UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

Programa de Pos-Graduacao em Biotecnologia

Q?/FEDER‘Q

\¢ O«\

VAKQ‘D
- (@)

AN DY

-——— >

A BRAS™

Dissertacéo

Caracterizacédo fenotipica e genotipica de

iIsolados de Staphylococcus aureus

envolvidos em surtos de intoxicagao

alimentar no Rio Grande do Sul e atividade

antimicrobiana e de reducao de biofilme de

O0leos essenciais de Piper elongatum

(Vahl.) e Minthostachys setosa (Briq.)

Epling

Lisseth Pamela Peralta-Canchis

Pelotas, 2021



Lisseth Pamela Peralta-Canchis

Caracterizacao fenotipica e genotipica de isolados de Staphylococcus aureus
envolvidos em surtos de intoxicacdo alimentar no Rio Grande do Sul e atividade
antimicrobiana e de reducéo de biofilme de 6leos essenciais de Piper elongatum
(Vahl.) e Minthostachys setosa (Brig.) Epling

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em  Biotecnologia da
Universidade Federal de Pelotas, como
requisito parcial & obtencdo do titulo de
Mestre em  Ciéncias (Biotecnologia
agroindustrial: Seguranca alimentar e

impacto ambiental)

Orientador: Prof. Dr. Wladimir Padilha da Silva
Coorientadoras: Dra. Isabela Schneid Kroning

Dra. Graciela Volz Lopes

Pelotas, 2021



Dados de catalogacdo na fonte:
Ubirajara Buddin Cruz — CRB 10/901
Biblioteca de Ciéncia & Tecnologia - UFPel

P111c

Peralta-Canchis, Lisseth Pamela

Caracterizagédo fenotipica e genotipica de isolados de Sta-
phylococcus aureus envolvidos em surtos de intoxicacao ali-
mentar no Rio Grande do Sul e atividade antimicrobiana e de
reducdo de biofilme de 6leos essenciais de Piper elongatum
(Vahl.) e Minthostachys setosa (Briq.) Epling / Lisseth Pamela
Peralta-Canchis. — 106f. — Dissertacdo (Mestrado). Programa
de Pés-Graduacao em Biotecnologia. Universidade Federal
de Pelotas. Centro de Desenvolvimento Tecnolégico, 2021. —
Orientador Wladimir Padilha da Silva ; coorientadoras Isabela
Schneid Kroning, Graciela Volz Lopes.

1.Aco inoxidavel. 2.Matico. 3.Microscopia confocal de
varredura a lase. 4.Mufa. 5.Resisténcia bacteriana. 1.Silva,
Wiladimir Padilha da. 1l.Kroning, Isabela Schneid. Ill.Lopes,
Graciela Volz. IV.Titulo.

CDD: 616.07581




BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Angela Maria Fiorentini (Universidade Federal de Pelotas, Departamento
de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial)

Dra. Darla Silveira Volcan Maia (Instituto Federal Farroupilha)

Dra. Isabela Schneid Kroning (Universidade Federal de Pelotas, Departamento de
Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial)

Prof. Dr. Wladimir Padilha da Silva (Universidade Federal de Pelotas, Departamento

de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial)



Para aqueles que me inspiram, confiam em mim e me ajudam a ser quem sou

Dedico.



Agradecimentos

A Deus e a Mamay Carmen, porque seus tempos sempre sdo perfeitos, por
me proteger e ser minha luz sempre.

A minha mamae Ali e Edu, meus anjinhos no céu, tenho certeza que estao
me olhando la de cima com orgulho.

Aos meus pais Thelma e Leonardo, meu avd Guillermo, minha irma Karen e
minha tia Su, minha bela familia, que s&o minha forca e meu exemplo de vida e mesmo
de longe estdo sempre torcendo por mim e nunca deixam de acreditar em meus
sonhos.

Ao meu amor Joao, pelo constante incentivo e compreensao nos momentos
dificeis, pelo simples fato de existir e compartilhar a vida comigo.

Ao meu orientador, professor Wladimir Padilha, pela confianca em mim e o
meu trabalho desde o primeiro dia que cheguei na universidade, obrigada pela
paciéncia e compartilhar comigo seus conhecimentos e sabedoria.

A professora Thais Larré, pela disposicéo e ajuda.

A minha coorientadora e amiga Isabela Kroning, pela paciéncia infinita, suas
palavras em momentos dificeis e por compartilhar comigo esta experiencia tao linda.

As minhas queridas Itiane e Leticia por compartilhar comigo dias inteiros
trabalhando com os 6leos e biofilmes, por aqueles papos descontraidos e tornarem
meus dias mais leves.

Aos amigos e colegas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos, pela
ajuda e o carinho, aprendi muito de cada um de vocés e terdo um lugar no meu
coragcao sempre.

A todas as pessoas que fizeram parte de minha caminhada no Brasil e me
ajudaram a me sentir em casa, por suas palavras de motivagao e sincero afeto.

Aos membros da banca Dra. Angela Fiorentini, Dra. Darla Maia, Dra. Isabela
Kroning por suas valiosas sugestoes.

A OEA e ao programa de pos-graduacdo em Biotecnologia da Universidade
Federal de Pelotas.

O presente trabalho foi realizado com apoio do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ).

Gratidao infinital



A ciéncia sera sempre uma busca, nunca uma descoberta real. E uma viagem, nunca uma
chegada.

Karl Raiumd Popper



Resumo

PERALTA-CANCHIS, Lisseth Pamela. Caracterizagdo fenotipica e genotipica de
isolados de Staphylococcus aureus envolvidos em surtos de intoxicagcéo
alimentar no Rio Grande do Sul e atividade antimicrobiana e de reducéo de
biofilme de 6leos essenciais de Piper elongatum (Vahl.) e Minthostachys setosa
(Brig.) Epling 2021. 106f. Dissertacao (Mestrado) - Programa de Pos-Graduacao em
Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Staphylococcus aureus é o patdégeno responsavel pela intoxicacdo alimentar
estafilococica. Esse micro-organismo pode apresentar resisténcia a antimicrobianos e
sanitizantes e formar biofilmes. Objetivou-se determinar os tipos spa, 0S grupos agr,
detectar a presenca dos genes do cluster egc e avaliar a resisténcia fenotipica e
genotipica de 13 isolados de S. aureus envolvidos em surtos de intoxicacao alimentar.
Além disso, verificar sua capacidade de formar biofilme em superficie de aco
inoxidavel e avaliar a atividade antimicrobiana e de reducdo de biofilme de Oleos
essenciais (OE) de Minthostachys setosa (Briq.) e de Piper elongatum (Vahl.). Dez
tipos spa foram identificados utilizando a técnica de tipificacdo do gene spa. Os grupos
agr e os genes do cluster egc foram detectados por PCR, sendo os grupos agr Il e
agr Il os mais prevalentes (30,76% e 7,69%, respectivamente). O 23,07% dos isolados
carreavam 0s genes seln e sei e apenas um isolado portava o cluster egc. A
suscetibilidade a antimicrobianos determinou que todos os isolados apresentaram
resisténcia a pelo menos um antimicrobiano. A técnica de microdiluicdo em caldo,
demonstrou a tolerancia dos treze isolados ao cloreto de benzalconio (4 a 8 ug.mL?)
e a clorexidina (4 pg.mL?). Nove genes de resisténcia a antimicrobianos (blaz, ereB,
ermB, ermC, sul2, tetM, tetA, tetB, tetK), bem como genes codificadores de bombas
de efluxo (mepA, norA, norB e smr) foram detectados por PCR. Todos os isolados
formaram biofiime sobre aco inoxidavel a 25 e 37 °C. A cromatografia
gasosa/espectrometria de massas identificou a pulegona (57,54%) e o cariofileno
(7,29%) como os compostos mais abundantes do OE de M. setosa, enquanto
eucaliptol (10,84%), metil-eugenol (9,29%), B-ocimeno (8,31%) e espatulenol (7,22%),
foram os compostos majoritarios do OE de P. elongatum. A concentracdo inibitoria
minima (CIM) de ambos OE contra S. aureus foi 12,5% e a Concentracao Bactericida
Minima (CBM) foi 50%. O biofilme pré-formado sobre aco inoxidavel de dois isolados
selecionados de S. aureus foi exposto por 15 min a trés concentragdes (6,25%, 12,5%
e 25%) de cada OE, e verificou-se que houve reducdo na contagem de células viaveis
de até 2,52 UFC.log cm na maior concentracdo avaliada. Pela Microscopia Confocal
de Varredura a Laser se observou que os dos dois OE avaliados apresentaram
atividade na remocao de biofime e que a medida que a concentracdo do Oleo
aumentava, a remocao do biofilme foi mais significativa. Conclui-se que os isolados
de S. aureus envolvidos em surtos de intoxicacdo alimentar estafilococica no Rio
Grande do Sul apresentam resisténcia a antimicrobianos e tolerancia a sanitizantes e
tém capacidade de formar biofilme em aco inoxidavel. Os grupos agr prevalentes (agr
Il e lll) s&o os que regulam a resisténcia a antimicrobianos e a formacao de biofilme
nessa espécie bacteriana. Verificou-se também que os OE avaliados tém capacidade
antimicrobiana e reduzem o namero de células viaveis em biofilme pré-formado de S.
aureus nas concentracdes e tempos avaliados.

Palavras-chave: A¢o inoxidavel, Matico, Microscopia Confocal de Varredura a Laser,
Mufa, Resisténcia bacteriana.



Abstract

PERALTA-CANCHIS, Lisseth Pamela. Phenotypic and genotypic characterization
of Staphylococcus aureus isolates involved in food poisoning outbreaks in Rio
Grande do Sul and antimicrobial and biofilm reduction activity of essential oils
from Piper elongatum (Vahl.) and Minthostachys setosa (Briq.) Epling. 2021.
106f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pdés-Graduacdo em Biotecnologia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Staphylococcus aureus cause staphylococcal food poisoning, this microorganism can
be resistant to antimicrobial, sanitizers and form biofilms. We aimed to determine spa
types, agr groups, detect the presence of egc cluster genes, and evaluate the
phenotypic and genotypic resistance of 13 S. aureus isolates involved in food
poisoning outbreaks. In addition, verify their ability to form biofilm on stainless steel
surface and evaluate the antimicrobial and biofilm reduction activity of essential oils
(EO) from Minthostachys setosa (Briq.) and Piper elongatum (Vahl.). Ten spa types
were identified using the spa typing technique. The agr groups and egc cluster genes
were detected by PCR, agr Ill and agr Il were the most prevalent (30.76% and 7.69%,
respectively). The 23.07% of isolates carried the seln and sei genes and only one
isolate carried the cluster egc. Antimicrobial susceptibility determined that all isolates
showed resistance to at least one antimicrobial. The broth microdilution technique
demonstrated tolerance of the thirteen isolates to benzalkonium chloride (4 to 8 pg.mL-
1) and chlorhexidine (4 pug.mL-1). Nine antimicrobial resistance genes (blaZ, ereB,
ermB, ermC, sul2, tetM, tetA, tetB, tetK) as well as genes encoding efflux pumps
(mepA, norA, norB and smr) were detected by PCR. All isolates formed biofilm on
stainless steel at 25 and 37 °C. Gas chromatography/mass spectrometry identified
pulegone (57.54%) and caryophyllene (7.29%) as the most abundant compounds in
the EO of M. setosa, while eucalyptol (10.84%), methyl-eugenol (9.29%), B-ocimene
(8.31%), and spatulenol (7.22%), were the majority compounds in the EO of P.
elongatum. The minimum inhibitory concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) of both EOs against S. aureus was 12.5% and 50%, respectively.
The pre-formed biofilm on stainless steel of two selected isolates of S. aureus was
exposed for 15 min to three concentrations (6.25%, 12.5% and 25%) of each EO, it
was observed a reduction in viable cell count of up to 2.52 CFU.log cm-2 at the highest
concentration evaluated. The activity of the two evaluated EOs in the biofilm removal
was observed by Laser Scanning Confocal Microscopy, the biofilm removal was more
significant increasing the oil concentration. To sum up, S. aureus isolates involved in
outbreaks of staphylococcal food poisoning in Rio Grande do Sul have antimicrobial
resistance and tolerance to sanitizers and are able to form biofilm on stainless steel.
The prevalent agr groups (agr Il and 1ll) regulate antimicrobial resistance and biofilm
formation in this bacterial species. It was found that evaluated EOs have antimicrobial
capacity and reduce the number of viable cells in preformed biofilm of S. aureus at the
evaluated time and concentrations.

Key-words: Bacterial resistance, Confocal Laser Scanning Microscopy, Matico, Muiia,
Stainless Steel.
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1 INTRODUCAO GERAL

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) sdo causadas pelo consumo de
alimentos ou bebidas contaminadas por patdgenos que podem entrar na cadeia
alimentar em qualquer etapa do processo, da produgéo ao consumo (WHO, 2019). No
Brasil, Staphylococcus aureus ocupa o terceiro lugar como agente causador de DTA,
sendo responsavel por 9,4% das notificacdes, no periodo de 2009 a 2018 (Brasil,
2019). Em 2016, nos Estados Unidos da América (EUA), foram registrados 241 994
casos deste tipo de intoxicacéo alimentar, com 1 067 hospitalizagdes e 6 mortes (CDC,
2017).

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, ndo esporulada,
coagulase positiva, anaerobia facultativa, capaz de tolerar altas concentracbes de
cloreto de sédio (15%) e de se multiplicar em uma ampla faixa de temperatura (7°C a
48,5°C) e pH (4,2 a 9,3), tendo como reservatorio primario, a pele e membranas
mucosas, especialmente a regido naso-faringea de mamiferos e aves (Dos Santos et
al., 2007). Encontra-se amplamente distribuida na natureza, sendo transmissivel aos
alimentos pelos animais (gado leiteiro com mastite, por exemplo), ambiente de
processamento e por manipuladores, na maioria, portadores assintomaticos (Silva et
al., 2017). Esta bactéria é capaz de produzir enterotoxinas que séo pré-formadas nos
alimentos e ap0s o consumo, causam a intoxicacdo alimentar estafilocécica (IAE)

produzindo nauseas, vomitos, diarreia e dores de cabeca (Hennekinne, 2018)

As enterotoxinas estafilococicas (EE) sdo proteinas extracelulares, de baixo
peso molecular (22 a 29 kDa), sollveis em agua e resistentes a hidrélise por enzimas
proteoliticas, tais como a pepsina do sistema digestivo, permanecendo ativas apos a
ingestao (Le Loir et al., 2003; Rahimi & Alian, 2013). Sdo estaveis ao aquecimento a
100 °C durante 30 minutos (Murray et al., 2017), motivo pelo qual ndo séo inativadas
totalmente durante a coccao, pasteurizacao, ultrapasteurizardo ou outros tratamentos
térmicos (Rahimi & Alian, 2013). Isto significa que a atividade biolégica das EE
permanece inalterada mesmo ap0s 0 processamento térmico dos alimentos
(HolecCkova et al., 2002).

Os genes que codificam as EE podem estar presentes, tanto em elementos
genéticos moveis, tais como fagos, plasmideos, como em ilhas de patogenicidade (Le
Loir et al., 2003). Por exemplo, a ilha de patogenicidade SaPI3, reune os genes das

EE em um cluster denominado enterotoxin gene cluster (cluster egc), que agrupa 0s
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genes segq, sei, selm, seln, selo e dois pseudogenes ¢ent1 e ¢ent2 (Jarraud et al.,
2001; Kuroda et al., 2001). Jarraud et al. (2001), descrevem o cluster egc como o
berco das EE onde, a partir de eventos de recombinacédo genética, podem surgir novos
genes codificadores de superantigenos estafilococicos capazes de causar intoxicacao

alimentar.

7

A tipagem molecular € uma ferramenta de extrema importancia para a
identificacdo da diversidade genética de S. aureus responsaveis por surtos de IAE.
Neste sentido, foram estabelecidas diferentes técnicas, sendo uma delas a spa typing,
baseada na determinacdo da regido polimodrfica X do gene que codifica a proteina
estafilococica A (Roussel et al., 2015). Por outro lado, um dos principais fatores que
regulam e controlam a expresséo dos genes de viruléncia, patogénese e formacao de
biofilme em S. aureus € o sistema acessorio de regulacdo génica agr (Thompson &
Brown, 2017). Além disso, S. aureus pode ser estratificado em 4 grupos agr distintos
(agr 1, agr 1l, agr lll e agr 1V), com diferentes padrdes de viruléncia e, quando o0s
isolados sé&o identificados dentro de um desses grupos, uma relagdo pode ser
estabelecida entre eles, bem como com os fatores de viruléncia que eles expressam
(Jarraud et al., 2002).

A “época dourada dos antimicrobianos” compreende as décadas de 1950 a
1970, periodo no qual a maioria das classes de antimicrobianos foi descoberta, porém,
também estes foram amplamente utilizados e, foi a partir dai, que a resisténcia
bacteriana comecou a se tornar uma preocupacao (Rapini et al., 2004). Desde entéo,
a resisténcia a antimicrobianos tornou-se um problema de saude publica e a rapida
aquisicdo de resisténcia a maioria dos agentes antimicrobianos, como penicilinas,
meticilina, macrolideos, aminoglicosideos, cloranfenicol e tetraciclina, dificulta o
tratamento e o controle de infec¢des por diversos micro-organismos, dentre os quais,
os estafilococos (Bitrus et al.,, 2018). Com relacdo aos sanitizantes, embora a
resisténcia a esses compostos possa ser multifatorial, bombas de efluxo com mdltiplos
genes de resisténcia sdo 0s mecanismos predominantes que medeiam a resisténcia
cruzada a antimicrobianos e sanitizantes (Conceicao et al., 2016).

Além disso, a capacidade de S. aureus de sobreviver a condi¢des hostis, se
deve, em parte, a capacidade de producdo de biofilme, tendo em vista que as
caracteristicas destas estruturas e seus atributos fisiologicos conferem uma

resisténcia inata aos agentes antibacterianos, sejam estes antimicrobianos, ou
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germicidas (Donlan & Costerton, 2002). Sabe-se que dentre os materiais comumente
utilizados na industria alimenticia, nenhum possui a capacidade de impedir a formacéao
de biofilmes microbianos (Kingshott et al., 2003) e uma vez formados, os biofilmes
tornam-se pontos de contaminacao persistente dos alimentos, liberando células de
micro-organismos deteriorantes ou patogénicos, como S. aureus, que podem afetar a
qualidade e a seguranca microbiologica dos alimentos em qualquer ponto da cadeia
de producao de alimentos (Friedriczewski, 2017), o que pode representar um risco
para a saude dos consumidores. Os biofilmes fornecem protecdo as células
bacterianas, 0 que reduz a eficacia dos procedimentos de limpeza e sanitizacao.
Deste modo, a busca por alternativas aos sanitizantes frequentemente utilizados na
industria de alimentos vem crescendo, uma vez que 0S Mmicro-organismos podem

adquirir resisténcia a esses produtos.

Sendo assim, os Oleos essenciais (OE), que sdo compostos complexos
produzidos por plantas aromaticas como metabdlitos secundarios, e que podem
apresentar propriedades antibacterianas (Chouhan et al., 2017), tém potencial para
serem utilizados como sanitizantes naturais alternativos, com a possibilidade de usar
seus metabolitos ou seus constituintes no controle de biofilme na industria de
alimentos. Assim, a espécie Mintostachys setosa, conhecida como Mufia, € uma
planta arbustiva aromatica da familia Lamiaceae, cultivada nos altiplanos andinos e
utilizada como carminativo, digestivo e antiespasmodico (Brack, 1999), também é
utilizada como conservante de alimentos, em especial de batatas e milho (Otoya,
2020). O género Mintostachys apresenta espécies que sao ricas em OE e tem
terpenos com acdo antimicrobiana, no entanto, apenas OE de algumas dessas
espécies foram estudadas. Por outro lado, a espécie Piper elongatum ou comumente
conhecida como “matico” pertencente a familia Piperdceae (Brack, 1999), é um
arbusto ou arvore, que possui uma ampla gama de usos tradicionais e cujo OE tem

um efeito inseticida e antibacteriano (Lock et al., 2016).

Nesse contexto, objetivou-se determinar os tipos spa, grupos agr, a presenca
de genes do cluster egc, e avaliar o perfil de resisténcia fenotipica e genotipica a
sanitizantes e antimicrobianos em isolados de S. aureus envolvidos em surtos de
intoxicagcdo alimentar bem como sua habilidade de formacg&o de biofilme em aco
inoxidavel e verificar a capacidade antimicrobiana e de remocao de biofilme de dois
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Oleos essenciais de plantas de origem andina (Piper elongatum e Minthostachys

setosa).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae e €
composto por 53 espécies e 28 subespécies (Euzeby, 2019). Bioquimicamente, 0s
membros desse género bacteriano sao classificados em dois grupos: 1) Estafilococos
Coagulase Positiva (ECP), e 2) Estafilococos Coagulase Negativa (ECN).
Considerado o mais patogénico do género, Staphylococcus aureus (S. aureus) € 0
membro mais importante dos ECP, produz diversos fatores de viruléncia e causa
infeccbes, tanto em humanos, quanto em animais (Dos Santos et al., 2007; Bitrus et
al., 2018). Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, catalase e coagulase
positiva, B-hemolitica, anaerdbia facultativa, ndo formadora de esporos, que tende a
se agrupar em forma de cachos de uva (Bitrus et al., 2018).

Staphylococcus aureus tem capacidade de multiplicar-se em uma ampla faixa
de temperatura (7 a 48,5 °C; ideal 30 a 37 °C), pH (4,2 a 9,3; ideal 7 a 7,5), e
concentracbes de até 15% de cloreto de sodio (Silva et al., 2017; Paparella et al.,
2018). Além disso, é capaz de tolerar a dessecacédo e tem capacidade de sobreviver
em ambientes hostis, como pele e mucosas de humanos, bem como em superficies
inanimadas, formando biofilme (Kadariya et al., 2014; Paparella et al., 2018). Além de
ser um micro-organismo ubiquo, comensal e oportunista, também €& um patégeno
muito versatil, possuindo diversos fatores de viruléncia como invaséo, resisténcia a
antimicrobianos e sanitizantes, além da producdo de toxinas, razdo pela qual é
considerado um importante micro-organismo veiculado por alimentos (Chaibenjawong
& Foster, 2011).

O sistema acessorio de regulacdo génica (agr) € um dos mais importantes e
mais bem caracterizados operons de S. aureus (Gomes-Fernandes et al., 2017), que
regula a producado de varios fatores de viruléncia, incluindo proteinas de superficie,
exoenzimas e toxinas, como as enterotoxinas estafilocécicas, além de participar da
formacao de biofilme (Jarraud et al., 2002). Baseado no polimorfismo dessa regido
génica, existem 4 grupos agr (I, 11, lll, 1V), com diferentes padrdes de viruléncia e,
guando os isolados sé&o identificados dentro desses grupos, uma relagdo pode ser
estabelecida entre eles, bem como com os fatores de viruléncia que eles expressam
(Jarraud et al., 2002). Aléem dos grupos agr, a proteina A (Spa), uma proteina de 42
kDa, € um importante fator de viruléncia envolvido na patogénese de S. aureus

(Khademi et al., 2016), entretanto, a andlise da sequéncia de DNA da regido de
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repeticado variavel do gene da proteina A, € uma maneira rapida e precisa para atribuir
relacbes clonais e filogenéticas entre linhagens de S. aureus considerados
epidemiologicamente nao relacionados (Koreen et al., 2004). Assim, entre as varias
técnicas de tipificagdo molecular para S. aureus, a tipificacdo por spa (spa typing) é
considerada uma técnica rapida e eficaz, devido a sus excelente reprodutibilidade

interlaboratorial e facilidade de uso e interpretacéo (Roussel et al., 2015)

2.2 INTOXICAC}AO ALIMENTAR ESTAFILOCOCICA

Staphylococcus aureus causa a intoxicacao alimentar estafilococica (IAE),
gue pode cursar com gastroenterite grave, nauseas, vomitos, diarreia e dores
abdominais, cujos sintomas podem surgir entre 1 a 6 h apds o consumo de alimentos
contaminados com as toxinas produzidas por essa bactéria (Balaban & Rasooly, 2000;
Argudin et al., 2010). Geralmente, o quadro de IAE € autolimitante, com
desaparecimento dos sintomas dentro de 24-48 h apdés o inicio. A IAE é considerada
uma das doencas transmitidas por alimentos (DTA) mais comuns no Brasil, resultando
em 9,4% das notificagbes no periodo de 2009 a 2018 (Brasil, 2019). Os principais
alimentos envolvidos em IAE séo o leite e seus derivados, salsichas, ovos, carne
enlatada, saladas, assim como refeicbes cozidas e cruas (Le Loir et al., 2003;
Hennekinne, 2018). Somado a isso, S aureus &, também, uma das principais causas
de mastite bovina, ovina e caprina, resultando em uma reducéo substancial, tanto na
producdo, como na qualidade do leite, e gerando consideraveis perdas econémicas
para os produtores de leite e para os laticinios (Merz et al., 2016).

Staphylococcus aureus faz parte da microbiota normal da pele e membranas
mucosas de mamiferos e aves. Esta bactéria pode ser disseminada no ambiente e
sobreviver por longos periodos, devido a sua capacidade de formar biofilme
(Hennekinne, 2018). A sua transmissao se deve, principalmente, a praticas de higiene
inadequadas durante o processamento, cozimento ou distribuicdo dos alimentos.
Além disso, ap6s a contaminacdo, o resfriamento inadequado pode favorecer sua
multiplicacéo e/ou estimular a producéo de toxinas (Le Loir et al., 2003; Hennekinne
et al., 2012).

Para que ocorra a IAE sdo necessarias cinco condi¢des: (1) uma fonte
contendo estirpes de S. aureus produtoras de enterotoxinas; (2) transferéncia de
bactérias da fonte de origem para os alimentos, por exemplo, utensilios de preparo de

alimentos contaminados devido as mas praticas de higiene e de producao; (3)
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composicdo dos alimentos com caracteristicas fisico-quimicas favoraveis para a
multiplicacdo de S. aureus; (4) temperatura favoravel e tempo suficiente para a
multiplicacéo bacteriana e producao de toxinas; e (5) ingestédo de alimentos contendo
guantidades suficientes de enterotoxinas capaz de provocar sintomas. As EE sé&o
detectaveis nos alimentos que apresentam populacdes de S. aureus acima de 10°
UFC/mL de alimento. A dose minima de EE ingerida para causar intoxicacdo € 100 ng
(Hennekinne et al., 2012; Hennekinne, 2018)

A IAE é causada pela ingestdo de enterotoxinas estafilocécicas (EE) pré-
formadas por estirpes enterotoxigénicas de S. aureus (Hennekinne et al., 2012; Silva
etal., 2017). As EE sao proteinas de baixo peso molecular (22 a 29 kDa), pertencentes
a familia dos superantigenos devido a sua capacidade de induzir a ativacao excessiva
de células T (Benkerroum, 2018). Além disso, s&do potentes exotoxinas
gastrointestinais e levam a gastroenterite, normalmente ocasionando vomitos, diarreia
e inflamacéo intestinal (Balaban & Rasooly, 2000; Benkerroum, 2018).

As EE sdo termoestaveis, ou seja, ndo sao degradadas durante a cocgéo
normal, pasteurizacao, ultrapasteurizacdo ou outros tratamentos térmicos (Rahimi &
Alian, 2013), e persistem sob condi¢cdes ambientais severas, tais como congelamento
e secagem. Ao mesmo tempo, sao resistentes a hidrdlise por enzimas proteoliticas,
como pepsina ou tripsina e pH baixo, permitindo que sejam totalmente funcionais no
trato gastrointestinal apés a ingestédo (Le Loir et al., 2003).

Até o momento, 28 EE e EE like foram relatadas na literatura (Chieffi et al.,
2020), sendo que as EE classicas (i.e. EEA, EEB, EEC, EED e EEE) sédo responsaveis
por cerca de 95% dos surtos de IAE. No entanto, as denominadas EE like (EEG, EEl,
EEIM, EEIN e EEIO) também tém sido relacionadas a surtos de IAE (Zocche, 2008;
Chen & Xie, 2019). A EEA, sozinha ou em conjunto com outras EE, é a toxina mais
relacionada com a IAE, provavelmente devido a sua elevada resisténcia as enzimas
proteoliticas (Argudin et al., 2010). Por outro lado, a EEB causa sintomas mais graves
em comparagao com as outras, e também foi identificada como uma potencial arma
bioldgica (Greenfield et al., 2002; Pinchuk et al., 2010). A EED é a segunda EE mais
associada a IAE, sendo que pequenas quantidades desta toxina séo suficientes para
causar a IAE. Em alguns casos de IAE, a EEE foi identificada, enquanto a EEF foi
implicada na sindrome do choque téxico (Pinchuk et al., 2010).

Os genes codificadores de EE podem ser encontrados numa variedade de

elementos genéticos méveis, que incluem profagos, plasmideos, transposons, bem
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como em ilhas de patogenicidade de S. aureus (SaPIs), e em clusters de genes de
enterotoxinas (egc). Isto € consistente com a frequente transferéncia genética
horizontal e a distribuicdo generalizada de EE/EE like entre estirpes de S. aureus

(Benkerroum, 2018).

2.3 FORMACAO DE BIOFILME POR S. aureus

O biofilme é definido como uma comunidade de células sésseis de origem
microbiana, caracterizado pela ligacao irreversivel a um substrato (abio6tico ou biético),
ou umas as outras, e embebida numa matriz de substancias poliméricas
extracelulares (SPE). Contudo, as células nos biofilmes apresentam um fendtipo
alterado com respeito a taxa de multiplicacdo e a transcricdo de genes (Donlan &
Costerton, 2002). As SPE atuam como barreiras protetoras para as células,
aumentando sua tolerancia a dessecacao, pressdo osmotica, radiacdo ultravioleta,
sanitizantes e antimicrobianos (Kim et al., 2018). A formac&o de biofilme por S. aureus
€ um processo complexo que pode ser divido em trés etapas principais: (i) adeséo
inicial; (if) producéo de matriz extracelular e proliferagéo; e (iii) estruturacéo de biofilme
e desprendimento de células (Schilcher & Horswill, 2020)

A adeséo inicial as superficies abiodticas depende das caracteristicas fisico-
qguimicas, tanto da célula como da superficie de contato. Neste caso, a ligacao é
facilitada por interacdes hidrofébicas e eletrostéticas, bem como por um glicopolimero
extracelular, denominado acido teicoico, que é o principal fator impulsionador destas
interacdes (Gross et al., 2001). Cucarella et al. (2001) e Speziale & Pietrocola (2020)
destacam que as proteinas de ligacdo a fibronectina (FnBPs) e as proteinas de
repeticéo de aspartato serina (SdrC) também podem estimular a adeséo de S. aureus
a superficies abioticas, o que também foi demonstrado para a proteina associada ao
biofilme (Bap). Apds a adeséo inicial, as células comegcam a proliferar-se levando a
formacdo de microcolénias. Como parte do processo de maturacdo precoce do
biofilme, as bactérias também comecam a produzir SPE e, formam a matriz do
biofilme. As SPE sdo compostas, principalmente, por polissacarideos, proteinas,
acidos teicéicos e DNA extracelular (eDNA) (Schilcher & Horswill, 2020).

Dependendo das SPE, os biofilmes estafilocécicos podem ser divididos em
duas grandes categorias: biofilmes compostos por uma matriz de polissacarideos e
biofilmes com uma matriz proteica (Speziale et al., 2014; Schilcher & Horswill, 2020).

Nos biofilmes compostos por polissacarideos, o principal componente do SPE € a poli
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(1-6)-N-acetilglucosamina (PNAG), também conhecida como adesina polissacaridica
intercelular (PI1A), que é produzida e secretada por proteinas codificadas no operon
cromossomal de adeséo intercelular ica ou icaADBC (Fitzpatrick et al., 2005).

As subunidades IcaA e IcaD formam a proteina transmembrana N-
acetilglucosamina transferase, produzindo oligbmeros de N-acetil-glucosamina, os
quais sao alongados e translocados para a superficie celular pela proteina de
membrana IcaC, onde a proteina IcaB, ligada a superficie, desacetila os polimeros,
introduzindo cargas positivas que aumentam a aderéncia de PIA a superficie
bacteriana. O operon ica € importante para a formacédo de biofilme em S. aureus, e
sua expressdo é induzida pelas condicdes ambientais, tais como baixo oxigénio,
glicose, pressdo osmética e temperatura (Miao et al., 2019).

Com relacao ao biofilme formado por matrizes compostas principalmente por
material proteico, Fitzpatrick et al. (2005) observaram a formacao destes tipos de
biofilme em estirpes de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), enquanto outro
estudo (O'neill et al. (2007) demonstraram que as estirpes de S. aureus sensiveis a
meticilina (MSSA) sdo mais frequentemente dependentes de Ica. Estes dados
sugerem gue a formacédo de biofilme independente de Ica é estirpe-especifica em S.
aureus. Além disso, a proteina Bap (biofilm-associated protein), que codifica uma
proteina de superficie com 2.276 aminoacidos, pode promover o desenvolvimento do
biofilme, independentemente da producao de PIA, através da agregacao célula-célula
(Lasa & Penadés, 2006).

Outro componente importante do biofilme estafilocdcico € o eDNA. Sua carga
negativa permite que atue como aglutinante nas interacdes célula-célula, célula-
superficie e célula-hospedeiro (Lister & Horswill, 2014). O eDNA esta envolvido tanto
na formacéo e maturacdo do biofilme, como na manutencdo das estruturas maduras
(Izano et al., 2008). A grande quantidade de eDNA na matriz do biofilme representa
um pool genético consideravel, que pode promover a transferéncia horizontal de
genes, especialmente em biofilmes de estirpes com caracteristicas diferentes e,
consequentemente, pode promover uma possivel transferéncia e subsequente
disseminagdo de genes de resisténcia a antimicrobianos, representando uma séria
ameaca em biofilmes clinicos (Schwartz et al., 2016).

Apés a maturacdo do biofilme em estruturas tridimensionais, ocorre um

processo de dispersdo, que leva a disseminacdo de ceélulas estafilococicas,
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permitindo que células livres formem biofilme em novos locais ou contaminem
alimentos em uma planta de processamento (Rosenthal et al., 2014).

Paraisso, S. aureus utiliza processos autocontrolados, incluindo mecanismos
especificos que facilitam a liberacdo das células do biofilme no ambiente, e a eficacia
desses mecanismos depende da composicdo da matriz polimérica (Schilcher &
Horswill, 2020). Por exemplo, os biofilmes proteicos sdo mais suscetiveis a dispersao
mediada por proteases, e S. aureus produz e segrega 10 proteases: a metaloprotease
aureolysina (Aur); as duas proteases cisteina SspB e ScpA; e sete proteases de serina
conhecidas como SspA (também chamada de protease V8) e SplA (Golonka et al.,
2004). Os biofilmes compostos por uma matriz de eDNA estéo sujeitos a degradacéo
por duas nucleases termoestaveis: Nucl e Nuc2 (Tang et al., 2008). Outras moléculas
que participam na formacdo da estrutura do biofilme estafilococico sdo as
modulinas fendlicas soluveis (PSM, phenol-soluble modulin). Estas moléculas sao
agrupadas em peptideos do tipo alfa (PSMa e PSMy, também conhecido como &-
toxina) e do tipo beta (PSMP), e podem dispersar biofilmes, muito provavelmente,
interrompendo as interagdes ndo covalentes entre os componentes da matriz, devido
a sua natureza anfipatica, com propriedades semelhantes aos surfactantes
(Periasamy et al., 2012).

A formacéo de biofilme confere muitas vantagens as células microbianas em
um ambiente da indUstria alimenticia, como resisténcia fisica (contra dessecacao),
resisténcia mecéanica (contra correntes de liquidos em tubulacdes) e protecédo quimica
(contra produtos quimicos, antimicrobianos e desinfetantes usados na industria)
(Flemming et al., 2016). Os efeitos associados ao biofilme (patogenicidade, corroséo
das superficies metdlicas, alteracdo das propriedades organolépticas devido a
secrecdo de lipases ou proteases) sdo de importancia critica em algumas industrias,
tais como fabricas de laticinios, onde numerosos processos e estruturas (tanques de
leite cru, tubulacdes, centrifugas de manteiga, tanques de queijo, pasteurizadores e
ferramentas de embalagem) atuam como substratos de superficie para a formacgéao de
biofilme em diferentes temperaturas e com diferentes espécies colonizadoras (Pinto
et al., 2020).

Staphylococcus aureus pode formar biofilmes tanto em superficies bidticas
guanto abioticas ao longo da cadeia de producdo de alimentos. O crescimento dos
biofiimes de S. aureus € potencializado por varios métodos de processamento

encontrados na industria alimenticia, tais como temperaturas subétimas, desinfeccéo
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inadequada ou uma combinacédo de sal e glicose. A transcricdo dos genes envolvidos
na formacédo do biofilme e da viruléncia deste patdégeno (proteinas de superficie,
proteases, polissacarideos capsulares) € regulada na presenca de concentracdes
sub-letais de varios detergentes comuns usados na industria alimenticia (Slany et al.,
2017).

2.4 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

A resisténcia a antimicrobianos tornou-se uma ameaca a saude publica,
causando sérias implicacdes sanitarias, econbmicas e sociais, associadas a uma
elevada mortalidade e morbidade (Dadgostar, 2019). Um dos principais fatores que
contribuem para seu desenvolvimento € o uso indevido ou excessivo destes agentes
na area de saude animal e humana, agricultura, aquicultura e meio ambiente (Perovi¢
et al., 2018). Os alimentos sdo um importante fator na disseminacédo da resisténcia de
micro-organismos a antimicrobianos. Isso ocorre devido a presenca de residuos de
antimicrobianos, a transferéncia de genes de resisténcia entre estirpes, bem como
pela presenca de micro-organismos resistentes provenientes da microbiota autéctone
do alimento (Pereira et al., 2009).

As bactérias se tornam resistentes quando uma droga perde sua capacidade
de inibir efetivamente sua multiplicagcdo e continuam se replicando mesmo na
presenca de niveis terapéuticos dos antimicrobianos, sendo necessaria uma
concentracdo maior do que a normal para que tenha efeito (Zaman et al., 2017). A
resisténcia aos antimicrobianos pode ser desenvolvida pela mutacdo de genes
existentes (transferéncia vertical) ou pela aquisicdo de novos genes de outras estirpes
ou espécies (transferéncia horizontal). A transferéncia horizontal de genes ocorre
através de elementos genéticos méveis, incluindo fagos, plasmideos e transposons
(Schmieder & Edwards, 2012).

Staphylococcus aureus € um patdgeno que apresenta capacidade de se
adaptar e responder rapidamente a cada novo antimicrobiano, atraves de diferentes
mecanismos de resisténcia (Pantosti et al.,, 2007; Bitrus et al., 2018). Esses
mecanismos de resisténcia incluem a inativacdo enzimatica do antimicrobiano
(penicilinase e enzimas modificadoras de aminoglicosideos), alteracdo do alvo, com
menor afinidade pelo antimicrobiano (por exemplo, a proteina aglutinante da penicilina
de S. aureus resistente a meticilina), captura de antimicrobianos (para vancomicina e,

possivelmente, daptomicina) e bombas de efluxo (fluoroquinolonas e tetraciclinas).
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Além disso, esse micro-organismo adquiriu conjuntos de genes complexos (cassete
cromossomico estafilococico mec (SCCmec) ou o0 operon vanA), através da
transferéncia horizontal de genes, enquanto que a resisténcia a outros
antimicrobianos, incluindo alguns dos mais recentes (por exemplo, fluoroquinolonas,
linezolida e daptomicina), se desenvolveu através de mutacdes espontaneas e
selecdo positiva (Pantosti et al., 2007; Foster, 2017; Bitrus et al., 2018). Neste
contexto, alguns dos principais genes responsaveis pela resisténcia a antimicrobianos
séo: beta-lactamicos (blaZ, mecA), aminoglicosideos (strA, strB), sulfonamida (sull,
sul2), tetraciclinas (tetA, tetB, tetK, tetM, tetO) e macrolideos (ereB, ermB, ermC)
(Zaman et al., 2017).

2.5 RESISTENCIA A SANITIZANTES

O CDC (Center for Disease Control and Prevention), dos EUA, define
sanitizantes como 0s agentes quimicos utilizados em objetos e superficies inanimadas
para destruir todos 0os micro-organismos patogénicos, mas ndo necessariamente as
formas microbianas esporuladas. Os sanitizantes podem ser compostos por
formulacdes especificas, contendo um ou mais agentes biocidas ativos, que podem
atingir de forma indiscriminada as estruturas celulares bacterianas. Os agentes ativos
biocidas comercialmente disponiveis usados na industria de alimentos, incluem
compostos quaternarios de aménio (cloreto de benzalcénio), biguanidas (clorexidina),
cloro e derivados de cloro, agentes anidnicos acidos, perdxido de hidrogénio e acido
peracético (Donaghy et al., 2019).

O mecanismo de acdo dos compostos quaternarios de aménio é baseado na
alteracdo fisica e solubilizacdo parcial da membrana e da parede celular bacteriana,
enquanto os biguanidas entram na célula desestabilizando os cations divalentes
associados a membrana celular e alterando o lipopolissacarideo (Gnanadhas et al.,
2013). O acido peracético promove a desnaturacdo de enzimas e proteinas, assim
como o0 aumento na permeabilidade da parede celular devido ao rompimento das
ligacdes sulfidrilas e sulfuricas de proteinas (Kitis, 2004). O hipoclorito de soédio
apresenta atividade antimicrobiana com acao sobre 0s sitios enzimaticos essenciais
das bactérias, promovendo inativacao irreversivel causada pela cloraminacdo e os
ions hidroxila (Estrela et al., 2003).

A utilizacdo de sanitizantes em baixas concentracdes e tempos de contato

insuficientes produzem alteragbes na estrutura bacteriana, influenciando na
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adaptacao do micro-organismo a estes compostos e, consequentemente, na perda do
seu efeito, portanto, a resisténcia pode ocorrer devido a fatores intrinsecos (aumento
de tolerancia) ou resisténcia adquirida (elementos genéticos moveis), sendo as mais
prevalentes as bombas de efluxo (Morente et al., 2013; Mc Carlie et al., 2020).

Independentemente da origem dos isolados de S. aureus, foram descritos
numerosos genes que codificam bombas de efluxo. Geralmente, estes genes séo de
origem plasmidial (qacA, gacB, gacC (smr), gqacG e qacH) e codificam proteinas de
membrana, através das quais os estafilococos resistem ao efeito bactericida dos
compostos quaternarios de amoénio e biguanidas. Por outro lado, os genes
cromossbmicos (norA, norB, mepA) estdo envolvidos na resisténcia as
fluoroquinolonas hidrofilicas (norfloxacina e levofloxacina), bem como aos compostos
quaternarios de amonio (Langsrud et al., 2003; Bjorland et al., 2005; Conceicao et al.,
2016; Taheri et al., 2016; Hassanzadeh et al., 2020).

2.6 OLEOS ESSENCIAIS

Os dleos essenciais (OE) sdo compostos obtidos a partir do metabolismo
secundario das plantas aromaticas. Séo liquidos, volateis, limpidos e raramente
coloridos, lipossoluveis e soluveis em solventes organicos com uma densidade
geralmente menor do que a da agua (Bakkali et al., 2008). Podem ser sintetizados
por todos os 6rgaos vegetais (flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutos, raizes,
madeira ou casca) e sdo armazenados em células secretoras, cavidades, canais,
células epidérmicas ou tricomas glandulares (Burt, 2004; Bakkali et al., 2008).

Os OE séao extraidos por diversos métodos, tais como destilacdo a vapor,
extracdo por solvente ou hidrodestilagéo, sendo este ultimo, o0 método mais utilizado
uma vez que é utilizada apenas agua (Raut & Karuppayil, 2014). Por serem misturas
naturais muito complexas, podem conter cerca de 20-60 componentes em diferentes
concentragdes, geralmente tendo alguns compostos maioritarios considerados como
0S componentes principais, flutuando entre 20 e 70% de concentragcdo em
comparacao com os demais, que se encontram em quantidade traco. Geralmente, 0s
componentes principais determinam as propriedades biolégicas dos OE (Bakkali et
al., 2008) que incluem dois grupos de origem biosintética diferente, o grupo principal
€ composto por terpenos e terpenoides e o outro de constituintes aromaticos e

alifaticos, todos caracterizados por baixo peso molecular (Pichersky et al., 2006).
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2.7 UTILIZACAO DE OE COMO ALTERNATIVAS PARA A REMOCAO DE
BIOFILME

Os OE séo usados h& centenas de anos como medicamentos naturais por
suas propriedades antissépticas, fungicidas e bactericidas (Bakkali et al., 2008). A
acao antimicrobiana dos OE e seus componentes pode ser atribuida a sua
hidrofobicidade, que Ihes permite ligar-se aos lipidios presentes na membrana celular
das bactérias, tornando-as mais permedveis através da alteragdo das estruturas
celulares. Esse aumento da permeabilidade pode levar a morte celular devido a perda
de moléculas e ions essenciais para a célula bacteriana (Devi et al., 2010; Lv et al.,
2011; Chouhan et al., 2017). Além disso, os OE interferem na diviséo celular, podendo
causar inibicdo das ATPases, inibicao da sintese de proteinas e inibicdo da formacao
de biofilme (Vasconcelos et al., 2018; Tang et al., 2020).

Dessa forma, nos ultimos anos, surgiu o interesse cientifico sobre a atividade
antibiofilme dos OE. Por exemplo, o OE de Cymbopogon flexousus (capim-liméo)
exibiu atividade antimicrobiana e antibiofiime contra S. aureus a 0,125% v/v de
concentracdo (Adukwu et al., 2012). Kavanaugh & Ribbeck (2012), avaliaram os OE
de Cinnamomum cassia (cassia), Myroxylon balsamum (balsamo do Peru), e de
Thymus vulgaris (tomilho vermelho), demonstrando sua eficacia na erradicacdo de
biofiime de Pseudomonas spp. e de S. aureus em superficie de poliestireno. Dos
Santos Rodrigues et al. (2018), demonstraram que o OE de Origanum vulgare
(orégano) apresentou redugdo de = 2 log UFC/cm? em biofilme de S. aureus formado
em superficie de aco inoxidavel, e que as membranas celulares das células sésseis
expostas ao OE apresentavam morfologia irregular evidenciada por microscopia
eletronica de varredura. Budri et al. (2015), avaliaram os OE de Syzygium aromaticum
(cravo da india) e Cinnamomum zeylanicum (canela) e seus principais componentes
(eugenol e cinamaldeido), observando inibi¢cdo significativa no biofilme formado por S.
aureus em superficies de poliestreno e aco inoxidavel (69,4% e 63,6%,
respectivamente). Da mesma forma, foram avaliadas microemulsdes formuladas com
Cinnamomum cassia (cassia), Salvia officinalis (salvia) ou a mistura de ambas,
causando uma redugdo de 2 3 log CFU cm em biofilme de S. aureus com 24 h de
formacdo e em biofilmes desidratados, e promovendo até 68% de eliminacdo de

biofilme apds 90 min de exposi¢cdo (Campana et al., 2017).
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2.8 OLEO ESSENCIAL DE Minthostachys setosa (Briq) Epling

A familia Lamiaceae contém, aproximadamente, 258 géneros e 7193
espécies, sendo que no Brasil existem 23 desses 258 géneros e 232 espécies Dentre
essas, destacam-sea Mentha spp. (menta), Lavandula angustifolia (lavanda),
Origanum vulgaris (orégano), Melissa officinalis (erva-cidreira), Mentha pulegium
(poejo), Rosmarinus officinalis (alecrim), Thymus vulgaris (tomilho) (Do Nascimento
Martinez et al., 2020), as quais tém sido utilizadas com diversas finalidades dentro da
medicina popular brasileira, com indicacdes de uso para cdlicas, dor de cabeca, gripe,
asma, tosse, reducdo de colesterol, inflamacdes, rachaduras na mama, coceiras,
entre outros. Além disso, alguns OE obtidos dessa familia sdo descritos por suas
propriedades terapéuticas, dentre as quais se destacam a atividade antioxidante,
bactericida e antifingica (Souza & Lorenzi, 2008).

Minthostachys € um género de interesse etnobotanico, farmacéutico e
econdmico composto por 17 espécies de arbustos aromaticos restritos a América do
Sul andina (Schmidt-Lebuhn, 2008). Minthostachys setosa € uma espécie pertencente
a familia Lamiacea, que cresce de forma silvestre e é conhecida localmente como
“mufia” (Brack, 1999). E um arbusto lenhoso e aromético de caule tetragonal, com
folhas pequenas e ovais, apresentando pilosidade nos peciolos e é na parte inferior
onde se deposita a maior quantidade de 6leos volateis (Brack, 1999; Schmidt-Lebuhn,
2008), que cresce em toda a Cordilheira dos Andes, da Venezuela a Argentina. No
Peru, tradicionalmente, as folhas e as flores dessa planta sdo utilizadas na culinaria
ou na preparacdo de infusbes com acdo digestiva, antidiarreica, vermifuga,
antiespasmaodica ou broncodilatadora. Em alguns lugares, também é utilizada para
proteger os cultivos e os produtos armazenados dos danos causados pelos insetos
(Lock et al., 2016; Otoya, 2020).

Em relagcdo ao OE de M. setosa, Senatore (1998) identificou, pela primeira
vez, utilizando cromatografia gasosa a pulegona, a mentona e a isomentona como
compostos maioritarios. A pulegona € um monoterpeno de interesse, por apresentar
atividade antinflamatoéria, reduzir a producédo de citocinas, atuar com analgésico,
antibacteriano, antifangico e inseticida (Oumazil et al., 2002; De Sousa et al., 2011; Roy
et al., 2018; Yang et al., 2019). As propriedades antimicrobianas dos OE de diferentes
espécies de Minthostachys contra S. aureus foram avaliadas e revisadas por diversos
autores (Feo et al., 1998; Pinto, 2010; Armas et al., 2016; Torrenegra-Alarcon et al.,

2016; Mantilla German & Yupanqui Rojas, 2018; Laura Ticona, 2019; Cecchini et al.,
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2021), demonstrando resultados promissores que fazem deste um OE interessante
para ser objeto de pesquisa. Entretanto, ainda ndo existem registros de estudos sobre

a atividade e potencial antibiofilme deste OE.

A/

Figura 1. Inflorescéncia de Minthostachys setosa (Briq) Epling.

2.9 OLEO ESSENCIAL DE Piper elongatum (Vahl)

O género Piper pertence a familia Piperaceae, e compreende mais de 700
espécies distribuidas em regibes tropicais e subtropicais do mundo, sendo
especialmente abundante no Peru, Equador, Bolivia, Paraguai, Brasil e norte da
Argentina (Brack, 1999). No Brasil, a familia Piperaceae € representada por cinco
géneros (Piper, Peperomia, Potomorphe, Ottonia e Sarcorhachis) e cerca de 500
espécies, bastante comuns em florestas, particularmente na Floresta Tropical
Atlantica. Esta familia tem importancia alimenticia, medicinal e industrial sendo
utilizada na obtencao de farmacos, temperos, corantes, cosméticos e inseticidas (De
Oliveira et al., 2020). Piper elongatum é um arbusto ou arvore, de aproximadamente
2 a 3 metros de altura, com caules ramificados e cilindricos, com folhas estipuladas,
sesseis, alternas, opostas e simples, de aparéncia muito 4spera na parte superior e
com as nervuras salientes na forma de uma malha na parte inferior (Ulloa et al., 2004).
Na medicina tradicional € conhecido como “matico” e é utilizado como antisséptico,
antibacteriano, antifungico, antipirético, antiespasmaédico, repelente de insetos,
cicatrizante, assim como no tratamento de doencgas respiratorias e estomacais (Brack,
1999; Mostacero et al., 2002; Lock & Rojas, 2004). Lock & Rojas (2004), utilizando
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cromatografia gasosa, verificaram que o OE de folhas de P. elongatum apresentava
66 compostos diferentes dentre os quais destaca-se o dilapiol (82,2%) no entanto, os
autores descrevem que a composi¢ao quimica dos OE dependeré da espécie de Piper
do qual foi extraido.

A atividade antimicrobiana de OE extraidos de diferentes espécies de Piper foi
comprovada em estudos anteriores (Brazao et al., 2014; Chuqguimango Fuentes, 2017,
Monzote et al., 2017), porém ndo ha evidencia de sua utilizacdo nem sua avaliagdo

sobre biofilmes.

Figura 2. Inflorescéncia de Piper elongatum (Vahl)
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar os tipos spa e 0s grupos agr, detectar a presenca de genes do
cluster egc, bem como avaliar o perfil de resisténcia fenotipica e genotipica a
sanitizantes e antimicrobianos em isolados de S. aureus envolvidos em surtos de
intoxicacdo alimentar no Rio Grande do Sul. Além disso, objetiva-se avaliar a
habilidade de formacdo de biofilme em aco inoxidavel dos isolados e verificar a
capacidade de dois 6leos essenciais de plantas de origem andina (Piper elongatum e

Minthostachys setosa) como alternativa para a remocéao do biofilme.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo 1. Identificar os tipos de spa bem como determinar os grupos agr em isolados
de S. aureus envolvidos em surtos de intoxicacdo alimentar estafilococica no Rio
Grande do Sul.

Objetivo 2. Detectar a presenca dos genes do cluster egc (seg, sei, selm, seln, selo)

nos isolados avaliados.

Objetivo 3. Determinar o perfil de resisténcia fenotipica a sanitizantes e

antimicrobianos dos isolados.

Objetivo 4. Verificar a presenca de genes de resisténcia a antimicrobianos e a

sanitizantes nos isolados.

Objetivo 5. Verificar a capacidade de formacdo de biofilme pelos isolados em

superficie de aco inoxidavel.

Objetivo 6. Determinar a composicdo quimica de dois 6éleos essenciais de origem

andina Piper elongatum e Minthostachys setosa.

Objetivo 7. Avaliar a atividade antimicrobiana de dois 6leos essenciais (Piper
elongatum e Minthostachys setosa) contra S. aureus, assim como sua agao sobre

biofilmes pré-formados em superficies de aco inoxidavel.
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4 CAPITULOS

4.1 MANUSCRITO 1 — Deteccéo dos tipos spa, grupos agr, genes do cluster egc
e da resisténcia a antimicrobianos e tolerancia a sanitizantes em isolados de

Staphylococcus aureus provenientes de surtos de intoxicacao alimentar

Manuscrito a ser submetido ao periddico Food Research International
Fator de Impacto: 4.972
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RESUMO

Os objetivos deste estudo foram determinar os tipos spa e 0S grupos agr,
detectar os genes do cluster egc e avaliar a resisténcia fenotipica e genotipica a
antimicrobianos e sanitizantes em isolados de Staphylococcus aureus envolvidos em
surtos de intoxicacdo alimentar no Rio Grande do Sul. Dez tipos spa foram
identificados sendo os mais prevalentes t008, t018 e t267 que tem uma estreita
relacdo genética com isolados humanos e de surtos de intoxicacdo alimentar. O grupo
agr Il foi identificado em 30,76% dos isolados entanto que o agr Il em 7,69%. Houve
amplificacdo do fragmento parcial do cluster egc somente em um isolado (S11). Com
relacdo aos genes pertencentes ao cluster, observou-se que 23,07% dos isolados
carreavam o gene seln e sei. O teste de susceptibilidade antimicrobiana mostrou que
100% dos isolados foram resistentes a penicilina e ampicilina, 30,76% a sulfonamida,
7,69% a eritromicina, claritromicina e tetraciclina. O isolado S7 apresentou
multirresisténcia a B-lactamicos, sulfonamidas, tetraciclinas e macrolideos. A PCR foi
utilizada para a detecgéo de genes de resisténcia antimicrobiana sendo identificados
nove: blaZz (76,9%), ereB (23,07%) ermB e ermC (23,07%), sul2 (15,38%), tetM
(38,46%), tetB (23,07%), tetA (15,38%) e tetK (7,69%). Todos os isolados avaliados
mostraram tolerancia aos dois sanitizantes testados cloreto de benzalcénio (CB) e
clorexidina (CLX). Os genes codificadores das bombas de efluxo mepA e norB foram
mais prevalentes (92,3%), seguidos pelo gene norA (76,92%) nos isolados. Os tipos
spa identificados nos isolados possuem relacdo genética com isolados humanos,
reforcando a importancia dos manipuladores como uma fonte de contaminacédo de S.
aureus para alimentos. Os isolados pertencem aos grupos agr Il e agr lll, que séo
relacionados a isolados produtores de enterotoxinas, entretanto, a ocorréncia de
genes do cluster egc foi apenas em um isolado. Os isolados apresentam resisténcia
aos antimicrobianos e tolerdncia a sanitizantes testados, sugerindo que 0 uso
excessivo destes produtos na clinica humana e veterinéria, bem como na producao
de alimentos, contribuem para o desenvolvimento de S. aureus apresentando

resisténcia, ou mesmo multirresisténcia, a esses compostos.

Keywords: Bombas de efluxo, Genes de Resisténcia a antimicrobianos, Genes de

resisténcia a sanitizantes, spa typing
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1. INTRODUCAO

A intoxicacao alimentar estafilococica (IAE) € uma das doencas transmitidas por
alimentos (DTA) mais comuns no mundo, sendo causada pela ingestéo de alimentos
contaminados com enterotoxinas produzidas por estafilococos, principalmente
Staphylococcus aureus (S. aureus) (Denayer et al., 2017). No Brasil, S. aureus ocupa
o terceiro lugar como agente causador de DTA, sendo responséavel por 9,4% das
notificag6es no periodo de 2009 a 2018 (Brasil, 2019). Na Uniéo Europeia, as toxinas
bacterianas, incluindo as produzidas por S. aureus, foram incriminadas em 8% dos
surtos de DTA em 2016, tornando-as o terceiro agente causador dessas doencas
(Efsa, 2018). Além das enterotoxinas classicas (EEA, EEB, EEC, EED e EEE), o
cluster egc de S. aureus, agrupa genes codificadores das novas enterotoxinas (seg,
sei, selm, seln, selo e selu) (Jarraud et al., 2001), as quais também demonstraram
atividade emética e podem estar envolvidas em IAE (Ono et al., 2017).

A avaliacdo da relacdo genética entre isolados de S. aureus envolvidos em
surtos de IAE é muito relevante. Para isso, tém sido usadas diversas ferramentas
moleculares, tais como Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), Tipagem em
cassete cromossémico (SCCmec), Multilocus sequence typing (MLST), tipagem do
gene acessorio regulador (agr typing) e tipagem da proteina estafilococica A (spa
typing) (Singh et al., 2018). A técnica de tipificacdo do gene spa envolve o
sequenciamento da regido polimorfica X ou da regido de repeticdo da sequéncia curta
do gene da proteina A, e tem sido considerada adequada para discriminacdo entre
isolados provenientes de surtos (Ghaznavi-Rad & Ekrami, 2018). Por outro lado, os
genes do sistema regulatorio, agrA, agrB, agrC e agrD, regulam mais de 70 genes em
S. aureus, 23 dos quais controlam sua patogenicidade e infecgéo invasiva (Thompson
& Brown, 2017). Além disso, S. aureus pode ser estratificado em 4 grupos diferentes
(agr |, agr 11, agr 11l e agr IV), de acordo com as sequéncias dos genes agrC e agrD
(Javdan et al., 2019). Os grupos agr sao diferentes em suas propriedades e
prevaléncia em varias areas geograficas, portanto, a identificacdo dos grupos
predominantes em cada regido pode ser utilizada para estabelecer uma relacao entre
os isolados de S. aureus (Bibalan et al., 2014).

Atualmente, a resisténcia a antimicrobianos e a sanitizantes tem causado varios
transtornos, tanto do ponto de vista de saude publica, quanto a saude animal,
agricultura, seguranca dos alimentos e desenvolvimento econémico em nivel global

(Who, 2019). Assim, o uso indiscriminado de antimicrobianos levou ao surgimento de
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estirpes de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), bem como de estirpes
multirresistentes. Essa resisténcia tem sido relacionada a genes especificos para cada
tipo de antimicrobiano: beta-lactamicos (blaZ, mecA), aminoglicosideos (strA, strB),
sulfonamida (sull, sul2), tetraciclinas (tetA, tetB, tetK, tetM, tetO), macrolideos (ereB,
ermB, ermC) (Wang et al., 2014; Jia et al., 2019).

Os sanitizantes sdo importantes em varios pontos da cadeia produtiva de
alimentos, sendo os mais utilizados os compostos quaternérios de amoénio (QAC)
como o cloreto de benzalcénio (CB), as biguanidas (clorexidina - CLX), cloro e
derivados a base de cloro, agentes anionicos acidos, peréxido de hidrogénio e acido
peracético (Donaghy et al., 2019). A intensificacdo, 0 uso excessivo e incorreto de
sanitizantes, as concentracdes residuais e a limpeza insuficiente antes da sanitizagcéo
podem levar a exposi¢cao a subdoses, contribuindo para o aumento e da resisténcia
dos micro-organismos a esses compostos (Seier-Petersen et al., 2015). Dentro dos
mecanismos predominantes de resisténcia bacteriana a esses compostos, as bombas
de efluxo sdo bastante importantes, estando envolvidas na resisténcia cruzada, tanto
aos antimicrobianos, quanto aos sanitizantes. Varios genes que codificam bombas de
efluxo multi-drogas, tais como gacA, gacB, smr, norA, ImrS, mepA e sepA, foram
descritos em S. aureus a partir de isolados clinicos humanos e animais, bem como
em amostras ambientais (Conceicao et al., 2016).

Os objetivos deste estudo foram determinar os tipos spa e 0S grupos agr em
isolados de S. aureus envolvidos em surtos de intoxicagdo alimentar, bem como
detectar a presenca dos genes do cluster egc e avaliar a resisténcia fenotipica e

genotipica dos isolados a antimicrobianos e sanitizantes.

2.  MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 13 isolados de S. aureus provenientes de surtos de intoxicacao
alimentar, fornecidos pelo Laboratério de Saude Publica do Estado do Rio Grande do
Sul, Brasil. Os isolados foram identificados e caracterizados em nivel molecular
(Bastos et al., 2017) e armazenados a -80 °C. Para sua reativagao, foram cultivados

em agar Triptona de Soja (TSA, Acumedia, EUA) e incubados a 37 °C, durante 24 h.

2.1 Tipificac&o do gene spa
A amplificacdo do gene spa, que codifica a proteina A, foi realizada de acordo

com o protocolo descrito por Ridom SpaServer utilizando os primers spa-1113f (5'-
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TAA AGA CGATCC TTC GGT GAG C -3") e spa-1514r (5'-CAG CAG TAG TGC CGT
TTG CTT -3 ). Os fragmentos amplificados foram purificados seguindo os protocolos
lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare, Little Chalfont,
UK). As amostras purificadas foram enviadas para a ACTGene Analises Moleculares
(Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil) e os fragmentos de DNA foram sequenciados
de acordo com o método Sanger, em um analisador genético AB 3500 (Applied
Biosystems ™, EUA). As sequéncias identificadas foram, entdo, atribuidas a tipos spa
especificos, de acordo com os padrdes descritos na base de dados Ridom SpaServer

(http://www.spaserver.ridom.de).

2.2 Determinacao dos grupos agr
Os grupos agr (I-IV) foram determinados por um ensaio de PCR-biplex, conforme

descrito por Shopsin et al. (2003). Os primers estao listados na Tabela 1.

2.3 Deteccéao de genes do cluster egc

Para detectar a presenca dos genes selm, seln e selo, foram realizadas PCR-
uniplex, enquanto para o0s genes seg e sei foi conduzida uma PCR-multiplex,
utilizando os primers descritos na Tabela 2. Também foi realizada a amplificacédo
parcial do cluster egc, a partir de um fragmento de 3375 pb (Tabela 2).

A reacédo ocorreu utilizando 12,5 pL de GoTag® Green Master Mix 2X (Promega
Corp), 1 pL de cada primer na concentracédo de 10 pmol, exceto a concentracao dos
primers seg e sei (20 pmol) e do cluster egc (12 pmol), 2 uL de DNA (50 ng) e 8,5 pL
de agua ultrapura, totalizando 25 pL de volume final. Os produtos PCR foram
separados por eletroforese a 80V por 70 min em gel de agarose 1,5% (p/v) em tampéao
TAE (tampéo Tris-Acetato-EDTA) 0,5X, utilizando-se o marcador de peso molecular
DNA Ladder 1 Kb (Invitrogen®). Apés, o produto amplificado foi corado com GelRed™

e visualizado sob luz UV em transiluminador (Loccus® ,L-Pix Touch).

2.4 Avaliacéo da suscetibilidade a antimicrobianos

A suscetibilidade dos isolados a antimicrobianos foi avaliada pela técnica de
difusdo em agar, seguindo o protocolo do Clsi (2016), utilizando-se a cepa ATCC S.
aureus 25923 como controle. Foram avaliados 16 antimicrobianos: penicilina (10 U),
ampicilina (10 pg), oxacilina (1 pg), cefoxitina (30 pg), clindamicina (2 ug), eritromicina

(15 pg), claritromicina (15 pg), estreptomicina (10 pg), amoxicilina + acido clavulanico,
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tetraciclina (30 pg), vancomicina (30 ug), imipenen (10 pg), sulfazotrim (25 ug),
gentamicina (10 pg), sulfonamina (300 pg), adquiridos da Laborclin (Brasil). Os
resultados foram interpretados de acordo com os padrdes de diametros de inibic&o
para Staphylococcus spp. (Clsi, 2016). O perfil multirresisténcia foi definido como a

resisténcia a trés ou mais classes de agentes antimicrobianos (Efsa, 2013)

2.5 Avaliacéo da tolerancia aos sanitizantes BC e CLX

A CIM para CB (Sigma-Aldrich, Irvine, UK) e CLX (Sigma-Aldrich, Irvine, UK) foi
determinada através da técnica de microdiluicdo em caldo, de acordo com 0s critérios
da Clsi (2016), sendo definida como a menor concentracdo capaz de inibir a
multiplicacéo visivel dos cultivos bacterianos. Foram considerados tolerantes a CB e
CLX aqueles isolados com CIM = 3 pg.mL-1 e CIM = 1 pg.mL-1, respectivamente

(Taheri et al., 2016). Os testes foram realizados em triplicata.

2.6 Detecgcdo molecular de genes de resisténcia a antimicrobianos e

sanitizantes

O DNA dos 13 isolados foi extraido de acordo com o protocolo descrito por Green
& Sambrook (2012), com algumas modificacdes (vortex por dois minutos apds a
adicao das pérolas de vidro). Através de PCR convencional foram avaliados os genes
que codificam a resisténcia aos macrolideos (ereB, ermB, ermC), tetraciclinas (tetA,
tetB, tetK, tetL, tetM e tetO), aminoglicosideos (strA e strB), inibidores da sintese de
folato (sull, sul2, dfrG) e B-lactamases (blaZ e mecA), bem como 0s genes de bombas
de efluxo (norA, norB, mepA, gacA, gacG, gacH, gacJ e smr). Os primers utilizados

nas PCR estao listados na Tabela 3.

2.7 Analise Estatistica

A associacdo entre resisténcia aos sanitizantes e presenca de genes
codificantes de bombas de efluxo entre os isolados de S. aureus, foi determinda pelo
teste estatistico Qui-quadrado. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

3. RESULTADOS

3.1 Tipificac&o do gene spa e determinacdo dos grupos agr
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Dez diferentes tipos spa foram identificados entre os 13 isolados de S. aureus.
Os mais prevalentes foram o0 t008 (isolados S2 e S4), t018 (isolados S1 e S12) e t267
(isolados S3 e S6). Por outro lado, também foram encontrados os tipos spa t024
(isolado S5), t097 (isolado S13), t253 (isolado S11), t254 (isolado S10), t1094 (isolado
S9), 12389 (isolado S8) e 116895 (isolado S7).

Os grupos agr Il e agr Il foram identificados em 30,76% (4/13) e 7,69% (1/13),
respectivamente, enquanto os grupos agr | e agr IV néo foram detectados entre 0s
isolados estudados.

3.2 Deteccdao de genes do cluster egc
Houve amplificacdo do fragmento parcial do cluster egc no isolado S11. Com
relacdo aos genes que compde o cluster, observou-se que 23,07% (3/13) carreavam

o gene seln e sei. Os genes seg, selo e selm ndo foram detectados.

3.3 Avaliagéo da suscetibilidade a antimicrobianos

Todos os isolados avaliados (n=13) foram resistentes a penicilina e ampicilina,
30,76% (4/13) a sulfonamida, e 7,69% (1/13) a eritromicina, claritromicina e
tetraciclina. Concomitantemente, observou-se resisténcia intermediaria a eritromicina
e claritromicina (38,46% e 30,46%, respectivamente). Além disso, foi observado um
perfil de multirresisténcia a quatro classes de antimicrobianos (B-lactamicos,

sulfonamidas, tetraciclinas e macrolideos) apenas no isolado S7 (7,69%).

3.4 Avaliacdo da tolerancia aos sanitizantes BC e CLX
Todos os isolados apresentaram toleréncia ao CB e ao CLX, com CIM variando
entre 4 a 8 ug.mL* e 4 ug.mL%, respectivamente.

3.5 Deteccdo molecular de genes de resisténcia a antimicrobianos e

sanitizantes

Foram identificados nove genes associados a resisténcia a antimicrobianos. O
gene blaZ, que codifica resisténcia a beta-lactamases, foi detectado em 76,9% (10/13)
dos isolados. Por outro lado, os genes responsaveis pela resisténcia a macrolideos,
tais como ereB foram detectados em 23,07% (3/13) e ermB e ermC, em 7,69% (1/13)
dos isolados, respectivamente, sendo que os genes ereB e ermC foram identificados

no mesmo isolado.
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O gene sul2, responsavel pela inibicdo da sintese de folato, foi detectado em
15,38% (2/13) dos isolados. Por outro lado, entre os genes de resisténcia a tetraciclina
avaliados, o gene tetM foi detectado em cinco isolados (38,46%), seguido pelo gene
tetB em trés (23,07%), enquanto dois isolados (15,38%) carreavam o gene tetA e
apenas um, o gene tetK (7,69%).

Os genes que codificam para as bombas de efluxo mais prevalentes foram mepA
(92,3% -12/13), norB (92,3% - 12/13), e norA (76,92% - 10/13). O gene smr foi
detectado em 15,38% (2/13) dos isolados. Além disso, 76,92% (10/13) albergavam
trés desses quatro genes, concomitantemente. Os genes gacA, gqacG, gacH e gacJ

nao foram detectados nos isolados avaliados.

4. DISCUSSAO

Foram identificados 10 tipos spa entre os 13 isolados avaliados. Os tipos spa
t008 (isolados S2 e S4), t018 (isolados S1 e S12) e t024 (isolados Sb5), identificados
neste estudo, tém sido amplamente relacionados com isolados envolvidos em surtos
de IAE, manipuladores de alimentos e isolados clinicos (Hanson et al., 2011; Jiménez
et al., 2012; Wattinger et al., 2012). Por outro lado, Wu et al. (2018) avaliaram a
prevaléncia de S. aureus em vegetais comercializados na China, e os caracterizaram
de acordo com seus perfis de suscetibilidade a antimicrobianos, genes de
enterotoxinas, spa typing e MLST, e detectaram 16 tipos spa, incluindo o novo t16985,
cujo isolado foi obtido de uma amostra de alface. Pelo nosso conhecimento o presente
estudo foi 0 segundo a identificar este tipo spa em um isolado de S. aureus (isolado
S7), o qual foi proveniente de salada de batata com maionese.

Os outros tipos spa identificados neste estudo foram o t267 (isolados S3 e S6),
previamente reportado em isolados de S. aureus provenientes de mastite em bovinos
e ovinos (Johler et al., 2011; Merz et al., 2016), assim como de leite e queijo (Johler
et al., 2018). Além disso, foi identificado os tipos spa t097 (isolado S13), t253 (isolado
S11), t254 (isolado S10), t1094 (isolado S9), t2389 (isolado S8),0s quais todos tém
sido relacionados com isolados de S. aureus resistentes a meticilina, clinicos ou de
individuos portadores assintomaticos (Smith & Pearson, 2011; Ben Said et al., 2017,
Kadariya et al., 2019).

O sistema acessorio de regulacdo génica (agr) de S. aureus é responsavel pelo
controle da expressao de diversos genes que codificam fatores de viruléncia, incluindo

0S genes das enterotoxinas (Tan et al., 2018). Existem quatro diferentes grupos agr,
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devido a polimorfismos na sequéncia de aminoacidos dos genes agrC e agrD. Neste
estudo, foram identificados, dois grupos agr dentre os isolados. O grupo agr Il foi
detectado apenas em um isolado (S10), sendo o grupo agr Ill o mais prevalente
(30,76%), identificado nos isolados S7, S11, S12 e S13. Além disso, foi observado
gue entre os isolados pertencentes ao grupo agr lll, dois também carreavam os genes
seln (S11, S13) e trés os genes sei (S11, S12, S13), o que indica que existe
associacdo entre isolados pertencente a esse grupo agr e a producédo de
enterotoxinas, conforme descrito por Collery et al. (2009). Destaca-se que 0 grupo
agr Il também tem sido relacionado com isolados de S. aureus provenientes de
mastite (Hennekinne et al., 2012; Kroning et al., 2018), com a formacé&o de biofilme
(Silva et al., 2017; Kernberger-Fischer et al., 2018) e com a presenca da exotoxina
TSST-1, responsavel pela sindrome de choque toxico (Jarraud et al., 2000)

O cluster egc foi descrito pela primeira vez por Jarraud et al. (2001), e
compreendia, inicialmente, cinco genes de enterotoxinas (selo, selm, sei, seln e seq)
e dois pseudogenes (Went1, Went2). Posteriormente, foram descritos polimorfismos e
variacdes génicas, observando-se a presenca de outros genes, resultantes de eventos
de recombinacdo (Letertre et al., 2003; Thomas et al., 2006). Atualmente, sdo
descritas 4 variacfes do cluster egc (Collery et al., 2009; Zhang et al., 2013). Neste
estudo, houve amplificacdo do fragmento egc parcial em um isolado (S11), porém,
este possuia apenas 0s genes sei e seln, como ja relatado anteriormente (Smyth et
al., 2005; Zocche et al., 2010; Vigosa et al., 2013; Zhang et al., 2013; Wang et al.,
2017a). Na deteccdo dos genes individuais do cluster egc observou-se que o trés
isolados carreavam o gene sei (S11, S12, S13). Jarraud et al. (2001) descrevem que
0S genes seg e sei coexistem no cluster egc, no entanto, sei ja foi identificado
separadamente de seg em S. aureus provenientes de mastite bovina (Ahmady &
Kazemi, 2013) e de leite e queijo (Vigosa et al., 2013). Assim, os resultados deste
estudo reforcam a hipétese de que o gene sei pode ser carreado em outro elemento
genético, o qual ndo carreia o gene seg. Por outro lado, trés isolados de S. aureus
portavam apenas o gene seln, o que também foi observado em isolados de S. aureus
provenientes de alimentos de origem animal (Zocche et al., 2010), assim como em
isolados clinicos (Becker et al., 2004) e de vegetais (Wu et al., 2018).

Todos os isolados avaliados foram resistentes a penicilina, o que ja foi reportado
em outros estudos com isolados de S. aureus provenientes de alimentos ou surtos

alimentares (Colombari et al., 2007; Li et al., 2015a; Kroning et al., 2016; Wang et al.,
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2017b; Ma et al., 2018). Por outro lado, quatro isolados também apresentaram
resisténcia fenotipica a sulfonamida. Em outros estudos realizados no Brasil, Haubert
et al. (2017) detectaram resisténcia a esse antimicrobiano em 65% (20/31) dos
isolados de S. aureus provenientes de mastite, enquanto Kroning et al. (2016)
relataram que 8,4% (1/12) dos isolados de S. aureus provenientes de doces
artesanais foram resistentes a sulfonamida.

Com relagéo a deteccéo dos genes de resisténcia a antimicrobianos, destaca-se
que nem todos os isolados resistentes a penicilina carreavam o gene blaz, o que
também foi descrito por Achek et al. (2018), demonstrando que a auséncia desse
gene nao influenciou na producédo de B-lactamase, indicando a ocorréncia de outro
mecanismo de resisténcia nesses isolados. Da mesma forma, neste estudo observou-
se que dois isolados (S1 e S3) portavam o gene sul2, porém, nenhum apresentava
resisténcia fenotipica a sulfonamida. Por outro lado, Haubert et al. (2017) observaram
auséncia dos genes sul em isolados de S. aureus provenientes de mastite subclinica
fenotipicamente resistentes a sulfonamida, enquanto Olonitola et al. (2015)
detectaram a presenca de genes sul 1 e sul 2 em S. aureus isolados de cama de
aviario sensiveis a sulfametoxazol. O fato que plasmideos portando esses genes
podem se transferir entre bactérias da mesma espécie ou de géneros diferentes por
conjugacao e disseminar 0os genes sul, pode contribuir para a resisténcia a esses
antimicrobianos (Jiang et al., 2019).

Dois mecanismos de resisténcia a tetraciclinas tém sido identificados em S.
aureus: o efluxo ativo, mediado pelos genes tetA, tetB, tetK e tetL, codificados por
plasmideos; e a protecao ribossémica, codificada pelos genes cromossdmicos tetM e
tetO (Jensen & Lyon, 2009). Na avaliacdo fenotipica aos antimicrobianos testados,
apenas um isolado (S7) apresentou resisténcia a tetraciclina, porém, os genes tet
foram detectados em mais de um isolado avaliado: tetM (5/13), tetB (3/13), tetA (2/13)
e tetK (1/13). Chajecka-Wierzchowska et al. (2014), avaliaram Staphylococcus spp.
provenientes de alimentos prontos para o consumo, e observaram que trés isolados
que foram fenotipicamente resistentes a tetraciclina, ndo portavam genes tet.
Entretanto, Haubert et al. (2017) observaram que isolados de S. aureus provenientes
de mastite subclinica, foram fenotipicamente sensiveis a tetraciclina, no entanto,
carreavam, pelo menos, um gene de resisténcia a esse antimicrobiano. Da mesma

forma, Olonitola et al. (2015) avaliaram isolados de S. aureus provenientes de cama
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de aviario, e observaram resisténcia fenotipica a tetraciclina, sem a presenca do gene
tetO.

Um dos mecanismos de aquisicdo de resisténcia a macrolideos envolve
modifica¢des do local alvo por uma metilase codificada por um ou mais genes erm, 0
qgue implica na metilacdo do gene rRNA 23S e, portanto, na alteracao dos locais de
ligacdo desses antimicrobianos. O outro mecanismo inclui varias enzimas, por
exemplo, esterases codificadas pelos genes ereA e ereB, as quais hidrolisam o anel
macrociclico de lactona de eritromicina (Li et al., 2015b). No presente estudo, apesar
de nado ter sido observada resisténcia fenotipica aos macrolideos eritromicina e
claritromicina, os genes ermB e ermC foram detectados em um isolado
concomitantemente, enquanto trés isolados carreavam o gene ereB. Por outro lado,
no unico isolado que apresentou resisténcia fenotipica a ambos macrolideos, nédo foi
detectado nenhum gene de resisténcia a antimicrobianos. Haubert et al. (2017),
detectaram oito isolados de S. aureus provenientes de mastite subclinica sensiveis a
macrolideos e que albergavam o gene ereB. Esses mesmos autores também
detectaram que oito dos doze isolados (66,7%) com resisténcia fenotipica a esta
classe de antimicrobianos ndo albergavam nenhum gene de resisténcia aos
macrolideos.

A transferéncia horizontal ou vertical de elementos genéticos moveis que
abrigam genes de resisténcia é considerada o principal mecanismo de disseminacao
destes genes (Schmieder & Edwards, 2012). Diferencas entre gendtipo e fenétipo de
resisténcia sédo frequentemente relatadas em bactérias (Fernandez-Fuentes et al.,
2014) e podem ocorrer devido a presenca dos denominados “genes silenciosos”, que
Sa0 expressos apenas in vivo, ou devido ao fato que a detec¢éo por PCR de um Unico
gene dentro de um operon pode néo identificar a presenca de outros genes que Sao
necessarios para a expressao fenotipica (Chajecka-Wierzchowska et al., 2014).

Os testes de suscetibilidade aos sanitizantes demonstraram que todos o0s
isolados avaliados foram tolerantes ao CB e ao CLX. Zaki et al. (2019) avaliaram
isolados de S. aureus de origem clinica, e verificaram que 30% apresentaram
suscetibilidade reduzida ao CB (MIC > 8 pug.mL™1). Kroning et al. (2020) encontraram
gue 90,3% dos isolados de S. aureus provenientes de leite apresentaram tolerancia
ao BC, com valores de CIM que variam entre 4 a 8 pg.mL! e que 100% foram
resistentes ao CLX, com valores de CIM entre 4 a 16 pg.mL. Esses resultados sdo

similares aos obtidos neste estudo, no qual os valores da CIM para o CB variaram
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entre 4 e 8 ug.mL* e 4 pg.mL* para CLX. Ja Taheri et al. (2016) avaliaram isolados
de S. aureus resistentes e sensiveis a meticilina, e encontraram valores de CIM de 8
ug.mL* para CB e de 64 ug.mL* para CLX.

Verificou-se que existe associacao entre a presenca dos genes das bombas de
efluxo mepA, norA, norB e smr e a tolerancia ao CB e ao CLX, uma vez que todos 0s
isolados que portavam estes genes, apresentaram tolerancia a esses sanitizantes (p
< 0,05). Varias bombas de efluxo foram descritas em S. aureus, codificadas no
cromossomo (norA, sepA, ImrS e mepA) ou em plasmideos (qacAB e smr) (Labreck
et al.,, 2018). Além disso, a prevaléncia dos genes mepA e norB (92.3%) e norA
(76,92%) foi elevada, no entanto, o gene smr (15,38%), relacionado com a tolerancia
a compostos quaternarios de amoénio, foi detectado somente em dois isolados.
Resultados semelhantes foram reportados por Kroning et al. (2020), em isolados de
S. aureus provenientes de leite, onde os genes mepA (77,4%), norA (80,6%) e norB
(100%) foram os mais prevalentes. Ja os genes gacA e smr foram detectados em
9,6% e 3,2% dos isolados, respectivamente, e 0s genes gacG, gacH e gacJ nao foram
detectados.

Vérios autores relatam a prevaléncia dos genes norA, norB, mepA e smr, em
isolados de S. aureus de origem clinica, resistentes e sensiveis a metilicina
(Conceicao et al., 2016; Antiabong et al., 2017; Hassanzadeh et al., 2017; Kernberger-
Fischer et al., 2018; Conceicéo et al., 2021), no entanto, a frequéncia destes genes é
baixa e pouco estudada em isolados de fontes alimentares (Fernandez-Fuentes et al.,
2014; Ammar et al., 2016). Assim, os resultados deste estudo sugerem que a elevada
prevaléncia de genes de bomba de efluxo em isolados de S. aureus de origem
alimentar, podem ser devidos a pressédo seletiva exercida pelos sanitizantes e
antimicrobianos comumente utilizados na industria alimentar, o que resulta em uma
importante vantagem para a persisténcia desse patégeno nos ambientes e superficies

de manipulacao de alimentos.

5. CONCLUSAO

Os tipos spa identificados nos isolados de S. aureus envolvidos em surtos de
intoxicagdo alimentar estafilocécica no estado do Rio Grande do Sul, Brasil, possuem
relacdo genética com isolados humanos, reforcando a importancia dos manipuladores
como uma fonte de contaminacdo de S. aureus para alimentos. Os isolados

pertencentes aos grupos agr Il e agr lll, estdo relacionados com isolados produtores
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de enterotoxinas e formadores de biofilme. Por outro lado, os genes do cluster egc foi
detectada em apenas um isolado. Os isolados apresentam resisténcia fenotipica e
genotipica aos antimicrobianos e sanitizantes testados, o que sugere que 0 USO
excessivo destes produtos na clinica humana e veterinaria, bem como na producéo
de alimentos, contribuem para o surgimento de S. aureus apresentando resisténcia,

ou mesmo multirresisténcia, a esses compostos.
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Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados para a detec¢do dos grupos agr

Gene Sequéncia (5’-3’) PB Referéncia
Pan-agr R:ATGCACATGGTGCACATGC
agr | F:GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT 440
Shopsin et al.
agril  F:GTATTACTAATTGAAAAGTGCCATAGC 572
(2003)

agrlll  F:CTGTTGAAAAAGTCAACTAAAAGCTC 406

F:CGATAATGCCGTAATACCCG 588

agr vV




Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados para a deteccdo dos genes do cluster

egc
Gene Sequéncia (5’-3’) pb Referéncia
egc F: GACAACAAAACTGTCGAAACTG 3375 Zocche
parcial R: CCAGATTCAAATGCAGAACC (2008)
F: GTTAGAGGAGGTTTTATG
seg 198
R: TTCCTTCAACAGGTGGAGA _
Vicosa (2012)
_ F: GGCCACTTTATCAGGACA 577
sei
R: AACTTACAGGCAGTCCA
F: CCAATTGAAGACCACCAAAG
selm 517
R: CTTGTCCTGTTCCAGTATCA
| F: ATTGTTCTACATAGCTGCAA 682 Blaiotta et al.
seln
R: TTGAAAAAACTCTGCTCCCA (2004)
F: AGTCAAGTGTAGACCCTATT
selo 534

R: TATGCTCCGAATGAGAATGA




Tabela 3. Primers utilizados para a identificacdo de genes de resisténcia a

antimicrobianos e a sanitizantes
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Gene Sequéncia (5’-3’) pb Referéncia
F: ACTACTGATATGATGACATCA
gacA 1512
R: AGTTATATCAAGTGATTTGGG Mereghetti et al.
smr  F: ATAGCCATAAGTACTGAAGTT (2000)
291
R: ACCGAAAATGTTTAACGAAAC
F: CAACAGAAATAATCGGAACT
gacG 670
R: TACATTTAAGAGCACTACA
F: ATAGTCAGTGAAGTAATAG
gacH 550 Taheri et al. (2016)
R: AGTGTGATGATCCGAATGT
F: CTTATATTTAGTAATAGCG
gacJ 667
R: GATCCAAAAACGTTAAGA
F: TTCACCAAGCCATCAAAAAG
norA 620
R: CTTGCCTTTCTCCAGCAATA
5 F: AGCGCGTTGTCTATCTTTCC 13 Hassanzadeh et al.
nor
R: GCAGGTGGTCTTGCTGATAA (2017)
F: ATGTTGCTGCTGCTCTGTTC
mepA 718
R: TCAACTGTCAAACGATCACG
F: AGAAATGGAGGTTCATACTTACCA _
ereB 546 Sutcliffe et al. (1996)

R:CATATAATCATCACCAATGGCA
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F: CATTTAACGACGAAACTGGC

ermB 424 Aarestrup (1999)
R: GGAACATCTGTGGTATGGCG
c F: AATCGTCAATTCCTGCATGT 299 Strommenger et al.
erm
R: TAATCGTGGAATACGGGTTTG (2003)
R: GTAATTCTGAGCACTGT
tetA 953
R: CCTGGACAACATTGCTT
French (2006)
F: ACGTTACTCGATGCCAT
tetB 1169
R: AGCACTTGTCTCCTGTT
F: GTAGCGACAATAGGTAATAGT
tetk 360
R: GTAGTGACAATAAACCTCCTA Strommenger et al.
F: AGTGGAGCGATTACAGAA (2003)
tetM 158
R: CATATGTCCTGGCGTGTCTA
F: CAAACTGGGTGAACACTG
tetL 1028 Pang et al. (1994)
R: CCTGTTCCCTCTGATAAA
F: AATGAAGATTCCGACAATTT )
tetO 781 Li et al. (2007)
R: CTCATGCGTTGTAGTATTCCA
A F: TGACTGGTTGCCTGTCAGAGG 645 Kehrenberg & Schwarz
str
R: CCAGTTGTCTTCGGCGTTAGCA (2001)
F: ATCGTCAAGGGATTGAAACC o
strB 510 Kikuvi et al. (2007)
R: GGATCGTAGAACATATTGGC
F: TGGTGACGGTGTTCGGCATTCTG
sull 884 Grape et al. (2003)
R: TAGGCATGATCTAACCCTCGGTCT
F: GCGCTCAAGGCAGATGGCATT
sul2 23 Kerrn et al. (2002)
R: GCGTTTGATACCGGCACCCGT
F: ACTTCAACACCTGCTGCTTTC _
blaz 172  Martineau et al. (2000)
R: TGACCACTTTTATCAGCAACC
F: AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC _
mecA 533 Murakami et al. (1991)

R: AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC
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RESUMO

As superficies utilizadas nas industrias de alimentos podem fornecer um nicho
adequado para o desenvolvimento e persisténcia de micro-organismos organizados
em biofilmes, representando uma fonte potencial de contaminacéo de alimentos. Os
objetivos deste estudo foram verificar a capacidade de formacdo de biofiime em
superficie de aco inoxidavel por isolados de S. aureus envolvidos em surtos de
intoxicagdo alimentar, bem como determinar a composi¢cdo quimica e avaliar a
atividade antimicrobiana e de remocdo de biofiime de Oleos essenciais (OE) de
Minthostachys setosa e Piper elongatum. Para isso, determinou-se a concentracao
inibitéria minima (CIM) e a concentracao bactericida minima (CBM) dos dois OE contra
esse micro-organismo. Os dois OE avaliados demonstraram atividade antimicrobiana,
com o OE de M. setosa apresentando CIM de 120 mg.mL* e 280 mg.mL* de CBM, e
o OE de P. elongatum, CIM de 122,85 mg.mL' e CBM de 286,67 mg.mL?. A
cromatografia gasosa/espectrometria de massas revelou a pulegona (57,54%) e o
cariofileno (7,29%) como os compostos mais abundantes do OE de M. setosa,
enquanto eucaliptol (10,84%), metil-eugenol (9,29%), B-ocimeno (8,31%) e
espatulenol (7,22%), foram os compostos majoritarios do OE de P. elongatum.
Biofimes de S. aureus formado durante 24 h sobre aco inoxidavel, em duas
temperaturas diferentes (25 e 37 °C), foram expostos a 15 min de contato com
diferentes concentracfes dos OE (6,25%, 12,5% e 25%), observando-se reducao na
contagem de células viaveis de até 2,52 UFC.log cm?, sendo essa reducdo
concentracéo e isolado-dependente. A Microscopia Confocal de Varredura a Laser
demonstrou que os OE de P. elongatum e M. setosa apresentaram acgédo sobre o
biofiime pré-formado de S. aureus e que a medida que a concentracdo de OE
aumentava maior era a reducao de células viaveis no biofilme. Os OE de P. elongatum
e M. setosa apresentaram atividade antimicrobiana contra S. aureus e, foram capazes
de reduzir o numero de células viaveis de S. aureus em biofilme formado sobre aco
inoxidavel, demonstrando que tém potencial de utilizacdo na remocdo desses

biofilmes na industria de alimentos.
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1. INTRODUCAO

Staphylococcus aureus (S. aureus) € 0 patdgeno responsavel pela intoxicacéo
alimentar estafilococica (IAE), uma das doencas transmitidas por alimentos (DTA)
mais comuns no mundo (Who, 2021). Além de ser ubiquo, comensal e oportunista, é
capaz de sobreviver em ambientes hostis e formar biofilme (Hennekinne et al., 2012;
Paparella et al., 2018).

O biofilme é uma estratégia empregada pelas bactérias para sobreviver em
condi¢Bes ambientais adversas, desenvolvendo uma comunidade de células sésseis
caracterizada pela ligacéo irreversivel a um substrato abiotico ou biotico e inserida em
uma matriz de substancias poliméricas extracelulares (SPE) (Rosenthal et al., 2014).
A formacéo de biofilme por S. aureus € um processo complexo que pode ser dividido
em trés etapas principais: adesdo inicial, producdo de matriz extracelular e
proliferacdo, estruturacdo do biofilme e desprendimento de células (Schilcher &
Horswill, 2020). O papel da matriz de SPE, composta principalmente por
polissacarideos, proteinas e DNA extracelular (eDNA), é proteger as células de fatores
ambientais, aumentando sua tolerancia a dessecacédo, pressdao osmdtica, radiacao
ultravioleta, sanitizantes e antimicrobianos (Kim et al., 2018).

As superficies utilizadas na industria de alimentos para a manipulacéo,
armazenamento ou processamento, sdo potenciais fontes de contaminacao
microbiana devido a capacidade de fixacdo e formacdo de biofilme microbiano a
diferentes tipos de materiais, tais como poliestireno, vidro, borracha e aco inoxidavel
(Bae et al., 2012; Vazquez-Sanchez et al., 2013; Reis-Teixeira et al., 2017). A
aplicacdo regular de procedimentos de limpeza e sanitizacdo € uma estratégia
comumente empregada para controlar a contaminacdo de superficies e produtos
(Bridier et al., 2015). Entretanto, tais procedimentos podem n&o ser totalmente
eficazes, devido as bactérias presentes no biofilme serem mais resistentes e poderem
apresentar capacidade de sobreviver as concentragbes usualmente utilizadas de
hipoclorito de sddio, sais de amodnio quaternario, desinfetantes fendlicos, peréxido de
hidrogénio e ions de prata (Campana & Baffone, 2018). A procura por novas
substancias potencialmente ativas contra biofilme bacteriano é uma importante area
em desenvolvimento, principalmente as pesquisas visando a utilizacéo de alternativas
naturais. Neste contexto, os 6leos essenciais (OE), que sdo compostos obtidos a partir
do metabolismo secundario das plantas aromaticas, sintetizados por todos os 6rgaos

vegetais e armazenados em células secretoras ou tricomas glandulares (Burt, 2004;
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Bakkali et al., 2008), estdo sendo amplamente estudados como alternativas naturais
para os sanitizantes utilizados atualmente. Estes compostos tém potencial para
controlar biofilmes bacterianos na industria de alimentos (Carneiro et al., 2020),
demonstrando possuir propriedades antimicrobianas sobre células plancténicas e
evitando a formacdo ou removendo biofilme formado sobre diferentes superficies
(Vazquez-Sanchez et al., 2015; Dos Santos Rodrigues et al., 2018).

As espécies Mintostachys setosa, conhecida popularmente como mufia, planta
aromatica da familia Lamiaceae, e Piper elongatum, conhecida como matico,
pertencente a familia Piperacea, sdo plantas cultivadas nos altiplanos andinos (Brack,
1999), e que possuem uma variedade de usos tradicionais, como conservantes de
alimentos, digestivo, antiespasmaodicos, carminativos, inseticidas e antibacterianos
(Otoya, 2020).

Os obijetivos deste estudo foram verificar a capacidade de formacao de biofilme
em superficie de ago inoxidavel por isolados de S. aureus envolvidos em surtos de
intoxicag&o alimentar, bem como avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofiime de

Oleos essenciais de Minthostachys setosa e Piper elongatum.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 13 isolados de S. aureus envolvidos em surtos de intoxicacao
alimentar, fornecidos pelo Laboratério de Saude Publica do Estado do Rio Grande do
Sul, Brasil, previamente caracterizados molecularmente por Bastos et al. (2017) e
armazenados a -80 °C até sua reativacdo em agar Triptona de Soja (TSA, Acumedia,
EUA) e incubacéo a 37 °C durante 24 h.

2.1 Avaliacao da formacao de biofilme pelos isolados de S. aureus em

aco inoxidavel

2.1.1 Cupons de ago inoxidavel

Os cupons de ago inoxidavel (0,366 um de rugosidade 10 mm x 10 mm x 1 mm),
utilizados como superficie para avaliacdo, foram higienizados individualmente com
uma esponja e detergente neutro e, logo apés, foram enxaguados com agua destilada,
imersos em etanol 70% (v/v) por 1 hora e enxaguados novamente com agua destilada

para, posteriormente, serem autoclavados a 121 °C por 15 min (Parizzi et al., 2004).

2.1.2 Capacidade de formacéao de biofilme



59

A formacéo de biofilme foi avaliada em duas temperaturas (25 e 37 °C), seguindo
a metodologia proposta por Andrade et al. (1998), com modificacdes. A partir de uma
cultura de 24 h dos isolados e do controle positivo (S. aureus ATCC 25923), foram
preparados indculos bacterianos em solugéo salina 0,85% até atingir a escala 0,5 de
McFarland (1,5 x 108 UFC.mL™). Aliquotas de 1 mL contendo essa concentracéo
bacteriana foram transferidas para tubos contendo 9 mL de caldo Triptona de Soja
(TSB, Acumedia®, USA) e os cupons de aco inoxidavel. Os tubos foram incubados a
25 e 37 °C por 24 h. Apoés esse periodo, os cupons foram transferidos para tubos
contendo 5 mL de Agua peptonada 0,1% (AP, Oxoid®, UK), e ficaram imersos em
repouso por 1 min para remover as células plancténicas ou ndo aderidas. Logo apos,
os cupons foram transferidos para tubos contendo 10 mL de AP 0,1%, e submetidos
a agitacdo em vortex por 2 min para a remocéo das células sésseis ou aderidas.
Posteriormente, foram realizadas diluicbes decimais seriadas em microtubos
contendo 0,9 mL de AP 0,1%, e cada diluicdo foi semeada em placas contendo agar
TSA, as quais foram incubadas a 37 °C durante 24 h. Apds este periodo, as células
viaveis foram contadas e os resultados foram expressos em Log UFC.cm™. Os testes

foram realizados em triplicata, em dois experimentos independentes.

2.2 Analise da composicédo quimica dos 6leos essenciais de M.setosa
e P. elongatum por Cromatégrafo Gasoso Acoplado a Espectrémetro de Massas
(GC-MS)

Foram avaliados OE de M. setosa e de P. elongatum adquiridos comercialmente
(Pukllay Herbolaria EIRL, Cusco, Peru). Os OE foram obtidos pelo método de
destilagdo a vapor das folhas secas das plantas. A composicdo quimica foi
determinada em cromatografo gasoso acoplado a espectrdmetro de massas (GC-MS
-QP 2010SE-Shimadzu®, Téquio, Japao), equipado com uma coluna capilar Rxi-1MS
(Restek) (30 mm x 0,32 mm x 0,25 ym). A temperatura da fonte de ions e interface foi
ajustada em 200 °C, e a faixa de varredura de massas foi de 40 a 450 m/z e 0,2
escaneamentos por segundo. Foi utilizado hélio como gas de arraste, a um fluxo de
1.08 mL mint. A temperatura do forno foi programada partindo de 60 °C por 1 min,
seguido de um aumento de 5 °C por min até 180 °C, na qual foi mantida por 1 min. A
identificacdo dos compostos foi baseada na comparacao dos indices de similaridade
e espectro de massas em comparacdo com a biblioteca do espectro de massas do

National Institute of Standards and Technology (NIST, 2011), indice de retencéo
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(NIST11s.lib) e indice de retencéo calculado a partir de uma série de hidrocarbonetos
C8-C20 (Van den Dool e Kratz, 1963). A quantificacdo de cada composto foi expressa

por porcentagem relativa.

2.3 Avaliacédo de atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de M.
setosa e P. elongatum
A atividade antimicrobiana dos OE foi avaliada qualitativamente, pela técnica de
difusdo em agar e, quantitativamente, pela concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM). A técnica de difusdo em agar foi realizada
de acordo com o (Clsi, 2016). Os inoculos bacterianos foram preparados na escala
padrdo 0,5 McFarland (1,5 x 108 UFC.mL™?) e, posteriormente, semeados em placas
de Petri contendo agar Mueller Hinton (MH, Kasvi, Brasil). Discos esterilizados de
papel filtro foram colocados na superficie do meio e impregnados com 10 pL dos OE
puros. Como controles positivo e negativo foram usados discos de oxacilina (1 pg)
(Laborclin, Brasil) e agua destilada (10 uL), respectivamente. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 h. A formacao de halos de inibicdo ao redor dos discos
indicou atividade antimicrobiana e foi medida em milimetros (mm). Foram realizadas
duas repeticbes do teste em duplicata.
A CIM de cada OE foi testada pelo método de microdiluicdo em placa (Clsi,
2016). Em cada pogo da placa, foram adicionados 50 uL de caldo Muller Hinton (MH,
Kasvi, Brasil) acrescido de 1% do surfactante Tween 80 (Sigma®, EUA). Foram
realizadas diluicbes decimais de base dois dos OE variando de 25% a 0,19%.
Imediatamente, adicionou-se 50 pL do indculo, padronizado na escala 0,5 de
McFarland (1,5 x 108 UFC.mL™). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. Como
controle negativo, foi utilizado meio de cultura e, como controle positivo, meio de
cultura com in6culo bacteriano (sem adi¢cdo de OE). Também foi feito o controle de
esterilidade de cada OE. Os testes foram realizados em triplicata com trés repetices
para cada isolado. Apds o periodo de incubagdo, 10 yL do reagente revelador
Resazurina (Exodo®, Brasil), foram adicionados em cada poco da placa, a qual foi
posteriormente incubada a 37 °C por 2 horas, a alteragcéo da cor azul para rosa indicou
atividade celular. Para a determinagcdo da CBM, 10 pyL de cada poco que nao
apresentou multiplicacdo bacteriana aparente foram semeados em placas de agar
TSA e incubados a 37 °C por 24 h. A acao bactericida foi determinada através da

auséncia ou presenca de multiplicagéo bacteriana, onde concentragdes do OE onde
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nao ocorreu multiplicacdo bacteriana foram consideradas com acdo bactericida. O

teste foi realizado em triplicata e com trés repeticdes para cada isolado (Clsi, 2016).

2.4 Avaliacdo do efeito dos Oleos essenciais de M. setosa e P.
elongatum sobre biofilme de S. aureus pré-formado em aco inoxidavel

A avaliacdo da acado dos OE sobre o biofilme pré-formado de S. aureus em
aco inoxidavel, foi realizada com dois isolados selecionados, utilizando-se como
critérios: i) sua habilidade de formacéo de biofilme e a presenca dos genes do cluster
ica (isolado S7); e, ii) sua habilidade de formacé&o de biofilme independentemente da
presenca dos genes do cluster ica (isolado S13). A determinacdo da presenca dos
genes do cluster ica nos isolados foi realizada previamente por Maia et al. (2020). A
acao antibiofilme dos OE foi avaliada em biofilmes formados a 25 °C e 37 °C, nas
concentracdes de ¥z CIM, CIM e 2X CIM, determinados na avaliacdo da CIM de cada
OE (item 3).

Foram preparadas solugfes dos OE em agua destilada contendo 1% do
surfactante Tween 80 (Sigma®). Ap6s a formacao de biofilme por S. aureus em 24 h,
os cupons de aco inoxidavel foram transferidos para tubos contendo 5 mL de agua
peptonada 0,1% (AP, Oxoid®), e ficaram imersos em repouso por 1 min, para remog¢ao
de células plancténicas. Logo apés, foram transferidos para tubos contendo 2 mL das
solugdes de cada OE nas concentracdes a serem testadas (%2 CIM, CIM e 2X CIM), e
ficaram imersos durante 15 min. Apos, foram colocados em tubos contendo 3 mL de
tiossulfato de sodio 0,1 M por 1 min, para neutralizar a acdo da solucao de OE (Veras
et al., 2014). Posteriormente, foram transferidos para tubos contendo 10 mL de AP
0,1%, e submetidos a agitagcdo em vortex por 2 min, para remocao de células sésseis.
Finalmente, foram realizadas diluicbes decimais seriadas em microtubos contendo 0,9
mL de AP 0,1%, e cada diluicdo foi semeada em placas de Petri contendo agar TSA,
e incubadas a 37 °C durante 24 h. ApoOs este periodo, as células viaveis foram
contadas e os resultados foram expressos em log UFC.cm?. Os testes foram

realizados em triplicata.

2.5 Avaliacdo da atividade dos OE em biofilmes pré-formados de S.
aureus por Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL)
ApOs os tratamentos realizados com as diferentes concentracfes avaliadas de

ambos OE, as células aderidas aos cupons de a¢o inoxidavel foram coradas com o kit
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de viabilidade bacteriana LIVE/DEAD BacLight® (Invitrogen, EUA) por 15 min (Joshi
et al., 2010). A diferenciacdo de células viaveis (membrana intacta) e ndo viaveis
(membrana danificada) ocorre pelos marcadores fluorescentes do kit Syto 9 (verde
fluorescente) e iodeto de propideo (vermelho fluorescente). A estrutura do biofilme foi
observada por microscopia de fluorescéncia (Leica TCS SP8), com ocular de 10X e
objetiva de 63X em 6leo de imersdo. As imagens foram adquiridas também no eixo Z
com uma profundidade de 20 um — 20 fatias de 1 um cada. Todas as imagens foram
analisadas utilizando o software LAS X 3 D Analysis (Leica Microsystems, Nussloch
GmbH 2019, EUA) para determinar a percentagem de células vivas (verde) e células

mortas (vermelho).

2.6 Analise estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 5
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). A formacéo de biofilme log UFC.cm™)
dos 13 isolados de S. aureus, bem como do controle (S. aureus ATCC 25923), foram
analisadas pelo teste de t, comparando a formacé&o de biofilme a 25 °C e 37 °C, em
cada isolado.

O efeito do tratamento com diferentes concentracdes de OE e temperaturas (25
°C e 37 °C) sobre a contagem de células viaveis (log UFC.cm) nos biofilmes de cada
isolado selecionado (S7 e S13) foi avaliado através de andlise de variancia (ANOVA),
seguido do teste de Tukey para comparacdo das médias. Os resultados sao
apresentados como média + desvio padrao. Foram considerados significativos valores
de p <0,05.

3. RESULTADOS

3.1 Capacidade de formacé&o de biofilme

A temperatura influenciou significativamente (p < 0.05) a capacidade de
formacdo de biofilme pelos isolados avaliados, sendo que a formacédo foi
significativamente maior a 37 °C do que a 25 °C, com excecéo dos isolados S3, S7 e
do controle S. aureus ATCC 25923 (p > 0.05).

Na temperatura de 25 °C observou-se diferenca significativa na capacidade de
formacao de biofilme entre todos os isolados (p < 0.05). O isolado S13 apresentou a
maior média de formacéo de biofilme (7,10 log UFC.cm?), por outro lado, os isolados

S5 e S6 apresentaram menor concentragao bacteriana aderida aos cupons (6,06 log
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UFC.cm?), apresentando diferenca significativa (p < 0.05) dos demais isolados, cujas
contagens variaram entre 6,50 e 7,05 log UFC.cm™?. A 37 °C também se observou
diferenca significativa (p < 0.05) entre os isolados, com o isolado S13 apresentando a
maior média de formacéo de biofiime (7,32 log UFC.cm™). Os isolados S7 e S3
apresentaram uma média menor (6,62 e 6,87 log UFC.cm™?, respectivamente), nas
contagens de células aderidas aos cupons, quando comparadas as dos demais
isolados, que variaram entre 7,05 e 7,24 log UFC.cm2, com diferenca significativa (p
< 0.05) entre eles.

3.2 Composicdo quimica dos 6leos essenciais de M. setosa e de P.
elongatum

Com base nos resultados obtidos por GC-MS referentes a composi¢cao quimica
dos OE avaliados, observou-se que no OE de M. setosa foram identificados 39
compostos (Tabela 1), das classes dos monoterpenos, monoterpendides,
sesquiterpendides, éter e éster. A pulegona foi o monoterpendide majoritario
encontrado, o qual representou 57,54% dos compostos identificados nesse OE
(Tabela 1). O segundo composto encontrado em maior quantidade foi o cariofileno
(sesquiterpeno), representando 7,29%, e 0s demais compostos encontrados
apresentaram percentagem relativa que variaram de 4,91 a 0,08%.

No OE de P. elongatum foram identificados 54 compostos (Tabela 2), sendo que
o eucaliptol (monoterpendide) representou 10,84% dos compostos, seguido do metil-
eugenol (9,29%), B-ocimeno (8,31%) e espatulenol (7,22%) (Tabela 2).

3.3 Atividade antimicrobiana dos dois 6leos essenciais avaliados

A avaliagéo qualitativa in vitro da atividade antimicrobiana demonstrou que os 13
isolados utilizados foram sensiveis a ambos OE. O OE de M. setosa apresentou halos
de inibicAo que variaram de 15 a 18,5 mm, enquanto o OE de P. elongatum,
apresentou halos de inibicao entre 15 e 17,5 mm (Tabela 3). A CIM do OE de M.
setosa foi de 120 mg.mL%, enquanto a do OE de P. elongatum foi de 122,85 mg.mL"
1. Em relacdo a CBM, observou-se que apenas as maiores concentracées do OE de
M. setosa e de P. elongatum (280 mg.mL?! e 286,67 mg.mL™?, respectivamente)

apresentaram atividade antimicrobiana.

3.4 Atividade dos OE avaliados sobre o biofilme pré-formado de S.

aureus
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A atividade dos OE contra células de S. aureus em biofilme previamente formado
foi avaliada nos isolados S7 e S13, os quais foram selecionados de acordo com 0s
critérios estabelecidos no item 4 (Material e Métodos).

O tratamento com OE de P. elongatum nos biofilmes formados nas temperaturas
avaliadas (25 e 37 °C) reduziu o numero de células viaveis no biofilme de S. aureus
em aco inoxidavel para ambos isolados S7 (p < 0,0001) e S13 (p < 0,0001), e em
ambas temperaturas (Figura 2).

A contagem de células viaveis do isolado S7 no biofilme formado a 25 °C, sem
adicdo do OE de P. elongatum, foi de 6,62 log UFC.cm2 (Figura 2) e, apés o
tratamento com %2 CIM (6,25%) do OE, ndo houve reducéo significativa na contagem
em comparacdo com o controle (p > 0,05). Quando a concentracdo do OE foi
aumentada e utilizou-se a CIM (12,5%), houve reducdo de 0,85 log UFC.cm™ na
contagem de células viaveis de S. aureus, quando comparado ao tratamento controle
(p < 0,05), e utilizando-se 2xCIM do OE (25%), a reducéo foi de 1,3 log UFC.cm™.
Com relagao ao biofilme do isolado S13 formado a 25 °C, o tratamento controle (sem
adicdo de OE) apresentou contagem de células viaveis de 7,10 log UFC.cm? (Figura
2). Entretanto, apds o tratamento com 6,25% e 12,5% do OE houve reducao inferior a
1 log UFC.cm™ (p < 0,05) e, na concentracdo do OE de 25%, houve reducéo de 1,44
log UFC.cm™.

O biofilme do isolado S7 formado a 37 °C apresentou contagens celulares de
6,86 log UFC.cm™ no tratamento controle (Figura 2). Apés o tratamento com 6,25%
do OE de P. elongatum, houve uma reducéo inferior a 1 log UFC.cm™, n&o
apresentando diferenca estatistica em relacdo ao controle (p > 0,05). Entretanto,
houve reducéo no numero de células viaveis a medida que a concentracao do OE foi
aumentando (p < 0,05). Apés o tratamento com 12,5% do OE, a reducéo foi de 1,02
log UFC.cm™, e com a concentracdo de 25%, a reducéo foi de 2,06 log UFC.cm™2.
Com relag&o ao biofilme do isolado S13 formado a 37 °C, o numero de células viaveis
no tratamento controle foi de 7,32 log UFC.cm-? (Figura 2). Apds o tratamento com o
OE de P. elongatum a 6,25%, ndo houve reducéo significativa na contagem celular (p
> 0,05). O aumento da concentragéo do OE proporcionou maior redu¢ao na contagem
de células viaveis, sendo que na concentragdo de 12,5% a diminuicdo foi de 1,45 log
UFC.cm? (p < 0,05), enquanto que a 25%, foi de 2,46 log UFC.cm2(p < 0,05).

O OE de M. setosa apresentou atividade sobre o biofilme dos dois isolados de

S. aureus avaliados (p < 0,0001), tanto a 25 quanto a 37 °C (Figura 3).
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A contagem de células viaveis do biofilme do isolado S7 formado a 25 °C, foi de
6,73 log UFC.cm no tratamento controle (sem o uso do OE de M. setosa) (Figura 3).
Apéds o tratamento com %2 CIM (6,25%) do OE de M. setosa, o numero de células
viaveis no biofilme néo foi diferente do controle (p > 0,05) e, quando se utilizou a CIM
(12,5%) a reducéo foi inferior a 1 log UFC.cm™ (p < 0,05). Porém, usando-se 2XCIM
(25%), a reducdo no nimero de células viaveis foi de 1,37 log UFC.cm? (p < 0,05).
Com relagdo ao biofilme do isolado S13, formado nessa mesma temperatura,
observou-se contagem celular de 7,10 log UFC.cm no tratamento controle. Apds o
tratamento com 6,25% do OE de M. setosa ndo houve diferenca entre as contagens
(p > 0,05), entretanto, apos o0 aumento nas concentracdes do OE, o numero de células
viaveis foi reduzido (p < 0,05). Utilizando-se concentracéo de 12,5% do OE a reducéo
foi de 1,14 log UFC.cm™ (de 7,10 para 5,96 log UFC.cm), enquanto na concentracao
de 25%, a reducéo foi de 2,20 log UFC.cm (de 7,10 log UFC.cm™ para 4,90 Log
UFC.cm?).

Nos biofilmes formados a 37 °C, houve diferenca estatistica (p< 0,05) entre a
contagem de células viaveis do isolado S7 sem adi¢édo do 6leo de M. setosa (6,86 log
UFC.cm) e a contagem celular quando foi utilizado o OE na concentracéo de 6,25%,
com reducéo inferior a 1 log UFC.cm? (Figura 3). Quando a concentracédo do OE foi
aumentada, houve maior reducdo na contagem de células viaveis (p < 0,05). A
diminuicdo no numero de células viaveis apos o tratamento com 12,5% do OE foi de
1,02 log UFC.cm™ e, no tratamento com 25%, a reducéo foi de 1,74 log UFC.cm™2.
Com relacdo ao biofiime do isolado S13, formado nessa mesma temperatura, a
contagem de células viaveis do tratamento controle foi de 7,32 log UFC.cm. Ap6s 0
tratamento com 6,25% do OE, houve diminuicdo inferior a 1 log UFC.cm (de 7,32
para 6,93 log UFC.cm), com diferenca estatistica em relacdo ao controle (p < 0,05).
Com a utilizacdo do OE na concentragéo de 12,5%, a diminuicdo da contagem de
células viaveis foi de 2,26 log UFC.cm (de 7,32 para 5,06 log UFC.cm™) e para a
concentracdo de 25%, a reducdo de 2,52 log UFC.cm?. Ndo houve diferenca
estatistica entre essas duas Ultimas concentragcdes de OE, diferindo apenas do
tratamento controle (sem aplicagdo de OE), conforme pode ser observado na Figura
3.

3.5 Avaliacdo da atividade dos OE em biofilmes pré-formados de S.

aureus por Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL)
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A MCVL permitiu a visualizacdo do biofilme formado sobre aco inoxidavel, bem
como o efeito dos tratamentos com os OE de P. elongatum e M. setosa sobre os
biofilmes pré-formados. As imagens mostraram que os biofilmes ndo submetidos aos
tratamentos (Figura4 e 5 A, D, G, J) apresentavam apenas células coradas de verde
(indicativo de membrana celular intacta), enquanto apdés os tratamentos com
concentracdes de 12,5% e 25% dos OE, foi se observando um aumento gradativo na

presenca de células coradas de vermelho (indicativo de membrana celular danificada).

As imagens da MCVL foram analisadas pelo software LAS X 3 D Analysis para
estimar os indices de viabilidade celular dos isolados S7 e S13 dentro dos biofilmes
tratados com os dois OE (Figuras 6 e 7). Houve reducdo das células viaveis presentes
no biofilme apdés o tempo de contato (15 min) dos biofilmes com as diferentes
concentracfes dos OE de P. elongatum e de M. setosa. A analise das imagens revelou
gue para o isolado S7 a 25 °C e com 12,5%, de OE de P. elongatum, houve reducéo
na porcentagem de células viaveis, de ~62% para ~38%, enquanto na concentracao
de 25%, a reducédo foi de ~62% para ~32%. J& para o isolado S13, nessa mesma
temperatura, a concentracdo de 12,5% do OE reduziu as células viaveis de ~67% para
~40%, enquanto a 25%, a reducdo foi de ~67% para ~33%. A 37 °C, observou-se que
0 numero de células viaveis do isolado S7 reduziu de ~86% para ~13% no tratamento
com 12,5% do OE e de ~86% para ~3% na concentracao de 25%. Com relacdo ao
isolado S13, a reducao na concentracdo de 12,5% de OE foi de ~95% para ~6% e
com 25% de OE, foi de ~95% a ~3%.

O OE de M. setosa a 25°C, na concentracdo de 12,5%, reduziu o nimero de
células viaveis do isolado S7, de ~62% para ~46%, enquanto a 25%, a reducdao foi de
~62% para ~40%. Com relagdo ao isolado S13 a reducdo de células viaveis na
concentracdo de OE de 12,5% foi de ~67% para ~46% e, a 25%, de ~67% para ~39%.
Quando a temperatura de 37 °C foi avaliada, o isolado S7, submetido a concentracao
de OE de 12,5%, apresentou reducdo de células viaveis de ~86% para ~15% e, a
25%, de ~86% para ~10%. J& o isolado S13 apresentou reducdo de células viaveis
de ~95% a ~7% a 12,5% de concentracdo do OE e de ~95% a ~3% a 25%.

4. DISCUSSAO

Staphylococcus aureus € uma bactéria patogénica capaz de formar biofilme em

diferentes tipos de superficies, aumentando o risco de contaminacdo cruzada em
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alimentos, o que pode contribuir para a ocorréncia de surtos de IAE (Margues et al.,
2007; Kroning et al., 2016; Meesilp & Mesil, 2019; Maia et al., 2020). Um parametro
que determina a formacédo de biofilme € o nimero de células viaveis presentes na
superficie. Segundo Ronner & Wong (1993) este numero varia de 5 a 7 log UFC.cm”
2, portanto, todos os isolados avaliados neste estudo apresentaram capacidade de
formar biofilme sobre aco inoxidavel a 25 °C e a 37 °C apo6s 24 h, tendo em vista que
as contagens bacterianas variaram entre 6 e 7 log UFC.cm™.

As temperaturas utilizadas foram escolhidas em funcdo das temperaturas
meédias usualmente encontradas em ambientes de processamento de alimentos (25
°C) e da temperatura Otima de multiplicacdo de S. aureus (37 °C). Os resultados
obtidos neste estudo demonstram que as contagens de células viaveis no biofilme
apos 24 h de incubacdo foram afetadas pela temperatura, tendo em vista que 0s
isolados apresentaram maior producédo de biofilme a 37 °C do que a 25 °C, o que
também foi observado por Choi et al. (2013), Vazquez-Sanchez et al. (2013) e Avila-
Novoa et al. (2018).

A analise quimica dos OE, realizada por GC-MS, permitiu que fossem
identificados 39 compostos no OE de M. setosa, sendo a pulegona (57,54%) e o
cariofileno (7,29%), os compostos majoritarios. Pinto (2010) também identificou a
pulegona (28,6%) como o composto maioritario no OE de M. setosa, seguido pela
mentona (12,6%) e isomentona (11%). No entanto, os teores de pulegona variam em
outras espécies de Mintosthachys, como foi observado por Montironi et al. (2016) e
por Cecchini et al. (2021), na Argentina, que avaliaram OE de M. verticillata, e
obtiveram teores de 51,7% e de 76,96% de pulegona, respectivamente. Ja
Torrenegra-Alarcéon et al. (2016), na Colémbia, encontraram que o OE de M. mollis
apresentou 9,84% de pulegona, sendo o carvacrol (21,24%) o composto majoritario.

No OE de P. elongatum foram identificados 54 compostos, sendo eucaliptol
(10,84%), metil-eugenol (9,29%), B-ocimeno (8,31%) e espatulenol (7,22%), os
compostos majoritarios. Morocco Quispe (2017), caracterizaram fisico-quimicamente
OE das folhas de P. elongatum coletadas na cidade de Puno, no Peru, e também
encontraram que o eucaliptol foi 0 composto majoritario (49,96%), entretanto, aserone
foi 0 segundo componente com maior concentracao (20,78%). Por outro lado, Guerrini
et al. (2009) e (Radice et al., 2019), no Equador, encontraram o dillapiol como principal
componente do OE de P. elongatum, enquanto (Monzote et al., 2017), em Cuba,

encontraram a piperitona como 0 componente em maior concentracdo. Esses
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resultados demonstram que os perfis quimicos do OE de P. elongatum variam de
acordo com o local de origem, porém, outros fatores como as condi¢cdes edafo-
climaticas, o estagio de desenvolvimento da planta, as condicbes ambientais no
momento da coleta e a esta¢éo do ano também influenciam diretamente na qualidade
e quantidade dos componentes quimicos dos OE (Senatore, 1998; Linde et al., 2016).

A atividade antimicrobiana dos OE contra S. aureus foi evidenciada pela
formacao de halos de inibicdo da multiplicacdo bacteriana, avaliada pela técnica de
difusdo em &gar. Segundo (Berthold-Pluta et al., 2019), os principais fatores que
determinam a atividade antimicrobiana dos OE sdo sua composi¢cdo, 0S grupos
funcionais presentes nos componentes ativos e as interacfes sinérgicas entre 0s
componentes. Guimardes & Meireles (2019), demonstraram que 0s terpenos
oxigenados possuem atividade antimicrobiana, assim, as propriedades
antimicrobianas dos OE avaliados podem dever-se aos terpenos identificados
(pulegona e eucaliptol) e/ou seu sinergismo com o restante dos componentes de cada
6leo.

E importante destacar que este é o primeiro estudo a avaliar a atividade
antimicrobiana e determinar a CIM dos OE de M. setosa e P. elongatum em isolados
de S. aureus. Porém, na literatura, foram encontrados estudos relacionados a
utilizacdo de OE extraidos de outras espécies de plantas pertencentes aos géneros
Minthostachys e Piper, nos quais foram avaliadas a sua atividade antibacteriana e/ou
antifangica. O OE de M. verticillata foi avaliado em diferentes concentra¢des contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo que S. aureus e Salmonella Typhi
foram as mais sensiveis (Feo et al., 1998). Pefia & Gutiérrez (2018), avaliaram o OE
de M. mollis e verificaram que apresentou atividade antimicrobiana contra S. aureus e
Klebsiella pneumoniae, além de ter demonstrado acéo antifiUngica contra Candida
albicans e outros fungos dermatofitos de importancia clinica (Cano et al., 2008). Da
mesma forma, o OE de P. angustifolium apresentou atividade antibacteriana contra S.
aureus meticilina resistentes e Pseudomonas aeruginosa de origem clinica
(Chuquimango Fuentes, 2017), assim como o OE de P. aduncum demonstrou

atividade antibacteriana contra S. aureus (Brazao et al., 2014; Monzote et al., 2017).

De acordo com a literatura, as bactérias Gram-positivas, como S. aureus,
parecem ser mais suscetiveis aos OE do que as bactérias Gram-negativas,

provavelmente devido a constituicAo da superficie celular das bactérias Gram-
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positivas, as quais possuem membrana plasmatica recoberta por uma parede celular,
0 que permite que as moléculas hidrofébicas penetrem mais facilmente nas células
(Nazzaro et al., 2013). Dessa forma, a a¢do dos OE é atribuida a capacidade de seus
constituintes de interagir com a membrana celular e, consequentemente,
desestabilizar a integridade microbiana, levando a morte celular. Além disso, 0s
componentes bioativos dos OE podem ter varios alvos celulares e estéao
principalmente associados a coagulacdo citoplasmatica, inibicdo das enzimas de
producéo de ATP, alteracéo no transporte de ions, dano a parede celular e destruicéo

da membrana bacteriana (Burt, 2004).

A formacdo de biofilme bacteriano nas superficies de ambientes de
processamento de alimentos também representa um grande problema, devido ao
favorecimento do surgimento de resisténcia a agentes sanitizantes e antimicrobianos
entre 0s micro-organismos (Rodriguez-Lazaro et al., 2018). Em funcao disso, diversos
estudos demonstraram que os OE séo candidatos potenciais para serem usados na
erradicacao de biofilmes microbianos (Desai et al., 2012; Campana et al., 2017; Dos
Santos Rodrigues et al., 2018; Reyes-Jurado et al., 2020).

Neste contexto, o presente estudo avaliou, pela primeira vez, a agcéo antibiofilme
dos OE de P. elongatum e de M. setosa e, embora a utilizacdo dos OE sobre o biofilme
tenha produzido reducéo significativa (p < 0,05), nenhum dos tratamentos avaliados,
com diferentes concentracdes dos OE erradicou completamente as células do biofilme
de S. aureus. Da mesma forma, Campana et al. (2017) observaram que ap6s 90 min
de exposicdo de biofiime de S. aureus a OE de Cinnamoum cassia e de Salvia
officinalis houve reducéo celular superior a 3 log UFC.cm2. Por outro lado, Dos Santos
Rodrigues et al. (2018) nao detectaram células viaveis apdés 15 min de contato do

biofilme de S. aureus com OE de Origanum vulgare.

Em geral, observou-se que as contagens de células viaveis de S. aureus
diminuiram nas superficies de aco inoxidavel quando expostas as concentracdes
avaliadas dos OE de P. elongatum e de M. setosa, sendo que a reducéo variou entre
isolados, concentracdes dos OE e temperaturas avaliadas. O biofilme do isolado S13

foi mais sensivel a ambos OE, em comparacao ao biofilme formado pelo isolado S7.

Observou-se reducédo de 2,46 log UFC.cm? no nimero de células viaveis do

biofilme formado a 37 °C pelo isolado S13, quando se utilizou o OE de P. elongatum
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numa concentracdo de 25%. Entretanto, na mesma concentracdo desse OE, no
biofilme formado a 25 °C, a reducéo foi de 1,44 log UFC.cm-2. Para o biofilme formado
pelo isolado S7 a 37 °C observou-se que quando se utilizou OE de P. elongatum na
concentracdo de 25%, houve reducéo celular de 2,06 log UFC.cm™, enquanto que a
25 °C areducéo foi de 1,30 log UFC.cm™.

Com relacdo ao OE de M. setosa a 25% de concentragdo, houve reducao no
nimero de células viaveis de 2,20 log UFC.cm no biofilme formado pelo isolado S13
a25°Cede 2,52 log UFC.cm? a 37°C. Ja no biofilme do isolado S7 formado a 37°C
a concentracdo de 25% de OE reduziu em 1,74 log UFC.cm? o nimero de células

viaveis e, a 25°C, a reducéo foi de 1,26 log UFC.cm™.

A maior concentracdo avaliada dos dois OE (2xCIM, 25%) foi mais eficaz para a
eliminacao de células de S. aureus em um biofilme pré-formado em superficie de aco
inoxidavel. Vazquez-Sanchez et al. (2015) avaliaram OE de tomilho e patchouli e
verificaram que 8% (a maior concentracdo avaliada) foi suficiente para alcancar
reducdo logaritmica de 4 log UFC.cm de células viaveis em biofilmes de S. aureus
formados sobre aco inoxidavel. Por outro lado Millezi et al. (2019) obtiveram reducéo

de 5,17 log UFC.cm com a maior concentracdo de OE de canela testada (1,92%).

As imagens obtidas por MCVL indicaram que o numero de células viaveis no
biofilme foi significativamente reduzido apds os tratamentos com concentracdes de
12,5% e 25% dos OE de P. elongatum e M. setosa. Gao et al. (2020) também
utilizaram a técnica de MCVL para comprovar os efeitos do OE de capim-lim&o e citrus
sobre a estrutura do biofiime de S. aureus e Candida albicans em superficie de
poliestireno, e observaram reducéo significativa no nimero de células viaveis (células

coradas de verde), como o observado no presente estudo.

Os resultados deste estudo demonstraram que houve redugcdo no namero de
células viaveis em biofilmes de S. aureus apos contato com solu¢gdes de OE de P.
elongatum e M. setosa, embora o biofilme n&do tenha sido erradicado. Dessa forma,
os OE avaliados possuem potencial para serem usados como sanitizantes visando o
controle da formacdo de biofime de S. aureus em superficies de contato com
alimentos, porém, ha necessidade de mais estudos visando avaliar se sua associagao
com outros sanitizantes e/ou com outros OE pode aumentar sua eficacia na remocao

dos biofilmes.
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5. CONCLUSAO

Todos os isolados de S. aureus envolvidos em surtos de intoxicacao alimentar
estafilococica avaliados nesse estudo apresentaram habilidade de formar biofilme
sobre aco inoxidavel, evidenciando risco para a industria e locais de processamento
de alimentos, bem como para o consumidor. Os OE de P. elongatum e M. setosa
apresentaram atividade antimicrobiana e foram capazes de reduzir o0 niumero de
células viaveis do biofilme de S. aureus em até 2,52 log, sendo essa reducao
concentracéo e isolado-dependente. A Microscopia Confocal de Varredura a Laser
demonstrou que os OE de P. elongatum e de M. setosa apresentaram acao sobre o
biofilme pré-formado de S. aureus e que a medida que a concentracdo de OE

aumentava mais perceptivel foi a reducao.
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Figura 1. Capacidade de Formacéo de biofilme (log UFC.cm?) em 13 isolados de S.
aureus e em S. aureus ATCC 25923 a 25 °C e 37 °C.
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Figura 2. Contagem de células viaveis em biofilme de S. aureus formado em aco
inoxidavel a 25 °C ou 37 °C em dois isolados (S7 e S13) tratados com 0% (Controle),
6,25% (%2 CIM), 12,5% (CIM) ou 25% (2XCIM) de OE de P. elongatum. Letras
diferentes entre as barras no mesmo isolado indicam diferenca estatistica pelo teste
de Tukey (p<0,05).



80

9
o 25 °C 37 °C [ ] Controle
a

742 @ -2 2y m Bl 6.25%
o ] b b c
E 61 c B 125%
© c d ¢ ¢
o 57  os%
D 41
2 3
|

2-

1-

S7 S13 S7 S13
Isolado

Figura 3. Contagem de células viaveis em biofilme de S. aureus formado em acgo
inoxidavel a 25 °C ou 37 °C em dois isolados (S7 e S13) de tratados com 0%
(Controle), 6,25% (Y2 CIM), 12,5% (CIM) ou 25% (2xCIM) de OE de M. setosa. Letras
diferentes entre as barras no mesmo isolado indicam diferenca estatistica pelo teste
de Tukey (p<0,05).
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Figura 4. Imagens de Microscopia Confocal de Varredura a Laser 3D de biofilme

sobre aco inoxidavel de dois isolados de S. aureus (S7 e S13) tratados com OE de
P. elongatum: S7 a 25 °C sem tratamento (A) e apés tratamento com 12,5% (B) e
25% (C); S13 a 25°C sem tratamento (B) e ap0s tratamento com 12,5% (E) e 25%
(F); S7 a 37°C sem tratamento (G) e apés tratamento com 12,5% (H) e 25% (1); S13

a 37°C sem tratamento (J) e apds tratamento com 12,5% (K) e 25% (L).
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Figura 5. Imagens de Microscopia Confocal de Varredura a Laser em 3D de biofilme
sobre aco inoxidavel dos isolados de S. aureus tratados com OE de M. setosa: S7 a
25°C sem tratamento (A) e apds tratamento com 12,5% (B) e 25% (C); S13 a 25°C
sem tratamento (B) e apdés tratamento com 12,5% (E) e 25% (F); S7 a 37°C sem
tratamento (G) e apdés tratamento com 12,5% (H) e 25% (I); S13 a 37°C sem

tratamento (J) e apos tratamento com 12,5% (K) e 25% (L).
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Figura 6. Porcentagens estimadas por microscopia de varredura confocal a laser de

células viaveis e nao viaveis em biofilme formado em aco inoxidavel a 25 °C ou 37 °C

em dois isolados de S. aureus (S7 e S13) apds tratamento com 12,5% ou 25% de OE

de P. elongatum.
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Figura 7. Porcentagens estimadas por microscopia de varredura confocal a laser de

células viaveis e néo viaveis em biofilme formado em aco inoxidavel a 25 °C ou 37 °C

em dois isolados de S. aureus (S7 e S13) apds tratamento com 12,5% ou 25% de OE

de M. setosa.



Tabela 1. Composicéo quimica do 6leo essencial de Minthostachys setosa (Briq)

analisado por CG-MS

. TR IR %
Nome quimico . IR '
(min) exp Relativa
1 Alfa-felandreno 3,09 969 1018 0,09
2 Alfa-pineno 3,19 948 1024 1,61
3 Camfeno 3,37 943 1035 0,08
4 Beta-Pineno 3,80 943 1060 1,16
5 Beta-Mirceno 4,07 958 1076 1,05
6 Alfa-felandreno 4,29 969 1089 0,42
7 (+)-4-Careno 4,53 919 1002 0,10
8 o-Cimeno 4,59 1042 1005 0,30
9 D-Limoneno 4,78 1018 1014 2,53
10 (2)-Beta-Ocimeno 5,17 976 1032 0,22
Gamma-
11 . 5,36 998 1042 0,18
Terpineno
12 Linalool 6,22 1082 1182 491
13 Eucaliptol 4,72 1059 1011 2,22
14 Isomentona 7,45 1148 1133 0,40
15 trans-Isopulegona 7,67 1179 1142 3,92
16 (-)-4-Terpineol 7,97 1137 1154 0,35
17 Pulegona 9,58 1212 1217 57,74
18 Citral 10,18 1174 1239 0,48
19 Piperitenona 11,71 1223 1297 0,92
Alfa-Terpinyl
20 12,46 1333 1326 0,20
acetato
21  Citronelol acetato 12,65 1302 1333 0,20
(-)-cis-.beta.-
22 13,80 1398 1378 0,18
Elemene
(-)-alpha-
23 _ 14,28 1419 1396 0,37
Gurjunene
24 Cariofileno 14,46 1494 1303 7,29
25 Humuleno 15,25 1579 1434 1,93
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Alloaromadendre

15,42 1386 1441 1,24
ne
27 beta.-Cubebene 15,90 1339 1460 0,51
28 Elixeno 16,30 1431 1476 2,79
Cadina-1(10),4-
29 ' 16,96 1469 1403 0,47
diene
30 Aromadendrene 17,67 1386 1432 0,24
31 Spathulenol 17,97 1536 1445 0,46
Caryophyllene
32 . 18,07 1507 1347 0,51
oxide
33 (-)-Globulol 18,20 1530 1352 0,57
34 Ledol 18,63 1530 1371 0,48
Ester 2.84%
1-Octen-3-yl
36 6,50 1109 1195 2,84
acetato
37 m-Eugenol 12,33 1392 1321 0,30
38 Metileugenol 13,52 1361 1367 0,48
2H-Pyran-3(4H)-
one, 6-
39 _ 6,12 1238 1077 0,32
ethenyldihydro-
2,2,6-trimethyl-
Total identificado (%) 96,9
Compostos agrupados (%)
Monoterpendides 63,89
Monoterpenos 14,87
Sesquiterpeno 15,02
Sesquiterpendide 2,02
Fenilpropanoide 0,78
Eter 0,32

TR: tempo de retengéo.
IR: indice de retencéo da literatura (NIST, 2011)
IR exp: indice de retencdo experimental calculado por combinag&o de C8-C20 n-

alcanos



Tabela 2. Composicéo quimica do 6leo essencial de Piper elongatum (Vahl)

analisado por CG-MS

Nome quimico T.R IR IR %.
(min) exp relativa

1 alfa.-Phellandrene 3,10 969 1019 0,15
2 alfa-Pineno 3,20 948 1025 2,86
3 Canfeno 3,38 943 1035 0,11
4 beta.-Felaldreno 3,75 964 1057 0,12
5 beta-Pineno 3,82 943 1061 3,26
6 beta.-Pineno 4,08 943 1076 1,42
7 gamma-Terpineno 4,30 998 1089 0,14
8 3-Careno 4,45 948 1098 0,06
9 alfa-Terpineno 4,55 998 1104 2,00
10 o-Cymene 4,61 1042 1006 0,73
12  alfa-Pineno 4,99 948 1024 4,23
13  (2)-beta-Ocimeno 5,23 976 1035 8,31
14 gamma-Terpineno 5,38 998 1042 2,40
15 alfa-Terpineno 6,02 998 1072 0,92
16  Neo-allo-ocimeno 7,00 993 1116 0,15
17  Eucaliptol 4,78 1059 1014 10,84
18 Linalool 6,18 1082 1080 0,20
19 L-afa-Terpineol 7,58 1143 1138 0,38
20 alfa-Terpineol 8,23 1143 1164 1,70
21  2-Cyclohexen-1-ol, 1- 8,69 1140 1182 0,25

methyl-4-(1-

methylethenyl)-, trans-
22  Neral 9,38 1174 1209 0,15
23 trans-p-Menth-2-ene- 9,99 1259 1232 0,06

1,4-diol
24  Geranil 10,14 1174 1238 0,14
25 alfa-Cubebeno 12,80 1344 1339 0,20
26  Ylangene 13,32 1221 1359 0,19

27 alfa-Copaene 13,44 1221 1364 1,41



28  (-)-cis-.beta.-Elemene 13,82 1456 1378 1,72
29 (-)-alpha-Gurjunene 14,28 1419 1396 0,23
30 Cariofileno 14,46 1494 1403 3,80
31 beta.-Cubebeno 14,69 1339 1412 0,30
32 Selina-3,7(11)-diene 14,83 1507 1418 0,17
33 1,1,3a-Trimethyl-7- 15,43 1398 1442 0,00

methylenedecahydro-

1H-

cyclopropala]naphthale

ne
34  beta.-Cubebene 15,96 1469 1463 3,14
35 beta-Selinene 16,04 1469 1466 5,92
36 gamma.-Muurolene 16,13 1435 1470 0,40
37 (-)-.gamma.-Elemene 16,33 1431 1478 0,28
38 alfa.-Muurolene 16,45 1440 1482 5,48
39 alfa.-Guaiene 16,49 1490 1484 0,65
40 gamma.-Muurolene 16,73 1435 1493 0,38
41 Dbeta-Cadinene 16,98 1440 1504 2,41
42  Espatulenol 17,99 1536 1546 7,22
43  Oxido de cariofileno 18,09 1507 1550 1,13
44  (-)-Globulol 18,22 1530 1555 0,32
45  Cubenol 18,68 1522 1574 0,37
46 tau.-Cadinol 19,51 1580 1610 0,38
47  alpha.-Cadinol 19,77 1580 1621 0,63
48  Miristicina 14,98 1516 1424 3,44
49  Isoeugenyl methyl ether 15,85 1379 1458 0,71
50 Elemicin 17,25 1550 1515 1,76
51 beta-Asarone 17,76 1568 1536 0,71
52  Methyleugenol 13,63 1361 1371 9,29
53 Safrole 10,60 1327 1255 4,37
54  1,5,9,9-Tetramethyl- 15,26 1579 1435 2,01

1,4,7-cycloundecatriene
Total identificado (%) 99,25
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Compostos agrupados (%)
Monoterpeno
Sesquiterpeno
Monoterpendides
Sesquiterpendides
Fenilpropanoide
Eter
Outros

26,86
26,68
13,37
10,05
9,29
6,62
6,38

TR: tempo de retencéo.

IR: indice de retencéo da literatura (NIST, 2011)

IR exp: indice de retencdo experimental calculado por combinag&o de C8-C20 n-

alcanos
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Tabela 3. Atividade antimicrobiana (halos em mm) de 6leo essencial de Minthostachys

setosa (Briq) e Piper elongatum (Vahl) contra S. aureus provenientes de surtos de

intoxicag&o alimentar

Isolados OE™ OE” Oxacilina*
M. setosa P. elongatum
S1 150 16,5+ 0 20+1
S2 155+0,5 15,5+0,5 21+0,5
S3 15+0 15+0 21+05
S4 16,5+0,5 155+0,5 20+1
S5 18+2 161 22 +0,5
S6 17+3 16+ 0 21+0
S7 16+1 15,5+0,5 20+1
S8 185+15 155+0,5 22+1
S9 175+25 151 20+ 0,5
S10 175+0,5 15,5+0,5 21+0,5
S11 155+0,5 15+1 20+0,5
S12 15+0 16 +0 21+0,5
S13 16,5+0,5 17,5+0,5 21+0,5
ATCC 161 16 +0 21 +05

*Controle positivo ** Oleo essencial
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5 CONCLUSAO GERAL

A avaliacao da diversidade genética dos isolados de S. aureus envolvidos em
surtos de intoxicag&o alimentar estafilococica no Rio Grande do Sul, demonstrou que
os tipos spa identificados nos isolados apresentam relacdo genética com isolados de
origem humana, indicando que os manipuladores podem ter sido uma importante fonte
de transmissao deste patdgeno para alimentos. Além disso, os grupos agr Il e agr IlI,
gue foram os prevalentes neste estudo, estdo relacionados a isolados produtores de
enterotoxinas e formagao de biofilme. Todos os isolados apresentaram resisténcia
fenotipica aos antimicrobianos e sanitizantes testados, bem como portavam genes
relacionados a resisténcia a antimicrobianos e genes que codificam bombas de efluxo.
Verificou-se que todos os isolados apresentaram habilidade de formar biofilme sobre
aco inoxidavel a 25 °C e 37 °C, o que representa um risco tanto nos locais de
processamento de alimentos, quanto para o0s consumidores. A atividade
antimicrobiana dos OE de P. elongatum e M. setosa foi concentracdo e isolado-
dependente, reduzindo em até 2,52 log o nimero de células viaveis do biofilme de S.
aureus, o que foi corroborado pelos resultados visualizados com a Microscopia
Confocal de Varredura a Laser. Contudo, mais estudos devem ser realizados para
avaliar se a associacao dos OE com sanitizantes e/ou com outros OE pode aumentar

sua eficacia na remocéo do biofilme de S. aureus.
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