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INTRODUCAO

Cronobacter spp. sdo patégenos oportunistas que
pertencem a familia Enterobacteriaceae, e incluem sete
espécies: Cronobacter sakazakii, C. malonaticus, C.
turicensis, C. muytjensii, C. dublinensis, C. condimenti e
C. universalis (Iversen et al. 2008; Joseph et al. 2012).
Entre estas, C. sakazakii é a espécie mais implicada nos
casos de infeccBes graves em bebés, principalmente apés o
consumo de férmulas infantis em p6 contaminadas
(FAO/WHO, 2008; Forsythe; Dickins; Jolley, 2014). As
formulas infantis em pé foram um dos primeiros alimentos
com isolamento de Cronobacter spp. (Farmer, 2015),
entretanto esse patdgeno ja foi isolado de diversos
alimentos de origem vegetal (Cechin et al., 2022), e em
menor ocorréncia em alimentos de origem animal (Li et al.
2020, Zeng et al., 2020).

Para o controle de micro-organismos em alimentos as
indlstrias fazem o uso de conservantes para prevenir a
deterioracdo e para garantir a seguranca do produto. Os
conservantes sintéticos sdo a alternativa mais utilizada
pelas industrias, entretanto, nos Gltimos anos, alternativas
naturais a esses compostos estdo sendo objetos de pesquisa,
devido a preocupacdo dos consumidores em relagdo aos
possiveis efeitos adversos que 0s conservantes sintéticos
podem causar (Souza et al., 2019). Entre essas alternativas
destacam-se 0 uso de 6leos essenciais como um potencial

substituto dos conservantes quimicos.

Os oOleos essenciais (OE) sdo produtos naturais
obtidos de diversas partes de plantas aromaticas como
flores, brotos, folhas, caule, frutas, cascas, sementes; e
produzidos apenas por meios fisicos, como prensagem e
destilacdo, de uma planta inteira ou parte de uma planta de
origem conhecida (Vergis et al., 2015; Ribeiro-Santos et
al., 2017). Estes 6leos apresentam diversos compostos,
incluindo compostos fendlicos, que possuem atividade
antimicrobiana e possibilitam a diminui¢do ou mesmo a
eliminacdo de microrganismos, podendo reduzir ou
substituir o uso de aditivos sintéticos, tornando-se
antimicrobianos alternativos (Calo et al., 2015; Ribeiro-
Santos et al., 2017).

Apesar do numero crescente de estudos sobre a
avaliacdo da atividade antimicrobiana de OE contra
bactérias patogénicas, estudos sobre o efeito dos OE em
Cronobacter spp. ainda sao escassos (Ribeiro et al., 2023).
Assim, o estudo da agdo antimicrobiana em Cronobacter
spp. mostra-se relevante uma vez que as pesquisas tém
demonstrado a sua presenca em alimentos e o possivel uso
dos OE como alternativa natural para minimizar o risco por
Cronobacter e contribuir para a saide dos consumidores.
No futuro, a utilizacdo dos OE como alternativa para
reducdo de contaminacGes de alimentos e das superficies
de equipamentos nas inddstrias de alimentos torna-se
promissor.

Desta forma, este projeto de iniciacdo cientifica tem

como objetivo avaliar a acdo antimicrobiana de 6leos
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essenciais sobre Cronobacter spp. isoladas de alimentos

prontos para o0 consumo.
METODOLOGIA

Oleos essenciais

Foram avaliados dez OE, sendo eles, cravo (Syzygium
aromaticum), alecrim (Rosmarius officinalis), horteld
(Mentha spicata), pimenta rosa (Schinus terebinthifolius
Raddi), manjerona (Origanum majorana L.), canela
(Cinnamomum cassia), tomilho branco (Thymus vulgaris),
liméo siciliano (Citrus limon), ctrcuma (Curcuma longa)
e gengibre (Zingiber officinale). As solu¢des de OE foram
diluidas em solugdo de dimetilsulféxido (DMSO) a 10%.

Culturas de Cronobacter spp.

Foram utilizadas 8 culturas de C. sakazakii e 2 de C.
malonaticus isoladas de alimentos prontos para 0 consumo
como granola, semente de chia, semente de linhaga, farinha
de chia e farinha de linhaca. As culturas sdo de diferentes
perfis genotipicos (diferentes alelos do gene fusA) e de

resisténcia a antibiéticos.

Verificagdo da atividade antimicrobiana de 6leos

essenciais.

Uma avaliacdo inicial da atividade antimicrobiana foi
realizada pelo método de disco-difusdo segundo
Berthold-Pluta et al. (2019), com pequenas modificacdes.
As culturas de Cronobacter foram cultivadas em Tryptic
Soy Agar (TSA) durante 20 horas. Para preparacdo do
indculo, col6nias foram suspendidas em solucdo salina
0,85% a fim de obter uma turbidez comparada a escala 0,5
de McFarland (108 UFC/mL), foram diluidas até uma
concentracdo de aproximadamente 10° UFC/mL e
espalhadas em placas de TSA por meio de um swab estéril.
Discos de papel filtro estéreis de 6 mm foram
acrescentados nas placas, e aliquotas de 10 pL de cada 6leo
essencial em seu estado puro adicionados nos discos
imediatamente. As placas foram deixadas em temperatura
ambiente durante 30 minutos para a completa difusdo dos
6leos, e em seguida incubadas a 35°C durante 24 horas.

Ap6s o periodo de incubacao, foi verificado o didametro dos

halos de inibicdo em milimetros para uma triagem inicial
dos 6leos essenciais frente as cepas estudadas. Os OE que
apresentaram zona de inibicdo > 21 mm (incluindo o
didmetro do disco) foram considerados com alta atividade
antimicrobiana, de 14 — 21 mm com média atividade
antimicrobiana, e <14 mm com baixa atividade
antimicrobiana. Os experimentos foram realizados em

triplicatas.
Determinacéo da concentracao inibitéria minima.

A CIM foi determinada através da técnica de
microdiluicdo em caldo Mueller-Hinton segundo o
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012)
e Gongalves et al. (2017). Os in6culos foram preparados
seguindo a turbidez 0,5 de uma solucdo padrdo da escala
de McFarland e diluido até uma concentragdo final de
aproximadamente 10° UFC/mL. Solugdes contendo
diversas concentragdes dos dleos essenciais (50 — 0,09766
mg/mL) e (3,125 — 0,0061), diluidas de forma seriada,
foram adicionadas em placas de microdilui¢do contendo
caldo Mueller-Hinton como meio de crescimento. Em
seguida, o in6culo foi adicionado em cada poco da placa
de microdiluicéo, e incubado a 35 °C durante 18 + 2 horas.
A CIM foi determinada como a menor concentracdo de
agente antimicrobiano que inibe completamente o
crescimento do microrganismo nos pogos de microdiluigdo
detectado visualmente, e para confirmacdo, foram
adicionados 50 pL de uma solugdo de cloreto de trifenil
tetrazélio (0,1%) em cada poco e incubado novamente por
3 h. Pogos com coloragdo vermelha indicam atividade
respiratoria (crescimento), e assim a confirmagdo da CIM
foi determinada como a menor concentragdo capaz de

inibir o crescimento microbiano (sem coloracdo vermelha).

Determinacéo da concentracdo minima bactericida.

A CMB foi determinada segundo Fei et al. (2018).
Ap6s a determinacdo da CIM, as aliquotas das culturas
apds o tratamento que ndo apresentaram crescimento
foram inoculadas em placas de Tryptic Soy Agar (TSA) e
incubadas a 35°C por 24h. A CMB foi definida como a
menor concentracdo na qual ndo houve crescimento em
agar TSA.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificacdo da atividade antimicrobiana de 6leos
essenciais.

A partir dos dados experimentais obtidos nesta etapa
de triagem (Tabela 1) nota-se alta atividade antimicrobiana
de OE provenientes do tomilho, canela e manjerona, média
atividade inibitéria do OE de cravo, com excecao da cepa
C152, e baixa atividade inibitéria para o OE de horteld A
atividade inibitéria do OE de alecrim foi dependente da
cepa, variando de 0 a 17,95 mm, como mostra a Tabela 1.
Ademais, observa-se a auséncia de halos de inibicdo a
partir da aplicacdo de 6leos essenciais de gengibre, limdo,

cdrcuma e pimenta rosa, indicando insuficiente atividade

antimicrobiana sobre as cepas estudadas e desta forma, os
mesmos nao foram incluidos nas analises posteriores.

Dentre os OE com os melhores resultados, no
tomilho, estd presente o timol (50%), na canela, o
cinamaldeido (80%), e na manjerona, 0 terpineno-4-ol
(22%) e sabineno (16%) (Ferquima). Os resultados obtidos
corroboram com estudos que ja demonstraram que
compostos como trans-cinamaldeido, citral, carvacrol,
timol e eugenol possuem efeito antimicrobiano contra
cepas de Cronobacter spp., e essas substdncias sdo
constituintes individuais de muitos OE
(Amalaradjou;Hoagland; Venkitanarayanan, 2009; Shi et
al., 2016).

Tabela 1a. Didmetro médio dos halos de inibicdo dos dleos essenciais frente a cepas de Cronobacter spp.

Oleo Didmetro médio dos halos (mm)

Essencial C06 C10 C39 C62 C101
OEC 26,80 (+1,47) 24,19 (z0,70) 26,56 (+0,68) 27,43 (+1,88) 26,86 (+2,96)
OEG 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
OEL 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
OEM 24,99 (+4,29) 23,48 (£3,43) 21,83 (£5,36) 26,79 (+4,60) 22,85 (+4,14)
OEH 10,77 (£0,25) 11,40 (£0,14) 12,06 (£1,01) 11,38 (£1,20) 13,27 (£1,56)
OEPR 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
OEA 14,83 (+0,39) 15,96 (+2,53) 13,86 (+1,12) 10,20 (1,18) 12,38 (+0,66)

OECR 17,29 (x0,35) 18,12 (+£2,81) 14,40 (x0,27) 15,67 (£0,26) 15,86 (£0,78)
OET >50,40 >52,10 >62,40 >38,80 >48,35
OECC 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Tabela 1b. Didmetro médio dos halos de inibigdo dos 6leos essenciais frente a cepas de Cronobacter spp.
Oleo Didmetro médio dos halos (mm)

Essencial C125 C131 Cl44 C146 C152
OEC 26,05 (£2,18) 26,30 (£1,58) 25,54 (£1,36) 25,73 (£2,56) 26,31 (+1,01)
OEG 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
OEL 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
OEM 26,69 (£7,89) 34,59 (£7,51) 24,59 (£3,09) 26,72 (£5,78) 22,87 (£5,63)
OEH 11,84 (£0,52) 10,62 (£0,21) 11,48 (£0,85) 12,17 (£1,70) 12,78 (£1,21)
OEPR 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
OEA 0,00 0,00 17,95 (£1,47) 14,62 (£1,05) 14,62 (£1,96)
OECR 15,67 (£0,26) 14,22 (£0,67) 20,37 (0,78) 16,79 (£1,53) 22,04 (£2,76)
OET >50,13 >40,12 >44,85 >46,56 >47,12
OECC 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

OEC, OE canela; OEG, OE gengibre; OEL, OE limdo; OEM, OE manjerona; OEH, OE horteld; OEPR, OE pimenta-rosa; OEA, OE alecrim; OECR, OE cravo;

OET, OE tomilho; OECC cdrcuma.

Determinagéo da concentragéo inibitdria minima.
Nota-se que o OE de tomilho e canela apresentaram o
melhor desempenho inibitério em comparacgdo aos demais

OE (Tabela 2), onde 8 e 7 cepas apresentaram CIM

<0,0488 mg/mL, respectivamente, sendo essa a menor

concentragdo avaliada.
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Tabela 1 - Concentragdes Inibitdrias Minimas (mg/mL) dos OE em cepas Cronobacter spp.
Oleo CIM (mg/mL)

Essencial ~ CO06 C10 C39 C62 C101 C125 C131 Cl44 C146 C152
OEC 0,39063 0,0976 0,09766 0,09766 0,09766 0,19531 0,19531 0,04883 0,04883 0,19531
OEM 0,39063 0,19531 0,19531 0,39063 0,09766 0,19531 0,19531 0,39063 0,09766 0,19531
OEH 0,19531 0,19531 0,39063 0,78125 0,09766 0,39063 0,39063 0,39063 0,19531 0,19531
OECR 0,39063 0,39063 0,39063 0,39063 6,25000 6,25000 6,25000 1,5625 0,39063 0,78125
OET 0,09766 0,09766 0,09766 0,09766 0,09766 0,19531 0,09766 0,19531 0,09766 0,04883
OEA 1,56250 3,12500 1,56250 1,56250 0,78125 3,12500 1,56250 1,5625 0,39063 0,39063

Também  apresentaram  desempenho inibitorio tomilho, a partir dos menores valores de CIM e CBM,

satisfatorio os OE de manjerona e horteld, com CIM
variando de 0,09766 a 0,39063 mg/mL, (Tabela 2). O OE
de cravo apresentou atividade inibitéria varidvel e
dependente da cepa. Ademais, 0 OE de alecrim demonstrou
0 menor potencial inibitério, com CIM variando de

0,39063 a 3,12500 mg/mL.

Determinagéo da concentragdo minima bactericida.

Ao analisar os dados obtidos experimentalmente de
CMB apresentados na Tabela 3, pode-se validar alguns dos
valores de CIM também como CMB (Tabela 3),
confirmando que os OE avaliados apresentaram agédo
antibacteriana frente as cepas de Cronobacter spp. até

entdo avaliadas, onde os OE de canela, manjerona, e

apresentaram os melhores resultados.

De acordo com Menezes et al. (2009), produtos
naturais exibem atividade antimicrobiana suficiente
quando a concentragdo inibitoria € inferior a 100 mg/mL.
No presente estudo, as CIM e CBM dos OE de canela,
manjerona, e tomilho, apresentaram valores muito baixos,
0 que indica elevada atividade antimicrobiana e corrobora
o resultado de outros estudos em relacdo a canela (C.
cassia) e tomilho (Thymus vulgaris) (Abu-Ghazaleh et al.,
2019; Almeida et al., 2012; Al-Nabulsi et al., 2015). No
entanto, ndo foi encontrado dados na literatura dos OE de
horteld (Mentha spicata), cravo (Eugenia caryophyllata),
alecrim (Rosmarinus officinalis) e manjerona (O. majorana

L) frente as cepas de Cronobacter spp.

Tabela 3 - Concentracdes Minimas Bactericidas (mg/mL) dos OE em cepas de Cronobacter spp.

Oleo CMB (mg/mL)

Essencial  C06 C10 C39 C62 c101 C125 C131 Cl44 C146 C152
OEC 0,39063 0,0976 0,09766 0,09766 0,39063 0,39063 0,39063 0,19531 0,04883 0,19531
OEM 0,39063 0,19531 0,19531 0,39063 0,09766 0,19531 0,19531  0,39063 0,09766 0,39063
OEH 0,19531 0,19531 0,39063 0,78125 0,09766 0,39063 0,39063 0,78125 0,19531 0,19531

OECR  0,39063 3,12500 0,78125 6,25000 12,50000 25,00000 12,50000 6,25000 3,12500 3,12500
OET 0,09766 0,09766 0,09766 0,09766 0,09766 0,04883 0,09766  0,19531 0,02441 0,02441
OEA 156250 3,12500 1,56250 1,56250 0,78125 3,12500 1,56250 6,25000 0,39063 0,78125
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CONCLUSOES

Diante dos resultados deste estudo surgem
possibilidades de utilizar os OE de canela (Cinnamomum
cassia), manjerona (O. majorana L), tomilho (Thymus
vulgaris), cravo (Eugenia caryophyllata), horteld (Mentha
spicata) e alecrim (Rosmarinus officinalis), a
concentragdes variadas, como agentes antimicrobianos
frente a Cronobacter spp., e mais estudos devem ser
realizados para a avaliar a aplicacdo desses compostos em
alimentos ou embalagens para oferecer atividade

antimicrobiana.
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