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RESUMO: A evolugao de certos microrganismos permite sua rapida adaptagdo aos ambientes
em constante mudanca, desenvolvendo assim, tolerancia ou resisténcia ao aumento de
determinados estresses. O uso de compostos bioativos provenientes da flora nativa tem sido
apontado como uma possivel solugéo para os problemas de controle da resisténcia e proliferagéo
bacteriana. Este trabalho visou verificar a adaptagao e adaptagéo cruzada de L. monocytogenes,
frente aos compostos fendlicos eugenol e carvacrol. A concentragdo minima inibitéria (CMI) dos
compostos fendlicos foi determinada pela técnica de microdiluigdo em placas de 96 cavidades,
em caldo TSB + 0,5% de Tween 80. As concentragdes finais (%) obtidas foram: 0,06; 0,12; 0,24;
0,49; 0,98; 1,95; 3,9; 6,25; 12,5; 25; 50. A suspensao bacteriana padronizada foi inoculada nas
cavidades das placas, as quais foram incubadas a 37°C por 24 horas com posterior leitura da
absorbancia a 620 nm e determinagao da CMI. A adaptacao das células de L. monocytogenes
ao eugenol e carvacrol foi realizada com o cultivo das células em TSB + 0,06% de eugenol ou
carvacrol a 37°C por 2 horas. A cultura foi entdo centrifugada e as células ressuspendidas e
padronizadas em TSB. A seguir, realizou-se novamente a técnica de microdiluicdo em caldo. Os
resultados obtidos demonstraram que L. monocytogenes apresentou adaptagéo e adaptagao
cruzada frente ao carvacrol e eugenol. A CMI do eugenol e carvacrol foi de 24%. A pré-exposi¢ao
de L. monocutogenes a concentragéo sub-letal de 0,06% de carvacrol ou de eugenol aumentou
sua resisténcia. A pré-exposi¢do ao carvacrol promoveu a adaptagdo de L.monocytogenes
a ele aumentando a CMI para 12,5%. Ja para o eugenol a CMI passou para 25%. Quando
submetidas a concentragéo sub-letal de eugenol, este promoveu a adaptagado das células tanto
ao carvacrol quanto ao eugenol, sendo a CMI de 12,5%. Os resultados obtidos demonstraram
que L. monocytogenes apresentou adaptacao e adaptagédo cruzada ao carvacrol e eugenol.
O presente trabalho sugere estudos futuros ainda mais abrangentes quanto a potencialidade
antimicrobiana destes compostos.
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ABSTRACT: Adaptation and Cross adaptation of Listeria monocytogenes to eugenol and
carvacrol compounds. Some microorganisms have evolved and therefore are able to rapidly
adapt themselves to a constantly changing environment, thus developing tolerance or resistance
to the increase of some specific stresses. The use of bioactive compounds from the native
vegetation has been pointed out as a possible solution to the problems of control of bacterial
resistance and proliferation. This work aimed to check the adaptation and cross adaptation of
L. monocytogenes, towards the phenolic compounds eugenol and carvacrol. The minimum
inhibitory concentration (MIC) of the phenolic compounds was determined by the microdilution
technic in plates of 96 cavities, in CALDO TSB + 0,5% of Tween 80. The final concentrations
(%) obtained were: 0,06; 0,12; 0,24; 0,49; 0,98; 1,95; 3,9; 6,25; 12,5; 25; 50.The patronized
bacterial suspension was inoculated into the captivities of the plates, and incubated at 37°C for
24 hours with posterior reading of the absorbance at 620 nm and determination of the MIC. The
adaptation of the cells of L. monocytogenes to the eugenol and carvacrol was made through the
cultivation of the cells in TSB + 0,06% of eugenol or carvacrol at 37°C for 2 hours. The sample
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was then centrifuged and the cells were re-suspended and patronized in TSB. After that, the
microdilution technic was performed one more time. The obtained results revealed that the
L. monocytogenes presented adaptation and cross adaptation to the eugenol and carvacrol.
The eugenol and carvacrol CMI was at 24%. The pre-exposition of L. monocytogenes to sub-
lethal doses of 0,06% of eugenol or carvacrol enhanced its resistance. The pre-exposition to
carvacrol promoted the adaptation of L. monocytogenes to it thus increasingthe MIC to 12,5%.
To the eugenol the CMI got to 25%. When submitted to sub-lethal concentrations of eugenol,
the latterpromoted the adaptation of the cells to carvacrol and eugenol, bringing the CMI to
12,5%. The obtained results showed that theL. monocytogenespresented adaptation and cross
adaptation to the eugenol and carvacrol. The current work suggests future studies even broader
regarding the antimicrobial potentialityof these compounds.

Keywords: natural antimicrobial, bioactive compounds, food pathogen.

INTRODUGAO

Apesar das melhorias nas condi¢cdes
higiénico-sanitarias no processamento de alimentos
em paises industrializados, surtos de listeriose
originados pelo consumo de alimentos contaminados
ainda ocorrem e asseguram que o controle efetivo
de Listeria monocytogenes mostra-se ser um desafio
(Harvey et al., 2007).

A Organizagéao Mundial da Saude considera
L. monocytogenes um dos cinco mais importantes
microrganismos causadores de doengas transmitidas
por alimentos. A listeriose € uma doenca de origem
alimentar atipica, devido a alta gravidade, natureza
ndo entérica e longo periodo de incubacgéo
(Loguercio et al., 2001).

Embora haja mais de 20 anos de discussdes
a respeito dos critérios microbioldgicos a respeito
de L. monocytogenes em alimentos a serem
estabelecidos, e a Comissao do Codex Alimentarius
ja ter se pronunciado, as discussdes ainda
continuam (Andersen & Norrung, 2011).

Listeria monocytogenes possui elevada
resisténcia fisioldgica, sendo dificil controlar ou
prevenir sua presenga em alimentos, principalmente
naqueles que nao sofrem tratamento térmico
(Lukinmaa et al., 2004, Samelis et al., 2005).
Varias cepas sao resistentes aos antibidticos
usuais, tornando a sua ocorréncia em alimentos e
superficies de processamento ameacga potencial a
saude (Ribeiro et al., 2006; Mantilla et al., 2008).

Aresisténcia de cepas de L. monocytogenes
a antibidticos pode comprometer as opgbes de
tratamentos. Segundo Conter et al. (2009), existe
pouca informacgcao sobre a susceptibilidade a
antimicrobianos de cepas de L. monocytogenes
isoladas de alimentos e ambientes de producao.

O controle de microrganismos € um dos
mais importantes aspectos na conservagao de
alimentos e saude publica. Temperatura, atividade
de agua, adigédo de conservantes e pH séo alguns
dos parametros utilizados para inibir ou destruir

microrganismos e como auxilio na conservagao
de alimentos (Beales, 2004). Entretanto, a maioria
dos antimicrobianos, conservantes e sanificantes,
usados na produgao de alimentos tém sido usados
por mais de 50-100 anos, sendo, atualmente,
consenso 0 numero crescente de microrganismos
patogénicos que vem desenvolvendo de resisténcia
a esses compostos (Davidson & Harrison, 2002).

A adaptacdo e resisténcia de L.
monocytogenes a desinfetantes influenciam
a sobrevivéncia da bactéria nas plantas de
processamento de alimentos (Aese et al.,
2000; Mereghetti et al., 2000). Os sanificantes
sao amplamente utilizados em instalagdes de
processamento de alimentos, contudo, apesar da
realizagdo do processo de higienizagao regular, a
eliminacdo de L. monocytogenes tem sido cada vez
mais dificil (Lundén et al., 2003).

Estudos tém mostrado que a maior
persisténcia da bactéria em ambiente de
processamento esta associada a sua constante
exposicao a condigbes subletais de fatores
estressantes (antimicrobianos, pH, temperatura,
etc) fato que induz seu desenvolvimento e
crescimento condicionado ao estresse, tornando-a
fisiologicamente mais tolerante a niveis aumentados
do mesmo ou de diferentes fatores estressantes,
como mostrado por Gahan et al (1996), onde culturas
de L. monocytogenes, isoladas de ambientes de
processamento, apos serem expostas a estresse
subletal acido apresentaram resisténcia aumentada
(adaptacado) a niveis maiores de acidez, e se
tornaram também mais tolerantes aos estresses
térmico e osmoético (adaptagédo cruzada). Lou &
Yousef (1997) também observaram a adaptagéo
e adaptacdo cruzada de L. monocytogenes a
agentes estressantes encontrados em ambientes
de processamentos de alimentos e alimentos como
etanol, peréxido de hidrogénio e cloreto de sddio.

A adaptacao e adaptagao cruzada também
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foram observadas para L. monocytogenes apos
sua constante exposi¢ao a concentragdes subletais
de sanificantes, aumentando sua sobrevivéncia
nas condicdes estressantes dos ambientes de
processamento e alimentos (Carpentier & Cerf,
2011).

Assim, o conhecimento da possivel
adaptagéo cruzada de L. monocytogenes a
desinfetantes seria valioso ao projetar rotagao
de desinfetantes no processamento de alimentos
(Lundén et al., 2003).

Diante do aumento de casos de infecgoes
de natureza bacteriana resistente e da dificuldade do
controle da proliferagcao bacteriana em instalagées da
industria alimenticia, o uso de bioativos provenientes
da flora nativa, tem sido apontado como possivel
solugdo para esse problema (Dantas et al.,
2010).

Os compostos fendlicos das especiarias
que contém alta porcentagem de eugenol e
carvacrol s&o os principais responsaveis pela agao
bactericida/bacteriostatica dos 6leos essenciais
(Dorman et al., 2000).

No entanto, apesar de sua composigao e
atividades biolégicas apontarem para aplicagdes
praticas no controle de patégenos humanos na
industria de alimentos e hospitais, a agdo de dleos
essenciais ou seus compostos sobre bactérias
clinicamente importantes ainda n&o foi devidamente
avaliada.

Nesse contexto, esse trabalho teve como
objetivo verificar a adaptacao e adaptagao cruzada
de Listeria monocytogenes, aos compostos fendlicos
eugenol e carvacrol.

MATERIAL E METODOS
Microrganismo, manuteng¢dao e

padronizagao do inoculo

A bactéria utilizada foi Listeria
monocytogenes ATCC 19117. A cultura estoque foi
mantida em meio de congelamento (glicerol - 15mL;
peptona bacteriolégica — 0,5 g; extrato de levedura
— 0,3 g; Na Cl - 0,5 g; agua destilada — 100 mL) a
-18°C.

Para reativagéo da cepa, foram inoculados
10 uL da cultura estoque em tubos contendo 3mL
de caldo TSB (Triptone Soy Broth) e incubados por
24 horas a 37°C. Apds a incubagéo, foram retirados
10 yL de inoculo e transferido para 200 mL de TSB.
A cultura bacteriana foi padronizada em 10¢ UFC/
mL pelo acompanhamento do crescimento em
espectrofotdmetro (DO,,,.) e contagem de UFC em
TSA (Agar Triptona de Soja).

Determinag¢ao da Concentragcdao Minima

Inibitéria (CMI)

A concentracdo minima inibitéria dos
compostos fendlicos carvacrol e eugenol, foi
determinada empregando-se a técnica de
microdiluicdo em caldo TSB, em placas de 96
cavidades, de acordo com o NCCLS (M7-A6)
(NCCLS, 2003).

Para tanto, 100 uL de TSB acrescido de
0,5% de Tween 80 foram adicionados em cada
cavidade da placa de microdiluigdo. Em seguida 100
ML das solugdes de eugenol (50%) ou carvacrol (50%)
foram acrescidos as cavidades correspondentes a
coluna 1 e linha A, transferindo-se 100 yL para
linha seguinte apdés a homogeneizagao e assim
sucessivamente, desprezando-se os 100 L finais,
obtendo-se assim, as concentragoes finais (%) de
composto majoritario (0,06 ;0,12 ; 0,24 ;0,49 ; 0,98
;1,95;3,9;6,25;12,5; 25; 50). Aliquotas de 10 uL
de suspensao bacteriana previamente padronizada
foram inoculadas nas cavidades.

Foram realizadas duplicatas e utilizados
trés controles para cada composto testado: sendo
dois controles negativos (um contendo TSB
acrescido de 0,5% de Tween 80 e composto fendlico;
um contendo TSB acrescido de 0,5% de Tween
80, inoculo e clorexidina a 0,012%); e um controle
positivo (contendo somente TSB acrescido de 0,5%
de Tween 80 e inoculo).

As placas de microdiluigao foram vedadas
e incubadas a 37°C por 24 horas. Apds esse
periodo, foi realizada a leitura da absorbancia a
620 nm e determinacdo da concentracdo minima
inibitéria (menor concentragdo de composto capaz
de inibir completamente o crescimento de L.
monocytogenes).

Adaptacao e Adaptacao Cruzada

A adaptacdo das células de L.
monocytogenes aos compostos eugenol e carvacrol
foi realizada a partir de uma cultura padronizada
com 24 horas de incubagédo a 37°C em TSB.
Foi transferido 1 mL para 200 mL de meio TSB,
acrescido de 0,06% de eugenol ou carvacrol e
reincubado a 37°C por 2 horas. Em seguida, a
cultura foi centrifugada a 5000X g por 10 minutos
(SIGMA 6- 15), o sobrenadante desprezado e a
cultura padronizada com ressuspensao em TSB.

Nesta etapa do estudo utilizou-se a
metodologia da microdiluicdo em caldo TSB, em
placas de 96 cavidades.

Apos, realizou-se a diluicdo de 100 pL
de eugenol ou carvacrol 50% em 100 pL de TSB,
resultando nas concentragdes finais (%) 0,06;
0,12; 0,24; 0,49; 0,98; 1,95; 3,9; 6,25; 12,5; 25;
50. Em seguida, 10 yL da suspensao bacteriana
padronizada, cultivada em presenga de 0,06% de
eugenol ou carvacrol por 2 horas, foram inoculadas
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nas cavidades das microplacas, e incubadas a
37°C por 24 horas. Apés, realizou-se a leitura da
absorbancia a 620 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aexisténcia de cepas de L. monocytogenes
resistentes aos antimicrobianos utilizados
rotineiramente no tratamento da listeriose representa
problema para a saude publica.

A literatura é abundante em relatos da
resisténcia de Listeria sp. a antibioticos. Porém,
alguns poucos trabalhos relatam sobre a resisténcia
desses microrganismos a 6leos essenciais e seus
compostos e informagdes sobre os efeitos destes
compostos naturais sobre microrganismos de
origem alimentar sao limitadas.

Os valores de CMI (Concentragdo Minima
Inibitéria) dos compostos eugenol e carvacrol
obtidos nesse experimento, estdo expressos na
Tabela 1.

Os valores do ensaio de adaptagao e
adaptacao cruzada de Listeria monocytogenes
aos compostos carvacrol e eugenol, obtidos no
experimento estao expressos na Tabela 2.

A pré incubacao de L. monocytogenes
em presenga de 0,06% de carvacrol ou 0,06% de
eugenol, aumentou sua resisténcia as condi¢oes
letais dos antimicrobianos. Observa-se que a
pré-exposi¢cdo da L. monocytogenes ao carvacrol
promoveu uma adaptagao a ele aumentando a CMI
de 0,24% para 12,5%. Ja a CMI do eugenol passou
de 0,24% para 25%.

Os compostos fendlicos das especiarias
que contém alta percentagem de eugenol, carvacrol
e/ou timol, sdo os principais responsaveis pela
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sua agao bactericida/bacteriostatica. Porém, as
concentragdes antimicrobianas de cada composto
variam. Os resultados obtidos nesse estudo
demonstraram que L. monocytogenes apresentou-
se sensivel ao eugenol e carvacrol a partir da
concentragao 0,24%.

Os oleos essenciais sao lipofilicos,
penetrando no envelope celular e membrana
citoplasmatica, destruindo a camada de
polissacarideos, acidos graxos e fosfolipideos,
alterando sua permeabilidade. Essa alteragao leva a
perda de ions com perda do potencial de membrana,
colapso da bomba de prétons e deplegao de
ATP, coagulagao citoplasmatica e clivagem de
macromoléculas (Solomakos et al., 2008). Estudos
mostram que os compostos fendlicos dos 6leos
essenciais se ligam a bicamada fosfolipidica da
membrana celular aumentando sua permeabilidade
e promovendo o extravasando dos constituintes
intracelulares ou danificando o sistema enzimatico
da célula (Moreira et al., 2005). Especificamente o
carvacrol e o timol podem interferir no transporte de
elétrons, absorgao de nutrientes, sintese de acidos
nucleicos e também interagir com proteinas da
membrana, causando deformacao e prejudicando
sua funcionalidade (Bajpai et al., 2008).

Devido ao seus multiplos modo de agéao,
0s Oleos essenciais e seus compostos tém sido
sujeridos como antimicrobianos alternativos em
detrimento aos comumente utilizados, cujo alvo na
célula normalmente é uUnico. Entretanto trabalhos
devem ser realizados para garantir a seguranga de
sua utitlizagdo na industria de alimentos.

Devido a exposig¢ao a multiplos fatores de
estresse ambientais, que mudam sucessivamente
durante o processamento, as células bacterias

TABELA 1. Concentracdo Minima Inibitéria de eugenol e carvacrol sobre Listeria monocytogenes

Concentragao (%)

Composto
50 25 12,5 6,25 3,9 1,95 0,98 0,49 0,24 0,12 0,06
Eugerot - _________ + +
Carvacrol + +

(-) ndo crescimento; (+) crescimento

TABELA 2. Adaptagao e adaptagéo cruzada de Listeria monocytogenes ao carvacrol e eugenol apds exposi¢ao
a concentragdes subletais de 0,06% de carvacrol e eugenol

Estresse subletal

Concentragao minima inibitéria (%)

Carvacrol Eugenol
Carvacrol 12,5 25
Eugenol 12,5 12,5

Rev. Bras. PI. Med., Campinas, v.17, n.4, p.528-533, 2015.



532

devem se adaptar a essas condi¢des adversas por
questao de sobrevivéncia.

Nesse trabalho, L.monocytogenes
apresentou a capacidade de adaptagao e adaptagao
cruzada aos compostos carvacrol e eugenol.
Entretanto, Apolonio et al. (2014) mostraram que o
isolados de L. monocytogenes e Staphyloccoccus
aures que utilizaram em seu trabalho nao foram
capazes de se adaptar ao eugenol e ao citral.

A adaptacdo de L. monocytogenes a
exposi¢cao ao estresse € alcangada por mudangas na
expressao global de grande nimero de componentes
celulares. Da mesma forma, a adaptagéo cruzada da
bactéria exposta a diferentes estresses ambientais
pode ser conferida pela agcao de varios mecanimos
metabdlicos que parecem ser ativados pelos
diferentes estresses (Soni et al., 2011). Geralmente
quando as bactérias sao expostas ao estresse
induzido por substancias tdxicas ocorre 0 aumento
na sintese das proteinas de estresse ou HSPs.
Essas proteinas (HSPs) pertencem as familias das
chaperones tendo papel importante na montagem
de polipeptideos recém sintetizados, em sua
conformacgéo nativa e no dobramento e reparagao
das proteinas do citosol (Di Pasqua et al., 2010)

A adaptacado de L.monocytogenes ao
carvacrol e eugenol e a adaptagao cruzada pode
ter ocorrido por diversos fatores. Um deles poderia
ser como o ocorrido em Bacillus cereus, onde seu
cultivo em presenga de concentragdes subletais
de carvacrol promoveu a diminuicdo da fluidez
da membrana citiplasmatica devido a alteragdes
na constituicdo dos acidos graxos. Além disso,
observou-se que o composto, embora tenha alterado
a composi¢cdo da membrana nao foi metabolizado
(Utlee et al., 2000)

Outro mecanismo seria as diversas
modificagdes que os compostos podem causar
no metabolismo celular e sintese de proteinas
associadas ao estresse como mostrado ocorrer
com Salmonella. Thompson apds seu cultivo em
concentracao subletal de timol.

Salmonella Thompson apds ser tratada com
concentragao subletal de timol apresentou grande
variacdo na expressao de proteinas alterando
também diferentes vias do metabolismo celular.
Muitas proteinas foram superproduzidas outras
tiveram sua producgao reduzida drasticamente
com mudancas significativas das suas classes
funcionais. Diferentes proteinas chaperones foram
super produzidas bem como aquelas associadas
ao mecanismo de protegao ao estresse térmico (Di
Pasqua et al., 2010).

Embora muito se tenha publicado sobre
adaptacdo e adaptagado cruzada das bactérias as
condi¢des de estresse e estresse subletal,pouco se
tem a respeito dos 6leos essenciais, que conforme

discutido podem ou nao promover o processo de
adaptacdo e adaptagdo cruzada. Assim, trabalho
envolvendo estudos protedmicos devem ser
conduzidos para maiores conhecimentos.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que
Listeria monocytogenes apresentou adaptagéo e
adaptacao cruzada frente ao carvacrol e eugenol.
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