UNIVERSIDADE DA BEIRA INTERIOR
Ciéncias

Influéncia de compostos de origem natural em
microrganismos de origem alimentar e clinica

Adriana Raquel Duarte Oliveira

Dissertacao para obtencao do Grau de Mestre em
Bioquimica
(2° ciclo de estudos)

Orientador: Prof. Doutora Fernanda Domingues
Coorientador: Doutora Susana Ferreira

Covilha, junho de 2016






Agradecimentos

Ao terminar esta etapa sinto-me grata as pessoas que de alguma forma tornaram este

trabalho possivel, desde ja, um bem-haja a todos.

Comecar por agradecer a Universidade da Beira Interior e ao Centro de Investigacdao em

Ciéncias da Salde por terem possibilitado a execucao do presente trabalho.

A Professora Doutora Fernanda Domingues, pela orientacdo, pela atencdo e constante

encorajamento, mas também por todos os conhecimentos que transmitiu.

A Doutora Susana Ferreira, pela orientacdo, pelo tempo despendido, pela paciéncia, pela

motivacao e amizade que transmitiu.

As minhas colegas de laboratério, pelo carinho, companheirismo e amizade que transmitiram,
agradecendo de forma especial a Sofia, pela boa disposicdo, preocupacdo e constante

incentivo, e a Beatriz, por me ouvir, pela companhia e paciéncia na hora de almoco.
A Mestre Joana Tomas pelos conhecimentos de estatistica que transmitiu.

Aos meus colegas do Centro de Investigacdo em Ciéncias da Saude pelas suas palavras de

incentivo e pelos momentos de descontracao.

As minhas amigas, Inés, Margarida, Vera e Mariana pela amizade e apoio, agradecendo
especialmente a Inés e a Margarida por terem estado sempre disponiveis quando mais

precisei.

A minha familia, em especial & minha prima Carolina, tio e padrinho Zé e tia Sandra por todo

0 apoio e carinho.

A minha mae e ao meu pai, os dois grandes pilares da minha vida, pelo apoio incondicional e

pela constante motivacdo. Sem eles nada disto seria possivel.

Ao Alipio, por me fazer sorrir, pela compreensao e por acreditar sempre em mim.






Resumo

O uso indiscriminado dos agentes antimicrobianos, nomeadamente antibidticos e biocidas,
levou ao desenvolvimento de resisténcias em bactérias de origem alimentar e hospitalar.
Estas resisténcias representam uma ameaca a saude publica, pois reduzem a eficacia dos
mesmos compostos, aumentando desta forma a mortalidade e a morbidade. Assim, torna-se
fundamental o estudo de novos compostos antimicrobianos no controlo do crescimento e
disseminacdo dos mesmos agentes patogénicos. Os compostos de origem natural tém sido
apresentados como alternativas promissoras aos agentes antimicrobianos atualmente
utilizados, ndo s6 como possiveis conservantes alimentares, mas também como adjuvantes do
processo de desinfecao de superficies. Em alguns casos, a exposicdo das bactérias a
concentracdes subinibitérias dos compostos naturais pode levar a adaptacao aos mesmos e ao
desenvolvimento de resisténcias homologas e/ou cruzadas a outros agentes. Neste trabalho,
foi avaliada a influéncia de concentracoes subinibitérias de resveratrol sobre bactérias
problematicas, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus relativamente ao
desenvolvimento de resisténcia homologa e cruzada a antibidticos, habitualmente utilizados
no tratamento de infecdes causadas por estas bactérias, e a um desinfetante frequentemente
utilizado no sector alimentar. Foi ainda avaliado, se as mesmas concentracées de resveratrol
poderiam levar a uma protecao celular contra condicoes adversas, nomeadamente stress
acido e térmico. Os resultados sugeriram, de um modo geral, que o resveratrol nao levou ao
desenvolvimento de resisténcia homoéloga nem cruzada, evidenciado, no entanto, um
aumento da tolerancia ao stress térmico e acido em L. monocytogenes, mas para S. aureus
este comportamento nao foi muito evidente. Estes resultados apoiam a possibilidade da
utilizacdo do resveratrol como conservante alimentar. Por outro lado, a desinfecao
representa um processo fundamental no controlo e disseminacao dos microrganismos, sendo
também relevante encontrar novas alternativas para colmatar a falta de antimicrobianos
eficazes na eliminacdo de bactérias problematicas na pratica clinica. Assim, no presente
trabalho foi também avaliado o potencial sinérgico do linalool, composto maioritario do 6leo
essencial de coentros, em combinacdao com desinfetantes habitualmente utilizados em
ambiente hospitalar, sobre Acinetobacter baumannii e S. aureus. Em A. baumannii, foi
observado que o linalool em combinacdo com o cloreto de benzalcéonio ou a clorohexidina
digluconato tem um efeito sinérgico, e em combinacdo com o acido peracético ou o
hipoclorito de sddio tem um efeito aditivo. No caso do S. aureus evidenciou-se um efeito
aditivo para todas as interacées. Assim, o linalool apresenta potencial em futuras

combinacdes com desinfetantes.
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Abstract

The indiscriminate use of antimicrobials, namely antibiotics and biocides, has led to the
development of resistance in foodborne and hospital pathogens. This resistance represents a
serious threat to public health, because it reduces the overall effectiveness of antimicrobials,
thereby increasing mortality and morbidity. Thus, it becomes extremely relevant to study
new antimicrobial compounds that can control the growth and spread of these pathogens.
Natural products have been considered as promising alternatives to the antimicrobial agents
currently used, not only as possible food preservatives but also as adjuvants for the
disinfection process of surfaces. In some cases, exposure of the bacteria to subinhibitory
concentrations of natural compounds can lead to adaptations to the same products and to the
development of homologous and/or cross-resistance to other agents. In this study, the
influence of subinhibitory concentrations of resveratrol on Listeria monocytogenes and
Staphylococcus aureus was studied, by evaluating the development of homologous resistance
or cross-resistance to the antibiotics commonly used to treat infections caused by these
bacteria as well as to one disinfectant often used in the food sector. The development of
cellular protection against adverse conditions, including acid and heat stress, by the influence
of the same resveratrol concentrations was also evaluated. In general, the results suggest
that resveratrol did not lead to homologous or cross-resistance development, nonetheless
evidencing an increased tolerance to acid and heat stress in L. monocytogenes, although this
behaviour was not very evident for S. aureus. These results, thus, support the possibility of
using resveratrol as a food preservative. Similarly, disinfection represents a fundamental
process in the control and spread of microorganisms, being extremely important to find new
alternatives to overcome the lack of effective antimicrobial agents that can control or
eliminate problematic bacteria in clinical practice. Thus, in the present study, the synergistic
potential of linalool, the major compound of essential oil of coriander, in combination with
disinfectants commonly used in hospitals was evaluated against Acinetobacter baumannii and
S. aureus. In A. baumannii, it was observed that linalool in combination with benzalkonium
chloride or chlorhexidine digluconate had a synergistic effect, and in combination with
peracetic acid or sodium hypochlorite presented an additive effect. In the case of S. aureus
an additive effect was demonstrated for all interactions. For these reasons, the linalool

presents potential for future combinations with disinfectants.
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Capitulo 1 - Introducao

1.1. Breve introducao

Em ambientes de producao alimentar e ambientes hospitalares, os microrganismos sao
expostos a varias condi¢des adversas, nomeadamente, agentes antimicrobianos, diferentes
pHs e temperaturas, congelamento, descongelamento, desidratacdo, entre outros (Apolonio
et al., 2014), que podem afetar a viabilidade celular, reduzindo ou até mesmo eliminando a
maioria dos microrganismos. No entanto, as células microbianas desenvolvem mecanismos que
as protegem das condicoes de stress, podendo levar a aquisicdo de resisténcias (Cebrian et
al., 2010). Assim, é crucial encontrar alternativas eficazes para controlar o crescimento e a

consequente disseminacao de microrganismos de origem alimentar e clinica.

1.2. Resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos (RAM) refere-se a capacidade de um microrganismo
patogénico para resistir aos efeitos de um agente quimioterapéutico/antimicrobiano ao qual
era suscetivel (Wallinga et al., 2015). A RAM é considerada como uma das ameacas mais
graves para a saude individual e coletiva, sendo que as organizacbes nacionais e
internacionais reforcam a necessidade urgente na tomada de medidas (Littmann and Viens,
2015). Trata-se dum problema complexo que afeta nao so6 a salde humana e animal, como
também o meio ambiente, a agricultura e a economia (Littmann and Viens, 2015). Estima-se
que a RAM leva a 25000 mortes por ano e os custos associados sao superiores a 1,5 bilides de
euros (EMEA and ECDC, 2009).

Um antimicrobiano é um agente natural ou sintético que destroi ou inibe o crescimento de
microrganismos. Alguns destes compostos sao usados em objetos inanimados, tais como
desinfetantes e esterilizantes; outros sao utilizados em organismos vivos, sao exemplo destes
os antissépticos, que sdo aplicados por via topica, ou os antibioticos, que sdo administrados
de forma a controlarem ou tratarem infecoes bacterianas “in vivo” (Madigan et al., 2012;
Willey et al., 2008).

0 uso excessivo e/ou indevido dos antimicrobianos durante os Gltimos anos tem sido associado
a um processo evolucionario acelerado que conduziu a resisténcias bacterianas (Andersson
and Hughes, 2012). Os antibioticos, por exemplo, tém sido usados em diferentes areas,
nomeadamente na medicina humana e veterinaria, mas também na agricultura (Rodriguez-
Rojas et al., 2013). No entanto sao ainda utilizados, de forma exagerada, na pecuaria e na

aquacultura, como promotores do crescimento, profilaticos e agentes terapéuticos de



infecGes. Esta utilizacdo massiva aumentou a pressao seletiva sobre microrganismos
comensais e patogénicos, que podem ser transmitidos aos seres humanos através da cadeia
alimentar ou, indiretamente, por exemplo, pela poluicdo ambiental dos efluentes agricolas
(Roca et al., 2015). Num contexto clinico, a metabolizacdo dos antibioticos pelos seres
humanos ndo é completa, e uma grande parte pode ser excretada nas fezes e na urina (Meek
et al., 2015). Como a taxa de degradacdo dos antibidticos é lenta, as estacdes de tratamento
de aguas residuais sao consideradas como fonte de bactérias resistentes. Apos o tratamento,
estas aguas podem ser utilizadas, levando a uma disseminacdo das resisténcias bacterianas,
uma vez que os genes de resisténcia sao transferidos a outras bactérias (von Wintersdorff et
al., 2016). Assim, e num contexto ambiental, a propagacao das resisténcias atinge os
ambientes envolventes, nomeadamente terrenos, aguas de lagos e até mesmo sedimentos dos
rios (Fick et al., 2009; Kristiansson et al., 2011). Desta forma, as bactérias resistentes podem
fluir entre diferentes ambientes, incluindo humanos, animais, solos e aguas, resultando numa
disseminacdo de bactérias patogénicas altamente resistentes (Andersson and Hughes, 2012).
Devido ao aumento das resisténcias bacterianas e a diminuicao da eficacia dos antibioticos no
tratamento de infecdes bacterianas, a resisténcia aos antibioticos tem sido considerada como
sinénimo de RAM (Wallinga et al., 2015).

1.2.1. Resisténcia a antibioticos

A descoberta inovadora de que substancias produzidas por fungos e bactérias poderiam inibir
o crescimento de outras bactérias transformou a medicina. Estas substancias, que mais tarde
passaram a ser designadas de antibioticos, foram utilizadas no tratamento de inUmeros casos
de infecao, que era a principal causa de morte durante a Il Guerra Mundial. Nos anos
seguintes houve uma reducao significativa da mortalidade e milhdes de vidas foram salvas,

devido a utilizacao de antibiéticos (Paphitou, 2013).

Os antibioticos matam ou inibem o crescimento das bactérias, sendo assim classificados
segundo o seu efeito como bactericidas ou bacteriostaticos, respetivamente. ldealmente
possuem uma toxicidade seletiva, pois exercem a sua funcao a concentracdes suficientemente
baixas de forma a evitar danos indesejaveis no hospedeiro (Willey et al., 2008). Um
antibiotico pode ser eficaz contra varios tipos de bactérias, sendo denominado de antibiotico
de amplo espectro, ou contra apenas um tipo, neste caso classificado como de espectro
estreito (Madigan et al., 2012). Pode ainda ser estabelecida uma classificacdao dos antibidticos
por classes onde sao agrupados de acordo com o seu mecanismo de acao, isto €, o modo como
interagem com o alvo celular, nomeadamente com a parede celular, a membrana celular, a

sintese de proteinas e de acidos nucleicos (Fernandez et al., 2011).

O peptidoglicano € um componente importante da parede das bactérias e por isso a sua
sintese € um alvo particularmente eficaz para os antibioticos (Willey et al., 2008). Assim, a
inibicao da sintese do peptidoglicano enfraquece a parede celular que pode levar

consequentemente a lise da célula. Os B-lactamicos, como a ampicilina, inativam enzimas
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que intervém na sintese do peptidoglicano, enquanto os glicopéptidos, como a vancomicina,
ligam-se diretamente a precursores do peptidoglicano bloqueando a reacao de
transpeptidacao (Madigan et al., 2012). Antibioticos como as polimixinas ligam-se a
membrana celular causando uma disrupcdao, e consequentemente a alteracao da
permeabilidade da mesma. Por outro lado, a inibicao da sintese proteica pode ocorrer pela
ligacdo de aminoglicésidos (gentamicina) ou de macrélidos (eritromicina) as diferentes
subunidades do ribossoma. A ciprofloxaxina, que pertence ao grupo das quinolonas, inibe as
topoisomerases bacterianas, impedindo assim o superenrolamento do ADN (Fernandez et al.,
2011; Willey et al., 2008).

Existem varios mecanismos que levam a resisténcia aos antibidticos (Figura 1),
designadamente o impedimento do acesso ou alteracdo do alvo do antibiotico (1),
degradacdo, por acdo enzimatica, do antibidtico devido a modificacdes ou quebras na
molécula (2), alteracdo do antibiotico (3) e expulsdo da droga para fora da célula pelas
bombas de efluxo (4) (Fernandez et al., 2011; Willey et al., 2008).

Bomba

de efluxo
Degradagao \

Qo ©
R /() @)
enzimatica ) A

Antibiético - /Q,
y

Antibidtico

Genes de resisténcia

L W A
4 Antibiético

Alteracdo enzimatica

Alteracdodo alvo
Antibidtico

Figura 1: Representacdo esquematica dos principais mecanismos de resisténcia aos antibidticos.
Adaptado de (Willey et al., 2008).

Entre os principais tipos de resisténcia aos antibioticos tem-se a intrinseca, adquirida e
adaptativa. A resisténcia intrinseca compreende todas as propriedades inerentes fornecidas
pelas caracteristicas de um determinado microrganismo que limita a acado dos
antimicrobianos. A presenca da membrana externa com baixa permeabilidade em bactérias
Gram-negativas, e as bombas de efluxo observadas em varias bactérias, sdo dois exemplos
deste tipo de resisténcia (Fernandez and Hancock, 2012). A resisténcia adquirida ocorre

quando um microrganismo que originalmente era suscetivel se torna resistente, por



incorporacao de material genético ou por mutagdes (Fernandez and Hancock, 2012). Os genes
de resisténcia aos antibioticos sao transferidos horizontalmente entre bactérias através de
trés principais mecanismos: conjugacao, transformacdo e transducao. No primeiro caso é
necessario contacto célula-a-célula, através do qual o ADN é transferido da célula dadora
para a recetora. A transformacdo € a captacdo, integracdo e expressao funcional de
fragmentos de ADN extracelular, enquanto na transducdo a transferéncia da informacao
genética é mediada por um bacteriofago (von Wintersdorff et al., 2016). Por outro lado, ainda
a ocorréncia de mutacdes espontaneas no cromossoma bacteriano pode tornar as bactérias
resistentes aos antibioticos. Tais mutacdes levam a uma alteracao do alvo do antibidtico, o
que resulta consequentemente na incapacidade de ligacdo do antibi6tico ao alvo bacteriano
(Willey et al., 2008).

A resisténcia adaptativa envolve um aumento temporario na capacidade da bactéria
sobreviver a um determinado antibiotico. Este tipo de resisténcia esta associada a alteracoes
na expressao de genes e/ou proteinas quando existe um ambiente desencadeador destes
mecanismos, como por exemplo, a exposicao a condicoes de stress como alteracoes de pH,
temperatura, concentracao de ides e, muito importante, a exposicao a doses subletais de
antimicrobianos. (Fernandez and Hancock, 2012; Fernandez et al., 2011). Ao contrario das
resisténcias intrinsecas e adquiridas, que sado estaveis, irreversiveis e independentes do
ambiente, a resisténcia adaptativa por sua vez é de natureza transitoria, reversivel apds a
remocao da condicdo de inducao, e por isso, dependente do ambiente envolvente. Devido a
sua natureza transitéria, a resisténcia adaptativa é dificil de detetar e tem sido
desconsiderada em muitos casos (Fernandez et al., 2011). No entanto, diversos estudos tém
demostrado que a incubacao de um microrganismo num meio suplementado com
concentragdes subinibitorias de um antibiotico torna as células mais resistentes a exposicoes
subsequentes desse antibiotico, e nalguns casos, também a outros antimicrobianos da mesma
ou de diferente classe (resisténcia cruzada) (Kohanski et al., 2010; Kumari et al., 2014;
Langsrud et al., 2004).

Apesar de nao estar totalmente claro, a resisténcia adaptativa parece funcionar como uma
ponte entre a resisténcia intrinseca e adquirida (Sandoval-Motta and Aldana, 2016). As
populacoes bacterianas que sdo expostas a antibidticos por longos periodos de tempo sao mais
resistentes do que as que nao foram. Tal pode ser devido a alteragcdes epigenéticas que
permitem que as populacdes sobrevivam mais tempo para desenvolver uma resisténcia mais
estavel (Adam et al., 2008). Motta e seus colaboradores também verificaram que as mutacgoes
no ADN, que aumentam a eficiéncia das bombas de efluxo, podem ser adquiridas aumentando

a estabilidade da resisténcia (Motta et al., 2015).



1.2.2. Resisténcia aos biocidas

Os biocidas, outro grupo de antimicrobianos, tém um papel fulcral no controlo e disseminacao
de microrganismos patogénicos (Gerba, 2015). Contudo, a ampla utilizacdo dos biocidas
podera agir como uma pressao seletiva para as bactérias resistentes aos antimicrobianos
(Machado et al., 2013), sendo que, nos Ultimos anos tem sido sugerido uma possivel conexao
entre a resisténcia aos antibiodticos e aos biocidas, porém ainda € um assunto que se mantém
em discussao (Coelho et al., 2013; Oggioni et al., 2013).

Os biocidas, que sao usados em antissépticos, desinfetantes e conservantes, podem ser
aplicados em diferentes ambientes, nomeadamente servicos de salde humana e animal,
domicilios, instalacdes das indUstrias alimentares e respetivo ambiente de processamento
alimentar (Coelho et al., 2013). Define-se como antisséptico, uma substancia que impede o
crescimento ou a acao de microrganismos inibindo a sua atividade ou destruindo-os. Este
termo é utilizado para preparacoes aplicadas por via topica (CDC, 2008). Por outro lado, um
desinfetante é um agente geralmente quimico, mas pode também ser fisico, que elimina a
maioria dos microrganismos patogénicos em objetos inanimados (CDC, 2008). Estes agentes
sdo nao-especificos e podem ser bactericidas, fungicidas, viricidas ou a combinacao destes, ja
que normalmente os desinfetantes contém um ou mais agentes antimicrobianos em
concentracées que podem afetar um ou multiplos alvos celulares (Ortega Morente et al.,
2013). Ao contrario dos antibidticos, que afetam processos fisiologicos (por exemplo a sintese
do peptidoglicano), os desinfetantes afetam varios componentes celulares (por exemplo
proteinas, acidos nucleicos e constituintes da parede celular) através de reacdes fisicas e ou
quimicas. Além disso, enquanto os antibidticos sao utilizados para tratar infecdes causadas
por espécies bacterianas especificas ou um grupo delas, os desinfetantes nao atuam contra
microrganismos especificos (Cerf et al., 2010). E de salientar que a desinfecdo apenas destréi
a maioria dos microrganismos, ao contrario da esterilizacdo que elimina todas as formas de
vida microbiana (CDC, 2008; Ortega Morente et al., 2013). Por Ultimo, sdo denominados de
conservantes os compostos incorporados em produtos farmacéuticos, cosméticos ou outros,

de forma a prevenir a contaminacao e desenvolvimento microbiano (Russell, 2003).

O mecanismo de acao de um biocida pode ser definido de acordo com a estrutura bacteriana
contra a qual tem a sua principal atividade. Desta forma, os biocidas possuem trés niveis de
interacao: com estruturas extracelulares, nomeadamente membrana externa e parede
celular; com a membrana citoplasmatica; e com os constituintes citoplasmaticos (Ortega
Morente et al., 2013).

Os componentes citoplasmaticos ndo sdao os primeiros alvos dos biocidas, pois estes tém que
penetrar a célula para alcanca-los. Todavia, agentes oxidantes, como acido peracético e
perdxido de hidrogénio, tém multiplos alvos celulares e moleculares, incluindo, disrupcdo das
membranas celulares, desnaturacao de proteinas, inibicdo de enzimas, e cuja acdao em ultima

instancia leva a morte celular (CDC, 2008; Ortega Morente et al., 2013).



As bactérias Gram-negativas sao normalmente menos suscetiveis aos biocidas que as Gram-
positivas, devido a presenca da membrana externa na sua estrutura da parede celular.
Contudo, compostos cationicos, como a clorohexidina e o cloreto de benzalconio, interagem
com as cargas negativas da membrana externa e da parede celular, danificando-as. Assim,
estes compostos promovem a sua propria captacao de modo a alcangarem os seus outros alvos
no interior da célula, mas causando também uma disrupcdo da membrana citoplasmatica
levam a consequente perda dos componentes intracelulares. O hipoclorito de sodio oxida
enzimas, inibe a sintese de proteinas mas também pode induzir a lise celular por efeito ao
nivel da parede celular (CDC, 2008; Ortega Morente et al., 2013).

Diversos fatores afetam a atividade do biocida, nomeadamente a sua concentracao, o periodo
de contacto, o pH do meio envolvente, a presenca de matéria organica, e também as
condicées do microrganismo, principalmente a forma como existem na natureza, isolada ou
em comunidade. Os biocidas tém um intervalo de pH o6timo de atividade, sendo que os
compostos catidnicos sao mais ativos a pH alcalino, enquanto hipocloritos sao mais potentes a
pH acido. Por outro lado, a interacdo com a matéria organica, como sangue ou pus, pode
afetar adversamente a eficacia de muitos biocidas (Russell, 2003). De destacar, que a
concentracbes baixas ou subinibitdrias, a acdo do biocida pode mesmo ser reduzida a um
Unico alvo, assim desta forma, as bactérias podem adaptar-se e tornar-se resistentes (Ortega
Morente et al., 2013). Numa outra perspetiva, é sabido que os microrganismos podem existir
numa forma isolada (células plancténicas) mas também em comunidades (biofilmes) (Richards
and Melander, 2009). Os biofilmes sao portanto comunidades de microrganismos que aderem
a superficies biodticas ou abidticas, formando agregados densos de uma ou mais espécies,
envoltos por uma substancia exopolimérica (EPS) que é constituida por varias biomoléculas
com origem bacteriana e do proprio ambiente envolvente (Buckingham-Meyer et al., 2007).
Os biofilmes, sendo estruturas muito mais complexas e dinamicas que as células planctonicas

tornam-se mais dificeis de erradicar pelos biocidas (Cerf et al., 2010).

A resisténcia aos biocidas ainda nao esta claramente definida (Coelho et al., 2013), no
entanto, alguns autores sugerem que os mecanismos de resisténcia a biocidas devem ser

analogos aos dos antibioticos (Coelho et al., 2013; Ortega Morente et al., 2013).

A possivel conexao entre a resisténcia aos antibioticos e aos biocidas é um tema que tem
gerado interesse na comunidade cientifica mas duma forma controversa (Coelho et al., 2013;
Oggioni et al., 2013). No ano de 2012 realizou-se, em Lisboa, uma conferéncia internacional
de investigacao antimicrobiana, onde o tema foi abordado. Todos os oradores concordaram
que o uso e excessivo e/ou inadequado dos biocidas pode constituir uma risco para a selecao
de resisténcia aos mesmos. Todavia, os investigadores concordaram que o uso e a diminuicao
da suscetibilidade das bactérias aos biocidas nao apresentam um risco, até agora, nho

desenvolvimento de resisténcia a antibioticos (Oggioni et al., 2013).



1.3. Bactérias associadas a area alimentar

Os antimicrobianos sao agentes fundamentais no controlo dos microrganismos, evitando ou
minimizando a contaminagao de superficies, alimentos, aguas, medicamentos, tecidos vivos,
entre outros. No entanto, o amplo uso e o abuso destes compostos levou ao desenvolvimento
de resisténcias, tornando o controlo e o tratamento de infecdes uma tarefa bastante dificil
(Andersson and Hughes, 2012; Coelho et al., 2013). O sector alimentar e clinico sdo os de
maior relevancia pois sao as areas onde os microrganismos, e o subsequente desenvolvimento
de resisténcias, podem trazer problemas acrescidos. A possivel contaminacao de alimentos
pode originar doencas, afetando um elevado nimero de pessoas, e consequentemente
conduzir a um problema de salde pulblica (WHO, 2015). Além disso, a resisténcia aos
antimicrobianos também compromete a seguranca alimentar, ja que o alimento pode conter
uma bactéria patogénica resistente, ou a resisténcia pode ser transmitida de uma bactéria

comensal do alimento para uma que é patogénica para o ser humano (Viegas, 2010).

As doencas transmitidas por alimentos sao uma causa de morbidade e de mortalidade em todo
o mundo e estdo associadas a elevados custos socioecondémicos (WHO, 2015). Estas resultam,
principalmente, da ingestao de alimentos contaminados por microrganismos patogénicos ou
por toxinas bacterianas. No primeiro caso, os microrganismos patogénicos colonizam e
crescem no interior do hospedeiro, que posteriormente levam a uma infecao. Por outro lado,
0 microrganismo pode secretar toxinas no alimento que ao ser consumido da origem a uma
intoxicacao, na qual ndo é requerida a presenca do microrganismo produtor. Em alternativa,
0 microrganismo pode apenas produzir a toxina no interior do hospedeiro, sendo assim

designada de toxinfecao (Willey et al., 2008).

As doencas de origem alimentar surgem devido a diversos fatores, nomeadamente alimentos
crus contaminados, armazenamento e refrigeracao inadequados, alimentos mal cozinhados,
contaminacao cruzada entre alimentos crus e cozinhados, pouca higiene dos manipuladores
e/ou das superficies (Viegas, 2010). A contaminacdao pode ocorrer durante ou apds o
processamento dos alimentos, e até mesmo no ambiente doméstico (EFSA and ECDC, 2015;
Viegas, 2010).

Ha diversos microrganismos que podem ser agentes causais de doencas de origem alimentar.
Campylobacter e Salmonella surgem como os mais predominantes (EFSA and ECDC, 2015),
mas Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus também tém gerado alguma
preocupacao pelas doencas que provocam. A infecao causada por L. monocytogenes,
designada por listeriose, € uma doenca de baixa prevaléncia, no entanto apresenta elevadas
taxas de hospitalizacdo e de mortalidade quando comparada com infecées causadas por
outras bactérias patogénicas (Denny and McLauchlin, 2008). Em 2014, a taxa de mortalidade
da listeriose foi de 15 %, enquanto da campilobacteriose e salmonelose foi de 0.01 % e 0,15 %,

respetivamente (EFSA and ECDC, 2015). Por outro lado, Staphylococcus aureus é uma das



bactérias Gram-positivas mais patogénicas, pois possui varios fatores de viruléncia, como por
exemplo a capacidade de produzir toxinas termorresistentes que quando ingeridas através dos
alimentos causam gastroenterite (Bellio et al., 2016; Kong et al., 2016). Em 2014 detetou-se
que 7,5 % de todos os surtos de doencas de origem alimentar correspondia a intoxicacoes por
S. aureus (EFSA and ECDC, 2015).

1.3.1. Listeria monocytogenes

O género Listeria inclui 15 espécies, sendo a espécie L. monocytogenes responsavel pela
listeriose (den Bakker et al., 2014; Donovan, 2015). Em 2014, foram relatados 2161 casos de
listeriose na Unido Europeia, em que a taxa de mortalidade foi 15 % e a taxa de hospitalizacao
de 98,9 %. O nimero de casos, na Europa, tém vindo aumentar desde 2008, no entanto, nao

existem dados em Portugal devido a falta de um sistema de vigilancia (EFSA and ECDC, 2015).

L. monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva com forma de bacilo que cresce na presenca
ou auséncia de oxigénio (anaerobia facultativa). Apresenta motilidade, pois possui flagelos
polares, e a nivel bioquimico é catalase positiva e oxidase negativa (Donovan, 2015). Esta &
uma bactéria de natureza ubiquitaria, podendo ser encontrada em diversos ambientes,
incluindo, agua, solo e alimentos, e que consegue sobreviver e crescer em condicoes
adversas, nomeadamente a temperaturas entre -2 a 42 °C, baixos pHs e elevada concentracao

de sal (Ferreira and Domingues, 2016; Payeras-Cifre and Hernandez-Milian, 2014).

A listeriose esta normalmente associada ao consumo de alimentos contaminados com L.
monocytogenes, tais como, carne, peixe, legumes, queijos e leite ndo pasteurizado. Apos a
ingestdo destes, a bactéria liga-se a superficie das células gastrointestinais, atravessando
assim a barreira intestinal. Uma vez na corrente sanguinea, a bactéria é distribuida para
varios tecidos. No interior das células, a bactéria liberta listeriolisinas de modo a romper a
membrana vacuolar, evitando assim a morte intracelular e iniciando o processo de divisao.
Por outro lado, tem a capacidade de promover a formacao de protuberancias da célula
hospedeira para as células circundantes, ocorrendo consequentemente a disseminacao célula-
a-célula. Através desta, as bactérias movem-se entre varias células hospedeiras sem existir
contacto com o meio extracelular e permitindo ainda a evasdo do sistema imunitario
(Donovan, 2015; Payeras-Cifre and Hernandez-Milian, 2014). Em individuos
imunocompetentes, a listeriose € caracterizada por uma gastroenterite febril, que inclui
febre, nauseas, vomitos, diarreias e mialgias. Porém, a doenca pode ser mais severa para as
populacoes de risco, nomeadamente idosos, gravidas, recém-nascidos e individuos
imunocomprometidos. Para estas populacdes a infecao pode originar septicémia, meningite e
aborto (Allen et al., 2016; Donovan, 2015).

A desinfecdo das superficies no processamento alimentar é uma das tecnologias
implementadas no controlo da bactéria. No entanto, por vezes pode ocorrer uma exposicao a

concentracdes subletais de desinfetantes, que quando repetida e/ou prolongada pode



promover o desenvolvimento de resisténcia a esses compostos (Allen et al., 2016). Na
literatura tem sido descrito que a resisténcia de L. monocytogenes aos compostos de amonio
quaternario, sobretudo ao cloreto de benzalcénio, é devida ao aumento da atividade das
bombas de efluxo (Romanova et al., 2006; Tamburro et al., 2015; To et al., 2002). Durante a
desinfecao, parte da populacao pode persistir nos ambientes de processamento alimentar,
tornando dificil a sua erradicacdo (Knudsen et al., 2013). Esta persisténcia pode estar
associada a aptidao de L. monocytogenes para formar biofilmes (Ferreira and Domingues,
2016). Nestes, as bactérias estdao protegidas de varios fatores ambientais, nomeadamente
raios ultravioleta, acido, dessecacao e agentes antimicrobianos, tolerando melhor as elevadas
concentracdes de desinfetantes, o que dificulta a descontaminacdo das superficies (Da Silva
and De Martinis, 2013).

1.3.2. Staphylococcus aureus

S. aureus é um agente patogénico responsavel por muitas intoxicaces alimentares. Em 2014
foram detetados, na Unidao Europeia, 393 surtos de origem alimentar causados por
enterotoxinas estafilococicas, verificando-se um ligeiro aumento quando comparado a 2013
(386 surtos). De realcar que em Portugal, no ano de 2014, foram registados 2 surtos, onde se
contabilizaram 106 casos de intoxicacao, dos quais resultaram 22 hospitalizacdes mas sem
nenhum o6bito declarado (EFSA and ECDC, 2015).

S. aureus é uma bactéria Gram-positiva, anaerobia facultativa e com forma de cocos. Esta
pertence a flora saprofita do ser Humano, encontrando-se no nariz, na conjuntiva, na pele e
na boca (Willey et al., 2008). Apesar disto, pode tornar-se patogénica em determinadas

condicoes, sendo assim encarado como um microrganismo oportunista (Kadariya et al., 2014).

Considerando que S. aureus faz parte do microbioma normal do Homem, este pode ser
transferido para alimentos pela manipulacdo dos mesmos, que se forem mantidos a
temperatura ambiente durante algum tempo, podera levar a producao de toxinas. Estas sdo
enterotoxinas termorresistentes e por isso, mesmo que o alimento seja sujeito a elevadas
temperaturas durante a sua confecdo, as bactérias serdao destruidas mas as toxinas nao,
levando a uma possivel intoxicacdo alimentar independentemente da correta confegao. Os
sintomas da doenca, que incluem nauseas, vomitos, diarreia e fortes dores abdominais, sao
sentidos pouco tempo depois da ingestdao do alimento, pois é prescindivel o crescimento do
microrganismo (Willey et al., 2008). A manifestacao dos sintomas depende sobretudo das
condicoes de salde do individuo e da quantidade de toxina presente no alimento ingerido
(Gustafson et al., 2014).

Existem varios fatores que afetam o crescimento de S. aureus e a producao das toxinas,
nomeadamente, temperatura, pH, condicoes de higiene, entre outros. S. aureus cresce num
intervalo alargado de temperatura, 7 a 48,5 °C, porém a temperatura 6tima de crescimento

encontra-se entre 30 e 37 °C. Ainda que as temperaturas de refrigeracao sejam utilizadas



durante toda a cadeia alimentar, desde o processamento dos alimentos até a sua distribuicao,
no armazenamento de alimentos previamente confecionados, a temperatura ultrapassa
frequentemente os 7°C, o que pode levar consequentemente ao crescimento da bactéria e a
producao das respetivas toxinas (Gustafson et al., 2014; Kadariya et al., 2014). Relativamente
ao pH, o crescimento da bactéria bem como a producao das toxinas é 6tima a um pH de 7. No
entanto, a pHs acidos S. aureus consegue sobreviver, enquanto a producdo da toxina é
prevenida (Gustafson et al., 2014). S. aureus também pode colonizar equipamentos e
utensilios, apesar dos humanos serem os principais veiculos de transmissao de bactéria para o
alimento, durante a sua manipulacdo (Gustafson et al., 2014). Na indlstria alimentar, S.
aureus pode aderir a superficies e formar biofilmes, dos quais ha uma posterior libertacao e
disseminacao de células planctonicas quando os alimentos estdo a ser manipulados (Gustafson
et al., 2014; Richards and Melander, 2009).

1.4. Bactérias problematicas na pratica clinica

De modo semelhante a area alimentar, na pratica clinica também existem microrganismos
que sao responsaveis por diversas infecdes adquiridas na comunidade e nos hospitais
(nosocomiais) e que sdo fonte de grande preocupacao. Em ambientes de cuidados de salde, a
abundancia e a diversidade de microrganismos resistentes leva a uma necessidade constante
no controlo da disseminacao dos mesmos de modo a evitar a infecao em pacientes,
profissionais de salde e consequentemente a comunidade em geral (DGS, 2016). Em Portugal,
no ano de 2014, constatou-se que o numero de dbitos por infecbes associadas a cuidados de
saude foi cerca de sete vezes maior que o nimero de mortes por acidentes de viacdo. Em
2012, verificou-se que a prevaléncia de infecbes hospitalares (10,5 %) foi maior que média
europeia (6,1 %). Este problema relaciona-se ainda com o aumento de resisténcia dos

microrganismos aos antimicrobianos (DGS, 2016).

S. aureus e Acinetobacter baumannii sao microrganismos que frequentemente causam
infecoes adquiridas em ambientes clinicos (ECDC, 2015). Embora nos ultimos anos as
percentagens de resisténcia em A. baumannii e S. aureus terem sido maiores que 50 %,
comeca-se agora a verificar um decréscimo das mesmas. No entanto, ainda sao considerados
microrganismos “problema”, visto que Portugal pertence ao grupo de paises com maiores

taxas de resisténcias em A. baumannii e S. aureus (DGS, 2016).
1.4.1. Acinetobacter baumannii

A. baumannii é uma bactéria aerobia, Gram-negativa e com a forma de cocobacilo (Nwugo et
al., 2012), de natureza ubiqua, € encontrada na agua, no solo, na pele humana e em
equipamentos médicos (Espinal et al., 2012), e como é um microrganismo oportunista tem a

capacidade de causar infecdes nosocomiais, isto é, infecoes adquiridas em ambientes

10



hospitalares (Alves et al., 2016). Esta bactéria esta normalmente associada a pneumonias,
infecdes do trato urinario e nos locais de incisao cirurgica, infecoes de feridas e queimaduras
(ECDC, 2015; Tomaras et al., 2003). Os pacientes que se encontram nas unidades de cuidados
intensivos sdo os mais suscetiveis, devido ao elevado numero de procedimentos médicos

invasivos a que sao sujeitos (Kawamura-Sato et al., 2008).

O uso excessivo e indevido de antibidticos contribui para que A. baumannii tenha
desenvolvido resisténcias a esses agentes (Fernandez et al., 2011). O aumento de estirpes
resistentes de A. baumannii a antibioticos mostra, a grande capacidade desta bactéria na
resposta a pressao seletiva ambiental. Este microrganismo possui varios mecanismos de
resisténcia a diferentes grupos de antibioticos, nomeadamente, B-lactamicos,
aminoglicosidos, quinolonas, sendo assim considerada uma bactéria multirresistente (Peleg et
al., 2008). Recentemente, mas de forma pouco frequente, tem-se verificado uma
panresisténcia, isto é, resisténcia a todos os antibidticos existentes, em isolados de A.
baumannii (Inchai et al., 2015). Assim, o tratamento de infecbes causadas por este agente

patogénico torna-se bastante dificil.

Por outro lado, A. baumannii consegue sobreviver durante longos periodos nao so6 nas
superficies corporais, como também nas superficies do ambiente hospitalar (Kawamura-Sato
et al., 2008; Tomaras et al., 2003), sendo por isso, a desinfecao um processo fundamental no
controlo da infecdo. Existem varias fontes hospitalares que tém sido associadas a transmissio
de infecdes causadas pela bactéria, nomeadamente, transdutores de pressdo reutilizaveis,
humidificadores, equipamentos de ar condicionado, mas também almofadas e colchdes
(Beggs, 2006). Jawad e colaboradores verificaram que o tempo médio de sobrevivéncia de A.
baumannii numa superficie seca (lamela de vidro) foi aproximadamente 27 dias (Jawad et al.,
1998). Esta capacidade para sobreviver em superficies secas € um fator importante no seu
comportamento epidemiologico devido a aquisicao de resisténcia a dessecacao (Beggs, 2006).
Por outro lado, a capacidade de A. baumannii para formar biofilmes em condicdes de
dessecacao pode também estar associado a sua elevada capacidade de sobrevivéncia
permitindo que a bactéria persista nos ambientes hospitalares, e contribuindo para o
desenvolvimento de infecoes nosocomiais (Espinal et al., 2012). A EPS presente nos biofilmes,
sendo altamente hidratada, previne a dessecacdo letal mas também protege as células das
variacées de humidade, assim como pode também contribuir para a resisténcia a diversos
antimicrobianos, nomeadamente antibioticos e desinfetantes (Alves et al., 2016; Espinal et
al., 2012).

Para que os desinfetantes atuem de forma apropriada € necessario que sejam usados nas
concentracdes corretas e nos tempos adequados (Kawamura-Sato et al., 2008). Porém, na
pratica clinica nem sempre sao seguidas as indicacdes dadas pelos fabricantes destes agentes
antimicrobianos (Liu et al., 2014). Wisplinghoff e colaboradores verificaram uma reducao da

suscetibilidade de isolados clinicos de A. baumannii a desinfetantes, como a clorohexidina,
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quando estes foram diluidos ou quando o tempo de contacto foi reduzido. Para além disso, os
niveis residuais dos desinfetantes podem proporcionar uma vantagem seletiva e levar a

disseminacao da bactéria (Wisplinghoff et al., 2007).

De salientar que a transmissdo da bactéria pode ocorrer entre hospitais através de pacientes
colonizados, isto €, pacientes que transportam a bactéria sem manifestacdes clinicas. A
disseminacdo da mesma pode ser observada quer a nivel regional, ou pode até mesmo atingir

a escala nacional (Peleg et al., 2008).
1.4.2. Staphylococcus aureus

S. aureus € uma bactéria que causa nao so6 doencas de origem alimentar, como também é
responsavel por muitas infecbes adquiridas quer na comunidade quer em ambientes
hospitalares. Pode ser o agente causador de pequenas infecdes de pele mas também pode
provocar pneumonias fatais (DeLeo et al., 2010). Por outro lado, sendo um microrganismo
comensal, pode colonizar assintomaticamente individuos saudaveis que podem representar

um risco de disseminacao de infecoes por este microrganismo (DelLeo et al., 2010).

A patogénese de infecdes causadas por S. aureus depende da expressao dos fatores de
viruléncia, nomeadamente a producao de proteinas que auxiliam na adesdo das bactérias aos
tecidos dos hospedeiros, a secrecao de toxinas extracelulares e enzimas que destroem células
do hospedeiro, evitando assim a defesa imunitaria do mesmo. Desta forma, torna-se possivel

o crescimento e a disseminacao levando a consequente infecao (Kong et al., 2016)

S. aureus adquiriu facilmente resisténcia a antibioticos, sendo que a primeira resisténcia
descrita foi a penicilina. Dois anos depois da introducdo da meticilina para tratar S. aureus
resistente a penicilina, foi relatado Meticillin-resistant S. aureus (MRSA) (Ribeiro de Souza da
Cunha and Ustulin, 2011). A vancomicina foi posteriormente introduzida, contudo S. aureus

também conseguiu adquirir resisténcia (Ribeiro de Souza da Cunha and Ustulin, 2011).

S. aureus possui também a capacidade de sobreviver em equipamentos médicos, como por
exemplo, cateteres e proteses de valvulas cardiacas, através da formacéo de biofilmes. Estes,
por sua vez, podem levar a infecdes graves que podem implicar a remocao ou substituicao do
dispositivo (Kiedrowski and Horswill, 2011). Como estas intervencdes envolvem inUmeros

riscos e complicacoes, é necessario evitar a sua formacao.

Os microrganismos presentes nas superficies hospitalares podem também ser transmitidos
para as maos dos auxiliares e profissionais de salde, pacientes e respetivas visitas, originando
infecbes cruzadas e possiveis epidemias (Yuen et al., 2015). As superficies que sao
repetidamente manipuladas sao os principais reservatérios de MRSA em ambientes
hospitalares, sendo que as camas das enfermarias e 0os seus respetivos componentes sao os
locais frequentemente contaminados pelo mesmo microrganismo, no entanto, também pode

contaminar macanetas de portas, medidores de pressao arterial, teclados dos computadores
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entre outros (Yuen et al., 2015). Tais fatos reforcam a necessidade de encontrar agentes

antimicrobianos mais eficazes.

1.5. Compostos de origem natural

A medicina tradicional, particularmente a fitoterapia, tem desempenhado um papel
importante na salde e bem-estar do ser humano. Os medicamentos fitoterapéuticos sao a
forma mais antiga da medicina e sdo fundamentais para os sistemas medicinais especificos de
cada cultura, particularmente na China e na india (Mehta et al., 2015). Atualmente, mais de
25 % das drogas farmacéuticas derivam de produtos de origem natural utilizadas devido as
suas diferentes propriedades, nomeadamente, sedativas, analgésicas, antitlssicas, entre
outras (Lubbe and Verpoorte, 2011). Por outro lado, os compostos de origem natural podem
ser desenvolvidos como nutracéuticos, como por exemplo os componentes da uva vermelha
pelas suas propriedades antioxidantes. Os oOleos essenciais, constituidos por inUmeros
compostos das plantas, tém varias atividades bioldgicas e por isso sdo usados em diferentes
indistrias, designadamente, na induUstria alimentar como agentes aromatizantes, na
cosmética como agentes de fragrancia e na industria farmacéutica pelas suas propriedades
funcionais, principalmente a atividade antimicrobiana (Lubbe and Verpoorte, 2011). Assim,
tendo em conta as diversas propriedades e as possibilidades de aplicacao dos compostos de
origem natural, tém havido um interesse crescente da sua utilizacdo como agentes

antimicrobianos na inddstria alimentar e farmacéutica.

Os alimentos frescos, designadamente, carne, peixe, marisco e produtos horticolas possuem
um tempo de armazenamento limitado, mesmo quando ja se encontram prontos a comer ou
prontos a cozinhar. Assim sendo, a adicao de conservantes sintéticos € vista como necessaria
para evitar a detioracdo e o crescimento de bactérias nos mesmos (Sultanbawa, 2011).
Contudo, o uso destes agentes é interpretado de forma negativa pelos consumidores (Dhiman
et al., 2016) e a identificacado de novos agentes implica elevados custos e algumas
dificuldades técnicas (Allen et al., 2016). Assim, a utilizacdo de compostos naturais para
reduzir bactérias patogénicas nos alimentos parece ser uma alternativa promissora. Para além
disso, os compostos naturais sao considerados como GRAS (Generally Recognized as Safe) e
sao mais facilmente aceites pelos consumidores (Campos et al., 2011). Neste sentido, o uso
de agentes antimicrobianos de origem natural, como conservantes alimentares, comeca a
emergir de modo a prolongar a vida de armazenamento do alimento bem como melhorar a
seguranca alimentar (Sultanbawa, 2011). Os oleos essenciais de especiarias, nomeadamente
de orégaos, tomilho e manjerona mostraram ter atividade sobre S. aureus, podendo ser
usados na producdo alimentar em alternativa aos conservantes sintéticos, limitando o
crescimento das bactérias e ao mesmo tempo aumentar o periodo de validade de alguns

alimentos (Marques et al., 2015; Pesavento et al., 2015).
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Relativamente ao sector clinico, os compostos de origem natural mostram ser uma alternativa
promissora para colmatar a falta de agentes antimicrobianos eficazes no controlo e
tratamento de infe¢des causadas por microrganismos resistentes. Diversos dleos essenciais,
como por exemplo o de coentros e de eucalipto, mostraram ter atividade antibacteriana
sobre estirpes de A. baumannii mesmo a baixas concentracées, demonstrando um elevado

potencial antimicrobiano (Luis et al., 2016; Silva et al., 2011b).
1.5.1. Resveratrol

O resveratrol (3,4°,5,-trihidroxiestilbeno) é um polifenol natural presente nas uvas e seus
derivados, pistacios, amendoins, amoras, mirtilos, chocolate negro, entre outros,
encontrando-se contudo em maior concentracao nas sementes e na pele das uvas. Desta
forma, o vinho tinto destaca-se pelo seu elevado contelido do composto, uma vez que durante
a sua producao, todo o bago € sujeito a fermentacdo. A extracao do resveratrol, bem como a
sua solubilidade é facilitada pela formacdo do alcool durante a fermentacdo das uvas
(Fernandez-Mar et al., 2012; Gambini et al., 2015).

O resveratrol é uma fitoalexina de baixo peso molecular, 228,25 g/mol, que é produzido
quando as plantas sao sujeitas a condicoes adversas, principalmente, quando existe um stress
biotico, como por exemplo o ataque de microrganismos, ou abiotico como tratamentos

quimicos (Fernandez-Mar et al., 2012; Gambini et al., 2015).

A estrutura quimica do resveratrol contém uma ligacdo dupla que da origem a duas formas
isoméricas, cis e trans (Figura 2). O isdbmero trans é a forma predominante na natureza e mais
estavel a nivel esterioquimico, porém a isomerizacao cis pode ocorrer quando o isémero trans

€ exposto a luz solar ou artificial (Gambini et al., 2015).

OH
HO

OH OH
OH

trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Figura 2: Estrutura quimica dos isomeros trans e cis-resveratrol. (Gambini et al., 2015)

Dadas as suas caracteristicas fisicas e quimicas, o resveratrol pode atuar em diversos tipos de
células através de varios mecanismos de acao atuando em diferentes alvos celulares. Dado
que é pouco soluvel em agua pode atravessar passivamente as membranas celulares (Brittes
et al., 2010) ou pode mesmo interagir com os recetores de membrana, cujas interacoes

podem levar a ativacao de vias de sinalizacdo que desencadeiam mecanismos intracelulares
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(Gambini et al., 2015). Desta forma, o resveratrol exerce diversos beneficios sobre a saude
humana, atuando como agente antioxidante, cardioprotetor, anticancerigeno, antidiabético,
neuroprotetor e anti-envelhecimento. Este composto possui também propriedades anti-

inflamatdrias e antimicrobianas (Gambini et al., 2015; Paulo et al., 2011).

O resveratrol apresenta atividade antimicrobiana sobre bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e fungos (Lee and Lee, 2014; Paulo et al., 2010). Varios estudos demonstram que o
modo de acao do resveratrol pode ser bacteriostatico (Ferreira and Domingues, 2016; Paulo et
al., 2010), mas também bactericida (Ferreira et al., 2014; Martini et al., 2011; Nawrocki et
al., 2013), dependendo dos microrganismos envolvidos, da concentracao de resveratrol e da
fase de crescimento em que as células se encontram (Ferreira et al., 2014; Paulo et al.,
2010). Paulo e colegas verificaram a acado bacteriostatica do resveratrol sobre varias
bactérias, nomeadamente Bacillus cereus, Enterococcus faecalis e S. aureus (Paulo et al.,
2010). Ferreira e colaboradores verificaram que o resveratrol possuia atividade bactericida
sobre Arcobacter, tendo observado uma diminuicdo da sua atividade metabdlica e um
decréscimo do conteldo de ADN intracelular, o que podera significar que o resveratrol esteja
envolvido na inibicao da sintese do ADN (Ferreira et al., 2014). Para além disso, o resveratrol
pode também atuar como um inibidor das bombas de efluxo (Ferreira et al., 2014),

demonstrando assim a sua possivel acao sobre diversos alvos celulares.

Ferreira e Domingues verificaram que o resveratrol possui atividade antimicrobiana sobre L.
monocytogenes quer no seu estado plancténico quer em biofilmes. Sendo que esta bactéria
contamina carnes e legumes, as investigadoras avaliaram a eficacia antimicrobiana do
resveratrol em modelos alimentares (alface e frango) e mostraram que o composto inibiu o
desenvolvimento de crescimento de L. monocytogenes em ambos os sistemas modelos
(Ferreira and Domingues, 2016). Desta forma, o resveratrol apresenta um elevado potencial
para ser utilizado como conservante alimentar alternativo no controlo de microrganismos que

normalmente contaminam alimentos, agindo também como um antioxidante natural.

Numa outra perspetiva, na agricultura, apos a colheita dos frutos ha uma maior possibilidade
do apodrecimento dos mesmos devido a senescéncia natural e ao ataque dos microrganismos.
Por isso, durante o armazenamento € necessario aplicar pesticidas sintéticos, mas que
contudo trazem riscos a saude humana e efeitos indesejaveis ao ambiente. A utilizacdo de
moléculas produzidas pelas plantas como defesa contra pragas parece ser uma solucao
plausivel para controlar a deterioracdo dos frutos (Jiménez et al., 2005). Jiménez e
colaboradores aplicaram exogenamente uma solucao de resveratrol em uvas, e outros frutos
que normalmente nao acumulam este metabolito, nomeadamente, macas, abacates,
pimentos e tomates. Verificaram que a aplicacdo exodgena de resveratrol reduziu o
crescimento de fungos e aumentou o tempo de armazenamento sem afetar a qualidade

nutricional da fruta. Mostraram também que o resveratrol reduz as perdas de agua quer pela
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preservacao da integridade da pele da fruta, quer pela producdao dum revestimento que

rodeia o fruto, atuando como agente impermeabilizante (Jiménez et al., 2005).
1.5.2. Linalool

De forma semelhante ao resveratrol, os o6leos essenciais também tém sido descritos como
importantes agentes antimicrobianos naturais no controlo de diversos microrganismos. Estes
sdo constituidos por varios componentes volateis resultantes do metabolismo secundario de
plantas aromaticas e medicinais (Faleiro M.L., 2011). Os éleos essenciais podem ser extraidos,
normalmente por destilacao, de varias partes das plantas, nomeadamente, folhas, flores e
frutos (Calo et al., 2015), sendo que a composicdo do 6leo essencial depende nao so de que
parte é que é extraido, mas também da localizacao geografica e das condicdes climatéricas

do local de origem das plantas (Munoz-Bertomeu et al., 2007).

0 coentro (Coriandrum sativum) é uma planta utilizada como especiaria na culinaria, sendo
que o oleo essencial obtido a partir das suas sementes é usado na perfumaria, na cosmética
mas também como ingrediente alimentar e agente aromatizante em preparacoes
farmacéuticas (Duarte et al., 2012; Silva et al., 2011b). O oleo essencial de coentros
apresenta atividade antifungica e antibacteriana, nomeadamente contra bactérias Gram-
positivas (S. aureus) e Gram-negativas (A. baumannii) (Silva et al., 2011a, 2011b). A nivel
bacteriano, Silva e colaboradores sugeriram que o principal mecanismo de acdo do oleo
essencial de coentros é a permeabilizacdo da célula, resultando no comprometimento de
outras funcoes celulares, que em Ultima instancia pode levar a morte celular (Silva et al.,
2011b).

Os oleos essenciais podem conter entre 20 a 60 componentes e por isso sao considerados
misturas naturais complexas. Contudo, existem compostos que se destacam por se
encontrarem em concentracoes superiores em relacao aos restantes (Bakkali et al., 2008). O
linalool é um desses exemplos, ja que é o componente maioritario de alguns o6leos essenciais,
principalmente o de C. sativum (64,38 %) e Ocimum basilicum (42,1 %) (Silva et al., 2011a;
Snoussi et al., 2016). Para além destes, o dleo essencial de Lavandula latifolia também possui
uma elevada concentracao de linalool, entre 15,1 % a 54,7 %, dependendo da regiao onde a
lavanda foi colhida (Muhoz-Bertomeu et al., 2007). De um modo geral, os compostos
principais sao os que fornecem as propriedades bioldgicas dos dleos essenciais, sendo que
alguns estudos demonstraram que a atividade antimicrobiana dos oleos essenciais esta
relacionada com a atividade dos seus componentes maioritarios (Bakkali et al., 2008; Calo et
al., 2015; Herman et al., 2015).
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A atividade antimicrobiana dum oleo essencial pode ser maior ou menor consoante os seus
constituintes e as suas respetivas concentracdes. Nalguns casos a atividade do 6leo essencial
€ maior do que os seus constituintes ativos. Um estudo mostrou que o o6leo essencial de
Thymus vulgaris teve maior atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos do que o
linalool (Herman et al., 2015). Todavia, o contrario também pode ocorrer, sendo que no
mesmo estudo os investigadores verificaram que o linalool possuiu maior atividade
antimicrobiana contra S. aureus, E. coli e C. albicans do que o 6leo essencial de Lavandula
angustifolia, com 36,97 % de linalool (Herman et al., 2015). Um outro estudo evidenciou a
maior eficacia do linalool sobre estirpes clinicas de C. albicans, comparativamente ao 6leo
essencial de L. angustifolia. Observou-se também que em estirpes de referéncia de C.
albicans o linalool teve um acdo fungicida em 30 segundos, enquanto o oOleo essencial
necessitou de 15 min (D’Auria et al., 2005). Por outro lado, dentro do mesmo éleo podem
existir compostos que possuem maior eficacia comparativamente aos restantes. Numa
investigacao mais recente, o linalool apresentou melhor atividade antibacteriana contra
estirpes de A. baumannii, quando comparado a outros compostos presentes no 6leo essencial
de C. sativum (Alves et al., 2016).

O linalool € um alcool monoterpeno (Figura 3) utilizado como ingrediente de cosméticos,
nomeadamente, perfumes, champos, sabonetes, cremes e também em produtos domésticos,
principalmente detergentes (Herman et al., 2015; Letizia et al., 2003). O linalool apresenta
atividade antioxidante e anti-inflamatodria, mas também antifingica e antibacteriana, sendo
ativo contra bactérias Gram-positivas e negativas (Alves et al., 2016; Duarte et al., 2015b;
Herman et al., 2015; Peana et al., 2002).

OH

Figura 3: Estrutura quimica do linalool. (Letizia et al., 2003)

De entre as diversas propriedades do linalool, este demonstrou inibir o quorum-sensing (QS)
(Duarte et al., 2015b), que é um sistema de comunicacao entre bactérias, que permite que
comuniquem e funcionem como uma entidade Unica, protegendo-as de condicdes adversas
(Mukherji and Prabhune, 2014) e parece estar envolvido na formacao de biofilmes. Neste
sentido, ao interferir com o sistema QS o linalool pode alterar a regulacao da formacao de

biofilmes. Tal foi verificado na investigacao de Alves e colegas, em que o linalool inibiu nao
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s0O a formacdo de biofilmes como também dispersou biofilmes pré-estabelecidos de A.
baumannii (Alves et al., 2016). Porém, em biofilmes bacterianos o efeito do linalool depende
nao s6 da concentracdo utilizada, mas também do microrganismo, sendo que em bactérias
Gram-negativas o linalool apresenta melhor atividade comparativamente a Gram-positivas
(Alves et al., 2016; Budzynska et al., 2011). Assim, dado que o linalool apresenta atividade
antimicrobiana e antibiofilme, o mesmo parece ser uma alternativa promissora aos agentes

antimicrobianos frequentemente usados.

Na literatura, tém sido descritas algumas interacdes entre o linalool e outros constituintes de
oleos essenciais, mas também entre o linalool e oleos essenciais. Bassolé e colegas
verificaram uma interacado sinérgica entre o linalool e o eugenol contra Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, e uma interacao aditiva entre o linalool e o mentol contra as
mesmas bactérias (Bassolé et al., 2010). Por outro lado, Herman e colegas observaram uma
interacdo sinérgica entre o oleo essencial de Syzygium aromaticum e o linalool contra P.
aeruginosa, com a mesma combinacao desencadeando um efeito aditivo contra E. coli e S.
aureus (Herman et al., 2015). Os mesmos investigadores concluem que a adicao do linalool a
oleos essenciais ndao s6 melhora substancialmente a eficacia antimicrobiana como também
permite a reducao das concentracoes utilizadas de ambos, podendo-se assim tirar partido dos

seus efeitos sinérgicos e aditivos (Herman et al., 2015).

Tendo também em conta as atividades antimicrobianas descritas, o linalool apresenta
potencial no controlo de microrganismos, nomeadamente bactérias consideradas
problematicas a nivel hospitalar. Assim, torna-se importante o estudo do potencial sinérgico

de linalool e desinfetantes, como forma de aumentar a eficacia do desinfetante.
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Capitulo 2 - Objetivos

O objetivo global deste trabalho foi a exploracdo da possivel aplicacdao de resveratrol e
linalool como agentes de controlo de bactérias patogénicas, fornecendo dados para o

desenvolvimento futuro de aplicacées destes compostos naturais.

Nos ultimos anos, tem-se dado foco a investigacdo relativa a possivel utilizacao dos compostos
de origem natural para reduzir a contaminacao ou desenvolvimento de bactérias patogénicas
nos alimentos. Contudo, pouco se conhece sobre os mecanismos de resisténcia homoéloga e
resisténcia cruzada relativa a compostos naturais. Assim, numa primeira parte este trabalho

tem os seguintes objetivos especificos:

e Esclarecer se o uso de concentracoes subletais de resveratrol pode influenciar o
desenvolvimento de resisténcia a antibioticos e desinfetantes em L. monocytogenes e
S. aureus.

e Avaliar se baixas concentracées de resveratrol podem induzir protecao celular em

condicOes adversas, nomeadamente baixo pH e temperatura elevada.

Por outro lado, sabe-se que os desinfetantes sdo indispensaveis no controlo da infecdo em
ambientes clinicos. No entanto, tem-se verificado um aumento das resisténcias dos
microrganismos a estes produtos. Assim, torna-se fundamental a pesquisa de novos agentes
antimicrobianos, bem como novas combinacdes. Deste modo, tem-se como objetivo

especifico:

e Avaliar o possivel efeito sinérgico entre o linalool e desinfetantes, utilizados

habitualmente na pratica clinica, em S. aureus e A. baumannii.
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Capitulo 3 - Materiais e Métodos

3.1. Microrganismos

No trabalho laboratorial foram utilizadas trés estirpes de referéncia, nomeadamente

Acinetobacter baumannii LMG 1025 e Listeria monocytogenes LMG 16779 obtidas da colecao

BCCM/LMG Bacteria collection, e Staphylococcus aureus ATCC 25923.

3.2. Armazenamento e preparacao das estirpes

As estirpes utilizadas foram armazenadas em tubos criogénicos a uma temperatura de - 80 °C

em meio adequado com glicerol, de forma a minimizar o risco de alteracao da suscetibilidade

aos antimicrobianos (CLSI, 2012). Antes da realizacao dos ensaios, as estirpes foram

subcultivadas em meio Tryptic Soy Agar (TSA) ou Mueller-Hinton Agar (MHA), dependendo do

método e/ou do microrganismo, por forma a obter uma cultura pura e garantir o crescimento

otimo.

3.3. Agentes antimicrobianos

Para a realizacdo deste trabalho utilizaram-se varios agentes antimicrobianos, nomeadamente

antibidticos, desinfetantes e compostos de origem natural, que se encontram na tabela 1.

Tabela 1: Agentes antimicrobianos utilizados no trabalho laboratorial.

Agente antimicrobiano Grau de pureza Fornecedor
Ampicilina (sal de sodio) Nzytech
Antibiéticos Eritromicina Sigma-Aldrich
Hidrocloreto de vancomicina Sigma-Aldrich
Acido peracético 39% Sigma-Aldrich
Cloreto benzalcoénio Sigma-Aldrich
Desinfetantes Clorohexidina digluconato 20 % Sigma-Aldrich
Hipoclorito de sddio 10-15 % de cloro disponivel  Sigma-Aldrich
Compostos de Resveratrol >98 % TCL
origem natural Linalool 97 % Sigma-Aldrich
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3.4. Reagentes

Para além dos agentes antimicrobianos, foram utilizados outros reagentes que se apresentam

na tabela 2.

Tabela 2: Lista dos reagentes utilizados no trabalho laboratorial.
Reagente Grau de pureza Fornecedor
Agar - Conda
Tryptic Soy Broth (TSB) - Merck KGaA
Mueller-Hinton Broth (MHB) - Liofilchem
Dimetilsulfoxido (DMSO) - Fisher Chemical
Cloreto de sodio - Fisher Chemical
Acido cloridrico 37 % Fisher Chemical

3.5. Equipamentos

Para a elaboracdao de todos os procedimentos, também foi necessario recorrer a alguns

equipamentos que se encontram descritos na tabela 3.

Tabela 3: Lista de equipamentos utilizados.

Equipamento Marca e Modelo

Autoclave Uniclave 88

Balanca analitica Sartorius CP 225 D

Balanca de precisao KERN PLJ 510 - 3M

Contador de colonias P-Selecta Digital S

Banho térmico Nahita Digital Water Bath 601/12
Densitometro Biosan DEN-1B McFarland Densitometer
Estufa (37 °C) Binder

Espectrofotometro Pharmacia Biotech - Ultrospec 3000
Incubador Orbital Aralab - Agitorb 200

Medidor de pH Thermo Scientific Orion Star A211 pH Meter
Micro-centrifuga Hettich Mikro 200 R V1.08
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3.6. Avaliacdo da adaptacao ao resveratrol e desenvolvimento

de resisténcias cruzadas

.....

de resisténcia a agentes antimicrobianos e aquisicdo de protecao contra condicbes adversas
foi avaliada em duas bactérias de relevancia no sector alimentar, L. monocytogenes e S.

aureus. O processo global encontra-se esquematizado na figura 4.

Determinagao da Adaptacao das Apos a 4 passagem
CMI e CMB para o > estirpes ao —> alixealhxCM
resveratrol resveratrol de resveratrol

/N

Determinacao da CMI Avaliacao da
para resveratrol, tolerancia a
desinfetante e condicoes adversas
antibioticos (pH 2,4 e 55 °C)

Figura 4: Processo global realizado para avaliar a influéncia do resveratrol sobre S. aureus e L.

.....

método de microdiluicdo, segundo a norma M07-A9 do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSIl), com algumas alteracoes (CLSI, 2012). Para tal realizaram-se diluices
sucessivas (1:2) do resveratrol, numa placa estéril de 96 pocos, contendo 50 pL de meio
Tryptic Soy Broth (TSB). O intervalo de concentracdes testadas de resveratrol foi de 400 a
3,125 pg/mL. De forma a aumentar a solubilidade do resveratrol, o composto foi previamente
dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO), sendo que a concentracao final deste composto nunca
excedeu 2 % (v/v). As bactérias foram cultivadas em meio TSA, e incubadas a 37 °C durante
cerca de 24 h. Apos este periodo, procedeu-se a suspensdo das bactérias numa solucdo de
cloreto de sodio (0,85 %), e ajustou-se a turbidez da suspensao a 0,5 unidades de McFarland.
De seguida, o inodculo foi diluido em meio TSB de modo a obter uma suspensao celular com
aproximadamente 1 x 10® UFC/mL. Assim, apos a distribuicio de 50 pL de inoculo diluido,
cada poco continha uma concentracdo final de 5 x 10° UFC/mL. Como controlo positivo

utilizaram-se pocos com meio TSB e inoculo e como controlo negativo utilizaram-se pocos
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com meio e resveratrol. A placa foi incubada a 37 °C durante 16 a 20 h. Definiu-se como CMI,
a concentracao mais baixa de resveratrol que inibiu o crescimento das bactérias detetado a
olho nu. Os ensaios foram efetuados em triplicado realizando-se pelo menos trés ensaios

independentes.
3.6.2. Determinacao da concentracao minima bactericida (CMB)

Apos os ensaios da determinacdo da CMI, de forma a avaliar a CMB, foram pipetados 20 pL de
cada poco, sem crescimento, para placas de TSA. Incubaram-se as placas overnight a 37 °C.
Posteriormente contaram-se o numero de colénias que cresceram a partir de cada poco e
determinaram-se as unidades formadoras de colonias por mL (UFC/mL). A CMB foi
considerada como a concentracao mais baixa de resveratrol que levou a uma reducao de 99,9

% em relacdo ao indculo inicial (Paulo et al., 2010).
3.6.3. Adaptacao das estirpes ao resveratrol

A adaptacdo das estirpes ao resveratrol foi efetuada conforme descrito por Apoldnio e
colegas, com algumas alteracdes (Apolonio et al., 2014). As estirpes bacterianas foram
repicadas para placas de meio TSA, e incubadas a 37 °C durante 15 h. Apos este periodo,
foram inoculados 10 mL de meio TSB, num erlenmeyer de 50 mL, e incubados num orbital a
37 °C, 250 rpm, durante aproximadamente 15 h. No fim da incubacao, centrifugaram-se 300
pUL de cada cultura a 2790 x g, durante 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi removido e o
deposito celular ressuspendido em meio TSB suplementado com 50 pg/mL de resveratrol (4 x
CMI). Por sua vez, este foi utilizado para inocular 10 mL de meio TSB suplementado com a
mesma concentracao de resveratrol. Os tubos foram incubados a 37 °C durante 24 h. Durante
quatro dias, as células foram transferidas sequencialmente para meio fresco de TSB
(suplementado com 50 pg/mL de resveratrol), procedendo como descrito. O crescimento
bacteriano foi acompanhado, a cada passagem, pela medicao da densidade otica a 600 nm as
0 h e as 24 h de incubacdo. Apds quatro passagens na mesma concentracdo de resveratrol, as
bactérias foram transferidas para meio TSB suplementado com o dobro da concentracao
anterior, ou seja, 100 pg/mL (¥2 x CMI), e assim sucessivamente até haver auséncia de
crescimento bacteriano (Apolonio et al., 2014). Tal como na subsecado 3.6.1. a concentracao
de DMSO nunca excedeu os 2 % (v/v). Os ensaios foram acompanhados por um controlo do
crescimento em que as bactérias cresceram apenas em meio TSB, e um controlo de solvente
em que as células cresceram na presenca de DMSO a concentracdo usada no ensaio.

Realizaram-se pelo menos trés ensaios independentes.
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3.6.4.  Determinacao da concentracao minima inibitoria apés adaptacao

das estirpes

Para determinacao da CMI do resveratrol, desinfetante e antibioticos, ao longo do ensaio da
adaptacao ao resveratrol, procedeu-se de modo semelhante ao anteriormente descrito no
ponto 3.6.1, com a excecao de que o indculo foi preparado usando a suspensdo celular do
ensaio de adaptacao ao resveratrol. Para tal, centrifugou-se 1 mL de cada suspensao (8000 x
g, 5 min, 4 °C), removeu-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o depdsito celular em solucao

salina (NaCl a 0,85%), acertando-se posterior o indculo a 0,5 unidades de MacFarland.

Os intervalos de concentracao testados foram 400-6,25 pg/mL para o resveratrol, 16-0,25
pg/mL para o cloreto de benzalconio, 16-0,008 pg/mL para a ampicilina e eritromicina, e 64-

0,031 pyg/mL para a vancomicina.
3.6.5. Avaliacao da tolerancia a condicoes adversas

Apds a 4* passagem a % e a %2 x CMI de resveratrol (concentragdes subinibitdrias), as células
adaptadas foram sujeitas a condicoes adversas: pH acido (2,4) e temperatura de 55 °C. Para
tal, recolheram-se as células por centrifugacdo (5 min, 4 °C) de um volume adequado das
suspensoes celulares. Os depositos celulares foram lavados com meio TSB uma vez antes da

sua suspensao em meio TSB a uma concentracdo de cerca de 108 UFC/mL.
3.6.5.1. Tolerancia ao acido

Com o objetivo de avaliar a tolerancia das células a condicdes acidas, usou-se uma
metodologia previamente descrita por Lundén et al. (2008) acidificando meio TSB a um pH de
2,4 com acido hidrocloridrico a 1 M (Lundén et al., 2008). Foram pipetados 4950 uL de meio
acidificado para tubos de vidro e adicionou-se 50 pL das suspensdes para os respetivos tubos,
tendo sido mantidos a uma temperatura de 25 °C durante todo o procedimento. A viabilidade
celular foi acompanhada pela recolha de amostras aos tempos de incubacao de 0, 5, 10, 15 e
30 min para S. aureus; e 0, 30, 60 e 120 min para a L. monocytogenes. Para contagem das
células viaveis, procedeu-se a realizacdo de diluicdes sucessivas de 1:10 em tampao fosfato
salino a pH 7,5 (Phosphate buffered saline - PBS) em placa de 96 pocos, posteriormente
pipetaram-se 10 pL de cada poco e inocularam-se placas de TSA. As UFC foram contadas apds
a incubacao das placas a 37 °C durante 48 h. O ensaio foi realizado usando células resultantes
do método da adaptacao, tendo sido também acompanhado pelos controlos do crescimento e

do solvente. Realizaram-se pelo menos trés ensaios independentes.
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3.6.5.2. Tolerancia ao calor

Para avaliar a resposta das células a stress térmico, submeteram-se a uma temperatura de
55°C, para tal procedeu-se de modo semelhante ao método anteriormente descrito, com
algumas diferencas (Lundén et al., 2008). Foram pipetados 4950 pL de meio TSB nao
acidificado para tubos de vidro e adicionou-se 50 pL das suspensoes para os respetivos tubos,
tendo estes sido incubados a uma temperatura de 55 °C num banho de agua termostatizado. A
viabilidade celular foi acompanhada pela recolha de amostras aos tempos de incubacao de 0,
10, 20, 30 e 40 min para S. aureus e 0, 10, 20, 30, 40 e 60 min para a L. monocytogenes. As
diluicbes das amostras foram efetuadas em meio TSB, e a contagem de células viaveis

realizada de acordo com o descrito no ponto 3.6.5.1.

3.7. Avaliacdo do potencial sinérgico entre linalool e

desinfetantes

O potencial sinérgico entre o linalool e desinfetantes foi avaliado determinando-se
inicialmente as concentracées minimas inibitorias (CMI) para os varios agentes
antimicrobianos, sendo que posteriormente recorreu-se ao método de checkerboard de forma

a estudar possiveis efeitos sinérgicos.
3.7.1. Determinacao da concentracao minima inibitoria (CMI)

A determinacdo da CMI para linalool e desinfetantes (acido peracético, cloreto de
benzalconio, clorohexidina digluconato e hipoclorito de sodio) foi realizada de forma
semelhante ao descrito na subsecao 3.6.1., usando-se o meio MHB tal como descrito pela
norma M07-A9 (CLSI, 2012), suplementado com DMSO numa concentracdo maxima de 2 % (v/v)
por forma a aumentar a solubilidade do linalool. As concentracdes testadas foram 32 a 0,25
pL/mL para o linalool; 0,078 a 6,09 x 10* % (v/v) para o acido peracético; 32 a 0,25 pg/mL
para o cloreto de benzalcénio; 0,020 a 3,75 x 10° % (v/v) para a clorohexidina digluconato; e

5a 0,039 % (v/v) para o hipoclorito de sodio.
3.7.2. Ensaios de sinergismo

Para avaliar o possivel efeito sinérgico entre o linalool e os desinfetantes, recorreu-se ao
método de chekerboard. Para tal foi necessario preparar duas placas de 96 pocos. Numa delas
realizaram-se as diluicoes sucessivas do linalool na direcao horizontal, enquanto na outra
fizeram-se as diluicdes sucessivas do desinfetante em estudo na direcao vertical, utilizando-
se meio MHB para efetuar as diluicbes de cada composto. As concentracoes testadas para o

linalool e para cada desinfetante foram escolhidas consoante os valores de CMI determinados
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anteriormente. Apods a preparacao das placas, transferiu-se 50 pL de cada coluna da segunda
placa (com o desinfetante) para a coluna correspondente da primeira placa (com o linalool).
A partir de uma cultura bacteriana, cultivada em MHA, realizou-se uma suspensao celular em
solucao salina a 0,85%, ajustando-se a turbidez a 0,5 unidades de MacFarland e fez-se uma
diluicao 1:67 do indculo em meio MHB. Adicionou-se 50 pL do inoculo diluido a todos os pocos,
de modo a obter uma concentracao celular final de 5 x 10° UFC/mL e 150 pL de volume final
por cada poco. O controlo negativo continha apenas 150 pL de meio MHB, enquanto o controlo
positivo era constituido por 100 pL de meio MHB e 50 pL de indculo. Incubou-se a placa a 37
°C durante 16 a 20 h (Duarte et al., 2012). Apos o periodo de incubacdo, registaram-se os

valores da CMI de cada composto isolado e na combinacao.

A concentracao inibitéria fracionada (CIF) é definida pelo racio entre a CMI na combinacdo
dos dois compostos e a CMI do composto sozinho. Dado que, cada checkerboard gera
diferentes combinacdes, utilizou-se os valores de CIF das combinacdes mais eficazes para
linalool e cada desinfetante foi definido pelo ICIF, e resulta da soma da CIF do linalool e do

desinfetante (equacao 1).

ICIF = CIF linalool + CIF desinfetante

__ CMllinalool combinagio CMI desinfetante combinagdo ( )

CMI linalool isolado CMI desinfetante isolado

O efeito da interacao entre os dois compostos foi considerado sinérgico quando ICIF<0,5;
aditivo quando 0,5<ICIF<1; subtrativo quando 1<ICIF<4 e antagonico quando ICIF>4 (Duarte et

al., 2012). Realizaram-se pelo menos trés replicados independentes.

3.8. Analise estatistica

Os dados relativos ao efeito da adaptacdo ao resveratrol no crescimento bacteriano e a
avaliacao da aquisicaio de protecao contra condicoes adversas em S. aureus e L.
monocytogenes, foram analisados estatisticamente, recorrendo ao GraphPad Prism 6.01, para

determinar diferencas significativas (p <0,05) utilizando ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

26



Capitulo 4 - Resultados e Discussao

4.1. Atividade antimicrobiana do resveratrol

4.1.1.  Concentracao Minima Inibitdria do resveratrol

L. monocytogenes e S. aureus sdao duas das espécies bacterianas que tém suscitado
preocupacdo na area alimentar, pois a contaminacdo de alimentos pelas mesmas pode
originar doencas que sdao uma das causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo
(WHO, 2015). Dado o aumento de resisténcias dos microrganismos aos varios grupos de
agentes antimicrobianos, atualmente disponiveis, torna-se fundamental encontrar
alternativas eficazes. O resveratrol foi apresentado e recomendado como potencial
conservante alimentar devido as suas propriedades antimicrobianas contra S. aureus (Paulo et
al., 2010) e L. monocytogenes (Ferreira and Domingues, 2016), logo é importante estudar a
capacidade de adaptacao e desenvolvimento de resisténcias por parte destes microrganismos

a este composto.

Para avaliar a suscetibilidade de uma determinada bactéria a um agente antimicrobiano
podem ser utilizados métodos de diluicio em meio sélido ou em meio liquido. O método mais
comum € a diluicdo em meio liquido, onde se incorpora diferentes concentracdes do agente
em estudo em tubos ou em placas de 96 pocos. O indculo é adicionado e apds incubacdo
mais baixa do agente antimicrobiano que inibe o crescimento visivel de um microrganismo
(CLSI, 2012). Neste trabalho, testou-se um intervalo de concentracoes de resveratrol entre
400 a 3,125 pg/mL, sendo que a 200 pyg/mL foi determinada como a CMI para S. aureus ATCC
25923 e L. monocytogenes LMG 16779, o que esta de acordo com o previamente descrito

(Ferreira and Domingues, 2016; Paulo et al., 2010).
4.1.2. Concentracao Minima Bactericida do resveratrol

Apds a determinacao da CMI, procedeu-se a um subcultivo dos pocos onde nao se observava
crescimento visivel para meio solido na auséncia de agente antimicrobiano. A concentracao
minima bactericida é definida como a concentracdo necessaria para reduzir em 99,9% o
indculo inicial (Paulo et al., 2010). Pelos resultados obtidos, verificou-se que a CMB para as
duas espécies, S. aureus e L. monocytogenes, foi maior que 400 pg/mL. Devido a baixa
solubilidade do resveratrol nao foi possivel testar concentracoes superiores a 400 pg/mL
aquando da determinacao da CMI, e assim nao foi possivel determinar a CMB. Esta limitacao
no intervalo a testar devido a baixa solubilidade do composto ja também tinha sido

previamente verificada por Paulo e colaboradores (Paulo et al., 2010).
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4.1.3. Adaptacao de Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes ao

resveratrol

O resveratrol possui varias propriedades benéficas para a saide humana, podendo atuar como
agente antioxidante, cardioprotetor, anticancerigeno, antidiabético, neuroprotetor e anti-
envelhecimento (Gambini et al., 2015). Para além destas, o resveratrol também possui
atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos (Lee and Lee, 2014; Paulo et al., 2010).
Contudo nao se sabe se a utilizacdo de concentracdes subinibitorias deste composto pode
levar a adaptacao a condicoes adversas, bem como a resisténcia homologa e cruzada,

podendo assim condicionar a sua aplicacdo como conservante a nivel da indUstria alimentar.

Para avaliar a influéncia da exposicao continua das bactérias S. aureus e L. monocytogenes ao
resveratrol na aquisicao de resisténcia ao mesmo, as estirpes bacterianas foram submetidas a
foram iniciados com resveratrol numa concentracdao de % x CMI, ou seja, 50 pg/mL. Apds
quatro passagens, as células foram expostas ao dobro da concentracdo de resveratrol (100
pg/mL), e assim sucessivamente. O crescimento foi acompanhado pela medicdo da DO as 0 h
e as 24 h, utilizando o meio de cultura como branco. Os ensaios deram-se por terminados
quando houve auséncia de crescimento bacteriano, isto €, quando a DO as 24 h foi igual a DO
as 0 h. A variacdo no crescimento de S. aureus e L. monocytogenes a concentracoes

..........

ao resveratrol, encontra-se indicada nas tabelas 4 e 5, respetivamente.
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resveratrol.
Concentrac¢ao de Resveratrol
Passagem Ya x CMI Y2 x CMI 1x CMI 1,5 x CMI
cc
1° 4,830 + 0,119° 27,529 + 1,215%P 29,044 + 0,525* 29,632 + 0,962
2° 25,604 +1,018% 28,849 + 0,434° 28,388 + 0,613?
3° 25,182 + 1,354° 26,491 + 0,670*° 28,107 + 1,348°
4° 25,471 + 1,820° 25,391 + 1,922° 28,062 + 0,929°
cs
1° 4,746 + 0,219° 26,778 + 2,339° 28,418 + 1,252®° 30,389 + 0,354
2° 24,657 + 1,457° 28,021 + 2,029° 29,042 + 2,262°
3° 26,911 = 1,077° 26,478 + 0,765° 28,950 + 0,820°
4° 24,747 + 1,260° 24,374 + 1,770° 27,728 + 0,597°
RV
1° 4,846 + 0,020° 28,581+ 0,601° 2,699+ 0,203*¢  NG*
2° 23,974 + 1,050° 26,946+ 0,968° 4,572+ 1,266™¢
3° 25,825 + 0,862° 27,025+ 2,709° 25,006+ 1,293°
4° 25,418 £ 0,239 26,523+ 0,595° 25,118+ 0,657°

*A variacao no crescimento esta representada como o racio entre a DO as 24 h e a DO as 0 h. NG
significa auséncia de crescimento (No Growth). Os dados sao apresentados como resultado da média de
pelo menos trés replicados independentes + o desvio padrao. Para cada ensaio [controlo do crescimento
(CC), controlo do solvente (CS) e ensaio com resveratrol (RV)] os dados em coluna com letras diferentes
sao significativamente diferentes (P<0,05).

Para além da andlise estatistica que se fez entre as varias passagens de cada ensaio,
procedeu-se também a uma analise comparativa entre todos os ensaios. Na avaliacao da
influéncia do solvente no crescimento verificou-se que nao ha diferenca significativa entre os
controlos (p>0,05), o que significa que o DMSO que tinha a funcao de aumentar a solubilidade

do resveratrol, nao interferiu no crescimento bacteriano.

.....

resveratrol induziu uma adaptacao de S. aureus ao composto, conseguindo-se observar um
decréscimo acentuado do crescimento da 4* passagem a % x MIC para a 1° passagem a 1 x CMI
de resveratrol, porém, da 2* para a 3* passagem a 1 x MIC verifica-se um aumento
significativo no crescimento (p<0,0001), que se mantém até a 4* passagem. Contudo, o
crescimento cessou a 1,5 x CMI. Por outro lado, verificou-se que a exposicao a 1 x CMI de
resveratrol levou a uma diminuicao significativa do crescimento comparativamente aos

controlos, principalmente na 12 e na 2* passagem (p<0,0001).
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A exposicao consecutiva a um agente antimicrobiano pode levar a uma selecao de uma porcao
da populacdo bacteriana que se tornara mais tolerante ao mesmo durante o processo de
adaptacao, nomeadamente devido a alteracdes carateristicas da resisténcia adaptativa, como
por exemplo uma sobre-expressao de bombas de efluxo. O comportamento observado para S.
aureus a 1 x CMI, em que da segunda para a terceira passagem se observa um aumento do
crescimento, pode entao estar associado a alteracoes celulares indicativas de uma adaptacao
ao resveratrol. De facto, a atividade das bombas de efluxo foi previamente descrita como um
mecanismo de resisténcia a este composto em bactérias Gram-negativas, Arcobacter butzleri
e Arcobacter cryaerophilus (Ferreira et al., 2014). Contudo, no caso do S. aureus, o
crescimento acabou por cessar quando se aumentou a concentracao de resveratrol para 1,5 x
CMI, possivelmente, porque adaptacdo nao se tornou suficientemente estavel para que

desencadeasse uma resisténcia a concentracdes superiores.

resveratrol.

Concentracéo de resveratrol

Passagem 14 x CMI 2 x CMI 1 x CMI

cC

1° 8,326 + 0,090° 29,891 + 4,006 33,819 + 0,422%°
2° 23,509 + 2,408% 30,473 + 0,665 31,125 + 0,602°
3° 27,928 + 4,756 32,138 + 1,377° 39,603 + 5,605
4 30,518 + 1,161% 28,646 + 1,915°

cs

1° 8,462 + 0,201° 28,491 + 0,519° 33,367 + 2,396°
2° 24,687 + 3,396 31,169 + 1,047 31,592 + 1,919°
3° 28,503 + 2,990° 29,692 + 2,417° 39,554 + 1,363°
4 31,223 £ 2,175 29,336 + 2,546°

RV

1° 8,241+ 0,162° 21,810 + 1,562° 8,537 + 0,999
2° 23,261 +2,374° 31,050 + 1,254 2,991 + 0,677
3° 26,573 + 1,780% 24,724 + 4,368>°  NG*

4 31,250 + 1,770 25,921 + 0,154*°

*A variacao no crescimento esta representada como o racio entre a DO as 24 h e a DO as 0 h. NG
significa auséncia de crescimento (No Growth). Os dados sao apresentados como resultado da média de
pelo menos trés replicados independentes + o desvio padrdo. Para cada ensaio [controlo do crescimento
(CC), controlo do solvente (CS) e ensaio com resveratrol (RV)] os dados em coluna com letras diferentes
sao significativamente diferentes (P<0,05).
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L. monocytogenes, de forma semelhante mas menos pronunciada que S. aureus, também
aumentou o seu crescimento ao longo das passagens por exposicdo continua a concentracoes
subinibitorias de resveratrol como ¢ indicado na tabela 5, tendo conseguido sobreviver as
primeiras duas passagens a 1 x CMI de resveratrol. Constatou-se que a 1% e 2* passagem de
exposicao a 1 x CMI de resveratrol sao significativamente diferentes (p<0,0001) dos controlos.
Num estudo semelhante, Luz e colegas verificaram que a exposicao de L. monocytogenes a
concentracbes crescentes (ciclos de 24 horas) de oleo essencial de orégdos e de carvacrol
levou a um aumento na capacidade de sobrevivéncia até 2 x CMl e 1 x CMI, respetivamente
(Luz et al., 2012).

Uma das possiveis explicacoes para o facto de o resveratrol ndo ter exercido uma atividade
antimicrobiana tdo eficaz, pode estar relacionada com facto de as células no inicio de cada
passagem ja estarem provavelmente em fase estacionaria, ja que cada passagem da
adaptacao das células ao resveratrol durou 24 horas. Na verdade, sabe-se que as células que
se encontram na fase exponencial estao mais ativas metabolicamente, designadamente no
que diz respeito a sintese de ADN e também ja foi previamente descrito que o mecanismo de
acao do resveratrol em A. butzleri e A. cryaerophilus poderia estar associado a inibicao da
sintese deste acido nucleico, tendo-se verificado que as células que estavam mais ativas
foram as mais suscetiveis ao composto (Ferreira et al., 2014). Assim sendo, pode pressupor-se
que nao exerceu uma atividade antimicrobiana tao eficaz como se as células se encontrassem
na fase exponencial de crescimento, sendo prolongado o crescimento durante duas passagens

a 1 x CMI, no entanto, sem indicacdo de desenvolvimento de resisténcia adaptativa.

De salientar que S. aureus teve a capacidade de superar as quatro passagens a 1 x CMI,
enquanto L. monocytogenes cessou 0 seu crescimento na 32 passagem. Tal pode ser devido ao
facto de a DO as 0 h para L. monocytogenes ter sido sempre inferior a de S. aureus, assim as
passagens sucessivas terao sido iniciadas com uma menor concentracao de células, o que fez
com que houvesse uma maior disponibilidade do resveratrol para exercer o seu efeito
antibacteriano sobre uma menor concentracdo de células, ja que a inibicao da bactéria é
proporcional a quantidade de antimicrobiano disponivel para cada bactéria a um determinado

tempo de exposicao (Udekwu et al., 2009).

4.1.4. Concentracao Minima Inibitéria do resveratrol e de outros

antimicrobianos

Sabe-se que a exposicao dos microrganismos a concentracdes subletais de um determinado
agente antimicrobiano pode levar a resisténcia ao mesmo agente, designada por resisténcia
homologa, ou pode levar a resisténcia a outros agentes antimicrobianos diferentes,

denominada por resisténcia cruzada (Bikels-Goshen et al., 2010; Cebrian et al., 2010).
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Os compostos de amoénio quaternario sao amplamente utilizados na inddstria alimentar para
higienizar e desinfetar nao sé os equipamentos, mas também as superficies que contactam
com os alimentos (Magalhaes et al., 2016). Por outro lado, as penicilinas sao os antibioticos
comumente usados para tratar infecoes causadas por S. aureus, principalmente a ampicilina,
enquanto a eritromicina e a vancomicina sdo antibioticos usados no tratamento de infecoes
causadas por MRSA (Rayner and Munckhof, 2005). Estes mesmos antibioticos podem ser
utilizados no tratamento de infecoes causadas por L. monocytogenes (Donovan, 2015). Assim
torna-se importante verificar se o uso de concentracoes subletais de resveratrol influencia a
resisténcia a um dos desinfetantes geralmente utilizados no setor alimentar, bem como aos
antibioticos utilizados para tratar infecoes causadas por S. aureus e por L. monocytogenes.
Desta forma, para avaliar o possivel desenvolvimento de resisténcias cruzadas, procedeu-se a
determinacdo das CMI destes agentes antimicrobianos, utilizando-se como inoculos, as
suspensoes celulares resultantes do ensaio da adaptacao ao resveratrol. As CMI obtidas dos
varios agentes antimicrobianos para S. aureus e L. monocytogenes encontram-se nas tabelas 6

e 7, respetivamente.

quarta passagem das células em % e ¥2 x CMI resveratrol (CC: controlo do crescimento; CS: controlo do
solvente; RV: ensaio com resveratrol).

CMI (pg/mL)
Antimicrobiano 4% P a s x CMI 42 P a'% x CMI
cc CS RV cc CS RV
Resveratrol 200 200 200 | 200 200 200
Cloreto de benzalconio 4 4 4 4 4 4
Ampicilina 1 1 1 1 1 1
Eritromicina 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Vancomicina 2 2 2 2 2 2

Pela analise da tabela 6, verifica-se que a exposicao de S. aureus a concentracdes subletais
de resveratrol ndo induziu adaptacdo ou aumento de tolerancia ao desinfetante, cloreto de
benzalconio, nem aos antibidticos comumente utilizados na clinica para tratar infecdes por
superior nao levou ao aumento dos valores de CMI. Podendo concluir-se que o resveratrol nao
levou ao desenvolvimento de resisténcia cruzada. Observa-se também que o valor de CMI para
o resveratrol manteve-se igual entre os controlos do crescimento e do solvente, e o proprio
ensaio com o resveratrol, indicando que nao ocorreu desenvolvimento de resisténcia

adaptativa.
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Tabela 7: Concentracdo minima inibitoria (ug/mL) dos agentes antimicrobianos contra L.
monocytogenes apos a quarta passagem das células em % e % x CMI resveratrol (CC: controlo do
crescimento; CS: controlo do solvente; RV: ensaio com resveratrol).

CMI (pg/mL)
Antimicrobiano 4% P a Vs x CMI 4% P a v x CMI
cc cs RV cc cs RV
Resveratrol 200 200 200 200 200 200
Cloreto de benzalconio 2 2 4 4 4 4
Ampicilina 1 1 1 1 1 1
Eritromicina 0,125 0,125 0,125 | 0,125 0,125 0,125
Vancomicina 1 1 1 1 1 1

Analisando a tabela 7 pode verificar-se que também para a L. monocytogenes o valor da CMI
para o resveratrol manteve-se constante no decorrer da adaptacdo ao mesmo, isto é, nao
houve alteracdao entre o ensaio propriamente dito e os controlos do crescimento e do
solvente, quer a % quer a 2 x CMI de resveratrol, e o mesmo se verifica para os antibioticos.
resveratrol nao induziu resisténcia homologa, relativamente ao resveratrol, nem cruzada, em
relacdo aos antibidticos. Contudo, para a determinacdao do CMI do cloreto de benzalconio,
observou-se uma CMI de 2 pg/mL para a quarta passagem das células para o controlo do
crescimento e do solvente, enquanto para o ensaio com % x CMI de resveratrol a CMI do
cloreto de benzalconio foi de 4 pg/mL, percebendo-se assim a existéncia de um
desenvolvimento de resisténcia cruzada. Para além disso, parece ter ocorrido uma alteracao
celular que levou a que com o aumento das passagens ocorresse um aumento da CMI do
cloreto de benzalconio de 2 pyg/mL para 4 pg/mL para os controlos de crescimento e de

solvente.

Os compostos de amédnio quaternario sao biocidas cationicos e sdo frequentemente usados no
sector clinico e alimentar (To et al., 2002). A resisténcia da L. monocytogenes aos compostos
de amonio quaternario, sobretudo ao cloreto de benzalcénio, tem sido descrita na literatura
(Aase et al., 2000; Romanova et al., 2006; Tamburro et al., 2015). Esta igualmente descrito
que apds a exposicao de L. monocytogenes ao cloreto de benzalcénio pode existir uma sobre-
expressao de genes envolvidos na biossintese do peptidoglicano e acidos teicoicos ou a sobre-
expressao de bombas efluxo que levam a resisténcia ao mesmo (Fox et al., 2011; Romanova
et al., 2006). No presente trabalho, apesar das células dos controlos ndo estarem expostas ao
resveratrol, podera ter ocorrido um aumento da estabilidade da parede celular que podera
ter levado a uma alteracdo da permeabilidade das células, induzindo uma aumento da

resisténcia ao cloreto de benzalconio.
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Tsai e colaboradores avaliaram o efeito do resveratrol na protecao das células epiteliais da
cornea a citotoxicidade causada pela moxifloxacina e pelo cloreto de benzalconio,
verificando que o resveratrol protegia as células epiteliais dos efeitos citotoxicos causados
por estes compostos (Tsai et al., 2015). A moxifloxacina é geralmente usada no tratamento de
infecdes oculares ou como agente profilatico antes ou depois das cirurgias oculares, enquanto
o cloreto de benzalcénio é o conservante mais frequentemente adicionado a solucdes
oftalmicas comerciais, no entanto, ambos compostos apresentam toxicidade para as células
epiteliais da cornea. A producdao de espécies reativas de oxigénio estd associada a
citotoxicidade por parte destes dois compostos, e os investigadores verificaram que o
resveratrol, sendo um composto antioxidante, protegeu as células epiteliais dos efeitos
citotoxicos causados pela moxifloxacina e pelo cloreto de benzalconio (Tsai et al., 2015).
Considerando, o efeito antioxidante do resveratrol, apesar de no presente trabalho terem
sido utilizadas células bacterianas, podera ter ocorrido um mecanismo semelhante ao descrito
por Tsai e colegas, tendo o resveratrol exercido um efeito protetor sobre as células de L.
monocytogenes do stress oxidativo causado pelo cloreto de benzalconio. Observagoes
semelhantes foram efetuadas num estudo em que se constatou que o resveratrol interfere
com acdo letal de varios agentes antimicrobianos em S. aureus e Escherichia coli, devido a

uma reducéo das espécies reativas de oxigénio (Liu et al., 2016).
4.1.5. Avaliacao da tolerancia a condicoes adversas de pH e temperatura

Na indUstria alimentar, os agentes acidos e a energia térmica sdo importantes fatores na
eliminacdo de microrganismos, incluindo L. monocytogenes e S. aureus (Cebrian et al., 2010;
Lundén et al., 2008). L. monocytogenes é frequentemente sujeita a stress acidos e térmicos
durante a manufatura e/ou a manipulacao dos alimentos e durante os procedimentos de
sanitizacao (Lundén et al., 2008). Este microrganismo consegue sobreviver e crescer em
condicOes adversas, nomeadamente a temperaturas elevadas e baixos pHs, sendo que a
tolerancia ao acido e ao calor pode influenciar a sobrevivéncia nas superficies e nos alimentos
(Lundén et al., 2008; Payeras-Cifre and Hernandez-Milian, 2014). Em relacao a S. aureus
pouco se sabe acerca da sua capacidade para desenvolver respostas de resisténcia a
condicoes de stress (Cebrian et al., 2010), ainda que seja capaz de crescer num largo
intervalo de temperatura (7 a 48,5 °C) e pH (4,2 a 9,3) (Gustafson et al., 2014). Esta descrito
que podem existir combinacdes protetoras de stress subletais e letais, nomeadamente pH

acido-temperatura e temperatura-pH acido (Cebrian et al., 2010).

O uso de compostos antimicrobianos de origem natural como alternativa aos agentes
antimicrobianos comerciais € considerado como seguro, no entanto a exposicdo de bactérias
patogénicas a esses compostos pode levar a uma resposta adaptativa, e por isso, alterar a sua
sensibilidade a antibioticos e a outras condicoes desfavoraveis (Bikels-Goshen et al., 2010;

Burt, 2004). Assim, torna-se fundamental perceber se a exposicao de S. aureus e L.

34



monocytogenes a concentragdes subinibitorias de resveratrol pode induzir protecao cruzada a

condicdes adversas.

De forma a avaliar se baixas concentracoes de resveratrol podem induzir protecao celular em
condicoes adversas de pH e temperatura, as células de S. aureus e L. monocytogenes, obtidas
a partir do ensaio da adaptacao foram expostas a um baixo pH (2,4) e a uma temperatura
elevada (55 °C). Ao longo do tempo foram recolhidas amostras para acompanhar a viabilidade
celular. Os resultados obtidos encontram-se representados nas figuras 5 e 7 (acido), 9 e 11

(temperatura).

Para uma melhor avaliacdo da tolerancia das estirpes ao acido e a temperatura, de modo a
comparar o ensaio com o resveratrol e os controlos do crescimento e do solvente, foi
determinado o tempo de reducado decimal, também designado por D-value, que corresponde
ao tempo necessario para eliminar 90 % da populacdo bacteriana exposta a uma dada
condicao (Mazzola et al., 2003). A determinacao foi efetuada a partir do inverso negativo do
declive da regressao linear das curvas de sobrevivéncia, ou seja, log (UFC/mL) em funcao do
tempo (Mazzola et al., 2003). Assim, os tempos de reducao decimal foram determinados para
S. aureus e L. monocytogenes quando sujeitos a um pH acido (2,4) ou a uma temperatura
elevada (55 °C), apds a quarta passagem com % ou %2 x CMI de resveratrol e respetivos
controlos, estando as curvas de sobrevivéncia representadas nas figuras 6 e 8 (acido), 10 e 12

(temperatura).
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Figura 5: Efeito do pH (2,4) em S. aureus apds a 4* passagem da adaptacdo a 1/4 x CMI (A) e a
1/2 x CMI de resveratrol (B) ao longo do tempo. Controlo do crescimento (CC), controlo do
solvente (CS) e ensaio com resveratrol (RV).

Pela analise da figura 5 verifica-se que a exposicao de S. aureus a baixas concentragdes de
resveratrol, em geral, nao induziu protecao celular ao acido. Para os ensaios relativos a % x
CMI de resveratrol verificou-se que os controlos nao apresentam diferenca significativa entre
si e relativamente ao ensaio com resveratrol. No entanto, nos ensaios correspondentes a %2 x
CMI de resveratrol, aos 10 min de incubacdo com o acido observa-se diferenca estatistica
entre os controlos e o ensaio com o resveratrol (p<0,05). Globalmente foi observado um
aumento nas percentagens de sobrevivéncia, verificando-se significancia estatistica entre os
ensaios com o resveratrol correspondente a 2 x CMI (Fig. 5A) e a % x CMI (Fig. 5B) aos 30
minutos (p<0,05). Tal pode ser justificado, pelo facto das células se terem adaptado as
condicoes a que foram sujeitas, nomeadamente ao resveratrol. Contudo, quer para os ensaios
relativos a ¥4 ou a ¥2 x CMI de resveratrol, aos 30 minutos observa-se uma menor percentagem
de sobrevivéncia no ensaio com resveratrol comparativamente aos controlos, embora sem
significado estatistico (p>0,05). Esta tendéncia é confirmada pela determinacao do D-value
(figura 6), obtendo-se tempos de reducao decimal superiores para os ensaios relativos a ¥2 x

CMI (19,80 min para o controlo do crescimento; 20,20 min para o controlo do solvente e 16,05
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min para o ensaio com resveratrol) do que para % x CMI de resveratrol (14,66 min para CC;
14,37 min para CS e 12,05 min para RV). Verificando-se assim, que a 2 x CMI de resveratrol
foi necessario um tempo superior para eliminar 90 % da populacdo bacteriana, tanto para os
controlos como para o ensaio propriamente dito. Também neste caso, tal como observado no
crescimento se verifica uma alteracdo celular que aumenta a capacidade de sobrevivéncia de

S. aureus com as passagens do microrganismo mesmo na auséncia de resveratrol.
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Figura 6: Curva de sobrevivéncia em pH acido (2,4) para S. aureus apo6s a 4* passagem da
adaptacao a 1/4 x CMI (A) e 1/2 x CMI de resveratrol (B) ao longo do tempo. Controlo do
crescimento (CC), controlo do solvente (CS) e ensaio com resveratrol (RV).
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Figura 7: Efeito do pH (2,4) em L. monocytogenes apos a 4* passagem da adaptacédo a 1/4 x CMI
(A) e a 1/2 x CMI de resveratrol (B) ao longo do tempo. Controlo do crescimento (CC), controlo
do solvente (CS) e ensaio com resveratrol (RV).

Relativamente a L. monocytogenes, para os ensaios relativos a ¥ x CMI verificou-se um
aumento significativo da percentagem de sobrevivéncia aos 120 min entre os ensaios com
células provenientes dos controlos e do ensaio com o resveratrol, sem se observar uma
reducao significativa entre o ensaio com o resveratrol ao tempo 0, que corresponde a 100 %
de sobrevivéncia, e aos 120 min em que se obteve 95,8 % de sobrevivéncia. Contudo, a 2 x
CMI, aos 30, 60 e 120 min, observam-se maiores percentagens de sobrevivéncia no ensaio com
o resveratrol comparativamente aos controlos. Verificou-se uma pequena reducao
significativa da sobrevivéncia entre os 0 (100 %) e os 120 min (94,7 %) do ensaio com o
resveratrol (p<0,05), mas em relacao aos controlos obteve-se aproximadamente 15 % de

reducao da sobrevivéncia entre o inicio e o final do ensaio (p<0,0001).

Ao determinar o D-value (figura 8) verificou-se que nao houve uma reducdo decimal até aos
120 min. No entanto, entre os 0 e 120 minutos foi observada uma reducéo logaritmica para os
controlos de 0,92 e 0,96 para os ensaios correspondentes a ¥4 e 2 x CMI de resveratrol,

enquanto no caso da experiéncia efetuada com células provenientes do ensaio com o
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resveratrol obteve-se uma reducao logaritmica menor (0,45 e 0,19 para a os ensaios relativos

a Y4 e 2 x CMI de resveratrol). Assim pode concluir-se que a exposicao a concentragoes

monocytogenes quando sujeita a stress acido (pH de 2,4), a qual parece aumentar com a

exposicao.
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Figura 8: Curvas de sobrevivéncia em pH acido (2,4) para L. monocytogenes apds a 4% passagem
da adaptacao a 1/4 x CMI (A) e 1/2 x CMI de resveratrol (B) ao longo do tempo. Controlo do
crescimento (CC), controlo do solvente (CS) e ensaio com resveratrol (RV).
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Figura 9: Efeito da temperatura (55 °C) em S. aureus ap6s a 4* passagem da adaptacao a 1/4 x
CMI (A) e a 1/2 x CMI de resveratrol (B) ao longo do tempo. Controlo do crescimento (CC),
controlo do solvente (CS) e ensaio com resveratrol (RV).

Pela analise da figura 9, verifica-se que a exposicdo prévia a baixas concentragbes de
resveratrol permitiu um posterior aumento da sobrevivéncia das células de S. aureus quando
expostas ao choque térmico (temperatura de 55 °C) em comparacdo aos controlos. Aos 10
minutos dos ensaios de stress térmico com células provenientes da adaptacao com %2 x CMI de
resveratrol observou-se um aumento significativo na percentagem de sobrevivéncia
(p<0,0001) entre os controlos e o ensaio com o resveratrol, contudo essa diferenca foi
decrescendo ao longo do tempo. Verificou-se também que as percentagens de sobrevivéncia
para os controlos e para o ensaio com resveratrol a ¥2 x CMI sao superiores do que a ¥4 x CMI.
A mesma tendéncia foi observada no ensaio com pH acido (figura 5). Cada uma destas
percentagens de sobrevivéncia, aos 40 min, foi comparada estatisticamente com o tempo 0 e
constatou-se uma diminuicdo significativa da sobrevivéncia (p<0,0001), salientando a elevada

reducao da viabilidade celular, tanto para os controlos como para o ensaio com o resveratrol.
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Os tempos de reducao decimal a %4 x CMI foram: 10,82 min para o controlo do crescimento;

10,98 min para o controlo do solvente e 14,39 min para o ensaio com resveratrol; para ¥2 x

CMI ocorreu um aumento respetivamente para: 13,26 min para o CC; 12,63 min para o CS e

14,97 min para o RV, o que esta de acordo com os resultados da viabilidade celular.
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Figura 10: Curvas de sobrevivéncia a incubacao a 55 °C para S. aureus apos a 4* passagem da
adaptacéo a 1/4 x CMI(A) e 1/2 x CMI de resveratrol (B) ao longo do tempo. Controlo do

crescimento (CC), controlo do solvente (CS) e ensaio com resveratrol (RV).
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Figura 11: Efeito da temperatura (55 °C) em L. monocytogenes ap6s a 4* passagem da adaptacao
a 1/4 x CMI (A) e a 1/2 x CMI de resveratrol (B) ao longo do tempo. Controlo do crescimento
(CC), controlo do solvente (CS) e ensaio com resveratrol (RV).

Analisando a figura 11 (A), observa-se um aumento significativo da percentagem de
sobrevivéncia de L. monocytogenes quando sujeita a um stress térmico, aos tempos 20, 30, 40
min (p<0,0001) e 60 min (p<0,001) entre os ensaios realizados com células provenientes dos
controlos e o ensaio de adaptacdo ao resveratrol, realcando que a prévia exposicao de L.
monocytogenes a uma concentracao de % x CMI de resveratrol conduziu a um posterior
aumento da percentagem de sobrevivéncia quando sujeitas ao choque térmico. Contudo,
analisando a figura 11 (B) verifica-se que protecao celular induzida pela exposicao a ¥2 x CMI
de resveratrol nao é tao evidente como para % x CMI. Para além disso, verificou-se, entre os
0 e os 120 min, uma maior reducao da viabilidade celular a %> x CMI (cerca de 20 %) do que a

Y4 x CMI (cerca de 10 %) no ensaio como o resveratrol.

42



Os tempos de reducao decimal para o controlo do crescimento e do solvente, correspondentes
a uma adaptacao a ¥4 x CMI de resveratrol, foram 30,03 e 28,74 min respetivamente, contudo
para o ensaio com resveratrol ndo houve uma reducao decimal até aos 60 min. No entanto, a
Y2 x CMI verificou-se que aos 39,92 min no ensaio com resveratrol, 90 % da populacao
bacteriana foi eliminada, enquanto no controlo do crescimento ocorreu aos 27,62 min e no
controlo do solvente ocorreu aos 26,95 min, demonstrando um aumento do tempo necessario

para ocorrer uma reducao decimal apds exposicao prévia de L. monocytogenes ao resveratrol.
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Figura 12: Curvas de sobrevivéncia a uma incubacdo a 55 °C para L. monocytogenes apos a 4°
passagem da adaptacao a 1/4 x CMI (A) e 1/2 x CMI de resveratrol (B) ao longo do tempo.
Controlo do crescimento (CC), controlo do solvente (CS) e ensaio com resveratrol (RV).
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No presente trabalho, a exposicdo de S. aureus a concentragdes subinibitérias de resveratrol
ndo levou a uma resisténcia homdloga, nem resisténcia cruzada a outros agentes
antimicrobianos, nomeadamente a antibiéticos (ampicilina, eritromicina e vancomicina) e ao
desinfetante, cloreto de benzalconio. Contudo, o resveratrol induziu uma protecao as células
que foram incubadas a uma temperatura de 55 °C, tendo-se verificado que a reducao da
viabilidade celular foi maior nos controlos e o resveratrol proporcionou aproximadamente 50
% de sobrevivéncia no final do ensaio (40 min). Num estudo semelhante, Bikels-Goshen e
colaboradores investigaram se a curta exposicao (2 horas) de estirpes de S. aureus a
concentracdes subletais de galato de epigalocatecina, o composto maioritario do extrato de
cha verde, poderia levar a adaptacdo e a resisténcia cruzada. De facto, os autores
verificaram que a exposicdo ao agente antimicrobiano levou a uma resisténcia significativa a
antibidticos que tém como alvo a parede celular, designadamente a ampicilina e a
vancomicina. Para além disso, constataram também que as células adaptadas a
epigalocatecina galato foram mais tolerantes a uma temperatura de 55 °C (Bikels-Goshen et
al., 2010).

Relativamente a tolerancia ao acido, apds a exposicdo de S. aureus a concentracoes
subinibitdrias de resveratrol verificou-se que aos 30 min observou-se uma menor percentagem
de sobrevivéncia para o ensaio realizado com células adaptadas ao resveratrol. Tais
observagdes indicam que o resveratrol nao induziu protecdo cruzada ao acido. Silva da Luz e
colegas, submeteram S. aureus a um pH 5,2 apos a exposicdo overnight a concentracoes
subletais de oleo essencial de orégaos e de carvacrol (composto fenolico maioritario do
mesmo 6leo) utilizando um meio a base de carne como substrato para o cultivo das bactérias,
tendo verificado que, também neste caso, o dleo essencial de orégaos e o carvacrol nao
induziram protecéo cruzada a pH acido (Silva Da Luz et al., 2013). Num outro estudo, Cebrian
e colegas verificaram que S. aureus é capaz de desenvolver resisténcia homologa a pH acido
apos a exposicao subletal do mesmo stress (pH 4,5 por 2 horas) (Cebrian et al., 2010).
Contudo, verificaram que a presenca concomitante do antibiotico cloranfenicol, que inibe a
sintese de proteinas, no meio com o acido impediu completamente o desenvolvimento de

,

resisténcia pH acido, sendo que os investigadores sugeriram que a sintese de proteinas é

o

necessaria para o desenvolvimento duma resposta de resisténcia (Cebrian et al., 2010).

-

desenvolvimento de resisténcia homologa apdés o choque acido é geralmente associada
sintese de proteinas acid shock proteins (Cebrian et al., 2010). No presente estudo, o
resveratrol podera ter originado uma alteracao metabdlica nas células de S. aureus que nao

permitiu que desenvolvessem uma protecédo cruzada ao stress acido.

Quanto a L. monocytogenes verificou-se que a exposicdo a concentracoes subinibitorias de
resveratrol induziu uma pequena protecao ao acido. Esta protecdo nao é substancialmente
significativa, pois a incubacao das células durante 2 horas num meio acidificado (pH 2,4) nao
provocou uma reducao decimal nem para os controlos nem para o ensaio com o resveratrol,

no entanto, observou-se uma percentagem de sobrevivéncia superior aos 120 min no ensaio
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com resveratrol comparativamente aos controlos. Por outro lado, a protecdo cruzada a
temperatura elevada é mais evidente, principalmente a % x CMl. De um modo geral,
verificou-se que a exposicao de L. monocytogenes a concentracdes subinibitorias de
resveratrol levou a uma protecdo cruzada ao stress térmico. Sendo que o desenvolvimento
duma resposta de resisténcia cruzada entre diferentes agentes requer alteracdes celulares
e/ou de proteinas induzidas pelo agente ao qual as células foram adaptadas (Cebrian et al.,
2010), pode sugerir-se que a adaptacao ao resveratrol podera levar a alteracdes celulares

estruturais ou de sintese proteica que terdao um papel nesta diminuicdo de suscetibilidade.

Assim, o desenvolvimento de novas estratégias antimicrobianas no controlo e eliminacao dos
microrganismos em alimentos frescos € extremamente importante ndo so devido aos custos
associados as doencas de origem alimentar, mas também com o intuito de aumentar o tempo
de vida util destes produtos (Duarte et al., 2015a). No entanto, quando se pretende aplicar
um composto de origem natural é importante saber como é que a exposicdo de células
bacterianas a baixas concentracdes de agentes antimicrobianos naturais se comportam
(Bikels-Goshen et al., 2010), tendo em conta nao s6 o possivel desenvolvimento de resisténcia

aos mesmos compostos como também a outros compostos ou condicdes adversas.

O resveratrol tem sido proposto como uma potencial alternativa aos conservantes sintéticos
da industria alimentar (Duarte et al., 2015a, 2015c; Ferreira and Domingues, 2016), tornando-
se por isso pertinente avaliar o seu potencial de resisténcia adaptativa ou cruzada. Neste
trabalho, demonstrou-se que apesar de haver um ligeiro aumento da tolerancia de S. aureus e
L. monocytogenes ao resveratrol, de forma global nao se verificou o desenvolvimento de
resisténcias cruzadas com antibioticos ou cloreto de benzalconio. Apesar do aumento da
tolerancia ao stress térmico e acido no caso da L. monocytogenes, para S. aureus este

comportamento nao foi evidente.
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4.2. Avaliacao do potencial sinérgico entre linalool e

desinfetantes

O processo de desinfecao é fundamental no controlo da disseminacdo dos microrganismos
patogénicos, contudo a ampla utilizacdo dos mesmos levou ao desenvolvimento de
resisténcias bacterianas (Gerba, 2015; Machado et al., 2013), o que torna importante
encontrar alternativas para colmatar a falta de agentes antimicrobianos eficazes no controlo
de microrganismos resistentes. Os compostos de origem natural tém demonstrado atividade
antimicrobiana e a sua combinacao com desinfetantes tem sido descrita na literatura (Hendry
et al., 2012, 2009; Karpanen et al., 2008). O linalool sendo o componente maioritario de
alguns oleos essenciais, principalmente o de C. sativum e O. basilicum (Silva et al., 2011a;
Snoussi et al., 2016), apresenta atividade sobre bactérias Gram-positivas e negativas, bem
como atividade antibiofilme sobre A. baumannii (Alves et al., 2016; Herman et al., 2015).
Desta forma, o linalool representa uma possivel alternativa no controlo de bactérias
patogénicas. Assim torna-se importante avaliar o potencial sinérgico entre o linalool e
desinfetantes frequentemente utilizados, contra bactérias problematicas a nivel hospitalar,
como A. baumannii e S. aureus. Neste trabalho, selecionaram-se desinfetantes com
diferentes alvos celulares e por isso com diferentes mecanismos de acao. O mecanismo de
acdo do Aacido peracético baseia-se na desnaturacdo de proteinas e disrupcao da
permeabilidade da parede celular (CDC, 2008). O hipoclorito de sodio por sua vez oxida
enzimas, leva a perda do conteldo intracelular das células bacterianas, diminui a captagao de
nutrientes e inibe a sintese de proteinas (CDC, 2008). O cloreto de benzalconio e a
clorohexidina pertencem ao grupo dos compostos cationicos e interagem com as cargas
negativas presentes nas membranas e na parede celular, danificando-as, promovendo assim a
sua propria captacdo de modo a alcancarem o interior da célula, mas causando também uma
disrupcao da membrana citoplasmatica levam a consequente perda dos componentes

intracelulares (Ortega Morente et al., 2013).

.....

linalool e para os desinfetantes contra A. baumannii e S. aureus (tabela 8).

Tabela 8: Concentracao Minima Inibitéria (CMI) do linalool e dos desinfetantes contra A. baumannii e S.
aureus.

CMI
A. baumannii S. aureus
Linalool (pL/mL) 2 8
Acido peracético (%) 0,020 0,020
Hipoclorito de so6dio (%) 0,625 1,25
Cloreto de benzalcénio (pg/mL) 16 2
Clorohexidina digluconato (%) 0,0006 0,00015
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Pela analise da tabela 8, verifica-se que a CMI do linalool para S. aureus é superior a CMI de
A. baumannii. Sendo um alcool, o linalool funciona como um solvente de lipidos (Kalily et al.,
2016), aumentando a porosidade da membrana externa presente na bactéria e dai ser
necessario uma menor concentracao para inibir A. baumannii. Contudo, as bactérias Gram-
positivas, como S. aureus, sao caracterizadas pela camada densa de peptidoglicano (Ortega
Morente et al., 2013), e desta forma o linalool tem maior dificuldade em exercer o seu efeito.
A mesma tendéncia foi descrita por Budzynska e colaboradores, tendo verificado que a CMI do

linalool para S. aureus foi superior a CMI de E. coli (Budzynska et al., 2011).

Para avaliar o potencial sinérgico entre o linalool e os desinfetantes recorreu-se ao método do
checkerboard. O termo checkerboard surge a partir do padrao que é gerado pelas varias
diluicdes dos dois agentes antimicrobianos que estao a ser estudados (Schwalbe et al., 2007).
Os resultados relativos a este ensaio encontram-se na tabela 9 e nas figuras 13 (A. baumannii)

.....

respetivos efeitos do linalool em combinacao com os desinfetantes.

Tabela 9: indice da Concentracdo Inibitéria Fracionada (ICIF) do linalool em combinacdo com os
desinfetantes e respetivos efeitos.

A. baumannii S. aureus
ICIF Efeito ICIF Efeito*
Acido peracético (%) 0,600 Aditivo 1 Aditivo
Hipoclorito de sédio (%) 0,750 Aditivo 1 Aditivo
Cloreto de benzalcénio (pug/mL) 0,500 Sinergismo 0,750 Aditivo
Clorohexidina digluconato (%) 0,500 Sinergismo 0,633 Aditivo

*Sinergismo: ICIF<0,5; aditivo: 0,5<ICIF<1; subtrativo: 1<ICIF<4; antagonismo: ICIF>4 (Duarte et al.,
2012).
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Figura 13: Curvas representativas do efeito do linalool em combinacao com desinfetantes contra
A. baumannii.

Analisando a figura 13, observam-se duas curvas direcionadas para a esquerda, evidenciando
um perfil tipico de sinergismo, entre o linalool e o cloreto de benzalconio, bem como entre o
linalool e a clorohexidina digluconato, sendo corroborado com os ICIF apresentados na tabela
9. Kalily e colaboradores avaliaram o mecanismo de acao do linalool sobre Salmonella
Senftenberg e verificaram que o composto atua na disrupcdo da membrana externa e
citoplasmatica, sendo que a membrana externa tornou-se mais permeavel devido a formacao
de pequenos poros induzida pelo linalool (Kalily et al., 2016). A disrupcao das membranas
leva a saida de moléculas essenciais, nomeadamente ATP, permitindo também desta forma a
penetracdo de moléculas pequenas (Kalily et al., 2016). No presente trabalho, o efeito
sinérgico entre o linalool e os dois biocidas, pode ser devido a uma acdo do linalool e do
biocida em diferentes alvos, podendo o linalool ter levado a uma disrupcao da membrana
externa e interna de A. baumannii, permitindo assim uma entrada facilitada do cloreto de
benzalconio e a clorohexidina digluconato para o interior da célula onde poderdo oxidar
proteinas. Por outro lado, sabe-se que estes biocidas sdo cationicos (Ortega Morente et al.,
2013), sendo que a interacdo com as cargas negativas das membranas externa e
citoplasmatica, podera também ter facilitado o efeito do linalool. No caso do acido
peracético e do hipoclorito de sddio em combinacdo com o linalool nao se verifica um efeito

tao pronunciado, indicando que se trata apenas de um efeito aditivo.
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Figura 14: Curvas representativas do efeito do linalool em combinacao com desinfetantes contra
S. aureus.

No caso do S. aureus, nao se verificou efeito sinérgico entre o linalool e nenhum dos
desinfetantes em estudo. Contudo, verificou-se um efeito aditivo para todas as combinacoes,
sendo que o cloreto de benzalconio e a clorohexidina digluconato obtiveram os melhores ICIF
(tabela 9). Tal pode ser devido a interacao entre as cargas positivas dos biocidas (cloreto de
benzalconio e clorohexidina digluconato) com as cargas negativas presentes na parede celular
(Ortega Morente et al., 2013), que em combinacao com o linalool permitiu uma melhor

disrupcao da parede celular, comparativamente ao acido peracético e ao hipoclorito de sddio.

O efeito menos pronunciado do acido peracético e do hipoclorito de sodio, tanto para A.
baumannii como para S. aureus, pode ser residir no facto destes dois desinfetantes serem
agentes antimicrobianos oxidativos (Small et al., 2007), sendo o linalool um antioxidante

(Herman et al., 2015), podera ter inibido em parte a acdo dos biocidas.

Até ao momento, ainda nao tinham sido descritos estudos de interacao sinérgica entre o
linalool e desinfetantes, representando este trabalho uma primeira abordagem ao estudo
dessa interacao. Apenas esta descrito um trabalho de Bag e Chattopadhyay que avaliou as
possiveis interacdes sinérgicas entre Oleos essenciais de especiarias e constataram que o
linalool, principal constituinte do 6leo essencial de coentros, foi o responsavel pelo efeito
sinérgico com o oleo essencial de cominhos em diversas bactérias, nomeadamente S. aureus

(Bag and Chattopadhyay, 2015).
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As interacOes sinérgicas observadas no presente trabalho entre o linalool e desinfetantes, e
até mesmo as aditivas, aumentam a eficacia antibacteriana dos desinfetantes estudados
(cloreto de benzalcénio, clorohexidina digluconato, acido peracético e hipoclorito de sodio)
pela diminuicdo das CMI dos dois agentes antimicrobianos. Assim, o linalool apresenta

potencial em futuras combinacdes com desinfetantes.
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Capitulo 5 - Conclusdes

O presente trabalho permitiu um melhor entendimento da influéncia dos compostos de
origem natural, resveratrol e linalool, sobre bactérias de origem alimentar e clinica,
fornecendo desta forma informacdes mais detalhadas para possiveis aplicacdes futuras destes

compostos.

Foi avaliada a atividade antibacteriana do resveratrol sobre bactérias problematicas na area
alimentar, S. aureus e L. monocytogenes, e verificou-se que a CMI obtida (200 pg/mL) foi
igual para as duas estirpes, enquanto a CMB foi maior que 400 pg/mL nao sendo passivel de
determinacdo devido a baixa solubilidade do composto. A adaptacdao das estirpes a
concentragbes subinibitorias e inibitorias de resveratrol foi também avaliada, tendo-se
verificado que ambas as estirpes sobreviveram até 1 x CMI. Estudou-se ainda a influéncia da
exposicao das estirpes a concentracdes subinibitorias de resveratrol no desenvolvimento de
resisténcia homologa e cruzada a antibioticos (ampicilina, eritromicina e vancomicina),
habitualmente utilizados para tratar infecées causadas pelos mesmos microrganismos, e a um
desinfetante (cloreto de benzalconio) frequentemente utilizado na industria alimentar. Os
resultados mostraram que nao houve um desenvolvimento de resisténcia homologa nem
cruzada, exceto para o cloreto de benzalconio em L. monocytogenes. O resveratrol, sendo um
agente antioxidante, podera ter protegido a bactéria do stress oxidativo induzido pelo cloreto
de benzalcédnio. Por fim, foi avaliado se baixas concentracdes de resveratrol poderiam induzir
protecao celular em condicées adversas, nomeadamente baixo pH e temperatura elevada,
verificando-se que apesar do aumento da tolerancia ao stress térmico e acido no caso da L.

monocytogenes, para S. aureus este comportamento nao foi evidente.

No presente trabalho, foi também avaliada a atividade antibacteriana do linalool, bem como
de desinfetantes comumente utilizados na pratica clinica, acido peracético, hipoclorito de
sodio, cloreto de benzalconio e clorohexidina digluconato contra estirpes problematicas no
mesmo sector, A. baumannii e S. aureus. A CMI do linalool para A. baumannii foi menor (2
ML/mL) do que para S. aureus (8 pL/mL), podendo este resultado ser justificado pelas
caracteristicas do linalool e as diferencas nas paredes celulares entre as duas bactérias. Dada
a elevada percentagem de lipidos na membrana externa de A. baumannii, o linalool podera
atuar como solvente aumentando a permeabilidade da mesma. Foi também estudado o
possivel sinergismo entre o linalool e os desinfetantes, observando-se um efeito sinérgico
entre o linalool em combinacdo com o cloreto de benzalcénio ou a clorohexidina digluconato
em A. baumannii, e efeito aditivo nas restantes combinacdes. As interacdes sinérgicas podem
ser justificadas pela interacado entre as cargas positivas, associadas ao cloreto de benzalconio

e a clorohexidina digluconato, e as cargas negativas presentes na membrana externa de A.
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baumannii, que em combinacao com o linalool permitem uma melhor disrupcao da
membrana. As interacdes aditivas entre o linalool e o acido peracético ou hipoclorito de
sodio, em A. baumannii e S. aureus podem ser explicadas pelo facto da atividade
antioxidante do linalool poder inibir o efeito oxidativo destes biocidas, assim inibindo
parcialmente a acao dos mesmos.
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Capitulo 6 - Perspetivas futuras

Considerando o estudo de adaptacao de S. aureus e L. monocytogenes ao resveratrol, tal
como o potencial desenvolvimento de resisténcias homologa ou cruzadas, de forma a

aprofundar o conhecimento, em estudos futuros sera importante:

e Avaliar o efeito da adaptacao ao resveratrol na viruléncia das bactérias S. aureus e L.
monocytogenes;

e Avaliar a estabilidade da adaptacao ao resveratrol e aumento de tolerancia a
condicoes de stress;

e Determinar a influéncia da adaptacdo ao resveratrol na atividade das bombas de
efluxo;

e Avaliar possiveis alteracdes celulares por microscopia eletrénica de transmissao.

Relativamente a potencial adicdo de linalool a desinfetantes convencionais, como forma de
melhorar a sua acdo sobre bactérias patogénica de elevada importancia no sector hospitalar,

sera importante em estudos futuros:

e Validar a eficacia da combinacdo entre linalool e desinfetantes segundo as normas
europeias para avaliar a sua potencial aplicabilidade;

e Analisar a influéncia da presenca de matéria organica na atividade antimicrobiana das
combinacoes;

e Avaliar a atividade antibiofilme das mesmas combinacdes na formacao de biofilmes e
em biofilmes pré-estabelecidos de S. aureus e A. baumannii em diferentes superficies

de relevancia na pratica clinica.
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