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CAMPQOS, Anna Carolina Lionelli Pires de. Atividade antimicrobiana de compostos
naturais aplicadas em queijos. 2019. 99f. Tese (Doutorado em Microbiologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

O queijo artesanal é amplamente consumido no Brasil, no entanto por, em sua maioria, ser
fabricado com leite cru, pode estar contaminado com bactérias patogénicas. A presenca de
fungos e bactérias é um problema para o setor industrial, visto que pode ocasionar defeitos
nos queijos, e levar a consideraveis perdas econdmicas. Neste estudo, avaliamos a presenca de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus em queijos artesanais oriundos de diferentes estados
do Brasil e, posteriormente, analisamos a atividade antimicrobiana do dleo essencial de
orégano (OEQ), e da associacdo de méis de Scaptotrigona bipunctata Lepeletier 1836 (HSB)
e de Apis mellifera Latreille africanizada (HAM), no controle de microrganismos
contaminantes de queijos durante o processo de maturacdo. A partir de 147 amostras de
queijos, foram identificados 25 isolados de S. aureus (10 amostras de queijo) e 39 de E. coli
(29 amostras de queijos). Entre esses isolados, destacamos a presenca de um isolado de E. coli
enteropatogénica atipica (aEPEC), e dois isolados de E. coli patogénica extraintestinais
(EXPEC). Um novo sorotipo (064474:H8) de E. coli foi detectado em um desses queijos,
sendo o primeiro relato no Brasil. Um dos isolados de E. coli mostrou resisténcia a trés
importantes antimicrobianos (tetraciclina, ampicilina e acido nalidixico), e um isolado de S.
aureus apresentou resisténcia a cinco antimicrobianos (ampicilina, estreptomicina, cefoxitina,
penicilina e ciprofloxacina. Alguns desses isolados de E. coli e S. aureus foram utilizados
como bactérias contaminantes dos queijos contendo antimicrobianos naturais (OEO ou méis).
Fungos filamentos (Aspergillus sp., Fusarium sp. e Penicillium sp.) também foram utilizados
para contaminar 0s queijos produzidos e maturados por 30 dias, seguindo diferentes
tratamentos. O OEO a 0,02 % (v/v) demonstrou alta atividade antibacteriana e antifungica,
reduzindo as populagfes bacterianas a zero até o sexto dia de maturacdo, e inibindo a
germinacdo dos esporos fangicos. J& a combinacdo dos méis (HSB 5% e HAM 25%, v/v)
tambeém apresentou atividade antibacteriana, reduzindo a populagdo de E. coli e S. aureus a
zero apods 15 e 6 dias, respectivamente, bem como a germinacdo dos fungos. A utilizacédo
desses antimicrobianos naturais foi muito eficiente para 0s microrganismos testados durante a
maturacao, e 0 OEO assim como a combinacdo de méis pode ser uma interessante alternativa
para 0s antimicrobianos convencionais (nisina e natamicina) contra importantes patdgenos,
como o0 novo sorogrupo de E. coli isolado nesses queijos artesanais.

Palavras-chave: Escherichia coli. Staphylococcus aureus. Fungos filamentosos. Oleo
essencial de orégano. Mel. Queijos. Maturagdo. Contaminag¢do microbiana.



CAMPOQOS, Anna Carolina Lionelli Pires de. Antimicrobial activity of natural compounds
applied in cheese. 2019. 99p. Thesis (Doctorate in Microbiology) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Raw milk cheese is widely consumed in Brazil, however, because most of it is made with raw
milk, it may be contaminated with pathogenic bacteria. The presence of fungi and bacteria is a
problem for the industry as well, since they can cause defects in cheeses, besides economic
losses. In this study, we evaluated the presence of Escherichia coli and Staphylococcus
aureus in raw milk cheeses from different Brazilian states, and after we evaluated the
antimicrobial activity of the essential oil of oregano (OEO), and the association of honeys of
Scaptotrigona bipunctata Lepeletier 1836 (HSB) and Apis mellifera Latreille africanized
(HAM), in the control of poisoning microorganisms from cheeses during maturation process.
From 147 cheese samples, 25 isolates of S. aureus (from 10 cheese samples) and 39 of E. coli
(from 29 cheese samples) were identified. Among these isolates, we highlight the presence of
one atypical enteropathogenic (aEPEC) isolate, and two extraintestinal pathogenic E. coli
(EXPEC) isolates. A new E. coli serotype (064474:H8) was detected on one of those cheeses,
as the first report in Brazil. One E. coli isolate was resistant to three important antimicrobials
(tetracycline, ampicillin and nalidixic acid), and one S. aureus isolate showed resistance to
five antimicrobials (ampicillin, streptomycin, cefoxitin, penicillin and ciprofloxacin). Some of
these E. coli and S. aureus isolates were used as contaminants of the cheeses with natural
antimicrobials (OEO and honeys). Filamentous fungi (Aspergillus sp., Fusarium sp. And
Penicillium sp.) were also used to contaminate cheeses produced and matured for 30 days,
following different treatments. The OEO 0.02% (v/v) showed high antibacterial and
antifungal activity, reducing the bacterial populations to zero until the sixth day of maturation,
and inhibition of fungal spores germination. The combination of honeys (HSB 5% and HAM
25%, v/v) also showed antibacterial activity, reducing the population of E. coli and S. aureus
to zero after 15 and 6 days, respectively, as well as germination of the fungi. The use of these
antimicrobials was very efficient for the microorganisms tested during maturation, and the
OEO and the combination of these honeys can be a interesting alternative for the conventional
antimicrobials (nisin and natamycin) against importante pathogens as the new E. coli serotype
found in these raw milk cheeses.

Key-words: Escherichia coli. Staphylococcus aureus. Filamentous fungi. Oregano
essential oil. Honey. Cheese. Maturation. Microbial contamination.
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Introducgéo

O queijo é um dos alimentos mais consumidos no Brasil, sendo comercializados sob a
fiscalizacdo de servicos de inspecdo ou informalmente. A producdo de queijo no Brasil é
distribuida por todo o pais, tendo a maior concentracéo de laticinios na regido sudeste.

A presenca de fungos e bactérias em queijos maturados é uma das principais
preocupacOes para as industrias lacteas, visto que resultam em grandes perdas econémicas,
devido aos estufamentos, odores e aparéncia desagradaveis, diminuindo o tempo de prateleira
e 0 seu valor comercial. Além disso, a produgdo de toxinas, por fungos e bactérias
contaminantes, podem causar doencas gastrointestinais e zoondticas.

Para evitar a contaminacao microbiana apés a sua producéo, principalmente, durante a
maturacao dos queijos, as industrias optam por utilizarem algumas substancias com atividade
antimicrobiana, como as bacteriocinas, macrolidios, lisozima, sorbatos e nitratos de sodio e/ou
potéssio. Porém, o uso de antimicrobianos sintéticos esta se tornando progressivamente
limitado por regulamentos de seguranca alimentar, devido a sua toxicidade, efeito ambiental
negativo, risco a salude humana, e desenvolvimento de mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos.

Como alternativa aos antimicrobianos comumente utilizados, tém-se estudado a acgéo
de compostos naturais como 6leos essenciais, extratos de ervas, méis, entre outros. A busca
por compostos naturais (extratos) se da principalmente pela interacdo das varias substancias
que as compdem, fazendo com que a possibilidade do aparecimento de resisténcia bacteriana
a estes extratos seja praticamente nula. Muitos desses extratos geralmente possuem mais de
um mecanismo de acdo devido a quantidade e variedade de substancias ativas, pondendo atuar
contra uma gama de microrganismos (Gram-positivos, Gram-negativos e fungos filamentosos
ou levedurifomes), enquanto que os aditivos conservantes permitidos em legislacdo
geralmente atuam sobre apenas um grupo de microrganismos.

Nosso grupo de pesquisa (Patogenicidade Bacteriana — CNPq) tem identificado
bactérias de importancia médica e veterinaria em diferentes origens, incluindo alimentos
(leites e carnes), e estudado a atividade antimicrobiana (bactérias e fungos) de compostos
naturais (6leo essencial de orégano e méis) in vitro.

Desse modo, acreditamos que estes compostos naturais (um de origem vegetal e outro
de animal) podem ser eficientes quando aplicados em produtos como o queijo, e se tornar uma
alternativa interessante aos conservantes tradicionais como a nisina e natamicina, uma vez que

esses sdo toxicos e podem induzir resisténcia bacteriana.
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1 Objetivo

1.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare
L.) (OEO), e da associacdo de méis de Scaptotrigona bipunctata Lepeletier 1836 (HSB) e de
Apis mellifera, Latreille (HAM), no controle de microrganismos contaminantes de queijos

durante a maturacao.

1.2 Objetivos especificos

Pesquisar genes de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos em isolados de E. coli e
S. aureus de queijos artesanais;

Avaliar a eficiéncia antimicrobiana de OEO e os méis HSB e HAM sobre cepas
isoladas de queijos artesanais;

Produzir queijos maturados com adicdo de OEO, e avaliar a eficiéncia sobre E. coli, S.
aureus e fungos filamentosos;

Produzir queijos maturados com a adicdo da combinacdo de méis HSB e HAM, e
avaliar a eficiéncia sobre E. coli, S. aureus e fungos filamentosos;

Comparar a acdo dos antimicrobianos naturais com a acdo da nisina e natamicina
sobre E. coli, S. aureus e fungos isolados de queijos artesanais;

Avaliar o efeito das concentracfes de OEO e méis sobre a cultura latica mesofilica

tipo O, usada para produzir 0s queijos.
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2. Revisao de literatura

2.1 Os queijos

Os primeiros relatos sobre a producdo de queijo séo do Egito antigo, cerca de 6000
a.C, sendo produzido, posteriormente, no Império Romano e, por volta de 1267, uma
cooperativa francesa iniciou a producéo industrial (PERRY, 2004).

A producdo de queijos no Brasil teve um provavel inicio em meads do século XIX,
sendo inicialmente produzidos de modo fabricado em fazendas, utilizando leite cru, que
deram origem ao hoje nacionalmente conhecido como “queijo minas”. Depois 0 queijo foi
prensado, passou das fazendas as fabricas e, na década de 30, esse queijo teve sua definicao
tecnoldgica e, desde entdo, tem crescido o volume fabricado em industrias. O estado de Minas
Gerais destaca-se na producdo nacional de queijos (Figura 1) (FURTADO; LOURENCO
NETO, 1994; PERRY, 2004; SGHEDON!I et al., 1979).

¢ Fabrica de laticinios
e Usina de beneficiamento
o Posto de refrigeracao

Posto de recebimento

Figura 1: Localizacdo das industrias de laticinios no Brasil. Destaque para o estado de Minas
Gerais, onde ha& maior concentracdo delas ao sul do estado. Fonte: REVISTA BALDE
BRANCO (2017).

O consumo de queijos no Brasil tem aumentado e a meta a € chegar ao consumo de 7,5

kg de queijo por pessoa até 2020, sendo que, atualmente, o consumo €, em média, de 5,4 kg
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per capita, quase a metade do consumido na Argentina e Uruguai, onde o consumo atinge 11
kg de queijo por pessoa. Estima-se que 35% da producéo de leite tenham como destino os
laticinios para a producdo de queijos e a uma parcela dessa producao de queijo, cerca de 1,3
ton foram exportadas principalmente para a Russia e Uruguai. Esses dados sdo para queijos
produzidos sob a fiscalizagcdo do Servico de Inspecdo Federal (SIF). Entretanto, a producdo de
queijo acontece em todas as regides do Pais e é o destino de cerca de 60% do leite informal
produzido, ou seja, 6 bilhdes de litros de leite/ano sdo transformados em diferentes tipos de
queijos (ABIQ, 2017; ZOCCAI, 2016).

A partir da coagulagéo do leite, pode ser produzido a partir de leite de vaca, cabra,
bufala, ovelha e demais mamiferos e, por isso, é conhecido pelo alto teor nutricional que
engloba proteinas, onde as mais abundantes sdo caseina, alfa-lactoalbunina e beta-
lactogloubulina; lipideos, carboidratos (lactose), sais minerais, dentre eles: célcio e fosforo,
além de vitaminas A, D e do complexo B. De acordo com a legislacdo, pode haver adi¢do de
substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente
indicados, substancias aromatizantes e corantes (BRASIL, 1996; INMETRO, 2010).

O processo de fabricacdo de queijos industrial segue basicamente as etapas de
pasteurizacdo do leite, adicdo de cultura latica, coagulacdo do leite, corte da coalhada,
enformagem e prensagem da massa — podendo variar conforme o tipo de queijo; salga e
embalagem. No caso de queijos maturados, que sofreram trocas bioquimicas e fisicas
necessarias para dar caracteristicas a variedade do queijo, o processo de maturacdo pode
acontecer antes ou apos a embalagem, porém é possivel identificar alteracbes no processo de
producdo de acordo com o tipo de queijo, a regido produzida e a cultura lactea
(microrganismos) dos fabricantes (BRASIL, 1996; MARQUARDT, 2013).

A maturacdo ocorre em temperatura e umidade controladas em cdmaras de maturacéo,
envolvendo reagdes enzimaticas de decomposicdo dos trés componentes principais do leite,
que sdo retidos no queijo (lactose, caseina e gordura) e, como consequéncia, 0 sabor, aroma e
textura modificam-se devido aos metabolitos gerados, pelos processos de glicélise, protedlise
e lipdlise, tendo como produtos o &cido latico, gas carbénico, acido acético, etanol, diacetil,
acetoina entre outros (OLSON; MOCQUOT, 1985; SINGH et al., 2003; VARNAM,;
SUTHELAND, 1995).

Variando de 80 a 97% de umidade relativa do ar, e 2 a 17°C de temperatura,
dependendo do tipo de queijo a ser produzido e, em virtude da rica composicdo e dessas
condi¢cdes de maturacdo, 0s queijos sdo potenciais veiculadores de patdgenos, tais como

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica e Listeria monocytogenes,
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responsaveis por doencas gastrointestinais, intoxicacdes e zoonoticas. Os fungos, Aspergillus
sp., Penicillium sp. e Fusarium sp., assim como as bactérias possuem papel importante, pois
também sao responsaveis pela diminuicdo da vida Util e a aparéncia desagradavel dos queijos
(ALLERBERGER; WAGNER, 2010; BRASIL, 1996; CALLON et al., 2011; JERSEK et al.,
2014; McLAUCHLIN et al., 2004; MORO et al., 2013; PERRY 2004; RESA et al., 2014;
SOHIER et al., 2009).

2.2 Deterioracéo de queijos

A presenca de fungos e bactérias em queijos maturados € uma das principais
preocupacOes para as industrias lacteas. A deterioracdo dos alimentos, como 0s queijos, deve-
se a uma gama de reacgdes, destacando-se as de origem microbiolédgica. O processo industrial
de maturacdo promove alteracdes sensoriais a partir de reagdes bioquimicas e bacterioldgicas
como protedlise, lipélise e fermentacdo, resultando em sabor, palatabilidade e conservagdo do
produto. Embora ndo substitua a aplicacdo das boas praticas de fabricacdo, a maturacdo é
frequentemente uma forma de prevenir o crescimento de microrganismos patogénicos e
deterioradores sem a utilizacdo abusiva de conservantes quimicos (SCHULZ, BONELLI,
BATISTA, 2009).

A presenca de microrganismos contaminantes nos queijos diminui o valor comercial e
produz até 5% das perdas pelas industrias de laticinios (BRASIL, 1996; MCLAUCHLIN et
al., 2004; SOHIER et al., 2009; JERSEK et al., 2014; RESA et al., 2014).

Apesar de no Brasil haver deficiéncia no controle epidemiologico em relagdo as
doengas veiculadas por alimentos, a comunidade cientifica internacional frequentemente
relata toxinfeccdes alimentares (LOUREIRO, QUEROL, 1999; MAZIERO, BERSOT, 2010;
SABIONI, HIROOKA, SOUZA, 1988; SILVA, BERGAMINI, DE OLIVEIRA, 2010).

2.3 Fatores que influenciam o desenvolvimento de microrganismos

Os fatores que mais influenciam o crescimento de microrganismos nos queijos Sao
temperatura, potencial redox (Eh), atividade de agua (Aw) e potencial hidrogeni6nico (pH).
Destes, a atividade de agua esta diretamente relacionada a agua disponivel em uma amostra e
a concentracdo de sal do produto (FORSYTHE, 2013; FURTADO, 1990).

2.3.1 Temperatura
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A temperatura elevada (temperatura 6tima para 0s microrganismos — 25-30°C), quando
combinada a outros fatores, pode ocasionar problemas como aceleracdo do processo de
maturacdo, devido a temperatura ficar préxima a Otima para o desenvolvimento de
microrganismos laticos, porém, com isso, pode ocorrer o crescimento de microrganismos
contaminantes, prejudicando a qualidade, além de favorecer a perda de umidade, muitas vezes
descaracterizando o queijo. Geralmente, os fungos filamentosos sdo capazes de crescer em
faixas de temperatura mais amplas gque as bactérias, sendo um problema para a industria, pois
muitos crescem em alimentos refrigerados. Ja as leveduras ndo sdo muito tolerantes a altas
temperaturas, crescendo principalmente nas faixas mesofila e psicréfila (DORES et al., 2013;
FRANCO; LANDGRAF, 1996; FORSYTHE, 2013; MARTINS, 2006).

2.3.2 Potencial Redox (Eh)

O potencial de oxidacdo-reducdo pode ser definido pela facilidade com a qual ganha
ou perde elétrons. Quando um elemento perde elétrons, diz-se que este substrato é oxidado, ao
passo que, quando um substrato ganha elétrons, diz-se que se tornou reduzido.

Entre as substancias dos alimentos que ajudam a manter condi¢fes redutoras estédo o
acido ascorbico e os grupamento-SH em carnes e 0s agucares redutores em frutas e vegetais.
O Eh de um ambiente pode ser afetado por uma série de compostos. O oxigénio é o fator que
mais contribui para o aumento do Eh de um alimento. Os microrganismos variam no grau de
sensibilidade ao Eh do meio de multiplicacdo e podem, de acordo com o Eh requerido, ser
divididos em grupos, como:

- Aerdbios: exigem Eh positivo para o seu crescimento (presenca de oxigénio) e sao
representados pelos bolores, bactérias como a Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella,
Micrococcus, algumas espécies de Bacillus e leveduras oxidativas;

- Anaerobios: requerem Eh negativo para seu crescimento (auséncia de oxigénio). O
oxigénio chega a ser toxico para a célula, porque gera peroxidos ndo metabolizados pelos
microrganismos devido a falta de enzimas para isto. Os géneros Clostridium e
Desulfotomaculum compreendem espécies anaerdbias;

- Facultativos: multiplicam-se em Eh positivo e negativo, sendo representados pelas
leveduras e muitas espécies bacteriana tais como S. aureus, E. coli.

- Microaerdfilas: multiplicam-se melhor em Eh baixo. As bactérias lacticas sdo
encontradas neste grupo.

Esse fator € importante para a maturacao, visto que para a preservacdo dos alimentos,

como 0s queijos, a quantidade de oxigénio disponivel nas camaras de maturacdo pode
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determinar quais tipos de microrganismos irdo se desenvolver. A utilizacdo de exaustores,
embalagens impermeaveis ao oxigénio, vacuo e atmosfera modificada com gases inertes, tem
sido alternativas para o controle de microrganismos, pois, diminuindo o Eh, ocorre a selecdo
do desenvolvimento de contaminantes. Estes recursos sdo usados para queijos, vegetais,
produtos carneos e outros, a fim de evitar os mofos superficiais (ADAMS; MOSS, 1997;
FRANCO; LANDGRAF, 1996).

2.3.3 Atividade de agua (Aw) e o sal

E a relagio que existe entre a pressdo de vapor de um alimento em relagio a presso
do vapor de agua a mesma temperatura e, esse valor varia entre 0 e 1. Denomina-se pela regra
geral como Aw e é um parametro ligado a umidade do alimento, o que permite determinar sua
capacidade de conservacdo e de propagacdo microbiana. A Aw de um alimento pode ser
reduzida aumentando a concentracdo de solutos na fase aquosa dos alimentos mediante a
extracao da agua (liofilizacdo) ou mediante a adi¢do de novos solutos. A interacdo da Aw com
a temperatura, o pH, oxigénio e didéxido de carbono ou conservantes quimicos tem efeito
sobre a inibicdo do crescimento microbiano. Ainda, de acordo com Forsythe (2013), as
bactérias, com excecédo de S. aureus, requerem maiores ativilidades de agua que os fungos.

O sal é um soluto que pode ser adicionado para reduzir a Aw no alimento. Os
microrganismos pertencentes ao grupo das bactérias laticas apresentam tolerancia a presenca
de altas concentracdes de NaCl, sendo considerados micro-organismos halotolerantes, podem
desenvolver-se em concentracdes de até 10% de NaCl. E utilizado como componente das
caracteristicas organolépticas e aplicado como conservante de produtos alimenticios, como
queijos e, sua presenca é um fator limitante no crescimento microbiano. Atua como uma
barreira para o crescimento de patdgenos e, o fato de ndo afetar consideravelmente o
crescimento das bactérias laticas, beneficia sua aplicacdo em produtos onde o NaCl e utilizado
(GEURTS et al, 1980; GUTIERREZ et al., 1995; SCHNEIDER, 2016; TURNER;
THOMAS, 1980). O sal (NaCl) afeta diretamente a Aw e, de acordo com Fellows (2006),
quase toda atividade microbiana é inibida abaixo de Aw = 0,6, sendo a maioria dos fungos e
bactérias inibidas abaixo de 0,7 e 0,9, S. aureus apresenta alta tolerancia ao sal, Aw = 0,86;

mostrando que esse fator ndo € uma barreira contra esse microrganismo.

2.3.4 pH
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O pH também pode ser determinante para o crescimento desses microrganismos em
diferentes condigdes de processamento de produtos fermentados, e pode também determinar a
utilizacdo dos mesmos como cultura probioticas em alimentos (ALVES et al., 2011). O pH
atua como fator limitante do crescimento ou manutencdo da viabilidade celular, a exposicdo a
variacOes bruscas de pH pode inibir enzimas citoplasmaticas essenciais aos microrganismos e
também afetar o desenvolvimento de substancias antimicrobianas e as condi¢bes de
competicdo com microrganismos patogénicos. Assim, Lactococcus e Lactobacillus sdo
empregados na producdo de queijos como culturas protetoras, principalmente por
apresentarem caracteristicas de crescimento que permitam competir diretamente por substrato
com microrganismos patogénicos (FORSYTHE, 2013; OLIVEIRA et al., 2012).

2.3.5 Inter-relacéo entre fatores que afetam a multiplicacdo microbiana

Os fatores acima relacionados sdo de extrema importancia para 0 crescimento
microbiano, no entanto, é a relacdo entre eles que definira se havera ou ndo a multiplicacéo
desses microrganismos em um determinado alimento (Figura 2). Pouco ainda se sabe sobre o
efeito da inter-relacdo dos fatores, pois ha poucos relatos sobre sinergismo e antagonismos
entre eles para os microrganismos. Além disso, fatores extrinsecos como 0 excesso de
umidade na camara de maturacdo, a temperatura elevada, combinados ou ndo, salmoura e
ambiente industrial contaminado, bem como a falta de tratamento adequado no decorrer da
maturacdo (viragens, aplicacfes de antimicrobianos) também influenciam no aumento de
microrganismos indesejaveis no queijo (FERREIRA et al., 2004; FORSYTHE, 2013).

T = » Aw
& 'y
Y Y

pH * * Eh

Figura 2: Esquema da interacdo entre os fatores que influenciam o crescimento de
microrganismos indesejaveis nos queijos. Temperatura (T), atividade de agua (Aw), pH e
potencial redox (Eh). Fonte: Ferreira et al. (2004).
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2.4 Aditivos

A Portaria n°® 540, 27 de outubro de 1997 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria/
Ministério da Saude e o Regulamento de Identidade e Qualidade de Queijos (RTIQ) (Brasil,
1996), relatam sobre a empregabilidade dos aditivos. A utilizacdo destas substancias deve ser
realizada de maneira segura, na qual o ingrediente envolvido devera ser submetido a testes
toxicologicos sempre que necessario e devem ser empregados dentro dos limites maximos
indicados e ndo é permitida a adicdo de substancias que possam mascarar falhas durante o
processamento do alimento e/ou promover perdas nutricionais. Os aditivos podem ser naturais
ou artificiais e de acordo com a funcdo desempenhada podem ser classificados como: agente
de massa, antiespumante, antiumectante, antioxidante, corante, conservante, edulcorante,
espessantes, geleificantes, estabilizante, aromatizante, umectante, regulador de acidez,
acidulante, emulsificante, melhorador de farinha, realcador de sabor, glaceante, agente de
firmeza, sequestrante, estabilizante de cor e espumante (BRASIL, 1996; BRASIL, 1997).

Os conservantes sdo substancias que impedem ou retardam a alteracdo dos alimentos
provocada por microrganismos ou enzimas. Conservadores como nitratos e nitritos, além das
propriedades conservantes, sao fixadores de cor e agentes de cura para a carne, tornando-a
mais atrativa (SCHVARTSMAN, 1982). Exemplos: &cido acético, acetato de célcio, acido
propidnico, propionato de sédio, propionato de calcio (BRASIL, 1999).

O RTIQ de produtos lacteos autoriza o uso da bacteriocina (nisina) e do antibiotico
macrolideo polieno (natamicina), em queijos, sendo este ultimo permitido apenas a
natamicina (BRASIL, 1996). A utilizacdo de culturas a base de Lactococcus lactis, produtora
de nisina, € uma forma eficaz na prevencdo do estufamento tardio causados pelo Clostridium
beijerinckii em queijos (GARDE et al., 2011) e, a aplicacdo de natamicina auxilia no controle
de bolores e leveduras, melhorando a aparéncia, o tempo de vida comercial e reduzindo os
riscos de formacdo de micotoxinas nos alimentos (BRUSTOLIN, 2009). Outros estudos
reportando a utilizacdo de natamicina em filmes biologicos para revestimento de queijos,
aumentando o tempo de prateleira dos produtos lacteos estudados (RESA, JAGUS,
GERSCHENSON, 2014).

Apesar da legislacdo brasileira permitir a utilizagdo desses conservantes na fabricacéo
de queijos, existem restricdes e limites a serem respeitados, sendo que a natamicina tem um
limite maximo de 5 mg/kg e ndo pode ser detectada a 2 mm de profundidade (ausente na
massa). J& a nisina tem como limite regulatério méximo de concentracdo 12,5 mg/kg
(BRASIL, 1996).

A utilizacdo de acidos organicos para conservacdo de alimentos também merece

destaque, visto que, possue maior solubilidade em relacdo aos antimicrobianos bioldgicos
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natamicina e nisina, baixo efeito no sabor dos alimentos e dispdem da liberacédo para adicéo
em muitos tipos de alimentos processados, caracteristicas essas, ideais para um conservante.
O 4cido sorbico e seus sais de Ca e K tem apresentado efeitos inibitérios sobre leveduras,
fungos filamentosos e uma vasta gama de bactérias (LIICK, 1976; MORAES et al., 2007;
RAJCHL et al., 2010).

2.5 Natamicina

A natamicina foi descoberta em 1955 a partir de um filtrado de Streptomyces
natalensis, na Provincia Natal (Africa do Sul), dando origem ao nome da substincia. Sua
estrutura completa foi elucidada em 1964, como sendo um macrolideo polieno tetraeno
(Figura 3) (DELVES-BROUGHTON et al., 2005).

Também chamada de pimaricina, tenecitina e miprozina (JAY, 2005), pode ser
produzida na natureza também por Streptomyces gilvoporeus (CHEN; LU; DU, 2008).
Entretanto geralmente é produzida por Streptomyces natalensis, tendo acdo fungicida
relevante, mas ineficaz contra bactérias (FURTADO, 1991; JAY, 2005).

Figura 3: Estrutura quimica na natamicina, antibiotico utilizado na producdo de queijos
pertencende a classe dos macrolideos polieno tetraeno. Fonte: Delves-Broughton et al. (2005).

E um p6 branco, insipido, inodoro, praticamente insolivel em agua, pouco soltvel em
metanol, e mais solUvel em acido acético glacial e dimetilformamida (Food Chemicals Codex,
2010-2011). A baixa solubilidade em &gua (aproximadamente 30 — 50 mg/L) garante que esta
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permaneca na superficie e ndo migre para a matriz alimentar. A presenca de luz, pH extremo,
oxidantes, cloro e metais pesados podem reduzir sua atividade (DELVES-BROUGHTON et
al., 2005).

A degradacdo de natamicina resulta na formacdo de micosamina, por hidrélise de
ligacdo glicosidica, ou aponatamicina, um composto resultante de degradacdo 4acida
(VENTURINI, 2012). A inativacdo de bolores e leveduras estd diretamente relacionada a
concentracdo da natamicina aplicada e ao método utilizado (RESA; JAGUS;
GERSCHENSON, 2014). Os bolores séo suscetiveis a concentragdes inibitdrias minimas de
0,1 a 10 pg/mL de natamicina, ja as leveduras sdo inibidas de 1 a 5 pg/mL de concentracdo.
Este antibiotico realiza ligacéo irreversivel ao ergosterol celular do fungo levando a formacao
de canais idnicos e consequentemente aumentando a permeabilidade celular e resultando em
morte microbioldgica. A ineficicia contra bactérias é Gtil & inddstria alimenticia, pois ndo
interfere na fermentacdo ou em processos de amadurecimento (DELVES-BROUGHTON et
al., 2005).

E um dos poucos antibidticos que pode ser usado como aditivo alimentar
(CHEN; LU; DU, 2008) e, segundo Pesquisadores Europeus de Aditivos Alimentares e Fonte
de Nutrientes Adicionados aos Alimentos - EFSA (2009) a utilizagdo de natamicina em
queijos e embutidos ndo leva a resisténcia microbiana e seu uso € seguro Vvisto a ma absorcéo
e posterior eliminacdo na forma intacta ou como produtos de degradacdo. A ma absorcao
deve-se ao fato de que a natamicina ndo interage com o colesterol, da mesma forma que
interage e leva a desestabilizacdo do ergosterol (ARIMA et al., 2014), no entanto, uma
guantidade segura seria a ingestao de até 0,3 mg/kg/dia (WHO, 2006).

Entretanto, um estudo com ratos resultou na diminuicdo da atividade
dos CYP2E, CYP1A, CYP2B e subfamilias CYP4A do sistema do cromossomo P450
no figado dos animais, 0 que indica que a natamicina embora ndo seja diretamente
toxica, pode levar a toxicidade secundaria de outras substancias que sdo
metabolizadas por estas CYP enzimas. Sendo assim, a aplicagdo de natamicina néo
deve ser utilizada em quantidades excessivas (MARTINEZ et al., 2013).

Seu uso ndo esta autorizado na Comunidade Europeia, com exce¢do da Espanha, que
liberou a utilizacdo em queijos e embutidos de forma transitdria e, liberado com restri¢ces de
concentragdes, nos Estados Unidos e outros paises (MIGLIANELLI, 2005).

A aplicacdo de natamicina pode ser realizada na superficie de alimentos solidos

através de imersdo, pulverizacdo ou durante a salga (FAJARDO et al., 2010) e seu efeito pode
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ser reduzido devido a interagdo com outros aditivos ou componentes do alimento (TURE et
al., 2011).

Atualmente é empregada em conjunto com biopolimeros renovaveis em embalagens as
quais a natamicina pode ser liberada gradativamente, como exemplo, os co-polimeros de
acetato de vinila (EVA) com adi¢do de natamicina, no entanto, este ndo pode ser aplicado
com a superficie do queijo umida (BALAGUER et al., 2014). Também pode ser combinada
em biofilmes com amido de tapioca (RESA; JAGUS; GERSCHENSON, 2014), gluten de
trigo e metilcelulose (TURE et al., 2011), celulose (OLIVEIRA et al., 2007) ou quitosana
(FAJARDO et al., 2010).

2.5.1 Mecanismo de acao

O mecanismo de a¢do da natamicina é de ruptura do ergosterol da membrana flngica,
com perda do contetdo (GHANNOUM E RICE, 1999; THOMAS; INGRAM; BEVIS;
BRIGHTWELL; WILSON; DELVES-BROUGHTON, 2005). Apesar de ser semelhante aos
antibidticos anfotericina e nistatina (Figura 4), um estudo in vivo e in vitro mostraram que o0
mecanismo de acdo é diferente. Embora haja uma afinidade da natamicina pelo esterol
ergosterol, a atividade antifungica ndo foi acompanhada de um aumento na permeabilidade
das membranas fungicas (TE WELSCHER et al., 2008), mostrando que seu mecanismo de

acdo nao esté correlacionado a formacao de poros na membrana.
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Figura 4: llustracdo da estrutura quimica dos antibidticos macrolideos poliénos: (1)
anfotericina B, (2) nistatina e (3) natamicina (pimaricina). O grupo micosamina, comum a
todas as moléculas estdo identificados por tracejado. Fonte: Arima et al. (2014).

Arima et al. (2014), ao testarem natamicina em membranas modelos que mimetizam a
composicdo lipidica presente nas membranas de mamiferos (25% mol de colesterol),
contataram que, para a composi¢do usada, ndo houve efeito significativo sobre a organizacao
molecular desse sistema, podendo inferir que essa composicdo protegeria as membranas
mamiferas da acdo da natamicina, justificando a baixa absortividade oral e tdpica da
natamicina e, consequentemente, a baixa toxicidade (oral e tdpica) da natamicina em

humanos, nas concentragcdes recomendadas.
Provavelmente, a atividade biol6égica da natamicina estd correlacionada as

perturbacdes na organizagdo molecular da bicamada lipidica, as quais, por sua vez, séo
decorrentes da interacdo entre esse farmaco e os esterdis presentes nas membranas de fungos

(ergosterol) e de mamiferos (colesterol).

1.6 Nisina

A descoberta da nisina é considerada um dos marcos mais importante da pesquisa
envolvendo bacteriocinas. Comercializada desde 1953, é utilizada até hoje na producdo de
diferentes alimentos industrializados. E o Gnico peptideo antimicrobiano natural aprovado
pela Food and Drug Administration (FDA) para uso como conservante de alimentos.

E um peptideo produzido por bactérias L. lactis subsp. Lactis (Figura 5). A
capacidade de produzir nisina esta geneticamente vinculada a capacidade de fermentar

Sacarose.
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Figura 5: Estrutura quimica da nisina. Fonte: Williams e Delves-Broughton (2003).

A maioria das bacteriocinas tem melhor estabilidade de sua atividade em pH de acido
a neutro, sendo praticamente inativadas em pH 8,0. A inativac¢do da nisina em meio alcalino é
consequéncia da desnaturacdo, modificacdo quimica ou uma combinacdo de ambos
(SETTANNI e CORSETTI, 2008).

Estudos relacionados ao mecanismo de acdo da nisina apontam a membrana
citoplasmatica como o alvo priméario. Também como efeito da nisina em células susceptiveis
a sua acdo, inclui-se a inibicdo da biossintese de RNA, DNA, de proteina, enzimas,
polissacarideos e outros pontos que levam a morte da célula.

A nisina aumenta a permeabilidade da membrana pela formacdo de poros,
ocasionando o efluxo do material intracelular. Assim, apds o tratamento com nisina, as células
ficam sem energia suficiente para realizar processos biossintéticos e que a membrana
plasmatica, transdutora de energia, pode ser o alvo priméario na atuacdo da nisina. Sendo a
bacteriocina carregada positivamente com partes hidrofébicas, ocorrem interagdes
eletrostaticas com o grupamento fosfato da membrana celular, carregado negativamente,

promovendo o inicio da ligacao da bacteriocina com a célula-alvo (ZHOU et al., 2014).

2.6.1 Mecanismo de acao

A nisina possui a habilidade de inibir o crescimento microbiano de bactérias Gram-
positivas em alimentos, inclusive as patogénicas, como S. aureus, Staphylococcus epidermidis
e Streptococcus faecalis, Clostridium botulinum e L. monocytogenes. A sua sobre células de
bactérias Gram-positivas ocorre em duas etapas: (1) adsorcdo ndo especifica da nisina sobre a
parede celular, sendo o fendmeno reversivel. Essa adsorcéo é dependente do pH, que ocorre

em valor minimo de 3,0 e maximo de 6,5; da composicdo fosfolipidica da membrana
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citoplasmatica dos microorganismos sensiveis; da presenca de cations divalentes e trivalentes;
e da concentracdo utilizada. A nisina permanece sensivel as proteases e o tratamento com
enzimas proteoliticas protege as células susceptiveis a acdo da nisina contra seu efeito letal;
(2) a nisina se torna insensivel as proteases e as células sofrem mudancas irreversiveis. E
fortemente atraida pelos fosfolipidios e lisossomos na membrana das bactérias, formando
poros ou canais de 0,2 a 1,0 nm de didametro (COTTER et al., 2005) (Figura 6).

A despolarizacdo simultanea da membrana causa um efluxo rapido de componentes
essenciais, como ions K+, aminoacidos e ATP, levando a uma série de alteracfes que termina
com a lise celular. O estado fisiolégico da cultura sensivel tem grande influéncia na
susceptibilidade a acdo das bacteriocinas, sendo as células metabolicamente ativas mais
sensiveis. A inibicdo da célula persiste enquanto houver bacteriocina ativa remanescente no
meio de crescimento (WILLIAMS E DELVES-BROUGHTON, 2003).

Ja as pediocinas (Classe Il) é composta por pequenos peptideos (<10 kDa)
termoestaveis. Apresentam uma estrutura helicoidal anfifilica, a qual permite sua insercdo na
membrana citoplasmatica da célula alvo, promovendo a despolarizacdo da membrana e a
morte celular, além de uma sub-classe (11a) apresentam alta afinidade por membrana de
Listeria monocytogenes (Drider et al., 2006; Nascimento et al., 2008) (Figura 6).

Classe | Classe Il
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Figura 6: Mecanismo de acdo da nisina. Ruptura da estrutura de peptideoglicano, formando
poros e ocasionando o extravasamento do contetido celular. Fonte: Cotter et al. (2005).

O mecanismo pelo qual a nisina impede a germinacao de esporos é diferente do das
células vegetativas. Os grupos reativos da nisina interagem com grupos sulfidril vitais
presentes na membrana dos esporos recém-germinados e exercem um profundo efeito

bacteriostético, resultando na inibicdo subsequente do esporo. Assim, a nisina permite a
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germinacdo do esporo, mas inibe as etapas posteriores do processo de formacgdo de novas
células (COTTER et al., 2005; ZHOU et al., 2014).

Nas bactérias Gram-negativas, a presenca da camada de lipopolissacarideo oferece
maior protecdo a célula, ndo permitindo que agentes externos alcancem a membrana
citoplasmatica. A camada de lipopolissacarideo é formada por compostos que possuem
carater anionico, gerando uma superficie hidrofilica. Desse modo, a membrana externa
repulsa substancias hidrofébicas e macromoléculas, como a nisina (COTTER et al., 2005;
WILLIAMS E DELVES-BROUGHTON, 2003).

No entanto, pelo carater anidnico da camada de lipopolissacarideo, esta pode se ligar a
molécula da nisina, que tem carater catidnico, formando uma estrutura estavel por interagdes
eletrostaticas, mas, mesmo assim, a nisina ndo conseguiria alcancar a membrana
citoplasmatica da célula.

A nisina é efetiva sobre bactérias Gram-negativas quando combinada com &cido latico.
O EDTA é o agente quelante mais efetivo que, adicionado juntamente com a nisina, auxilia na
inibicdo de bactérias Gram-negativas, entretanto, o EDTA ndo pertence a lista de aditivos do
RTIQ (BRASIL, 1996).

2.7 Acido sorbico (sorbatos)

O &cido sorbico foi isolado primeiramente em 1859, a partir da destilacdo do 6leo do
fruto Sorbus aucuparia (HOFMANN, 1959). Esse &cido é encontrado na forma de cristais ou
po6 branco, de odor caracteristico, possui pouca solubilidade em agua, mas é bastante soltvel
em alcoois.

Os sorbatos sdo os sais do acido sérbico, como o sorbato de potéassio e de calcio
(Figura 7). Possuem uma maior agdo na forma néo dissociada, portanto sendo mais eficaz em
alimentos com pH abaixo de 6,5 (STOPFORTH, SOFOS, BUSTA, 2005). Podem ser
utilizados para prevenir a formacdo de leveduras e mofos em alimentos processados, tais
como produtos curados derivados do leite, sem intervir na acdo das culturas iniciadoras
(MORAES et al., 2007).
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Figura 7: Estrutura quimica do sorbato de postassio (1) e do sorbato de céacio (2), ambos
utilizados como conservantes em alimentos. Fonte: O proprio autor.
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A legislacdo brasileira permite a utilizagdo do &cido sérbico em queijos com um limite
méaximo de 1000 mg/ kg (BRASIL, 1996). Testes toxicoldgicos foram realizados resultando
em baixa toxicidade, entretanto foram reportados cados de intolerdncia idiossincratica,
urticérias e pseudo alergias em pessoas sensibilizadas a esse composto (DEUEL et al., 1954;
FDA, 1975; HANNUKSELA, GAUNT, 1975; JUHLIN, 1981; WALKER, 1990).

2.7.1 Mecanismo de acao

O mecanismo de acdo do &cido sérbico sobre as bactérias ainda ndo estd totalmente
elucidado, porém podem causar modificagdes na morfologia de células microbianas,
alteracdes nas funcdes da membrana celular inibindo funcdes de transporte e da atividade
metabolica (SOFOS, 1986).

Alguns estudos relacionados ao mecanismo de defesa em fungos filamentosos, como a
reducdo da assimilacdo de carbono, e substratos de glicose, acetato, succinato, lactato e
enzimas vitais, tais com: malato, isocitrato, a-cetoglutarato, desidrogenase, fumarase e
aspartase. Também ocorre a inibicdo da desidrogenases, interferindo na assimilacdo oxidativa
(LIICK, 1976; MORAES et al., 2007; SOFOS, 1986). O sorbato de potassio é legalmente
utilizado em alimentos, mas seu controle é requerido para a conformidade de acordo com a

legislacdo pertinente evitando danos para a satde do consumidor (MAZDEH et al., 2014).

2.8 Aditivos naturais

O uso de antimicrobianos sintéticos é limitado por regulamentos de seguranga
alimentar devido a toxicidade, efeito ambiental negativo, risco para a saude, entre outros.
Assim, 0 crescente interesse em novos produtos antimicrobianos pode substituir 0s
convencionais.

A utilizagdo de compostos naturais estad entre as tecnologias emergentes de
conservacao de alimentos, sejam eles aplicados de forma isolada ou combinada com os
métodos tradicionais de conservacgdo, com o intuito de aumentar a vida Gtil do produto, devido
as propriedades antimicrobianas e antioxidantes desses compostos, diminuindo a

contaminacéo dos queijos, embutidos e outros alimentos (ZANINI et al., 2014).
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2.8.1 Oleo essencial de orégano

O Oleo essencial de orégano é extraido por a hidrodestilagio ou destilagdo por arraste
a vapor de folhas de uma erva de origem Mediterranea chamada Origanum vulgare,
pertencente a familia Labiatae (CHUN et al., 2005; KOKETSU; GONCALVES, 1991). Séo
produtos do metabolismo secundario de vegetais e desempenham um papel importante para as
plantas, atraindo alguns insetos que promovem dispersdo de polens e sementes ou mantendo
afastados os predadores e outros animais indesejaveis.

Em geral, compostos derivados de plantas dificultam a sele¢do de bactérias resistentes,
provavelmente devido a presenca de inimeros componentes com acdo antibacteriana, tais
como: fenodis e polifendis (flavonoides, quinonas, taninos, coumarinas), alcaloides,
terpenoides, lectinas e polipeptideos (UPADHYAY et al., 2014).

Os terpenos, como o limoneno, a-pineno e B-pinenom, por exemplo, possuem
atividade antibacteriana moderada. J& os terpenoides (como carvacrol, timol e mentol) e
fenilpropenos (como eugenol e cinamaldeido) possuem registros de Otima acdo contra
diversas bactérias (NAZZARO et al., 2013).

Dentre os 6leos essenciais, 0 de orégano apresenta potente atividade antimicrobiana,
sendo relatados resultados positivos quanto testados contra bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e fungos, inibindo importantes bactérias de importancia alimentar e infecgdes
hospitalares (BARROS et al., 2009; BURT, 2004, CHAFTAR et al., 2015; NAZZARO et al.,
2013; SOKOVIC et al., 2007).

Os compostos fenolicos desses Oleos sdo 0s principais responsaveis pela atividade
antimicrobiana, e no caso do OEO, o carvacrol e o timol (Figura 8) sdo 0os componentes
bioativos mais abundantes, podendo variar as concentragcdes devido a interferentes como
regido geografica, solo e sazonalidade (MEDINI et al., 2009).

Em menores quantidades, pode-se encontrar: alcoois monoterpénicos (linalool, 4-
terpineol), hidrocarbonetos monoterpénicos (para-cimeno, terpinoleno, terpineno, pineno),
sesquiterpenos (betacariofileno, germacreno, espatulenol), mirceno, limoneno, acido
rosmarinico e outros (CLEFF et al., 2008), no entando, 0os compostos carvacrol e timol sdo o0s
principais responsaveis pela atividade antimicrobiana do OEO.
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Figura 8: Componentes bioativos antimicrobianos mais abundantes presentes no Oleo
essencial de orégano. Fonte: Scandorieiro et al. (2016).

2.8.2 Atividade antimicrobiana

Véarios mecanismos antibacterianos potenciais tém sido relatados, embora ndo sejam
totalmente esclarecidos para plantas e 6leos essenciais, tais como: o rompimento da
membrana celular bacteriana, aumento da suscetibilidade a antibiéticos convencionais em
bactérias resistentes aos mesmos, atenuacdo da viruléncia bacteriana, como acdo anti-
producdo de biofilme, inibicdo na producdo de capsula bacteriana ou reducdo na sintese de
toxinas (UPADHYAY et al., 2014)

Tanto o carvacrol quanto o timol sdo moléculas hidrofébicas e, devido a essa
caracteristica, a membrana celular microbiana é o principal alvo da acdo do OEO. Ocorre a
modificacdo da estrutura lipidica, aumentando a permeabilidade de forma que haja a expulséo
de ions e outros componentes celulares. Assim que a membrana celular é afetada, ocorre o
comprometimento da viabilidade bacteriana, pois essa estrutura é fundamental para funcdes
de procariotos (BURT, 2004; NAZZARO et al., 2013).

Alguns autores identificaram que o OEO danifica a integridade da membrana
citoplasmatica, afetando o equilibrio de pH e de ions intracelulares (potéssio e fosfato) em
Gram-positivas; perda de material celular e alteracbes morfoldgicas identificadas como
vesiculas na superficie celular, alteragbes morfologicas superficiais, interferéncia na sintese
de ATP e de proteinas e inibi¢do do quorum sensing nas bactérias (Figura 9) (ALVES et al.,
2002; DE SOUZA et al., 2010; LAMBERTI et al. 2003; PREUSS et al., 2005; SOUZA et al.,
2010; SOUZA et al., 2013; SUZUKI et al., 2015; SZABO et al., 2010).
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Figura 9: Representacao dos alvos bacterianos atingidos pela acdo do OEO. Fonte: adaptado
de Burt (2004) e Scandorieiro et al. (2016).

Bassolé e Juliani (2012) constataram que o OEO geralmente possui melhor atividade
antibacteriana do que o carvacrol e o timol combinados, mostrando que a interacdo com 0s
componentes minoritarios é importante para a atividade antimicrobiana (CERVATO et al.,
2000; GAUTAM; MANTHA; MITTAL, 2014; GILLING et al., 2014, KALEMBA,
KUNICKA, 2003; ROMERO et al.,2012).

Esses compostos, carvacrol e timol, foram relatados como tendo um caréater lipofilico,
atuando na parede celular e interferindo em enzimas cataliticas de membrana e enzimas
responsaveis pela producdo de energia e proteinas, causando como resultado a morte celular.
Além disso, a presenca de um anel aroméatico e um grupo hidroxila é importante para a
atividade antimicrobiana, sendo que esses grupos quimicos Sdo 0s responsaveis pelas
alteragdes na morfologia e agregados das hifas, inibindo tanto a germinagdo quanto o
crescimento micelial, resultando na lise da parede das hifas, pois interagem com a membrana
celular dos agentes patogénicos microbianos (NUMPAQUE et al., 2011; SHIRZAD et al.,
2011).

Outros estudos demonstram a atividade do OEO além da agdo antibacteriana e
antifungica, possui agdo antiviral, antioxidante e anticancerigena (CERVATO et al., 2000;
GAUTAM; MANTHA; MITTAL, 2014; GILLING et al., 2014; KALEMBA; KUNICKA,
2003; ROMERO et al.,2012).



35

2.8.3 Aplicacdo em alimentos

A aplicacdo do OEO em alimentos tem sido frequentemente descrita, principalmente,
guando aplicado em embutidos como salames, com a finalidade de diminuir a incidéncia de
fungos durante a maturacdo dos mesmos. Outros estudos relatam a utilizacdo em superficies
de manipulacdo de alimentos, filmes e embalagens, bem como em carnes frescas e frutas. Em
laticinios, no Brasil, a sua utilizacdo foi descrita em queijo coalho (BARROS et al., 2009;
BOTREL et al., 2010; dos SANTOS RODRIGUES et al., 2017; ELSHAFIE et al., 2015;
SOUZA et al., 2014; ZANTAR et al., 2014).

2.8.4 Mel

Entre 0s compostos produzidos por animais, 0 mel se destaca,
possuindo atividade antimicrobiana bem documentada nas literaturas médicas mais
antigas do mundo e, atualmente, tem sido reavaliado como alternativa para combater
patdgenos multirresistentes. Alem do mel, a propolis também tem efeito contra agentes
infecciosos (MANDAL; MANDAL, 2011; NISHIO et al., 2014; STEPANOVIC et al., 2003).

O mel é uma solucdo acucarada natural produzida por abelhas a partir de composto de
plantas, que é recolhido, transformado, depositado, desidratado e armazenado em favos das
colmeias. Ainda deve apresentar teores de agucares maior que 60%; quantidade de sacarose
(indicador de colheita prematura) de menor que 5%; umidade menor que 20%; presenca de
solidos insoltveis menores que 0,1%; concentracdo de acidos livres menor que 50 mEqg/Kkg;
condutividade elétrica menor que 0,8 mS/cm; atividade diastasica maior que 8 Gothe; e
concentracdo de hidroximetilfurfural menor que 40 mg/kg (BRASIL, 2003). Apesar de seu
uso ser relatado desde as civilizagcbes antigas, o estudo das propriedades bactericidas da
solucdo foi retomado apenas por Van Ketel no final do século XIX (DUSTMANN, 1979;
JONES, 2001; STOBART, 2014;).

Ao mel sdo atribuidas propriedades medicinais como beneficios ao sistema
imunologico e efeitos antidepressivo, anti-inflamatério, analgesico, sedativo, expectorante e
antimicrobiano, sendo que seu uso medicinal perdurou na civilizacdo européia até a primeira
metade do século XX, usado inclusive pelos russos, como agente curativo, durante a Primeira
Guerra Mundial (BOGDANOQV, 2016; WIESE, 1986).

Possui uma grande quantidade de acucares simples, em média 32% de glicose, 38% de
frutose, pequenas quantidades de outros acucares, como sacarose, maltose e outros
dissacarideos. Ha ainda sais minerais, como potassio, sddio, cloro, enxofre, célcio, fdsforo,

silicio, ferro e magnésio, aminoacidos e enzimas, além de outras 200 substancias diferentes,
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como moléculas como acido glucurénico, responsavel pela acidez, enzima glucose oxidase
(producdo de peroxido de hidrogénio) (EZZ EL-ARAB et al.,, 2006; KHAN; ABADIN;
RAUF, 2007; NOGUEIRA COUTO, COUTO, 2006).

De acordo com Nishio et al. (2016), méis de abelhas indigenas sem ferrdo como S.
bipunctata e S. postica, em seu estudo, apresentaram maior efeito antibacteriano do que o mel
da abelha A. mellifera. Porém méis de abelhas indigenas possuem um valor comercial mais
elevado (ALVES et al., 2005).

Os meliponineos, como sdo chamadas as abelhas indigenas nativas, entre elas a S.
bipunctata, produzem mel em menor quantidade quando comparado a producdo de A.
mellifera, porem é considerado um produto diferenciado devido a &cidos organicos, enzimas,
vitaminas, flavondides, minerais e uma extensa variedade de compostos organicos,
contribuem para a cor, odor e sabor especifico. Ainda, a principal diferenca estd na umidade,
elevada em méis de abelhas indigenas, tornando-o menos denso quando comparado ao mel
das A. mellifera, exigindo maiores cuidados para conservacdo (ANACLETO, et al. 2008;
BIJLSMA, 2006; BORSATO, 2013; CARVALHO, et al. 2005).

O mel Manuka, produzido por abelhas na Nova Zelandia produz é o mais estudado e
possui acdo comprovada cientificamente no combate de diversas bactérias, incluindo as
resistentes. As abelhas da Nova Zelandia retiram da flor de manuka uma substancia que
reforca o poder do mel, que é responsavel por todos os beneficios que outros tipos de mel ndo
possuem (LLOYD ROBERTS et al., 2015).

2.8.5 Atividade antimicrobiana

A acdo antimicrobiana dos méis esta relacionada a inimeros fatores relacionados a
composi¢do quimica, desde diferencas no solo, condi¢cBes atmosféricas, diversificacdo
vegetal, que interferem na formacdo do mel, como baixa Aw que resulta na reducdo da
captacdo de agua pela bactéria, alterando seu metabolismo bacteriano (AMOR, 1978;
OLAITAN; ADELEKE; OLA, 2007), alta pressdo osmotica, baixo pH, variando entre 3,2 e
4,5, estd abaixo do minimo necessario para o crescimento de bactérias como P. aeruginosa
(4,5) e E. coli (4,0), prejudicando o crescimento bacteriano (HANKIN,1987), o sistema
glucose/oxidase com formacdo de perdxido de hidrogénio, presenca de componentes
fitoquimicos e de substancias volateis (MAVRIC et al, 2008; WESTON, 2000).

Silva et al. (2006) mostram que o mel apresenta uma baixa atividade de &dgua, além da
acidificacdo natural do meio, conferindo condicGes desfavoraveis para o crescimento de

bactéria. Na presenca de agua e oxigénio, a enzima glicose-oxidase, converte glicose, em
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acido glucénico e peroxido de hidrogénio, sdo consideradas substancias relevantes de acéo
oxidante, que afetam o envoltério dos microrganismos, conservando a esterilidade do mel
durante a maturacdo (BANG et al., 2003; SATO, MYATA, 2000; WESTON, 2000).

O actmulo do perdxido de hidrogénio pode variar dependendo da origem do mel,
sendo que alguns méis atingem um acimulo maximo no periodo de 4 horas ap6s a incubacao
a uma temperatura de 37 °C (BANG; BUNTTING; MOLAN, 2003).

A capacidade antibacteriana ja é comprovada contra diversas bactérias, inclusive cepas
de interesse clinico, como MRSA (S. aureus resistente a meticilina) e, também sdo
demonstradas na literatura que as bactérias ndo desenvolvem resisténcia a ele (SHENOY et
al., 2012; SHERLOCK et al., 2010; VIUDA-MARTOS et al., 2008). No entanto, vale a
ressaltar que seu potencial antibacteriano varia conforme a origem e o processamento do mel,
0 que torna importante os ensaios de atividade antibacteriana para avaliar previamente a
eficacia de um mel especifico antes de aplica-lo como agente terapéutico (D’AGOSTINO; LA
ROSA; ZANELLI, 1961; RADWAN; EL-ESSAWY; SARHAN, 1984).

O mel Manuka, possui a capacidade de atuar de forma sinérgica com antibioticos.
Contudo, um dos maiores obstaculos que enfrenta a introducdo desse mel como um produto
de linha de frente (e ndo altimo recurso, como é frequentemente o caso) é a capacidade de
reproduzir a excelente eficacia observada in vitro durante os ensaios clinicos in vivo (LLOYD
ROBERTS et al., 2015).

Em estudos sobre o possivel mecanismo de acdo desse mel, observou-se que para
inibir o desenvolvimento de MRSA, o mel Manuka afeta os Ultimos estagios da diviséo
celular, apés a conclusdo da formacdo de septos. Assim, a producdo reduzida de
peptidoglicano e /ou seu sequestro em um estado inativo resulta em duas células-filhas
remanescentes devido a incapacidade do septo a ser degradado, o que, em Ultima instancia,
leva a morte celular (Figura 10).
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Figura 10: Desenvolvimento celular de S. aureus com mel Manuka. O mel atua no ultimo
estagio da divisdo celular, onde interrompe a capacidade do septo de ser degradado para gerar
as duas células-filhas, fazendo com que as células-filhas permanecam unidas e,
posteriormente, levando a morte celular. Fonte: Lloyd Roberts et al. (2015).

Em contraste, 0 mecanismo de acao proposto, nesse mesmo estudo, para P. aeruginosa, € o de
lise celular. No entanto, outros estudos apontam a capacidade do mel manuka em afetar o
desenvolvimento celular, assim como acontece com S. aureus (GOTOH et al.,, 1989;
HENRIQUES et al., 2011; LLOYD ROBERTS et al.,, 2015; ROBERTS et al., 2012;
SUGAWARA et al., 1996).

Lloyd Roberts et al. (2015) propde que o mel de Manuka causa desestabilizacdo do
envelope celular através da regulacdo negativa de uma proteina estrutural chave (OprF), que
estd envolvida na manutencdo da forma celular e da estabilidade do envelope celular. A perda
desta proteina resulta no afrouxamento da membrana, o que diminui a viabilidade celular e,

em Gltimo caso, leva a lise celular (Figura 11).
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Figura 11: Mecanismo de a¢do do mel de Manuka para P. aeruginosa observado por Lloyd
Roberts et al. (2015) em seu estudo. O mel de Manuka causa desestabilizacdo do envelope
celular através da regulagdo negativa de uma proteina estrutural chave (OprF), que estd
envolvida na manutencdo da forma celular e da estabilidade do envelope celular. A perda
desta proteina resulta no afrouxamento da membrana, o que diminui a viabilidade celular e,
em ultimo caso, leva a lise celular.
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Ainda, Belewu e Morakinyo (2009), ao avaliarem a eficacia de mel como conservante
biolégico em queijos na Africa Ocidental, constataram que, devido & sua alta pressdo
osmotica, pH baixo e peroxido de hidrogénio (produto final do sistema de oxidacdo da
glicose), o mel pode ser usado para melhorar a vida Util e as qualidades nutricionais do queijo.

Paralelamente ao uso do mel como antibacteriano, diversas propriedades medicinais
do mel sdo apontadas pela literatura, sendo uma delas seu efeito antioxidante. Substancias
oxidativas reagem com lipidios, proteinas, acucares e acidos nucléicos de células;
prejudicando o metabolismo celular (VIUDA-MARTOS et al., 2008).

O mel, apesar de conter espécies reativas de oxigénio, também contém compostos
fenolicos, acido fendlico e os flavonoides, provenientes da origem botéanica do mel, com
capacidade antibacteriana, anticancerigena e antioxidante (AL-MAMARY; AL-MEERI; AL-
HABORI, 2002; ESTEVINHO et al, 2008; YAO et al., 2003).

Ainda, o efeito antifingico de alguns méis, especialmente os provenientes de favas
escuras e que contém altas concentracdes de propolis, tem sido relacionado a presenca de um
namero de &cidos aromaticos, incluindo o cinamato de benzilo, cinamato de metilo, &cido
cafeico, cinamato de cinamilo, cinnamoylglcine, e os terpendides (popularmente conhecidos
como propolis). Alem disso, pode haver proteinas no mel que tenham atividade antifungica
(BOUKRAA et al., 2008; KHOSRAVI et al., 2008; EL-GENDY, 2010; CANDIRACCI et al.,
2012; MOUSSA et al., 2012).

Entretanto, sdo necessarios estudos aprofundados sobre os mecanismos de acdo de
méis de abelhas indigenas brasileiras. Recentemente, trabalhos descrevem os mecanismos
responsaveis pelas propriedades medicinais do mel, possibilitando seu “redescobrimento”
pela medicina moderna; ainda que haja hesitagcdo em usa-lo na clinica devido a falta de préatica
(BERGMAN et al., 1983; EMSEN, 2007; MOLAN, 1992; MOLAN, 1997; MOLAN;
RHODES, 2015).

2.8.6 Aplicacdo em alimentos

O mel tem sido utilizado em vérios alimentos, sozinho ou associado a outros
compostos, como 0Oleos essenciais de alho e de limédo. Diversos estudos tém testado o mel na
producdo de queijos e outros derivados lacteos como antimicrobiano relacionados ao controle
de fungos, principalmente leveduras (ADUALEM, 2013; BELEWU; BELEWU; GANIYUL,
2011; BELEWU; MORAKINYO, 2009).
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Em iogurtes, além de ser utilizado para dar sabor, varios autores tém estudado a
aplicacdo do mesmo, junto com frutas, para aumentar o tempo de prateleira. No estudo de

Rotar et al. (2015), porém, verificaram que o mel utilizado inibe a acao de bactérias laticas.
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Resumo

O queijo artesanal é amplamente consumido no Brasil, no entando por, em sua
maioria, ser fabricados com leite cru, podem estar contaminados com bactérias patogénicas.
Neste estudo, pesquisamos a presenca de Escherichia coli e Staphylococcus aureus em
queijos artesanais de diferentes estados do Brasil. A partir de 147 amostras de queijo, 39
isolados foram positivas para E. coli (28 amostras de queijo), 25 foram positivas para S.
aureus (10 amostras de queijos). Entre os 39 isolados de E. coli, um foi positivo para o gene
eaeA (codifica a adesina intimina) e negativo para os genes bfpA e efal/lifA, usando o
método de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e, portanto, foi classificado como E. coli
enteropatogénica atipica (aEPEC). Dois isolados de E. coli foram positivos para os genes do
pentaplex de Jonhson para E. coli patogénica extraintestinais (EXPEC). O isolado aEPEC
pertence ao sorogrupo 0127, enquanto os isolados EXPEC foram do sorotipo O73: H12 e
064474: H8 (novo sorotipo no Brasil). A maioria dos isolados de E. coli pertenceram ao
grupo filogenéticos A (28,2%) de Clermont. A maioria dos isolados de E. coli apresentaram
um padréo de aderéncia agregativa (46,0%) em cultura de células HelLa (células de origem
humana). Quatro isolados de E. coli (10,3%) apresentaram formacao de biofilme moderado.
Trés amostras de S. aureus mostraram formacdo de biofilme em placas de poliestireno. Um
isolado de E. coli mostrou resisténcia a trés classes de antimicrobianos (tetraciclina,
ampicilina e acido nalidixico). Um dos isolados de S. aureus apresentou resisténcia a cinco
antimicrobianos (ampicilina, estreptomicina, cefoxitina, penicilina e ciprofloxacina) e outro a
quatro antimicrobianos (tetraciclina, cefoxitina, cloranfenicol e ampicilina). A presenca de um
isolado aEPEC 0127 e de um novo sorotipo (064474:H8) no Brasil, além das amostras de S.
aureus resistentes a multiplos antimicrobianos, representa um risco potencial para a saude

publica.

Palavras-chave: Escherichia coli; EPEC; Staphylococcus aureus, queijos artesanais;
patogencicidade; resisténcia aos antimicrobianos.
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1 Introdugéo

O queijo Minas meia cura é um dos queijos mais populares e consumidos no Brasil.
Pode ser feito com leite cru ou pasteurizado através de coagulacdo enzimatica. E
caracterizado por alto pH e umidade (> 55%) e porcentagem de sal. Este queijo torna-se
susceptivel a contaminacdo devido a sua alta umidade, associada a condigdes de higiene
precérias durante a sua producdo, uso de leite ndo pasteurizado e ambiente de maturacao e
longo tempo de transporte sob temperatura inadequada (Cunha et al., 2006; Moraes et al.,
2009).

No Brasil, existem regras para a producdo e comercializacdo de produtos lacteos, mas
ndo sdo aplicadas de forma comum. E. coli, assim como todos os coliformes, é utilizada como
um indicador de contaminagdo e condicGes de higiene, durante o processamento ou pés-
processamento de alimentos. Sua presenca pode indicar a presenca de patdgenos entericos
(Moraes et al., 2009; Okura and Marin, 2014). Além disso, algumas cepas de E. coli podem
adquirir novos genes de viruléncia e se tornarem patogénicas.

As infeccBes do trato urinario (UTI) ou doencas entéricas sdo causadas por grupos
especificos de E. coli, denominadas EXPEC (E. coli patogénica extra-intestinal) ou DEC (E.
coli diarreogénica). As amostras de DEC podem ser classificadas em seis patotipos (Kaper et
al., 2004), os quais séo separados por padrdes de patogenicidade: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli difusamente aderente (DAEC) e E. coli produtora de shiga-
toxina (STEC). O patotipo STEC possui uma subcategoria denominada E. coli
enterohemorragica (EHEC), que inclui o sorotipo O157: H7. Alguns estudos sugerem que a
contaminacdo de alimentos por E. coli sdo provenientes da falta de higiene ao manuseiar
alimentos (Rapini et al., 2005; Vicent et al., 2010).

Além dos patotipos de E. coli, outros agentes patogénicos, como Listeria
monocytogens, Salmonella sp. e Staphyloccocus aureus, s@o transmitidos por meio de
produtos lacteos. As toxinas produzidas por algumas cepas de S. aureus sdo responsaveis por
varios surtos de intoxicacdo alimentar causada por queijos contaminados (Kadariya et al.,
2014; Ferreira et al., 2016).

Outra preocupacdo relacionada a contaminagdo bacteriana em alimentos, é a
resisténcia bacteriana aos multiplos antimicrobianos. A producdo de beta-lactamase de

espectro estendido (ESBL) por E. coli, e a resisténcia a meticilina (MRSA) por S. aureus,
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estdo entre as bactérias multirresistentes mais importantes para infecgées humanas (Hiramatsu
et al., 2001; Nagy et al., 2015; Bodnar et al., 2016).

Os produtos de origem animal requerem atencdo especial, pois eles podem ser
veiculos para disseminagdo de microrganismos patogénicos e resistentes aos antimicrobianos.
No entanto, o papel dos queijos artesanais como reservatorios para os genes de resisténcia ndo
é bem conhecido no Brasil (Szmolka et al., 2012; Ribeiro et al., 2016). Portanto, o objetivo
deste estudo foi pesquisar a presenca de genes de viruléncia e determinar os padrbes de
resisténcia antimicrobiana de E. coli potencialmente patogénica, e de resisténcia aos

antimicrobianos de S. aureus, em queijos artesanais comercializados no Brasil.

2 Material e mtodos
2.1 Amostras de queijos artesanais e cepas bacterianas

Foram coletadas 147 amostras de queijos minas padréo artesanais, entre julho de 2014
e janeiro de 2016, em feiras livres e mercados municipais de cinco estados brasileiros: Parana
(64), Séo Paulo (49), Minas Gerais (24), Mato Grosso do Sul (8) e Bahia (2).

Aproximadamente 25 g de cada queijo foram diluidos em 225 mL de agua de peptona
tamponada (BPW), plaqueados em agar MacConkey (Difco®, Sparks, MD, EUA) e
incubados a 37°C durante 24 h. Duas ou trés colbnias de cada placa foram selecionadas e
testadas usando ensaios bioquimicos (Enterokit - Probac®) para identificar E. coli. Para o
isolamento de S. aureus, as amostras diluidas BPW foram plaqueadas em agar Baird Parker
(Difco®, Sparks, MD, EUA) adicionado solugdo de gema de ovo com telurito (5%, v/v)
(Laborclin®) e incubadas a 37°C durante 24 h. Duas ou trés col6nias positivas de cada placa
foram selecionadas para testes adicionais de catalase, coagulase, DNAse e coloracdo de Gram.
Todas as cepas de E. coli e S. aureus foram armazenadas em infusdo de cérebro coracdo
(BHI) (Difco®) com 25% de glicerol (Sigma®, St. Louis, MO, EUA) a -80°C.

Os controles positivos e negativos utilizados neste trabalho foram obtidos da Colecédo
Bacteriana, do Laboratério de Bacteriologia Basica e Aplicada, Universidade Estadual de
Londrina (Table 1).

2.2 Preparacgdo do DNA
A preparagdo do DNA de E. coli foi realizada por lise térmica. As cepas foram
crescidas em agar TSA (Difco®) a 37°C durante 24 h. O DNA foi extraido suspendendo sete

colbnias, da mesma cultura pura, em 200 uL de &gua esterilizada. A mistura foi submetida a
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uma temperature de 100°C durante 10 min, e centrifugada a 10.000g durante 6 min. O
sobrenadante foi utilizado para os ensaios de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

O DNA de S. aureus foi extraido utilizando a técnica de lise alcalina. As bactérias
foram cultivadas em 3 mL de BHI (Difco, Detroit, EUA), e incubadas a 37°C, durante 24 h. O
“pellet” bacteriano obtidos apds centrifugacdo a 10.000g durante 5 min foi ressuspenso em
tampdo TE (Tris-EDTA) (Sigma, Poole, Reino Unido). Os reagentes utilizados para a
extracdo de DNA gendémico foram tampdo TE (Sigma, Poole, Reino Unido), 10 pug/mL de
lisozima (Invitrogen, Carlsbad, EUA), 10% (p/v) de sulfato de dodecil de sddio (SDS)
(Sigma, Poole, Reino Unido) , 20 mg/L de proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, EUA), NaCl
5M (Sigma, Poole, Reino Unido), solucdo de CTAB (Sigma, Poole, Reino Unido), fenol/
cloroférmio/alcool isoamilico 25:24:1 (Invitrogen, Carlsbad, EUA), e etanol P.A. (Sigma,
Poole, Reino Unido), de acordo com os procedimentos descritos por Sambrook e Russell
(2001).

2.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccéo de genes de viruléncia de DEC
e EXPEC em isolados de E. coli

A presenca de genes de viruléncia foi verificada usando trés sistemas de Multiplex-
PCR. Os seguintes marcadores de viruléncia foram utilizados para detectar DEC: eaeA (gene
estrutural que codifica a adesina intimina em EPEC e EHEC), bfpA (gene estrutural para o
bundle forming-pillus de EPEC tipica), efal / lifA (fator para adesdo em EHEC (efal) / fator a
inibidor de linfocitos A (lifA), aggR (ativador transcripcional de EAEC tipica), elt, est
(enterotoxinas de ETEC), ipaH (gene que codifica o antigeno H do plasmideo de invasao,
encontrado em EIEC), stx1, stx2 (toxinas Shiga de EHEC), e ehxA (enterohemolisina, que
pode ser encontrado na EHEC e EPEC). Os métodos de PCR foram previamente
padronizados (Pufio-Sarmiento et al., 2014). Os amplicons foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 2%, seguido de coloragdo com Gel Red (Biotium®, Hayward, CA, EUA)
e visualizagdo em trans-iluminador-UV.

Outros genes de viruléncia de EAEC também foram testados. Eles estdo localizados
no plasmideo AA, e incluem o gene de adesdo fimbrial de aderéncia agregativa aaF, uma
proteina anti-agregaiva (dispersina) codificada pelo gene aap (anteriormente conhecido como
aspl); aaiC (ilha ativada por aggR); e aatA (transportador de proteinas anti-agregativa).

Para a deteccdo de genes de EXPEC, os genes iroN, ompT, hlyF, iss e iutA foram
pesquisados (Tabela 1).
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Tabela 1: Sequencias dos iniciadores e condicGes utilizadas nas Rea¢fes em Cadeia da

Polimerase (PCR).

Tamanho

Cepa

Genes  Iniciadores Sequiencias (5°-3’) (ob) controle Referéncia
Multiplex-PCR (Diarreiogénica 1)
e F CTGAACGGCGATTACGCGAA 017 E2348/69  Aranda et
R CCAGACGATACGATCCAG (EPEC) al., 2007
bioA F AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 206 E2348/69  Aranda et
P R GCCGCTTTATCCAACCTGGTA (EPEC) al., 2007
- GTATACACAAAAGAAGGAAGC - 042 Aranda et
99 R ACAGAATCGTCAGCATCAGC (EAEC) al., 2007
Eit F GGCGACAGATTATACCGTGC 450 H10407  Arandaet
R CGGTCTCTATATTCCCTGTT (ETEC)  al., 2007
e F ATTTTTMTTTCTGTATTRTCTT 190 B41 Aranda et
R CACCCGGTACARGCAGGATT (ETEC)  al., 2007
F GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC
inaH 600 EDL 1284 Aranda et
P (EIEC)  al., 2007
R GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC
Six F GAGCGAAATAATTTATATGTG 518 EDL 933  Arandaet
R TGATGATGGCAATTCAGTAT (EHEC)  al., 2007
Multiplex-PCR (Diarreiogénica 2)
oA F GACCCGGCACAAGCATAAGC - 2348 Pa;g{‘oﬁ”d
R CCACCTGCAGCAACAAGAGG (EPEC) 1908
el F ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180 EDL 933 Pa;gt”oﬁ”d
R AGAACGCCCACTGAGATCATC (EHEC) 1008
oo GGCACTGTCTGAAACTGCTCC - EDL 933 Paptgfoﬁ”d
R TCGCCAGTTATCTGACATTCTG (EHEC) 1008
oA GCATCATCAAGCGTAGCTTCC 52 EDL 933 Pa;gtnoﬁ”d
R AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT (EHEC) 1008
PCR (Filogenético de Clermont)
chuA GACGAACCAACGGTCAGGAT 279 E. coli Clermont
TGCCGCCAGTACAAAGACA 196 etal., 2013
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A F TGAAGTGTCAGAGACGCTG 211 E.coli  Clermont
Y R ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 396 etal., 2013
TSDEAC? GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152 E. coli Clermont
P CGCGCCAACAAAGTATTACG Strain20  etal., 2013
ar .
P R TCTCCCCATACCGTACGCTA Strain 20 2004
PCR (EAEC atipica 1)
. F ATTGTCCTCAGGCATTTCACACG IM221, Limaetal,
aaiC 215
R ACACCCCTGATAAACAA 042, 17-2 2013
—
. . CTGGCGAAAGACTGTATCATC 630 IM221, Sacl ml'ggset
AATGTATAGAAATCCGCTGTT 042, 17-2 v
Multiplex-PCR (EAEC atipica 2)
Aa E CTTGGGTATCAGCCTGAATG 310 JM221,  Cernaet
P AACCCATTCGGTTAGAGCAC 042,17-2  al., 2003
AA F CTGGCGAAAGACTGTATCAT 629 JM221,  Cernaet
probe R CAATGTATAGAAATCCGCTGTT 042,17-2  al., 2003
Multiplex-PCR (Pentaplex de Johnson)
iroN F AATCCGGCAAAGAGACGAACCGCCT 553 E colizg Jonnsonet
R GTTCGGGCAACCCCTGCTTTGACTTT ' al., 2008
ompT R TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC 496 E.coli 13731 2008
hlyF R GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG 450 E.coli 1371 2008
Iss R AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA E.coli 1371 2008
IutA R CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 302 E.coli 13 "1 2008
PCR (EPEC atipica)
sfat/litA F AGAATGGAAGATCACACCAG 310 E2348  Narimatsu
R ATAATGCCTTTCATCCACAC (EPEC) etal., 2010

2.4 PCR para determinacao do grupo filogenético

A determinacdo do grupo filogenético foi realizado para os isolados de E. coli,

utilizando um ensaio de Multiplex-PCR como descrito por Clermont et al. (2013). Com base

na presenca ou auséncia de genes (chuA, yjaA e arpA) e um fragmento de DNA néo
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codificado (TSPE4.C2), os isolados foram classificados em sete grupos filogenéticos de
Clermont (A, B1, B2, C, D, E, ou F).

2.5 Sorotipagem

A sorotipagem foi realizada com soros especificos monoclonais de coelhos contra 187
antigenos somaticos (antigeno O) e 56 antigenos flagelares (antigeno H) de E. coli (Orskov e
Orskov, 1984; Scheutzet al., 2004), do Departamento de Saude Publica, Facultad de
Medicina, Universidade Nacional Autonoma de México, Ciudad Universitaria, Cidade do
Mexico.

2.6 Formacéo de biofilme

A producdo de biofilme por E. coli foi testada conforme descrito por Wakimoto et al.
(2004), com algumas modificagdes. As cepas foram cultivadas em caldo Luria Bertani (LB)
durante 24 h, a 37°C, sem agitacdo. Em seguida, inoculou-se 5 pL de cultura em 195 uL de
meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), contendo 0,45% de glicose, em placas de
poliestireno de microlitros de fundo plano de 96 pocos (BD Falcon). As placas foram cobertas
e incubadas aerobicamente durante 24 h a 37 °C. Antes de colorir por cinco minutos com
0,5% de violeta de cristal (Sigma®), as amostras foram lavadas duas vezes com PBS 0,01 M,
pH 7,4. O corante ligado a células aderentes foi solubilizado com 200 pL de etanol 95% (v/v)
por poco. O biofilme foi quantificado usando um leitor de placas automatizado (Synergy ™
HT, Bio-Tek, Winooski, VT, EUA) com comprimento de onda de 570 nm. A cepa de EAEC
042 e E. coli K12 HB101 foram utilizadas como controle positivo e negativo,
respectivamente. Os isolados foram avaliados de acordo com Wakimoto et al. (2004) em trés
categorias: grupo 1 (ODs70> 0,2), forte formacéo de biofilmes; Grupo 2 (0,1 < ODs7o < 0,2),
formacgé@o moderada de biofilme e grupo 3 (ODs7 <0,1), sem formacao de biofilme.

Os isolados de S. aureus foram testados para producao de biofilmes em uma superficie
de poliestireno corada com cristal violeta de acordo com Stepanovic et al. (2007). MRSA
BEC 9393 e meio de cultura fresco foram utilizados como controles positivos e negativos,
respectivamente. A densidade oOptica (OD) de cada pogo foi medida a um comprimento de
onda de 570 nm usando um leitor de placas automatizado (Synergy HT, Biotek, Winooski,
EUA). O valor médio da OD do controle negativo (ODc) foi utilizado para compara¢do com
os obtidos dos isolados (ODi). O ODi de cada isolado foi obtido por meio de triplicatas menos
a ODc. Os isolados foram classificados como ndo produtores de biofilme quando ODi < ODc

e como produtores de biofilme quando ODi> ODc.
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2.7 Ensaios de Adesé&o

Os ensaios de adesdo de E. coli as células HelLa foi realizado de acordo com Cravioto
et al. (1979), com algumas modificagdes. As células foram cultivadas em microplacas de
cultura de tecidos de 24 pocos (BD Falcon, Bedford, MA, EUA), onde foram colocadas
laminulas redondas (13 mm de diametro) antes da inoculacdo. O meio de crescimento em
cada poco da microplaca continha 0,9 mL de meio essencial minimo de Eagle (MEM,
Invitrogen®) suplementado com 10% de soro de fetal bovino (Invitrogen®) e 1% de solugéo
antibidtica (penicilina 100.000 U e estreptomicina 100 ug/mL, Sigma®). A monocamada
HeLa cresceu durante a noite a 37 °© C com 5% de CO; para produzir pelo menos 70% de
confluéncia. As laminas foram lavadas trés vezes com solu¢do salina tamponada com fosfato
esterilizada 0,05 M, pH 7,4 (PBS). Quarenta microlitros da cultura bacteriana durante a noite
foram incubados em Luria Bertani Broth (LB, Difco®) a 37°C e adicionados a 0,96 mL de
MEM contendo 2% de soro fetal bovino e 3% de D-manose (Sigma®). Apds 3 h de incubacéo
a 37°C com 5% de CO,, as monocamadas foram lavadas com PBS esterilizada, e incubadas
durante 3 h, a 37°C. Em seguida, as laminas foram lavadas cinco vezes com PBS, fixadas com
metanol absoluto durante 10 min, e coradas com May-Grunwald (Sigma®) e Giemsa
(Sigma®). As laminas foram examinadas sob um microscopio de luz usando uma lente de
imersdo. Para determinar o padrdo de adesédo, foram utilizados critérios previamente descritos
(Nataro et al., 1987; Scaletzky et al., 1999).

2.8 Teste de resisténcia antimicrobiana

A resisténcia antimicrobiana foi determinada usando o método de disco-difusdo em
agar, conforme recomendado pelo protocolo do Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI,
2016). Os seguintes agentes antimicrobianos foram utilizados para amostras de E. coli:
amoxicilina-acido clavulanico (AMC, 30 ug), aztreonam (ATM, 30 ug), tetraciclina (TET, 30
ug), cefotaxima (CTX, 30 ug), cefoxitina (FOX, 30 ug), acido nalidixico (NAL, 30 ug),
gentamicina (GEN, 10 ug), cloranfenicol (CHL, 30 ug), ampicilina (AMP, 10 ug),
ciprofloxacina (CIP, 5 ug) e estreptomicina (STR, 10 ug). A enrofloxacina (ENR, 5 ug)
também foi testada, porque este antimicrobiano € comumente usado na pratica veterinaria, e a
interpretacdo dos resultados para este antimicrobiano foi determinada usando também o
protocolo do CLSI (2016). A cepa E. coli ATCC 25922 foi utilizada como controle de
qualidade. A producdo de ESBL foi confirmada com testes de difusdo de disco duplo para

amoxicilina-acido clavulanico e cefotaxima ou ceftazidima, ou utilizando um teste de
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combinacdo de disco com cefotaxima, acido cefotaxime-clavulanico (Becton Dickinson,
Sparks, MD), ceftazidima e acido ceftazidime-clavulanico (Becton Dickinson), de acordo com
as recomendac6es do CLSI.

Os seguintes antimicrobianos foram testados para S. aureus: ampicilina (AMP, 10 ug),
cefalotina (CFO, 30 ug), ciprofloxacina (CIP, 5 ug), eritromicina (ERI, 30 ug),
sulfametoxazol-trimetoprim (SUT, 25 ug), Clindamicina (CLI, 10 ug), gentamicina (GEN, 10
ug), tetraciclina (TET, 30 mg), cloranfenicol (CHL, 30 ug), estreptomicina (STR, 30 ug),
penicilina-G (PEN, 30 ug) ) E linezolid (LNZ, 10 ug). Cefoxitina (FOX, 30 ug) foi usada para
definir S. aureus resistente a meticilina (MRSA). Esses testes foram realizados de acordo com
os critérios estabelecidos pelo CLSI (2016). S. aureus ATCC 29213 e Enterococcus faecalis

ATCC 51299 foram utilizados como controles.

3 Resultados

Um total de 147 amostras de queijos artesanais foram coletados neste estudo. De 29
queijos, foram isolados e identificados 39 colbnias de E. coli (alguns queijos apresentaram
mais de uma coldnia), e 10 queijos apresentaram 25 coldnias de S. aureus.

Um dos isolados de E. coli foi positivo para o gene eaeA (codifica a adesina intimina
de EPEC) e negativo para bpfA e efal/ lifA e, assim, foi classificado como EPEC atipica
(Tabela 2). Dois outros isolados de E. coli foram positivos para genes de EXPEC.

O isolado aEPEC foi do sorogrupo O127 e do grupo filogenético A de Clermont,
enguanto os isolados de EXPEC pertencem aos sorotipos O73: H12 (cepa EC-2) e 064474:H8
(cepa EC-9). Estas EXPEC pertencem aos grupos filogenéticos A e C, respectivamente.

A maioria das cepas de E. coli isolada pertencia aos grupos filogenéticos A (28,2%), C
ou E (23,1%). Seis cepas (15,4%) de E. coli foram positivas para o grupo B1 e duas (5,1%)
para B2 (Tabela 2). Os isolados de E. coli apresentaram um padréo de aderéncia agregativo
(46,0%), aderéncia difusa (12,6%) e o restante ndo apresentou padrdo de adesdo (41,4%)
(Tabela 2 e Figura 1).
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Tabela 2. Caracteristicas genotipicas e fenotipicas dos isolados de Escherichia coli de queijos

artesanais desse estudo.

Resisténcia .
. Genes de aos Adergnma L Grupo filogenético
p g

Isolados  Estado Sorotipo virulenci ntimicrobian em células Biofilme de Clermont

ulencila a c::so a Hel a e Clermo
EC-1 MG OL27-HNT eaeA TET AA A

iroN, -
EC-2 MG 073: H12 ompT, - AA A

hlyF, iss

EC-3a PR ) ) - AA Moderado A
EC-3b PR ) i TET AA ) E
EC-4a MG ) ) ) AA ) A
EC-4b MG - ) ) DA ) A
EC-4c MG - i ) NA ) A
EC-5a MG - ) ) NA ) C
EC-5b MG - ) ) NA ) C
EC-5c MG - i ) NA i C
EC-6a MG ) i TET, AMP NA Moderado E
EC-6b MG ) ) TET AA ) E
EC-7a MG . ) ) AA ) Desconhecido
EC-7Tb MG ) i ) NA ) E
EC-8a BA ) ) TET, NAL NA ) E
EC-8b BA ) ) ) AA ) E

iroN, ) )
EC-9 MG 064474:H8 ‘;]Typg : AA i C

iss, iutA

EC-10 PR ) i ) NA ) B1
EC-11 PR ) ) ) NA ) B1
EC-12 MG ) ) ) DA ) B1
EC-13 PR ) i FOX AA ) A

EC-14 MG - NA A
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EC-15 MG Z?\A)é; AA C
i ) TET, )
EC-16 MG AMP, NA C
NAL
EC-17 SP i i TET, FOX AA i C
EC-18 PR i i TET NA i C
EC-19 MG ) QII\\/I/IE NA - Desconhecido
EC-20a MG i i TET, AMP NA i B1
EC-20b MG i - TET, AMP DA ” B1
EC-21 MG i ] i AA ” E
EC-22 PR i i i DA i A
EC-23 SP - - i DA ” A
EC-24 MG i ] i AA ” E
EC-25 MG ) i ) AA Moderado B2
EC-26a MG i ) i AA ) C
EC-26b MG - ] i AA ] B1
EC-27 MG i ] AMP NA Moderado B2
EC-28 MG - i i NA i A
EC-29 MG i ] i NA ] E

Legenda: MG, Minas Gerais; PR, Parana; BA, Bahia; SP, Sdo Paulo; TET — tetraciclina; NAL
— acido nalidixico; FOX - cefoxitina; AMP — ampicilina; AMC — amoxicilina e &cido
clavulanico. AA, aderéncia agregativa; DA, aderéncia difusa. a,b,c: isolados do mesmo queijo

artesanal. HNT — antigeno H (flagellar) ndo tipado. (-), negative.
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Figura 1: Aderéncia em células HeLa dos isolados de E. coli de queijos artesanais. (A) EAEC
com aderéncia agregativa em células HeLa (Controle positivo E. coli K12, Hb101); (B)
Isolado de E. coli com aderéncia agregativa (amostra EC-25); (C) aEPEC EC-01 (sorogrupo

0127) com aderéncia agragativa em células HeLa. Magnifica¢do de 1000x.

Com base na absorvéncia, quatro isolados de E. coli (10,3%) mostraram um biofilme
moderado (Tabela 2). Os restantes isolados de E. coli ndo produziram biofilme. Trés cepas de

S. aureus apresentaram formagéo de biofilme (Tabela 3).

Tabela 3. Resisténcia bacteriana aos antimicrobianos e producdo de biofilme de isolados de

Staphylococcus aureus de queijos artesanais desse estudo.

Resisténcia aos

Isolados Estado antimicrobianos Biofilme
SC-1 MG EST, FOX Né&o formador
SC-2 MG CIP, FOX Nao formador
SC-3 PR CHL, FOX Formador
SC-4a MG TET, FOX, CHL, AMP Formador
SC-4b MG AMP, EST, FOX, PEN, CIP Formador

Legenda: EST — estreptomicina; FOX — cefoxitina; CIP — ciprofloxacina; TET — tetraciclina;
AMP — ampicilina; CHL — cloranfenicol; PEN — penicilina-G. a,b: isolados do mesmo queijo.
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Para E. coli, o antimicrobiano com maior frequéncia de resisténcia foi a tetraciclina
(25,6%), seguido de ampicilina (17,9%), cefoxitina (7,7%), acido nalidixico (5,1%) e &cido
amoxicilina-clavulanico (2,6%) (Tabela 2). Nao foi demonstrada nenhuma caracteristica de
producdo de ESBL. Por outro lado, um isolado de S. aureus foi resistente a cinco
antimicrobianos, e outro a quatro antimicrobianos (Tabela 2). Esses isolados resistentes aos

maultiplos antimicrobianos também produziram biofilme.

4 Discusséo

O queijo artesanal é comercializado em feiras livres e mercados municipais, e também
é consumido por uma grande parte da populacdo. Por outro lado, a inspecédo é deficiente, o
gue torna o queijo um veiculo potencial para doencgas zoondéticas.

No presente estudo, as cepas de E. coli foram isoladas em cerca de 20% dos queijos
artesanais, diferente de outros trabalhos reportados no Brasil, onde esta bactéria foi isolada em
60-70% das amostras de queijo (Carvalho et al., 2007; Okura e Marin, 2014; Ribeiro et al.,
2016). No entanto, esses mesmos trabalhos ndo relataram a presenca de DEC, e em nosso
estudo isolamos uma cepa de EPEC atipica (aEPEC). Cepas de aEPEC estdo associadas a
diarréia em criangas (Croxen et al., 2013), e ja foi detectada em queijos frescos no Brasil
(Araujo et al., 2002). Um dos marcadores do potencial de viruléncia de aEPEC é o gene
efal/lifA, presente na ilha de patogenicidade OI-122 (Afset et al., 2006), mas este gene €
pouco pesquisado em isolados de queijos, e ndo foi encontrado na aEPEC EC-01.

No entanto, varios estudos reportam um aumento de EPEC atipicas em vez de EPEC
tipica isoladas e, atualmente, esse patotipo € considerado um importante patdgeno
diarreiogénico emergente, principalmente em criancas (Afset et al., 2004; Hernandez et al.,
2009; Cunha Et al., 2017). O sorogrupo 0127 esté entre os 12 sorogrupos reconhecidos pela
Organizacdo Mundial da Saude como potencialmente patogénicos, sendo bastante isolado em
varios estudos, incluindo queijos (Araujo et al., 2002; Paneto et al., 2007; Dias et al., 2012).
Nosso estudo mostra a presenga do sorogrupo O127, refrocando que esse sorogrupo €
importante em queijos, uma vez que ele é uma EPEC, e pode ser transmitida para humanos
via aimentos e causar diarreia.

Além disso, o estudo de Levine et al. (1985) mostrou que uma cepa de O127: H6,
mesmo sem plasmideo EAF (EPEC atipica) apresentou viruléncia, e que outros fatores
poderiam estar associados a patogenicidade dessa cepa. Algumas cepas do sorogrupo 0127
podem expressar um potencial fator de viruléncia, como a producdo da toxina

enteroagregativa estavel pelo calor (EAST1). As cepas de EPEC atipicas freqlientemente
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expressam EAST1 e outros fatores de viruléncia ndo codificados na regido do Loccus of
Enterocyte Effacement (LEE), como Afa e E-hly (Trabulsi et al., 2002). Esta EPEC EC-01
mostrou ter um padrdo de adesdo do tipo agregativo (tipico de bactérias que expressam
EAST1), e com a destruicdo de muitas células HelLa (citotoxicidade) no ensaio de adeséo
(Figura 1C), um indicative da presenga dessa toxina ou enzimas semelhantes.

Em nosso estudo, também encontramos sorotipos de EXPEC diferentes dos estudos de
Okura e Marin (2014); Guzman-Hernandez et al. (2016) e Ribeiro et al. (2016). O sorotipo
064474:H8 encontrado apresenta todas as caracteristicas bioquimicas de E. coli, incluindo
lactose, motilidade e lisina positiva, além de ter uma capacidade de viruléncia definida e
compartilhar o antigeno O com cepas de Shigella boydii 16 (Navarro et al., 2010).

Este sorogrupo foi isolado no Egito, Bangladesh e México, entre 1980 e 2007, e foi
descrito por Navarro et al. (2010). No entanto, esse sorotipo era encontrado restritamente em
cepas de E. coli enterotoxigénicas (ETEC), mas nosso estudo mostrou que esse sorogrupo
064474 pode ser encontrado em outro grupo de E. coli patogénico, como EXPEC, uma vez
gue tem os genes de viruléncia do pentaplex de Jonhson. Este resultado é o primeiro relato de
E. coli 064474 isolado no Brasil, e em queijos.

A auséncia de STEC, um importante patogeno (particularmente o sorotipo O157:H7),
no presente trabalho e em outros trabalhos no Brasil (Okura e Marin, 2014, Ribeiro et al.,
2016) ndo deve ser negligenciado ou subestimado. Acreditamos que a metodologia
empregada na obtencdo de colbnias isoladas precisa ser melhorada, principalmente na questao
de quantidade de colbnias estudadas na amostragem, uma vez que essa dificuldade de
encontrar STEC ja foi constatada pelo nosso grupo de pesquisa em outros trabalhos (fezes de
animais) Em outros paises, como a Arabia Saudita, Egito, México e Italia, STEC foi isolada
de queijo fresco e ndo pasteurizado (Altalhi; Hanssen, 2009; Guzman-Hernandez et al., 2016;
Marozzi et al., 2016; Nobili at al., 2016; Ombarak et al., 2016).

As cepas de E. coli com genes de EXPEC também foram isoladas neste trabalho,
conforme relatado anteriormente em trabalhos com queijo (Okura; Marin, 2014; Ribeiro et al.,
2016). Os isolados de ExXPEc desse trabalho apresentaram um repertorio de genes de
viruléncia semelhante ao detectado em E. coli associado a meningite humana (Lemaitre et al.,
2013), destacando seu potencial patogénico.

A maioria dos isolados de E. coli neste trabalho pertencem ao grupo filogenético A de
Clermont, incluindo a aEPEC e uma cepa de EXPEC. Um trabalho anterior também informou
que o grupo A foi o filogrupo mais prevalente entre E. coli, incluindo EXPEC, em queijos

feitos a partir de leite cru (Ribeiro et al., 2016). Além do filogrupo A, este trabalho também
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relatou uma alta freqtiéncia dos filogrupos C e E. Em contraste, além do filogrupo A, Ribeiro
et al. (2016) também relataram uma alta freqiiéncia de isolados B1. As diferencas podem ter
ocorrido porque os autores citados ndo testaram suas cepas para os filogrupos C e E, uma vez
que esses filogrupos foram recentemente estabelecidos (Clermont et al., 2013). Outra questdo
que ndo podemos ignorar, é a localidade dos queijos, que podem variar de acordo com cada
regido onde os queijos séo produzidos.

A producdo de biofilmes bacterianos também facilita a permanéncia de bactérias em
superficies distintas, incluindo as glandulas mamaérias bovinas. Assim, é possivel que o
biofilme produzindo por isolados de E. coli e S. aureus pode ser um fator de persisténcia
bacteriana em enfermidades bovinas, como a mastite subclinica.

A maioria dos isolados de E. coli deste trabalho apresentaram resisténcia a alguns
antimicrobianos, de forma semelhante a trabalhos anteriores (Okura e Marin, 2014; Nagy et
al., 2015; Ribeiro et al., 2016). A resisténcia antimicrobiana pode estar associada a pressao
seletiva devido ao uso de antimicrobianos em vacas leiteiras. Alem disso, as bactérias
resistentes poderiam ter sido selecionadas através da utilizacdo de antimicrobianos na area
veterinaria, ou ap6s a contaminacdo do leite ou produtos lacteos. De qualquer forma, o
surgimento de bactérias resistentes tem sido motivo de preocupacdo, devido ao risco de
disseminacéo entre os consumidores de queijos.

Todos esses resultados sugerem uma certa preocupagdo na qualidade microbiologica
de queijos artesanais, pois apesar do grau de contaminagdo ndo ser alta, alguns isolados
apresentaram caracteristicas patogénicas importantes, que podem ser potencializadas nesses

alimentos, e representar um risco para a saude humana.

5 Concluséo

Em conclusdo, os queijos artesanais, coletados nas diversas regibes do Brasil,
apresentaram contaminacdo por E. coli e S. aureus. O novo sorotipo de E. coli 064474:H8
encontrado em nosso estudo demonstra que o queijo artesanal pode ser um importante veiculo

de transmisséo de patdgenos, como E. coli patogénica.
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Resumo

A presenca de fungos e bactérias contaminantes em queijos maturados € uma das principais
preocupacOes para as industrias lacteas. Com isso, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare L.) (OEO), e da
associacdao de méis de Scaptotrigona bipunctata Lepeletier 1836 (HSB) e Apis mellifera
Latreille africanizada (HAM), contra bactérias (Escherichia coli e Staphylococcus aureus) e
fungos filamentosos em queijos durante a maturacdo. Para isso queijos minas padrdo foram
produzidos e contaminados com E. coli e S. aureus isolados de queijos artesanais (ARTIGO
1), e fungos Aspergillus sp., Fusarium sp. e Penicillium sp., e maturados por 30 dias,
seguindo os seguintes grupos de queijos: Controle A — Queijos produzidos sem adi¢do de
antimicrobianos e ndo contaminados; Controle B — Queijos produzidos com adicdo de OEO a
0,02% (v/v) ou 5% de Mel HSB + 25% de mel de HAM; Controle C — Queijos produzidos
sem adicdo de antimicrobianos e contaminados por imersdo em suspensfes bacterianas e
fangicas; Tratamento A — Queijos produzidos com adi¢do de 0,02% de OEO ou 5% de Mel
HSB + 25% de mel de HAM (Clébis et al., 2017), contaminados por bactérias ou fungos;
Tratamentos B — Queijos produzidos com adicdo de nisina a 12,5 mg/ Kg, contaminados por
bactérias ou fungos e; Tratamento C — Queijos aspergidos com solucdo de natamicina a 5mg/
Kg, contaminados por bactérias ou fungos. O OEO a 0,02 % (v/v) demonstrou atividade
antibacteriana e antifungica, pois as populacdes de bactérias foram reduzidas a zero até o
sexto dia de maturacdo, e também inibiu a germinacdo dos esporos fungicos. A combinacao
de meis (HSB 5% e HAM 25%, v/v) também apresentou atividade antibacteriana, reduzindo a
populacdo de E. coli e S. aureus a zero apds 15 e 6 dias, respectivamente, bem como a
germinacdo dos fungos nos queijos. Ambos os antimicrobianos utilizados foram eficientes no

controle de microrganismos potencialmente patogénicos durante a maturacao do queijo.

Palavras-chave: Antimicrobianos naturais; maturacdo; contaminag¢do microbiana, queijos.
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1 Introdugéo

O queijo é um produto de alto valor nutritivo, maturado em umidade relativa do ar e
temperatura controladas, que variam de 80 a 97% e 2 a 17°C, respectivamente (Brasil, 1996;
Perry 2004; Callon et al., 2011). Tais condi¢cbes podem favorecer a contaminagdo por
microrganismos indesejaveis (McLauchlin et al., 2004; Sohier et al., 2009).

A presenca de fungos e bactérias em queijos maturados € uma das principais
preocupacbes para as industrias lacteas. Dentre 0s microrganismos contaminantes mais
importantes, encontram-se Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica e
Listeria monocytogenes, responsaveis por doengas gastrointestinais e zoonéticas (Moro et al.,
2013; Allerberger and Wagner, 2010). Ainda, a contaminacdo por fungos, dentre eles,
Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp., tem papel importante, pois também séo
responsaveis pela diminuigdo da vida til e a aparéncia desagradavel dos queijos, bem como
pela producdo de micotoxinas, que em altas concentragdes ou por meio de bioacumulagao
podem levar a doencas graves na populacdo. A presenca de microrganismos contaminantes
nos queijos diminui o valor comercial e produz até 5% das perdas que as inddstrias de
laticinios tentam resolver com o uso de substancias quimicas como a nisina, natamicina,
lisozima, sorbatos e nitratos de sodio e/ou potéssio (Brasil, 1996; McLauchlin et al., 2004;
Sohier et al., 2009; Jersek et al., 2014; Resa et al., 2014).

No entanto, 0 uso de antimicrobianos sintéticos esta se tornando progressivamente
limitado por regulamentos de seguranca alimentar devido a toxicidade, efeito ambiental
negativo, risco para a saude, entre outros. Assim é crescente o interesse em novos produtos
antimicrobianos que possam substituir os convencionais.

Estudos diversos vém reportando as propriedades antimicrobianas de 6leos essenciais,
especialmente do 6leo essencial de orégano (OEO) (Origanum vulgare L.) (Gautam et
al.,2014; Gilling et al., 2014; Sobral et al., 2014). Os compostos fenolicos desses 6leos s@o 0s
principais responsaveis pela atividade antimicrobiana, e no caso do OEO, o carvacrol e 0
timol s&o os componentes bioativos mais abundantes, podendo variar as concentragdes devido
a interferentes como regido geografica, solo e sazonalidade (Medini et al., 2009). OEO possui
amplo espectro de acdo, pois atua contra diversos microrganismos, tais como, bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, virus e fungos. Inibe a germinacéo e o crescimento micelial dos
fungos e em bactérias interagem com a membrana celular, ocasionando aumento da
permeabilidade da célula, interferéncia na sintese de ATP e de proteinas, distarbio no pH
bacteriano e inibicdo de quorum sensing nas bactérias (Preuss et al., 2005; Souza et al., 2010;
Szabo et al., 2010; Souza et al., 2013).
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Reportam ainda a incorporacdo do Oleo essencial de orégano em alimentos, para
prevenir a contaminagdo microbiana durante a fabricacdo e maturacdo, sendo utilizados em
embutidos como salames, queijos, cortes carneos, frutas, além da aplicacdo em superficies
(bancadas), filmes e embalagens alimentares (Buzatta et al., 2007; Barros et al., 2009; Botrel
et al., 2010; Souza et al., 2014; Zantar et al., 2014; Elshafie et al., 2015; dos Santos
Rodrigues et al., 2017).

Assim como o0s Oleos essenciais, 0sS méis também possuem propriedades
antimicrobianas, além de anti-iflamatorias, expectorante, entre outras (Wiese, 1986; Israili,
2014). A acgdo antimicrobiana dos méis é devido a vérios fatores, dentre eles, a presenca de
perdxido de hidrogénio, alta concentragdo de acgucar e baixo pH, prejudicando o crescimento
bacteriano (Olaitan; Adeleke; Ola, 2007; Mavric et al., 2008). O efeito de alguns méis,
especialmente os provenientes de favas escuras e que contém altas concentracdes de propolis,
como € o caso das abelhas indigenas e monoflorais, pode ser devido a presenca de um nimero
de acidos aromaticos e terpenoides (popularmente conhecidos como propolis). Além disso,
pode haver proteinas no mel que tenham tal atividade (Boukrad et al., 2008; Khosravi et al.,
2008; El-Gendy, 2010; Candiracci et al., 2012; Moussa et al., 2012). Assim, méis de abelhas
indigenas sem ferrdo como Scaptotrigona bipunctata Lepeletier 1836 e S. postica Latreille,
1807 apresentaram maior efeito antibacteriano do que o mel da abelha Apis mellifera, no
entanto os méis de abelhas indigenas possuem um valor comercial mais elevado (Alves et al.,
2005; Nishio et al., 2016).

Com isso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana
do oleo essencial de orégano (Origanum vulgare L.) e da associacdo de méis de S. bipunctata
Lepeletier 1836 e Apis mellifera Latreille africanizada e verificar a atividade antimicrobiana

no controle de microrganismos contaminantes de queijos durante a maturacao.

2 Material e Métodos
2.1 Obtenc¢do dos compostos antimicrobianos

O 6leo essencial de orégano (OEO) utilizado foi obtido da Ferquima Industria e
Comércio de Oleos Essenciais (Sd0 Paulo, Brasil). Este dleo (lote 227) foi extraido por
destilacdo a vapor e sua densidade (0,954 g / mL) e composi¢cdo (componentes principais:
71% de carvacrol, 3% de timol, 4,5% de gama de terpineno, 3,5% de para-cimeno e 4% de
betacarofileno) foram descritos em um relatdrio técnico.

Os meis foram coletados no periodo de 2015 a 2016, de ninhos dos melipolinarios de

abelhas S. bipunctata Lepeletier 1836 (Hymenoptera: Apidae: Meliponinae) (HSB) e de A.
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mellifera Latreille africanizada (Hymenoptera: Apidae) (HAM), na Universidade Estadual de
Londrina (Londrina- PR, Brasil) e na Fazenda Monte Sinai, (Maua da Serra- PR, Brasil). Os
méis foram coletados com seringas de vidro e espatulas de metal e, em seguida, foram
depositados em frascos esterilizados para 0 armazenamento e transporte. Previamente aos
experimentos, foram preparadas solucfes estoque de cada mel pela diluicdo deles em agua
deionizada esteéril na proporcdo de 1:1 (v/v), que em seguida foram filtradas em filtro com
microporos de 0,22 um (Millipore®).

Nisina e natamicina foram cedidas pela empresa Granolab/Granotec Nutringdo e
Tecnologia (Curitiba, Parana, Brasil). As diluicbes seguiram as recomendac6es do fabricante
em acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de queijos (RTIQ)
(BRASIL, 1996).

2.2 Microrganismos utilizados na contaminacdo dos queijos

Foram utilizadas as cepas bacterianas, E. coli EPEC ECO01 e S. aureus SC05 (ARTIGO
1) isoladas de queijos minas padrdo comercializados no Brasil, da colecdo do Laboratoério de
Bacteriologia Bésica e Aplicada, além dos géneros de fungos Aspergillus sp., Fusarium sp. e
Penicillium sp., da cole¢do do Laboratério de Micologia e Métodos Alternativos ao Uso de

Animais. Ambos da Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana, Brasil.

2.3 Microrganismos utilizados na producao dos queijos

Os queijos foram produzidos utilizando a cultura latica mesofilica tipo O (R704),
composta por Lactococcus lactis lactis e Lactococcus lactis cremoris, cedidas pela Christian
Hansen S/A (Valinhos, Sdo Paulo, Brasil) e adicionadas na propor¢do de 0,6% (p/v),

conforme indicado por Campos (2013).

2.4 Concentracdo inibitéria minima (CIM) de OEO e dos meis frente a cultura latica

A concentracdo inibitéria minima (CIM) do OEO e dos méis foi determinada pela
técnica de microdiluicdo em caldo proposta pelo National Committe for Clinical Laboratory
Standards (Clinical and Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2016), com modificacdes. A
cultura R704 foi crescida em leite UHT desnatado por 3 horas. Posteriormente, o leite foi
semeado em agar MRS (Difco®) e incubado por 18-24 h a 37°C. Apos isso, coldnias foram
retiradas, colocadas em salina 0,85% m/v e comparadas com a escala 0,5 de MacFarland que
corresponde a 1,5 x 108 UFC/ mL. Foram diluidos 10 pL em 990 pL de MRS (Difco®), para

chegar a uma concentracdo de 10° UFC/mL, para entfo iniciar o teste que foi realizado
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utilizando o MRS (Difco®). Para o OEO, o teste foi realizado em microtubos de 200 pL
(Ependorf®) e microplacas de 96 pocgos (Corning®) para os méis. Diferentes concentracfes
dos compostos (0,015% a 5%) foram utilizadas, para determinar a CIM frente as culturas

lacticas R704 utilizada na fabricagdo dos queijos.

2.5 Interacdo entre méis na atividade antibacteriana (Checkerboard) frente a cultura
latica

O grau interacdo entre os meis na atividade antibacteriana foi determinado pelo ensaio
de microdiluicdo em placas de 96 pocos, com dois gradientes de diluicdo (um para cada mel)
em meio MH, conforme o protocolo de Kelly e Masten (1976). As dilui¢bes ente 0s dois méis
variaram entre 0,2% e 25%, e os testes foram realizados em triplicata para a cultura latica de

acordo com a metodologia anterior.

2.6 Preparo dos queijos

Os queijos minas padrdo foram fabricados com leite oriundo de vacas sadias, raca
mista de Jersey e Holandesa PB, provenientes da Fazenda Escola da Universidade Estadual do
Norte do Parana, Campus Luiz Meneghel, Bandeirantes, Parana, de acordo com o protocolo
descrito por Campos (2013), com modificacdes, seguindo o fluxograma da Figura 1,
obedecendo aos padrdes de matéria prima e de fabricagéo regidos pela Instru¢cdo Normativa n°
62 de 2011, RDC n° 12 de 2001 e o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Queijos descrito pela Portaria n® 146 (BRASIL, 1996; ANVISA, 2001; BRASIL, 2011) Os
antimicrobianos foram adicionados na etapa anterior a adicdo do coalho, enquanto que a

imersdo em suspensao microbiana foi realizada apds a secagem de 24 h.



77

Leite Pasteurizado

Cultura latica,
Antimicrobianos c|oreso de Calcio | Adicédo dos ingredientes
naturais Coalho | Coagulacao
Corte
Mexedura
Repouso
Massa

Retirada de 15% de soro
Aquecimento a 40°C
Retirada completa do soro
Pré — prensagem
Enformagem

Prensagem

Queijo

Salga 20%

Secagem 24h

«— Imersdo em suspensao microbiana (2°)
Maturacédo (85% UR, 10-12°C/30 dias)

Queijo Minas Padréao

Figura 1: Fluxograma da producédo de queijo minas padrdo. Anterior a adi¢do do coalho, foi
adicionado o antimicrobiano natural e, apds a secagem, 0s queijos foram imersos em
suspensdo microbiana e levados a maturacgéo, por 30 dias.

2.6.1 Tratamentos experimentais e controles

O experimento compreendeu trés tratamentos e trés controles: Controles A — Queijos
produzidos sem adi¢do de antimicrobianos e ndo contaminados; Controle B — Queijos
produzidos com adicdo de OEO a 0,02% (v/v) ou 5% de Mel HSB + 25% de mel de HAM
(Clébis et al., 2017); Controle C — Queijos produzidos sem adicdo de antimicrobianos e
contaminados por imersdo em suspensdes bacterianas e fungicas; Tratamento A — Queijos
produzidos com adi¢do de 0,02% de OEO ou 5% de Mel HSB + 25% de mel de HAM (Clébis
et al., 2017), contaminados por bactérias ou fungos; Tratamentos B — Queijos produzidos com

adicdo de nisina a 12,5 mg/ Kg, contaminados por bactérias ou fungos e; Tratamento C —
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Queijos aspergidos com solucdo de natamicina a 5mg/Kg, contaminados por bactérias ou
fungos.

A adicdo da nisina para o tratamento B ocorreu posteriormente a adicdo do
antimicrobiano natural e antes da coagulagéo. Para o tratamento C, os queijos foram
aspergidos com natamicina logo apds a imersdo em solucdo microbiana. As amostras
experimentais de queijo foram mantidas em laboratério durante 30 dias, em temperatura de 10
a 12°C e 85% de umidade relativa do ar, e nos dias 0, 1, 3, 6, 15 e 30 os parametros

microbioldgicos (UFC/ g) foram monitorados.

2.7 Preparo das suspensfes bacterianas e fungicas para contaminacao dos queijos

E. coli e S. aureus foram cultivados em 5 mL de caldo BHI, a 37°C por 18-24 h, sob
agitacdo. A cultura foi semeada em agar Miiller-Hinton (Difco®) e novamente incubada a
37°C por 18-24 h. Em seguida, colonias bacterianas foram transferidas da placa de Petri para
frasco Erlenmeyer contendo 300 mL Salina Tamponada Fosfatada (PBS) pH 7,4, até esta
atingir a turbidez equivalente & escala 0.5 de MacFarland que corresponde a 1,5 x 10° UFC/
mL.

Os fungos Aspergillus sp., Fusarium sp. e Penicillium sp. foram cultivados em tubos
contendo agar Sabouraud (Oxoid®) a 28°C por 7-10 dias e, posteriormente, lavados com
Salina Peptonada Tamponada (PBS) pH 7.4. A contagem de esporos foi realizada em camaras
de Newbauer, utilizando microscépio optico Olympus®, em aumento de 40x, para que 10°
esporos/mL fossem inoculados nos queijos.

Os meios foram transferidos para bolsas Nasco® estéreis para posterior submersao

dos queijos.

2.8 Inoculagdo microbiana dos queijos

A contaminacdo dos queijos pelos microrganismos foi realizada por meio de imersao
dos mesmos em suspensdo contendo, aproximadamente, 10° UFC/mL de células, por 2 min.
ApoOs esse periodo, os queijos foram retirados da bolsa contendo a suspensdo microbiana e

levados a camara de maturacéo.

2.9 Contagem de microrganismos
Em diferentes tempos (0 (1 hora apo6s), 3, 6, 15 e 30 dias), apds a contaminacédo e
inicio da maturacéo, os queijos foram retirados para analise microbiolégica. Uma aliquota de

25 g de cada queijo foi transferida para um frasco contendo 225 mL de Salina Peptonada
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Tamponada (PBS) pH 7,4 (Brasil, 2003). Essa amostra de queijo (25 g) foi submetida a
agitacdo stomacher (ITR), a 240 BPM (batimentos por minuto), por 10 minutos,
posteriormente foi realizada diluicdo seriada (Brasil, 2006) e plaqueamento de 100 pL de cada
diluicdo e da amostra pura em Petrifilm EC® e Petrifilm Staph Express®. Os resultados
foram expressos em UFC/g de queijo.

Para os queijos contaminados com fungos, analisou-se uma area de aproximadamente
4 cm? de cada queijo, com auxilio de haste flexivel com extremidades de algodao (“swabs”).
Para verificar a viabilidade dos esporos, as amostras foram inoculadas em Agar Sabouraud
(Ox0id®), incubadas a 28°C por sete dias e os resultados expresso em positivo (+) ou

negativo (-) para germinacao dos esposos.

2.10 Anélise estatistica

Os dados apresentados representam valores médios de trés experimentos replicados
gueforam analisados por ANOVA unidirecional, e as diferencgas entre os tratamentos foram
determinadas pelo teste Qui-quadrado (a = 5%), utilizando 0 programa estatistico BioEstat
verséo 5.3.

3. Resultados e discussao
Os valores de CIM do OEO e dos méis HSP e HAM frente a cultura latica utilizada na

fabricacéo dos queijos estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Concentragdo inibitéria minima (CIM) de dleo essencial de orégano e méis contra a
cultura latica R704 utilizada no experimento.

Antimicrobianos R704
OEO 0,15 %
HSB 5%
HAM ND
HSB/ HAM 0,8% / 12,5%*

OEO - Oleo essencial de orégano; HSP — Mel de Scaptotrugona bipunctata; HAM — Mel de Apis mellifera. ND
— ndo determinado (valor acima de 5 % de CIM). R704 - Lactococcus lactis subsp. cremoris e L. lactis subsp.
lactis. *Valores obtidos pelo método de Checkerboard. O valor de CIM é fornecido em % (v/v).

A cultura de bactérias lacticas (BAL) apresentou valores de CIM para OEO de 0,15 %
(v/v) e para o mel HSB de 5% (v/v), enquanto que para a interacdo dos méis HSB e HAM, o
valor de CIM foi de 0,8% (v/v) e 12,5% (v/v), respectivamente.
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O OEO mostrou maior atividade antibacteriana do que ambos 0s meis, apresentando
menor CIM em comparacao aos meis HSB e HAM, separados ou combinados (Tabela 1). A
CIM do OEO foi cerca de 16 vezes maior do que a CIM de HAM e quase 100 vezes quando
HAM combinado a HSB e, néo foi verificada inibi¢cdo das BAL nas concentragdes de HAM
separadamente testadas.

Quando testados os antimicrobianos naturais frente a E. coli EPEC EC-01 e S. aureus
SC-05 isoladas de queijos “in vitro”, foi possivel observar que a CIM para o OEO frente a E.
coli foi de 0,06% (v/v) e 5% (v/v) para HSB, enquanto que a CIM encontrada para S. aureus
foi de 0,31% para OEO e 2,5% para HSB, valores esses abaixo (para E. coli) e semelhante
(para S. aureus) dos encontrados para a cultura latica utilizada na producdo dos queijos.
Entretanto, quando os ensaios foram realizados nos queijos, foram necessarios apenas 0,02%
(v/v) de OEO, valor abaixo das CIM para microrganismos contaminantes e cultura latica, e
5% de HSB + 25% de HAM (valor igual a CIM da BAL) para inibir o crescimento de E. coli,
S. aureus e fungos.

A concentracdo utilizada de 0,02 % de OEO, portanto, ndo afeta a cultura R704 e,
consequentemente, ndo interfere nas caracteristicas do queijo dependentes dessas bactérias
lacticas; mas é capaz de inibir o crescimento de bactérias contaminantes (E. coli e S. aureus)
porque h& outros fatores inerentes ao queijo que interferem no crescimento desses
microrganismos, porém ndo sdo suficientes durante o periodo de maturacdo, tais como a
acidez elevada pela fermentacdo da lactose, a acdo do sal sobre a atividade de &gua e a
temperatura que ndo é Gtima para esses microrganismos (Forsythe, 2013).

Ja a combinacdo de méis HSB (5%, v/v) e HAM (25%, v/v) utilizada, também foi
suficiente para inibir o crescimento dos microrganismos contaminantes no queijo, entretanto,
observamos que essa combinacdo (HSB/ HAM) nas concentracOes utilizadas inibe o
crescimento da cultura R704 (“in vitro”) quando estd a uma concentracdo de 10° UFC/ mL.
No entanto, estudos relacionados a contagem de BAL em queijos brasileiros indicam que a
quantidade de UFC/ g é, em meédia, 3 log acima da utilizada no teste “in vitro” (Buriti et al.,
2004; Lacerda et al., 2005; Paiva et al., 2015), podendo inferir que a atividade da combinacao
de méis quando aplicada no queijo pode néo interferir ou ter menor acgao frente as bactérias
laticas.

Um estudo desenvolvido por Souza et al. (2014) demonstrou a capacidade inibitéria
do OEO, frente a S. aureus de 0,25% (v/v), enquanto que para a cultura latica utilizada,
composta por L. lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris, a concentracdo de OEO

necessaria para inibir seu desenvolvimento foi menor, 0,06% (v/v). Concentracdes essas que
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divergem das encontradas em nosso estudo, mostrando que para a inibi¢do do crescimento da
cultura latica sdo necessarias concentracbes maiores do composto, que as utilizadas nesse
estudo (Figuras 2A e 2B).

Gann (2013) verificou a capacidade inibitoria de diferentes compostos presentes em
6leos essenciais contra diferentes espécies de LAB, dentre elas Leuconostoc mesenteroides,
concluindo que os constituintes presentes no OEQ, carvacrol e timol, apresentaram a maior
capacidade inibitéria em comparacao a todos os compostos testados. Tanto o carvacrol quanto
o timol foram capazes de inibir Ln. mesenteroides numa concentracdo de 0,05 % (v/v), que é
um valor préximo do encontrado em nossos estudos para a atividade do OEO (0,15%, Tabela
1).

Dentre os estudos envolvendo antimicrobianos naturais e BAL, ndo foram observados
resultados de CIM para compararmos com os resultados obtidos nesse estudo, mostrando que
a utilizacdo do mel como antimicrobiano em alimentos ainda é escassa. Entretanto, Rotar et
al. (2015) utilizou uma combinacdo de mel e bagas de goji berry na producdo de iogurtes e,
observaram que o iogurte adicionado apenas de 7% do fruto goji berry permaneceu com o
nivel de BAL probiética (entre 10° — 10’ UFC/ mL), enquanto que quando adicionado em
iogurte com mel, a concentracdo de BAL diminuiu durante o armazenamento, inferindo que o
mel possui acdo contra bactérias acido laticas.

Estudos anteriores mostraram a atividade antibacteriana do OEO, de mel e da
associacao com outros compostos, frente as cepas de E. coli e S. aureus isoladas de queijos
(Andualen, 2013; Souza et al., 2014). Os valores relatados de CIM do OEO, do mel HSB e

HAM estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados da concentracéo inibitéria minima (CIM) do OEO, HSB e HAM frente
0s microrganismos isolados de queijos E. coli EC-01 e S. aureus SC-05.

Antimicrobianos E. coli EC-01 S. aureus SC-05
OEO 0,06 % 0,31 %
HSB 5% 2,5%
HAM ND ND

OEO - Oleo essencial de orégano; HSP — Mel de Scaptotrugona bipunctata; HAM — Mel de Apis mellifera. ND
— ndo determinado (valor acima de 5 % de CIM). R704 - Lactococcus lactis subsp. cremoris e L. lactis subsp.
lactis. Valores obtidos pelo método de checkerboard. O valor de CIM é fornecido em % (v/v).
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Comparando nossos resultados com dados da literatura, verificamos que os valores de
CIM do OEO contra bactérias contaminantes (E. coli e S. aureus) e contra bactérias lacticas
sdo proximos. No entanto, nosso estudo mostrou que a CIM deste 6leo contra R704 (0,15 %,
v/v) é intermediaria a CIM relatada na Tabela 2 para E. coli e para S. aureus.

Ao estudar o mel como antimicrobiano, Nishio et al. (2016) verificaram a capacidade
inibitéria de dois tipos de méis, produzidos respectivamente por Scaptotrigona bipunctata
(Lepeletier, 1836) e S. postica (Latreille, 1807) contra cepas de S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA). Os valores da concentragdo capaz de inibir S. aureus foram de 0,62-1,25
% para o0 mel produzido por S. bipunctata e 1,25-2,5 % para 0 mel produzido por S. postica,
mostrando que para inibir a bactéria foi necessario uma CIM menor do que a necessaria para
inibir o S. aureus isolado de queijo (2,5 %, v/v) e do que a necessaria para inibir a cultura
latica R704 (5 %, v/v), indicando que a utilizando no mel HSB pode ser utilizado na producgéo
de queijos para inibir patdgenos sem atingir as bactérias laticas.

Wasihun e Kasa (2016) avaliaram a capacidade inibitdria e bactericida de seis tipos de
méis obtidos em trés distritos diferentes da Etiopia contra diversas bactérias patogénicas,
dentre elas, E. coli e S. aureus. Com relagdo a E. coli, os meis foram capazes de inibir seu
crescimento numa concentragdo entre 25-12,5 % (v/v). Para S. aureus a concentracdo de
inibicdo foi de 12,5-6,25 % (v/v). A capacidade bactericida dos méis foi em 50 % para E. coli
e entre 50-25 % para S. aureus, demonstrando que 0s méis utilizados em nosso estudo
apresentam maior CIM, pois necessitam de, apenas, 2,5 a 5% (v/v) para inibir o crescimento
dessas mesmas bactérias.

Quando utilizada a combinacdo de HSB/ HAM (2,5 % + 12,5%, v/v) na fabricacdo dos
queijos, ndo houve diminuigdo de log nas contagens de E. coli e S. aureus até o trigésimo dia,
ao passo que quando as concentragdes utilizadas foram (HSB 5 %, v/iv + HAM 25%, v/v),
inibiram o crescimento dos patdgenos no queijo. Ja a fabricacdo do queijo com a utilizagéo de
0,02 % (v/v) de OEO foi o suficiente para inibir o crescimento desses microrganismos e de
fungos até o sexto dia de maturacao.

A reducéo na contagem bacteriana de E. coli e S. aureus utilizando OEOQ a 0,02% (v/v)

encontram-se descritas nas Figuras 2A e 2B.



83

8
6
¥ =¢=—_Controle A
S~
rd Controle B
] 4 _
% === Controle C
)
- =&=Tratamento A
2 =3ie=Tratamento B
Tratamento C
0 N N
0 5 10 15 20 25 30

Tempo de maturagdo (dias)

Figura 2A: Curva de crescimento e morte de Escherichia coli EPEC ECO01 presente em
queijos contaminados ndo tratados com antimicrobianos e queijos contaminados que
receberam tratamento com OEOQO, nisina e natamicina. Controle A: queijo ndo contaminado
com E. coli e ndo tratado, Controle B: queijo ndo contaminado com E. coli e tratado com
OEO a 0,02%, Controle C: queijo contaminado com E. coli e ndo tratado com OEO.
Tratamento A: queijo contaminado com E. coli e tratado com OEO a 0,02%, Tratamento B:
queijo contaminado com E. coli e tratado com nisina (12,5 mg/ kg), Tratamento C: queijo
contaminado com E. coli e tratado com natamicina (5 mg/ kg).
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Figura 2B: Curva de crescimento e morte de Staphylococcus aureus SCO5 presente em
queijos contaminados ndo tratados com antimicrobianos e queijos contaminados que
receberam tratamento com OEOQ, nisina e natamicina. Controle A: queijo ndo contaminado
com S. aureus e ndo tratado, Controle B: queijo ndo contaminado com S. aureus e tratado
com OEO a 0,02%, Controle C: queijo contaminado com S. aureus e ndo tratado com OEO.
Tratamento A: queijo contaminado com S. aureus e tratado com OEO a 0,02%, Tratamento B:
queijo contaminado com S. aureus e tratado com nisina (12,5 mg/ kg), Tratamento C: queijo
contaminado com S. aureus e tratado com natamicina (5 mg/ kg).
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OEO a 0,02% (v/v) apresentou amplo espectro de acdo sobre os contaminantes dos
queijos analisados, inibindo o crescimento de E. coli e S. aureus ao longo dos 30 dias de
maturacao desse produto lacteo. Essa concentracdo do 6leo essencial inibiu o crescimento de
S. aureus, reduzindo 7 log (10’ UFC/ mL) da populacdo bacteriana na primeira hora de
maturagdo (Figura 2B). O tratamento com 0,02% de OEO inibiu o crescimento bacteriano de
10°> UFC/ mL para E. coli, eliminando todas as células viaveis (5 log) apés 3 dias de
maturacdo (Figura 2A). Rosato et al. (2010) e Scandorieiro et al. (2016) também concluiram
que este Oleo essencial possui acdo frente a microrganismos, tanto Gram-positivos quanto
Gram-negativos; inclusive bactérias multirresistentes. Nosso estudo mostra que o
contaminante Gram-positivo é mais sensivel a acdo do OEO do que o contaminante Gram
negativo, corroborando com resultados de Lambert et al. (2001) e Stojkovi¢ et al. (2013), pois
a mesma concentracdo do OEO apresentou tempos de acdo antibacteriana diferentes para
ambos tipos celulares.

A diferenca de estrutura de parede celular encontrada entre bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas pode justificar os diferentes perfis de atividade antibacteriana do OEO contra
esses dois agentes contaminantes. A parede celular de bactérias Gram-positivas pode ser mais
susceptivel a acdo do OEO, por ser estruturalmente mais simples, contendo apenas uma
camada (peptideoglicana). A parede das bactérias Gram-negativas também é composta por
peptideoglicana, no entanto, possuem uma camada adicional contendo LPS e porinas. As
porinas sdo canais transmembranares hidrofilicos, e estes, juntamente como demais porcées
da membrana externa, servem como uma barreira que limita a entrada de macromoléculas e
compostos hidrofobicos na célula microbiana como, por exemplo, os 6leos essenciais e, por
esta razdo, as bactérias Gram-negativas sdo relativamente tolerantes aos antibioticos
hidrofébicos, como 0 OEO (Nikaido, 1996).

Ha estudos que mostram que bactérias Gram-positivas e Gram-negativas apresentam a
mesma sensibilidade ao OEO, pois o tempo de acdo e a CIM deste composto sdo semelhantes
para os dois tipos bacterianos (Millezi et al., 2014; Scandorieiro et al., 2016). Tais diferengas,
encontradas entre estudos distintos, de acdo do OEO frente a microrganismos Gram-positivos
e Gram-negativos ainda podem ser devido as variacdes na composicdo do dleo essencial,
diferencas na concentracdo de compostos fendlicos (como carvacrol e timol, no caso do OEQ)
podem influenciar a agdo antimicrobiana do composto (Medini et al., 2009; Gann, 2013). Os
bioativos hidrofébicos dos 6leos essenciais interagem com a membrana celular dos
microrganismos, alterando a permeabilidade da célula e ocasionando a perda de ions e

constituintes citoplasmaticos, afetando a producdo de ATP e a homeostase do pH do citosol,
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danificando proteinas de membrana, além de afetar a estrutura da parede celular, e interferir
no quorum sensing (Ultee et al., 1999; Lambert et al., 2001; Medini et al., 2009; Szabo et al.,
2010; Hyldgaard et al., 2012).

A utilizacdo de OEO 0,02% na formulagdo do queijo minas padrao também foi capaz
de inibir a germinacdo dos esporos, até os 15 dias de maturacdo, de Aspergillus niger e
Penicillium sp., enquanto que para Fusarium sp., 0s esporos ndo germinaram dentro dos 30
dias de maturacdo do queijo. Para todos os géneros, na primeira hora 0 OEO nao foi capaz de
inibir a germinacao, porém o tratamento do queijo com OEO a 0,02% foi capaz de inibir a
germinacao dos esporos durante o periodo de maturacdo (Tabela 3). Carvacrol e timol foram
relatados como tendo um caréater lipofilico, atuando na parede celular e interferindo em
enzimas cataliticas de membranas e enzimas responsaveis pela producdo de energia e
proteinas, causando como resultado a morte celular. Além disso, a presenca do anel aromatico
e do grupo hidroxila nesses compostos é importante, pois esses causam alteracbes na
morfologia e agregados das hifas, resultando em didmetros reduzidos e lises da parede, uma
vez que interagem com a membrana celular dos agentes patogénicos microbianos (Elshafie et
al., 2015).

O tratamento com natamicina também foi eficiente contra os fungos; enquanto que
queijos tratados somente com nisina, apresentaram germinacdo dos esporos durante todo o
periodo de maturacdo, mostrando que a nisina ndo tem efeito sobre os fungos testados (Tabela
2).

Tabela 3: Germinacéo de esporos dos fungos durante o periodo de maturacao, para 0s queijos
tratados com OEO 0,02%, Nisina e Natamicina.

Tempo em dias

Fungo Tratamento 0 1 3 5 G 0
OEO (0,02%) + - - - - +

Aspergillus sp.  Nisina (12,5mg/ Kg) + + + + + +
Natamicina(1ng/ dm?) + - - - . +

OEO (0,02%) + - - - - -

Fusariumsp.  Nisina (12,5mg/ Kg) + + + + + +
Natamicina(lng/dm?)  + - - - . -

OEO (0,02%) + - - - - +

Penicillium sp.  Nisina (12,5mg/ Kg) + + + + + +
Natamicina(1ng/ dm2) + - - - . +

(+) — presenca de germinacao de esporos; (-) — auséncia de germinacdo de esporos.

Diversos autores consideram que o OEO pode representar uma alternativa para

tratamentos de candidiase, otites, dermatites e, principalmente, como conservantes de
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alimentos, visto que poucas concentracBes podem reduzir a contaminagdo por fungos e
bactérias (Busatta et al., 2007; Cleff et al.,2010; Giordani et al., 2014; Souza et al., 2014).
Nesse caso, 0 OEO incorporado a massa do queijo como conservante, com a finalidade de
controlar a contaminacdo por fungos e bactérias durante a maturacao, mostrou-se eficiente do
ponto de vista microbioldgico.

Os resultados para os queijos tratados com a associacdo dos meis HSB e HAM
(5%+25%, v/v) estdo descritos nas Figuras 3A e 3B, para E. coli e S. aureus,

respectivamente.
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Figura 3A: Curva de crescimento e morte de Escherichia coli EPEC ECO1 presente em
queijos contaminados ndo tratados com antimicrobianos e queijos contaminados que
receberam tratamento com a associacdo de meis, nisina e natamicina. Controle A: queijo ndo
contaminado com E. coli e ndo tratado, Controle B: queijo ndo contaminado com E. coli e
tratado com a combinacgdo de HSB e HAM (5% + 25%, v/v), Controle C: queijo contaminado
com E. coli e ndo tratado com a combinacao de HSB e HAM (5% + 25%, v/v). Tratamento A:
queijo contaminado com E. coli e tratado com a combinacdo de HSB e HAM (5% + 25%,
v/v), Tratamento B: queijo contaminado com E. coli e tratado com nisina (12,5 mg/ kg),
Tratamento C: queijo contaminado com E. coli e tratado com natamicina (5 mg/ kg).
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Figura 3B: Curva de crescimento e morte de Staphylococcus aureus SCO5 presente em
queijos contaminados ndo tratados com antimicrobianos e queijos contaminados que
receberam tratamento com a combinacdo de HSB e HAM (5% + 25%, v/v), nisina e
natamicina. Controle A: queijo ndo contaminado com S. aureus e ndo tratado, Controle B:
queijo ndo contaminado com S. aureus e tratado com a combinacdo de HSB e HAM (5% +
25%, v/v), Controle C: queijo contaminado com S. aureus e ndo tratado com OEO.
Tratamento A: queijo contaminado com S. aureus e tratado com a combinagdo de HSB e
HAM (5% + 25%, v/v), Tratamento B: queijo contaminado com S. aureus e tratado com
nisina (12,5 mg/ kg), Tratamento C: queijo contaminado com S. aureus e tratado com
natamicina (5 mg/ kg).

Para ambos 0s microrganismos, a associagdo dos méis foi eficiente na eliminacéo, pois
apos 6 e 15 dias, S. aureus e E. coli, respectivamente, ndo apresentaram contagem. O mesmo
foi observado por Belewu e Morakinyo (2009), que testaram a aplicacdo de mel em queijos
macio da Africa ocidental e obtiveram resultados satisfatérios apds 2 e 4 semanas, para S.
aureus e E. coli, respectivamente, indicando a eficiéncia do tratamento com o mel utilizado a
5% e 10% de concentracdo, porém em um espaco de tempo maior. Possivelmente, pela
diferenca na composicdo e concentragdes dos méis utilizados, estes autores demoraram mais
tempo para obter resultados na diminuigdo de microrganismos. Outro estudo realizado com
mel de A. mellipodae inibiu o crescimento de S. aureus a uma concentragéo de 15 a 20 %
(v/v) (Effen et al., 1992), enquanto que Andualen (2013) obteve resultados utilizando esse
mel de 12,5 e 6,25 % (v/v) para E. coli e S. aureus, respectivamente.

A baixa contagem bacteriana ao longo dos dias de maturacdo concordou com o
relatorio de Molan (1992) e Belewu e Morakinyo (2009) que relataram que queijos e cortes de
aves tratados com mel resultaram em baixo nivel de crescimento bacteriano. A eliminacédo de

cocos viaveis, bactérias sem formacdo de esporos, mofos que podem crescer em alimentos
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acidos também sao relatados em outras literaturas (EI-Sukhou et al., 1994; Mundo et al.,
2004; Snow et al, 2004).

Vale ressaltar que nas concentracfes utilizadas, tanto a combinacdo de méis quanto a
nisina eliminaram 0s microrganismos Gram-positivos no mesmo espago de tempo,
demonstrando que possuem semelhante eficiéncia. O mesmo ndo foi observado na
comparacdo com E. coli, possivelmente devido a diferenca na constituicdo da parede.

Cada componente do mel exerce um mecanismo de acdo em relacdo aos
microrganismos. A producdo de H,O, é notadamente eficiente contra E. coli e P. aeruginosa
(bactérias Gram-negativas), enquanto que a soma de varios fatores é o que torna 0 mel um
antibacteriano para Gram-positivas (Kwakman et al., 2010). Ainda, demonstraram que a
neutralizacdo de MgO ou H,0, sozinho ndo alterou a atividade bactericida do mel estudado,
mas a neutralizacdo simultanea de MgO e H,0, em 10% de mel reduziu a morte de Bacillus
subtilis em 4 logs, constatando que a acdo em Gram-positivas esta associada a acdo varios
componentes do mel simultaneamente.

A utilizacdo dos méis combinados foi uma alternativa ao alto custo do HSB, assim,
com a utilizagdo de uma proporcdo HSB/HAM, foi possivel eliminar 6 log de E. coli e S.
aureus, em um espaco de tempo inferior a 15 dias (Figuras 3A e 3B), a0 passo que em
concentracfes menores, esse tempo foi no minimo, duplicado. Clébis et al. (2017) verificou
em um estudo “in vitro” que para as bactérias Gram-negativas, o0 mel HSB foi capaz de
reduzir a CIM do HAM pela metade. E para Gram-positivas, 0 uso do mel HAM também teve
como resultado, a reducdo da CIM do HSB pela metade. Constando assim, que esta interacdo
dos méis sugere uma diferenca no espectro de acao entre eles, viabilizando o uso clinico deles
através da formulacéo de misturas com diferentes méis.

Entretanto, o mesmo néo foi observado quando aplicados ao queijo e, para fungos, a
associacdo de méis HSB e HAM apenas inibiu o crescimento na superficie do queijo,
mostrando a acdo fungistatica dos meis em relacdo aos fungos Arspegillus sp., Fusarium sp. e
Penicillium sp. Belewu e Morakinyo (2009) em seu estudo observaram que os fungos do
género Aspergillus apresentaram crescimento nos queijos tratados com mel até a quarta
semana de maturacdo, o que nédo foi constatado nesse trabalho.

Estudos apresentaram a eficacia da utilizacdo de méis monoflorais contra fungos de
leveduriformes (Candida sp.), bem como Fusarium oxysporum, Cladosporium herbarum,
Botrytis cinerea e Aspergillus flavus. O efeito antifungico de alguns méis, especialmente os
provenientes de favas escuras e que contém altas concentragdes de prépolis, pode ser devido a

presenca de um namero de &cidos aromaticos, incluindo o cinamato de benzilo, cinamato de
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metilo, acido cafeico, cinamato de cinamilo, cinnamoylglcine, e os terpendides (vulgarmente
conhecidos como propolis). Além disso, pode haver proteinas no mel que tenham atividade
antifangica (Boukraa et al., 2008; Khosravi et al., 2008; EI-Gendy, 2010; Candiracci et al.,
2012; Moussa et al., 2012).

Industrialmente, o uso da natamicina € efetivo no controle do crescimento de fungos,
bolores e leveduras e, por esse motivo, é empregada no processamento de alimentos, durante a
maturacdo, porém ndo possui efeito em bactérias ou virus (Brustolin et al., 2009). Por
apresentar baixa solubilidade, ¢ utilizada na superficie dos alimentos a uma dose de 5 mg/ Kg-
1; deve-se garantir que o antibidtico ndo migre para o interior do alimento, ndo podendo ser
detectado a uma profundidade de 2 mm do produto alimenticio (Brasil, 1996; EFSA, 2009).
Na Alemanha, seu uso foi sugerido como aditivo em cervejas, vinhos e sucos de frutas,
entretanto a pratica ndo foi implementada porque a substadncia provocava alteracGes
irreversiveis em cepas de leveduras. Por ser um antibiético polieno, faz distender a parede
celular pela ligacdo com os esterdis da membrana e, em fungos, ocorre a ruptura do ergosterol
da membrana fungica, com perda do conteddo celular (THOMAS et al., 2005).

J& a utilizacdo da nisina como conservante alimenticio é aprovado em muitos paises,
porém com aplicacbes alimenticias restritas (perda de atividade em torno de pH 4 e sob
temperaturas inferiores a 20°C, imobilizacéo pelas gorduras e outros compostos alimenticios).
E uma das raras bacteriocinas de uso autorizado na industria alimenticia, tendo atividade
antimicrobiana devido a acdo na membrana citoplasmatica, por isso, tem pouca ou nenhuma
acao sobre bactérias Gram-negativas, pois a presenca da camada de lipopolissacarideo oferece
maior protecdo a ceélula, ndo permitindo que agentes externos alcancem a membrana
citoplasmatica e sobre fungos filamentosos e leveduras (Henning et al., 1986; Gharsallaoui et
al., 2015).

Devido as limitagbes e desvantagens encontradas nos antimicrobianos
convencionalmente incorporados em alimentos, tem aumentado a procura por produtos mais
saudaveis e naturais, usando matérias-primas de fontes seguras e tecnologias adequadas, na
tentativa de que industria e produtores se adequem para melhorar a qualidade dos alimentos
fornecidos aos consumidores. Devido a isso, alguns estudos sugerem que a acgéo
antibacteriana maultipla do OEO, de méis e da combinacdo de méis, € uma vantagem para
minimizar a selecdo de cepas resistentes, visto que sdo compostos, possuem varias moléculas
bioativas e, por esse motivo, atuam por varios mecanismos antimicrobianos (Lambert et al.,
2001; de Camargo et al., 2006; Rivas et al., 2010; Bassolé e Juliani, 2012). Além disso,

existem outras vantagens que esses compostos naturais apresentam, o OEO possui baixa
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toxicidade contra celulas epiteliais de laringe humana e auséncia de atividade hemolitica nas
concentracfes de Otima atividade antibacteriana (Scandorieiro et al., 2016). JA 0 mel HSB
também possui baixo valor de toxicidade em células HeLA (CCsy maximo de 13%) (Fauzi et
al., 2011; Nishio et al., 2016). Ainda, o OEO apresenta ampla atividade antimicrobiana,
atuando contra fungos leveduriformes, filamentosos e bactérias Gram positivas e Gram
negativas (Busatta et al., 2007; Cleff et al.,2010; Giordani et al., 2014; Millezi et al., 2014;
Souza et al., 2014; Scandorieiro et al., 2016), bem como apresenta atividade antimicrobiana
em baixas concentragcOes, contribuindo para a baixa toxicidade e redugdo de custos para a

industria alimenticia.

Concluséo

A utilizagio de OEO na producdo de queijos maturados apresentou efeitos
antimicrobianos consideraveis, tais como amplo espectro de acdo, atuando contra fungos e
bactérias presentes na superficie do queijo, além do OEO apresentar acdo antimicrobiana
rapida e em baixa concentracdo e, a concentracdo utilizada, ndo inibir o crescimento das
bactérias laticas da cultura adicionada. A combina¢do dos méis HSB e HAM fez com que
houvesse inibicdo do crescimento microbiano no queijo, porém em concentracGes
semelhantes as CIMs dos mesmos (sem dimuniuir consideravelmente a concentracdo de cada

mel).
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Considerac0es finais

Foram isolados genes de viruléncia de E. coli enteropatogéncia (eaeA) e pelo menos
quatro dos cinco genes de EXPEC de queijos artesanais, além de encontrar um sorogrupo
patogénico nunca descrito em isolados de queijos no Brasil;

Tanto o OEO quanto a combinacdo de HSB e HAM foram eficientes na inibi¢édo do
crescimento de cepas isoladas de queijos artesanais;

A utilizacdo de OEO na producéo de queijos teve resultados satisfatorios, visto que foi
necessaria uma concentracao abaixo da CIM para eliminar os patégenos e fungos;

O mesmo ndo ocorreu com a combinacdo de méis que, embora tenha sido efetiva na
concentracdo utilizada, foi necessaria uma concentracdo igual a CIM para eliminar os
patogenos, nao reduzindo o custo da utilizacdo do mel;

Quando comparamos OEO e os antimicrobianos nisina e natamicina, observamos um
amplo espectro de acdo, pois atuou em bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos.
Enguanto que a nisina atuou mais efetivamente em Gram-positivas e a natamicina nos fungos,
mostrando uma vantagem microbiolégica na utilizacdo do OEO na producdo de queijos
submetidos & maturacdo. O mel também mostrou ter amplo espectro de a¢do, no entanto,
foram necessérias concentracdes altas para eleminar 0s miscrorganismos contaminantes;

A utilizacdo de OEO a 0,02% néo interferiu na cultura latica, pois a concentracdo foi
trés vezes menor que a CIM, no entanto, as concentracdes de méis utilizadas podem ter
intereferido no crescimento das bactérias laticas, pois foram inseridas proporcées iguais ou
maiores que a CIM.

Portanto, pode-se fazer o uso do OEO em substituicdo a nisina e a natamicina sem
afetar as bactérias laticas e com a vantagem de atingir varios grupos de microrganismos.
Entretanto, a utilizacdo da combinacdo de méis fica restrita devido & alta concentragdo
necessaria. Mais estudos deverdo ser realizados para identificar uma proporgao/ concentracdo

adequada para microrganismos contaminantes e bactérias laticas.
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