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RESUMO

Listeria monocytogenes € uma bactéria Gram positivo, aerébio
facultativo e ndo formadora de enddsporos, quesapta grande capacidade de
crescimento em condi¢cdes adversas tornando-sem,assn Ssério problema
enfrentado pela industria de producdo de alimeatasonsequentemente, pelo
sistema de salde, uma vez que a infeccdo causadssg® Micro-organismo
apresenta uma elevada taxa de mortalidade, prinedpée em individuos
imunodeprimidos. Bactéria reemergente em variosegaapresenta tolerancia a
ambientes adversos e capacidade de se adaptaes aabientes, podendo
tornar-se ainda mais tolerante frente a agenteowdiversos. O presente
trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito dogtb 6leo essencial de gengibre
sobre o crescimento e a indugéo de tolerancih.enonocytogenes, assim como
avaliar a inducéo de tolerancia cruzada entre o é#sencial de gengibre e a
acidez. Determinou-se o pH minimo inibitério (pHM8) 0 pH minimo de
crescimento (pHMC) dé&. monocytogenes sendo que o valor acima deste foi
utilizado para a inducdo de tolerancia acida natébac Determinou-se a
concentracdo minima inibitéria (CMI) do dleo essaincle gengibre pelo
método de microdiluicdo e uma concentracdo suk{ietdl/4) do 6leo essencial
e de um composto quaternario de aménio foram adiiz para a inducédo de
tolerdncia no micro-organismo. Por fim, a concedca subletal do o6leo
essencial de gengibre foi utilizada para a indugtolerancia cruzada do 6leo
para o pHMI. O pHMI, enk. monocytogenes, foi 4,5 e o pHMC foi 5,0. Houve
inducdo de tolerancia acida com o acido cloriddcondo houve com o acido
citrico. A CMI do 6leo essencial de gengibre fdl236 e houve inducdo de
tolerancia ao 6leo quando a bactéria foi expostareentracdo de CMI/4 por
seis horas. Nao houve inducao de tolerancia frer@eposicdo a concentracéo
subletal de composto quaternario de amdnio. Quartmlerancia cruzada..
monocytogenes exposta a concentracdo subletal de 6leo essaleigengibre
apresentou crescimento quanto exposta ao pHMIgjentdlicando aquisi¢céo de
tolerdncia. Dessa forma, torna-se importante airngidade dos estudos em
relacdo ao efeito antibacteriano dos éleos esssnbiam como pesquisas em
relacéo a resisténcia apresentada pelos micro4iergas diante de exposicdes a
concentracdes subletais desses e de diversos rméedadontrole microbiolégico
utilizados na producédo dos alimentos. Os 6leosnesses apresentam utilidade
promissora, porém muitos estudos ainda precisameséizados, adequando a
concentracdo, de modo que essa seja efetiva, mfidoia de tolerancia e,
sensorialmente, aceitavel.

Palavras-chave: Adaptacdo cruzada. Estresse acido. Concentracaomani
inibitéria. Tolerancia. Gengibre.



ABSTRACT

Listeria monocytogenes is a Gram positive and facultative aerobic
bacterium, which don’t generates endospores, araldgreat ability to grow in
hostile conditions. Thus becoming a serious probliamed by the food
production industry and therefore the health systence the infection caused
by this microorganism create a high mortality esbc in
immunocompromised individuals. It is a reemergingctbria in several
countries, and showed tolerance and ability to attagdverse environments,
becoming even more tolerant against many harmfehtsg This study aimed to
evaluate the effect of pH and ginger’s essentlabmigrowth and induction of
tolerance inL. monocytogenes, as well as evaluating the induction of cross-
tolerance between the ginger’s essential oil amditaclt was determined the
minimum inhibitory pH (MlpH) and the minimum pH fgrowth (MpHG) forL.
monocytogenes, onde the next value above that was used to intheecid
tolerance. It was determined the minimum inhibitagncentration (MIC) of
ginger’s essential oil by the microdilution mettasd a sublethal concentration
(MIC/4) of the essential oil and of a quaternarynanium compound were used
to induce tolerance in the microorganism. Finaliynger’'s essential oil’s
sublethal concentration was used for the induabioeross tolerance from oil to
MIpH. The MIpH in L. monocytogenes was 4,5 and MpHMG 5,0. There was
induction of acid tolerance with hydrochloric aeidd not with citric acid. MIC
of ginger’s essential oil was 3.12% and there wdsdtion of tolerance to oil
when the bacteria were exposed to concentratioMi©f4 for six hours. There
was no induction of tolerance after exposure tolethbl concentration of
quaternary ammonium compound. Regarding crossatodesL.. monocytogenes
exposed to sublethal concentration of ginger'sngsdeoil has grown when
exposed to pHMI 4.5, indicating acquisition of delerance. Thus, it is
important to continue the studies on the antib&iteffect of the essential oils,
as well as research regarding resistance displayeghicroorganisms against
exposure to sublethal concentrations and variouthads of microbiological
control used in the production of food. Essentil bave promising utility, but
many studies still need to be performed adjusting toncentration to the
effectiveness and does not induce tolerance opsgdsfects.

Keywords: Cross-adaptation. Acid stress. Minimum inhibitogncentration.
Tolerance. Ginger.
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1 INTRODUCAO

Listeria monocytogenes € uma bactéria que possui grande capacidade de
crescimento em ambientes adversos tornando-se assignande problema para
as industrias de alimentos e salde publica. Emaela industria de alimentos,
€ um micro-organismo capaz de resistir a medidasaisisde controle
microbioldgico, através de mecanismos de adaptacaguisicdo de tolerancia
gue as deixaram com maior capacidade de sobrei@érambientes hostis. No
gue tange a saude, surtos de listeriose tém adbmtec mundo e a explicacdo
pode ser encontrada, entre outros fatores, nos nisetas de adaptacéo
desenvolvidos por essa bactéria, resultando enr mesisténcia.

A0 passo que 0s micro-organismos vao adquirindstéegia ou sendo
selecionados pelo uso indiscriminado de agentésaaterianos, novas medidas
de controle vao sendo desenvolvidas e novas drefasproduzidas. Mas, a
medida que as novas drogas surgem, 0s micro-ongasitambém desenvolvem
mecanismos de resisténcia contra essas drogastipdmsua sobrevivéncia. O
que sempre foi crucial para que tenham sobrevivapatureza torna-se, para 0s
seres humanos, preocupacdo crescente quanto aavaleseento de novas
medidas para combaté-los.

A utilizacdo de Odleos essenciais ou seus compostapritérios,
isolados ou associados, como agentes antibactsriangiu como alternativa
ao combate a esses micro-organismos, devido ao nhamin@escente da
resisténcia aos antimicrobianos usuais, fato queejdornou um dos grandes
desafios encontrados pela ciéncia atualmente.

Como os O6leos essenciais jA vém sendo pesquisadseu eefeito
antibacteriano j& foi comprovado, consiste em gitebcupacao a possibilidade
de que os mesmos possam induzir mecanismos deagdaphos micro-

organismos, se usados em doses subletais. Assjjue seria uma medida de
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protecdo a salde humana, acabaria se tornandodfatdasco, por aumentar a
toleréncia desses micro-organismos ao 0leo es$encia

Em relacdo aos desinfetantes quimicos utilizadosinddistria de
alimentos, estudos mostraram a existéncia de c#pds monocytogenes ja
resistentes a alguns desses agentes, tais quaisngmstos quaterndrios de
amdnio. Porém, em relacdo aos 6leos essenciaisses@as compostos
majoritarios, € necessario avaliar a possibilidddeque bactérias, como
monocytogenes, possam desenvolver mecanismos de adaptacamEasesmos
sejam utilizados em doses subletais.

Na cadeia de producdo de alimentos, micro-orgarispnesentes nos
equipamentos podem ser expostos a ambiente A&cidacdhlular, como
determinado por alguns desinfetantes, como medidacambate a seu
crescimento. Acredita-se que condicdes &cidas taiblgpossam induzir
tolerdncia a alguns desses micro-organismos, d#ixas mais resistentes a
medidas posteriores de controle, tolerantes a adiths severa e também a
outros agentes, como os préprios 6leos essenciais.

Os mecanismos de adaptacdo cruzada sdo aqueleifeeem, aos
micro-organismos, resisténcia a um fator de estrdgerente daquele ao qual
foram submetidos, constituindo, para os seres haspawutro fator de enorme
preocupacao no que concerne ao arsenal de condsgaviblvido contra esses
micro-organismos.

Assim, os 6leos essenciais constituem possivel meier usado para
inibir o crescimento de micro-organismos contamieame alimentos, conia
monocytogenes. Porém, é de suma importancia definir como e em qu
concentracbes eles devem ser utilizados, afim de rifio contribuam para
inducdo de tolerancia, tanto ao proprio éleo esakgoanto cruzada a baixos
valores de pH, que poderiam ser medidas de comasteriores incluindo, até

mesmo, a acidez encontrada pelos micro-organismograto gastrintestinal
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humano, que constitui etapa crucial entre os variesanismos de defesa do
organismo perante a invaséo microbiana.

O presente estudo objetivou avaliar o efeito deeptd 6leo essencial de
gengibre sobre o crescimento e inducéo de tolexéewil. monocytogenes,
assim como avaliar a ocorréncia de adaptacédo aiumaite o 6leo essencial de

gengibre e baixos valores de pH.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1L/steriap.

A andlise taxonOmica ddisteria demorou muitos anos para ser
concluida e foi realizada gracas a técnicas dentar@ numérica, andlises
macromoleculares e, especialmente, estudos da bgimoDNA-DNA e do
RNA ribossomal (rRNA) 16S. Baseado na combinacdoremiltados de
diferentes estudos de varios micro-organisi@oam positivos, utilizando-se a
sequéncia do RNA ribossomal (rRNA) 1&Ssteria esta classificada préximo a
Brochothrix e esses dois géneros, juntamente &aphylococcus e Kurthia,
ocupam uma posicdo entre o grupo dBacillus e dos Lactobacillus/
Sreptococcus dentro da ramificacdo ddaslostridium Lactobacillus- Bacillus,
sendo a porcentagem de G+C de todos esses memfaasria 50% (JONES,
1988).

Bactérias do génerhisteria sdo bastoneteGram positivos, aerdbios
facultativos, ndo formadores de enddsporos, queene entre temperatura de 0
a 42 °C, podendo se multiplicar lentamente em teatpe de refrigeracio.
Movimentam-se por flagelos, mas ndao em todas ageerturas (FORSYTHE,
2010). Embora a faixa de temperatura de crescimsjtoampla, a temperatura
6tima esta entre 30 e 37 °C. Medem 0,5 a 2,0unodgimento e 0,5um de
diametro (JAY, 2005).

De acordo com Jay (2005), sdo seis espécies aaadtes pelos seus
antigenos, que determinam 17 sorovares. Sdo klasnonocytogenes, L.
sedligeri, L. ivanovii, L. welshimeri, L. inoccua e L.grayi (VOLOKHOV, 2002).

Ha relatos de outras espécgiesmo L. marthii (GRAVES, 2010) d..
rocourtiae (LECLERCQ et al., 2010), isoladas, respectivamembs, EUA e na
Austria e tambén.. denitrificans (SKERMAN; McGOWAN; SNEATH, 1980),
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L. murrayi (SKERMAN; McGOWAN; SNEATH, 1980),L. fleischmannii
(BERTSCH et al., 2013),L. wehenstephanensis (LANG HALTER;
NEUHAUS; SCHERER, 2013), totalizando 12 espéciesims.

L. monocytogenes € a espécie patogénica a humanos e animais.
Ocasionalmentel.. ivanovii € patogénica a animais, enquanto que as demais
espécies sdo consideradas nao patogénicas (BILLEDCQRIRT,;
SWAMINATHAN, 1999).

A histéria cronolégica dkisteria sp. esta ilustrada na figura 1.

Discovery of protective
cellular immune response

Identification of the
first virulence gene

Determination of complete

Discovery genome sequence
of Listeria
1 // | .
r , T L
1926 1962 1987 2001 2009
Immunology

Cellular microbiclogy

Post-genomics

Transcriptomics Whole genome
Gene expression transcriptomics
arrays - Tiling arrays
- RNA-seq

Figura 1 Datas, eventos e areas de pesquisasorelaimnadas histeria desde
sua descoberta em 1926
Fonte: Cossart e Archambaud (2009)

2.1.1L isteria monocytogenes. patbgeno alimentar

Dumont e Cotoni isolaram a bactétiamonocytogenes, pela primeira
vez, em 1918, porém ainda sem saber de qual edpgiieriana se tratava. No
entanto, apenas em 1940, foi realmente identificadeno sendolL.
monocytogenes, no Instituto Pasteur, em Paris (FARBER; PETERK20O0).
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Antes disso, em 1926, Murray e seus colaboradaelmram um micro-
organismo em forma de bacilo chamando-oBaeterium monocytogenes e
alguns anos mais tarde, Pirie, isolando uma bactéda Norte da Africa,
nomeou-a dda.isterella hepatolytica. Em 1940, chegou-se a conclusao de que
Bacterium monocytogenes e Listerella hepatolytica eram o mesmo micro-
organismo, sendo assim, mudado seu nome pést@ria monocytogenes
(FARBER; PETERKIN, 1991).

Entretanto, passou a ser fonte de preocupacaobéepra para a saude
publica, industria alimentar e agéncias reguladajaando, em 1985, foi
identificada como agente causadora de um surtgigeno alimentar de grande
repercussao devido ao consumo de um tipo de quaedkicano (FARBER;
PETERKIN, 2000).

O surgimento repentino da monocytogenes como agente causador de
doenca de origem alimentar foi assustador (JAY5200

E uma bactéria capaz de crescer em ambientes coantpél 5,6 e 9,6
preferindo, no entanto, pH aproximado de 7,5. Eazage se adaptar a meios
acidos e, concomitantemente, desenvolver proteekdiva a outros fatores
adversos, como altas concentracdes de sal, semdalgumas estirpes toleram
uma concentracdo de 10% de NaCl (PINTADO, 2009).

Sua mobilidade é determinada por 2 a 5 flagelossgudesenvolvem
entre as temperaturas de 20 e 25 °C e permitena dusetéria se movimente
para ambiente preferencial quando esta sob algtresss, como nutricional ou
ambiental (SEELIGER; JONES, 1987). A formacado dedlsgelos é inibida a
37 °C (FARBER; PETERKIN, 1991). Essas caractedstie outras, como a
capacidade de crescer em faixa ampla de temperatarambientes acidos, na
auséncia ou em baixos niveis de oxigénio e suaickgue de formar biofilmes,
permitem a persisténcia e a resisténcia desse -migemismo em ambientes
variados (FARBER; PETERKIN, 2000).
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E um parasita intracelular facultativo que podedive se replicar nas
células epiteliais e nos macréfagos (DUSSERGET; ARRO-CERDA,
COSSART, 2004).

Dos dezessete sorovares caracteristicos do gémerespéciel.
monocytogenes é a que apresenta a maior variedade antigéniedizéotdo treze
sorovares: 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4abdd 4d, 4e e 7. Dentre esses
sorovares, alguns sdo compartilhados tommoccua (4ab)e L. seeligeri (1/2b,
4c e 4d). O sorovar 4b é frequentemente isoladautos carneos e humanos,
0 1/2a é comum em produtos lacteos e o 1/2b é cemendistribuido na
natureza (HOFER; RIBEIRO; FEITOSA, 2000). A tabdlarepresenta a
classificacdo de acordo com as linhagens, soro@passociacdes com casos de

infec¢do causada pbr monocytogenes.

Tabela 1 Classificacdo de monocytogenes em linhagens e sorotipos e sua
associacao com casos de infec¢ao

Grupos Surtos Potencial Patogénico presd?)rr?]tilrl]o;r?tes
Linhagem | Maior nimero de casos Alto 1/2b, 3b,4h,4e
Linhagem Il  Casos esporadicos Médio 1/2a, 1/2c, 3c
Linhagem Il Casos raros Baixo 4a, 4c

Fonte: Adaptado de Bhunia (2008)

Onze genomas de. monocytogenes estdo, atualmente, disponiveis no
National Center of Biotechnology Information - NCBI (2011).

A espécielL. monocytogenes pode sobreviver em condigBes extremas
encontradas na cadeia de produgdo de alimentos) atias concentra¢des de
sal e condi¢cBes extremas de pH e temperatura, tegsticas também comuns a
L. innocua, espécie nao patogénica e frequentemente assodada

monocytogenes em alimentos e no meio ambiente (GLASER et al.1p00
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L. monocytogenes ajusta seu metabolismo para resistir aos ambientes
estressantes. Nos alimentos é possivel encontras\gituacdes de estresse,
como frio, calor, acidez, alcalinidade, altas com@Edes de sal e agentes
antimicrobianos. Células expostas a média acideg sébsequentemente,
capazes de resistir a alta acidez. Resisténcieadaurambém é comum em
Listeria sp., sendo que a tolerancia acida adquirida pelagas aumenta a
resisténcia ao calor, comparado as células nddapnente expostas a acidez
(NAJJAR; CHIKINDAS; MONTVILLE, 2009).

Qualquer alimento fresco, seja de origem animalvegetal, pode
apresentar nimeros variados He monocytogenes, sendo que o0 género é
amplamente distribuido na natureza e pode ser #adonem vegetacdo que
esta em decomposi¢do, solos, fezes de animaigesilaesgoto e agua (JAY,
2005).

Apresentam com maior frequéncia a presenda denocytogenes: leite
cru, queijos, sorvetes, laticinios de uma formalgdrortalicas, frutas, carnes
frescas, cozidas ou congeladas de varias espétmaia como aves, bovinos,
suinos, caprinos, ovinos e frutos do mar, além ldeeatos prontos para
consumo (BILLE; ROCOURT; SWAMINATHAN, 1999).

2.1.2Analise do proteoma deL /steria monocytogenes

A analise do genoma comparativo ldemonocytogenes e L. innocua
pelo European Listeria Consortium revelou diferencas consideraveis entre as
duas espécies. A diversidade entre as duas espéutsfestou-se no
subproteoma das proteinas secretérias e de superfic duas espécies
transportam a mesma quantidade de proteinas acextes@elular, cerca de 100
proteinas para cada uma. Cerca de metade desseimgscsdo compartilhadas

por ambas as espécies, sendo que um grupo é &zpeeifal. monocytogenes
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e outro especifico pard. innocua. Cerca de dezesseis proteinas foram
encontradas no sobrenadante ldemonocytogenes, que nao tinham genes
ortélogos enl. innocua, sendo essas as proteinas de grande interessé¢hus

os fatores de viruléncia conhecidos pertencem esegpos (TROST et al.,
2005).

Em estudo realizado por Calvo et al. (2005), aismd@lo genoma de.
monocytogenes e L .innocua revelou grande nlimero de genes que codificam
proteinas de superficie presentes na parede c@dlar 43, respectivamente). A
funcé@o dessas proteinas até entdo é desconhetiitdaendo foram identificadas
bioguimicamente. O estudo realizou a primeira ¢arezacao do proteoma de
monocytogenes usando técnica ndo eletroforética (cromatografiaoliquida
bidimensional acoplada a espectrofotometria de ajass

Para Trost et al. (2005), monocytogenes expressa mais proteinas para
adaptacdo a condic¢des atipicas, como a sulfatafetiee Lmo0644 e a suposta
proteina especializada ao friano2016. Proteinas da familia Pur devem ser
melhor investigadas, uma vez que foram especifieds. monocytogenes em
seus estudos. Para esse mesmo autor, sete praruahadas no metabolismo
de carboidratos foram especificamente encontradasabrenadante deé.
innocua e ndo no de.. monocytogenes. Assim, conseguiram mostrar que a
diferenca entre as espécies patogénicas e nacpatag esta no secretoma.

Uma das caracteristicas encontradas, exclusivameeta L.
monocytogenes, € a presenca das proteinas PbpA e MurA/Nam nedear
celular, uma vez que as proteinas P60 e P45 saatestas tanto efn. innocua
guanto emL. monocytogenes. Acredita-se que a presenca dessas proteinas
exclusivas emL. monocytogenes tenha relagdo com o patogenicidade dessa

espécie aos humanos e a ocorréncia de surtos (CARMID).
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2.1.3Listeriose

Estima-se que nos EUA, patégenos conhecidos comuadose
transmissores de doencas alimentares sejam respongdr 9,4 milhdes de
casos de doencas anualmente (SCALLAN et al., 2011).

A doenca causada pelamonocytogenes é denominada de listeriose. E
uma doenca grave e a alta mortalidade, estimadeeera de 30%, acrescida a
outras caracteristicas, faz de monocytogenes um patégeno de grande
preocupacao em saude e também de interesse n&imdésalimentos. Mais de
95% dos casos da doenga em seres humanos sdoosapsbd sorovares 1/2a,
1/2b e 4b (KATHARIOUS, 2002).

Nos Estados Unidos, a listeriose corresponde a snéad.% dos casos
de doencas alimentares, mas com cerca de 28% delidede (MEAD et al,
1999). A doenca pode manifestar-se como gastrentemcefalite, meningite,
aborto e infeccdo perinatal (DUSSURGET; PIZARRO-ORR COSSART,
2004). No ano de 2006, foram registrados 138 cdesdisteriose nos EUA, com
taxa de incidéncia (0,31) superior a meta estailsilgelo pais (0,28), um baixo
namero se comparado aos 6.665 casos de salmowelmsi&los no mesmo ano,
porém sempre preocupante devido a alta mortalig@@aLLAN, 2007).

O trato gastrintestinal é a principal porta deaddrao micro-organismo
e a gastroenterite € a forma localizada da infeccaasada porL.
monocytogenes, podendo ocorrer poucas horas apés a ingestdo oherdab
contaminado, acometendo individuos sadios. A lterinvasiva, por sua vez,
cursando com comprometimento sistémico, pode acdids ou semanas apos a
ingestdo e acomete, geralmente, individuos imunpoometidos como
gestantes e idosos, podendo causar aborto, obitauterino, meningite,
endocardite, pneumonia e septicemia (MONTVILLE; MAIEWS, 2008).
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A analise microscépica e o estudo imuno-histoqurdie dez placentas
provenientes de abortos e partos prematuros, daketao Hospital das Clinicas
de Porto Alegre em 2000, mostraram que 50% dasteaedsram positivas para
L. monocytogenes, demonstrando ser essa bactéria uma importansa ceuma
evolugcdo gestacional e que se torna necessariofigaz eliagndstico e um
rapido tratamento em gestantes, evitando-se as licagfies embrionarias e
fetais (SCHWAB; EDELWEISS, 2003).

Casos de listeriose tém aumentado em muitos paisempeus nos
Gltimos anos, por motivos ainda nao totalmenteaescidos (ALLERBERGER,;
WAGNER, 2010). Na Franca, a reemergéncia da lsgertem sido atribuida a
maior susceptibilidade de individuos idosos acirea60 anos com alguma
comorbidade, tornando-os, assim, mais predispastlesenvolver a infec¢do. O
ciclo de infeccéo e os fatores de viruléncia sae,lbem caracterizados entre as
espécies, porém isso ndo tem diminuido ou impedidoeemergéncia da
listeriose em muitos paises, nos Uultimos anos (EBNI HEBRAUD;
DESVAUX, 2011).

Listeria monocytogenes possui varias proteinas relacionadas a sua
patogenicidade, o que a torna um micro-organisnergeiste a varios fatores
de estresse, facilitando a ocorréncia da listeriGa€ela proteina esta relacionada
a uma funcdo, desde sua entrada na célula do ledspguhssando pela fuga do
fagossomo, sua movimentacao caracteristica deatogtldla, até a migracao de
uma célula a outra. Internalina A (InlA) e inteinal B (InIB) foram os
primeiros fatores identificados na invasdo de monocytogenes a célula
hospedeira e assim como outras proteinas, como péfi,e FbpA, tém um
importante papel na adesao e invasao a célula theispeListeriolisina O (LLO)
€ uma proteina relacionada ao escape dos vacUaiérip e secundario, que
funcionam como mecanismos de defesa da célulaacomticro-organismo. Ja a

proteina polimerizadora de actina (ActA) proporeiamm rapido movimento
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intracelular, permitindo com quke. monocytogenes se movimente dentro da
célula e migre de uma célula a outra. Assim, va&asas proteinas envolvidas
no ciclo de infeccdo dentro da célula hospedeirmama e que faz de.
monocytogenes um micro-organismo capaz de se multiplicar e @sagr, com
eficiéncia, dentro do organismo hospedeiro (DUSSERG PIZARRO-
LACERDA; COSSART, 2004).

Estados Unidos, Franca, Inglaterra e Italia sasegajue ja enfrentaram
surtos de listeriose. Entre 1983 e 1995, cerca @@0 lindividuos foram
acometidos por listeriose devido a ingestdo deecatnleite e seus derivados
contaminados (ROCOUT; COSSART, 1997). No Brasilp mé relatos de
surtos, embora vdrias pesquisas ja tenham evidkncia presenca dé.
monocytogenes em alimentos (MELLO et al., 2008).

Algumas cepas de. monocytogenes isoladas de amostras de alimentos
e de ambientes séo avirulentas ou fracamente ntagdealém de apenas alguns
sorotipos serem responsaveis pelas infeccGes atesreDe acordo com varios
estudos, a porcentagem de cepas nao virulentas daril,6 a 90%. Quanto a
viruléncia, aquelas mais citotéxicas sao eliminadaais rapidamente do
organismo, por provocar uma resposta imune maislaagnquanto as que
causam danos limitados as células do hospedeirenpquersistir por mais
tempo, tendo maior chance de atingir outros érgdoausar a doenca. Acidez
estomacal, alta osmolaridade e presenca de saiebiho intestino delgado sédo
fatores que tentam impedir a colonizacdo do micgamismo no trato
gastrintestinal humano (CRUZ; MARTINEZ; DESTRO, 800

A infecco poil. monocytogenes tem sido estudada por mais de 80 anos
e tem sido paradigma que continua fornecendo nevagortantes percepcgdes
tanto no campo da microbiologia, quanto no da bialaelular e imunologia.
Muitos avancos foram feitos e continuam sendo, cjgaimente no que

concerne a estudos gendmicos e protedmicos, pdemtse conhecer melhor a
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patogenicidade e os mecanismos de adaptagdo qoetguera aquisicdo de
tolerdncia frente a ambientes adversos (STAVRU; KARNMBAUD;
COSSART, 2011). Porém, mesmo com 0s avangos recebtielos nos estudos
sobre a listeriose, ndo foi ainda possivel impadiemergéncia dessa infeccao,
como evidenciado em varios paises europeus (RENIBEBRAUD;
DESVAUX, 2011).

Dentre os sorovares tlemonocytogenes, o sorovar 1/2a, que pertence a
linhagem filogenética | e os sorovares 1/2b e 4lg gertencem a linhagem
filogenética 1l, constituem os maiores causadores imfeccdo nos seres
humanos. Essas duas linhagens apresentaram di#srgngnto a expresséo dos
genes, mostrando diferencas metabdlicas importaedé® elas, revelando
formas e mecanismos distintos de interacdo comspeu®eiro (SEVERINO et
al., 2007).

2.2Resisténcia a agentes antibacterianos

E de conhecimento que altera¢cdes no metabolismbataérias, como o
que ocorre na formacao de biofilme e na adaptaefitefa situacdes de estresse,
modulam sua susceptibilidade as drogas antibactesjandicando que existe
ligacdo entre o metabolismo da bactéria e a resist& drogas antimicrobianas
(MARTINEZ; ROJO, 2011).

De acordo com Forattini (2001), os milhdes de amsembate entre
micro-organismos e o homem influenciaram na evauwid resisténcia deste.
Assim, no hospedeiro, o sistema imunoldgico, assaggns enviadas aos
sensores moleculares e a atividade hormonal temdarminimizar a acdo dos
parasitos, ao mesmo tempo em que 0s parasitasragtferam mudangas com

0 objetivo de torna-los mais resistentes aos artdsdrostis do hospedeiro.
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Quando ocorre a interagdo entre micro-organismchespedeiro, uma
vez acessado o genoma do hospedeiro, trés fendrdistiosos podem ocorrer:
rejeicdo, silenciamento ou incorporacao, tratargjoassim, de verdadeira
coevolucdo entre micro-organismo e hospedeiro. &®oa tendem a
incorporacdo, os dois genomas se maodificam e, assinge nova entidade
genética, ou seja, ambos evoluem. Em relacdo ao-4miganismo, aumenta sua
capacidade de resisténcia a antimicrobianos habfli@STA, 2001).

As defesas do hospedeiro e 0os mecanismos patogéd@o micro-
organismos estdo constantemente em evolucdo. Aériaacpossuem sitios de
patogenicidade e genes que podem ser herdadosapsmissao vertical. Os
fatores fisicos e sociais do hospedeiro, como pdies, danos e agressdes ao seu
organismo, bem como o desenvolvimento de agemaséaticos e a existéncia
de populac¢des imunossuprimidas susceptiveis, boetr para a diversidade de
ambientes humanos os quais as bactérias experimentzso resulta na
emergéncia e na reemergéncia de patdégenos e deadoERNST; GUINA;
MILLER, 1999).

A resisténcia bacteriana pode ser classificadangnimseca e fenotipica.
Por resisténcia intrinseca, entende-se o fenétpeddfico da susceptibilidade
bacteriana comum a toda uma populacédo de dadaiesgée nao foi adquirido
em curto intervalo de tempo, mas que é fendtipdganespecifico de
determinada espécie. Pode ser atribuida a auséecidvo especifico a certo
antibiético ou a permeabilidade reduzida em relagiocertas drogas
(MARTINEZ; ROJO, 2011).

A resisténcia fenotipica, por sua vez, é a querecem situacdes
transitorias, em populacdo bacteriana susceptidabla antibiético, mas que se
torna refrataria a sua acéo. A resisténcia trameit@o requer alteracdo genética
e ndo é hereditaria, apenas surge em decorréncizudanca no metabolismo
bacteriano (LEVIN; ROZEN, 2006).
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O determinismo da resisténcia bacteriana a drogks\éruléncia pode
estar ligado a variabilidade genética e a evoludd@icespécie, favorecendo a
adaptacdo dos micro-organismos sobreviventes, fdodemssim, vencer as
barreiras do hospedeiro (MALMSTRO; MALMSTRO; AEBERED, 2011).

Martinez e Rojo (2011) explicam que a susceptibdEl a
antibacterianos pode ser modulada pela inativagiagehes envolvidos no
metabolismo bacteriano e também por reguladordsagalo metabolismo do
carbono e do nitrogénio.

Em relacdo a mecanismos de adaptacdo e conseqemoitedo, a
duplicacdo de genes é um processo evolutivo noemalmicro-organismos,
sendo o gene duplicado, geralmente, reduzido adpgeune, desaparecendo do
genoma. Porém, alguns paralogos sao retidos paefitiar o organismo em
processo de adaptagdo a determinadas condigOesraahi sendo associados a
sintese de energia, motilidade celular, transpdetdons e a mecanismos de
defesa (BRATLIE et al., 2010).

A resisténcia, que também pode ser transferid& esipécies, pode ser
mediada por elementos genéticos méveis, como pllesmi e transposons
também por bombas de efluxo, como ocorre lermonocytogenes. Assim, a
resisténcia pode ocorrer por conjugacdo ou peloaniemo das bombas de
efluxo. O trato gastrintestinal humano mostrolssal de transmissdo de genes
de resisténcia enterococos e estreptococoslparenocytogenes (LUNGU et
al., 2011).

Shin et al. (2010) observaram que a atividade diejma sigmd, emL.
monocytogenes, é induzida apds adicdo do antibiético vancomicangilpiotico
glicopeptideo que inibe a sintese de parede cepddendo causar lise osmética
da célula), sugerindo contribuicdo dessa proteénmanutencdo da integridade

da parede celular.
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Estudo publicado por Aarestrup, Knochek e Hasmaaqp avaliando a
concentracdo inibitéria minima (CIM) de varios hitdicos e agentes
sanitizantes sobre cepas ddemonocytogenes isoladas de alimentos, mostrou
possivel resisténcia intrinseca da bactéria aobiétitio ceftiofur, uma
cefalosporina de terceira geracdo. Nove dos l1ll&des, todos de produtos
carneos, mostraram susceptibilidade reduzida aetolde benzalconio.

Lungu et al. (2011) relataram que o aumento datésiia a antibidticos
em L. monocytogenes tem ocorrido no mundo, talvez devido ao seu uso
indiscriminado na agricultura e ao uso indevido eeres humanos nos
tratamentos de processos infecciosos. Reduzindodse excessivo, reduz-se a
emergéncia de mais bactérias resistentes, poréplaaqque ja sao resistentes
desaparecem em velocidade bem mais lenta do queseplibrta de novos
antibiédticos. Novas alternativas precisam ser adggohra se impedir o0 aumento
das infec¢des causadas homonocytogenes de origem alimentar, uma vez que
a resisténcia a antibiéticos é algo real e preauepa

Em parte, como resposta ao aumento da resisténtimeteriana nos
micro-organismos presentes nos alimentos, a Unifop€ia baniu o uso de
antibiéticos como aditivos alimentares animais, coexcecdo dos
coccidiostaticos, desde janeiro de 2006 (CASTANGDQ7).

2.3Agentes antimicrobianos

A emergéncia de micro-organismos com resisténciabomda aos
antimicrobianos e aos desinfetantes € um desafito tpara a inddstria de
alimentos quanto para a 4rea médica. A presendatdaminantes de resisténcia
aos antibioticos, intimamente ligados aos detemtéwa de resisténcia aos
desinfetantes, pode levar a cosselecdo durantesinfef®do ou terapia com

antibioticos em hospital ou durante desinfeccadidéstria de alimentos. Essa
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resisténcia bacteriana aos desinfetantes podensérseca ou extrinseca por
adaptacdo (SIDHU; SORUM; HOLCK, 2002).

2.3.1Desinfetantes quimicos

Desinfetantes quimicos sao usados, extensivamemteindistrias de
alimentos, hospitais e residéncias, fazendo passeneial do controle de
crescimento microbiano e da ocorréncia de infecc@@s acordo com
McDonnell e Russell (1999), do ponto de vista cdneg biocida é um termo
geral destinado a caracterizar um agente quimi@gido espectro que objetiva
a inativacdo de um micro-organismo, seja inibinelo @escimento ou levando a
sua morte. Antissépticos sao definidos como bisciiee destroem ou inibem o
crescimento de micro-organismos em tecidos vivibssinfetantes sao similares,
porém sdo utilizados, geralmente, em objetos oerfig@s. J& os antibidticos
sdo definidos como substancias naturais ou sulistiamganicas sintéticas que
agem inibindo ou destruindo, seletivamente, umaébac ou outro micro-
organismo.

Desinfetantes quimicos tém sido utilizados por ndgicem anos pela
sociedade, fornecendo indmeros beneficios no dentlo crescimento de
micro-organismos, tanto no processamento de alomanianto na area médica.
Sao, geralmente, usados em altas concentra¢cdaerdémente dos antibibticos,
gue séo utilizados em concentracfes proximas aotmagdo minima inibitéria
(KASTBJERG; GRAM, 2012).

A resisténcia aos desinfetantes quimicos ocormegipalmente, devido
a desinfeccdo inadequada que pode levar a resstéamo o resultado do
processo de selecdo ou devido a exposicao regelamcentracbes subletais do
desinfetante (AASE, 2000). Estudos mostraram queéhiasGram positivas,

comoL. monocytogenes, ja apresentam resisténcia a alguns desses ageiges,
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quais os compostos quaternarios de aménio (AAS&H.eR000; HEIR et al.,
1995; SIDHU et al., 2001; SIDHU; LANGSRUD; HOLCKQ@1).

Quanto aos mecanismos de acdo, pode-se citar atdésecdo da
membrana plasmatica, a dissipacdo da forca protivam as interacdes com
sistemas enziméticos, acidos nucleicos, ribossomosoutros constituintes

celulares. A tolerancia bacteriana aos biocidase pget devido a resisténcia
intrinseca ou a fatores adquiridos (MORENTE, 2013).

2.3.1.1Compostos quaternarios de amonio

A atividade antimicrobiana dos compostos quatepsadie amoénio foi
descoberta em 1935 e a partir dai passaram aatedegimportancia comercial.
Os mais comumente utilizados como antissépticasmfittantes sao os sais de
monoalquil trimetil aménio, monoalquil dimetil behamdbnio (cloreto de
benzalconio) e o ambnio heteroaromatico, entre osutiSdo amplamente
utilizados na industria de alimentos como desintetade uso geral, pela baixa
toxicidade, baixa acao corrosiva e acdo surfacenéenbém como sanificantes
de pisos, paredes, equipamentos e utensilios. rRebem em superficies
porosas formando um filme bacteriostatico sobreupericie. E aceito que
atuem principalmente na membrana citoplasmaticajsatalo alteragcéo
estrutural e perda na sua integridade, junto a@easamento de componentes
celulares devido ao rompimento da membrana, alémdelnaturacdo de
proteinas e de enzimas (MIYAGI; TIMENETSKY; ALTERTH, 2000).

A resisténcia a compostos quaternarios de améri@m @mprovada em
bactériasGram positivas e negativas, determinada por alterag@emiembrana
celular. EmL. monocytogenes, as bombas de efluxo MdrL e a Lde parecem estar
associadas a resisténcia a multiplas drogas. Asgiamdo pressao seletiva é

aplicada, mutantes com alta concentracdo dessabasoserdo selecionados,
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reforcando o processo adaptativo com aquisicaeslsténcia. Foi demonstrado
que mecanismo de bomba de efluxo similar podergkizido pelo cloreto de
benzalconio em certas cepas.denonocytogenes (ROMANOVA et al., 2006).

Varios trabalhos evidenciaram resisténcia a coropogtiaternarios de
amdénio em varios micro-organismos associados aoserios, comolL.
monocytogenes, estafilococos e lactobacilos (AASE et al., 200EIRi et al.,
2004; SIDHU et al., 2001, SIDHU; LANGSRUD; HOLCK @D).

2.3.20leos essenciais

Devido ao atual problema da resisténcia bacterianaagentes
antimicrobianos, as empresas farmacéuticas tém rdad®e o interesse pela
busca de novas substéncias a partir de produtosaigat principalmente em
espécies de plantas utilizadas na medicina popuolarcombate a diversas
doencas, tais como resfriados, bronquites, doemgmsratorias, gastrenterites,
diarreias, infec¢cBes urinarias, entre outras. Casebnesse interesse, varios
estudos e pesquisas com 6leos essenciais témesdoviblvidos (DIAS, 2009).

2.3.2.1Definicdo e composicao

Os 0Oleos essenciais sdo compostos metabodlicos degms Existem,
basicamente, dois tipos de compostos metabdlicqaelés originados do
metabolismo primario e os originados do metabolissecundario. Os
compostos metabdlicos primarios sdo os relacionadometamente, com a
sobrevivéncia do organismo, ou seja, com as fungifes como crescimento e
reprodugcdo. Os compostos metabdlicos secundérios osa relacionados,
principalmente, a defesa do organismo, sendo dggidos, de maneira indireta,

a sobrevivéncia. Sdo utilizados, nesse contexti@ @#air outras espécies ou
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para se defender de predadores (SANTOS, 2007) predozidos em processos
como fotossintese, respiragdo, transporte de spltranslocacéo, assimilacéo,
diferenciacdo ou sintese de carboidratos, protefnksideos (GUIMARAES,
2007).

A Resolucdo — RDC n° 2, de 15 de janeiro de 200iceaitua os 6leos
essenciais como produtos volateis de origem veggititlos por processo fisico
(destilacao por arraste com vapor-d’agua, destlacgressao reduzida ou outro
método adequado) (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SATARIA -
ANVISA, 2007). Séo definidos, pelénternational Sandard Organization
(ISO), como produtos obtidos de partes das plaatagyés da destilagdo por
arraste com vapor-d'’agua, bem como produtos obtjukla expressdo de
pericarpos de frutos citricos. Sdo citadas, naatiiea, outras técnicas de

extracdo de compostos volateis como hidrodestijag@itoracdo (enfleurage) e

utilizacdo de C@supercritico.

De acordo com Simfes et al. (2007), 6leos essensi@d misturas
complexas de compostos que conferem aromas agiad&vesabores
caracteristicos. Em sua maioria, sdo instaveigcimente na presenca de luz,
calor, umidade, ar e metais. Sua sintese e condmosign plantas séo
influenciadas pelo gendétipo, pelo estagio de dedeimento da planta e pelas
condi¢Bes ambientais (GOBBO NETO; LOPES, 2007).

Os 0leos essenciais constituem-se de mistura deochitbonetos,
alcoois, cetonas, aldeidos, fendis, ésteres, étéridos, peréxidos e outros

compostos, em maior ou menor propor¢do, de acardoaparte da planta do
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gual foram extraidos e de acordo com o método ttagio (OUSSALAH et al.,
2007).

Condi¢cdes ambientais como temperatura, umidadéveelgperiodo de
exposicdo ao sol e regime de ventos exercem irflaédireta sobre a
composicdo dos 6leos essenciais, sobretudo sobespETies que possuem
estruturas de estocagem de Gleo essencial em perdisie (SALGADO, 2005).

Os Oleos essenciais podem estar localizados emtwras secretoras
especializadas, tais como pelos glandulares, &élummrenquimaticas
diferenciadas, canais oleiferos ou em bolsas hisig@u esquisolisigenas. Das
plantas, podem ser extraidos do todo ou apenadgdma parte, como raiz,
caule, casca, sementes, folhas ou frutos, sendétedmde extracdo utilizado
variavel de acordo com a parte em questdo (OUSSA&d., 2007).

A composicdo do 6leo essencial varia em funcéo éloado de extracéo
utilizado devido a grande labilidade dos seus @ondes. S&o compostos
principalmente por terpenoides, destacando-se o® racsesquiterpenos e por
fenilpropanoides, metabdlitos que conferem suaactenisticas organolépticas.
Os terpenoides constituem o principal grupo enedoatrna constituicdo dos
Oleos essenciais, sendo formados pela unido dedesdisoprénicas, que sao
unidades formadas por cinco atomos de carbono @L5Be acordo com o
nimero de unidades isoprénicas, os terpenos podenfassificar em hemi,
mono, di, tri, tetra e sesquiterpenos, principak@ei®s monoterpenos sao
substancias volateis pela sua baixa massa molequialendo ocorrer nas
células parenquimaticas diferenciadas, canaiseoteif pelos glandulares e
bolsas lisigenas (SIMOES et al., 2007).

Os monoterpenos, formados por duas unidades isopgérpossui 10
atomos de carbono e é o composto encontrado em dea0% dos Oleos
essenciais (BAKKALI et al., 2008).

A figura 2 ilustra os principais componentes d@oslessenciais.
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1. Terpenes
-Monoterpenes
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Figura 2 Principais constituintes dos 6leos ess&nci
Fonte: Bakkali et al. (2008)
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Bizzo (2009) cita que ha 300 6leos essenciais geritdncia comercial

no mundo. Os 18 principais podem ser vistos nal@amixo:

Tabela 2 Os principais 6leos essenciais no mencachalial

Oleo essencial

Espécie

Laranja (Brasil)

Menta japonesa
(India)

Eucalipto (tipo cineol)

Citronela
Hortela-pimenta
Limao

Eucalipto (tipo
citronela)
Cravo-da-india

Cedro (EUA)

Lima destilada
(Brasil)

Spearmint (nativa)
Cedro (China)
Lavandim
Sassafras (China)
Cénfora

Coentro
Grapefruit
Patchouli

Citrus sinensis (L.) Osbeck

Mentha arvensis L. f. piperascens Malinv. ex Holmes

Eucalyptus globulus Labill., E. polybractea R.T. Baker e
Eucalyptus spp.

Cymbopogon winterianus Jowitt eC. nardus (L.) Rendle
Mentha x piperita L.
Citruslimon (L.) N.L. Burm.

Eucalyptus citriodora Hook.

Syzygium aromaticum (L.) Merr. e L. M. Perry
Juniperusvirginiana L. e J. ashei Buchholz

Citrus aurantifolia (Christm. & Panz.) Swingle

Mentha spicata L.

Chamaecyparis funebris (Endl.) Franco
Lavandula intermedia Emeric ex Loisel
Cinnamomum micranthum (Hayata) Hayata
Cinnamomum camphora (L.) J. Presl.
Coriandrum sativum L.

Citrus paradisi Macfady

Pogostemon cablin (Blanco) Benth.

Fonte: Bizzo (2009)

2.3.2.2Biossintese

A origem de todos os metabdlitos secundarios pedeesumida a partir

do metabolismo da glicose, via dos intermediarioicppais: o &acido
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chiquimico e o acetato. O acido chiquimico d4 @nigaos aminoacidos
aromaticos, precursores da maioria dos metab&eosndarios aromaticos, tais
como taninos hidrolisaveis, alcaloides derivados dminoacidos arométicos
(triptofano e fenilalanima/ tirosina) e os fenilpemoides.

A combinacdo de uma unidade de acido chiquimicana ou mais
unidades de acetato origina as antraquinonas, rntades e 0s taninos
condensados. Os derivados do acetato podem saizftod pela via ciclo do
acido citrico, dando origem aos alcaloides derigatlis aminoacidos alifaticos,
ornitina e lisina, e aos glicosideos e glicosirmatpela via do mevalonato,
originam os derivados do isopreno e, pela condéosdg acetil CoA, formam-

se os &cidos graxos e acetogeninas (SIMOES @0arr).

2.3.2.3Propriedades dos 6leos essenciais

Pereira et al. (2004) relataram que plantas, coslios e seus Oleos
essenciais tém sido estudados devido a suas pitages antimicrobianas em
micro-organismos patogénicos presentes em alimesgoslo que os principios
ativos antimicrobianos encontram-se no Oleo esskemcique o mecanismo
inibitério sobre o micro-organismo depende da rei@ido composto.

Em amplo trabalho de revisdo sobre as propriedattes Oleos
essenciais, Edris (2007) relatou o efeito benéfiomtra o céncer, acbes
benéficas no sistema cardiovascular, acdo antitietde antiviral, antioxidante
e antidiabetogénica, além do uso em aromaterapi@ssagens.

Estudos mostram que os compostos majoritarios,ogdgoum a trés
componentes principais dos 6leos essenciais (BAKKAL al., 2008) tém,
geralmente, maior poder inibitério se usado isateetste, comparando-se ao
préprio 6leo essencial do qual faz parte, sobrerd@éhados micro-organismos.

Isso ocorre devido ao uso em alta concentracdeidddcindmico e eugenol,
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compostos majoritarios de 6leos essenciais de a&anelavo, respectivamente,
obtiveram melhor atividade antimicrobiana, em certicro-organismos, do que

seus 6leos essenciais (DIAS, 2009).

2.3.2.4Mecanismos de acdo antibacteriana

Os Oleos essenciais sao lipofilicos, penetrandonelepe celular e
membrana citoplasmatica, destruindo a camada dessachrideos, acidos
graxos e fosfolipides, alterando sua permeabilidadebactérias, a alteracdo da
permeabilidade leva & perda de ions com perda tengial de membrana,
colapso da bomba de prétons e deplecdo de ATPulead® citoplasmatica e
clivagem de macromoléculas. Essa citotoxicidade dless essenciais confere
acdo antimicrobiana e tem uso promissor (SOLOMAKDS., 2008).

Moreira et al. (2005), afirmam que os composto®lifeos dos 6leos
essenciais se ligam a bicamada fosfolipidica dabm&ma celular aumentando
sua permeabilidade e extravasando os constituimteselulares ou danificando
0 sistema enzimatico da célula. Souza et al. (2@EDMam que mesmo
pequenas mudancas ocorridas na estrutura da meantitaplasmatica podem
afetar o metabolismo, incluindo a sintese de mackérnlas.

Estudos mostram que bactéraam positivas sdo mais susceptiveis aos
Oleos essenciais do que @sam negativas (BURT, 2004; HUSSAIN et al.,
2010; INOUYE; TAKIZAWA; YAMAGUCHI , 2001; SAHIN et al., 2004;
SMITH-PALMER; STEWART; FYFE, 1998) e essa menowigtde contra
Gram negativas pode ser devido a estrutura de sua eacsdular,
principalmente devido & presenca de lipoproteindipapolissacarideos, que
funcionam como barreira aos compostos hidrofébicdNOUYE;
TAKIZAWA; YAMAGUCHI , 2001; MANN; COX; MARKHAM, 2000).
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Andrade et al. (2012) avaliaram a acdo anti-bastaridos O6leos
essenciais de citronela, canela e gengibre sfibpbylococcus aureus, Listeria
monocytogenes ATCC 19117, Escherichia coliSalmonella cholerasuis e
Pseudomonas aeruginos, observando que o 6leo essencial de canela faiis m
efetivo em inibir o crescimento bacteriano e eska atividade deve-se,
provavelmente, & alta concentracdo do compostoritdjo aldeido cindmico,
sendo 0 mecanismo de acgdo, talvez, semelhante aoutles aldeidos,
envolvendo danos a lipideos e proteinas.

A figura 3 ilustra locais e mecanismos de agdodless essenciais na
célula bacteriana.

Coagulation Proton motive

— ——. force

3 B S _.'_ _‘x;: o H
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Figura 3 Sitios e mecanismos de a¢éo dos Oleosaisisena célula bacteriana
Fonte: Modificado de Burt (2004)

2.3.2.50leo essencial de gengibre
O gengibre Zingiber officinale), especiaria muito utilizada em

alimentos, € reconhecido por suas propriedadestivagana medicina
tradicional. Tem acdo comprovada em varias doegeagintestinais, como
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nauseas, vomitos, desconfortos abdominais e diamei tratamento de artrite,
reumatismo, dor, desconforto muscular e varias ghzercardiovasculares e
metabdlicas. Além dessas, estudos mostram que gibgenapresenta acao
anticancerigena em grande variedade de modelos rirepdais
(TUNTIWECHAPIKUL et al., 2010).

Os chineses tém usado o gengibre por pelo meno3 286s para
tratamento de diversas desordens, principalmentgatio gastrintestinal, trato
respiratorio e também frente a afec¢Bes sanguimlNmdvialasia e Indonésia,
sopa de gengibre é dada as mulheres por cerca deésimapds o parto, para
ajudar a aquecé-las e eliminar as impurezas. N&cmadirabe é utilizado como
afrodisiaco e alguns paises africanos o usam cepwlente de mosquito. Foi
distribuido pelos continentes na época das gramde®gacdes e com O
comércio de especiarias (DUKE; AYENSU, 1985).

Os constituintes mais ativos do gengibre residesmrseas 6leos volateis,
gue perfazem o total de 1-3% de seu peso secceddedkencial do gengibre é
encontrado, principalmente, no rizoma. Os prinsigaimpostos quimicos ativos
do gengibre sdo os compostos fendlicos e sescgritesp sendo também
constituidos por cetonas, acidos e varios outrdsWNLL; ANDERSON;
PHILLIPSON, 1996). Cerca de 50 componentes presembedleo ja foram
caracterizados, sendo a maioria monoterpenos (EVAXRENDERS, 2002).

Machado et al. (2003) observaram nos sistemasatki@iio organico e
convencional do gengibre produzido em Morretesseguintes constituintes,
respectivamentei-zingibereno (20,6%; 24,3%), geranial (21,6%; 17,1%
sesquifelandreno (8,5%; 11%)farneseno (6,9%; 8%), cineol (6,0%; 7%),
neral (8,2%; 4,9%), geraniol (4,5%; 6,9%y-eurcumeno (6,0%; 0,0%). Jolad
(2005), avaliando a composi¢cdo do Oleo essenciajetgibre produzido no
Havai, verificou a presen¢a de 63 constituintesqueis tém sido utilizados

farmacologicamente com sucesso nos tratamentosnftlenmacfes crobnicas,



39

obstruc¢des pulmonares, asma e artrites reumat@egsindo Sakamura (1987),
durante seu armazenamento ocorre cerca de 60%ndentu dos teores dos
constituintes neral e geranial e decréscimo deng#ra acetato de geranila.

Dabague et al. (2011) concluiram que o teor dosstitoimtes
majoritarios do 6leo essencial de rizomas de geagib diferentes procedéncias
foram o geranial (23,6 a 30,3%); neral (10 a 14;88&yaniol (5,8 a 7,6%);
acetato de geranila (3,5 a 4,5%); eucaliptol (35%%6); canfeno (2,8 a 5,8%),
zingibereno (2,3 a 5%); R-felandreno (0,5 a 4%)-l@sBboleno (2,8-3,4%).
Mostraram também que o teor de 6leos essenciaigitedom o periodo de
secagem. Os resultados obtidos neste trabalho dérauam que altos teores de
citral (geranial e neral) sdo observados no Odleseresal de rizomas apos
secagem. Maiores niveis desses constituintes s@tetesse comercial para as
indUstrias de aroma e fragrancia (WOHLMUTH et a0D06) e, portanto, a
secagem de rizomas em temperatura ambiente podentamo valor comercial
do 6leo essencial. Observaram que os teores deigezaneral foram superiores
enguanto os teores dezingibereno foram inferiores comparados aos radai
obtidos por Machado et al. (2003).

Smith-Palmer, Stewart e Fyfe (1998) mostraram embalho o qual
avaliou a inibicdo do crescimento de cinco impdearpatdégenos alimentares
(Campylobacter jejuni, Salmonella Enteritidis Escherichia coli, Saphylococcus
aureus e Listeria monocytogenes), por 6leos essenciais de 21 plantas, que o 6leo
essencial de gengibre inibiu o crescimento lde monocytogenes em
concentragfes maiores que 1%, o que foi maioagu®ncentracdes de cravo e
de canela necessarias a inibicdo, as quais seamaosteficazes entre 0-0,3%.



40

2.4Resposta de.. monocytogeresao estresse acido

Juntamente com a desinfec¢do, a acidificacdo € mnportante
mecanismo de controle do crescimento de micro-@sgas no processamento
de alimentos. No entanto, é relatado que os mianisgios podem desenvolver
resisténcia aumentada ao estresse acido quandstesp® condigbes &cidas
subletais (LEENANON; DRAKE, 2001; TIWARI et al., @0)

O estresse acido no gualLa monocytogenes esta envolvida inclui os
acidos organicos usados como conservantes e dagiefe na industria de
alimentos e também os &cidos inorganicos encorgnadldrato gastrintestinal de
hospedeiros (SONI; NANNAPANENI; TASARA, 2011).

Nas etapas de processamento de alimentos, destefeiguimicos sao
usados em superficies que entram em contato colimentgo em cozinhas,
centros de cuidados e em areas de preparacao melddr alimentares em
hospitais (MARRIOTT; GRAVANI, 2006).

O mecanismo da resposta de tolerAncia éacida dds&ovopor
determinadas bactérias constitui sério problema @arsalde publica, pois
aumenta a capacidade de sobrevivéncia do micraysrga sob condicdes
acidas letais em habitats naturais, alimentos eduwsros, aumentando dessa
forma, a viruléncia dessas estirpes (BONNET; MONINH, 2005).

Foi mostrado, por Lin, Lee e Chou (2011), que cepasL.
monocytogenes tiveram sua resisténcia aumentada a agentes elasites a base
de cloro e composto quaternario de amonio, quaxgoséas previamente a
ambientes acidos, mostrando resposta de adaptagimd@z a qual foram
submetidas.

O perfil das proteinas do estresse acido indicapgoteinas envolvidas
na respiracdo, transporte de osmodlitos, resisténciaestresse, reparo de

proteinas, sintese de flagelo e metabolismo saaiteslos como parte da
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resposta ao estresse. A permeabilidade da céjuétans envolve alteracdo da
composicdo da membrana citoplasmatica. A inducao ddsidrogenases,
redutases e enzimas respiratérias foram tambénciadas ao estresse acido,
como mecanismo adaptativo ao estresse que envoleflurwo de prétons
(CACACE et al., 2010; COTTER; GAHAN; HILL, 2000).

O gene Sigm@ coordena a transcricdo de genes relacionadopastas
ao estresse geral. Mutantesldanonocytogenes que perderam o gene Sigifia
tém variedade de fenodtipos de sensibilidade a®sssircomo o baixo pH,
estresse osmotico, salinidade, bacteriocinas,padtssdo hidrostatica, limitacao
de carbono e alta temperatura (ABRAM et al., 20@BYegulador de estresse
geral Sigmap, presente em muitas bactéri@am positivas, mostrou-se
responsavel pela sobrevivéncia de cepas bacterdggutssexposicado a situacdes
de estresse acido, oxidativo e energético (OLIVE&.e2010).

O gendmo0038 esta envolvido no crescimento ldemonocytogenes em
situacdes de estresse, como em ambientes com amidezlor e também esta
relacionado a sua viruléncia. Estudo feito por Céteal. (2009) comprovou que
0 genelmo0038 é especifico par&. monocytogenes linhagens | e 1l el.
ivanovii, que sdo patogénicas, sendo ausentds. emnocytogenes linhagem |IlI
a qual, raramente, esta associada a infeccGegresshsimano.

Quando expostas a média acidez (pH 5,5), célulds ahenocytogenes
tornaram-se capazes de crescer em acidez seveBgpkevido ao mecanismo
denominado de resposta de tolerancia acida (Acldrdioce Response: ATR).
Quando expostas a estresse acido, célulds d®nocytogenes alteraram sua
fluidez de membrana e incorporaram mais acidosograte cadeia linear e
menos acidos graxos de cadeia ramificada em sambita lipidica, o oposto
acontecendo quando foram submetidas a condictafak: Quando expostas

a acidez tornaram-se, fenotipicamente, ATR (+)verdm aumento de sua
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resisténcia ao calor relativo as células que n@anfopreviamente expostas a
acidez (NAJJAR; CHIKINDAS; MONTVILLE, 2009).

Em estudo feito por Mastronicolis et al. (2010)derfoi avaliado o
efeito do estresse acido sobre a composicao lgaht. monocytogenes em pH
5,5, os mecanismos de adaptacdo da bactéria caamiormumento dos acidos
graxos de cadeia curta saturados e aumento danpageen de lipideos neutros,
com consequente reducdo da permeabilidade da mesmmbxa presenca de
acido benzoico, em pH neutro, alteracdo similarrecocom os acidos graxos e
nenhuma alteracdo com os lipideos neutros, poréouveh reducdo na
guantidade relativa de fosfolipides o que determindiminuicdo da
permeabilidade de membrana.

Estudos mostram que o &cido lactico, quando usada mduzir a
resposta de tolerdncia acida em bactérias em neidBain Heart Infusion),
reduz a densidade celular & medida que se rediz @ pH de 5,5 foi o valor
mais baixo de viabilidade, ndo havendo crescimenmiqH<5 nas células que
ndo foram submetidas ao estresse acido, sendo daanfelR (-). Houve
viabilidade em pH de 3,5 apenas naquelas expostas pH anterior de 5,5,
tendo sido induzida, nessas células, a respostalei@ncia acida (NAJJAR;
CHIKINDAS; MONTVILLE, 2009).

2.5Adaptacao cruzada

Foi mostrado, em estudos, que a exposi¢cad..dmonocytogenes a
estresse subletal induz o desenvolvimento e crestomdo micro-organismo
condicionado ao estresse, que ¢é fisiologicamentées r@erante a niveis
aumentados do mesmo ou de diferentes fatores sites. Como exemplo,
células bacterianas de. monocytogenes expostas a estresse acido subletal

apresentam resisténcia aumentada a niveis maierestiesse acido e tornam-se



43

mais tolerantes ao estresse térmico e osmotico EAHD DRISCOLL; HILL,
1996).

Resisténcia cruzada pode ocorrer quando diferendgentes
antimicrobianos atacam o mesmo alvo na célulagetmrota comum de acesso
aos respectivos alvos ou iniciam via comum paraoaercelular, ou seja, o
mecanismo de resisténcia € 0 mesmo para mais @gente antibacteriano. Ja
a corresisténcia ocorre quando 0s genes que dspatifendtipos resistentes
estdo localizados juntos em plasmideo ou em olgrento genético movel,
como transposon ou integron, sendo assim, mais de um mecanismo de
resisténcia estdo envolvidos na determinagéo dstéesia aos antibacterianos
(CHAPMAN, 2003).

Listeria monocytogenes isoladas da cadeia de producdo de alimentos
apresentaram resisténcia ou susceptibilidade atgitigna diminuida a
antibioticos para os quais a bactéria apresentanatmente, sensibilidade.
Apesar de ndo ter sido observado resisténcia atiisiGhicos, normalmente
usados no tratamento da listeriose, algumas cepaadas, incluindo os
sorovares 1/2a e 4b, relacionados a listerioseesaptaram resisténcia a
determinados antibidticos. Algumas cepas tiverantoacentracdo minima
inibitéria de cloreto de benzalcénio aumentada daaexpostas, previamente,
ao antibidtico ciprofloxacin (KOVACEVIC, 2013).

Desinfetantes quimicos sdo muito usados na indidérialimentos. Os
mecanismos de resisténcia cruzada a antibidticas, bactérias resistentes a
desinfetantes, séo alvo de inimeros estudos. O¥etastes mais estudados séo
0s compostos quaternarios de aménio e o peroxidudiegénio, sendo que a
resisténcia aos quaternarios de aménio € acompanpalh expressdo de
bombas de efluxo e outros mecanismos menos egpsc{CHAPMAN, 2003).
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3MATERIAL E METODOS

3.1Micro-organismo e cultura estoque

As cepas bacterianas utilizadas foram Listeria roglogenes ATCC
19117 sorotipo 4d elisteria monocytogenes ATCC 7644 sorotipo 1/2c,
adquiridas da Secao de Colecao de Culturas daddiwe Biologia Médica do
Instituto Adolfo Lutz (S&o Paulo-SP).

A cultura estoque foi mantida congelada em caldifoina de soja
acrescentado de 0,6% (m/v) de extrato de leved8B-YE) e 20% de glicerol.

3.20le0 essencial

O ¢6leo essencial de gengibréirgiber officinale) foi adquirido na

empresa FERQUIMA IndUstria e Comércio Ltda.
3.3Preparo e padronizacdo do inéculo
A reativacdo da cepa foi realizada inoculando-fguata de 1 mL da

cultura estogue em tubo de ensaio contendo 10 MIS&:YE, sendo incubado
a 37°C por 24 horas.
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Apébs esse periodo, aliquota de 100uL da culturaréwisferida para

150mL de TSB-YE e incubada a 37°C até a obtenc&edm de 1DUFC/mL

(DO ¢9onmM= 0,305).

A padronizagdo do in6culo foi realizada por meio edaboracdo de
curva de crescimento. O crescimento do micro-osganifoi monitorado por
espectrometria por meio da densidade 6tica a 608ntontagem direta em
placas contendo agar triptona de soja acrescidh6dé de extrato de levedura
(TSA-YE).

3.4 Determinagdo do pH minimo de crescimento e minimanibitério de L.

monocytogenes

A influéncia do pH no crescimento demonocytogenes foi avaliada em
microplacas de poliestireno de 96 cavidades. Ema ceavidade, foram
dispensados 140uL de TSB-YE, com pH ajustado cado &toridrico para 7,0;
6,5; 6,0; 5,5; 5,0; 4,5; 4,0 e 3,5. O mesmo prouedio foi realizado, em outra
microplaca, porém, ajustando-se o pH com acida@gitApds adicdo do meio
de cultura e ajustados os valores de pH, 10uL deraupadronizada foram
adicionadas em cada poco. Foi lida a absorbanc&0mm em leitor de

microplacas (Anthos 2010) antes e depois da inédbpor 24 horas, a 37°C. O
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pH minimo inibitério foi o menor valor capaz ddhin, completamente, o
crescimento bacteriano. O pH minimo de crescimfmitaquele imediatamente

acima do pH minimo inibitorio.

3.5Inducéo da resposta de tolerancia acida

Apoés ser determinado o pH minimo de crescimentpHao5,5 (valor
acima do minimo de crescimento) foi utilizado panaliar a inducdo da
resposta de tolerancia acida. Em tubo tipo Falamendo TSB-YE com pH
5,5, foi adicionado aliquota de cultura padronizait#endo-se a concentracéo
final de 16UFC/mL. A cultura foi incubada a 37°C por uma h¢RJJIAR;
CHIKINDAS; MONTVILLE, 2009). Ap6s esse periodo, @liotas de 1 mL
foram transferidas para microtubos e centrifugdd8800xg/ 10 minutos) e as
células recuperadas. Essas foram ressuspendida$SE8+YE e foi lida a
absorbancia.

Utilizando-se microplacas, em cada cavidade forapetisados 140uL
de TSB-YE, com pH ajustado com acido cloridriccapa)0; 6,5; 6,0; 5,5; 5,0;
4,5; 4,0 e 3,5. O mesmo procedimento foi realizaglo, outra microplaca,
porém, ajustando-se o pH com &cido citrico. Apdsdaddo meio de cultura e
ajustados os valores de pH, 10uL da cultura presfdéenexposta ao pH 5,5
foram adicionados em cada pogo. Foi lida a absord&@ 600nm em leitor de

microplacas (Anthos 2010) antes e depois da inéubpgr 24 horas, a 37°C.

3.6 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) de éleo

essencial de gengibre

Foi utilizada a técnica de microdiluicdo em cald&BFYE, em

microplacas de poliestireno de 96 cavidades cormestracdes padronizadas de
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25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78 e 0,39% de Olezemsal de gengibre. A
homogeneizacdo do 6leo essencial de gengibre cameio de cultivo foi

realizada pela adicdo de 0,5% (v/v) de Tween 8f@giatlo-se o volume de

140uL em cada cavidade. Aliquota de 10uL da culpmdronizada (0

UFC/mL) foi adicionada a cada cavidade. Para casfeentracdo, cavidades
contendo o0 meio de cultura e o agente antibacterfaram preparadas sem
adicdo do indculo bacteriano. As microplacas foracubadas a 37°C por 24
horas. A absorbéncia a 600nm em leitor de micoagldAnthos 2010) foi lida
antes e depois da incubacdo. A CMI foi a menor eanacéo de éleo essencial
de gengibre capaz de inibir, completamente, o itrestto bacteriano.

Como controle negativo, foi utilizado o compostatgunario de aménio
com CMI de 1%, segundo recomendacéo do fabricante.
3.7 Inducdo de tolerancia ao 6leo essencial de gengibee ao composto

guaternario de amobnio

Para se induzir a tolerancia ao 6leo essenciakdgilgre e ao composto
quaternario de aménio, a dose subletal foi caleulatlizando-se medida
proporcional & CMI de 6leo essencial de gengitie eomposto quaternéario de
amonio, respectivamente, 0,78% e 0,25%, equivaen@MI|/4 (LUDEN et al.,
2003). Os antimicrobianos, nas doses subletaigmfadicionados a 10 mL de
TSB-YE para quaternario de amoénio e TSB-YE acrescid Tween 80 para
O6leo essencial de gengibre, em tubos de ensaiaosbopmogeneizadas.
Posteriormente, foi adicionado o inéculo bacterjafiendo-se a concentragéo

de 16UFC/mL. Os tubos de ensaio foram incubados a 38i® foras.
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Apés a incubagdo por 6 horas, foram retiradas atégude 1 mL das
culturas e centrifugadas (10000 x g/ 10 minutos) reitrotubos. As células
foram recuperadas, ressuspendidas em meio TSB-¥Bflosa suspensao
padronizada em *QJFC/mL. Em microplacas de 96 cavidades contenaheio
de cultivo e o agente antibacteriano, sendo o @ssencial de gengibre
homogeneizado com Tween 80 a 0,5% (v/v), aliguaaldulL da cultura
padronizada (POUFC/mL) exposta a CMI dos agentes antibacteriaiods
adicionada a cada cavidade. Para cada concentegddades contendo 0 meio
de cultura e o agente antibacteriano foram preparaem o indculo bacteriano.
As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 hakasbsorbancia a 600nm
em leitor de microplacas (Anthos 2010) foi lidaegn¢ depois da incubacao.

3.8Inducéo de adaptacao cruzada
Apébs a exposicao a concentracao subletal de éksmeisl de gengibre

de 0,78%, correspondente a CMI/4, por seis homsgéhilas bacterianas foram

recuperadas por centrifugacéo (10000xg/ 10 mingasysuspendidas em meio

TSB-YE. Aliquotas de 10uL da suspensdo padroniza@aUFC/mL) foram

adicionadas a microplaca de 96 cavidades contef@joL1de TSB-YE com pH
ajustado com HCI para 4,5; 4,0 e 3,5. A microplatancubada a 37°C por 24

horas e medidas as absorbéancias, a 600nm, armés a axcubagao.

3.9 Andlises estatisticas
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Para avaliar os efeitos dos tratamentos, foi r@ddtizum experimento
segundo o delineamento inteiramente casualizadcesd#tados obtidos para pH
minimo inibitério e minimo de crescimento, indugi resposta de tolerancia
acida, determinacdo da CMI de 6leo essencial dgilyen inducéo de tolerancia
ao oleo essencial de gengibre e ao composto gaatede aménio e inducédo de
tolerancia cruzada, foram submetidos a analiseadi@ncia. Para comparacgéo
das médias foi utilizado o teste de Scott-Knotg% de significAncia. Para a
inducao de tolerancia &cida, foi utilizada tambéamalise de regresséo linear.

Para as analises de variancia, analise de regredsates de médias, foi

utilizado o software R.
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4RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacgdo do pH minimo inibitério e pH minimo decrescimento de
L. monocytogenes

ParaL. monocytogenes ATCC 19117, tanto para o HCI quanto para o
acido citrico, o pH minimo inibitério, ou seja, cnor valor de pH capaz de
inibir, completamente, o crescimento bacteriana, 4&. O pH minimo de
crescimento, ou seja, aquele valor imediatameritesado pH minimo inibitério
foi 5,0.

Houve um efeito muito semelhante entre o Acidoidiico e o 4cido
citrico quanto a inibicdo do crescimento te monocytogenes, havendo
crescimento bacteriano a partir de pH 5,0.

A tabela 3 representa a relacdo entre o pH ajustadinécido citrico e

HCI e o crescimento (Log UFC/mL) de monocytogenes.

Tabela 3 Relacéo entre o pH ajustado com &cidicaciér HCl e o crescimento
(Log UFC/mL) del.. monocytogenes

oH Log UFC/mL
Acido Citrico HCI
3,5 - -*
4,0 - -*
4,5 - -*
5 9,62 9,68
5,5 9,68 9,70
6 9,81 9,70
6,5 9,85 9,81
7 9,89 9,88

*Auséncia de crescimento
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Na literatura, encontram-se valores de pH minimardsecimento dé.
monocytogenes de 4,3 (RYSER; MARTH, 2007), 4,5 (SEVERINO, 2007}
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS - FAO / WORLD HEATH ORGANIZATION - WHO, 200) e 5,5
(NAJJAR; CHIKINDAS; MONTVILLE, 2004), valores bemr@ximos aos
testados no presente estudo. Valores como 4,3 endh4foram testados e
poderiam até ser encontrados caso intervalos peguda pH fossem sido
utilizados.

Tanto o pH minimo de crescimento quanto o pH minimimtorio del.
monocytogenes podem ter relacdo com o meio utilizado, a tempesiatie
incubacdo, a natureza do acido e a cepa bactedmidos diferentes, sejam
organicos ou inorganicos, por mecanismos de acadmtensidades de acdo
diferentes, promovem variados niveis de estressaici-organismo inibindo,
em maior ou menor intensidade, o seu crescimento.

Wang e Johnson (1997) verificaram que as maiokes tde crescimento
de L. monocytogenes ocorreram em valores de pH iguais ou superior6a
verificando-se desenvolvimento em escala muito memoa sua auséncia, em
ambientes com pH inferior a 5,0. Observaram aind&@ @m produtos
alimenticios acidos (pH< 4,3), monocytogenes ndo sobrevivia.

O mesmo valor de pH 4,5 foi encontrado no presestiedo, sendo esse
0 minimo valor capaz de inibir, totalmente, o cireenito del.. monocytogenes.
Verificou-se, ainda, que a medida que os valorepldeforam aumentados,
aproximando-se de 7,0 foi maior o crescimento bacte. Isso pode ser
explicado, pois o0 pH 6timo de crescimento Ldemonocytogenes encontra-se
préximo a neutralidade, conforme trabalhos de FABQW(2004), Ryser e
Marth (2007) e Severino (2007).

Najjar, Chikindas e Montville (2009) avaliaram @scimento de quatro

cepas dd.. monocytogenes em meio com valores de pH ajustados com &acido
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latico entre 3,5 e 7,0 e detectaram auséncia @eiorento para todas as cepas
em valores de pH 5,0. A diferenca entre o pH minimo inibitério ded5
encontrado por esse autores e o pH 4,5 encontagdoesente trabalho pode ser
explicada pela natureza do acido utilizado e tampéia cepa estudada. No
presente estudo, tanto o acido citrico quanto doacioridrico inibiram o
crescimento dé. monocytogenes em valores de p¥l4,5.

Vérios estudos mostram a efetividade dos acidodniggs, cuja agéo é
devido a dissociacéo intracelular sofrida por ess®dos, causando maiores
danos a célula (BUCHANAN; GOLDEN, 1998; HIRSHFIELDERZULLI;
O'BYRNE, 2003; KOUASSI; SHELEF, 1996) e também @agla forma ndo
dissociada em alterar as atividades metabodlicasicim-organismo (VASSEUR
et al., 1999).

Ita e Hutkins (1991) observaram que o baixo pHao#lular ndo foi o
fator mais importante na inibicdo do crescimentd d&onocytogenes em meio
acido, uma vez que células tratadas com acidool@m meios com pH 3,5
mantiveram seu pH intracelular em torno de 5,0,trando que a forma nao
dissociada do acido tem efeito inibitério no cremmto del.. monocytogenes,
assim com o efeito de acidificacdo do meio intdeelcausado pelos ions H+.

A susceptibilidade de diferentes cepasLdanonocytogenes a meios
acidos ajustados com acidos de diferentes natyrexdee eles, organicos
(acidos latico e acético) e inorganico (HCI) fotuelada por Vasseur et al.
(1999). A sensibilidade entre cada uma das cinpasavaliadas foi diferente
em relacdo ao acido utilizado. Todas as cepasativeteducdo da taxa de
crescimento proporcional a reducdo do pH, ou ssjameios mais acidos, a
taxa de crescimento foi menor. O acido acéticoofonais efetivo e o HCI, o
menos efetivo. Segundo os autores, a maior efatiéiddo acido acético na
inibicdo do crescimento de. monocytogenes pode ser explicada pela maior

capacidade em transpor a membrana plasmatica nfarso@a nao dissociada e
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lipolifica, levando ao acimulo de acido no citoplascom acidificacdo do meio,
desintegragéo da forga proton motiva e alteracé@oaggporte de substratos.

De acordo com trabalho de Young e Foegeding (1993)jbicdo de
crescimento dé&. monocytogenes com varios acidos orgéanicos foi maior com o
acido acético, seguida do acido latico e por fimmnco acido citrico. Ita e
Hutkins (1991) mostraram que o acido citrico apreaea maior capacidade em
reduzir o pH intracelular, entretanto apresentoneamor capacidade de inibir o
crescimento dé&. monocytogenes, entre varios acidos organicos testados, sendo
0 acido acético o que melhor inibiu o crescimento.

A inibicdo do crescimento de. monocytogenes por acido orgéanico
depende de fatores como o pH, o tipo de acido esneentracdo, sendo que
acidos organicos em baixa concentragdo tiveraneitoehibitorio atribuido ao
pH, enquanto que em moderada a alta concentracaequivalente a 1-2M
(Molar), o efeito foi atribuido ao pH e também anaentracdo do acido
(BUCHANAN; GOLDEN, 1998). Esses autores verificaramda que o acido
citrico em concentracdo maior que 1M teve maiorempotal em inibir o
crescimento bacteriano enquanto a concentracaorngg@olM relacionou-se
com aumento da sobrevivéncia ldemonocytogenes, demonstrando um efeito
protetor, principalmente em pH 5,0 e 6,0, com uwe lefeito protetor em pH
4,0.

Assim, de acordo com Young e Foegeding (1993),eitceféxico do
acido citrico emL. monocytogenes relaciona-se a concentracdo da forma nédo
dissociada e o efeito protetor relaciona-se aosisiigalculados das formas
mono e dihidroxi, o que sugere relacdo com a cdpdei quelante dos acidos
nas formas parcialmente ionizadas. Demonstraranhém, que o estimulo do
crescimento dé.. monocytogenes em baixas concentracdes pode ser devido a
oferta de citrato como fonte de carbono ou devido&lacdo de ions metdlicos.

O &cido citrico apresentou a maior atividade bexgetica expressa em funcéo
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da concentracdo molar, comparados com &cido |&i@zxético; j& em base
equimolar, apresentou-se com o pior efeito inimtéConner, Scott e Bernard
(1990) também evidenciaram que baixos niveis ddoadirico ndo afetaram o
pH minimo de crescimento de monocytogenes, sugerindo, assim, uma relagao
entre o efeito inibitério e a concentragdo do acido

A sequéncia da exposicao a diferentes fatorestdesss também pode
interferir na eficacia da inibicdo do crescimen® Ld monocytogenes. Em
estudo que avaliou exposi¢édo a diferentes fataeassttesse em doses letais, a
sequéncia de exposicdo primeiramente com baixo plépmis com elevada
concentragdo de NaCl, resultou em mais rapida &sddg crescimento de
monocytogenes do que a sequencia inversa. Essa sequencia deowpnst
também, resultado melhor do que a aplicacdo de asmtétodos isolados ou
mesmo simultaneos (TIGANITAS et al., 2009).

O uso de métodos e agentes antibacterianos geegisamente, inibem
0 crescimento de micro-organismos nos alimentodge pmontribuir para uma
maior eficacia dessa inibicdo, mas, por outro lamlajso de concentracBes
subletais desses diversos agentes pode levarcd@eeale a inducdo de tolerancia
nos micro-organismos, tornando-os mais resistaesgentes utilizados.

4.2Inducéo da resposta de tolerancia acida

Apb6s 1 hora de exposicao a pH 5,5 em meio ajustado HCl e em
meio ajustado com &acido citrico, a 37°C, as céldéds monocytogenes ATCC
19117 foram expostas aos valores de pH 7,0; 605;565; 5,0; 4,5; 4,0 e 3,5.
N&o houve crescimento nos meios de cultura com ,pH40 e 3,5 indicando
gue ndo houve inducéo de tolerdncia ao pH nasaséapds exposicdo ao pH
5,5. Assim, optou-se por aumentar o tempo de egfogpara 6 horas. Feito

isso, também ndo houve crescimento nos valoresHdsupracitados. Até o
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presente momento, a cepa utilizada havia sido sierhemonocytogenes ATCC
19117. Sabendo-se que a resposta adaptativa deridadepende também da
fisiologia do micro-organismo e que pequenas dilgais podem ser observadas
entre cepas da mesma espécie, optou-se por trabeftm outra cepa,
substituindo a cepa utilizada, ATCC 19177,por ATZ844 e apenas essa cepa
foi mantida até o final do experimento.

Sendo substituida a cepa, apés 6 horas de expasighio5,5 em meio
ajustado com HCIl e em meio ajustado com acidocoijtra 37°C, as células
foram expostas aos valores de pH 7,0; 6,5; 6,0;%0 4,5; 4,0 e 3,5. Para as
células expostas aos meios com pH ajustado com t@lke crescimento em
pH 4,5, o que ndo havia acontecido antes da exjmaig pH 5,5. Para as células
expostas aos meios com pH ajustado com &cidoc;iti@o houve crescimento
empH4,50uempH4,0e 3,5.

A tabela 4 demonstra o efeito do pH sobre o cresaion del.
monocytogenes (Log UFC/mL) apos exposicdo a pH 5,5 em meio ajlestaom
HCI.

Tabela 4 Valores médios do crescimento (Log UFC) dd.l. monocytogenes
em fun¢do do pH, apés inducéo de tolerdncia com HCI

pH Log UFC/mL
4,5 8,831667 e
5,0 8,918333d
55 9,076667 ¢
6,0 9,808333 a
6,5 9,821667 a
7,0 9,745000 b

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem sinpelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.

Observou-se que a exposicao das células o valdrsdenidades acima

do pH minimo de crescimento, ajustado com HCI, znduolerancia emi.
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monocytogenes, permitindo o posterior crescimento em pH 4,5orvgue havia
inibido, completamente, o crescimento das célutéerimrmente.

Najjar, Chikindas e Montville (2009), em seu trdimal expuseram as
células dd.. monocytogenes a pH 5,5, por uma hora, a 37°C e, posteriormente,
as expuseram a pH 3,5. Os valores de pH foramaajostcom acido latico e
com acido cloridrico. Quando usado o acido lat&s,células previamente
expostas ao pH 5,5 tiveram sobrevivéncia signifiaatente maior ao pH 3,5,
demonstrando a indug¢do de tolerancia &cida. Ja cdmido cloridrico, ndo
houve indugcédo de tolerdncia em nenhuma das cejliasmd#s. Resultados
semelhantes foram obtidos por Alexandrou, Blackbaidams (1995), Smigic
et al. (2009) e Van Houteghem et al. (2008)

Diferentemente do que foi encontrado por Najjaikibdas e Montville
(2009), Alexandrou, Blackburne e Adams (1995), $tneg al. (2009) e Van
Houteghem et al. (2008), que evidenciaram inducéotalerancia quando
utilizados acidos organicos em concentracfes subletsse estudo mostra a
inducao de tolerancia acida quando os valores dioph ajustados com HCI,
um &acido forte inorganico, ndo havendo a induc&o c@cido citrico.

Nos estudos acima citados, a inducéo de toler@owia aconteceu com
acidos organicos diferentes do utilizado no presestudo. A natureza do acido
organico deste estudo, o acido citrico, assim comracteristicas especificas
como constante de acidez e constante de ionizgg&ojnterferem nos danos
celulares causados pelo acido, podem estar retaisnao efeito inibitério do

acido. O acido citrico € um &cido fraco, tricartiomsi de pk; 3,13, bem menor

gue a pKa do acido acético, 4,76, uma das maiarge es acidos organicos
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carboxilicos (CATANI; ALCARDE, 1966). Sendo acidfvacos, caracterizam-
se por valores pequenos de constantes de ioniz&giiém, de acordo com
Vasseur et al. (1999), sabendo-se que quanto naepka maior a extensdo da
dissociacdo, uma possivel explicacdo para o acitliwoc ndo ter induzido
tolerancia eml. monocytogenes pode ser a menor concentracdo da forma nao
dissociada do acido se comparado a outros acigésions, como o acético.
Assim, se o pH da solucado for maior que a pKa doaargénico, esse
serd predominantemente dissociado, resultando emrneencentracéo de sua
forma ndo dissociada e menor efeito inibitério descimento bacteriano. No

entanto, se o pH da solugéo for menor que a pKissaciacdo sera menor. O

acido citrico, possuindo a menor pKa entre os &cimlgéanicos (pk 3,13),

abaixo dos valores de pH utilizados no presentealina, pode ter sofrido
elevada dissociagdo, ndo ocorrendo uma eficazc@obdo crescimento de
monocytogenes, principalmente se utilizado em baixa concentracdo

A tabela 5 representa o efeito do pH sobre o arestio (Log UFC/mL)
de L. monocytogenes em meio ajustado com 4cido citrico, apos exposicgbl

5,5 por seis horas.

Tabela 5 Valores médios do crescimento (Log UFC/dg.).. monocytogenes
em func¢do do pH, apoés inducao de tolerancia cododaxdtrico

pH Log UFC/mL
5,0 8,938333d
55 9,018333 ¢
6,0 9,810000 b
6,5 9,890000 a

7,0 9,851667 a
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As médias seguidas da mesma letra ndo diferem snpelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade

A figura 4 demonstra as equacdes de regressaoedoimmento dd..
monocytogenes (Log UFC/ mL) em funcdo do pH, na inducdo de totera
acida com HCl e &cido citrico.
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Figura 4 Equacdes de regressdo do crescimento (UBG/mL) de L.
monocytogenes em fungdo do pH, apéds inducdo de tolerancia. A:
com HCI; B: com acido citrico

Alguns trabalhos tentam elucidar os mecanismos dégtacido dd..
monocytogenes que permitem com que sobrevivam em ambientes sicEim
trabalho feito por Sun et al. (2012), estudou-seomelacdo entre os acidos
graxos da membrana tdemonocytogenes e sua resisténcia. Foi evidenciado que
a bactéria contém, principalmente, acidos graxasaos de cadeia ramificada
e que isso tem relagdo com a sobrevivéncia a ke baixas temperaturas.
Alteracdes na composicao desses 4cidos graxogidtzdpor mutagdes, levou a
alteracdes no crescimento em pH acido e em baixpaatura.

Também estudando esses mecanismos de adaptadaity Ed€aratzas
(2012) cita o efeito da enzima glutamato descatasxidiante do estresse acido
e outros tipos de estresse e também na toleranimia @m varias bactérias,
como L. monocytogenes, facilitando a homeostase do pH intracelular por
consumir protons em reacéo de descarboxilacdopcoducio de GABA (acido
gama amino-butirico) a partir do glutamato. Tant®ABA quanto o glutamato
sdo dois dos principais solutos compativeis preseeim bactérias e estdo
envolvidos na manutencdo do metabolismo intraceldlante de mudltiplos
agentes estressores.

Portanto, varios sdo os mecanismos que tolnanonocytogenes capaz
de sobreviver a ambientes acidos apds exposicadH asybletal. Esses
mecanismos envolvem a ativacdo/ inativacdo de gereegundo Oliver (2010),
um importante gene regulador é o sigdpaegulador de estresse envolvido na
resposta de adaptacdo ao estresse geral e aestespecificos como acidez,
estresse oxidativo e energético, que esta presentenuitas bactérias Gram
positivas. De acordo com esse autor, lemmonocytogenes, sigmaf regula,

diretamente, cerca de 160 genes e, direta e iadiggite, mais de 200 genes,
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inclusive esta relacionado a transcricdo de gemesirdléncia. Isso pode ser
evidenciado pela diminuicdo de sua viruléncia qoaimbculada no trato
gastrintestinal de porcos, apds mutacdo em spyroanforme demonstrado por
Garner et al. (2006).

Estudos em prote6mica comparativa tém sido rea&ambm o objetivo
de se identificar as proteinas presentesLemmonocytogenes antes e apos a
exposicao ao estresse, buscando descobrir asramteilacionadas a aquisicao
de tolerancia do micro-organismo frente a ambiexteerso. Tao importante
quanto o estudo genbmico, porém, dinamico, o estl@groteoma revela,
perante o ambiente ao qual 0 micro-organismo egtdsto em determinado
momento, o status proteico, que estd totalmentacioglado a exposicédo

ambiental.

4.3Concentracdo Minima Inibitéria do 6leo essencial dgengibre

A concentracdo minima inibitéria (CMI) de 6leo essal de gengibre
em L. monocytogenes foi de 3,12%. A tabela 6 compara o efeito de toaks
concentracBes de 0leo essencial de gengibre sobresoimento (Log UFC/

mL) deL. monocytogenes.

Tabela 6 Efeito de diferentes concentracdes deeassencial de gengibre sobre
o crescimento (Log UFC/mL) de monocytogenes

Concentragéo (% v/v) Log UFC/mL
25,0 -*
12,5 -*
6,25 -*
3,12 -*
1,56 9,02
0,78 9,33
0,39 9,17

*Auséncia de crescimento
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A tabela 7 demonstra o efeito de diferentes conaedés do Oleo

essencial de gengibre sobre o crescimento (Log tdECdeL. monocytogenes.

Tabela 7 Valores médios do crescimento (Log UFC/dd.).. monocytogenes
em diferentes concentractes de 6leo essencialndgbge

Concentragao (% v/v) Log UFC/mL
1,56 9,028333 ¢
0,78 9,333333 b
0,39 9,716667 a

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem snpelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5%

O efeito antibacteriano do 6leo essencial é attilpuha maioria das
vezes, a0 Seu composto ou a seus compostos mapstigrupo de substancias
presentes em maior porcentagem. Os compostos fadmsi podem variar de
acordo com alguns fatores como a parte da plantande o dleo foi extraido,
método de extragdo, condicdes ambientais como deniddativa, temperatura,
exposicao ao vento e ao sol e periodo de estocaggmagem. Como mostrado
por Machado et al. (2003x-gingibereno e geranial foram os principais
constituintes do 6leo essencial de gengibre. JansiegDabague et al. (2011),
geranial e neral foram os compostos majoritarinslusive com seus teores
aumentados quando os rizomas de gengibre permameageaior periodo em
secagem. No presente estudo, o 6leo essenciahdidpeutilizado possui como
compostos majoritarios, zingibereno e beta-sedquifeeno.

No presente estudo, ndo houve crescimento baatesjads exposicao a
concentracdes de Oleo essencial de gengibre de 2B%%, 6,25% e 3,12%,

sendo essa a CMI para a cepa estudada. Altas ¢oagfs de 6leo essencial
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tém eficaz acdo antibacteriana, porém acarretareraglies sensoriais
importantes nos alimentos, sendo invidvel seu peoas sob a 6tica da eficacia
antimicrobiana. Portanto, o objetivo dos estudobresodleos essenciais é
encontrar baixa concentracdo minima inibitéria,cafi contra o micro-
organismo e aceitavel, sensorialmente, se usadalineEntos.

Em trabalho realizado por Sivasothy et al. (20b%)0leos extraidos da
folha e do rizoma d&ingiber officinale foram testados contra bactéri@asam
positivas &aphilococus aureus, Bacillus licheniformes, Bacillus spizizenni) e
Gram negativas Hscherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
stutzeri). Os 6leos extraidos dessas duas partes da pharsi@aram moderada
atividade antibacteriana, com CMI de 0,016- 0,063%tra todas as bactérias
testadas. Segundo os autores, a atividade foi,apetmente, devido aos
compostos 6xido de cariofileno, alfa-pineno, adfgineol, 1,8 cineol e geraniol,
ja sabidamente antibacterianos.

Trabalho que avaliou a CMI do 6leo essenciakiahgiberofficinale em
L. monocytogens em trés diferentes valores de pH (5,0; 6,0 e éhapntrou os
seguintes valores de CMI: 0,015%; 0,03% e 0,06%peetivamente. Quando
associados a nisina, cairam para 0,0019%; 0,0074%0,@&L.50%,
respectivamente, mostrando acao sinérgica da rasir@deo essencial utilizado
(RAHNAMA; NAJIMI; ALI, 2012). Esses autores compmmam maior
dificuldade de crescimento em pHs mais baixos, adfisearem que foi
suficiente menor concentracdo de 6leo essenciafjeshgibre para inibir o
crescimento bacteriano em meios mais acidos. Radé&sr que a acidez, como
fator isolado ou associado, consegue interferigatieamente, no crescimento
de L. monocytogenes.

Em relagcdo aos possiveis mecanismos de acdo doeétmmcial de
gengibre, Bakkali et al. (2008) mostraram que @ @esencial de gengibre é

rico em monoterpenoides e como essas substanamaidéofébicas, tém
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preferéncia em se deslocar da fase aquosa em dalir@gdestruturas da
membrana. Segundo Andrade et al. (2012), o acUmodo constituintes dos
Oleos essenciais na bicamada lipidica da membitoEasmatica ira promove

alteracdo de permeabilidade, ocorrendo a dissipdeaforca préton motiva,

reducdo de ATP, do pH interno, do potencial elétdca perda de ions como
potassio e fosfato. Esses danos na membrana lewatoraprometimento das
suas fungbes. Dorman e Deans (2000) relataram guélomois terpénicos

presentes na composicdo dos Oleos essenciais dgibmgeragem como

desidratantes e solventes, provocando desnatudagdaroteinas.

No presente estudo, a CMI de d4leo essencial deilgengm L.
monocytogenes foi diferente da CMI de 0,625% mostrada por Noraji
Laohakunkit e Kerdchoechuen (2007) e da CMI de 0,8fdstrada por
Thongson et al. (2005), sendo bem maior do questesrdinadas por Rahnama,
Najimi e Ali (2012).

Varios fatores podem ser responsaveis pelas vasacéferentes a
determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CHE 6leos essenciais,
como a técnica utilizada, o micro-organismo e aacgqilizados, a origem da
planta, o local da planta onde o 6leo essenciadXtiaido, a época da colheita
da planta, o tempo de armazenagem pds-colheitapssextratos foram
preparados a partir de plantas frescas ou secaguardidade de 6leo testada
(FENNEL et al., 2004).

4.4 Inducdo de tolerancia ao 6leo essencial de gengibee ao composto

guaternario de amonio

As células del.. monocytogenes expostas a concentracdo subletal de
6leo essencial de gengibre (CMI/4) de 0,78%, aptas@m crescimento quando

expostas, posteriormente, a CMI de 3,12%, atingimdwncentracdo de 9,76
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Log UFC/mL. Isso mostra que quando as células fagpostas a concentragéo
subletal de 0,78% de Gleo essencial de gengibiehimducdo de tolerancia,
permitindo seu crescimento quando posteriormenf®msas a concentracao
minima inibitdria.

Em relacdo ao composto quaternario de amdiiomonocytogenes
exposta a concentracdo subletal (CMI/4) de 0,2580apfiesentou crescimento
guando exposta, posteriormente, a concentracdo%leAksim, ndo houve
inducdo de tolerancia em. monocytogenes ap0s exposicdo a concentracao
subletal de composto quaternario de amonio.

Estudos sobre agdo antibacteriana de Oleos essemém surgido
continuamente, porém os estudos sobre inducdol@@ricia a concentracdes
subletais desses 6leos essenciais é algo novovegueendo pesquisado. Muito
se tem estudado sobre os mecanismos de adaptatéoare perante fatores de
estresse diversos, porém, especificamente aos éssesciais, poucos estudos
ha na literatura.

Luz et al. (2012a) avaliaram a inducéo de toleedei 6leo essencial de
Origanumvulgare e de carvacrol sobre o crescimentoLdenonocytogenes. As
células foram expostas por dezoito horas a coragdrde CMI/2 e CMI/4,
sendo que a CMI foi de 0,62uL/mL, o que corresporadauima baixa
concentracdo de 0,062% tanto para o 6leo esseladiliganumvulgare quanto
para o carvacrol. Nado houve diferenca estatistioéensignificativa na contagem
das células que foram expostas as concentracd&Md@ e CMI/4 quando
foram, posteriormente, expostas ao valor de CMHplooras.

As concentracfes minimas inibitérias de 6leo esalede Rosmarinus
officinalis e o do composto 1,8 cineol foram pesquisadas éoit% CMI para
ambos, emL. monocytogenes. Posteriormente, células de monocytogenes
foram expostas a CMI/2 e CMI/4 por uma noite, meaavaliar a inducéo de

tolerancia. Ndo houve inducdo de tolerancia ap@®sgdo as concentracdes
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subletais d&kosmarinus officinalis e de 1,8 cineol (GOMES NETO, 2012). Esse
estudo, assim, mostrou-se divergente ao presenidoeso qual foi evidenciada
a inducao de tolerancia a CMI de 3,12%, quand@ksas dd.. monocytogenes
foram previamente expostas a concentracdo suli{ekdll4) de 6éleo essencial
de gengibre. Tratou-se, no entanto, de utilizac@ocepas diferentes e de
diferentes 6leos essenciais.

Na industria de alimentos, alguns sorotipos lde monocytogenes
sobrevivem apls a limpeza e desinfec¢do (HOLAH lgt 2002; KETO-
TIMONEN et al.,, 2007; WULFF et al., 2006). A petéiscia dos micro-
organismos resistentes pode ser explicada peladmoie aos desinfetantes
usados. No entanto, essa tolerancia é evidenciadalguns estudos enquanto
outros ndo comprovam sua ocorréncia (AASE et B002HEIR et al., 2004;
HOLAH et al., 2002). O presente estudo, que foicoodante com alguns e
discordante de outros quanto a ocorréncia de imdudE# tolerdncia, ndo
evidenciou inducdo com o composto quaternario debnam em L.
monocytogenes, apds periodo de exposicdo a concentracdo suliidl4) de
seis horas.

Lundén et al. (2003) avaliaram a inducdo de tol@ednde L.
monocytogenes apés exposicdo a CMI/4 de desinfetantes quimigos,duas
horas. Em relacdo aos dois compostos quatern&i@ndnio testados, houve
resisténcia da bactéria quando exposta a CMI anteraumento de trés vezes
no valor da CMI. Entre algumas diferencas do presestudo com o trabalho de
Lundén et al. (2003), a cepa utilizada foi difeeerto tempo de exposicdo a
concentracdo subletal foi de seis horas no presstiglo e de duas horas no
outro. Em relacdo ao maior tempo de exposicdo.esperado que houvesse
inducao de tolerancia, porém, assim como em algstusios citados no presente

trabalho, ndo foi encontrado aumento de resistémciaicro-organismo testado.
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A exposigdo a concentragfes subletais tanto defdesites quimicos
quanto de produtos antibacterianos, como os Olseeneiais, assim como
procedimentos que visam a impedir o crescimentongiosd-organismos pode
levar a alteragbes na fisiologia do micro-organisnggrando respostas
adaptativas aos agentes antibacterianos (HILL e2@02; SHADBOLT; ROSS;
MCMEEKIN, 2001).

Uma questé@o ndo esclarecida e que ainda necessitaitbs estudos é o
fato da tolerancia ser, predominantemente, indyzidias mudancgas metabolicas
adaptativas ocorridas no micro-organismo ou pelocgsso de sele¢do que
proporciona o crescimento dos micro-organismoggistentes. Mecanismos de
adaptacdo metabdlica, como visto nessa discusedtera. O que resta saber é
se séo responsaveis, por si s, pela tolerancisamada pelo micro-organismo
a um agente agressor.

Em relagdo aos mecanismos que explicam a toletanci@abalho
realizado por Ramanova (2006) mostrou a relacée doimbas de e fluxo, em
L. monocytogenes, e a adaptacdo ao composto quaternario de andoietp de
benzalconio). Aumento da expressao do gedd ocorreu naquelas cepas que
se tornaram resistentes ao cloreto de benzalcqe axposicdo, mostrando
importante correlacdo entre a bomba de e fluxoficadia pelo gene e o

mecanismo de adaptacgéo frente a esse desinfetdnteq,

4.5Inducéo de tolerancia cruzada

As células del.. monocytogenes expostas a concentracao subletal de
6leo essencial de gengibre (CMI/4) de 0,78%, p@s keras, apresentaram
crescimento quando expostas, posteriormente, ad,pHajustado com acido
cloridrico, ndo havendo crescimento na exposi¢cga-ad,0 e 3,5. Observou-se,

assim, inducéo de tolerancia cruzada a acidez.
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A tabela 8 demonstra o efeito do pH sobre o cresstion(Log UFC/mL)
de L. monocytogenes apds exposi¢do a concentracdo de 0,78% (CMI/Heate

essencial de gengibre.

Tabela 8 Efeito do pH sobre o crescimento (Log WHG/de L. monocytogenes
apos exposicdo a CMI/4 de dleo essencial de gangibr

pH Log UFC/mL
3,5 -*
4,0 - *
4,5 8,9

*Auséncia de crescimento

Foi observado que o pH minimo inibitério de 4,5 s&@amostrou eficaz
em inibir o crescimento apés a exposicdo da backédoncentracdo subletal do
6leo essencial de gengibre. Conforme o conceittnldedncia cruzada, onde o
micro-organismo torna-se resistente a determinaido fle estresse apés ter sido
exposto a outro agente estressor, observa-se aéwociar da inducdo de
toler&ncia cruzada eln. monocytogenes. Isso comprova a grande importancia
dos mecanismos adquiridos pomonocytogenes que a permitem crescer frente
a varias medidas de controle.

SeL. monocytogenes, apds ser exposta a concentracao de 0,78% de dleo
essencial de gengibre, consegue sobreviver a galpH inibitorio e apresentar
crescimento, surge a grande preocupacdo em rebagdtdizacdo dos Oleos
essenciais, se usados em concentracdes subletastelo processamento dos
alimentos ou como biocida. O objetivo dos estuddsesacio antibacteriana de
Oleos essenciais é a possibilidade de sua utibizegtho uma medida adicional
de inibicdo de crescimento microbiano em aliment@®@mo uma das
caracteristicas dos 6leos essenciais é apresdt#tavotatilidade e apresentar

aromas e sabores intensos, torna-se dificil, sehmsente, seu uso em altas
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concentracbes. Assim, 0 uso em baixa concentragdim o0 objetivo de
promover alguma acdo antibacteriana é preocupauis, a concentracao
subletal poderia aumentar a resisténciaLdenonocytogenes, permitindo que
sobreviva, por exemplo, diante da acidez do tragtrgintestinal humano, onde
0 pH acido estomacal, que funciona como barreirprdecéo contra agressoes
microbianas, poderia tornar-se ineficaz se o micganismo tiver sido exposto
a concentracdo subletal de um outro agente agressup 0s 6leos essenciais,
durante as etapas de processamento do alimento.

Com o crescente numero de estudos sobre as prageed
antibacterianas dos Gleos essenciais, um dosalgetio seu uso na industria de
alimentos, tanto como conservante como desinfetarganificante. Torna-se
muito importante, para tal, descobrir a melhor farde uso e a concentragéo
ideal, inibitéria e ndo indutora de tolerancia feeaos outros fatores de estresse
com 0S quais 0S micro-organismos possam entrarggiato posteriormente,
ndo diminuindo, assim, a eficicia desses outrosdoétde controle.

Em trabalho realizado por Luz et al. (2012a), @&ulde L.
monocytogenes expostas a concentracfes subletais de O6leo edsaleia
Origanumvulgare e submetidas a fatores de estresse diferentes @it@o
temperatura (45°C), acidez (pH 5,2) e alta conagatr de sal (Na Cl a 10%),
nao foi observada tolerancia cruzada entre o &sereial dé®riganunvulgare
e 0s outros fatores de estresse.

Luz et al. (2012b) também pesquisaram a inducé&oldeincia cruzada

a temperatura de 46, pH 5,2 e concentracdo de 10% de NaClSahmonella

enterica Typhimurium quando previamente exposta a concentracfes sableta
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de 6leo essencial deriganum vulgare e de carvacrol. Assim como no trabalho
de Luz et al. (2012a) , ndo houve inducdo de toté@dnas células de S.
Typhimurium que previamente expostas a CMI/2 e @M/

A adaptacdo e a aquisicdo de tolerancia dependefatates como o
tipo de micro-organismo, a natureza do estressambiente ao qual o micro-
organismo estd inserido, sendo que algumas bacténa a capacidade de se
recuperar e de reiniciar o crescimento ap6s a &@dmso fator estressante
(SMIGIC et al., 2009).

Lin, Lee e Chou (2011) avaliaram a adaptacdo &cida L.
monocytogenes e em Salmonella Typhimurium expostas a desinfetantes
guimicos. No processo de adaptacao, foi feita asg@o a pH 5,5 ajustado com
HCI e incubacéo por 1 hora a 37°C. Ap6s a indugdiaélulas foram submetidas
ao contato com dois desinfetantes quimicos (um osto base de cloro e um
composto quaternario de aménio) em duas tempesatinabos os desinfetantes
tiveram melhor atividade antibacteriana a 40°C de g 25°C, mostrando a
influéncia da temperatura na acdo antibacteridhgeria monocytogenes
adaptada teve sua sobrevivéncia aumentada quarnulmstaxao composto
clorado a 25°C, tendo a viabilidade reduzida a 408Gm o composto
guaternario de aménio, a viabilidade das célulapt@dias, a 25°C, foi reduzida
se comparada ao composto clorado.

No trabalho acima também foi usado o valor de g apistado com
HCI, para se induzir a tolerancia acida knmonocytogenes, evidenciando que
a inducdo de tolerancia ocorreu, em intensidadisedies, frente aos dois
desinfetantes quimicos. O HCI mostrou-se, em caidcmia com este trabalho,
eficaz em induzir a tolerancia acida.

Berghols et al. (2013), estudando a inducdo destégmiia cruzada,
avaliaram a inducdo de resisténcia ao antibacteriaisina, em L.

monocytogenes, apos exposi¢do a concentracado de 6% de NaClr@bsm que
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as células previamente expostas a concentraca®dieNaCl, em BHI (Brain
Heart Infusion), a 7°C, adquiriram resisténciasinai (2mg/ml de Nisaplin). Os
autores também verificaram que niveis transcridgsoaamentados do gehiaR
foram encontrados nas cepas ldemonocytogenes que tiveram a resisténcia
aumentada, mostrando a correlacdo desse gene eoimeanto da resisténcia a
nisina.

Assim, inUmeros s80 0S agentes agressores aos qsaisicro-
organismos podem estar expostos e muitos estudoset#ado demonstrar se
exposicdo a doses e concentracdes subletais determihado agente estressor
pode induzir tolerancia frente a outro.

Devido ao surgimento de micro-organismos cada \a&g masistentes as
medidas de combate usuais, estratégias vém serstiadas, isoladas ou
associadas, com o0 objetivo de inibir o crescimedé micro-organismos
contaminantes em alimentos e causadores de doentasimais e em seres
humanos. Segundo Rajkovic, Smigic e Devliegherd @00 emprego de altas
temperaturas, processamentos de alta pressao, catéfricos pulsados, pulsos
de luz intensa, acidos organicos, diéxido de chooso e, principalmente, o
uso combinado de técnicas, sdo usados como tentalv controle de
crescimento de micro-organismos nos alimentos.

Processos como a irradiacdo (AYARI et al., 2012heapsulamento de
agentes antibacterianos em nano vesiculas (TEIXEdRAI., 2008) ja sao
estudados em alimentos e, na area médica, pesquisaso uso de nano
antibiéticos (HUH; KWON, 2011) ja estao sendo feitaum futuro promissor é
esperado no campo das tecnologias de combate amseagcausadores de

doencas alimentares.
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5 CONCLUSAO

O pH minimo de crescimento demonocytogenes foi 5,0.

Listeria monocytogenes apresentou resisténcia aumentada apés ser
exposta a pH acido, ocorrendo inducéo de toler&wda nessas células.

O ¢6leo essencial de gengibre apresentou conceotnaigdma inibitéria
(CMI) de 3,12% sobre o crescimentoldenonocytogenes.

Listeria monocytogenes, quando exposta a concentragdo subletal
(CMI/4) do éleo essencial de gengibre, apreserndaptacéo ao 6leo essencial.

Houve adaptacdo cruzada da bactéria apds ser ax@pasincentracdo

subletal do 6leo essencial, aumentando sua tolararmixo pH.
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