UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

EMANOELLI APARECIDA RODRIGUES DOS SANTOS

EXPLORANDO OS OLEOS ESSENCIAIS DE PIMENTA PRETA (Piper nigrum) E
GENGIBRE (Zingiber officinale) E SEUS PRINCIPIOS ATIVOS NO CONTROLE DE
BIOFILME MULTIESPECIE DE Listeria monocytogenes, Salmonella TYPHIMURIUM

E Pseudomonas aeruginosa

SCREENING THE ESSENTIAL OILS OF BLACK PEPPER (Piper nigrum) AND
GINGER (Zingiber officinale) AND THEIR ACTIVE PRINCIPLES IN THE CONTROL
OF MULTISPECIES BIOFILM OF Listeria monocytogenes, Salmonella
TYPHIMURIUM AND Pseudomonas aeruginosa

PALOTINA
2022



EMANOELLI APARECIDA RODRIGUES DOS SANTOS

INFLUENCIA DE OLEOS ESSENCIAIS DE PIMENTA PRETA (Piper nigrum) E
GENGIBRE (Zingiber officinale) E PRINCIPIOS ATIVOS PIPERINA E 6-GINGEROL
NO CONTROLE DE BIOFILME MULTIESPECIES DE Listeria

monocytogenes, Salmonella Typhimurium E Pseudomonas aeruginosa

SCREENING THE ESSENTIAL OILS OF BLACK PEPPER (Piper nigrum) AND
GINGER (Zingiber officinale) AND THEIR ACTIVE PRINCIPLES IN THE CONTROL
OF MULTISPECIES BIOFILM OF Listeria monocytogenes, Salmonella
TYPHIMURIUM AND Pseudomonas aeruginosa

Dissertagcdo apresentada ao curso de Pods-
Graduagdo em Ciéncia Animal, area de
concentragdo em Saude Animal, linha de pesquisa
em Microbiologia Aplicada a Produgdo Animal
Setor Palotina, Universidade Federal do Parana,
como requisito parcial a obtengdo do titulo de
Mestre em Ciéncia Animal.

Orientador: Prof. Dr. Luciano dos Santos Bersot

Coorientadora: Profa. Dra. Maria Olivia Pereira

PALOTINA
2022



Dados Internacionais de Catalogagfio na Publicacio (CIP)

Santos, Emanoelli Aparecida Rodrigues dos
5237 Explorando os dleos essenciais de pimenta preta (Piper nigrum)
e gengibre (Zingiber officinale) e seus principios ativos no con-
trole de biofilme multiespécie de Listeria monocytogenes, Sal-
monella Typhimurium e Pseudomonas aeruginosa / Emanoelli
Aparecida Rodrigues dos Santos — Palotina, 2022,
105¢.

Omnentador: Luciano dos Santos Bersot

Coorentadora: Mana Olivia Pereira

Dissertagio (mestrado) — Universidade Federal do Parana,
Setor Palotina, Programa de Pés-graduagio em Ciéncia Animal.

1.Compostos naturais. 2. Expressio génica. 3. Industnia de ali-
mentos. I. Bersot. Luciano dos Santos. II. Pererra. Mana Olivia.

III. Universidade Federal do Parana. IV. Titulo.

CDU 579

Ficha catalografica elaborada por Liliane Cristina Soares Sousa — CRB 9/1736




s LR MINISTERIO DA EDUCACAD
THH HHH SETOR PALOTINA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
U F P R PRO-REITORIA DE PESOUISA E POS-GRADUAGAD
b g PROGRAMA DE POS-GRADUACAD CIENCLA ANIMAL -
40001016077 PE

TERMO DE APROVAGAO

Os membros da Banca Examinadera designada pele Colegiado do Programa de Pas-Graduacle CIENCIA ANIMAL da
Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguicio da disseragio de Mestrado de EMANOELLI
APARECIDA RODRIGUES DOS SANTOS intilulada: Explorands os dlecs essenciais de pimenta preta (Piper nigrum) e
gengibre (Zingiber officinale) & seus principios atives no controle de biofilme multiespécie de Listers monocylogenss,
Salmonella Typhimurium & Pseudomonas seruginosa. sob orientacds do Prof. Dr. LUCIAND DOS SANTOS BERSOT, que apds
ferem inquindo a aluna & realizada a avakiacio do trabalho, 830 de parecer pela sua APROVAGAD no rito de defesa.

A outorga do titulo de mestra estd sujeila &4 homologagdo pelo colegiado, ao atendimento de todas as indicagdes & comegbes
soficitadas pela banca & a0 pleno atendimento das demandas regimentais do Pregrama de Pds-Graduagso.

PALOTINA, 31 de Janeiro de 2022

Assinabura Eletndaica Agginaturs Eletrdnica
31/01/2022 16:380:06.0 D1/022022 15:17:33.0

LUCIAND DOS SANTOS BERSOT MATEUS MATIUZZ] DA COSTA

Presidents da Banca Examinacdora Avalisdor Extarno (UNIWERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAD

FRAMNCISCO)
Assinatura Eleirdnica Assinatura Eletrdnica
31/01/2022 15:56:31.0 01/022022 16:5517.0
LELINTON MAMOEL PINTO MARILA OLRIA BAPTISTA DE OLIVEIRA PEREIRA
AVEISIOF EXISMO [UNIVERSILALE LE A0 FAULLY) COOMEMTA0TA) (LIMIVERSILALIE L MINHD)

. Pioneiro, 2153 - PALOTINA - Parans - Brasil
CEP B5850-000 - Tel: (44) 32118523 - E-mail: ppaca ulpriomail eom

Documento assinado eletronicaments de acrds com o disposto na legislagio federal Decrato 8535 de 08 de oulubro de 2015,

Gerado & sulenBcado pelo SIGA-UFPR, com a seguinte identificacio umeca: 143773

Para autenficar este documenio/assinatura, acesss

& Inalra o codigo 1



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Emanoelli Aparecida Rodrigues dos Santos, filha de Vera Antbnia Rodrigues dos
Santos, nascida em 06 de setembro de 1993 no municipio de Uruguaiana, estado do
Rio Grande do Sul. Médica Veterinaria graduada em 2017 pela Universidade Federal
do Pampa (UNIPAMPA), campus Uruguaiana. Residente em Inspec¢ao de Produtos
de Origem Animal no Programa de Residéncia em Medicina Veterinaria da
Universidade Federal do Parana — Setor Palotina, turma de 2018-2020. Mestranda
do Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncia Animal da Universidade Federal do
Parana (UFPR), Setor Palotina, na linha de pesquisa Microbiologia Aplicada a

Produgcao Animal.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradecgo a Deus, fonte de poder ilimitado, que iluminou esta
caminhada, abastecendo minhas forgas e permitindo que tudo acontecesse ao longo
de minha vida, és o maior mestre que alguém pode conhecer.

Aos meus pais, Hernan e Marilia, pela educacado e orientagdo sobre os
valores da vida, pois em meio as turbuléncias a que somos submetidos, ter alguém
de referéncia para ouvir e seguir € fundamental para ndo se perder no meio do
caminho.

Agradeco aos meus irmaos, Hernan e Mikael, que mesmo com a distancia
sempre se fizeram presentes, estiveram ao meu lado e torcendo para que tudo
desse certo. Vocés sao 0s meus presentes mais lindos.

A minha mae, Vera, e meu irmao, Ayrton, obrigada pelo incentivo e pela
admiracao.

A minha amiga e irma Tatiane, companheira que fez parte da minha
formagao e mesmo a distancia esteve sempre presente em minha vida.

A minha amiga e colega Jhennifer, por todo apoio tanto em nosso convivio
laboratorial como em nossas conversas aleatorias recheadas de acgai. Vou sentir
falta da nossa parceria!

Ao meu amigo e namorado Leonardo, pelo companheirismo, incentivo e
amor durante toda essa etapa. Obrigada por estar sempre ao meu lado e ser a
minha melhor “dupla de laboratério”, amo vocé assim como amo nossas discussdes
cientificas.

A todos os amigos que fiz em Palotina, em especial Claudia, Mayara,
Jhennifer, Rosana, Thiago e Victor. Agradego pela convivéncia e afinidades que nos
fizeram compartilhar emogdes, sentimentos e ideias, respeitando as peculiaridades
de cada um, superando os momentos de angustia e vivendo de forma leve os
momentos de alegria.

A todos integrantes do LACOMA, doutorandos, mestrandos, residentes e
estagiarios, agradeco por nosso convivio diario repleto de aprendizagem e
companheirismo.

Ao professor e amigo Juliano, por ser um profissional incrivel o qual tenho
como grande exemplo, pelo auxilio nas analises estatisticas, disponibilidade,

paciéncia e incentivo durante mais esta etapa.



Ao professor Fabio Possebon (Cid) pela disponibilidade no auxilio das
analises moleculares.

Ao meu orientador e amigo, professor Luciano Bersot, pelo aceite de
orientagcdo, por ser um exemplo de carater e sabedoria, e por auxiliar no meu
crescimento profissional de forma ética e correta.

A minha co-orientadora, professora Maria Olivia Pereira, pelas discussoes
de ideias e pela orientagdo mesmo com um fuso horario com 4 h de diferenga.

A Universidade Federal do Parana, Setor Palotina e ao Programa de Pés-
Graduagao em Ciéncia Animal (PPGCA) pelo auxilio na execugao do projeto de
pesquisa, principalmente através do financiamento para o projeto de pesquisa e ao
corpo docente do PPGCA pelo conhecimento adquirido.

A CAPES pela bolsa concedida.

E todos aqueles que de alguma forma colaboraram para a conclusao desta
etapa.

Muito obrigada!



N&o sejas o de hoje.

Nao suspires por ontens...

Nao queiras ser o de amanha.
Faze-te sem limites no tempo.

Vé a tua vida em todas as origens.
Em todas as existéncias.

Em todas as mortes.

E sabe que seras assim para sempre.
Nao queiras marcar a tua passagem.
Ela prossegue:

E a passagem que se continua.

E a tua eternidade.

Es tu.

(Cecilia Meireles)



RESUMO

O estudo teve como objetivo avaliar a susceptibilidade do biofilme
multiespécies composto por Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium e
Pseudomonas aeruginosa frente a agdo dos oOleos essenciais (OE) de pimenta preta
(P) (Piper nigrum) e gengibre (GB) (Zingiber officinale), e principios ativos de
piperina e 6-gingerol na dindmica de formagéo e expressao génica em superficie de
polipropileno. Para isso foram determinadas as concentragdes inibitérias minimas
(CIM) dos OE e principios ativos. A formacdo de biofilme foi avaliada sob a
interferéncia dos OE de pimenta preta e gengibre na concentragdo de 50 mg/mL e
100mg/mL. Da mesma forma foram avaliados os principios ativos de piperina e 6-
gingerol. Para o OEP também foi avaliada a eficacia sobre o biofilme pré-formado. A
associagao dos trés microrganismos resultou na MIC de 100 mg/ml para o OEP e
OEGB, 25 mg/ml para piperina e 1,25 mg/mL para 6-gingerol. O biofilme
multiespécies controle foi capaz de aderir a superficie de polipropileno obtendo um
maior incremento populacional em 48 e 72 h (6,66 e 7,35 UFC/cm?
respectivamente). A concentracdo de 100 mg/mL de OEP demonstrou melhor agéao,
na adesao inicial em 1h, contudo, ndo houve diferenca estatistica entre as
concentracdes de OEP nos demais tempos de avaliagao, havendo uma inverséo no
tempo de 12 h e posteriormente mantendo o mesmo comportamento. Para o OEGB
foi verificado que na concentragdo de 100 mg/mL obteve-se uma diminuigdo de 99,8
% nas células sésseis com relagdo ao controle. A adigdo de piperina na
concentragdo de 25 mg/mL obteve as menores contagens de células sésseis
quando comparado ao OEP, quanto a aplicagdo de 1,25 mg/ml de 6-gingerol nao foi
suficiente para evitar a formacdo do biofiime em superficie de polipropilenos
(p>0,05). No biofilme multiespécies, L. monocytogenes regulou de forma positiva o
gene agrC nos tempos de 24 h e 72 h, e passou a regular de forma positiva os
genes agrD e prfA com 72h. S. Typhimurium e P. aeruginosa mantiveram a
regulacdo génica negativa para todos os genes avaliados nos tempos de avaliacéo.
A aplicacdo de 25 mg/mL de piperina alterou a regulagdo de genes néo
apresentados no biofilme controle. L. monocytogenes em cultura associada passou
a regular de forma positiva os genes agrB (24 h e 72 h), agrC (72 h), agrD (24 h e 72
h) e prfA (24 h), ao observar a expressao de genes em culturas simples sobre a
condicao tratada, manteve o comportamento semelhante com o Dbiofilme
multiespécies controle, diferindo através do gene agrD que é regulado de forma
positiva a partir de 24h de incubacdo e o gene agrC com regulagdo negativa. S.
Typhimurium em cultura mista passou a regular de forma positiva os genes agfA (24
h e 72 h), adrA (24 h e 72 h), e csgD (72 h), de forma individual manteve o mesmo
comportamento que em associag¢ao, no entanto passa a regular de forma positiva o
gene csgD no tempo de 24 h. P. aeruginosa em cultura mista regulou de forma
positiva todos os genes avaliados com 24 h e 72 h de incubagdo e manteve o
mesmo nivel de regulagdao génica (negativa) independente do tempo avaliado em
cultura simples. OEP, OEGB e piperina demonstraram atividade antimicrobiana e
antibiofilme, interferindo no processo de adesao a superficie e na manutencao de
biofilmes maduros.

Palavras-chave: compostos naturais, expressdo génica, industria de alimentos,
meétodos de controle



ABSTRACT

The study aimed to evaluate the susceptibility of the multispecies biofilm
composed by Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium, and Pseudomonas
aeruginosa against the action of essential oils (EO) of black pepper (Piper nigrum)
and ginger (Zingiber officinale), and active principles of piperine and 6-gingerol on
the formation dynamics and gene expression on polypropylene surface. For this, the
minimum inhibitory concentrations (MIC) of the EOs and principles were determined.
Biofilm formation was evaluated under the interference of black pepper and ginger
EOs at concentrations of 50 mg/mL and 100 mg/mL. Similarly, the active ingredients
of piperine and 6-gingerol were evaluated. The efficacy of the preformed biofilm was
also evaluated for the OE black pepper. The association of the three microorganisms
resulted in a MIC of 100 mg/mL for the OEP and ginger OE, 25 mg/mL for piperine,
and 1.25 mg/mL for 6-gingerol. The control multispecies biofilm was able to adhere to
the polypropylene surface obtaining a higher population increment in 48 and 72 h
(6.66 and 7.35 CFU/cm2, respectively). The concentration of 100 mg/mL of OEP
showed better action in the initial adhesion in 1h, however, there was no statistical
difference between the concentrations of OEP in the other evaluation times, with an
inversion in the time of 12 h and later maintaining the same behavior. For the ginger
EO, it was verified that at the concentration of 100 mg/mL there was a 99.8%
reduction in sessile cells compared to the control. The addition of piperine at a
concentration of 25 mg/mL obtained the lowest sessile cell counts when compared to
OEP, and the application of 1.25 mg/mL of 6-gingerol was not enough to prevent
biofilm formation on the polypropylene surface (p>0.05). Multispecies biofilm L.
monocytogenes positively regulated agrC gene at 24 and 72 h, and positively
regulated agrD and prfA genes at 72 h. S. Typhimurium and P. aeruginosa
maintained negative gene regulation for all genes evaluated in the evaluation times.
The application of 25 mg/mL of piperine altered the regulation of genes not present in
the control biofilm, L. monocytogenes in associated culture started to regulate in a
positive way the genes agrB (24 h and 72 h), agrC (72 h), agrD (24 h and 72 h) and
prfA (24 h), when observing the expression of genes in simple cultures on the treated
condition, kept the similar behavior with the control multispecies biofilm, differing
through the gene agrD that is regulated positively from 24h of incubation and the
gene agrC with negative regulation. S. Typhimurium in mixed culture started to
positively regulate genes agfA (24 h and 72 h), adrA (24 h and 72 h), and ¢csgD (72
h). P. aeruginosa in mixed culture positively regulated all the genes evaluated at 24
and 72 h of incubation and maintained the same level of gene regulation (negative)
independent of the time evaluated in simple culture. OEP, OEGB, and piperine
showed antimicrobial and antibiofilm activity, interfering in the process of adhesion to
the surface and the maintenance of mature biofilms.

Keywords: control methods, food industry, gene expression, natural compounds.
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1 INTRODUGAO

A tecnologia de obtencdo e processamento da carne em abatedouros
frigorificos apresenta varias etapas, inumera instalagbes e equipamentos que em
conjunto com a manipulagédo e o bindmio tempo e temperatura, possui interferéncia
direta sob os aspectos higienicossanitarios dos produtos (BRASIL, 2017). Ao longo
do abate, a qualidade microbioldgica de produtos e processos é verificada através
da pesquisa de microrganismos indicadores e patogénicos permitindo a avaliagao da
ocorréncia de falhas na manipulagdo, processamento, produgao e armazenamento
destes produtos (SOARES et al., 2018; SERENO et al., 2019, VIANA et al., 2019).

Desta forma, microrganismos patogénicos e deteriorantes encontrados nos
produtos e superficies podem originar doencas bacterianas veiculadas por alimentos
(DVA) gerando perdas econémicas e problemas em saude publica. Salmonella sp. e
Listeria monocytogenes estao entre os principais patdogenos envolvidos em surtos de
origem alimentar (CDC, 2020; BRASIL, 2019; SCOBIE et al., 2019), sendo
associados principalmente a ingestdo de produtos de origem animal e vegetal
(BRASIL, 2019). Por sua vez, Pseudomonas aeruginosa € classificado como um
microrganismo onipresente e com capacidade psicotréfica, associado especialmente
ao processo de deterioracao e interferindo de forma direta no tempo de prateleira de
produtos finais (MORADALI, GHODS E REHM, 2017).

Nas plantas de abate e processamento tecnolégico de produtos carneos L.
monocytogenes e S. Typhimurium demonstram capacidade de sobrevivéncia e
persisténcia por longos periodos (SERENO et al., 2019), sendo este comportamento
relacionado a fatores de adaptacdo ambiental como tolerancia a temperaturas de
refrigeracdo e elevadas concentragdes de sal, resisténcia a antibidticos e
sanitizantes e capacidade de formar biofilmes em distintas superficies (ZIECH et al.,
2016; KOCOT e OLSZEWSKA, 2017; PAPAIOANNOU et al., 2018).

A persisténcia destes microrganismos patogénicos e deteriorantes, tolerancia a
agentes sanitizantes e formacao de biofilmes sdo fatores que denotam preocupagao
para a industria de alimentos, podendo causar seérios problemas tecnoldgicos,
resultando na inutilidade de equipamentos e gerando riscos a saude publica
(BRASILEIRO et al.,, 2016; SMITH et al., 2019). Dessa forma, os biofilmes
multiespécies desempenham um papel importante na manutengdo de nichos

ecologicos persistentes e na sobrevivéncia de microrganismos patogénicos e
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deteriorantes como L. monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa em
ambientes industriais (GIAOURIS et al., 2015).

A formacdo do biofilme depende da comunicagdo e interagdo entre
microrganismos, a superficie de fixagdo, disposicdo de substratos e as condi¢des
ambientais (GALIE et al., 2018). Células sésseis apresentam maior tolerancia a
agentes antimicrobianos do que células plancténicas, devido a estrutura e a
presenca de matriz extracelular (OLSZEWSKA et al., 2016, CAMPANA et al., 2018).
Portanto, desinfetantes quimicos a base de compostos clorados, iodados e acidos
organicos sao frequentemente empregados como estratégia de controle nas plantas
de processamento devido ao seu custo e padronizagcao comercial de aplicacdo. No
entanto, estudos demonstram que estas substancias possuem impacto
antimicrobiano limitado em células sésseis uma vez que a padronizagdo dos
procedimentos pode sofrer variagdes conforme o setor industrial (BARBOSA et al.,
2016, ZIECH et al.,, 2016, BOUCHER et al, 2021) e a possivel ocorréncia de
liberagcdo de residuos quimicos que podem ter interferéncia sobre a superficie
higienizada e o produto final (CHHETRI et al., 2019).

Devido aos relatos de resisténcia de microrganismos patogénicos e
deteriorantes a sanitizantes quimicos (OLSZEWSKA et al., 2016; PANG et al., 2019)
somado a solicitagcdo de opgdes sustentaveis por parte de consumidores, novas
abordagens vém sendo pesquisadas quanto ao uso destes produtos na industria de
alimentos, com objetivo de controlar a contaminagcao bacteriana pela inibicdo da
formacado e eliminagdo de biofimes (FANG et al., 2020), introduzindo novos
conceitos a serem apreciados e aprimorando opgbes ja existentes. Entre as
alternativas, componentes obtidos de plantas como seus principios ativos e o6leos
essenciais (OE) sdo compostos antimicrobianos que podem ser utilizados como
formas de controle microbiolégico (MARAKOVA et al., 2017, FALCO et al., 2019,
MARUTHAPANDI et al.,, 2020). O efeito de OE na eliminacdo de biofilmes
bacterianos monoespécies foi descrito, bem como em associagdo a métodos
convencionais e alternativas de combinagdo destes (VAZQUEZ-SANCHEZ et al.,
2018; KANG et al.,, 2019; ROSSI et al., 2019). Considerando a escacez de
informacgdes com relagao a utilizacdo dos OE de pimenta preta, gengibre e principios
ativos de piperina e 6-gingerol, o objetivo deste estudo foi explorar a atividade
destes compostos no controle de biofiimes multiespécies de L. monocytogenes,

S.Thypimurium e P. aeruginosa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIOFILMES BACTERIANOS

2.1.1 Aspectos gerais

Biofilmes bacterianos sdo estruturas tridimensionais complexas formados
por um aglomerado celular e envoltos por uma membrana de exopolissacarideos
(EPS), podendo estar aderido a superficies bidticas e/ou abidticas (COSTERTON,
1999, KADAM et al., 2021). As células se dispdem de forma organizada e funcional
de modo a desenvolver uma barreira de protecdo sendo responsaveis pela
conservagao destes microrganismos em condi¢gdes adversas, como oscilagdes de
temperatura, teor de umidade, condicbes de processamento de alimentos e
processos de desinfeccdo (GALIE et al., 2018,FAGERLUND et al., 2020, ROY et al.,
2021). Desta forma, podendo ocorrer a contaminagao crénica de equipamentos e
superficies, levando a bioincrustacao em sistemas de agua potavel e resultando em
contaminagéo e deterioracdo de produtos (INIGUEZ-MORENO, et al.; 2019 KWOK
et al., 2021). Devido a isso, cada vez mais se tém o interesse da comunidade
cientifica sob o entendimento da formacdo e desenvolvimento de biofilmes
bacterianos, com o intuito de desenvolver e incrementar métodos com maior eficacia
no controle destas estruturas.

Habitualmente os biofilmes estédo dispostos de forma heterogénea, compostos
de inter-espécies e inter-reinos, buscando uma relacdo simbidtica onde as
caracteristicas intrinsecas e o produto do metabolismo de uma espécie possa
auxiliar no desenvolvimento das demais (GIAOURIS et al., 2015, AFONSO et al.,
2021). No entanto, esta mesma associagcao pode resultar em um estresse celular
gerado pela competicdo por nutrientes e o acumulo de metabdlitos toxicos limitando
a diversidade de espécies dentro da estrutura do biofilme (LORIES et al., 2020). A
formagao do biofilme bacteriano resulta da interagdo de atividade microbiana aliada
as condigdes ambientais e disposicao de substratos (CHUA et al., 2014). Desta
forma, pode ser separada em cinco fases propostas como, fase de adsorgao e
aderéncia, podendo ser reversivel e irreversivel, fase de consolidagcdo e maturacéo,
havendo comunicacao celular e sintese de EPS e fase de dispersédo, com liberacao
e exposicao celular para o ambiente (COSTERTON, 1999, COOPER et al., 2014).
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Em cada fase da formacdo sao ativados mecanismos regulatérios especificos
responsaveis pela manutencao desta estrutura sob determinada superficie.

As fases de adsorcao e aderéncia bacteriana sdo descritas como a etapa
inicial da disposicéo do biofilme (FIGURA 1A). Adsorgéo inicial consiste no processo
de aproximagao e adaptacdo de uma massa bacteriana a determinada superficie
através de uma ligacao reversivel mantida por influéncias fisico-quimicas, que
incluem interagdes eletrostaticas, forgas hidrodinamicas, forgcas de van der Waals e
interacdes hidrofébicas (LIU et al., 2020, KADAM et al., 2021, LEE et al., 2021).
Apoés este processo, tem se inicio a fase de adeséo, ligagao irreversivel, onde sao
utilizadas as caracteristicas intrinsecas dos microrganismos, como a presencga de
flagelos e/ou pili em gram-negativos, e proteinas presentes na parede bacteriana em
gram-positivos (BUCHER et al., 2015, LEE et al., 2016), dessa forma sintetizando e
secretando substancias responsaveis pela manutencdo dessa adesao
(RODRIGUEZ-MELCON et al., 2021). O resultado dessas interacdes dependera da
associagao de atracao e repulsao originada entre a superficie e os microrganismos,
até um momento em que as células adsorvidas permanegam fixadas a superficie,
estabilizando o processo de adesdo bacteriana (COOPER et al., 2014, RUHAL e
KATARIA, 2021).

Apos a consolidagdo da adesdo irreversivel, iniciam-se as fases de
conformagao e maturagao, onde ocorrem os processos de comunicacido celular
através de mecanismos regulatorios e coordenados para a expressdao de um
maquinario genético caracteristico para que ocorra a estruturagao do biofilme (FENG
et al., 2021) (FIGURA 1B).. Bactérias gram-positivas e gram-negativas possuem a
capacidade de produzir uma matriz de EPS logo apds o processo de adesao, o que
resulta na formacdo de estruturas robustas compostas por polissacarideos,
proteinas, lipidios e DNA extracelular (WANG et al., 2020). Ao exemplo no que corre
na formacédo do biofilme de Pseudomonas aeruginosa, onde ha o aumento da
expressao de genes responsaveis pela regulacédo de EPS aumentando a secregao
de substancias poliméricas e alterando a morfogénese do biofime (BANERJEE et
al., 2021).

Durante o momento de maturacdo do biofilme, o desenvolvimento da
estrutura bacteriana de EPS €& um processo essencial para a sobrevivéncia de
células sésseis em condi¢cdes hostis ou de desafio celular como a aplicacdo de
sanitizantes quimicos e antimicrobianos (ZIECH et al., 2016, YAMANI et al., 2021).



137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170

23

Dessa forma a producao da matriz de EPS pode ocasionar maior tolerancia a esses
produtos, podendo suportar concentragdes superiores a concentragao inibitoria das
células plancténicas da mesma espécie (WANG et al., 2020) (FIGURA 1B-C).. Essa
tolerancia é conferida devido a formagao de canais de circulagdo responsaveis pela
troca de nutrientes com o meio extracelular, impedindo o fluxo e a difusdo de
compostos antimicrobianos para o interior do biofilme (KADAM et al., 2021). Essa
caracteristica € um fator de importancia, devido ao fato de as células presentes no
interior do biofilme serem metabolicamente distintas das células planctonicas,
gerando grandes consequéncias na acao efetiva de sanitizantes (PIRONTI et al.,
2021, BOUCHER et al., 2021), visto que as alternativas atuais para o controle do
biofime sido desenvolvidas e avaliadas, na maioria das vezes, em células
plancténicas e metabolicamente ativas (BARBOSA et al., 2016).

Na fase final da formagao do biofilme ocorre a dispersdo externa ou interna
de agregados celulares (FIGURA 1D).. Na forma externa, o desprendimento celular
ocorre a partir da superficie de adesao através de atividades mecanicas no ambiente
(FLEMING e RUMBAUGH, 2017), ja a forma interna pode ocorrer como resultado da
degradagao estrutural do biofiime através da agdo de enzimas enddgenas de
deterioragdo de matriz extracelular (PETROVA e SAUER, 2016). O processo de
dispersédo tem implicagées severas na industria de alimentos, pois permite que os
microrganismos possam se espalhar e colonizar outras superficies (WILLE et al.,
2020). Superficies contaminadas podem levar a disseminagdo de microrganismos
patogénicos e deteriorantes por todo o processo de produgdo, € como consequéncia
pode acarretar na contaminagao do produto final (SUDAGIDAN et al., 2021, KWOK
et al., 2021).
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Figura 1: Esquema ilustrativo de formacédo de biofiime multiespécies (Adaptado de Rickard et al;
2003; Boari et al;. 2009)
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2.1.2 Biofilmes de L. monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa em industrias

de alimentos

A ocorréncia de microrganismos patogénicos e deteriorantes no ambiente de
processamento de alimentos € um problema mundial e que merece atencao
(MAZAHERI et al., 2021; ROSSI, et al., 2018; MERINO et al., 2019). No intuito de
realizar o controle adequado desses patdégenos, a industria faz uso de programas de
autocontrole baseado em analises de risco, com o objetivo de mensurar a
probabilidade de ocorréncia do patégeno visando um protocolo com medidas de
acao de forma rapida e eficaz, no controle microbiolégico (FARBER et al., 2021). No
entanto, grande parte dos programas de autocontrole possui foco em células
planctonicas, desconhecendo as caracteristicas de células sésseis (MOTA et al.,
2021).

L. monocytogenes possui caracteristicas metabdlicas que facilitam sua
sobrevivéncia em condi¢cOes de estresse bacteriano como, baixa atividade de agua,
elevadas concentragdes de sal e oscilagdes de temperatura (BUCHANAN et al.,
2017), o que garante a sua sobrevivéncia em distintas superficies, podendo ser

disseminada na industria alimentos. S. Typhimurium por sua vez possui
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caracteristicas intrinsecas como sintese de celulose, flagelos e fimbrias que séo
importantes para o processo de adesao e persisténcia na superficie (WANG et al.,
2016). P. aeruginosa € um patdgenos oportunista e um importante microrganismo
deteriorante de distribuicdo ambiental que pode estar presente em ambientes de
processamento de alimentos (ROSSI, et al., 2018). A ocorrénciade L.
monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa em ambientes de processamento
de alimentos resulta de falhas ocasionadas durante o processo de higienizacao,
sanitizacao industrial, e na execugao dos programas de autocontrole (BUCHANAN
et al., 2017; GULA et al., 2019). Processo ineficaz ou ausente de higienizagdo e
sanitizagdo podem acarretar no desenvolvimento de tolerancia dos microrganismos
aos protocolos e sanitizantes empregados, fazendo com que essas células
permanecam na superficie através da adesdo e formacao de biofilmes bacterianos
(DE FILIPPIS et al., 2020).

O controle de biofilmes é a primeira etapa para prevenir a contaminagao
bacteriana em superficies de manipulacdo de alimentos (MERINO et al.,
2019). Portanto, compreender a influéncia dos fatores ambientais, a comunicagao
celular inter-espécies, funcdo metabdlica e regulacdo de mecanismos genéticos
envolvidos nessa estrutura é fundamental para a industria de alimentos no
desenvolvimento de programas adequados e eficazes para uma melhor avaliagdo de
risco (DE FILIPPIS et al., 2020; RiOS-CASTILLO, RIPOLLES-AVILA, RODRIGUEZ-
JEREZ, 2020). A avaliagdo dos mecanismos de adesao e formagao de biofilmes é
comumente realizada de forma in vitro com o estudo de uma unica espécie (ROY et
al., 2021; GU et al.; 2021), no entanto esta forma de estudo limita a compreenséao de
mecanismos de grande importancia no processo de formagéo de biofilmes, como a
comunicacéo celular (LI, ZHAO, 2020).

Varios autores ao avaliar de forma in vitro o comportamento interespécies e
intra-espécies, relataram a interacdo entre microrganismos patogénicos e
deteriorantes como benéfica para a relacdo bacteriana, favorecendo sobrevivéncia
dos microrganismos na superficie aderida. Fagerlund et al. (2017) aponta que a
interacéo celular da microbiota acompanhante possui grande importancia na
manutencdo e sobrevivéncia de microrganismos patogénicos, como L.
monocytogenes, na industria de alimentos. Papaioannou et al. (2018) ao avaliar a
interacdo do biofilme formado por L. monocytogenes e Pseudomonas sp. sob agao

de santizantes clorados de forma combinada demonstrou que a aplicagdo sob o
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biofilme individual de L. monocytogenes foi eficiente, no entanto, quando aplicado
sobre o biofilme associado a Pseudomonas sp. o tratamento se mostrou ineficiente,
independente ao tempo de uso. S. Enteretidis quando associado com P. fluorescens
também mostrou aumento na tolerdncia a sanitizantes a base de composto de
amoénio quaternario (PANG et al.,, 2020). Heir et al. (2018) relatou os efeitos
competitivos do crescimento de L. innocua e L. monocytogenes, demonstrando a
inibicdo do microrganismo patogénico pela microbiota acompanhante, indicando
variacbes de comportamento conforme a microbiota residente. Dessa forma, o
estudo de biofilmes multiespécies se faz necessario para um maior esclarecimento
sobre os processos de cooperagao, competicdo ou acao independente da microbiota
acompanhante (Chen, Zhao, Doyle, 2015; PANG et al., 2020).

2.1.3 Biofilmes de L. monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa: Fatores

genotipicos

As caracteristicas fenotipicas de L. monocytogenes, S. Typhimurium e P.
aeruginosa sao evidenciadas devido a presenga de genes associado a fatores
externos ambientais e bioquimicos (PIETA et al., 2014, WANG et al., 2016, GULA et
al., 2019). Em particular, a presenga de reguladores transcricionais como sigB e prfA
no genoma de L. monocytogenes, contribui para o equilibrio celular em alteracdes
de condi¢bes externas, assim como a expressao da grande maioria dos genes de
viruléncia, como inlA, inIB, plcA, mpl e actA (SCORTTI et al., 2007; LIU et al., 2019;
MAGGIO et al., 2021). Outra atribuigdo do gene prfA a capacidade de regular genes
que podem estar envolvidos na formacao de biofilme juntamente com o lécus agr,
um gene regulador acessério e altamente conservado (AUTRET, et al. 2003; PIETA
et al., 2014). Vazquez-Armenta et al. (2020) demonstraram que a repressao do gene
prfA interferiu no processo de adesao de L. monocytogenes em superficie de ago
inoxidavel. No entanto, Gandra et al. (2019) demonstrou que a expressao do gene
prfA independe da capacidade de formagao do biofiime do isolado avaliado, mas
pode sofrer influéncia de fatores ambientais como temperatura de incubacéo.

O lI6cus agr presente em L. monocytogenes foi proposto como um sistema
constituido por quatro genes principais (agrABCD) co-transcritos em um operon que
ao ser ativado, é responsavel pela regulagdo de genes necessarios para a formagao

do biofilme bacteriano (RIEDEL et al., 2009). A presengca do gene agrA esta
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relacionado ao processo de invasdo, adesao celular e auto-indugao do sistema de
QS, tendo interferéncia principalmente nas etapas iniciais da formag¢ao do biofilme
(RIEU et al., 2007; RIEDEL et al., 2009), e na regulagdo de outros genes de
viruléncia, transporte de oxigénio e aminoacidos juntamente com agrC (GARMYN et
al., 20 12). O gene agrB participa da sintese de proteinas de membrana importantes
para expressao do gene agrD (ZETZMANN et al., 2016). Durante o processo de
formagdo do biofilme, L. monocytogenes secreta moléculas de sinalizagao,
denominadas auto-indutores (Al), quais sao produzidas em baixos niveis durante o
crescimento bacteriano e aumentando a concentragdo ao longo do incremento
populacional. Dessa forma, tem inicio a regulagdo de expressao de genes alvos
dependentes de Quorum Sensing (QS) (CZAJKOWSKI e JAFRA, 2009).

S. Typhimurium tem capacidade de formar biofiimes devido a fatores
intrinsecos, como producdo de celulose, fimbrias, curli e alta producao
exopolissacarideos (WANG et al., 2016). A expresséo destas caracteristicas € um
fator de viruléncia de grande importancia, tendo papel fundamental no aumento da
motilidade, adeséao celular e colonizagao de superficies (CHEN et al., 2015). Sintese
de celulose e curli sdo caracteristicas reguladas por luxR-csgD, csgD (subunidade
curli do gene D) estimula a produgao de fimbrias através de ativacao transcricional
do operon csgBAC, promove a produgao de celulose por meio da transcricdo do
gene adrA e regula expressdo de proteinas especificas da matriz (ROMLING et al.,
2000; GERSTEL et al., 2003; GARCIA et al., 2004). White et al. (2006) apontam que
as fimbrias agregativas finas, reguladas pelos operons agfDEFG e agfBAC séo
responsaveis por auxiliar na sobrevivéncia e persisténcia de Salmonella em
condigdes hostis, sendo o gene agfA responsavel por codificar a principal
subunidade das fimbrias agf (YOO et al., 2013). Até o presente momento foram
descritos trés auto-indutores funcionas em bactérias gram-negativas, N-acil-
homoserina-lactonas (AHLs) ou também chamadas de auto-indutor 1 (Al-1),
furanosil-borato-diester quais tem borato em Vibrio harveyi, em outros
microrganismos costuma-se mencionar que auto-indutor 2 (Al-2) é derivado da
moléclula DPD (4,5 — Dihydroxy-2,3-pentanedione) (CHEN et al., 2015; SPERANDIO
et al., 2003) e o auto-indutor 3 (Al-3), qual foi descrito em isolados de Escherichia
coli O157:H7 é um sistema utilizado em bactérias entéricas com o funcionamento
semelhante a neurotransmissores (SPERANDIO et al., 2003). Salmonella néao

produz a AHLs, devido a auséncia de um gene responsavel por codificar para luxl
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AHL sintetase. No entanto, possui a proteina SdiA, homéloga de LuxR, qual permite
a deteccao de sinais produzidos por outras espécies microbianas (DE ALMEIDA,
PINTO, VANETTI, 2016), realizando a comunicacéo celular.

Por sua vez, P. aeruginosa possui a capacidade de se adaptar e se
desenvolver em diferentes nichos ecolégicos devido a extensa rede de genes
regulatorios presente em seu genoma (GULA et al.,, 2019). Dentre os produtos
excretados por P. aeruginosa, alginato € o principal exopolissacarideo envolvido na
etapa de adesao, formagao e manutengao do biofiime (GHAFOOR, HAY, REHM,
2011). A sintese de alginato é representada por um operon alg, responsavel por
codificar proteinas que atuam na biossintese e manutencdo da matriz de EPS, o
gene algD faz parte desse operon, sendo responsavel pela protegdo e a diminuigao
da difusdo de antimicrobianos através do biofilme (HAY et al., 2010). Assim como
descrito anteriormente, P. aeruginosa utiliza varias vias de transducao de sinal QS,
permitindo que as bactérias se comuniquem entre si, no entanto, sdo descritas
quatro vias distintas para P. aeruginosa, denominadas Las, que produz a molécula
N -3-oxo-dodecanoil-.-homoserina lactona (30-C12- HSL), Rhl que produz a
molécula N -butiril-.-homoserinalactona (C4 -HSL), PQS que produz a molécula 2-
heptil-3-hidroxi-4-quinolona e 1QS que produz a molécula 2- (2-hidroxifenil) -tiazol-4-
carbaldeido (GULA et al., 2019).

Os sistemas de QS sao organizados e atuam em efeito “cascata” tendo
inicio com o sistema Las (LEE, ZHANG, 2015). Os sistemas Las e Rhl s&do ativados
com o aumento da densidade durante a fase de crescimento inicial, enquanto os
sistemas PQS e IQS sao ativados durante o crescimento tardio (SEED, PASSADOR,
IGLEWSKI, 1995). A proteina reguladora LasR (30-C 12 - HSL) ligado ao seu auto
indutor ativa o gene /asl sintase e induz a expressao dos genes rhll e rhiR, bem
como a expressao dos genes pgsR e pgsABCDH que codificam os sistemas Rhl e
PQS (MCKNIGHT, IGLEWSKI, PESCI, 2000). Semelhante ao sistema Las, o
complexo RhIR (C 4 —HSL) induz a expressao do gene rhll que ativa a segunda linha
de auto-inducao (LEE, ZHANG, 2015).

2.1.4 Compostos naturais como estratégia de controle em biofilmes microbianos

A utilizagdo de plantas com propriedades medicinais € historicamente

conhecida. Os primeiros registros do uso de constituintes fitoquimicos com atividade
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bioldgica datam de 2600 aC sendo registrados por povos egipcios e chineses, onde
se tem suas primeiras aplicagdes de forma popular relatando resultados favoraveis
sob seu valor terapéutico (GURIB-FAKIN, 2006).

Oleos essenciais (OE) sdo substancias liquidas e oleosas contendo
inimeros compostos de classes quimicas distintas, como alcoois, aldeido, éteres,
amidas, aminas, ésteres, heterocicliclos, cetonas, fendis e terpenos (DHIFI et al.,
2016). Oriundos do metabolismo secundario das plantas sao produzidos de forma
natural com a funcado de protecao e para atrair polinizadores, dessa forma podem
ser obtidos através de pétalas, folhas, sementes, caules ou raizes (BAKKALI et al.,
2008). Atualmente, sado conhecidos e utilizados em torno de 3.000 OE, sendo os
mais populares lavanda, liméo, hortela-pimenta, citronela, eucalipto, menta, laranja,
orégano, sandalo, gengibre e espécies de pimenta (GVR, 2020). A atividade
antimicrobiana de OE tem sido estudada e elucidada pela comunidade cientifica nos
ultimos anos (MILLEZI et al., 2016; MULANI et al., 2019), avaliando sua agdo como
uma proposta de minimizar ou ainda, evitar os mecanismos de resisténcia a
compostos antimicrobianos, antiparasitarios, antifungicos e até mesmo antivirais
(BROCHOT et al., 2017; NAZZARO et al., 2017).

Neste contexto, pesquisadores comecaram a explorar de forma mais
detalhada as atividades antimicrobianas de OE e seus compostos majoritariarios sob
acao anti-biofilme e anti-quorum sensing obtendo resultados promissores contra
patdbgenos de origem alimentar e importancia clinica (BRASILEIRO et al., 2016;
AMRUTHA et al., 2017; FALCO et al., 2019, JI et al., 2021; MANGALAGIRI et al.,
2021).

2.1.5 Pimenta preta (Piper nigrum) e piperina

Pimenta preta (Piper nigrum) ou pimenta do reino como €& conhecida
popularmente € uma espécie perene pertencente a familia Piperaceae, juntamente
com 0s géneros Macropiper, Zippelia, Piper, Peperomia e Manekia
(MGBEAHURUIKE et al., 2017). O género Piper possui distintos usos medicinais
sendo descritas suas atividades, antimicrobianas, antioxidante e antitumoral
(NIKOLIC et al., 2015; TAKOOREE et al., 2019). Piper nigrum é uma especiaria
cultivada em regides tropicais e nativas da india (PISSINATE, 2006), sendo inserida
no Brasil durante o século XVII (EMBRAPA, 2004), desde entdo foi considerada a
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especiaria de maior interesse econdmico da histéria (DEANS, 2001). Além de suas
caracteristicas condimentares de valor agregado, pimenta preta tem atraido a
atencdo da comunidade cientifica devido a sua composicdo quimica, onde estao
presentes compostos metabdlicos com elevado potencial para o desenvolvimento de
farmacos (PERIGO et al., 2016; LI et al., 2020; TOMAS et al., 2021).

No Brasil, pimenta preta esta entre os condimentos mais produzidos e
utilizados, sendo sua aplicagdo realizada como suplemento alimentar, aditivo
aromatizante em alimentos (CARNEIRO JUNIOR et al., 2017; BABU et al., 2018) e
recentemente é avaliado quanto a sua aplicagdo contra patégenos de origem
alimentar através de nanoemulsdes e nanocapsulas na industria de alimentos
(AMRUTHA et al., 2017; WALMIKI, RAI, 2017; VAZQUEZ-MARTINEZ et al., 2020;
KANNIAH et al., 2021).0 OEP esta entre os fitoquimicos mais utilizados pela
industria farmacéutica, no entanto sua composicdo quimica pode sofrer alteracdes
devido a uma variedade de fatores, como origem ambiental, manipula¢&o, ponto e
processo de extracdo (PERIGO et al., 2016), o que torna sua reproducao sintética
um ponto critico quando idealizada sua utilizacdo em larga escala. Dessa forma,
crescem os estudos envolvendo os compostos metabdlicos de pimenta preta, tendo
destaque para amidas, amidas alcaloides e bisamidas (SHITYAKOV et al., 2019;
VAZQUEZ-MARTINEZ et al., 2020).

Poucos estudos avaliaram a atividade do OEP como um interferente de
atividade antibiofilme. Jardak et al. (2021) avaliou a associagdo do OE de pimenta
preta a OE de cominho (Cuminumcyminum), OE de acgafrdo da terra (Curcuma
longa) e OE de canela (Cinnamomumverum) apresentou um importante efeito
contra a formagéao de biofilmes de Staphylococcus epidermidis. Walmiki, Rai (2017)
relataram em seu estudo a ineficacia do OE de pimenta preta sobre biofiimes
formados por bactérias patogénicas. No entanto, estudo realizado por Tan, Yin,
Chan (2013), avaliando P. aeruginosa PAO1, Escherichia coli e Chromobacterium
violaceum CV026 foi observado que o extrato de pimenta preta possui capacidade
anti-QS em P. aeruginosa, atividade de grande importancia na formagao do biofilme
bacteriano.

Piperina (1-piperoiliperidina) é descrito como o principio ativo alcaloide
majoritario de pimenta preta (SHITYAKOV et al., 2019), sendo responsavel pelo
sabor pungente caracteristico, podendo ser biotrasformado em acido piperico e

piperidina. Assim como em pimenta preta, piperina demonstra efeito anti-



397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430

31

inflamatdrio, analgésico, antioxidante, antitumoral, antifungico e antibacteriano
(ZARAI et al., 2013; MICKYMARAY et al., 2019). Avaliando sua agao antimicrobiana,
Aldaly, (2010) demonstrou que piperina possui boa atividade contra microrganismos
gram-positivos, gram-negativos e leveduras. Até o presente momento poucos
estudos avaliaram a atividade anti-biofilme de piperina, sendo essas avali¢cdes
relatadas contra Streptococcus mutans e Chromobacterium violaceum e S.
Typhimurium, como um bom interferente antibacteriano impedindo o processo de
adesdo a superficie (DWIVEDI, SINGH, 2016; TOKAM KUATE, BISSO NDEZO,
DZOYEM, 2021).

2.1.6 Gengibre (Zingiber officinale) e 6-gingerol

Gengibre (Zingiber officinale) é uma planta perene originaria da Asia e
amplamente utilizada devido ao seu sabor pungente (DIVAKAR et al., 2016;
SRINIVASAN, 2017). As utilizagbes dos rizomas de gengibre datam de mais de
2500 anos e desde entdo é estudada a aplicabilidade de seus compostos quimicos
de forma terapéutica e aromatica na industria farmacéutica, assim como sua
aplicacdo como potencial conservante na industria de alimentos (NOORI et al., 2018;
CIRIC et al., 2019). O potencial antibacteriano de gengibre foi elucidado em estudos
anteriores, tendo boa atividade antibacteriana contra L. monocytogenes, S.
Typhimurium e P. aeruginosa em dosagens avaliadas como ndo citotdxicas a
humanos (SIVASOTHY et al., 2011; BELLIK et al., 2014). Desta forma, nos ultimos
anos o aproveitamento biotecnolégico do extrato, OE e componentes ativos de
gengibre vém ganhando maior atencdo, tendo relatos de sua aplicagdo no preparo
de filmes ativos, revestimento comestivel e sanitizantes naturais (NOORI et al.,
2018, FARIA et al., 2021). Através da caracterizagao quimica de rizomas frescos foi
possivel avaliar os principais componentes quimicos presentes, sendo classificado
como uma excelente fonte de componentes fendlicos bioativos, como gingerdis,
paradols, shogaols e zingerones (YOUSFl et al.,, 2021). O OEGB ¢é composto
principalmente por a-zingibereno, canfeno, ar-curcumeno e [-sesquifelandrene,
tendo variagdo em suas concentragdes conforme o método de extragado e origem
dos rizomas (JAYASUNDARA et al., 2021; OSAE et al., 2021).

Devido a sua atividade antimicrobiana, muitos autores buscaram avaliar sua

atividade como um agente antibiofilme contra patdégenos de importancia clinica e de
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origem alimentar. O OEGB reduziu de forma efetiva a formacédo do biofiime P.
aeruginosa, com resultados de erradicacdo na faixa de 68,13% a 84,86%
(CHAKOTIYA et al.,, 2017). Em outro estudo realizado por Soowannayan et al.
(2019) extrato de gengibre ndo demonstrou agao efetiva no crescimento de células
planctdnicas, no entanto inibiu a formagao do biofilme de Vibrio parahaemolyticus
em um modelo de superficie bidtica. Assim como de forma contraria, Mazzarrino et
al. (2015) nao encontraram atividade antimicrobiana do OEGB sobre células de L.
monocytogenes e S. Typhimurium.

6-gingerol esta entre os principais componentes do gengibre seco, sendo
descrito como um potente composto bioativo com uma boa agdo farmacoldgica
(WANG et al., 2014). Assim como gengibre, 6-gingerol demonstra efeito anti-
inflamatadrio, antitumoral, antioxidante e antibacteriano (HITOMI et al., 2017; ZHANG
et al.,, 2017). Embora tenha suas fung¢des bioativas comprovadas, poucos estudos
avaliaram a atividade antibiofiime de 6-gingerol, no entanto é relatada sua fungao
como principal inibidor de QS. Kim et al. (2015) descreveu em seu estudo como um
fito quimico com alta capacidade de inibicdo de QS e fatores de viruléncia para P.
aeruginosa, inibindo a formacao de biofiime em faixas de 19-53%. Assim como
Ham et al. (2019), avaliou o controle do processo de bioincrustacédo em isolados de

P. aeruginosa, obtendo bons resultados com a utilizagdo de analogos de 6-gingerol.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a susceptibilidade de biofilme multiespécies composto por isolados
de L. monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa frente a agdo dos o6leos
essenciais de pimenta preta (Piper nigrum) e gengibre (Zingiber officinale), e

principios ativos de piperina e 6-gingerol em superficies de polipropileno.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a concentragao inibitéria minima (MIC) dos 6leos essenciais e de
principios ativos sobre células plancténicas de L. monocytogenes, S. Typhimurium e
P. aeruginosa em culturas simples e associadas.

- Avaliar a dindmica da formacao de biofilme multiespécies composto por L.
monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa frente aos OEP e OEGB em
superficies de polipropileno a 10 °C ao longo do tempo.

- Avaliar a distribuigao relativa dos microrganismos no biofilme formado com
interferéncia do OEP, OEGB piperina e 6- gingerol.

- Avaliar a capacidade do OEP na eliminacao de biofilme multiespécies a 10
°C ao longo do tempo.

- Avaliar interferéncia de piperina e 6- gingerol na formacdo de biofilme
multiespécies composto por L. monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa a
10 °C ao longo do tempo.

- Avaliar a expressdo génica sob interferéncia de piperina apés 24 e 72
horas na formagao de biofilme simples e multiespécies de L. monocytogenes, S.

Typhimurium e P. aeruginosa.
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4 CAPITULO 1: PIPERINA E OLEO ESSENCIAL DE PIMENTA PRETA INIBEM A
FORMACAO DE BIOFILME MULTIESPECIES DE Listeria monocytogenes,
Salmonella Typhimurium E Pseudomonas aeruginosa

O estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme do OEP
e piperina, assim como, avaliar a interferéncia de piperina sobre a expressao génica
do biofilme multiespécies composto por Listeria monocytogenes, Salmonella
Typhimurium e Pseudomonas aeruginosa em superficies de polipropileno. Os trés
isolados foram submetidos & avaliacdo da concentracdo inibitéria minima do Oleo
essencial de pimenta preta (OEP) e piperina através do teste de microdiluicdo em
caldo. Posteriormente foi avaliada a capacidade anti formagao de biofilme do OEP
(100 mg/mL e 50 mg/mL) e piperina (25 mg/mL e 12,5 mg/mL) junto ao biofiime
multiespécies, para o OEP também foi avaliada sua agao sanitizante sobre o
biofilme pré-formado. Através da expressao génica foi avaliada a interferéncia de
piperina (25 mg/mL) sob biofiimes individuais e a associacdo dos trés
microrganismos. A associa¢gdo dos trés microrganismos resultou na MIC de 100
mg/ml para o OEP e 25 mg/ml para piperina. No estudo foram obtidas contagens de
células sésseis que variaram entre os tempos, com resultados de 5,35 log UFC/cm?
a 7,35 log UFC/cm?, obtendo o maior crescimento séssil em 72h. A concentragéo de
100 mg/mL demonstrou melhor acdo, na adeséo inicial no tempo de 1h, no entanto
as duas concentracdes avaliadas demonstraram ag¢ao anti formacgao de biofilme em
relacdo ao controle (p<0,05). De forma individual, com o tratamento de 100 mg/mL
do OEP, L. monocytogenes apresentou as menores contagens em log quando
comparados com S. Typhimurium e P. aeruginosa. Para S.Typhimurium, as
concentracdes testadas obtiveram melhor acdo anti formacdo de biofiime nos
maiores tempos de incubacdo (72 e 96 h). Efeito contrario ocorreu com P.
aeruginosa, onde a acao do OEP foi observado apenas nas primeiras horas de
incubacao (1 e 12h), sendo que apds esse periodo obteve-se contagens mais altas
do microrganismo com relagao ao controle. O percentual de erradicagcédo do biofilme
(populagao total) pré-formado tratado com OEP variou de 78,9% (5,88 log UFC/cm?)
a 99,8% (4,16 log UFC/cm?). OEP como agente sanitizante obteve maior eficacia
sobre S. Typhimurium (99 % a 99,9 %), seguido de P. aeruginosa (77,1 % € 99,9 %)
e L. monocytogenes (86,6 a 99,9%). Biofilme multiespécies L. monocytogenes
regulou de forma positiva o gene agrC nos tempos de 24 e 72 h, e passou a regular
de forma positiva os genes agrD e prfA com 72h de incubagado. S. Typhimurium e P.
aeruginosa mantiveram a regulacao génica negativa para todos os genes avaliados
nos tempos de avaliagao. A aplicagao de 25 mg/mL de piperina alterou a regulagao
de genes nao apresentados no biofilme controle. L. monocytogenes em cultura
associada passou a regular de forma positiva os genes agrB (24 h e 72 h), agrC (72
h), agrD (24 h e 72 h) e prfA (24 h). Ao observar a expressao de genes em culturas
simples sobre a condi¢do tratada, manteve o comportamento semelhante com o
biofilme multiespécies controle, diferindo através do gene agrD que é regulado de
forma positiva a partir de 24h e o gene agrC com regulagdo negativa. S.
Typhimurium em cultura mista passou a regular de forma positiva os genes agfA (24
he72h), adrA (24 h e 72 h), e csgD (72 h). De forma individual manteve o mesmo
comportamento que em associagao, no entanto passa a regular de forma positiva o
gene csgD no tempo de 24 h. P. aeruginosa em cultura mista regulou de forma
positiva todos os genes avaliados com 24 h e 72 h de incubagdo e manteve o
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mesmo nivel de regulagdo génica (negativa) independente do tempo avaliado em
cultura simples. OEP e piperina demonstraram atividade antimicrobiana e
antibiofilme, interferindo no processo de adesdo a superficie, na manutengdo de
biofilmes maduros e na eliminagcao de biofilmes pré-formados. Apesar da diferencga
entre as caracteristicas dos compostos bioativos avaliados, piperina se mostrou mais
efetiva no controle de biofilme multiespécies quando comparada ao OEP.

Palavras-chave: antibiofilme, compostos bioativos, expressdo génica, métodos de
controle
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4.1 INTRODUGCAO

A estrutura dos biofilmes & composta por microrganismos aderidos a
superficies e delimitada por uma matriz extracelular responsavel por sua protecao e
manutencdo a qual impede que a remocio das células sésseis ocorra através do
processo comum de enxague (COSTERTON, 1999, GALIE et al., 2018). O processo
de formacgao e desenvolvimento do biofilme bacteriano ocorre através de cinco fases
distintas cujo modelo mais aceito € por adsor¢cdo, aderéncia, consolidacao,
maturacao e dispersao celular (COOPER et al., 2014). As células com capacidade
de adeséo diferem de células livres de acordo com o mecanismo genético envolvido
durante o processo da formacdo do biofilme bacteriano (GUZMAN-SOTO et al.,
2021), com isso, entender o funcionamento deste mecanismo pode auxiliar no
diagnostico e controle de biofilmes microbianos em ambientes de processamento de
alimentos.

A interagao entre microrganismos residentes em superficies industriais € um
fator que interfere na sobrevivéncia e manutencgao de nichos ecoldgicos bacterianos
(INIGUEZ-MORENO et al., 2019;FAGERLUND, LANGSRUD, M@RETR®@, 2020).
Estas interacbes podem fornecer condicbes de cooperagdo auxiliando a
sobrevivéncia dos microrganismos (em biofilmes) frente a estresses ambientais,
assim como influenciar sua permanéncia de forma individual nestes ambientes
(BRIDIER et al., 2015, PANG et al., 2019). Listeria monocytogenes e Salmonella
Typhimurium s&o importantes patdégenos em ambientes de manipulagcdo de
alimentos (CDC, 2020; BRASIL, 2019; SCOBIE et al., 2019). A cooperacao entre
estes microrganismos ja foi avaliada in vitro (GOVAERT et al.,, 2019, TADIELO,
2020), bem como a interagdo com microrganismos oportunistas (YAMAKAWA et al.,
2018) e nao patogénicos (JARA et al., 2019).

Por sua vez, Pseudomonas aeruginosa € um microrganismo oportunista e na
industria de alimentos estd associada a alta capacidade de deterioracdo em
temperatura de refrigeracdo, tendo influéncia direta sobre shelf life de produtos
(RAPOSO et al.,, 2017). A capacidade de P. aeruginosa de formar biofilmes em
diferentes tipos de superficies contribui para a permanéncia do microrganismo em
ambientes industriais, podendo facilitar a persisténcia de outras espécies
patogénicas através da interacdo bacteriana (YAMAKAWA et al., 2018, CASTRO et
al., 2021, DEL MAR CENDRA, TORRENTS, 2021). Assim, o controle de L.
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monocytogenes, S. Typhimurium e P.aeruginosa em ambientes de processamento
de alimentos requer em evitar a formagao dos biofilmes em superficies utilizadas na
industria de alimentos.

Pimenta preta (Piper nigrum) € uma especiaria cultivada em regides tropicais
e amplamente utilizada no Brasil como condimento e conservante alimentar
(PERIGO et al.,, 2016, SALEHI et al., 2019, VIDAL, 2020) e apresenta atividade
antimicrobiana contra patdgenos de origem alimentar (AMRUTHA et al., 2017).
Estudos demonstram a acao do 6leo extraido da pimenta preta quanto sua aplicagao
antimicrobiana (NIKOLIC et al. 2015, AMALRAJ et al., 2020), antifungica e
antioxidante (LI et al., 2020). Piperina € o principio ativo encontrado na pimenta
preta e suas aplicagcdes medicinais sdo consideradas seguras e eficazes (ZARAI et
al., 2013; MICKYMARAY et al., 2019). No entanto, ndo foram encontrados estudos
que descrevem os efeitos inibitérios da piperina em biofilmes multiespécies. Até o
presente momento, ndo séo elucidados os mecanismos de acédo do 6leo essencial
de pimenta preta (OEP) como um agente antibiofilme, bem como, a comparagao dos
diferentes compostos naturais na inibicdo do biofilme multiespécies de L.
monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa.

Este estudo teve por objetivos avaliar a atividade antimicrobiana e
antibiofiime do OEP e piperina, e avaliar a interferéncia de piperina sobre a
expressdo génica do biofilme multiespécies composto por L. monocytogenes, S.
Typhimurium e P. aeruginosa em superficies de polipropileno.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2 .1 Isolados utilizados

Os isolados de L. monocytogenes sorotipo IVb (L), S. Typhimurium
sorogrupo 0O:4 (S) utilizados no estudo foram obtidos de superficies de
equipamentos e utensilios utilizados na area de processamento de cortes carneos
(SERENO et al, 2019; VIANA et al., 2019) pertencentes ao banco de culturas do
Laboratério de Inspecéo e Controle de Qualidade de Alimentos e Agua (LACOMA).
O isolado de P. aeruginosa (P) utilizado foi uma cultura padrao (ATCC 27853). Os

isolados para o presente estudo permaneceram armazenados de forma congelada a
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-18 °C em caldo triptona de soja suplementado com 0,6% extrato de levedura (TSB-
YE, Oxoid), contendo 20% (v/v) de glicerol.

4.2.2 Obtencao e preparo do OE de pimenta preta e principio ativo piperina

O OE de pimenta preta (OEP) (LOTE: 299,CAS: 84929-41-9) e o principio
ativo piperina (1-piperoiliperidina - LOTE: B27666, CAS: 94-62-2) foram adquiridos
do fabricante FERQUIMA - Industria e Comércio Ltda. e Start Biociéncia Materiais
para Laboratérios Ltda. As concentracbes de trabalho foram preparadas
previamente a cada repeticdo do experimento, mantidas a temperatura ambiente e
livre de luz. Para evitar mudancas na concentracdo dos componentes foram
utilizados os mesmos lotes durante todo o trabalho experimental. As solugbes foram
solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
adicionado de caldo TSB-YE contendo 0,5% de polissorbato 80 (Teen 80®, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

4.2.3 Determinagédo da concentragao inibitéria minima (MIC) em L. monocytogenes,

S. Typhimurium e P. aeruginosa

A MIC foi determinada através do método de micro diluicdo em caldo
baseado no protocolo Clinical and Laboratory Standards Instituto (CLSI, 2003) com
modificagdes. Indculos dos microrganismos puros de S. Typhimurium (S), L.
monocytogenes (L), P. aeruginosa (P) e suas combinagdes (L+S, P+L, P+S, S+L+P)
foram preparadas a partir de cultura de 24 h do microrganismo até atingir a escala
0,5 de Mc Farland. Em uma placa de 96 pocgos, 100 uL de caldo muller hinton (MH)
suplementado com 0,5% de polissorbato 80 (Tween 80®, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) foi adicionado em cada poco da placa. A seguir, 200 yL do OEP e do
principio ativo de piperina foram inoculados separadamente na primeira linha de
pocos e realizadas diluicbes seriadas (1:2) de 200, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,57,
0,78 mg/mL. Logo, foi adicionado mais 80 yL de MH para complementar a diluicao
seriada e 20 yL de inoculo padronizado em 1,0 x 10%> UFC/mL na concentragéo final
em todos os pogos. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h sob agitagdo orbital
de 120 rpm. A leitura foi realizadade forma macroscépica com a presenga ou

auséncia de crescimento bacteriano nos pogos. Apds as 24h de incubagao, os pogos
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onde nao ocorreu multiplicagao celular visivel, semeou-se 1 yL com auxilio de um
Pin Replicator para placas de petri contendo agar MH e incubou-se a 37 °C por 24 h
para avaliar o crescimento microbiano. A fim de verificar o crescimento individual nas
combinagdes microbianas os pogos foram repicados em agares especificos, sendo
Oxford listeria agar (OXA, Oxoid) para L. monocytogenes, Agar cetrimide (KASVI)
para P. aeruginosa e Agar xilose lisina desoxicolato (XLD, KASVI) para S.
Typhimurium. A menor concentracdo do Oleo capaz de inibir completamente o

crescimento bacteriano foi considerada a concentracao inibitéria minima.

424 Formagdo e eliminagdo de biofiime multiespécies em superficie de

polipropileno com agao do OEP

Os isolados de L. monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa foram
avaliados para a formacgao e eliminagao de biofilme multiespécies em cupons de
polipropileno por até 96 h a 10 °C. Sendo adotadas as seguintes condigoes:

T1: Formacgao de biofilme multiespécies (C+);

T2: Formagao de biofilme multiespécies com presenca da 2 MIC do OEP

T3: Formacgao de biofilme multiespécies com presenca da MIC do OEP

T4: Eliminacao do biofilme multiespécies (T1) com acéao de OEP;

Para avaliar a atividade anti formagéo de biofiime (T2 e T3) foram
elaboradas condi¢des individuais em caldo TSB-YE adicionados de aliquota do OEP
na 72 da MIC e MIC obtidaspara a cultura combinada dos trés microrganismos (item
4.2.3). Previamente aos ensaios de adesédo bacteriana os cupons (1,0 cm x 1,0 cm x
0,1 cm) de polipropileno (n=90) foram lavados com alcool 70% p/p (70 °INPM)
enxaguados trés vezes em agua destilada e esterilizados em autoclave por 15 min a
121 °C. A partir do subcultivo, 90 mL de TSB-YE suplementado com 1% de extrato
de carne foram ajustados a 0,5 na escala de Mc Farland de forma individual para L.
monocytogenes (30 mL), S. Typhimurium (30 mL) e P. aeruginosa (30 mL), apos,
uma aliquota de 1,0 mL dos caldos foi utilizada para a confirmagao do indculo inicial.
Nestas condi¢cdes foram preparados quatro frascos contendo solugcdo bacteriana,
sendo um frasco utilizado como controle positivo (T1 e T4), um frasco com adi¢éo de
uma aliquota de 2 MIC de OEP (T2), um frasco com adigdo de uma aliquota de MIC
de OEP (T3) e um frasco controle negativo incubado nas mesmas condi¢cbes para

avaliar a esterelidade do processo. Os frascos foram incubados por até 96h a 10 °C
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sob agitacédo orbital a 120 rpm. As avaliagdes do crescimento planctonico e séssil
foram realizadas em 1, 12, 24, 48, 72 e 96 h de incubacao. Para isso foram retiradas
em duplicata aliquotas de 0,1 mL do caldo TSB-YE nos diferentes tempos de
incubacgéo para a contagem dos microrganismos plancténicos e dois cupons para a
contagem dos microrganismos aderidos a superficie (T1, T2 e T3). Para avaliar a
capacidade de eliminacdo do biofilme formado através da acdo do OEP foram
removidos dois cupons da condicdao controle e expostos a solugdo de OE na
concentracao de 250 mg (T4) por 10 min.

Para realizar a quantificagcdo de células sésseis, seguiu-se metodologia de
Reis- teixeira et al. (2019) com modifica¢des, os cupons foram lavados com 10 mL
de tampao fosfato salino (PBS), imersos em 1,0 mL de solugdo PBS suplementada
com 1% de Polissorbato 80, as células sésseis foram extraidas através de banho
sonificador (40 KHz por 1,5 min, duas vezes) e vortex (1,5 min, duas vezes). Apos
esse procedimento, foram realizadas diluigdes seriadas apropriadas e retiradas
aliquotas de 10 ul para quantificagdo das células sésseis pela técnica de
plagueamento em gota (Herigstad et al., 2001), inoculados em superficie de agar
triptona de soja (TSA, KASVI) para contagem de populagéo total do biofilme, Oxford
listeria agar (OXA, Oxoid) para L. monocytogenes, Agar cetrimide (KASVI) para P.
aeruginosa e Agar xilose lisina desoxicolato (XLD, KASVI) para S. Typhimurium. As
placas foram incubadas a 37 °C por 24-48h. O estudo foi realizado em duas
repeticdes para cada condi¢cdo, e os resultados expressos em log UFC/mL e log
UFC/cm? para células plancténicas e sésseis, respectivamente e em percentual de

reducao logaritmica através da férmula:

o o (IogmUFC/cm2 (Biofilme controle) - IogmUFC/cm2 (Biofilme tratado))
% Erradicacao do biofilme = —— X100
log4,UFC/em” (Biofilme controle)

4.2.5 Formacao de biofime em superficie de polipropileno com interferéncia de

piperina

Os isolados de L. monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa foram
avaliados sobre a dinamica de formagao de biofilme multiespécies em cupons de

polipropileno com a presenga do composto de piperina em 1,12, 24,48, 72 e 96 h a



691
692
693
694
695
696
697
698
699
700
701
702
703

704
705

706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722

43

10 °C. As condicbes de crescimento, extracdo dos biofilmes, contagem, expressao

dos resultados foram realizadas como descrito no item 4.2.4.
4.2.6 Distribuicao relativa (DR) do biofilme de trés espécies

Os numeros totais de células cultivaveis foram enumerados por
plagueamento através de diluicdo seriada em placas de agares inespecifico e
especificos, como descrito no item 4.2.4. A distribuicao relativa em biofilme de trés
espécies foi relatada como o percentual de cada espécie unica (A, B e C) presente
no biofilme multiespécies (espécie unica A + espécie unica B + espécie unica C)
calculados antes (biofilme controle) e apds a exposicdo ao composto avaliado

(interferéncia de piperina e OEP), como segue:

. Iog10UFC/cm2 (Espécie Unica A)
DR (%) = ; X100
log,oUFClem” i (Espécie Unica A + Espécie Unica B + Espécie unica C)

4.2.7 Avaliagdo da expressao de genes relacionados a formagao de biofilme de L.

monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa

Para avaliagao genotipica da interferéncia do composto de piperina sobre a
expressao de genes relacionados a formagao de biofilme de L. monocytogenes, S.
Typhimurium e P. aeruginosa foram avaliados os biofilmes simples e multiespécies
nos tempos de 24 e 72 h sem interferéncia e com interferéncia da MIC (25 mg) de
piperina. Diante disso, foram considerados os genes agrABCD e prfA para L.
monocytogenes; agfA, adrA e csgD para S. Typhimurium; rhiL, lasL, lasR e algD
para P. aeruginosa (Tabela 1). As células sésseis foram remetidas a extragdo do
RNA com utilizagdo do Trizo/® (VILLA-RODRIGUES et al, 2018; TADIELO, 2020), a
quantidade, qualidade e pureza do material extraido foram avaliadas pelos valores
das relagdes 260/280 e 260/230 (BUSTIN et al., 2009) verificadas em
espectrofotdbmetro (NanoDrop® 2000) e visualizadas por eletroforese em gel de
agarose 1,5 %. O tratamento do RNA total e o processo de transcri¢gao reversa para
a construcado da fita DNA complementar (cDNA) foi relaizada utilizando kit RQ7

RNase-Free DNase (Promega®) e GoScript™ Reverse Transcription System
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(Promega®), respectivamente, seguindo instru¢gdes do frabricante. Para o controle
de extragdo, reagbes contendo todos os reagentes do kit, exceto a enzima
transcriptase reversa foram utilizadas como controles negativos para determinar
contaminagdes com DNA (RT -). Uma curva de diluicdes com os cDNA das amostras
dos microrganismos individuais (1:10,1:100, 1:1000, 1:10000) foi realizada para
verificar a concentracdo que apresentava a melhor eficiéncia de reacido para
utilizacdo dos primers na reagao de qPCR .

Os ensaios foram realizados em duplicatas biolégicas e triplicatas analiticas
com duas repeticoes em equipamento Rotor-Gene Q (Quiagen®), utilizando GoTaq®
Colorless Master Mix (Promega®), as reagdes foram realizadas conforme instrugdes
do fabricante em volume final de 20 pl. Como controle positivo da extracao,
tratamento, sintese do cDNA e normalizagao de reacado foram utilizados os genes
endégenos ripD1 (L. monocytogenes),16s rRNA (S. Typhimurium) e 16s rRNA (P.
aeruginosa). Os resultados foram analisados em Rotor-Gene Q Series Software
(Quiagen®). Foi utilizado o método do ciclo de limiar comparativo (2-22CT) para

analisar a quantidade relativa de expressao génica (RAO et al., 2013).
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4.2.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Para avaliar se
houve diferenga da agdo do OE na dinamica de formagao e eliminagéo de biofilme
multiespécies entre os tempos quando comparados ao controle, e para avaliagao da
interferéncia de piperina na dindmica de formacgédo de biofilme multiespécies, os
dados foram submetidos aos testes estatisticos de Shapiro-Wilk e Kolgomorov-
Sminorv para a verificagdo da normalidade. Apds a realizagdo dos testes de
normalidade, aplicou-se o teste nao-paramétrico de Mann-Whitney para a
comparagao estatistica das médias das contagens dos diferentes tratamentos e
tempos. Todas as andlises foram realizadas no programa estatistico IBM® SPSS®

Statistics Version 2.0, utilizando nivel de significancia de 0,05

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Determinacéo da concentragao inibitéria minima (CIM)

No presente estudo observou-se atividade antimicrobiana sobre os
microrganismos em forma isolada e em associagédo (Tabela 2). OEP exibiu maior
atividade antimicrobiana sobre L. monocytogenes de forma isolada, no entanto
quando associado a S. Typhimurium e P. aeruginosa a interacdo entre
microrganismos levou a necessidade de aumentar a concentracdo do OEP para
obter inibicdo do crescimento bacteriano. No entanto, quando confirmado o
crescimento bacteriano em agares especificos, foi possivel observar que L.
monocytogenes nao conseguiu se desenvolver na concentragdgo de CIM no

consorcio dos trés microrganismos (Anexo 1).
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Tabela 2: Atividade antimicrobiana do OEP e piperina frente L. monocytogenes, S. Typhimurium e P.
aeruginosa em culturas individuais e em associagao.

Microrganismo OEP Piperina
L. monocytogenes (L) 25 12,5

S. Typhimurium  (S) 200 12,5

P. aeruginosa  (P) 200 25

L+S 50 12,5
L+P 100 12,5
P+S 100 25
L+S+P 100 25

Para o principio de piperina foram obtidos resultados mais favoraveis em
relacdo ao OEP, sendo necessarias concentragcdes inferiores para inibir o
crescimento bacteriano. No consorcio dos trés microrganismos (L+S+P) foi obtida a

CIM de 25 mg/mL (Tabela 2), considerada 4 vezes menor que a MIC do OEP.

4.3.2 Atividade do OEP sob o biofilme formado em superficie de polipropileno

A interferéncia do OEP pode ser observada na Figura 1A-D. Os resultados
mostraram que o consorcio bacteriano dos trés microrganismos para o biofiime
controle (Fig. 1A) avaliado foi capaz de aderir a superficie de polipropileno em 1h a
manter-se por até 96 h, obtendo um maior incremento populacional em 48 e 72 h
(6,66 e 7,35 UFC/cm?, respectivamente). Ao avaliar a concentragdo de OEP, pode-
se observar que a acao do interferente ocorreu dependente da concentracédo e
tempo avaliado. A concentragao de 100 mg/mL demonstrou melhor agdo, na adeséao
inicial em 1h, contudo, ndo houve diferenca estatistica entre as concentracbes de
OEP nos demais tempos de avaliagdo, havendo uma inversdo no tempo de 12 h e
posteriormente mantendo o0 mesmo comportamento. Portanto, as duas
concentracdes avaliadas demonstraram acgao anti formacéo de biofilme em relagao
ao controle (p<0,05).

Ao observar as contagens de células sésseis de forma individual com o
tratamento de 100 mg/mL do OEP, L. monocytogenes (Fig. 1B) apresentou as
menores contagens em log quando comparados com S. Typhimurium (Fig. 1C) e P.
aeruginosa (Fig. 1D). Para S.Typhimurium, as concentra¢des testadas obtiveram
melhor agao anti formacao de biofilme nos maiores tempos de incubacao (72 e 96 h)
(Fig. 1C). Efeito contrario ocorreu com P. aeruginosa (Fig. 1D), onde a agao do OEP

foi observado apenas nas primeiras horas de incubacgao (1 e 12h), sendo que apos
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esse periodo obteve-se contagens mais altas do microrganismo com relagdo ao

controle.

Figura 1: Interferéncia da concentragdo de 100 mg/ml e 50 mg/ml do OEP na din&mica de
crescimento de biofilme multiespécies de L. monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa a 10 °c.
A B

80
7,0
6,0

50

log UFC/em?

40

30

2,0 20

Tempo de contato (h) Tempo de contato (h)

—a—C+ —e—PP50mg —+— PP100mg —8—C+ —e—PP50mg —— PP100mg

log UFCfem?

Tempo de contato (h) Tempo de contato (h)

—=—C+ —e—PP50mg —— PP100mg —a—C+ —e—PP50mg —— PP100mMg

Legenda: Letras minusculas representam diferenga estatistica entre os tempos de incubacado (p <
0,05, letras maiusculas representam diferenga estatistica entre os tratamentos nos tempos de
avaliacdo. (A) Populacao total, (B) L. monocytogenes, (C) S. Typhimurium, (D) P. aeruginosa.

Com relagcdo ao processo de eliminagao do biofiime pré-formado, os
resultados podem ser observados na Figura 2. Neste estudo foram obtidas
contagens de células sésseis que variaram entre os tempos, com resultados de 5,35
log UFC/cm?a 7,35 log UFC/cm? (ANEXO 2), obtendo o maior crescimento séssil em
72h (Fig. 2A). O percentual de erradicagao do biofilme pré-formado pelo consércio
dos trés microrganismos (populagao total) variou de 78,9% (5,88 log UFC/cm?) a
99,8% (4,16 log UFC/cm?), de acordo ao crescimento populacional. O processo de
eliminacao obteve uma acao distinta ao protocolo empregado na interferéncia de
formacado do biofilme, tendo o OEP maior eficacia sobre S. Typhimurium com
resultados variando de 99 % a 99,9 % em todos os tempos de aplicagdo, seguido
por P. aeruginosa com resultados variando de 77,1 % e 99,9 % tendo a melhor agéo
em 1 h, 12 h e 72 h e L. monocytogenescom variagao de 86,6 a 99,9% e melhor
eficacia em 12 h, 48 h e 72 h. No entanto, devem-se levar em consideragao as

contagens de células sésseis obtidas de forma individual no biofilme controle
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(multiespécies), onde P. aeruginosa obteve contagens inferiores, expondo um

comportamento de competicao ambiental (Anexo 2).
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4.3.3 Interferéncia de piperina na formagao do biofilme multiespécies

Os efeitos da interferéncia de diferentes concentragbes de piperina no
biofiilme composto de L. monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa nos
diferentes tempos podem ser visualizados na Figura 4. A aplicagdo do interferente
de piperina inibiu a formacao do biofilme multiespécies (Fig. 4A) com relagcdo ao
controle, tendo sua agao dependente do tempo e ndo obtendo diferenga (p<0,05)
entre os tratamentos. Esse comportamento foi igualmente observado quando as

células sésseis em contagens individuais foram avaliadas.

Figura 3: Interferéncia da concentragdo de 25 mg/ml (CIM) e 12,5 mg/ml ("2 CIM) de piperina na

dindmica de crescimento de biofilmes multiespécies de L. monocytogenes, S. Typhimurium e P.

aeruginosa a 10 °c.
A

log UFC/em?
o
=)
o
o

[

T
——im
—

— i

a
30 I

1 12 24 48 72 9 1 12 24 48 72 96
Tempo de contato (h) Tempo de contato (h)
mC+ ®Pip125mg

Pip25mg mC+ mPip125mg Pip 26 mg

log UFClem?
o <
=)
o
log UFClem?
o
=}
o
o
o

i i

] 12 24 48 72 9% 1 12 24 48 72 %
Tempo de contato (h) Tempo de contato (h)

=C+ w®Pip125mg =Pip25mg mC+ ®Pip125mg =Pip25mg

Legenda: Letras minusculas representam diferenga estatistica entre os tratamentos com relagéo ao
tempo de incubacgao (p < 0,05). As barras de erro representam o desvio padrdo de dois experimentos
realizados em duplicatas bioldgicas. (A) Populagéo total, (B) L. monocytogenes, (C) S. Typhimurium,
(D) P. aeruginosa

4.3.4 Eficacia comparada do OEP e piperina sobre biofilme multiespécies

Com o intuito de avaliar o melhor tratamento com efeito antibiofilme, os
resultados de OEP e piperina foram comparados (Figura 5). Avaliando a populagao
total do biofilme multiespécies € possivel observar que a adicdo de piperina na

concentragao de CIM (25 mg/mL) obteve as menores contagens de células sésseis
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853 quando comparado ao OEP. No entanto, & possivel observar o aumento nas
854 contagens de células sésseis apds o tempo de 24h, evidenciando um efeito

855  bacteriostatico.
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S. Typhimurium e P. aeruginosa apresentam comportamento semelhante a
quanto a susceptibilidade a piperina quando comparada ao comportamento da
populagdo total, sendo mais suscetivel a concentracdo de 25 mg/mL. Este
comportamento € visualizado de forma contraria quando s&o avaliados os resultados
de células sésseis individuais de L. monocytogenes, onde 100 mg/mL de OEP
apresenta as menores contagens nos tempos de 12 a 72 h, demonstrando melhor
eficacia quando comparada a piperina, no entanto este comportamento & variavel

conforme o tempo de incubacgao.

4.3.5 Distribuicao relativa (DR) do biofilme de trés espécies

O consoércio multiespécies com interferéncia do OEP e piperina foi avaliado
através da distribuicdo relativa da composicdo microbiana dos biofiimes
multiespécies pela determinacdo de unidades formadoras de coldnias (UFC/cm?)
para cada populacdo bacteriana em cada momento (Figura 6). Através dessa
relacdo foi possivel observar que nao houve predominancia de uma determinada
espécie nas primeiras horas de incubacédo (1 e 12h), contudo, a partir de 24 h, L.
monocytogenes apresentou as maiores contagens individuais no biofilme controle (>
que 40%) assim como, sob interferéncia de 25 mg/mL de piperina, comportamento
que nao foi observado quando em contanto com o OEP. A partir de 48h, S.
Typhimurium também evidénciou um processo de predominancia competindo com L.
monocytogenes. P. aeruginosa obtem as menores contagens nos biofilmes com
interferéncia de piperina (ANEXO 3), no entanto demonstra maior crescimento nos
biofilmes tratatos com o OEP, demonstrando tolerancia a concentragao avaliada em

funcado da competicao bacteriana.
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889 Figura 5: Distribuicdo relativa da composicao microbiana dos biofilmes multiespécies pela
890 determinacéo de unidades formadoras de colénias (UFC/cm?) para a populagdo bacteriana em cada

891 momento avaliado.
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894  4.3.6 Efeito da piperina na expresséo de genes relacionados a formagao do biofilme

895 multiespécies de L. monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa

896

897
898 prfA para L. monocytogenes; agfA, adrA e csgD para S. Typhimurium; rhll, lasl, lasR

899 e algD para P. aeruginosa nos tempos de 24 h e 72 h a 10 °C . Com excec¢ao do

Foram avaliados de forma qualitativa e quantitativa os genes agrABCD e

900 gene agrA (L. monocytogenes), todos os genes estudados apresentaram expresséo

901 génica nos tempos avaliados. Os controles de crescimento foram avaliados através

902 do crescimento em placa para os biofilmes controle e tratado.
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No biofilme multiespécies L. monocytogenes regulou de forma positiva o
gene agrC nos tempos de 24 h (19,65 vezes) e 72 h (1,16 vezes), e passou a regular
de forma positiva os genes agrD (1,38 vezes) e prfA (2,27 vezes) com 72 h de. S.
Typhimurium e P. aeruginosa mantiveram a regulagao génica negativa para todos os
genes avaliados nos tempos de avaliagao (Figura 6A-C).

A aplicagdo de 25mg de piperina no biofilme multiespécies alterou a
regulacdo de genes ndo apresentados no biofilme controle. L. monocytogenes em
cultura associada passou a regular de forma positiva os genes agrB (24 h e 72 h),
agrC (72 h), agrD (24 h e 72 h) e prfA (24 h). Ao observar a expressao de genes em
culturas simples sobre a condicdo tratada, L. monocytogenes manteve o
comportamento semelhante com o biofilme multiespécies controle, diferindo através
do gene agrD que é regulado de forma positiva a partir de 24 h de incubagéao (Figura
6A) e 0 gene agrC com regulagao negativa. S. Typhimurium em cultura mista passou
a regular de forma positiva os genes agfA (24 h e 72 h), adrA (24 h e 72 h), e csgD
(72 h), de forma individual mantém o mesmo comportamento que em associagao, no
entanto passa a regular de forma positiva o gene csgD no tempo de 24 h (Figura
6B). P. aeruginosa em cultura mista regulou de forma positiva todos os genes
avaliados com 24 h e 72 h de incubagdo e manteve o mesmo nivel de regulagcéo

génica (negativa) independente do tempo avaliado em cultura simples (Figura 6C).
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lativa dos genes agrABCD e prfA para L. monocytogenes; agfA, adrA e

csgD para S. Typhimurium; rhll, lasl, lasR e algD para P. aeruginosa, normalizada com os genes rp/D

&0 génica re
16
14

(L. monocytogenes), 16s rRNA (S. Typhimurium) e 16s rRNA (P. aeruginosa), para o biofilme

multiespécies nos tempos de 24 h e 72 h.
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4.4 DISCUSSAO

Nossos dados demostraram o efeito antibacteriano do OEP contra células de
L. monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa, conforme descrito também por
Nikoli¢ et al. (2015). No entanto, em nosso estudo foram necessarias concentragdes
mais elevadas do OEP para inibir o crescimento bacteriano. A melhor agao ocorreu
para a inibicdo de L. monocytogenes (25 mg/mL) quando comparada aos demais
microrganismos, quais foi necessario um concentracdo 8 vezes mais elevada (200
mg/mL). No entanto quando observado o consorcio bacteriano, houve diminuigéo da
concentragdo da CIM, sendo necessario 100 mg/mL para inibir a combinacdo de
L+S+P. Essa diferenca entre os resultados obtidos pode ser atribuido as
caracteristicas dos microrganismos avaliados assim como, a composi¢ao quimica do
OEP (BRIDIER et al., 2015; DHIFI et al., 2016). Dhifi et al. (2016) sugere que a
atividade do OEP possa ser atribuida a presenga dos componentes majoritarios,
entretanto os principais constituintes do 6leo provavelmente ndo sejam o0s unicos
responsaveis pela atividade antimicrobiana. Dessa forma, nosso resultado evidéncia
que o OEP pode atuar como um antimicrobiano natural de amplo espectro e que
esta acao pode variar conforme a condigao e caracterizagdo quimica do OE.

Idealizando a utilizacdo de um composto natural com maior possibilidade de
replicacéo sintética (ZARAI et al., 2013), nosso estudo buscou avaliar a atividade
antimicrobiana e anti formagao de biofilme do principio ativo de piperina, principal
composto extraido da pimenta preta. Estudos anteriores relataram que piperina
possui fungdes biologicas que podem ser utilizadas de forma segura (ZARAI et al.,
2013, MICKYMARAY et al., 2019), contudo a avaliacdo da atividade antimicrobiana
foi descrita em poucos estudos avaliando Streptococcus mutans (Dwivedi,Singh,
2016), Chromobacterium violaceum (VAZQUEZ-MARTINEZ et al., 2020) e S.
Typhimurium (TOKAM KUATE, BISSO NDEZO, DZOYEM, 2021) onde as
concentragcbes de MIC obtidas foram 0,33 mg/mL, 30 mg/mL e 0,512 mg/mL,
respectivamente. Estes resultados corroboram com as concentragcdes encontradas
em nosso estudo, onde a maior agdo antimicrobiana ocorreu sobre L.
monocytogenes e S. Typhimurium (12,5 mg/mL), onde P. aeruginosa apresentou
CIM 2 vezes mais elevada (25 mg/mL) com relagdo aos microrganismos citados. Um
dado importante € que a associagao entre os microrganismos L+S e L+P ndo elevou

a concentragao de CIM (12,5 mg/mL), no entanto quando realizada a associacao de
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P+S e L+S+P, a adicdo de P. aeruginosa ao consorcio bacteriano resultou em um
aumento na concentracdo da CIM, resultado que difere do comportamento
bacteriano quando avaliado frente ao OEP. Dessa forma, se faz necessario o
entendimento da interagdo bacteriana frente a condi¢des de desafio, visto que os
microrganismos presentes no consorcio bacteriano possuem influéncia sobre o
crescimento da populagcao como um todo.

Neste estudo avaliamos a capacidade de formagao de biofiime em um
consorcio formado por trés espécies. Através da cinética de formagao do biofilme, foi
possivel observar de forma fenotipica a interagcdo bacteriana com incremento
populacional ao longo do tempo, sendo as maiores contagens em 72 h, seguidas de
uma queda em 96 h mesmo sobre temperatura de 10°C. Esses resultados
correspondem as etapas descritas sobre o processo de formacado do biofilme
(COOPER et al., 2014), podendo ser o decréscimo populacional apés 96 h resultado
de uma condicdo de competicdo ambiental. Através do calculo de DR é possivel
visualizar a distribuicdo das espécies ao longo do tempo de incubagdo bem como
sob interferéncia de piperina e OEP. Foi possivel observar um comportamento de
dominancia de L. monocytogenes sobre as demais espécies dentro do consorcio
bacteriano, situacdo oposta ao que ocorre com P. aeruginosa, que demonstra um
decréscimo populacional ao longo do tempo. Em estudo realizado por Yamakawa,
Tomita, Sawai (2018), com condi¢cdes de temperatura semelhante ao nosso observa-
se um comportamento distinto, onde o crescimento de P. aeruginosa sobressaiu a
populagao de L. monocytogenes aumentando também sua tolerancia a nisina.

Observamos que piperina e OEP podem inibir a formacao e interferir na
manutencdo do biofilme multiespécies. Em nosso estudo o OEP obteve um bom
resultado sobre a inibicdo do biofilme multiespécies, realizando a reducédo de até
98,4% em 96 h, sendo este resultado proporcional ao tempo de tratamento e a
concentracdo utilizada. Resultados que diferem de Walmiki, Rai (2017) que
relataram em seu estudo o OEP como sendo um composto ineficaz sobre biofilmes
formados por bactérias patogénicas. E importante salientar que a acdo independente
da concentragdo pode ser explicada pela interferéncia metabdlica ocorrida no
biofilme multiespécies, visto que o processo de adesdo e crescimento sofre
interferéncia, havendo uma diminuicdo no tempo de crescimento das células

sésseis, sem realizar erradicagao total das células.
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Avaliando o efeito de eliminacdo do biofilme multiespécies pré-formado o
OEP obteve uma eficacia de até 99,8% com aplicagcado de 250mg/mL, demonstrando
capacidade de erradicacédo do biofilme multiespécies. Esse comportamento também
€ visualizado com relagcdo as contagens de células seésseis individuais. Um
comportamento de cooperacgéo celular que € possivel visualizar € com relagao a L.
monocytogenes, qual apresentou a menor CIM comparada aos demais
microrganismos, no entanto quando em associagdo com S. Typhimurium e P.
aeruginosa apresentou as maiores contagens de células sésseis e a maior tolerancia
ao OEP. Pode-se sugerir a importancia da microbiota acompanhante em funcao da
sobrevivéncia de microrganismos mais suscetiveis a condigdes ambientais criticas,
podendo esse comportamento ser atribuido a condicdo de produgdo de matriz de
EPS de espessura e composicao distinta por cada microrganismo (WAHEED et al.,
2021), aumentando a barreira de protegdo. Outro aspecto importante é o tempo de
acao utilizado em nosso estudo, os resultados de erradicacédo foram obtidos através
da aplicagcdo da solugao de OEP no tempo de 10 minutos, visto que o tempo de
aplicagado e agcao é um requisito importante a ser considerado na escolha de um
produto antibacteriano (VIDACS et al., 2018). Até o presente momento, ndo foram
encontrados estudos avaliando esta atividade para o OEP. Uma condi¢cdo importante
€ quanto a concentracdo de uso do OEP. A utilizagdo de compostos naturais €&
indicada e considerada segura (GRAS) (FDA, 2021), no entanto cabe ressaltar as
caracteristicas aromaticas desses compostos. OEP possui um aroma pungente e
amadeirado que pode permanecer sobre a superficie quando aplicado em sua forma
convencional. Para amenizar as caracteristicas aromaticas e melhorar a eficacia do
produto com concentracbes menores, sugere-se a aplicacédo em forma de emulsdo,
encapsulada ou em nanoparticulas com liberagéo controlada de produto (VIDACS et
al.,, 2018; PATHANIA et al.,, 2021), condigcbes que favorecem a manutengdodas
caracteristicas bioativas, minimizando os riscos residuais.

Em nosso estudo foi possivel avaliar a capacidade dos tratamentos em inibir
a adeséao celular (1 h e 12 h) em 97,9 e 98% com uma concentragado de 25 mg/mL
(CIM) para piperina, assim como a interferéncia na manutencdo do biofilme
multiespécies ao longo do tempo. Tomam Kuait et al. (2021) avaliou a atividade anti-
biofilme de piperina sobre sorotipos de S. Entérica, mostrou que o principio ativo em
conjunto a antibiéticos aminoglicosideos resultou em 43,3% de inibigdo da formagao

de biofilme e 40% de erradicagao do biofilme pré formado, indicando a utilizagao de
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piperina como um bom coadjuvante de ag¢ao antimicrobiana. Esses resultados
corroboram com o percentual de inibicdo encontrado em nosso estudo, onde as
contagens individuais de células sésseis obtidas para S. Typhimurium resultaram na
reducdo do processo de adesdo de 93,8 % até 99,6% em 96h de incubacao.
Piperina possui um carater insoluvel em agua (ZARAI et al., 2013), dessa forma sua
aplicacdo em ambientes industriais como alternativa de controle microbiolégico pode
ser considerada, visto sua favoravel acao antimicrobiana e antibiofilme. No entanto é
necessaria a avaliagao de suas vias de aplicagcdo de modo a tornar o produto mais
estavel e mantendo suas caracteristicas de acao antimicrobiana e antibiofiime.

Através da avaliagdo de genes importantes no processo de adeséao, QS e
manutencdo da estrutura do biofilme para os trés microrganismos compondo o
biofilme multiespécies, foi possivel observar que o tratamento com piperina (25mg)
resultou em alteracdes transcricionais relevantes para a manutencao do biofilme
multiespécies. E de importancia avaliar a ndo expressdo do gene agrA em todas as
condigdes avaliadas o que difere dos resultados obtidos por Gandra et al. (2019),
onde ao avaliar a condicao de tempo e temperatura de incubagao de isolados de L.
monocytogenes formadoras de biofilme tiveram elevadas transcricbes de agrA. De
forma comum foi observada a transcricado positiva dos genes agrC, agrD e prfA
em L. monocytogenes em cultura mista com alteragdo ao longo do tempo,
demonstrando a influéncia dos microrganismos em relagdo ao seu crescimento na
populacao total, comportamento que também pode ser observado através do calculo
de DR. S. Typhimurium e P. aeruginosa expressaram todos os genes avaliados na
condigdo mista e individual, no entanto n&o tiveram alteragbes na transcrigdo dos
genes avaliados em cultura mista com relagdo a cultura simples, estes resultados
podem ser atribuidos pela influéncia quanto ao meio e condicdo de crescimento,
evidenciando que o mecanismo de formagao de biofilme esta associado com o
ambiente de crescimento das células.

Ao avaliar a condigdo mista e individual sobre interferéncia de piperina foi
possivel observar a alteragdo da regulagdo génica nos trés microrganismos
avaliados. L. monocytogenes demonstrou comportamento especifico conforme
condicdes avaliadas, no entanto genes de importancia como prfA, agrD e agrB foram
regulados de forma positiva, esse comportamento pode ser considerado um
mecanismo de defesa contra os efeitos do tratamento com piperina nas membranas
celulares bacterianas (RIEU et al.,, 2007, RIEU et al., 2008). Outro aspecto a ser
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observado € a regulacdo negativa do gene agrC nas condigbes avaliadas, a
regulacdo de agrC em conjunto a agrA é responsavel por desencadear sinal de
transducéo e iniciar a regulacdo de genes responsaveis pela formagéo de biofilme
(RIEDEL et al., 2009). Neste caso, desrregulagcdes no locus agr pode resultar em
alteragdes no sistema QS interferindo no processo e manutencédo da estrutura do
biofilme sobre o tratamento avaliado.

No caso de S. Typhimurium, csgD mostrou regulagao positiva nas condigdes
do tratamento avaliado em condi¢do mista e individual, assim como encontrado em
nosso estudo, O'Leary et al., (2015) observou que S. Typhimurium quando exposta a
estresse acido resultou em um aumento nos niveis de expressao do gene csgD. No
entanto ao observar as contagens em log/UFC de células sésseis observaram-se
contagens inferiores com relagao ao controle, o que demonstra que outros fatores
sdo importantes para a formagado e manutencédo do biofilme, visto que a regulagéo
positiva ocorreu no tempo tardio de 72h, outro aspecto € ressaltar que csgD é
importante na etapa de maturagao do biofilme e dispensavel na etapa de adesao
celular (GRANTCHAROVA et al., 2010), o que justifica sua expressao tardia. A
expressao dos genes adrA e agfA ocorreu apenas na condi¢cao tratada individual e
mista, esse comportamento pode ter ocorrido devido a fatores de estresse
condicionado as células, como temperatura, competicdo ambiental e o tratamento
aplicado, dessa forma a regulagdo positiva destes genes sobre estas condicdes
pode ser atribuida a busca pela neutralizagao da agao da molécula de piperina sobre
as células, esta conclusao também é relatada por outros autores (ARTEAGA et al.,
2019, PANG et al., 2020).

P. aeruginosa tratada com piperina na condicdo mista regulou positivamente
todos os genes avaliados, no entanto quando avaliado na condi¢do individual refletiu
um comportamento inverso, regulando de forma negativa todos os genes avaliados.
Este comportamento foi visualizado sibre a contagem de log/UFC onde na condi¢ao
individual de P. aeruginosa obteve um melhor crescimento com relagéo a condi¢ao
mista. Nossos resultados diferem de achados na literatura, onde o emprego de
produtos naturais como OE e compostos ativos resultaram na regulacdo negativa
dos genes relacionados ao sistema de QS (YIN et al.,, 2022). Ainda nesses
resultados foi possivel observar a maior expressao dos genes rhll, lasR e lasl no
tempo de 72 h mesmo com contagens de log/UFC inferiores, este comportamento

pode ser associado a melhor agdo da piperina de forma imediata e nos tempos
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iniciais de adesao e formacao de biofilme, no entanto também concorda com os
resultados fenotipicos onde se pode observar um prejuizo na eficacia de piperina ao
longo do tempo de incubagao, onde as células restantes demonstram capacidade de
metabolizar o tratamento e com uma provavel permanéncia viavel na superficie
avaliada.

Os resultados da transcricido observados neste estudo mostram que a
concentragao de CIM de piperina causa altera¢des no perfil de transcricao de genes
responsaveis pelo sistema QS e biofilme de L. monocytogenes, S. Typhimurium e P.
aeruginosa, no entanto sua melhor acdo € demonstrada nos tempos iniciais de
avaliacdo demonstracao interferéncia na adesao celular a superficie. A acéao
diminuida de piperina ao longo do tempo nao deve ser atribuida a um processo
ineficaz e sim a forma aplicada e avaliada neste estudo.

Autores afirmam que o uso de OE é mais eficaz quando comparado a um
principio isolado, levando em consideracdo a atividade sinérgica dos compostos
majoritarios (DHIFI et al., 2016; VIDACS et al., 2018). Em nosso estudo quando
compara as atividades antibiofilmes de piperina e OEP em duas concentragdes (CIM
e Y2 CIM) foi possivel observar a melhor agdo de piperina como agente antibiofilme.
A diferengca de acgédo entre os compostos (OEP X piperina) pode ser explicada
através de seus mecanismos de acao e caracteristicas de volatilidade. Dessa forma
o OEP pode ser menos eficaz devido sua maior volatilidade, essa caracteristica
pode comprometer os maiores tempos de incubacdo resultando em uma menor
eficacia antimicrobiana.

Avaliando aspectos fisico-quimicos de estabilidade, padronizacdo de uso e
atividade bioldgica, piperina poderia ser escolhida como o melhor fito composto para
utilizacdo em escala industrial, devido a sua menor concentragcdao de acdo quando
comparada ao OEP, maior estabilidade em condi¢bes ambientais, facilidade na
obtencao, caracterizagdo e possivel padronizagcdo de uso laboratorial com menor
variabilidade da composi¢do quimica quando comparado ao OEP (ZARAI et al.,
2013; DHIFI et al., 2016). No entanto, mais avaliagbes fisico-quimicas seriam
necessarias para concluir sua estabilidade e atividade em longo prazo, bem como as
melhores formas de aplicacdo sobre as superficies de manipulagcao de alimentos,
minimizando os efeitos residuais que possam ocasionar alteragdes sensoriais em

produtos.
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4.5 CONCLUSAO

Em concluséo, piperina e OEP demonstraram atividade antimicrobiana e
antibiofilme, interferindo no processo de adesédo a superficie € na manutencao de
biofilmes maduros. Bem como, o OEP apresentou resultados favoraveis na
eliminacao de biofilme multiespécies de L. monocytogenes, S. Typhimurium e P.
aeruginosa pré-formado em superficie de polipropileno. Piperina se mostrou mais
efetiva na inibicdo da formacao do biofilme e com maior possibilidade de utilizagao
independentemente da concentragcdo. Apesar da diferenca entre as caracteristicas
dos compostos bioativos avaliados, piperina e OEP podem ser avaliados como
possiveis agentes quimicos de origem natural para a utilizagdo em superficies de
ambientes de manipulagao de alimentos. No entanto, faz-se necessaria a realizagao
de testes complementares a fim de avaliar a melhor forma de aplicacdo destes

compostos bioativos.
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5 CAPITULO 2: POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO OLEO ESSENCIAL DE
GENGIBRE E 6-GINGEROL SOBRE BIOFILME MULTIESPECIES DE Listeria

monocytogenes, Salmonella Typhimurium E Pseudomonas aeruginosa

O estudo teve como objetivo avaliar a capacidade antimicrobiana e antibiofilme do
oleo essencial (OE) de gengibre (GB) e 6-gingerol em biofilme multiespécies
formado por Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium e Pseudomonas
aeruginosa em superficie de polipropileno. Os trés isolados foram submetidos a
avaliagdo da concentragdo inibitéria minima do Oleo essencial (OE) de gengibre
(GB) e 6-gingerol através do teste de microdiluicdo em caldo. Posteriormente foi
avaliada a capacidade anti formacgao de biofilme do OEGB (100 mg/mL e 50 mg/mL)
e 6-gingerol (1,25 mg/mL) junto ao biofilme multiespécies. A associagdo dos trés
microrganismos resultou na CIM de 100 mg/ml para o OEGB e 1,25 mg/ml para 6-
gingerol. No estudo foram obtidas contagens de células sésseis que variaram entre
os tempos, com resultados de 5,35 log UFC/cm? a 7,35 log UFC/cm?, obtendo o
maior crescimento séssil em 72h. Com relacdo a populacado total foi verificada a
interferéncia do OEGB, independente da concentracdo, em relagdo ao controle no
tempo de 1h (reducédo de 87,1% e 98,9%). Na contagem das células sésseis
individuais foi possivel observar que a melhor etapa de agdo do composto foi entre 1
h e 24 h de incubagdo. As contagens de células sésseis em superficie de
polipropileno para todos os isolados quando expostos a 1,25 mg/mL de 6-gingerol
por até 96 h nao diferiu (p> 0,05) do tratamento controle. O OEGB nas duas
concentragcbes demonstrou maior efetividade quando comparado com a
concentragao de 1,25 mg/mL de 6-gingerol. Na comparagédo entre os tratamentos,
observa-se um aumento gradual na proporgao de L. monocytogenes ao longo do
tempo no consércio bacteriano sem interferéncia dos tratamentos, tendo um
aumento de 2,5 log UFC/cm? na biomassa, com as contages variando de 4,42 a 6,97
log UFC/cm? durante 96 h de incubagdo. Com o tratamento de 100 mg/ml do OE de
GB foi possivel observar um comportamento inverso, onde foi observado o
crescimento de P. aeruginosa e S. Typhimurium em detrimento a populagdo de L.
monocytogenes, com o maior incremento populacional no tempo de 96 h, chegando
a 4,3, 4,16 e 2,82 UFC/cm. O OEGB apresentou atividade antimicrobiana contra L.
monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa e atuou como inibidor da formacao
de biofilme, por sua vez, 6-gingerol foi considerado um possivel agente
antimicrobiano, no entanto sem eficacia como agente anti formacéao de biofilme.

Palavras-chave: antibiofilme, antibacteriano, métodos de controle, 6leos essenciais
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5.1 INTRODUGAO

Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium e Pseudomonas
aeruginosa possuem capacidade de se aderir e formar biofilme em superficies de
equipamentos e utensilios utilizados no processamento de alimentos (ZIECH et al.,
2016, MORADALI et al., 2017, SERENO et al, 2019). Durante o processo de
formacao do biofiime os microrganismos secretam matriz extracelular composta
por polissacarideos, proteinas e acidos nucléicos, que originam um ecossistema
responsavel por conferir protecdo e manutencdo celular em ambientes hostis
(COSTERTON, 1999, FAGERLUND et al., 2020). Devido esta barreira, € possivel
observar o aumento da tolerdncia as concentragbes usuais de biocidas e
antibidticos, originando uma contaminagao bacteriana persistente no ambiente de
producdo, com potencial risco a saude publica (ZIECH et al., 2016).

O uso inadequado de biocidas comerciais tem sido incriminado quanto aos
seus efeitos negativos sobre o meio ambiente, acumulo residual no sistema de
producdo, reducdo da eficacia e desenvolvimento de co-resisténcia em
microrganismos patogénicos (CANTON e RUIZ-GARBAJOSA, 2011, ALONSO-
CALLEJA et al.,, 2015, PAUL et al., 2019). Dessa forma, nos ultimos anos a
comunidade cientifica tem demonstrado maior interesse pela a aplicagdo de
compostos naturais, como 6leos essenciais de plantas e seus principios ativos no
ambito industrial (BRUSOTTI et al., 2014, IMANE et al., 2020), devido as suas
caracteristicas bactericidas e biodegradaveis (NOORI et al., 2018, ABDULLAHI et
al., 2020, MANE et al., 2021), com grande apelo ambiental e com menor toxicidade
(CHHETRI et al., 2019).

Oleos essenciais (OE) de gengibre (GB) (Zingiber officinale) sdo substancias
liquidas, oleosas e aromaticas extraidas de raizes que possuem potencial
antiinflamatorio (EZZAT et al., 2018), antioxidante (YOUSFI et al.,, 2021),
antimicrobiano (NOORI et al., 2018) e antifungico (YAMAMOTO-RIBEIRO et al.,
2013). Estes compostos naturais possuem agao sob a integridade da membrana
celular de microrganismos, interferindo na sintese de proteinas e sinalizadores
microbiolégicos como inibidores da atividade de quorum sensing (QS) (KUMAR et
al., 2014, CIRIC et al., 2019, MICKYMARAY et al., 2019). Foi descrita a atividade
antimicrobiana de compostos n&o volateis de gengibre como 6-gingerol como

eficazes contra micobactérias (BHASKAR et al., 2020), patégenos multiressistentes
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(OYEDEMI et al., 2019) e um fitoquimico com alta capacidade de inibicdo de QS e
fatores de viruléncia para P. aeruginosa (KIM et al., 2015). No entanto, ndo possui
relato até o presente momento sobre sua atividade sobre células sésseis em
biofilmes multiespécies. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
capacidade antimicrobiana e antibiofime do OEGB e 6-gingerol em biofilme
multiespécies formado por L. monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa em

superficie de polipropileno.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Isolados utilizados

Os isolados de L. monocytogenes sorotipo IVb (L), S. Typhimurium
sorogrupo 0O:4 (S) utilizados no estudo foram obtidos de superficies de
equipamentos e utensilios utilizados na area de processamento de cortes carneos
(SERENO et al, 2019; VIANA et al., 2019) pertencentes ao banco de culturas do
Laboratério de Inspegdo e Controle de Qualidade de Alimentos e Agua (LACOMA).
O isolado de P. aeruginosa (P) utilizado foi uma cultura padrao (ATCC 27853). Os
isolados para o presente estudo permaneceram armazenados de forma congelada a
-18 °C em caldo triptona de soja suplementado com 0,6% extrato de levedura (TSB-
YE, Oxoid), contendo 20% (v/v) de glicerol.

5.2.2 Obtencao e preparo do OE de gengibre (GB) e principio ativo 6-gingerol

O OE de gengibre (GB) (LOTE: 283, CAS: 8007-08-7 — Tabela 1) e o
principio ativo 6- gingerol (LOTE: 59126, CAS: 23513-14-6) foram adquiridos de
forma comercial pelas empresas FERQUIMA - Industria e Comércio Ltda. e Start
BioScience Materiais para Laboratérios Ltda. A composicdo do OEGB foi
disponibilizada pela empresa FERQUIMA - Industria e Comércio Ltda. através de
laudo técnico. As concentragdes de trabalho foram preparadas previamente a cada
repeticdo do experimento, mantidas a temperatura ambiente e livre de luz. Para
evitar mudancas na concentracdo dos componentes foram utilizados os mesmos
lotes durante todo o trabalho experimental. As solu¢cdes foram solubilizadas em
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) adicionado de caldo
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TSB-YE contendo 0,5% de polissorbato 80 (Tween 80®, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA).

Quadro 1: composicdo do OEGB contendo os principais compostos majoritarios.

Ne Principais componentes do éleo essencial de Gengibre (Zingiber officinale)*
Composto quimico Composicao (%)

1 a- Zingiberene 33

2 B- Sesquifelandrene 13

3 a- Curcumene 8

4 B- Bisabolene 6

5 Camphene 6

6 a- Pinene 2

Legenda: * Extragéo realizada através de destilagcdo a vapor da raiz.

5.2.3 Determinagdo da concentragao inibitéria minima (CIM) em L. monocytogenes,

S. Typhimurium e P. aeruginosa

A CIM foi determinada através do método de microdiluicio em caldo
baseado no protocolo CLSI (2020) com modificagdes. Indculos dos microrganismos
puros (S, L e P) e em combinagédo (L+S, P+L, P+S, S+L+P) foram preparados a
partir de uma cultura de recente de 24 h do microrganismo até atingir a escala 0,5 de
Mc Farland. Em uma placa de 96 pogos, 100 puL de caldo muller hinton (MH)
suplementado com 0,5% de polissorbato 80 (Tween 80 - Vetec®) foi adicionado em
cada poco da placa. A seguir, 200 uL do OEGB e do principio ativo 6-Gingerol foram
inoculados separadamente na primeira linha de pocos e realizadas diluicbes
seriadas (1:2) de 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78 mg/mL, para o OEGB
e 10, 5, 2,5, 1,25, 0,62, 0,31 e 0,15 mg/mL para 6-gingerol. Logo, foi adicionado
mais 80 pyL de caldo MH para complementar a diluicdo e 20 pyL do in6culo, com
concentragéo final de 1,0 x 10° UFC/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24
h sob agitagao orbital de 120 rpm. A leitura foi realizada de forma macroscépica com
a presenga ou auséncia visivel do crescimento bacteriano, e para confirmagao foi
inoculado 1 pL da solugado teste com auxilio de Pin Replicator em placas de Petri
contendo agar MH com posterior leitura apos incubagao a 37 °C por 24 h. Como
controle positivo da acado antimicrobiana foi utilizado antibiético de uso padrao,

sendo gentamicina para L. monocytogenes e S. Typhimurium e ampicilina para P.
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aeruginosa. Como controle positivo de indculo, foi utilizado caldo MH contendo
DMSO suplementado com 0,5% de polissorbato 80 sem a adigdo da solugéo teste,
para o controle negativo do processo foram incubados pogos com caldo MH
contendo DMSO e suplementado com 0,5% de polissorbato 80 sem adi¢cdo de
in6culo. A menor concentragao do 6leo capaz de inibir completamente o crescimento

microbiano foi considerada a CIM.

5.2.4 Formacado de biofilme em superficie de polipropileno com interferéncia de
OEGB

Os isolados de L. monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa foram
submetidos a formacéao de biofilme multiespécies em cupons de polipropileno por até
96 h a 10 °C, sendo adotadas as seguintes condi¢des:

T1: Formacgao de biofilme multiespécies (C+);

T2: Formacgao de biofilme multiespécies com %2 CIM de OEGB;

T3: Formacao de biofilme multiespécies com CIM de OEGB.

Para avaliar a atividade anti formacdo de biofilme foram elaboradas
condi¢des individuais para cada tratamento. Previamente aos ensaios de adesao
bacteriana os cupons (1,0 cm x 1,0 cm x 0,1 cm) de polipropileno (n=90) foram
lavados com alcool 70% p/p (70 °INPM), enxaguados trés vezes em agua destilada
e esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 min. A partir do subcultivo, 90 mL de
TSB-YE suplementado com 1% de extrato de carne foram ajustados a 0,5 na escala
de Mc Farland de forma individual para L. monocytogenes (30 mL), S. Typhimurium
(30 mL) e P. aeruginosa (30 mL), apds, uma aliquota de 1,0 mL dos caldos foi
utilizada para a confirmagao do indculo inicial. Nestas condigbes foram preparados
quatro frascos contendo solugcdo microbiana, sendo um utilizado como controle
positivo (T1), e os demais receberam a adi¢cado de aliquotas OEGB na concentragao
da %2 da CIM (T2), CIM (T3) e um frasco controle negativo incubado nas mesmas
condigdes para avaliar a esterelidade do processo. Os frascos foram mantidos a 10
°C sob agitacdo orbital a 120 rpm, e realizadas avaliagbes do crescimento
plancténico e séssil em 1, 12, 24, 48, 72 e 96 h de incubacdo. Aliquotas de 1,0 mL
do caldo TSB-YE de cada tratamento nos diferentes tempos de incubacédo foram
retiradas em duplicata para a contagem dos microrganismos plancténicos e dois

cupons para a contagem dos microrganismos sésseis.
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Para realizar a quantificagcdo de células sésseis, seguiu-se metodologia de
Reis- teixeira et al. (2019) com modificagdes, os cupons foram lavados com 10 mL
de tampéo fosfato salino (PBS), imersos em 1,0 mL de solugdo PBS suplementada
com 1% de polissorbato 80, as células sésseis foram extraidas através de banho
sonificador (40 KHz por 1,5 min, duas vezes) e voértex (1,5 min, duas vezes). Apos
esse procedimento, foram realizadas diluicdes seriadas apropriadas e retiradas
aliquotas de 10 pl para quantificagcdo das células sésseis pela técnica de
plagueamento em gota (HERIGSTAD et al., 2001), inoculados em superficie de Agar
triptona de soja (TSA, KASVI) para contagem de populagéao total do biofilme, Oxford
listeria agar (OXA, Oxoid) para L. monocytogenes, Agar cetrimide (KASVI) para P.
aeruginosa e Agar xilose lisina desoxicolato (XLD, KASVI) para S. Typhimurium. As
placas foram incubadas a 37 °C por 24-48h. O estudo foi realizado em duas
repeticbes para cada condi¢cdo, e os resultados expressos em log UFC/mL e log
UFC/cm? para células planctdnicas e sésseis, respectivamente e em percentual de

reducao logaritmica através da férmula:

o . (IongFC/cm2 (Biofilme controle) - IogmUFC/cm2 (Biofilme tratado))
% Erradicacéo do biofilme = —— X100
log;oUFC/cm* (Biofime controle)

5.2.5 Formacao de biofilme em superficie de polipropileno com interferéncia de 6-

gingerol

Os isolados de L. monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa foram
avaliados sobre a dinamica de formagao de biofilme multiespécies em cupons de
polipropileno com a presenga de 6- gingerol em 1, 12, 24, 48, 72 e 96 h a 10 °C. As
condigdes de crescimento, extracdo dos biofilmes, contagem, expressao dos

resultados foram realizadas como descrito no item 5.2.4.

5.2.6 Distribui¢ao relativa (DR) de biofilmes de trés espécies

Os numeros totais de células cultivaveis foram enumerados por
plagueamento através de diluigdo seriada em placas de agares inespecificos e
especificos, como descrito no item 5.2.4. A distribuicao relativa em biofilmes de trés

espécies foi obtida através do percentual de cada espécie unica (A, B e C) na
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1379 combinagdo multiespécies (espécie uUnica A + espécie uUnica B + espécie unica C)
1380 calculados antes (biofilme controle) e apds a exposi¢cao ao composto avaliado sob

1381 interferéncia do OEGB e 6-gingerol, como segue:

1382
DR (%) = : Iog’;w.UI-',C./cm2 (Espéc’ie.l'm’ic? A) _ ¥ 100
1383 log;oUFClcm” i (Espécie Unica A + Espécie unica B + Espécie unica C)
1384
1385 5.2.7 Analise estatistica
1386
1387 Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Para avaliar se

1388 houve diferenca de acdo do OEGB e 6- gingerol na dindmica de formacao de
1389 biofilmes multiespécies entre os tempos quando comparados ao controle, os dados
1390 foram submetidos aos testes estatisticos de Shapiro-Wilk e Kolgomorov-Sminorv
1391 para a verificagdo da normalidade. Apos a realizagdo dos testes de normalidade,
1392 aplicou-se o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney para a comparacgéo estatistica
1393 das médias das contagens dos diferentes tratamentos e tempos. Todas as analises
1394 foram realizadas no programa estatistico /IBM® SPSS® Statistics Version 2.0,

1395 utilizando nivel de significancia de 0,05.

1396

1397 5.3 RESULTADOS

1398

1399 5.3.1 Atividade antimicrobiana do OEGB e 6-gingerol

1400

1401 Os compostos foram avaliados quanto a sua atividade antimicrobiana in

1402 vitro antes de avaliar sua eficacia anti formagao de biofiime. Os resultados da
1403 avaliagdo da sensibilidade ao OEGB e 6-gingerol estao descritos na Tabela 1. O
1404  principio ativo 6-gingerol apresentou as menores concentragdes necessarias para
1405 inibir o crescimento microbiano quando comparado com o OEGB, (tendo sido L.
1406 monocytogenes a mais sensivel). Quando avaliada a agao do 6-gingerol sob S.
1407  Typhimurium, P. aeruginosa e nos microrganismos em associagdo ndo se obteve

1408 diferenga nos valores de CIM (1,25 mg/ml).

1409
1410
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Tabela 1: Atividade antimicrobiana do OEGB e 6- gingerol frente a L. monocytogenes, S.
Typhimurium e P. aeruginosa em culturas individuais e em associagao.

Microrganismo MIC (mg/mL)
OEGB 6-Gingerol

L. t L

monocytogenes (L) 5 0.62
S. Typhimurium  (S) 200 1,25
P. aeruginosa(P

ginosa(P) 100 1,25

L+S 50 1,25
L+P 100 1,25
P+S 200 1,25
L+S+P 100 1,25

Quando expostos ao OEGB foi possivel observar que a interacdo microbiana
levou a respostas distintas da CIM em comparacdo aos valores obtidos para as
culturas individuais. Assim como para 6-gingerol o OEGB obteve a melhor agdo sob
L. monocytogenes do que para os demais microrganismos. A CIM encontrada variou
entre os compostos, sendo observada a necessidade de concentragbes mais

elevadas de OEGB para a inibicdo do crescimento bacteriano.

5.3.2 Efeito do OEGB e 6- gingerol na formacédo de biofilme multiespécies em

superficie de polipropileno

Os efeitos do OEGB e 6-gingerol na formagao do biofilme multiespécies
foram avaliados utilizando duas concentracées de OEGB (50 e 100 mg/mL) e uma
concentragdo de 6-gingerol (1,25 mg/mL). As concentragdes testadas nao
diminuiram as contagens de células plancténicas dos isolados avaliados (ANEXO 1).
Na Figura 1 observa-se o comportamento da populagdo de células sésseis sem
interferéncia (T1), com a adicdo de concentracéo de 2 CIM (T2) e CIM (T3) do

OEGB durante os tempos de incubacéo.
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Figura 1: Interferéncia de 50 mg (2 CIM) e 100 mg (CIM) de OEGB na dindmica de crescimento
séssil de biofilmes multiespécies de L. monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa a 10 °c.
A B
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Letras minusculas diferentes entre os tempos de incubagédo (1 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h)
indicam diferenca estatistica (p < 0,05), letras maiusculas diferentes indicar diferenga estatistica entre
os tratamentos no tempo de incubagao.

(A) populacgao total, (B) L. monocytogenes, (C) S. Typhimurium, (D) P. aeruginosa

Foram avaliadas as contagens individuais de cada microrganismo dentro do
biofilme multiespécies, sendo o processo de adesdo dependente das condi¢des
avaliadas (espécie/tempo). Foi possivel observar que ocorreu um rapido aumento no
numero de células aderidas nas primeiras 48 h de incubagdo na populagao total,
comportamento semelhante foi visualizado para L. monocytogenes (Figl. B). S
Typhimurium e P. aeruginosa (Fig1. CD).

Foi possivel observar maior crescimento séssil da populagdo total do
biofilme controle em 72 h (Fig1. A), a exposi¢cao de 2 CIM do OEGB nao interferiu
no crescimento séssil entre os tempos de incubagdo, no entanto houve uma
diminuicao de 99,1 % com relagdao ao controle. Quando exposto a concentracido de
CIM do OEGB obteve-se uma diminuicao de 99,8 % nas células sésseis com relacao
ao controle.

A acao dos tratamentos com relagdo ao tempo também pode ser observada
na Figura 1. As diferentes concentragdes do OEGB inibem a adesdo celular em
relagdo ao controle, no entanto, mantém um comportamento constante do
crescimento celular, demonstrando atividade bacteriostatica.

A acéao das concentragbes do OEGB foi observada nos tempos de avaliagao,

em relacdo a populagao total (Fig. 1A) foi verificada a interferéncia do OEGB,
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independentemente da concentragdao, na adesao inicial em relagdo ao controle no
tempo de 1h (reducédo de 87,1% e 98,9%), demonstrando um efeito de choque na
adesdao inicial. Na contagem das células sésseis individuais foi possivel observar
que a melhor etapa de agdo do composto foi entre 1 h e 24 h de incubagao, atribuida
pelas menores contagens de células sésseis em relagao ao biofilme controle.

A acéao antibiofilme de 6-gingerol é observada na Tabela 2, onde foi possivel
observar que, de forma geral, ndo houve acao significativa (p > 0,05) do composto

sobre as células sésseis avaliadas.

Tabela 2: Atividade de 6- gingerol (1,25 mg/ml) frente a L. monocytogenes, S. Typhimurium e P.
aeruginosa em biofilme multiespécies

Tempo de contato

Microrganismos Tratamentos

1h 12h 24h 48h 72h 96h
C+
~ 4,89A1a2 5 (Q7AP 485~  6,71Ba 5 54Aa 5 5pEAa
Populagao total 6- gingerol
5,1082 3,86%a  551BCa  §40Ca  4,72ABa 5 58BCa
C+
5,61Bb 4,14~ 376%2 7,016 4,60%@ 5 57Ba
L. monocytogenes 6- qingerol
9ing 3,750 4,38\Ba 4 58\Ba  5383Ca  50pBCa 5 3GECia
C+
A 4,60%2 5,38%a  507A2  476Aa  6,54Ba 539”4
S.Typhimurium 6- gingerol
5,15%2 6,368 4,684 6,178 6,72Ba 4 93Aa
C+
P.aeruginosa 4,10%2 6,19Cb  420Ma  534BCa 597Ca 4 38ABa
6- gingerol

4,24Ma  4,35MBa 4,03 535BCa 572Ca 5B

Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica significativa (P < 0,05)
pelo teste de Mann-Whitney (fixado o tratamento) para o mesmo micro-organismo.2Letras minusculas
diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa (P < 0,05) pelo teste de Mann-
Whitney (fixado o tempo de contato) para 0 mesmo micro-organismo.

No que diz respeito a comparacao entre a agao do principio ativo e do dleo
essencial, os dados estao dispostos na Figura 2. OEGB nas duas concentragdes foi
mais efetivo quando comparada com a concentragdao de CIM de 6-gingerol. Sob
efeito do tempo, pode-se observar um efeito na culturabilidade celular, inibindo o

crescimento inicial, porém tendo um retorno no crescimento apos 48h de incubacao.
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A fim de avaliar qual microrganismo prevalece no consorcio formado pelo
biofiilme com interferéncia do OEGB e 6- gingerol, a distribuicdo relativa da
composi¢cao microbiana dos biofilmes multiespécies foi avaliada pela determinacao
de unidades formadoras de colénias (UFC/cm?) para cada populagdo microbiana em
cada momento (Figura 3). Observa-se que as contagens de células sésseis em
superficie de polipropileno para todos os isolados quando expostos a 1,25 mg/mL de
6-gingerol (CIM) por até 96 h nao diferiu (p> 0,05) daqueles observados para células
ndo expostas ao principio ativo (biofilme controle) (Fig. 3 A — D). Este resultado
demonstra que 6-gingerol possui agdo antimicrobiana sob células planctonicas, no

entanto ndo foi capaz de inibir a adeséo de células sésseis na superficie avaliada.
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Figura 3: Distribuicédo relativa de cada microrganismo estudado dentro do biofilme multiespécies em
funcao do tempo e do tratamento aplicado.
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Logo observa-se um aumento gradual na propor¢céo de L. monocytogenes
ao longo do tempo no consorcio bacteriano sem interferéncia dos tratamentos, tendo
um aumento 2,5 log UFC/cm?na biomassa, com as contages variando de 4,42 a 6,97
log UFC/cm? durante 96 h de incubagdo (ANEXO 2). Quando observada as
proporgdes no consorcio microbiano exposto a concentracdo de 100 mg/ml do

OEGB (CIM) foi possivel observar um comportamento inverso, onde foi observado o
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crescimento de P. aeruginosa e S. Typhimurium em detrimento a populacédo de L.
monocytogenes, com o maior incremento populacional no tempo de 96 h, chegando
a 4,3, 4,16 e 2,82 UFC/cm? (ANEXO 2), respectivamente (Fig. 3). De modo geral, a
composicao do biofilme multiespécies sofreu alteracdo em resultado a exposi¢cao do

composto avaliado, sendo as alteragcdes dependentes da concentragao aplicada.

5.4 DISCUSSAO

A utilizacdo de compostos naturais vem sendo avaliada como forma
alternativa e complementar ao uso de biocidas (MICKYMARAY et al., 2019, IMANE
et al.,, 2020). Os resultados obtidos nesse estudo indicam que os compostos
avaliados, OEGB e 6-gingerol, demonstram ag¢des antimicrobianas distintas.
Estudos anteriores demonstraram que 6-gingerol mostrou atividade inibitéria e
bactericida consideravel contra células planctonicas de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli em concentragbes de 400 ug/mL (SINGH; GANGADHARAPPA;
MRUTHUNJAYA, 2018), 50 ug/mL para micobacterias (BHASKAR et al., 2020) e
100 pg/mL avaliado como coadjuvante da ac&o de calor sob Virus da Hepatite A
(PATWARDHAN et al., 2020), no entanto este € o primeiro estudo ha avaliar a
atividade antimicrobiana de 6-gingerol contra L. monocytogenes, S. Typhimurium e
P. aeruginosa. Em nosso estudo, foi demonstrado o potencial antibacteriano do
principio ativo 6-gingerol para os microrganismos avaliados tanto em forma individual
como em forma associada, em concentragbes semelhantes a outros grupos de
microrganismos.

A acdo do OEGB foi descrita, demonstrando atividade antimicrobiana e
evidenciando um comportamento seletivo do OE de acordo ao microrganismo
avaliado (SIVASOTHY et al., 2011; BELLIK et al., 2014). Em nosso estudo, foi
possivel observar a diferenga de acdo antimicrobiana entre os microrganismos
testados, sendo evidenciada melhor acdo do OE sob microrganismos gram-positivos
quando comparado aos gram-negativos. Assim em nosso estudo, foi necessaria
uma concentracado inferior para inibir o crescimento de gram-positivos, o que
corrobora com os resultados de Da Silva et al., (2018), pois devido as caracteristicas
hidrofobicas, insolubilidade em agua e instabilidade do OEGB sua atividade
antimicrobiana foi avaliada de forma encapsulada frente a isolados de L.
monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa. Desse modo, devido a dificuldade
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de padronizagdo no momento da obtencao destes compostos, nao €& pré-definida
uma concentragao para classificar a atividade antimicrobiana de compostos naturais
(DOS SANTOS REIS et al., 2020; JAYASUNDARA et al., 2021). Segundo Djabou et
al., (2013) os compostos naturais poderiam ser classificados como inativo, ativo,
moderadamente ativo e extremamente ativo. Tendo em vista essa classificagdo a
acgao do principio ativo de 6-gingerol nesse estudo foi considerada moderadamente
ativa, enquanto o OEGB seria considerado inativo.

Muitas espécies de Zingiber foram identificadas e seus compostos bioativos
descritos, os quais podem estar presentes gingerdis e shogaols, compostos que
possuem atividade antimicrobiana (SIVASOTHY et al., 2011, MICKYMARAY et al.,
2019). 6-gingerol € um dos principais constituintes nao volateis do rizoma de
gengibre, responsavel pelo aroma e sabor pungente caracteristico do gengibre
fresco (JOLAD et al.,, 2004). Embora o OEGB contenha um grande numero de
componentes quimicos com atividade antimicrobiana (JAYASUNDARA et al., 2021)
alguns autores atribuem a efetividade do OE a atividade sinérgica destes compostos
(CHAN et al., 2009, DOS SANTOS REIS et al., 2020), enquanto outra caracteristica
que podem ser atribuida a atividade antimicrobiana eficaz esteja relacionada com a
estrutura lipofilica, que resulta na desestabilizagdo da membrana celular podendo
interferir no transporte de ions e solutos, levando a morte celular (TURINA et al.,
2006, BAKKALI et al., 2008). Neste estudo, os dois compostos bioativos avaliados
demonstraram ag&do antimicrobiana sobre os microrganismos estudados, dessa
forma sendo proposto como fontes de compostos com propriedades
antimicrobianas.

Diversas condi¢cdes favorecem a adesao celular e formagao de biofilme,
como a presenca de residuos que fornecem substratos associado as caracteristicas
de determinadas superficies como hidrofobicidade e presencga de rugosidades, que
podem resultar no aumento da fixacao bacteriana (FAGERLUND et al., 2020).
Neste estudo, os isolados avaliados exibiram capacidade de formagéo de biofilme na
superficie de polipropileno em 96 h de incubacdo a 10 °C e ao avaliar a acao
antibiofilme do OEGB e 6-gingerol foi possivel observar um comportamento de agao
distinto sob células expostas.

6-gingerol demonstrou agdo antimicrobiana em células plancténicas,
necessitando de baixas concentragdes para inibir o crescimento bacteriano. No

entanto, quando avaliada a concentragao de CIM como interferente na adesao
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celular, nao foi possivel visualizar acédo eficaz, reforcando a necessidade de uma
concentragcdo mais elevada quando trabalhado com células sésseis, visto que a
diferenca no comportamento metabdlico no interior do biofilme multiespécies pode
impedir a agdo do composto avaliado (BOUCHER et al, 2021). Esse comportamento
€ evidenciado através da contagem de células de L. monocytogenes, quais a MIC
tolerada (0,62 mg/ml) foi inferior a CIM exposta no biofilme multiespécies. L.
monocytogenes foi capaz de aderir a superficie de polipropileno (3,75UFC/cm?) e
sobreviver no tempo de 96 h a 10 °C, demonstrando o comportamento simbidtico
entre as células bacterianas, onde S. Typhimurium e P. aeruginosa demonstram um
comportamento de protecdo permitindo a sobrevivéncia de L. monocytogenes em
uma condicado hostil. Resultados distintos foram encontrados por Kim et al. (2015),
onde 6-gingerol inibiu a adesdo de P. aeruginosa em 19-53% (tratamento com 10
MM) em superficies de vidro. No entanto, ndo ha publicagao anterior sobre a eficacia
de 6-gingerol contra células sésseis de P. aeruginosa, L. monocytogenes e S.
Typhimurium.

Quando avaliada a eficacia antibiofiime do OEGB, tanto a concentracido de
CIM como "2 CIM demonstraram melhor eficacia contra células sésseis quando
comparado ao 6-gingerol (p> 0,05). A melhor atividade do OEGB pode ser atribuida
a sua caracteristica lipofilica proporcionado alteragdes fisico-quimicas na superficie
celular e atividade antioxidante que interfere na interacdo célula-superficie,
impedindo a adesdo celular (BELLIK et al., 2014; YOUSFI et al., 2021),
comportamento demonstrado em nosso estudo, onde houve uma redugédo da
biomassa celular quando comparada ao controle, contudo n&o havendo eliminag&o
total das células sésseis, dado também avaliado pela presenca de células
planctdénicas durante as 96 h de incubagdo (ANEXO 1). Fato importante a ser
discutido € a melhor efetividade do OEGB em redug¢des logaritmicas ocorrendo nas
primeiras horas de incubacéo (1 — 48 h) para os trés microrganismos avaliados, um
fato que deve ser considerado para a diferenca de acéo entre os maiores tempos de
incubacado é a possivel volatilidade do OE, mesmo na temperatura de 10 °C,
resultando em uma agdo menos eficaz nos tempos de 72 h e 96 h. Nosso estudo
condiz com os resultados encontrados por Reis-Teixeira et al. (2019) onde o OEGB
teve efeito na diminuicdo de contagens sésseis de biofiime unico de L.

monocytogenes.
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Esse resultado deve ser considerado de forma a empregar o uso de
compostos naturais como coadjuvantes no processo de sanitizagdo, visto que a
etapa de higienizagao no processo de trabalho industrial se intercala a cada 24 h. De
forma semelhante, Chakotiya et al. (2017) avaliou a capacidade de formagédo do
biofilme de P. aeruginosa demonstrando a redugéo de 68,13—-88,63% dos biofilmes
utilizando a concentracédo de 50 a 200 pg/mL de OEGB. De forma distinta,
Mazzarrino et al. (2015) ndo encontrou atividade antimicrobiana do OEGB sobre

células de L. monocytogenes e S. Typhimurium.

5.5 CONCLUSAO

Pela primeira vez foi avaliada a acao do OEGB sob biofilme multiespécies
em superficie de polipropileno.Em nosso estudo, foi considerado o OEGB como
possivel agente antimicrobiano e encontramos potencial atividade antibiofiime
contra biofilme multiespécies formado por L. monocytogenes, S. Typhimurium e P.
aeruginosa a depender da concentragdo empregada. Os resultados desse estudo
destacam que 6-gingerol possui potencial antibacteriano para células plancténicas,
no entanto ndo empregando o mesmo potencial para células sésseis em associagao,
enquanto o OEGB possui eficacia antimicrobiana e antibiofiime contra
microrganismos patogénicos representando uma estratégia promissora no controle
de biofilme multiespécies. Portanto, a utilizagdo do OEGB como coadjuvante na
etapa de higienizagdo pode ser considerada ecologicamente correta no controle de

microrganismos patogénicos e deteriorantes na industria de alimentos.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os quatro compostos avaliados demonstraram atividade antibacteriana
sobre isolados de L. monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa avaliados
neste estudo. Quando avaliado a efetividade dos compostos sobre células sésseis,
piperina demonstrou ser mais efetivo quando comparado ao OEP e OEGB quando
comparado a 6-gingerol. Por sua vez 6-gingerol demostrou atividade antibacteriana
sobre os isolados avaliados, e nao demostrou atividade anti formacao de biofilme na
concentracio avaliada.

O consorcio bacteriano formado por L. monocytogenes, S. Typhimurium e P.
aeruginosa foi capaz de aderir a superficie de polipropileno mantendo a contagem
de células (UFC/cm?) em todos os tempos avaliados. Observando a distribuicdo
relativa dos microrganismos presentes no biofilme multiespecies, foi possivel
observar que os tramentos aplicados resultaram em uma alteracéo da populacdo no
interior do biofilme, favorecendo o desenvolvimento de L. monocytogenes,
microrganismo até entdo sensivel as concentragdes avaliadas, este comportamento
foi observado para os quatro compostos.

Biofilmes isolados de L. monocytogenes, S. Typhimurium e P. aeruginosa,
bem como a associagdo dos microrganismos expressou genes de importancia na
formagdo e manutencdo de biofilme. A aplicagdo de piperina resultou em uma
desregulagéo génica nos biofilmes simples e multiespécies.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem a possivel aplicagao do OEP,
OEGB e piperina como compostos adjuvantes no processo de sanitizagado em
superficies de manipulacido de alimentos, no entanto sdo necessarios mais estudos
a respeito da aplicacdo adequada destes compostos, visando aproveitar seu
potencial antibacteriano e anti formagao de biofilme e minimizando efeitos residuais

nestas superficies.
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