8 e CMB/16. Em
tubos tipo Falcon contendo 40 mL de TSB+TW foi adicionado o indculo na concentracdo de
10® UFC mL™. Os tubos foram incubados a 37 °C/6h. Apds a incubacdo foi adicionado o
cinamaldeido em concentragdo subletal. Os tubos foram novamente incubados, a 37 °C/ 12h
e, apos esse periodo, as culturas foram centrifugadas a 5.000 xg/5 min e as células adaptadas,

lavadas trés vezes com solugdo salina, ressuspendidas em TSB e padronizadas em torno de
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10® UFC mL™, de acordo com a escala Mc Farland, para posterior utilizagdo. Foi realizado

também o plagueamento em meio TSA para confirmar a concentracao.

2.5.2 Adaptacdo de Staphylococcus aureus ao pH acido

As células de S. aureus foram expostas ao pH minimo de crescimento de cada
bactéria. Em tubos tipo Falcon contendo 18 mL de TSB com pH minimo de crescimento de
cada cultura, ajustado com &cido latico, foram inoculados 2 mL de inéculo padronizado e
incubados, a 37 °C/6h. Apds esse periodo, as culturas foram centrifugadas (5.000 g/5min) e as
células adaptadas, lavadas trés vezes com solucdo salina, ressuspendidas em TSB e
padronizadas em torno de 108 UFC mL™, de acordo com a escala Mc Farland, para posterior
utilizacdo. Foi realizado também o plagueamento em meio TSA para confirmar a

concentragéo.

2.6 Avaliacdo da adaptacdo de Staphylococcus aureus ao cinamaldeido e resposta a

tolerancia acida

2.6.1 Cinamaldeido

As células expostas as concentracdes subletais de cinamaldeido foram inoculadas em
meio contendo diferentes concentragfes do mesmo composto (CMB/2; CMB; 1,2CMB;
1,4CMB; 1,6CMB; 1,8CMB e 2CMB) ao qual a cultura foi previamente exposta. O ensaio foi
realizado em microplacas como descrito no item 2.3. Ap6s incubacdo a 37 °C/24h, aliquotas
de 10 puL foram retiradas das cavidades e plaqueadas em TSA e incubadas a 37 °C/24h. As
células de S. aureus foram classificadas como capazes de se adaptarem quando cresceram em
placas ap6s cultivo em presenca do componente em concentragfes iguais ou maiores que a

CMB. Células de S. aureus nao adaptadas foram utilizadas como controle.

2.6.2 Resposta de tolerancia acida

As células adaptadas ao pH minimo de crescimento foram ressuspendidas em TSB e
as suspensdes padronizadas em 10° UFC mL™. Aliquotas de 10 pL das suspensdes foram
dispensadas nos pocos das microplacas contendo TSB com diferentes pH, ajustados com
acido latico (98%). Avaliaram-se os pH de 6,0; 5,0; 4,5; 4,0; 3,5; 3,0; 2,5 e 2,0. As placas
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foram incubadas a 37 °C/ 24h. Apo0s incubacdo, foi realizado o plagueamento em TSA,
empregando-se a técnica de microgota, seguindo-se incubacgdo, a 37 °C/24h. Considerou-se a
capacidade das células de S. aureus desenvolver tolerncia acida quando houve crescimento
em pH inferior ao pH minimo de crescimento. Células ndo adaptadas foram utilizadas como

controle.

2.7 Adaptacéao cruzada

2.7.1 Avaliacao da adaptacéo cruzada entre o cinamaldeido e estresse &cido

Ap0s serem expostas a concentracao subletal (1/16) de cinamaldeido, aliquotas de 10
ML das culturas padronizadas foram inoculadas nos pocos das microplacas contendo 150 pL
de TSB com pH previamente ajustado para 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 e 6, com &cido
latico (98%) e incubadas, a 37 °C/24h. Apds esse periodo, realizou-se o plagueamento em
TSA. Considerou-se a capacidade de S. aureus desenvolver adaptacdo cruzada pelo

crescimento em placa ap0s exposicdo ao pH abaixo do minimo de crescimento.

2.7.2 Avaliacdo da adaptacéo heterologa entre estresse acido e cinamaldeido

Apos serem expostas ao pH acido, aliquotas de 10 pL das culturas de S. aureus
padronizadas foram inoculadas nos micropocos contendo 150 pL de TSB+TW e de
cinamaldeido, nas concentracGes de CMB/2, CMB, 1,2CMB, 1,4CMB, 1,6CMB, 1,8CMB e
2CMB (v/v) e incubadas a 37 °C/24h. O crescimento da cultura foi avaliado pelo
plaqueamento em TSA e incubacdo a 37 °C/ 24h. Considerou-se a capacidade de S. aureus
desenvolver adaptacdo cruzada quando as células se multiplicaram em presenca de

cinamamldeido em concentracgdo igual ou superior a CMB.

2.8 Curva de morte termoquimica

2.8.1 Células de Staphylococcus aureus ndo adaptadas

A influéncia de cinamaldeido e da temperatura sobre o tempo de inativacdo de S.

aureus GL 5674 foi avaliada empregando-se o teste de diluicio (ANDRADE; MACEDO,

1996). Foram preparadas solugdes contendo cinamaldeido, valores selecionados com base na
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CMB, em TSB+TW. Aliquotas de | mL da cultura padronizada foram transferidas para tubos
contendo 9 mL das diferentes solugdes. Apds 5, 10, 20, 30 e 35 minutos de exposi¢do a 7 °C e
37 °C, a viabilidade das celulas foi avaliada por plagueamento de 10 pL das solu¢bes em TSA
e incubagdo a 37 °C/24h. Um controle contendo os micro-organismos em TSB+TW foi

realizado.

2.8.2 Células de Staphylococcus aureus GL 5674 adaptadas

As células de S. aureus GL 5674 adaptadas a concentracdo subletal de cianmaldeido
de CMB/16 foram utilizadas. As células adaptadas e padronizadas foram inoculadas em
solugdes de cinamaldeido nas concentragGes equivalentes a CMB e incubadas a 37 °C.
Aliquotas de 10 pL de cada solucdo foram transferidas para placas contendo TSA, apés 5, 10,
20 e 35 minutos de incubacdo. As placas foram incubadas a 37 °C/24h. Um controle contendo

as celulas adaptadas do micro-organismo em TSB+TW foi realizado.

2.9 Protebmica de Staphylococcus aureus submetido a concentracdo subletal de

cinamaldeido

2.9.1 Extracdo das proteinas

Staphylococcus aureus GL 5674 foi cultivado em 40 mL de TSB acrescido de 0,5% de
Tween 80 (v/v) em tubos tipo falcon contendo concentracdo subletal de cinamaldeido
CMB/16. Apos o cultivo, os tubos foram centrifugados, a 5000 rpm, por 10 minutos, para
posterior extracdo de proteinas. A extracdo das proteinas foi feita com a utilizacdo do kit GE
Healthcare ilustra triplePrep, seguindo as orientacdes do fabricante. Foi realizado um controle

contendo somente o0 micro-organismo em meio TSB acrescido de 0,5% de Tween 80 (V/v).
2.9.2 Quantificacdo de proteinas
Para a quantificacdo de proteina total foram retiradas aliquotas dos extratos de cada

tratamento e a determinacdo foi realizada pelo método descrito por Bradford (1976),

utilizando-se albumina bovina (BSA) como padréo.
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2.9.3 Focalizacao isoelétrica

As proteinas foram separadas por focalizagdo isoelétrica (IEF), usando gel em fita com
13 cm de comprimento, com pH imobilizado entre 4 e 7 (ImmobilineDrystrips —
AmershamBiosciences). As fitas para IEF foram reidratadas no suporte de reidratagéo
individual em canaletas (ReswellingTray —AmershamBioscience), por 15 horas, a temperatura
ambiente, em tamp&o de reidratacdo composto por tiureia/ureia, contendo ureia 7M, Tiureia
2M, 1% (v/v) de IPG Buffer (AmershamBioscience), 2,2% (v/v) de reagente destreak, 2%
CHAPS (p/v), DDT (2,8 mg/ml) e tragos de azul de bromofenol. O volume final de 250 pL de
tampdo contendo 200 pg de proteina foi aplicado nas canaletas e, apds o periodo de
reidratacdo, as fitas foram levadas ao focalizador isoelétrico EttanIPGphor3 (GE Healthcare),
posicionadas nas canaletas e imersas em Oleo mineral para eletroforese
(AmershamBioscience).

A |EF foi realizada em quatro fases: a 500V por 1 hora, 1.000 V por 1 hora, 8.000 V
por 2 horas e 30 minutos e 8.000 V por 30 minutos. Ao final, as fitas foram armazenadas em
tubos, a -80 °C, até o inicio da eletroforese na segunda dimensdo. Imediatamente antes da
eletroforese na segunda dimensao, as fitas foram equilibradas em uma solucdo contendo ureia
6M, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (p/v), Trizma base 75 mM, pH 8,8, acrescido, no primeiro
passo, DTT 65 mM, por 15 minutos, o segundo passo, por 10 minutos e, finalmente, com

iodoacetamida 0,2 M (sem DTT), por 15 minutos, sob movimentos oscilatorios constantes.

2.9.4 Segunda dimensao

As fitas de gel equilibradas foram colocadas no topo de um gel de poliacrilamida
vertical de 12% (v/v) de solucdo acrilamida/BisAcrilamida, 0,3M de Trizma-base pH 8,8,
0,08% (v/v) de persulfato de amdnio e 0,04% (v/v) TEMED. As tiras de gel foram seladas
com agarose de baixo ponto de fusdo 0,5% (p/v) contendo 0,1% (p/v) de SDS, Trizma base 25
mM, glicina 192 mM e tragos de azul de bromofenol. Os géis permaneceram em repouso por
5 minutos para a solidificacdo da agarose, seguido da adicdo do tampdo de corrida. A
eletroforese foi realizada, a 20 °C, em tampé&o contendo 0,1% (p/v) de SDS, glicina 192 mM e
Trizma-base 25 mM, por 15 minutos, inicialmente a 200 mA e 80 V e, posteriormente, por
4,0 horas a 200 mA e 200V, numa cuba SE600, de acordo com as instru¢des do fabricante.

Para cada condigdo foram corridos trés geis contendo proteinas de extragGes independentes.
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2.9.5 Deteccao das proteinas em gel

2.9.5.1 Coloragéo dos géis

Os géis foram, inicialmente, colocados, por 30 minutos, em solucdo de fixacdo
contendo 7% (v/v) de &cido acético, 40% (v/v) de metanol. Em seguida, os géis foram
transferidos para a solucdo de coloracéo contendo quatro partes da solucdo com 0,1% (p/v) de
Commassie Brilliant Blue G-250, 1,6% (v/v) acido fosférico e 12% (p/v) de sulfato de
amonio e 20 % (v/v) de metanol. Os géis foram mantidos na solucdo de coloracdo por cinco
dias. Ao fim desse periodo, os géis foram neutralizados, por 3 minutos, em solucdo de
descoloracdo contendo 1,2% (p/v) de Tris-Base, pH 6,5 aferido com acido ortofosférico.
Posteriormente, foram lavados em solugdo contendo 40% (v/v) de metanol, por 1 minuto e
armazenados em solucéo contendo 20% (p/v) de sulfato de amdnio.

Um fluxograma da metodologia utilizada neste trabalho pode ser visto a seguir.
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Fluxograma referente & metodologia utilizada neste trabalho.
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Fonte: Da autora (2018).

2.10 Delineamento experimental estatistico

Foi realizada uma analise estatistica da curva de morte termoquimica de S. aureus GL
5674 a 37 °C e a 7 °C. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC) com trés repeticdes, em esquema fatorial. As andlises estatisticas foram realizadas

empregando-se o software Sisvar versao 4.6.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Concentracdo minima bactericida e adaptacdo de S. aureus GL 5674 e S. aureus GL
8702 ao cinamaldeido

As CMB de cinamaldeido para S. aureus GL 5674 e S. aureus 8702 foram,
respectivamente, de 0,25% e 0,5%.

As cepas de S. aureus GL 5674 e GL 8702 foram previamente cultivadas em presenca
de cinamaldeido nas concentragdes de 0,03125% e 0,0625%, respectivamente,
correspondentes a 1/8 das CMB determinadas para cada cepa. Elas também foram submetidas
ao estresse subletal causado por seu cultivo em presenca de 1/16 da CMB de cinamaldeido
(0,015625% para GL 5674 e 0,03125% para GL 8702). Tanto S. aureus GL5674 quanto S.
aureus GL 8702 foram capazes de desenvolver adaptacdo homdloga ao cinamaldeido, sendo
capazes de crescer nas CMB determinadas anteriormente. Entretanto, nenhuma das cepas
cresceu em concentracGes maiores que a CMB (1,2 CMB, 1,4 CMB, 1,6 CMB, 1,8 CMB e 2
CMB). Essa adaptacao ocorreu de forma semelhante para ambas as concentracdes subletais
utilizadas (1/8 e 1/16 CMB) para as duas cepas A adaptacdo de ambas as cepas de S. aureus
ao cinamaldeido sugere aumento de tolerancia destas bactérias ao cinamaldeido, quando este
ndo é utilizado na concentracao correta.

A adaptacdo de S. aureus pode ter ocorrido por diversos fatores. Um deles seria o
mecanismo das diversas modificagdes que 0s compostos podem causar no metabolismo
celular e sintese de proteinas associadas ao estresse, como ocorreu com Salmonella
Thompson, apos seu cultivo em concentracdo subletal de timol. Salmonella Thompson, ap6s
ser tratada com concentracdo subletal de timol, apresentou grande variacdo na expressao de
proteinas, alterando também diferentes vias do metabolismo celular. Muitas proteinas foram
superproduzidas, outras tiveram sua producdo reduzida drasticamente com mudancas
significativas das suas classes funcionais. Diferentes proteinas chaperonas foram
superproduzidas, bem como aquelas associadas ao mecanismo de protecdo ao estresse térmico
(DI PASQUA et al., 2010).

Ultee et al. (2000), estudando o cultivo de Bacillus cereus em presenca de
concentragdes subletais de carvacrol, constatataram que o carvacrol promoveu a diminui¢do
da fluidez da membrana citoplasmética devido a alteracdes na constitui¢do dos &cidos graxos.
Além disso, observou-se que 0 composto, embora tenha alterado a composicdo da membrana,

nao foi metabolizado.
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Ao contrério do que ocorreu neste trabalho, Luz et al. (2013), avaliando a tolerancia de
S. aureus frente ao 6leo essencial de orégano e seu composto majoritario carvacrol,
verificaram que esta bactéria ndo foi capaz de se adaptar a concentracdes subletais desses
antimicrobianos.

As condigdes que os micro-organismos enfrentam durante o processamento de
alimentos podem conduzir para o desenvolvimento de respostas adaptativas fisiologicamente,
e o desenvolvimento de tolerancia apds a exposicao a fatores de estresse que sdo capazes de
causar lesdo subletal para as células microbianas (LUZ et al., 2012). Pode-se dizer que a
exposicao subletal a determinadas condigdes ambientais e substancias antimicrobianas pode
resultar no aumento da tolerancia aos mesmos agentes de estresse ou tolerancia cruzada a
agentes de estresse distintos (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2008).

A toleréncia pode ser adquirida por meio de mutagdo genética ou ser conferida por
condigdes ambientais (BRAUNER et al., 2016; MCDERMOTT, 1958). Por exemplo,
condicdes de estresse durante o crescimento demonstraram aumentar a tolerancia a varias
classes de antibidticos. Esta tolerancia foi explorada por Lederberg e Zinder (1948), para
isolar mutantes auxotroficos, pois apenas 0s auxotréficos que ndo estdo em fase de
crescimento sdo capazes de sobreviver quando uma populacdo bacteriana mutagenizada é
exposta a penicilina na auséncia de um aminoécido. Um estado ndo crescente que leva a
tolerancia também pode ser induzido pelo proprio antibidtico. Essa tolerancia induzida por
exposicdo subsequente a drogas protege as bactérias da atividade letal do antibidtico
(BRAUNER et al., 2016).

3.2 Determinacdo do pH minimo de crescimento e minimo inibitério de Staphylococcus

aureus e resposta a tolerancia acida

O pH minimo de crescimento e o minimo inibitorio para S. aureus GL 5674 e S.
aureus GL 8702 foram de 4 e 3,5, para ambas as cepas, respectivamente. Quando células de S.
aureus foram submetidas ao estresse acido, observou-se a capacidade das cepas de
desenvolver tolerancia acida, tendo o pH minimo inibitorio para a cepa GL 5674 passado para
2,5 e para 3,0, para a cepa GL 8702.

As células de S. aureus sdo inativadas rapidamente em pH 2, contudo, desenvolvem
resisténcia, se adaptadas, primeiro, por meio de uma via mediada por sigB (CHAMPOMIER-
VERGES et al., 2001). Isso leva a inducdo de sodA. Um mutante sodA demonstra aumento da

sensibilidade ao &cido, sugerindo que o estresse acido, por sua vez, leva ao estresse oxidativo
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(CLEMENTS; FOSTER, 1999). lIsso é significativo quando se consideram 0s papéis
combinados de baixo pH e estresse oxidativo. Segundo Chan e Foster (1998), S. aureus
adquire resisténcia &cida quando pré-incubado ao pH subletal de 4, antes de sua exposi¢do ao
pH 2, sendo essa resposta adaptativa mediada via fator sigma B. Em 10 isolados mutantes de
S. aureus, seis foram mais sensiveis ao pH 2, comparados a cepa selvagem, sendo que dois
deles tinham mutacBes em genes que codificam homologos de hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferase e sintase de heme A, respectivamente, o que pareceu resultar em
diminuicdo da viabilidade, independentemente do estresse. Os outros mutantes ndo tinham
sodA, que foi discutido acima; RpoE, que parece desempenhar papel regulador na fase
estaciondria; uma proteina de fungdo desconhecida e UmuC. UmuC desempenha papel na
resposta SOS em B. subtilis, isto é, a resposta induzida em resposta a dano ao DNA,
novamente demonstrando a importancia do sistemas de reparo de DNA na resposta ao baixo
pH (COTTER; HILL, 2003; WATSON; ANTONIO; FOSTER, 1998).

Em geral, para crescimento e sobrevivéncia, as bactérias requerem valores de pH que
estdo entre 4 e 8 (WHEELER; HURDMAN; PITT, 1991). No entanto, 0s micro-organismos
podem sobreviver em condicdes de baixo pH e, embora o crescimento seja inibido, as células
ainda podem estar metabolicamente ativas. Os requisitos de energia de um micro-organismo
em ambiente de baixo pH sdo maiores que a energia necessaria em valores ideais de pH. Isso
ocorre porque a bomba de prétons que requer energia estd em uso, com protons sendo
bombeados para fora da célula. Em ambientes com pH alto, os protons podem ser bombeados
para dentro da célula. Se o pH nédo for equilibrado, a célula € incapaz de sintetizar os
componentes celulares normais e também de se dividir e crescer (BEALES, 2004; BOOTH;
KROLL, 1989; BROWN; BOOTH, 1991).

3.3 Adaptacdo cruzada

Conforme apresentado na Tabela 1, S. aureus 5674 e S. aureus 8702 apresentaram
capacidade de adaptacdo cruzada por crescerem em pH inferior ao minimo de crescimento
(4,0). S. aureus GL5674 tornou-se capaz de crescer em pH 3,0, ap0s exposicao a concentracdo
subletal de cinamaldeido. J& S. aureus 8702 mostrou capacidade de crescimento em pH 3,5.
Esses resultados demonstram a capacidade de ambas as cepas tornarem-se mais tolerantes,

apos serem expostas a concentracdo subletal de cinamaldeido.



46

Tabela 1 - Adaptacgdo cruzada de Staphylococcus aureus GL 5674 e GL 8702 ao pH, apds pre-
exposicao ao estresse subletal CMB/16 de cinamaldeido.

Cepa Estresse subletal de Estresse letal pH
cinamaldeido % Minimo de crescimento Minimo inibitério
GL 5674 0,0156 3,0 2,5
GL 8702 0,03125 3,5 3,0

Fonte: Da autora (2018).

Nas Tabelas 3 e 4 encontram-se 0s resultados de adaptacdo cruzada das cepas de S.
aureus ao cinamaldeido, apds exposicdo ao pH minimo de crescimento. Observa-se que
ambas as cepas cresceram em concentracdes maiores que a CMB de cinamaldeido (0,25%
para GL 5675 e 0,5% para GL 8702), a qual era previamente susceptivel, sendo as novas
CMB de 0,35% (1,4 x CMB) para S. aureus GL 5675 e de 0,6% (1,2 x CMB) para S. aureus
GL 8702.]

Tabela 2 - Avaliacdo do crescimento de Staphylococcus aureus GL 5674 sobre diferentes
concentracdes de cinamaldeido apos ter sofrido estresse subletal.

Resisténcia ao fator letal \ Estresse subletal pH minimo de crescimento

2CMB )
1,8CMB )
1,6CMB )

1,4CMB (+)

1,2CMB (+)

CMB* (+)

CMB/2 (+)

*CMB = 0,25 % para S. aureus GL 5674
Fonte: Da autora (2018).

Tabela 3 - Avaliacdo do crescimento de Staphylococcus aureus GL 8702 sobre diferentes
concentracdes de cinamaldeido apos ter sofrido estresse subletal.

Resisténcia ao fator letal | Estresse subletal pH minimo de crescimento

2CMB ()
1,8CMB )
1,6CMB ()
1,4CMB ()
1,2CMB (+)

CMB* (+)

CMB/2 (+)

*CMB = 0,5% para S. aureus 8702
Fonte: Da autora (2018).
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Com base no conceito de adaptacdo cruzada, segundo o qual o micro-organismo torna-
se resistente a determinado fator de estresse apds ter sido exposto a outro agente estressor,
observa-se a ocorréncia da inducdo de tolerancia cruzada em S. aureus GL 5675 e S. aureus
GL8702. E importante destacar que, apesar de S. aureus 5674 ser mais susceptivel ao
cinamaldeido (CMB de 0,25%), esta cepa apresentou maior pré disposicdo a desenvolver
tolerancia em situagdes estressantes.

Alguns relatos de adaptacdo e capacidade de adaptacdo cruzada para 6leos essenciais e
seus principais componentes podem ser encontrados na literatura. Essas descricdes
examinaram as capacidades de adaptacdo e/ou adaptacéo cruzada de L. monocytogenes ATCC
19117 ao carvacrol e eugenol (SOUZA; TEBALDI; PICCOLI, 2015), de Salmonella
Senftenberg ao linalol e ao 6leo de manjericdo (KALILY et al., 2017), de S. enteritidis ATCC
13076, S. Typhimurium ATCC 13311, Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus
aureus ATCC 29213 para Origanum vulgare, Melaleuca alternifolia, Cinnamomum cassia e
Thymus vulgaris (MELO et al., 2015) e de Staphylococcus aureus (em duas das quatro
estirpes testadas) ao carvacrol (NOSTRO et al., 2017).

A adaptacdo sofrida pela exposicdo ao estresse leva a mudancas na expressdo global
de grande numero de componentes celulares. Da mesma forma, a adaptacdo cruzada da
bactéria exposta a diferentes estresses ambientais pode ser conferida pela acdo de varios
mecanismos metabdlicos que parecem ser ativados pelos diferentes estresses (SONI et al.,
2011). Geralmente, quando as bactérias sdo expostas ao estresse induzido por substancias
toxicas ocorre 0 aumento na sintese das proteinas de estresse ou HSPs. Essas proteinas
(HSPs) pertencem as familias das chaperonas, tendo papel importante na montagem de
polipeptideos recém-sintetizados, em sua conformacdo nativa e no dobramento e reparacéo
das proteinas do citosol (DI PASQUA et al., 2010).

3.4 Protedbmica de Staphylococcus aureus GL 5674 quando exposta a uma concentracdo

subletal de cinamaldeido

A cepa Staphylocuccus aureus GL 5674 foi selecionada para dar continuidade ao
trabalho, em vista dos resultados até aqui obtidos.

Diferencas de varios spots de proteinas com maior ou menor niveis de expressao,
quando S. aureus foi submetida a uma concentragdo subletal de cinamaldeido, podem ser
notadas visivelmente nas imagens da Figura 1, ressaltando a ideia de que, ao serem expostas a

concentragdes subletais de antimicrobianos, ocorrem modificagdes no proteoma bacteriano.
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Figura 1 - Perfil total de proteinas celulares extraidas de células de Staphylococcus aureus GL
5674 (A) ndo expostas a concentracdo subletal de cinamaldeido e (B) submetidas
ao estresse subletal.

Fonte: Da autora (2018).

Estudos fisiologicos para S. aureus baseados em gel-2D foram publicados
compreendendo experimentos de “privacdo”, como, por exemplo, a limitacdo de glicose
(KOHLER et al., 2003, 2005; SEIDL et al., 2009), a influéncia do estado anaerdbio na
fisiologia estafilocdcica (FUCHS et al., 2007) e o impacto de estresse oxidativo sobre S.
aureus (HOCHGRAFE et al., 2008; WOLF et al., 2008). Estes estudos baseados em técnicas
protedmicas sdo perfeitamente adequados para refletir alteracdes em todo metabolismo, pela
visualizagdo das principais rotas metabdlicas em um ensaio centrado em uma Gnica proteina
(OTTO et al., 2014). Analises protedmicas do estado fisioldégico das células, e de células
crescendo sob cenarios relacionados a infecg¢do, tais como formacdo e crescimento de
biofilmes, podem ser utilizadas para apontar as diferencas entre células de S. aureus de
crescimento planctonico e células de S. aureus formadoras de biofilmes (RESCH et al., 2006).
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Conforme demonstrado por Siroli et al. (2015), ao serem expostas a diferentes
concentracdes subletais de dleos essenciais de tomilho e orégano, bem como carvacrol, timol,
trans-2-hexenal e citral, as bactérias Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Salmonella
enteritidis modificaram o perfil de proteinas relacionadas a biossintese de acidos graxos, por
ter ocorrido aumento de &cidos graxos insaturados. Os mesmos autores complementam que
essa mudanca no perfil de acidos graxos pode contribuir para a compreensao dos mecanismos
de resposta ao estresse utilizados por diferentes microrganismos patogénicos frequentemente
envolvidos em doencas transmitidas por alimentos em relagcdo a exposicdo a concentracdes
subletais de antimicrobianos naturais, o que pode ter acontecido neste trabalho.

Di Pasqua et al. (2006) também verificaram que, ao serem expostos a concentragdes
subletais de antimicrobianos, os microrganismos alteram o perfil proteico relacionado a
composicdo de acidos graxos de membrana, aumentando a concentracdo de acidos graxos
insaturados de cadeia longa, como um mecanismo adaptativo das células na presenca de uma
concentracdo subletal de composto antimicrobiano em resposta a uma condicdo de estresse.
Os autores adicionaram solucGes metandlicas de timol, carvacrol, limoneno, cinamaldeido e
eugenol ao meio de crescimento de S. aureus, Salmonella Typhimurium, Pseudomonas
fluorescens, Brochothrix thermosphacta e E. coli O157: H7, e verificaram que a concentragdo
de &cidos graxos insaturados aumentou mais quando as células cresceram na presenca de
limoneno e cinamaldeido. Em ambos os casos, o aumento liquido resultou na diminuicéo da
concentracdo de acido palmitico (C16) e aumento na propor¢do linoleidica (C18),
docosanoico (C22), e concentracbes de é&cido eicosapentaenoico (C20). Além disso,
cinamaldeido também levou ao aumento da concentracdo de acido palmitoleico (C16).

Um minucioso entendimento da fisiologia basica sob diferentes condicGes de estresse
¢ uma chave valiosa para entender as adaptacGes fisioldgicas basicas de determinado
patogeno. Técnicas protedmicas ainda tém alto potencial para descobrir “alvos-chave” para

terapias antimicrobianas (OTTO et al., 2014).

3.5 Curva de morte termoquimica de Staphylococcus aureus GL 5674 ndo adaptado e

adaptado ao cinamaldeido

Avaliando-se a sensibilidade de S. aureus ao cinamaldeido associada a temperatura e
ao tempo de inativacdo da bactéria, foi observada influéncia significativa da temperatura
(Figura 2A).
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Figura 2 - Curva de morte termoquimica de (A) S. aureus exposto a concentracdo minima
bactericida 0,25%, (CMB) de cinamaldeido a 37 °C e 7 °C; (B) S. aureus exposto
a 0,25% (CMB) e 0,375% (1,5 x CMB) de cinamaldeido a 7 °C; (C) S. aureus
adaptado e exposto a CMB de cinamaldeido a 37 °C e (D) S. aureus adaptado e
ndo adaptado, e exposto a CMB de cinamadeido, 0,25% a 37 °C. (Continua)
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Figura 2 - Curva de morte termoquimica de (A) S. aureus exposto a concentracdo minima
bactericida 0,25%, (CMB) de cinamaldeido a 37 °C e 7 °C; (B) S. aureus exposto
a 0,25% (CMB) e 0,375% (1,5 x CMB) de cinamaldeido a 7 °C; (C) S. aureus
adaptado e exposto a CMB de cinamaldeido a 37 °C e (D) S. aureus adaptado e
ndo adaptado, e exposto a CMB de cinamadeido, 0,25% a 37 °C. (Conclusao)
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Fonte: Da autora (2018).

Quando S. aureus GL 5674 foi submetido a CMB de cinamaldeido a 37 °C, apds 5
minutos de contato, o nimero de células viaveis foi de 7,255 log UFC/mL. Ja com 10
minutos, este numero passou para 5,477 log UFC/mL, ocorrendo uma reducédo de 1,778 log
UFC/mL. Esta reducédo foi aumentando ao longo do tempo e, apds 35 minutos de contato, ndo
foram detectadas células vidveis de S. aureus (reducdo de 7,653 log UFC/mL).

Entretanto, quando as células foram incubadas a 7 °C, a CMB de cinamaldeido néo foi

suficiente para eliminar a bactéria (Figura 2A). Pode-se observar que, dentre os 35 minutos
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avaliados, o numero de células vidveis de S. aureus se manteve entre 7,31 log UFC/ mL e
7,14 log UFC/mL, ndo havendo diferenca significativa do controle. A temperatura de
refrigeracdo de certa forma inviabilizou a a¢do antibacteriana do cinamaldeido.

Uma concentracdo maior que a CMB de cinamaldeido sobre S. aureus 5674, 0,375%
(1,5 x CMB), foi testada a 7 °C (Figura 2B). Com isso, pode-se observar que, ap6s 10 minutos
de contato, o nimero de células vidveis de S. aureus comecou a reduzir em relacdo ao
controle e, com 20 minutos de contato, ocorreu uma reducgéo de 1,271 log UFC/mL. Aos 35
minutos de contato, ocorreu reducdo de 3,493 log UFC/mL de células vidveis de S. aureus.
Assim, pode-se concluir que, em baixas temperaturas, concentragdes maiores que a CMB de
cinamaldeido a 37 °C devem ser utilizadas para eliminar as células de S. aureus.

A curva de morte termoquimica a 37 °C ap0s adaptacdo ao cinamaldeido de S. aureus
GL 5674 foi realizada (Figura 2C). Observa-se que, nos primeiros 10 minutos de contato,
houve reducéo de 0,127 log UFC/mL de células viaveis, em relagdo ao controle. Apos 20
minutos de contato é notorio que as células adaptadas comegaram a se multiplicar, chegando a
7,389 log UFC/mL e, com isso, o cinamaldeido ndo foi capaz de eliminar S. aureus apos 35
minutos de contato. Comparando a curva de morte termoquimica de S. aureus que sofreu
adaptacdo ao cinamaldeido e a de S. aureus, que ndo foi submetida a adaptacdo, é nitida a
reducdo do nimero de células viaveis, 7,255 log UFC/mL, dessa bactéria (Figura 2D), ap0s
35 minutos de contato a 37 °C.

Para que a célula funcione normalmente, a membrana citoplasmatica precisa ser
altamente fluida, para que as proteinas da membrana possam continuar a bombear ions,
absorver nutrientes e realizar a respiracdo (BEALES, 2004; BERRY; FOEGEDING, 1997;
MADIGAN et al., 2016). Com isso, é essencial que os lipidios da membrana estejam no
estado liquido cristalino, tendo mais fluidez. Quando a temperatura de crescimento de um
micro-organismo € reduzida, alguns dos componentes normalmente fluidos tornam-se
semelhantes a gel, o que impede que as proteinas funcionem normalmente. Portanto, para que
esses componentes permanecam fluidos, varias mudancas no padrao de acidos graxos devem
ocorrer. Salienta-se também gque um importante mecanismo de acdo dos 6leos essenciais e de
seus compostos consiste na modificacdo do perfil lipidico da membrana plasmatica (BURT,
2004; DI PASQUA et al., 2010; NAZZARO et al., 2013). A ndo agdo antimicrobiana do
cinamaldeido a 7 °C (Figura 2B) pode ter ocorrido devido a alteragdo do estado fisico da
membrana plasmatica, uma vez que S. aureus € uma bactéria mesofilica. Dessa forma, a baixa
temperatura diminui a fluidez da membrana e, consequentemente, sua permeabilidade,

diminuindo ou impossibilitando a acdo do cinamaldeido.
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A temperatura de determinada substancia é a medida da velocidade de movimentacéo
de suas moléculas (NELSON; COX, 2014). Dessa maneira, quanto menor a temperatura,
menor a sua taxa de difusdo, o que poderia prejudicar a penetracdo do composto através da
membrana plasmatica, justificando também a menor acdo do cinamaldeido em baixa
temperatura.

Pereira et al. (2014) avaliaram a sensibilidade de S. aureus a solugdes sanificantes dos
6leos essenciais de cardamomo e tomilho, e verificaram que, apds 30 minutos de desinfeccdo
com o Gleo essencial de cardamomo, houve uma reducéo significativa de 4,29 log UFC/ mL
do numero de celulas de S. aureus, semelhante ao que ocorreu neste trabalho. J& para a
solucdo contendo o 6leo de tomilho, células vidveis ndo foram detectadas apds 10 minutos,
ocorrendo uma reducéo de 6,97 log UFC/mL. Esse trabalho foi realizado a 25 °C e 40 °C e
ndo teve diferenca significativa da temperatura.

Dessa forma, observou-se, neste trabalho, o que foi colocado por Burt (2004), ou seja,
que a eficacia de um 0leo essencial ou de seus componentes depende do pH da solucéo, da
temperatura de tratamento e das concentracdes e do tipo de componentes ativos.

E importante ressaltar a utilizagdo correta e consciente dos antimicrobianos em geral
sobre os micro-organismos, visto que eles podem desenvolver tolerancia ou selecionar
bactérias resistentes, dificultando, assim, o controle de bactérias patogénicas que podem

colocar em risco a saude publica.
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4 CONCLUSAO

Cinamaldeido apresentou CMB de 0,25% e de 0,5%, para S. aureus GL 5674 e S.
aureus GL 8702, respectivamente, comprovando o potencial do cinamaldeido, composto
majoritario do 6leo essencial de canela, como um agente antibacteriano.

S. aureus GL 5674 e S. aureus GL 8702 desenvolveram tolerancia quando foram
submetidas a concentracGes subletais de cinamaldeido. Quando cinamaldeido foi testado a 7
°C, este composto apresentou baixa atividade antimicrobiana sobre S. aureus GL 5674, sendo
necessarias concentragdes maiores que a CMB de cinamaldeido.

S. aureus GL 5674 e S. aureus GL 8702 foram capazes de desenvolver tolerancia
acida e foram capazes de desenvolver adaptacéo cruzada entre cinamaldeido e estresse acido.

Os resultados até aqui obtidos da protedmica de Staphylococcus aureus GL 5674 séo
promissores para a identificacdo da mudanca do perfil de proteina quando esta bactéria foi

submetida a uma concentragéo subletal de cinamaldeido.
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