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RESUMO

Actualmente verifica-se uma crescente preocupacdo relativamente aos
conservantes sintéticos, e um numero cada vez maior de consumidores opta
por alimentos que contenham ingredientes naturais, ou seja, compostos com
actividade antimicrobiana. Assim, o presente trabalho teve como objectivo o
estudo da resposta ao stress e adaptacdo de células de Staphylococcus
aureus, um dos patdégenos responsavel pela contaminagdo cruzada dos
alimentos, ao extracto de Vaccinium cylindraceum, uma baga endémica dos
Acores. O efeito do extracto nas células individuais de S. aureus foi estudado
usando a capacidade de células desenergizadas em reter eficientemente a
carboxifluoresceina (cF) como um indicador de actividade enzimatica e de
integridade da membrana, e a sua extrusao por transporte activo quando as
células foram energizadas com glucose, como um indicador da capacidade de
gerar energia metabolica. Verificou-se que o extracto de V. cylindraceum afecta
a actividade metabdlica das células de S. aureus, e que danifica a membrana
citoplasmatica, sugerindo que a dissipacdo do gradiente de membrana pode
ser em parte responsavel pela menor eficiéncia das células em gerar energia. A
andlise multiparamétrica por citometria de fluxo (CMF) de células de S. aureus
crescidas na presenca de extracto revelou que a populacdo é heterogénea
quanto a sua tolerancia ao extracto de V. cylindraceum, tendo-se observado
uma sub-populacdo que se tornou mais robusta mantendo a integridade da
membrana. No entanto, esta resposta adaptativa ndo foi evidente no que se
refere & actividade metabdlica destas células de S. aureus stressadas com V.
cylindraceum. A analise por CMF de células marcadas com carboxifluoresceina
diacetato (cFDA) e iodeto de propidio (IP) revelaram trés subpopulacdes, i.e.
células intactas (cF-fluorescentes), células danificadas (IP-fluorescentes) e
células permeaveis (IP e cF-fluorescentes). Além do interesse fundamental
subjacente a elucidacdo dos mecanismos envolvidos na resposta ao stress e
adaptacdo de S. aureus ao extracto de V. cylindraceum alcangcados no
presente trabalho, fornecemos um método rapido para avaliar o estado
fisiolégico de células individuais de S. aureus, 0 que representa uma técnica
poderosa para a industria em termos de seguranga alimentar.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, citometria de fluxo, actividade

antimicrobiana, Vaccinium cylindraceum, stress, adaptagao.



ABSTRACT

The growing concern about synthetic preservatives leads to a growing number
of consumers that require foods which contain natural ingredients, i.e., natural
compounds with antimicrobial activity. Thus, the goal of the present work was to
study the stress response and adaptation of Staphylococcus aureus cells, one
of the pathogens responsible for food cross-contamination, to the extract of
Vaccinium cylindraceum, an endemic berry from the Azores. The extract effects
on S. aureus single cells was evaluated using the ability of de-energized cells to
retain efficiently carboxyfluorescein (cF), as an indicator of enzymatic activity
and membrane integrity, and the energy-dependent efflux of cF as an indicator
for metabolic energy generation. V. cylindraceum extract clearly affected the
metabolic activity of S. aureus cells and damaged the cytoplasmic membrane,
suggesting that the dissipation of the proton motive force may be responsible
for the less efficiency of cells in generating energy. Multiparametric flow
cytometry (FCM) analysis of S. aureus cells grown in the presence of extract
reveals a more robust sub-population, capable of maintaining membrane
integrity. However this adaptive response was not observed in which regards
the metabolic activity of V. cylindraceum stressed cells. FCM analysis of cells
stained with carboxyfluorescein diacetate (cFDA) and propidium iodide (PI)
revealed three sub-populations, i.e., intact cells (cF-fluorescent), damaged cells
(Pl-fluorescent) and cells permeable (Pl and cF-fluorescent). Besides the
fundamental interest underlying the elucidation of mechanisms involved in the
stress response and adaptation of S. aureus cells to V. cylindraceum achieved
in this work, it provides a rapid method to assess the physiological state of S.
aureus single cells, representing a powerful technique for the industry in terms

of food safety.

Keywords: Staphylococcus aureus, flow cytometry, antimicrobial activity,

Vaccinium cylindraceum, stress, adaptation.



ABREVIATURAS

ADN — Acido desoxirribonucleico

ARN — Acido ribonucleico

ATCC — American Type Culture Collection
ATP — Adenosina Trifosfato

ay— Actividade da agua
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SSC - Side scatter channel
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1. INTRODUCAO

A deterioracao dos alimentos devido ao crescimento microbiano constitui ainda
um problema dificil de controlar, apesar das tecnologias de conservacao

alimentar existentes (Rauha et al., 2000).

Actualmente verifica-se uma grande preocupacdo relativamente ao uso de
conservantes sintéticos, e consequentemente um numero cada vez maior de
consumidores opta por alimentos que contenham ingredientes naturais, o que
desencadeou um interesse crescente em relagdo a novos compostos naturais
com actividade antimicrobiana (Brul e Coote, 1999; Casp e Abril, 1999; Rauha
et al., 2000; Agatemor, 2009; Wu et al., 2009). Tém sido realizados diversos
estudos sobre a actividade antimicrobiana de extractos de plantas e
especiarias, concluindo que estes possuem actividade contra um largo

espectro de bactérias (Kivanc et al., 1991; Burdulis et al., 2009).

Os frutos tipo baga, entre os quais os do género Vaccinium, possuem elevado
valor comercial nos Estados Unidos da América e também nos paises
Nordicos, pelas suas propriedades benéficas para a saude (Puupponen-Pimia
et al.,, 2005a). Estes frutos possuem uma grande variedade de compostos
fitoquimicos, entre 0s quais as antocianinas, que contribuem grandemente para
a sua actividade antimicrobiana (Kivanc et al., 1991; Burdulis et al., 2009). No
entanto, a utilizacdo de extractos naturais como conservantes alimentares
levanta uma questdo importante que € a da sua influéncia sobre as
propriedades organolépticas, pelo que se espera que estes sejam adicionados
em pequenas quantidades. Assim, a sua sucessiva aplicacdo pode influenciar a
capacidade dos microrganismos sobreviverem e crescerem nos alimentos e
consequentemente contribuir para o desenvolvimento de estirpes tolerantes a

compostos naturais (Smid e Gorris, 2007).

Quando se considera a sobrevivéncia de microrganismos expostos a diferentes
factores de stress, a heterogeneidade de estados metabdlicos e fisiol6gicos
existentes numa populacdo microbiana revela-se, uma vez que nem todas as
células sobrevivem de igual forma quando sujeitas a condicdes que

representam um desafio para a célula (Jordan et al., 1999; Booth, 2002). Deste



modo, a utilizacdo de uma técnica que permita a analise de células individuais,
como a citometria de Fluxo (CMF), fornece uma informacao muito mais valiosa
do que os dados obtidos através das técnicas de microbiologia classicas que
sao relativos a cultura como um todo, ou seja, apresentam um valor medio de
um determinado parametro, pressupondo que cada célula contribui de igual

forma para o fendmeno observado (Kell et al., 1991; Davey e Kell, 1996).

O Vaccinium cylindraceum é uma espécie endémica do arquipélago dos
Acores, presente em todas as ilhas excepto na ilha Graciosa, e conhecido
localmente como uva-da-serra, uva-do-mato ou rosmaninho (Schéafer, 2002),
nao existindo, de acordo com o conhecimento do autor, estudos relativamente
as suas propriedades bioactivas. Assim, o presente trabalho teve como
objectivo avaliar a actividade antimicrobiana do extracto aquoso dos frutos de
V. cylindraceum, em relagdo a células individuais de um microrganismo
patogénico de origem alimentar, o Staphylococcus aureus. Pretendeu-se,
através da técnica de citometria de fluxo (CMF) associada aos fluorocromos
5(6)-carboxifluoresceina diacetato (cFDA) e iodeto de propidio (IP),
compreender os mecanismos envolvidos na toxicidade e tolerancia ao V.
cylindraceum, através da caracterizacdo do estado fisiolégico de células

individuais de S. aureus.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Conservagao dos alimentos

Durante o processamento dos alimentos € crucial que se garanta a sua
seguranca e estabilidade durante o seu prazo de validade (Brul e Coote, 1999).
Para que tal aconteca, € necessaria a inactivacao/controlo dos microrganismos
que compBem a sua microflora, que sdo os principais responsaveis pela

deterioragéo dos alimentos (Casp e Abril, 1999).

Existem varias técnicas que podem ser utilizadas na conservagdo dos
alimentos, como sejam a aplicacdo do calor (pasteurizacdo e esterilizacdo), a
aplicacédo de frio (refrigeracédo e congelacao), a diminuicdo da agua disponivel
(desidratacao, concentracdo, salga e fumagem) (Casp e Abril, 1999; Ray, 2005;
Adams e Moss, 2008), ou a utilizacdo de conservantes quimicos, sendo 0s
mais comuns o0s acidos organicos fracos, como o acético, lactico, benzdico e
sérbico, entre outros (Brul e Coote, 1999; Casp e Abril, 1999; Ray, 2005).

A utilizagdo de conservantes, i.e. acidos benzoico e soérbico, tornou-se uma
pratica generalizada na industria alimentar uma vez que estes compostos eram
muito eficazes a inibir o crescimento microbiano. Para valores de pH baixos os
acidos fracos encontram-se no estado indissociado e sem cargas, sendo
capazes de penetrar na célula por difusdo; ja no seu interior, e ao encontrarem
um pH mais elevado, os acidos organicos fracos dissociam-se, libertando
protdes e anides que, por possuirem carga, ndo atravessam a membrana,
diminuindo assim o pH e inibindo o metabolismo (Brul e Coote, 1999; Beales,
2004; Rahman, 2007). Estes acidos inibem o crescimento dos microrganismos
ao afectar a parede ou membrana celulares, enzimas metabdlicas, ou o
sistema de sintese de proteinas ou de material genético (Brul e Coote, 1999;
Casp e Abril, 1999).

Actualmente, a utilizacdo de novos métodos de conservacdo, como seja a
tecnologia de barreiras, onde € utilizada a combinacédo de varios tratamentos

sub-letais, com o objectivo de perturbar simultaneamente varios mecanismos



homeostéaticos temporaria ou permanentemente, permite a proteccdo dos
alimentos relativamente a microrganismos patogénicos e responsaveis pela
deterioragdo dos alimentos mantendo, ao mesmo tempo, as propriedades
organolépticas do alimento, como seja a cor, sabor, textura e valor nutritivo
(Brul e Coote, 1999; Casp e Abril, 1999; Yousef e Courtney, 2003). No entanto,
tem-se tornado evidente que esta tecnologia poderé apresentar perigos no que
se refere a sobrevivéncia e crescimento de patdgenos de origem alimentar
(Smid e Gorris, 2007).

2.2. Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus foi descrito conclusivamente por Anton Rosenbach
em 1884 (Freeman-Cook e Freeman-Cook, 2006), estando actualmente
descritas 27 espécies e sete sub-espécies do Género Staphylococcus (Adams
e Moss, 2008). E uma bactéria Gram-positiva, catalase positiva, oxidase
negativa, anaerodbia facultativa, imével e ndo formadora de esporos, com forma
cocoide e diametro de aproximadamente um pm, crescendo em aglomerados
em forma de cachos (Adams e Moss, 2008). Cresce num intervalo de
temperatura entre 7 e 48 °C, embora a temperatura 6ptima seja 37 °C (Jay,
2000; Ray, 2005; Adams e Moss, 2008). Possui a capacidade de crescer entre
pH de 4,0 e 9,8, com um crescimento 6ptimo entre 6,0 e 7,0 (Jay, 2000; Adams
e Moss, 2008).

Esta bactéria possui particular relevancia a nivel alimentar devido a sua
elevada tolerancia ao sal e a valores de a, baixos, conseguindo crescer em
concentracfes de NaCl até 20%, tendo-se observado o seu crescimento a
valores de a,, de 0,83, embora o valor de a,, reconhecido como minimo seja de
0,86 (Jay, 2000; Adams e Moss, 2008).

A producédo de toxina esta associada sobretudo a espécie S. aureus, embora
também tenha sido descrita em outras espécies, incluindo Staphylococcus
intermedius e Staphylococcus hyicus (Adams e Moss, 2008). A intoxicacao
causada pela toxina estafilocécica € uma doenca de origem alimentar comum
(Jay, 2000), mas normalmente sub-reportada pelo facto dos seus sintomas

serem moderados e de curta duragdo (Adams e Moss, 2008). O intervalo de
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temperatura no qual ocorre a producdo de toxina € menor que aquele
correspondente ao crescimento (10-45 °C), com um 6ptimo de 35-40 °C, sendo
também afectada pelas condicbes anaerébias. A toxina possui maior
resisténcia as temperaturas elevadas que as células vegetativas de S. aureus,
sendo pouco provavel a sua inactivacdo pelo cozinhar dos alimentos ou pelos

tratamentos térmicos de conservacao utilizados comercialmente (Jay, 2000).

Este microrganismo pertence a flora normal dos humanos, particularmente nas
superficies mucosas, entre as quais as superficies nasais, sendo que cerca de
20-50% dos adultos saudaveis possui colénias de S. aureus nos seus tractos
nasais (Adams e Moss, 2008), pelo que é frequente a contaminacdo dos
alimentos com S. aureus através dos manipuladores de alimentos, podendo os
alimentos também ser contaminados atraves de leses cutaneas infectadas, ou
por tosse ou espirros (Adams e Moss, 2008). As carnes salgadas, como o
fiambre, sdo particularmente vulneraveis, uma vez que o0 microrganismo nao é
afectado pelos niveis de sal que inibem grande parte da flora competitiva.
Outros alimentos frequentemente responsaveis por surtos sao queijos curados,

sobremesas frias, cremes e doces recheados (Adams e Moss, 2008).

A intoxicacdo alimentar provocada por S. aureus € caracterizada por um
periodo de incubacdo curto, cerca de duas a quatro horas, e o tempo de
recuperacdo tem a duracédo de um a dois dias. Os sintomas predominantes sédo
as nauseas, vomitos, colicas e prostracdo, sendo que diarreia € também
frequente (Ray, 2005; Adams e Moss, 2008). As toxinas A e D, isoladas ou
combinadas, sdo as frequentemente implicadas nos surtos de intoxicacdes
alimentares. Embora as toxinas produzidas por S. aureus sejam
frequentemente descritas como enterotoxinas, estas sdo verdadeiramente
neurotoxinas, porque actuam sobre 0s receptores intestinais que estimulam o

nervo vago e o sistema simpatico, provocando vomitos (Adams e Moss, 2008).

As causas mais frequentes de intoxicacéo alimentar consistem na refrigeracéo
inadequada, preparacdo dos alimentos com muita antecedéncia, manipulacao
realizada por individuos infectados e com pouca higiene, preparacdo dos

alimentos ou tratamento térmico inadequados, e manutencéo dos alimentos em



equipamentos de aguecimento com temperaturas optimas para o crescimento
bacteriano (Jay, 2000).

2.3. Produtos naturais com actividade antimicrobiana

Desde tempos remotos que as ervas sao conhecidas pela sua actividade
antimicrobiana (Juven et al., 1994; Chang, 1995). Mais recentemente, extractos
de plantas foram estudados e propostos como agentes antimicrobianos
naturais para utilizacdo na alimentagao (Del Campo et al., 2000; Hsieh, 2000;
Hsieh et al., 2001).

As plantas sintetizam uma grande variedade de metabolitos secundarios,
sendo estes maioritariamente compostos fendlicos (entre os quais 0s
flavondides), que actuam essencialmente na sua defesa e sdo normalmente
sintetizados na resposta a varias condicfes de stress e accdo de patdogenos
(Puupponen-Pimia et al., 2005a; Vattem et al., 2005; Nohynek et al., 2006).
Estes compostos variam de moléculas simples, com uma substituicdo no anel
fendlico, a moléculas complexas polimerizadas com elevado peso molecular

(Cowan, 1999; Puupponen-Pimia et al., 2005a).

Os flavonoides apresentam diversos tipos de bioactividade, como seja
actividade anti-inflamatéria, antimicrobiana, antialérgica, antiviral e antioxidante,
sendo que varios grupos de investigacdo ja procederam ao isolamento e
identificacdo da estrutura dos flavondides que possuem actividade
antibacteriana (Cushnie e Lamb, 2010). De acordo com varios estudos revistos
por Cushnie e Lamb (2010), os mecanismos de acc¢do dos varios flavonéides
consistem na inibicdo da sintese de &cidos nucleicos, perturbacdo da

membrana citoplasmatica, e inibicdo do metabolismo energético.

As antocianinas, pertencentes a esta familia, sdo pigmentos hidrossoluveis
largamente distribuidos nos frutos, responsaveis pelas suas cores
caracteristicas, e estdo envolvidas em varias actividades biolégicas benéficas
para a saude, por possuirem propriedades antioxidante e antimicrobiana
(Burdulis et al., 2009). Outros compostos fendlicos também presentes sdo os

taninos, polimeros de flavondides complexos hidrossoluveis, que sé&o



responsaveis pelo sabor adstringente caracteristico de muitos frutos devido a
sua capacidade de precipitar proteinas presentes na boca (Santos-Buelga e
Scalbert, 2000; Puupponen-Pimia et al., 2005b). Os mecanismos de accéo
antimicrobiana destes Ultimos compostos poderdo estar relacionados com a
sua capacidade de inactivar adesinas, enzimas e proteinas de transporte do

envelope celular dos microrganismos (Cowan, 1999).

Os 6leos essenciais sdo compostos aromaticos amplamente utilizados nos
alimentos, como aromatizantes, sendo constituidos por um elevado niumero de
componentes. Por serem hidrofébicos, os 6leos essenciais sdo capazes de se
incorporar na membrana celular e nas mitocondrias, permeabilizando-as, pelo
que 0 mais provavel € que o seu mecanismo de accdo antimicrobiana envolva
varios alvos da célula bacteriana. A sua actividade antimicrobiana é beneficiada
em situacdes de pH, temperatura e niveis de oxigénio baixos (para uma

revisdo, consultar Burt, 2004).

Tém sido realizados diversos estudos acerca da actividade de extractos de
plantas contra diversas bactérias. Agatemor (2009), ao estudar a actividade
antimicrobiana de extractos aquosos e alcodlicos de nove especiarias, verificou
gue todos os extractos aquosos, excepto o de Vanilla fragran, inibiram o
crescimento de S. aureus. Akroum et al. (2009) estudaram as actividades
antimicrobiana, antioxidante e citotdxica de 16 plantas algerianas e verificaram
gue os extractos foram mais activos contra bactérias Gram-positivas, tendo o

S. aureus sido inibido pelos extractos metandlicos de todas as plantas.

Existem varios estudos que testaram a actividade antimicrobiana de diferentes
Oleos essenciais e esséncias de plantas em relacdo a varios microrganismos,
entre 0s quais S. aureus, tendo-se verificado que este foi sensivel aos 6leos
essenciais de eucalipto, alecrim, manjerona, horteld e salva (Smith-Palmer et
al., 1998). Noutro trabalho idéntico verificou-se que o crescimento de S. aureus
foi inibido por todos os Oleos essenciais testados, no entanto, alguns dos
compostos, quando testados isoladamente (carvacrol metil ester, R(+)-
limoneno, (+)-sabineno e a-terpineno), ndo provocaram inibicdo do crescimento
(Dorman e Deans, 2000).
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O uso de compostos derivados de plantas, tais como extractos de frutos ou
Oleos essenciais, como inibidores do crescimento de microrganismos em
alimentos, € muitas vezes limitado porque o sabor conferido aos alimentos
podera afectar as suas propriedades organolépticas (Pandit e Shelef, 1994;
Brul e Coote, 1999), pelo que muitas vezes sao utilizados em concentracdes

gue apenas inibem mas ndo matam os microrganismos (Brul e Coote, 1999).

2.3.1. Actividade antimicrobiana dos frutos tipo baga

Actualmente tem-se verificado um interesse crescente pelos frutos tipo baga,
pois estes frutos, para além de conterem grandes quantidades de acucar e
pectinas (Zheng e Wang, 2003), constituem uma fonte de compostos
bioactivos, tais como compostos fendlicos (flavondides, éacidos fendlicos,
linhanos e taninos poliméricos) e acidos organicos que, para além de
possuirem actividade antioxidante, possuem também actividade antimicrobiana
contra varios patégenos humanos (Puupponen-Pimia et al., 2005a; Nohynek et
al., 2006).

De acordo com Puupponen-Pimia et al. (2005a), a inibicdo do crescimento
bacteriano pelos compostos fendlicos presentes nos frutos tipo baga deve-se a
varios mecanismos de accao, tais como a desestabilizacdo da membrana
citoplasmatica, inibicdo de enzimas extracelulares bacterianas, ac¢des directas
no metabolismo e privacdo dos substratos necessarios para o crescimento.
Segundo o mesmo autor, a actividade antimicrobiana destes frutos pode
também estar relacionada com a sua capacidade de evitar a aderéncia das
bactérias as células epiteliais, determinante para a colonizacdo e infeccdo de

muitos patégenos.

Os acidos organicos, normalmente utilizados como acidulantes ou
antioxidantes, possuem também actividade antimicrobiana, o que Ihes confere
um beneficio adicional. Os principais acidos organicos presentes nos frutos tipo
baga sdo o malico e o citrico (Puupponen-Pimia et al., 2005b; Wu et al., 2009;
Rahbar e Diba, 2010), tendo como alvo as paredes e membranas celulares,
enzimas metabdlicas, sistemas de sintese de proteinas, e também o material

genético (Smid e Gorris, 2007). A sua eficacia antimicrobiana reside, para além
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da acidificacdo do citoplasma microbiano (Mitchell, 1961, 1972; Hugo, 1978,
citados por Maillard, 2002; Wu et al., 2008), como referido anteriormente, na
dissipagéo do gradiente de membrana, do qual dependem o transporte activo e
a fosforilacdo oxidativa (Mitchell, 1961, 1972; Hugo, 1978, citados por Maillard,
2002; Beales, 2004).

2.3.2. Vaccinium

Existem diversos estudos que demonstram que algumas espécies do género
Vaccinium possuem actividade antimicrobiana contra um largo espectro de
bactérias, como Bacillus subtilis (Rauha et al., 2000; Akroum et al., 2009;
Burdulis et al., 2009), Bacillus cereus (Nohynek et al., 2006; Akroum et al.,
2009), Escherichia coli (Rauha et al., 2000; Magarifios et al., 2008; Wu et al.,
2008; Burdulis et al., 2009; Lacombe et al., 2010; Rahbar e Diba, 2010),
Pseudomonas aeruginosa (Magarifios et al., 2008; Burdulis et al., 2009;),
Listeria monocytogenes (Magarifios et al., 2008; Wu et al., 2008; Burdulis et al.,
2009), e também S. aureus (Rauha et al., 2000; Magarifios et al., 2008; Wu et
al., 2008; Akroum et al., 2009; Burdulis et al., 2009).

A maioria dos estudos sobre a actividade antimicrobiana deste tipo de frutos
restringe-se as técnicas de microbiologia classicas, mas também existem
alguns autores que aliam a essas técnicas a microscopia electronica de
transmissao (Wu et al.,, 2008; Lacombe et al., 2010) e técnicas de biologia
molecular (Wu et al., 2009). Estes estudos utilizam essencialmente extractos
de compostos fendlicos desses frutos, ou das varias fraccbes dos seus
compostos, isto é, estudam a actividade antimicrobiana dos flavondides
(antocianinas, flavonoles e flavanoles), dos acidos fendlicos e também das
proantocianinas, na maior parte das vezes preparados com metanol
(Puupponen-Pimia et al., 2001, 2005a, 2005b; Burdulis et al., 2009; Rahbar e
Diba, 2010). Nos casos do uso de extractos aquosos, estes sao muitas vezes
preparados a partir de concentrados comerciais do fruto (Wu et al., 2008,
Lacombe et al., 2010).

Nos estudos realizados por Puupponen-Pimié et al. (2001, 2005b), os extractos

fendlicos de bagas de paises nérdicos inibiram o crescimento de estirpes de
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Salmonella, E. coli e Staphylococcus, mas ndo de estirpes de Listeria e
Lactobacillus. Burdulis et al. (2009), ao estudarem a actividade antimicrobiana
de extractos de frutos e casca de bagas oriundas da Lituania, também
verificaram a sensibilidade de S. aureus a estes extractos.

A utilizacdo da microscopia electronica de transmissdo para avaliar os efeitos
do concentrado de Vaccinium macrocarpon em relacéo a varios patégenos de
origem alimentar, entre 0s quais S. aureus, revelou a ocorréncia de danos ao
nivel da membrana e parede celulares, tendo sido também verificado que a
actividade antimicrobiana do concentrado estava relacionada com a diminuicao
do pH, o que provoca a dissipacdo do gradiente de membrana, tornando as
células mais susceptiveis aos compostos fendlicos existentes no concentrado
(Wu et al., 2008). Lacombe et al (2010), ao estudarem os efeitos das diferentes
fraccoes do mesmo tipo de concentrado em relacdo a E. coli O157:H7,
utilizando a mesma técnica, verificaram que a fraccdo dos aclUcares e dos
acidos organicos causaram stress osmético e que tanto 0S compostos
fendlicos, em geral, como as antocianinas, em particular, causaram a
desintegracdo da membrana externa. Além disso, confirmaram que o
mecanismo antimicrobiano dos acidos organicos depende fortemente do pH
baixo, uma vez que se deixou de verificar o seu efeito para valores de pH

préximos de 7.

Num estudo em que se avaliou a actividade antimicrobiana do sumo de V.
macrocarpon Ait. em relacdo a diferentes microrganismos patogénicos, o S.
aureus revelou-se o0 microrganismo mais sensivel, enquanto a L.

monocytogenes foi 0 microrganismo mais resistente (Margariios et al., 2008).

O conhecimento do efeito que extractos de frutos tipo baga possuem em
microrganismos patogénicos € importante devido ao crescente interesse no
desenvolvimento de agentes antimicrobianos naturais para a industria
alimentar. A combinacdo destes compostos com outras barreiras de
conservacdo podera aumentar a  estabilidade microbiologica e

consequentemente a seguranca dos alimentos (Pandit e Shelef, 1994).
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2.4. Stress e resposta ao stress dos microrganismos

O termo “lesdo bacteriana” pode ser definido como o efeito que um ou mais
tratamentos  sub-letais podem exercer sobre 0  microrganismo,
consequentemente resulta da exposicdo a um processo que lesa mas nao
mata o microrganismo (Hurst, 1977, 1984; Russel, 1984, citados por Wesche et
al., 2009). Do ponto de vista da microbiologia alimentar, o termo “stress”
descreve uma condigdo fisica, quimica ou nutricional que, ndo sendo severa o
suficiente para matar o microrganismo, resulta na sua lesdo (Hurst, 1977;

Murano e Pierson, 1993, citados por Wesche et al., 2009).

O stress é imposto as células de variadas formas, pois 0 ambiente circundante
pode alterar-se em termos de disponibilidade de agua, acidez ou alcalinidade,
temperatura, presenca de agentes antimicrobianos ou auséncia de nutrientes,
entre outras (Brul et al., 2002; Wesche et al., 2009).

Em condi¢cbes de stress ligeiro ndo se verifica a perda de viabilidade, embora
se verifique reducdo da taxa de crescimento ou entrada na fase estacionaria.
Nestas condi¢cdes podera verificar-se uma adaptacao transitoria, denominada
resposta adaptativa, que aumenta a tolerancia do microrganismo a esse ou a
outro tipo de stress. O stress moderado, para além de provocar uma diminui¢ao
da taxa de crescimento, causa também alguma perda da viabilidade celular. Ja
um stress severo ou extremo é normalmente letal para as células, resultando

na morte da maioria da populacdo (Yousef e Courtney, 2003).

As lesbes sub-letais metabdlica e estrutural manifestam-se pela perda das
capacidades de crescimento caracteristicas e pela incapacidade de formacédo
de coldnias sob condi¢des selectivas, sob as quais as células ndo lesadas séo
capazes de formar coldnias (Busta, 1976; Hurst, 1977, citados por Wesche et
al., 2009).

A membrana citoplasmatica dos microrganismos é frequentemente considerada
o alvo de accdo dos biocidas (Maillard, 2002), e a defesa da célula contra
ambientes de stress consiste normalmente no fortalecimento da membrana e
parede celulares (Brul et al.,, 2002). De um modo geral bactérias Gram-

negativas exibem maior resisténcia a compostos antimicrobianos que bactérias
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Gram-positivas (Bower e Daeschel, 1999; Agatemor, 2009; Akroum et al., 2009;
Doughari et al., 2009). A membrana externa das bactérias Gram-negativas, que
actua como barreira a substancias hidrofébicas e macromoléculas, os acidos
teicoicos das bactérias Gram-positivas, e as bombas com capacidade de
extrudir compostos toxicos sao caracteristicas que contribuem para a
resisténcia dos microrganismos (Bower e Daeschel, 1999; Puupponen-Pimia et
al., 2001, 2005a; Nohynek et al., 2006). Estas bombas de efluxo podem ser
activadas como resposta a sinais externos ou por mutacdo de um gene
regulador da sua expressao (Levy, 2002), sendo que a sua existéncia foi ja
observada em estirpes de S. aureus resistentes a antibioticos (Russell e Day,
1996, citados por Bower e Daeschel, 1999).

Outras respostas ao stress incluem: 1. a sintese de proteinas que reparam 0s
danos, mantém a homeostasia da célula ou eliminam o agente causador do
stress; 2. 0 aumento transitério da resisténcia ou tolerancia a factores nocivos;
3. passagem a um estado de dorméncia, como a formagdo de esporos ou a
passagem ao estado “viavel nao culturavel”’; e 4. mutacdes adaptativas (Yousef
e Courtney, 2003), como a formacédo de biofilme (Bower e Daeschel, 1999;
Johnson, 2003), a alteracdo da permeabilidade da membrana, degradacao
celular dos compostos antimicrobianos e alteracdo dos seus alvos (Brehm-
Stecher e Johnson, 2003), a acumulacdo de compostos de armazenamento,
mudancas na composicao do envelope celular e alteracdo da morfologia geral

(Hengge-Aronis, 1999, citado por Yousef e Courtney, 2003), entre outras.

Em situacBes de exposicdo a pH baixo, as respostas das bactérias incluem
alteracdes na composicdo da membrana, aumento do efluxo de protdes e
aumento do catabolismo de aminoéacidos (por cada aminoacido descarboxilado
€ consumido um protdo do citoplasma e libertam-se compostos alcalinos, i.e.,
amonia), de modo a que o pH citoplasmatico se mantenha préximo da
neutralidade e que a conformacédo das proteinas, enzimas, &cidos nucleicos e

fosfolipidos se mantenha (Yousef e Courtney, 2003).

Nos alimentos, as bactérias podem estar expostas a niveis elevados de
espécies reactivas de oxigénio, como peroxido de hidrogénio, radicais hidroxilo

e superéxido (Yousef e Courtney, 2003; Wesche et al., 2009). O denominado
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“stress oxidativo” ocorre em situacdes em que a producao de radicais livres &
superior & capacidade de desintoxicacdo que a célula possui (Farr e Kogoma,
1991; Lushchak, 2001). Estes agentes oxidantes causam dano nas proteinas
celulares, lipidos e acidos nucleicos (Farr e Kogoma, 1991; Yousef e Courtney,
2003; Wesche et al., 2009) e, enquanto muitas das proteinas conhecidas
induzidas pelo stress oxidativo possuem uma funcéo antioxidante (glutationa
dismutase, perdxido dismutase e catalase), outras (exonucleases e
glicosilases) estdo envolvidas na reparacao do dano oxidativo, especialmente

ao nivel dos acidos nucleicos (Yousef e Courtney, 2003; Wesche et al., 2009).

A adaptacdo dos microrganismos a situacdes de stress € mediada por
alteracdes na sua fisiologia, incluindo alteracdes estruturais e metabdlicas. Esta
demonstrado que a exposicao a stresses induz um largo espectro de respostas
adaptativas, desde pequenas adaptacdes fisiologicas a mudancas extremas na
estrutura celular e populacional (Johnson, 2003). A quantidade de energia
disponivel € um bom indicador da capacidade adaptativa do microrganismo,
pois determina até que ponto a célula € capaz de activar 0s mecanismos de
resposta ao stress, uma vez que as respostas que levam a adaptacdo sao
dispendiosas a nivel energético e a célula necessita de manter o equilibrio
entre a energia necessaria para restaurar a homeostasia e para a manutencao

das funcdes vitais para o crescimento (Brul e Coote, 1999).

A capacidade de resisténcia ou de adaptacdo a condicfes de stress permite o
crescimento de microrganismos, quer patogénicos quer responsaveis pela
deterioracdo dos alimentos, tendo implicacdes na seguranca dos alimentos
(Beales, 2004).

2.5. Heterogeneidade da resposta ao stress

Quando uma populacdo bacteriana encontra um factor de stress, as células
mais susceptiveis morrem, enquanto as que ja possuiam alguma resisténcia ou
que a adquiriram posteriormente, podem sobreviver e proliferar (Bower e
Daeschel, 1999). Esta heterogeneidade podera dever-se a uma variabilidade
genotipica, através de mutacdes; e fenotipica, quer devido a progressao ao

longo do ciclo celular, quer devido a alteracdes do ambiente circundante
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(Davey e Kell, 1996). A resposta dos microrganismos a condicdes de stress
nao é uma situacao de “tudo ou nada”, os varios graus de lesao induzidos pela
exposicdo a condi¢bes adversas dependem do estado fisiolégico das células
individuais existentes na populacdo (Wesche et al.,, 2009), pelo que uma
pequena fraccdo da populacdo poderd ter a capacidade de sobreviver a

exposi¢cao a um stress que mata a maioria da populacéo (Booth, 2002).

A contagem do numero de colbnias capazes de crescer em meio solido, o
método padrdo para a analise da viabilidade celular, para além de ser uma
técnica morosa, indica apenas a quantidade de células capazes de crescer sob
determinadas condi¢Bes de crescimento, podendo subestimar o numero de
células viaveis, especialmente apés dano por tratamentos fisicos, pois esta
fraccdo danificada, apesar de ser ndo culturavel podera manter a actividade
metabolica (Ben Amor et al., 2002), além de que podera permanecer viavel e
portanto vir a crescer em alimentos processados (Breeuwer e Abee, 2000; Ritz
et al., 2001; Ben Amor et al., 2002; Ananta et al., 2004).

Hoje sabe-se que ndo € possivel compreender a fisiologia de uma populacdo
bacteriana se esta for tratada como um todo, como se todas as células que a
constituem fossem iguais e contribuissem da mesma forma para o seu
desempenho. Ao considerar o estado fisiologico de uma populagéo, este é
melhor definido como um “padrao fisioldgico”, referente a distribuicdo de varios
estados fisiol6gicos presentes nessa populacao (Davey e Kell, 1996). A analise
de células individuais, através da citometria de fluxo (CMF), é a melhor, e
muitas vezes a Unica forma de caracterizacao dessa heterogeneidade (Shapiro,
2000), revelando que os microrganismos ndo estdo apenas Vvivos ou mortos,
mas que existem em varios estados fisiolégicos intermédios numa populacao
(Nebe-von-Caron et al., 2000; Davey e Winson, 2003).

2.5.1. Citometriade fluxo

A CMF é uma técnica que tem sido amplamente utilizada na analise de células
eucariotas desde os anos 70 do seéeculo passado, embora apenas mais
recentemente se tenha passado a utilizar na éarea da microbiologia

(Czechowska et al., 2008). Esta técnica permite a rapida analise das
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caracteristicas fisicas e quimicas de células, ou particulas celulares, em
suspensao, quando estas passam individualmente por um feixe de luz (Davey e
Kell, 1996; Alvarez-Barrientos et al., 2000).

Um tipico citometro de fluxo (figura 2.1) é constituido por trés componentes
principais: o sistema o6ptico, constituido por uma ou mais fontes de luz, sendo
estas normalmente lasers, e por uma série de lentes, filtros e detectores, para a
focagem, direccionamento e deteccdo dos sinais de interesse; o sistema
hidraulico, responsavel pela producdo de um fluxo continuo que permite a
passagem individual das células a uma velocidade constante pelo feixe de luz,
num processo denominado focagem hidrodindmica; e o sistema electrénico,
responsavel pelo processamento analdgico dos sinais produzidos pelos
detectores e tornando-os analisaveis pelo software utilizado (Alvarez-Barrientos
et al., 2000; Comas-Riu e Rius, 2009).

A medida que as células passam pelo feixe de luz sdo detectados trés
parametros: a dispersao frontal da luz (Forward Scatter Channel — FSC), que
fornece informacdo acerca do tamanho celular, sendo também normalmente
utilizada como parametro de exclusdo de agregados celulares e detritos; a
disperséo lateral da luz (Side Scatter Channel — SSC), que fornece informagéo
acerca da estrutura interna da célula, sendo que valores elevados deste
parametro sdo obtidos a partir de células que apresentam elevada
granularidade citoplasmatica; e a fluorescéncia (Davey e Kell, 1996; Veal et al.,
2000; Comas-Riu e Rius, 2009), que pode ser medida em trés intervalos de
comprimento de onda, o verde, o laranja e o vermelho, direccionados para

detectores especificos, FL1, FL2 e FL3, respectivamente (Veal et al., 2000).
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Figura 2.1. Configuracdo de um citometro de fluxo (adaptado de BD Biosciences:
http://www.bdbiosciences.com/documents/facscalibur_brochure.pdf).

A CMF possui a vantagem de proporcionar a analise de um elevado numero de
células e parametros celulares a uma velocidade elevada (até 1000 células/s)
(Davey e Kell, 1996), a capacidade de deteccdo de microrganismos em
concentracdes relativamente baixas (Comas-Riu e Rius, 2009), a objectividade
dos resultados (Comas-Riu e Rius, 2009), e a capacidade de definir varias sub-
populacdes dentro de uma mesma cultura (Davey e Winson, 2003), entre

outras.

Existem diversos estudos que utilizam a técnica da CMF na éarea da
microbiologia, quer na determinacdo do numero de células viaveis (Jepras et
al., 1995; Gunasekera et al., 2000; Ben Amor et al., 2002), na avaliacdo da
actividade antimicrobiana de diferentes compostos (Cox et al., 2000; Fitzgerald
et al., 2004; Paparella et al., 2008; Mufioz et al., 2009) e do efeito de diferentes
meétodos de conservacao (Arroyo et al., 1999; Ritz et al., 2001; Ananta et al.,
2004; Schenk et al., 2011), como também no estudo da resposta e adaptagado
ao stress de células de Oenococcus oeni (da Silveira et al., 2002, 2009), entre

outros.
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2.5.2. Fluorocromos

Apesar de ser possivel a medicdo de varios parametros usando apenas 0S
dados obtidos a partir da dispersao da luz, € a capacidade de utilizar particulas
com fluorescéncia associada que torna esta técnica especialmente util (Davey
e Kell, 1996). A medicado da heterogeneidade da intensidade de fluorescéncia
das células presentes numa populacdo apresenta uma vantagem relativamente
as medi¢cdes como um todo, que ndo permitem este tipo de avaliacdo (Davey e
Kell, 1996).

Marcadores que permitem avaliar diferentes funcbes celulares tém sido
utilizados para avaliar a heterogeneidade fisiologica bacteriana em diferentes
condi¢cbes de stress. No entanto, os espectros de excitagdo/emissdo de muitos
deles sdo comuns, impedindo a marcacdo simultdnea das amostras e a
colheita dos varios parametros de uma determinada célula, pelo que deverao
ser escolhidos marcadores cujos espectros permitam a discriminacdo de um

marcador na presenca do outro (Joux e Lebaron, 2000).

A capacidade das células se reproduzirem requer tanto a integridade da
membrana como actividade metabdlica (Nebe-von-Caron et al., 2000). Em
ocasides em que nao é possivel a medicdo do crescimento do microrganismo,
a deteccdo de actividade metabodlica fornece a prova presumivel de
crescimento reprodutivo, uma vez que a existéncia de metabolismo, mesmo na
auséncia de crescimento, podera produzir efeitos indesejaveis nos alimentos.
Nestas circunstancias, a utilizacdo de marcadores fluorescentes especificos
para a determinacdo da actividade metabdlica e da integridade da membrana
permite a diferenciacdo de estados muito além da definicdo classica de
viabilidade (Nebe-von-Caron et al., 2000).

O uso de marcadores fluorescentes ou de substratos fluorogénicos, isolada ou
simultaneamente, em combinacdo com a CMF, permite a deteccdo e
discriminag&o entre organismos viaveis e culturaveis, viaveis néo culturaveis, e
nao viaveis (Davey e Kell, 1996; Gunasekera et al., 2000; Nebe-von-Caron et
al., 2000), assim como a avaliagdo simultanea de varias componentes e

funcdes celulares, para além do tamanho e complexidade (Davey e Kell, 1996;
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Nebe-von-Caron et al., 2000). Esta versatilidade designa-se por analise
multiparamétrica. Na revisdo efectuada por Shapiro (2000) estdo referidos
alguns dos parametros passiveis de analise por esta técnica, assim como 0s

meétodos de medicao e os marcadores utilizados.

A caracterizacdo dos microrganismos como viaveis ou nao viaveis, a nivel
individual, é essencial para a determinacdo do efeito de agentes
antimicrobianos. Alguns dos critérios sugeridos para a viabilidade celular séo a
impermeabilidade da membrana a fluorocromos como o iodeto de propidio (IP),
e a presenca de actividade metabdlica, indicada pela producéo e retencao de
um produto fluorescente a partir de um substrato enzimatico néo fluorescente,
como a carboxifluoresceina diacetato (cFDA), ou pela manutencéo do potencial

de membrana (Shapiro, 2000).

O IP (3,8-diamino-5-diethylmethylamino-propyl-6-phenylphenanthridium
diiodide) (figura 2.2) pertence a um conjunto de fluorocromos especificos para
os &cidos nucleicos, possuindo duas cargas negativas e um espectro de
excitacdo/emissdo de fluorescéncia de 488 nm e >635 nm, respectivamente
(Davey e Kell, 1996; Shapiro, 2000). Este fluorocromo possui a capacidade de
ligacdo tanto ao ADN como ao ARN por intercalar a estrutura de dupla hélice,
(Davey e Kell, 1996; Alvarez-Barrientos et al., 2000; Shapiro, 2000). Este
processo de intercalacdo resulta num aumento consideravel da fluorescéncia,

comparativamente com o fluorocromo livre (Davey e Kell, 1996; Shapiro, 2000).
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Figura 2.2. Estrutura quimica do fluorocromo IP (Davey e Kell, 1996).

O IP é um fluorocromo impermeavel a membrana, pelo que células que o
incorporam sao normalmente consideradas como nao viaveis (Davey e Kell,
1996; Alvarez-Barrientos et al., 2000; Nebe-von-Caron et al., 2000; Shapiro,
2000; Veal et al., 2000; Comas-Riu e Rius, 2009), embora uma permeabilidade
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transitOria a este tipo de marcadores possa ser induzida por certos tratamentos,
com consequente recuperacdo da integridade da membrana e viabilidade
(Shapiro, 2000).

Para além da determinac&o da viabilidade por exclusdo, como no caso do IP,
pode utilizar-se um substrato ndo fluorescente e permeavel a membrana que,
uma vez no meio intracelular é clivado enzimaticamente, formando um produto
fluorescente e impermeavel. Este produto é retido nas células que possuem
membranas intactas e actividade esterasica, sendo rapidamente difundido das
células que possuem membranas danificadas (Breeuwer e Abee, 2000; Joux e
Lebaron, 2000; Shapiro, 2000; da Silveira et al., 2002; Comas-Riu e Rius,
2009).

Um exemplo de um substrato lipofilico ndo fluorescente é a cFDA (figura 2.3A)
(espectro de excitacdo/emissdo de fluorescéncia de 488 nm e 517 nm,
respectivamente), que € convertida em carboxifluoresceina (cF) (figura 2.3B)
por enzimas citoplasmaticas funcionais, as esterases (Bunthof et al., 2001). A
cF dissocia-se a pH fisioldgico, ficando carregada negativamente, impedindo a
sua difusdo para o exterior da célula (Breeuwer e Abee, 2000). A demonstracéo
da actividade de enzimas, como as esterases, fornece indicacdes acerca da
actividade metabolica, demonstrando que uma célula foi capaz de as sintetizar

e manté-las na forma activa (Breeuwer e Abee, 2000).

No entanto, estes compostos podem ser extrudidos por sistemas de efluxo
existentes nas células viaveis, eles proprios indicadores de metabolismo celular
funcional, podendo resultar em interpretacdes erradas acerca da viabilidade de
células com pouca ou nenhuma fluorescéncia (Davey e Kell, 1996; Bunthof et
al., 2000; Breeuwer e Abee, 2000; Nebe-von-Caron et al., 2000).

HC. O, . O~ 0. CH,
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Figura 2.3. Estrutura quimica do substrato ndo fluorescente cFDA (A) e do composto
fluorescente cF resultante da sua esterificacdo (B) (Bunthof et al., 2000).
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A andlise de células desenergizadas, de modo a excluir a interferéncia da
actividade metabdlica, permite a avaliacdo da integridade da membrana por
retencdo (cF) e exclusao (IP) de marcadores fluorescentes. Do mesmo modo,
apos energizacdo das ceélulas, é possivel a determinacdo da capacidade de
extrusdo de cF, e consequente avaliacdo da sua actividade metabdlica
(Bunthof et al., 1999; da Silveira et al., 2002)
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Caracterizacao das amostras

As bagas maduras de Vaccinium cylindraceum (figura 3.1), em estado
selvagem, foram colhidas no final do més de Setembro de 2010, em dois locais
da ilha Terceira: Furnas do Enxofre e Algar do Carvdo. Apds exclusdo das
bagas ainda verdes e das que apresentavam sinais de infecgdo, as bagas
foram armazenadas a -80 °C até a preparacao do extracto.

Figura 3.1. Vaccinium cylindraceum. Exemplo de um arbusto (A) e pormenor das bagas (B).

3.2. Preparacgéo dos extractos

As bagas congeladas foram trituradas num moinho MM 200 (Retsch, Europa)
(figura 3.2), com a ajuda de esferas de a¢o inox com 1 cm de diametro, a 30
Hz, durante 45 segundos, e diluidas em agua destilada a 4 °C (solvente polar)
na proporgdo de 1:1 (peso:volume). Utilizaram-se tanto bagas colhidas nas
Furnas do Enxofre como no Algar do Carvdo. Ambos os extractos foram
homogeneizados e posteriormente centrifugados (10 minutos, a 13000 rpm, 4
°C) de modo a retirar o material suspenso, e 0s sobrenadantes foram
esterilizados por filtragdo com um filtro de 0,2 uym (Sartorius stedim Biotech,
Alemanha). Os extractos filtrados, com um pH de 2,92 (Furnas do Enxofre) e

de 2,75 (Algar do Carvao), foram armazenados a - 80 °C até a sua utilizacéo.
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Figura 3.2. Moinho utilizado para triturar as bagas congeladas.

3.3. Estirpes bacterianas

Utilizou-se a cultura Staphylococcus aureus ATCC 29213 (Microbiologick,
MediMark Europe, Franca), que foi reactivada segundo as instru¢cdes do
fabricante e mantida a -80 °C em &gua peptonada com 30% de glicerol. O pré-
indculo foi cultivado a 2%, em Caldo Nutritivo (CN) (AES Laboratoire, Franca),
suplementado com glucose (5 g/L), e crescido overnight a 37 °C, ap0s o0 que se
re-inoculou novamente a 2% e cresceu-se 4 horas a 37 °C. O in6culo assim

obtido foi utilizado para obter as culturas crescidas em diferentes condicdes.

3.4. Actividade antimicrobiana

A actividade antibacteriana do extracto de V. cylindraceum foi avaliada através
do efeito na taxa de crescimento de S. aureus crescido na presenca de
extracto. Diluiu-se 50 vezes a cultura de in6culo em meio fresco sem adicao de
extracto e na presenca de concentracdes crescentes de extracto (0, 20, 40, 60,
80, 100, 120, 140 e 160 mg/ml), num volume final de 15 ml. A monitorizacao do
crescimento a 37 °C foi feita através da medi¢do da absorvancia a 595 nm num
espectrofluorimetro (Infinite F200 Pro, Tecan, Austria), numa placa de 24 pogos
(Greiner bio-one, Alemanha). Fizeram-se leituras em intervalos de tempo
regulares durante 24 horas. Cada ensaio foi repetido em quadriplicado. As
taxas de crescimento foram calculadas a partir dos valores da ODsgsnm

logaritmizados. A concentracdo minima inibitéria foi definida como a
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concentragdo mais baixa de extracto que inibiu o crescimento de S. aureus

num periodo de 24 horas.
3.5. Adaptacgéo e stress

Diluiu-se a cultura de inéculo 50 vezes em meio fresco sem adi¢do de extracto
e na presencga de 60 mg/ml de extracto de bagas de V. cylindraceum colhidas
nas Furnas do Enxofre e incubou-se a 37 °C até atingir o meio da fase
exponencial (ODsg5,m=0,5), 0 que correspondeu a 4 horas e 10 horas, na
auséncia e na presenca de extracto, respectivamente. As células foram
colhidas por centrifugacdo, durante 10 minutos, a 4000 rpm, a temperatura
ambiente (TA), e concentradas para uma ODsgsnm de 5 em meio fresco
adicionado de extracto de bagas de V. cylindraceum das Furnas do Enxofre ou
do Algar do Carvao, na concentracdo de 160 mg/ml, durante uma hora, a 37
°C.

3.6. Contagem de coldnias

Avaliou-se a viabilidade das células de S. aureus por crescimento em placa nas
mesmas condicbes em que foram adaptadas, stressadas e analisadas por
CMF. Retiraram-se amostras de cada uma das culturas em intervalos de tempo
regulares, foram feitas diluicbes seriadas em tampao Fosfato de Sédio (NaPi)
50 mM (pH 7,4), sendo 100 ul da diluicdo adequada plaqueada em CN com
1,3% de agar (AES Laboratoire, Franca), em triplicado. Apds 24h de incubacédo
a 37 °C, procedeu-se a contagem das unidades formadoras de colénias/ml

(ufc/ml), e os resultados expressos como log10 ufc/ml.

3.7. Preparacéao das suspensdes celulares

Os pellets das células dos diferentes tratamentos (controlo, adaptadas,
stressadas e adaptadas stressadas), foram lavadas trés vezes em tampéo
NaPi 50 mM (pH 7,4), esterilizado por filtracdo (filtro de 0,2 um), e
ressuspendidas no mesmo volume de tampéo. Apds as lavagens, as células
foram desenergizadas com 2-Deoxy-D-glucose (Sigma-Aldrich, Alemanha), um

analogo da glucose ndo metabolizavel cuja fosforilagdo resulta na diminuigéo
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da concentracdo intracelular de ATP, numa concentracdo final de 1 mM,
durante 30 minutos a TA, apos o que foram recolhidas por centrifugacédo a TA
durante 5 minutos a 10000 rpm, lavadas em tamp&o NaPi 50 mM (pH 7,4) e

ressuspendidas no mesmo tampéao para uma ODsgs de 5.

3.8. Marcacao das células com carboxifluoresceina diacetato (cFDA)

A marcacdo das células foi adapatada da metodologia descrita por da Silveira
et al. (2002), com algumas modificagbes. Preparou-se uma solugéo stock de 5
mM de cFDA (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Oregon) em acetona, que
foi armazenada a -20 °C no escuro. A cFDA foi adicionada a suspensao celular
(ODsgsnm=5) a uma concentragcao de 50 yM e incubada a 37 °C durante 30
minutos (ou 45 minutos para as células crescidas na presenca de extracto), de
modo a permitir a conversdo enzimdtica intracelular da cFDA em

carboxifluoresceina (cF).

3.9. Marcagado com iodeto de propidio (IP)

O IP, uma molécula carregada negativamente, foi utilizado para marcar células
com a membrana comprometida, segundo a metodologia descrita por Comas e
Vives-Rego (1998), com algumas modificacdes. As suspensdes celulares
(ODsg5nm=5) foram diluidas 1000 vezes em tamp&o NaPi 50 mM (pH 7,4) e o IP
(Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Oregon) foi adicionado numa
concentracéao final de 10 pg/ml (a partir de uma solugao stock de 1 mg/ml, em
agua). As células foram incubadas a 37 °C, durante 10 minutos. Como controlo
positivo, marcaram-se células previamente mortas a 100°C durante 10 minutos.
Para os ensaios de dupla marcacao, as suspensoes celulares foram marcadas
simultaneamente com cFDA e IP, nas concentragdes anteriormente descritas, e
incubadas a 37°C durante 30 minutos (ou 45 minutos para as células crescidas

na presenca de extracto).
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3.10. Avaliacéo do efluxo de cF

As células, previamente marcadas com cF (ODsgsnm=5), foram diluidas 100
vezes em tampéao NaPi 50 mM (pH 7,4) e incubadas a 37 °C na presenca de
uma fonte de energia metabolizavel. No tempo zero adicionou-se glucose na
concentracéao final de 5 g/l e retiraram-se amostras (100 pl) ao longo do tempo
durante 30 minutos, que foram diluidas em tampao NaPi 50 mM (pH 7,4) para

um volume final de 1 ml, e imediatamente analisadas.

3.11. Anélise por CMF

Utilizou-se um citometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson Biosciences,
San Jose, CA, USA) para avaliar a dispersdo de luz de células individuais e
para medir a fluorescéncia das mesmas. As amostras foram iluminadas com
um laser Argon-ion de 488 nm e a fluorescéncia emitida pela cF foi detectada a
530 nm (FL1), e a >650 nm a emitida pelo IP (FL3). As analises foram feitas em
triplicado, sendo adquiridos eventos correspondentes a 10000 células de S.
aureus e processados através do programa CELLQuest Pro (Becton Dickinson
Biosciences, San Jose, CA, USA). A amplificacdo dos fotomultiplicadores foi
feita em modo logaritmico tanto para as dispersdes frontal (FSC) e lateral
(SSC), como para os canais de fluorescéncia. Utilizou-se a combinacédo de
FSC e SSC para descriminar a populacéo de bactérias do background. Apenas
0s eventos com valores de FSC superiores a 210 (controlo) ou 180 (adaptadas)
e valores de SSC superiores a 199 (ambas as condi¢Ges de tratamento) foram
considerados para analise. Os dados foram analisados com o programa

WinMDI (versédo 2.9: http://www.cyto.purdue.edu/flowcyt/software/Winmdi.htm).
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4. RESULTADOS

4.1. Actividade antimicrobiana

Neste estudo foram utilizadas bagas congeladas devido ao facto de o seu
periodo 6ptimo de colheita ser relativamente curto (entre Setembro e Outubro).
Relativamente a actividade de bagas congeladas, Nohynek et al. (2006)
verificaram que, apds o periodo de 1 ano, embora a quantidade de compostos

fenodlicos diminuisse, a actividade antimicrobiana destes néo era influenciada.

A actividade antimicrobiana do extracto de Vaccinium cylindraceum em relacao
a Staphylococcus aureus foi analisada através do seu efeito na taxa de
crescimento, tendo-se verificado que o S. aureus € susceptivel ao extracto de
V. cylindraceum (figura 4.1), apresentando uma diminuicdo da taxa de

crescimento de aproximadamente 6 vezes, com apenas 20 mg/ml de extracto.

Com base nestes resultados escolheram-se as concentracfes de extracto a
utilizar para stressar e adaptar as células de S. aureus. Inicialmente tentou-se
crescer as células na presenca de 80 mg/ml de extracto, no entanto, para esta
concentracdo ndo se conseguiu obter a quantidade de células necesséria a
realizacdo dos ensaios, assim, optou-se por crescer as células na presenca de
60 mg/ml de extracto. Para sujeitar as células a uma situacdo de stress optou-
se por utilizar uma concentracdo de 160 mg/ml de extracto de V. cylindraceum,
por ser o dobro da concentracdo anterior a concentracdo em que deixa de

haver crescimento, neste caso 80 mg/ml.
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Figura 4.1. Efeito das vérias concentragfes de extracto aquoso de V. cylindraceum na taxa de
crescimento de S.aureus, determinado a partir da leitura da ODsgs.
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De forma a garantir que as células de S. aureus mantinham a viabilidade
durante o crescimento na presenca de extracto de bagas de V. cylindraceum,
recolheram-se amostras ao longo do tempo de crescimento em meio liquido, na
auséncia e na presenca de 60 mg/ml de extracto e plagueou-se em Caldo
Nutritivo (CN) com 1,3% de agar, verificando-se que a partir da hora 10 a
cultura de S. aureus comecou a perder viabilidade (figura 4.2A), pelo que se
determinou as 10 horas como o tempo para 0 crescimento na presenca de
extracto. A questdo da manutencdo da viabilidade das células tornou-se ainda
mais pertinente quando estas foram sujeitas a 160 mg/ml de extracto, no
entanto, verificou-se que para ambos 0s extractos, de bagas provenientes das
Furnas do Enxofre e do Algar do Carvao, as células mantiveram-se viaveis
durante 5 horas (figura 4.2B). Nos tratamentos subsequentes as células foram
expostas a 160 mg/ml durante apenas 1 hora, para haver tempo das células

responderem ao tratamento, mas sem que elas se consigam adaptar.
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Figura 4.2. Efeito do extracto de V. cylindraceum na viabilidade celular avaliada através da
contagem do numero de ufc/ml na condicdo de crescimento na presenca de 60 mg/ml de
extracto (A) e aplicacdo de 160 mg/ml de extracto (B).

Na auséncia de extracto, a cultura apresentava um valor de pH de 7, que
diminuiu para 4,26 e 4,6 ap0s adicdo do extracto aquoso de bagas
provenientes das Furnas do Enxofre e do Algar do Carvao, respectivamente, e
para 4,17 e 4,1 ap6s 1 hora de tratamento com 0s respectivos extractos. No
caso da cultura crescida na presenca de extracto de bagas provenientes das
Furnas do Enxofre, na auséncia de extracto, esta apresentava um valor de pH
de 7, que diminuiu para 5,16 apés adi¢do do extracto e subiu para 5,29 ap6s 10

horas de crescimento.
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4.2. Definicdo das populacdes

Como descrito na secgdo Materiais e Métodos, a combinacdo dos parametros
disperséo frontal (FSC) e lateral (SSC) foi utilizada para a discriminacdo entre a
populacdo em estudo e 0 background existente na analise por citometria de
fluxo (CMF). A figura 4.3 representa os parametros FSC e SSC das diferentes
populacbes apds crescimento na auséncia (figura 4.3 1) e na presenca de 60
mg/ml de extracto durante 10 horas (figura 4.3 Ill) e populacdes de S. aureus
que foram stressadas com 160 mg/ml de extracto de bagas provenientes das
Furnas do Enxofre durante 1 hora (figura 4.3 Il e IV). Como se torna evidente
pela analise multiparamétrica dos dotplot, as células de S. aureus crescidas na
presenca de 60 mg/ml de extracto eram muito maiores, havendo mesmo parte

da populacéo na quarta década logaritmica (figura 4.3 11l e 1V).

A andlise dos histogramas onde se encontram representados 0s eventos
referentes ao FSC e, consequentemente, ao tamanho das células de S. aureus,
torna evidente que a populacéo de células crescidas na presenca de extracto é
muito mais heterogénea, como se pode verificar pela dispersdo no histograma
(figura 4.4A, Ill), do que a populacao de células crescidas sem extracto (figura
4.4A, 1). A observacdo microscopica das células apés coloracdo Gram, revelou
que o crescimento na presenca de extracto resultou em células muito maiores

gue as controlo (figura 4.4B, lll e |, respectivamente).
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Figura 4.3. Dotplots FSC vs SSC da cultura de S. aureus crescida na auséncia de extracto (I) e
posteriormente sujeita a acgédo de 160 mg/ml de extracto durante 1h (Il) e crescida na presenca
de 60 mg/ml de extracto (lll) e posteriormente sujeita & ac¢do de 160 mg/ml de extracto durante
1h (IV).

O tratamento de stress ndo alterou a populacdo de S. aureus em termos de
andlise multiparamétrica (figura 4.3 Il e V). Surpreendentemente, as
preparacdes destas células que estiveram em contacto com o extracto de
bagas durante o stress (figura 4.4B, 1l) revelaram que algumas células
perderam o cristal de violeta corando de vermelho claro, tendo-se observado o
mesmo fendmeno nas preparacdes de células que estiveram em contacto com

o extracto durante o crescimento (figura 4.4B, IlI).
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Figura 4.4. Analise do tamanho das células avaliado por histogramas de células de S. aureus
obtidos por CMF (A) e pela coloracdo Gram (B), relativamente as células crescidas na auséncia
de extracto () e sujeitas a ac¢do de 160 mg/ml de extracto durante 1h (Il), e células crescidas
na presenca de 60 mg/ml de extracto (lll) e sujeitas a ac¢éo de 160 mg/ml de extracto durante
1h (IV) (Barra de escala= 2 pm).

4.3. Caracterizacao do estado fisiolégico

Uma vez que os marcadores fluorescentes podem ser extrudidos por sistemas
de efluxo existentes nas células viaveis, as suspensodes de células de S. aureus
foram desenergizadas de forma a garantir que ndo haveria extrusdo da
carboxifluoresceina (cF) por transporte activo. A capacidade das células
reterem a cF indica ndo s6 a presenca de actividade enzimatica, como também
integridade da membrana. Assim, as células que se encontram cF
fluorescentes séo consideradas saudaveis. A figura 4.5 mostra a distribuicdo da
fluorescéncia verde (FL1) da populacdo de S. aureus crescida na auséncia de
extracto (A) e na presenca de 60 mg/ml de extracto durante 10 horas (B), e

posteriormente stressadas com 160 mg/ml de extracto durante 1 hora.

Comparando a populacéo de S. aureus controlo com a que foi stressada (figura
4.5A), é possivel verificar que a intensidade de fluorescéncia e o numero de
células marcadas com cF € menor na populacdo que foi stressada, indicado

pelo desvio do pico para a esquerda e pela diminuicdo da sua altura, o que
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sugere uma diminuicao da actividade das esterases nestas células. No entanto,
essas diferencas nédo se verificam na populagdo crescida na presenca de
extracto (figura 4.5B), indicando uma possivel pré-adaptacdo ao extracto.
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Figura 4.5. Histogramas de células de S. aureus crescidas na auséncia de extracto (A) e na
presenca de 60 mg/ml de extracto durante 10h (B) e marcadas com cF. As células foram
recolhidas por centrifugacdo, lavadas com tampdo NaPi 50 mM (pH 7,4) e posteriormente
stressadas com 160 mg/ml de extracto durante 1h (linha roxa). (Linha sélida divide células
consideradas néo marcadas e marcadas).

O iodeto de propidio (IP) é normalmente utilizado como um marcador de morte
por ser excluido das células com membrana celular intacta; por conseguinte, a
fluorescéncia emitida por este fluorocromo é geralmente associada a células
que perderam a sua integridade de membrana (Ben Amor et al.,, 2002). A
exposicdo das células de S. aureus a 160 mg/ml de extracto durante 1 hora
resultou num ligeiro aumento do nimero de células que ficaram marcadas com
IP (figura 4.6 | e Il), entre a primeira e segunda décadas logaritmicas, no
entanto, o crescimento das células na presenca de 60 mg/ml de extracto
resultou no aparecimento de duas sub-populacdes (figura 4.6 Ill), uma das
quais com a membrana comprometida (IP fluorescente). Novamente, as células
que foram crescidas na presenca de extracto ndo apresentaram diferencas

significativas ap0s o stress (figura 4.6 1V).
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Figura 4.6. Histogramas de células de S. aureus crescidas na auséncia de extracto (I) e na
presenca de 60 mg/ml de extracto durante 10h (Ill) e marcadas com IP. As células foram
recolhidas por centrifugacdo, lavadas com tampdo NaPi 50 mM (pH 7,4) e posteriormente
stressadas com 160 mg/ml de extracto durante 1h (Il e IV). (Linha sélida divide células
consideradas néo marcadas e marcadas).

A figura 4.7 mostra a percentagem de células fluorescentes apds marcacao
com cF e IP isoladamente. Nas células crescidas na auséncia de extracto e
posteriormente tratadas com 160 mg/ml de extracto durante 1 hora (figura
4.7A), a percentagem de células marcadas com cF diminuiu cerca de 7% (de
97,6% para 90,1%), enquanto a percentagem de células marcadas com IP
aumentou cerca de 3% (de 1,3% para 4,6%). Nas células crescidas na
presenca de extracto (figura 4.7B), a percentagem de células marcadas com IP
foi de 78,93% e de 72,16% as marcadas com cF, ou seja, embora se tenha
observado um grande aumento na marcag¢ao com IP, a percentagem de células
marcadas com cF permaneceu elevada (anexo |, quadro 1). Estes resultados
sugerem que parte da populacdo se encontrava marcada com ambas as
moléculas fluorescentes, provavelmente como resultado de uma
permeabilizacdo temporaria da membrana, resultando num influxo transitorio
de IP.
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Figura 4.7. Efeito do extracto aquoso de V. cylindraceum em células de S. aureus avaliado
pela retencdo de cF e exclusdo de IP. As células foram crescidas na auséncia (A) e na
presenca de 60 mg/ml de extracto (B), recolhidas por centrifugagéo, lavadas com tampéo NaPi
50 mM (pH 7,4) e stressadas com 160 mg/ml de extracto durante 1h.

Neste sentido, procedeu-se a marcacdo simultanea das células de S. aureus
com cF e IP, tendo-se verificado a existéncia de trés sub-populacdes,
baseadas nas suas caracteristicas de fluorescéncia, correspondentes a
diferentes estados fisiologicos (figura 4.8). Estas sub-populacdes consistiram
em células marcadas apenas com cF (quadrante superior esquerdo; cF* IPY),
correspondendo a células saudéaveis, células marcadas apenas com IP
(quadrante inferior direito; cF IP"), correspondendo a células com membrana
danificada, e células duplamente marcadas (quadrante superior direito; cF*
IP"), correspondendo a células com esterases activas e membrana permeével
(Ananta et al., 2004).

A analise multiparamétrica das células crescidas na presenca de extracto
revelou uma sub-populacédo correspondente a um estado transitorio de células
duplamente marcadas, que representava praticamente metade da populacao
(51,97%) (figura 4.8B, Ill). Esta sub-populacdo foi ainda maior quando as
células de S. aureus foram sujeitas a 160 mg/ml de extracto durante 1 hora
(59,67%) (figura 4.8B, IV).
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Figura 4.8. Efeito do extracto aquoso de V. cylindraceum em células de S. aureus avaliado
pela dupla marcacdo com cF e IP de células crescidas na auséncia (A) e na presenca (B) de
extracto. Marcacdes da cultura controlo (I), posteriormente stressada com 160 mg/ml de
extracto durante 1h (I1); e da cultura crescida na presenca de 60 mg/ml de extracto durante 10h
(Il e posteriormente stressada com 160 mg/ml de extracto durante 1h (IV).

4.4. Comparacéo entre contagens por CMF e contagens em placa

De forma a validar os resultados obtidos pela analise por CMF, compararam-se
os diferentes estados fisioldgicos avaliados pela marcacdo com fluorescéncia e
a viabilidade das células de S. aureus quando expostas a concentracdes
crescentes de extracto. Retiraram-se amostras as horas 0, 1, 3, 5 e 18, tendo
sido avaliada a viabilidade por espalhamento a superficie e a capacidade das
células reterem cF e excluirem IP, nas mesmas condi¢des. Verificou-se que 0s
resultados obtidos pela analise por CMF se correlacionaram com as contagens
em placa (figura 4.9), sendo a percentagem de células cF" directamente
proporcional ao numero de ufc/ml com um coeficiente de correlacéo (R? de
0,87 (figura 4.9A). Em relacdo a marcacgéo com IP, a relacao foi inversa pois as

células viaveis, e consequentemente com membrana intacta, excluem o IP,
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tendo-se verificado um R? de 0,92 entre a percentagem de células IP* e o

namero de ufc/ml (figura 4.9B).
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Figura 4.9. Comparacéo entre viabilidade avaliada por ufc e as contagens por CMF de células
de S. aureus marcadas com cF (A) e IP (B).

Apesar da correlacdo existente entre as células cF* e IP* e o nimero de ufc/ml
contadas em placa, ao longo das primeiras 5 horas de contacto com 320 mg/ml
de extracto aquoso de V. cylindraceum, verificou-se que os valores das células
marcadas com cF analisadas por CMF sobrestimaram a viabilidade celular
comparativamente com os dados obtidos pelas contagens em placa, pois a
percentagem de células cF® manteve-se constante ao longo do tempo
enquanto a viabilidade avaliada por ufc diminuiu (anexo I, quadro 2; anexo II,

quadro 3, figura 1).

4.5. Avaliacdo da actividade metabdlica

A capacidade das células extrudirem a cF acumulada através de sistemas de
transporte activo pode ser considerada um indicador adicional de actividade
metabolica (Molenaar et al., 1992; Bunthof et al., 2000), muito em particular da
capacidade das células sintetizarem ATP (da Silveira e Abee, 2009). Assim,
utilizou-se a CMF para avaliar o efeito do extracto aquoso de V. cylindraceum
na bioenergética das células individuais de S. aureus, atraves da medigcéo da
capacidade de extrusao de cF em células que foram sujeitas a extracto durante
1 hora. Verificou-se que as células controlo, ou seja, nao sujeitas ao tratamento

com o extracto, foram capazes de reter eficientemente a cF quando né&o
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energizadas (figura 4.10), no entanto, apos adicdo de glucose como fonte de
energia, as células de S. aureus extrudiram a cF, ao fim de 6 minutos 50% das
células ja tinham perdido a fluorescéncia. Ao fim de 30 minutos 15,29% nao

tinham extrudido a cF acumulada.

Nas células stressadas (160 mg/ml e 320 mg/ml de extracto) verificou-se um
decréscimo na percentagem de células capazes de reter a cF (9,93% e
11,02%, respectivamente), quando mantidas em tampao sem glucose,
indicando uma permeabilizacdo da membrana (figura 4.10). ApOs energizacao
com glucose, as células tratadas com 160 mg/ml de extracto foram menos
eficientes a extrudir a cF, verificando-se que apenas 53,4% da populacéo
perdeu a fluorescéncia, a qual foi ainda menor (36%) quando as células foram

tratadas com 320 mg/ml de extracto (anexo lll, quadro 4 e 5).
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Figura 4.10. Analise por CMF do efluxo de cF em células de S.aureus marcadas por incubacéo
com 50 uM cFDA. O efluxo de cF foi medido em suspensédo de células (em tampao NaPi, 50
mM, pH 7,4) energizadas com glucose (simbolos preenchidos) e desenergizadas (simbolos
nao preenchidos), em células nao stressadas (controlo), e células stressadas com 160 mg/ml e
320 mg/ml de extracto aquoso durante 1h.

O crescimento das células de S. aureus na presenca de 60 mg/ml de extracto
resultou numa sub-populacdo danificada que ndo conseguiu marcar com cF,
como verificado anteriormente, pelo que no inicio do ensaio apenas 64,56% da
populacdo se encontrava fluorescente (figura 4.11). Quando ndo energizadas,
11,06% das células perderam cF por difusdo passiva, no entanto, e ao
contrario do que seria de esperar, nas células stressadas com 160 mg/ml de
extracto durante 1 hora apenas 3,7% das células perderam fluorescéncia. Apos
adicao de glucose, 46,5% das células apresentaram capacidade de extrudir a

cF acumulada, ja nas células stressadas com 160 mg/ml de extracto durante 1
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hora, apenas 36,5% da populacdo perdeu a fluorescéncia por expulsdo do
composto. Estes resultados sugerem que o crescimento das células de S.
aureus na presenca de extracto de V. cylindraceum ndo representou uma
vantagem para as ceélulas quando estas foram sujeitas a concentracdes
superiores mas, pelo contrario, tornaram-se mais vulneraveis (anexo lll, quadro
6e7).
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Figura 4.11. Analise por CMF do efluxo de cF em células de S.aureus marcadas por incubacao
com 50 uM cFDA. O efluxo de cF foi medido em suspensédo de células (em tampdo NaPi, 50
mM, pH 7,4) energizadas com glucose (simbolos preenchidos) e desenergizadas (simbolos
ndo preenchidos), em células crescidas na presenca de 60 mg/ml de extracto durante 10h
(controlo), e posteriormente stressadas com 160 mg/ml de extracto aquoso durante 1h.

4.6. Difuséo de cFinduzida por V. cylindraceum

As células de S. aureus crescidas sem extracto e marcadas com cF, quando
foram incubadas em tampé&o sem extracto, retiveram eficientemente cF (dados
mostrados na figura 4.10), no entanto, quando foram expostas a 160 mg/ml de
extracto durante 30 minutos, perderam o composto por difusdo passiva, como
se pode verificar a partir da diminuicdo da intensidade de fluorescéncia. Menos
de 1% das células foram consideradas cF fluorescentes (figura 4.12A). Em
células crescidas na presenca de extracto e marcadas com cF, verificou-se que
apos a incubacdo dessas células com 160 mg/ml de extracto durante 30
minutos, foi possivel distinguir duas sub-popula¢des, uma das quais perdeu o
composto por difusédo passiva e a outra capaz de reter a cF de forma eficiente
(25,36%) (figura 4.12B). A analise multiparamétrica revelou, assim, que a
populacdo de S. aureus € heterogénea em relagdo a resisténcia ao extracto de

V. cylindraceum com base na capacidade de retencao de cF.
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Figura 4.12. Analise por CMF do efluxo de cF em células de S.aureus induzido pelo extracto
de V. cylindraceum. Dotplots de SSC vs FL1 de suspenséo de células desenergizadas (em
tamp&o NaPi 50 mM, pH 7,4) marcadas com cF e incubadas a 37 °C na presenca de 160
mg/ml de extracto. As amostras foram retiradas imediatamente apds a adicdo de extracto e
passados 30 min de incubacdo. A retencdo de cF foi analisada em células crescidas na
auséncia (A) e presenca de 60 mg/ml de extracto aquoso (B).
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4.7. Efeito do local de crescimento das bagas de V. cylindraceum na
actividade observada

De modo a verificar se o0 local de crescimento das bagas tinha alguma
influéncia no stress provocado pelo extracto de V. cylindraceum nas células de
S. aureus, testaram-se extractos de bagas provenientes de duas localizacoes,
Furnas do Enxofre e Algar do Carvdo. No que se refere a actividade
metabdlica, avaliada pela capacidade das células extrudirem a cF apds serem
energizadas (figura 4.13), ndo se verificaram diferengas entre os dois tipos de
bagas. Quando ndo energizadas, verificou-se um decréscimo na percentagem
de células que retinham a cF, de 9,93% e 9,11% ap0s tratamento com extracto
proveniente das Furnas do Enxofre e do Algar do Carvao, respectivamente

(anexo lll, quadro 8 e 9).

41



Controlo Furnas do Enxofre Algardo Carvéo
100

[e]
o

(o]
o

N
o

N
o

o

0 10 20 300 10 20 30 0 10 20 30
Tempo (min)
—®—Energizadas —O— Desenergizadas

Células cFfluorescentes (%)

Figura 4.13. Andlise por CMF do efluxo de cF em células de S.aureus marcadas por incubacéo
a 37°C com 50 uyM cFDA. O efluxo de cF foi medido em suspensdo de células (em tampéao
NaPi, 50 mM, pH 7,4) energizadas com glucose (simbolos preenchidos) e desenergizadas
(simbolos nédo preenchidos), em células ndo stressadas (controlo), e células stressadas
durante 1h, com 160 mg/ml de extracto aquoso proveniente das Furnas do Enxofre e do Algar
do Carvéo.

No que se refere ao efeito do extracto sobre a eficiéncia da membrana como
barreira (figura 4.14), verificou-se que apés 30 minutos de incubagdo na
presenca de 160 mg/ml de extracto, praticamente todas as células expostas ao
extracto proveniente de bagas das Furnas do Enxofre perderam a cF por
difusdo passiva, ao contrario das células de S. aureus stressadas com extracto
proveniente de bagas do Algar do Carvdo, onde foi possivel distinguir duas
sub-populagdes, uma das quais foi capaz de reter a cF (3,28%) (figura 4.14B).
Estes resultados sugerem gue o extracto proveniente das Furnas do Enxofre
induz uma maior permeabilizacdo da membrana que o proveniente do Algar do

Carvao.
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Figura 4.14. Analise por CMF do efluxo de cF em células de S.aureus induzido pelo extracto
de V. cylindraceum. Dotplots de SSC vs FL1 de suspensédo de células desenergizadas (em
tamp&o NaPi 50 mM, pH 7,4) marcadas com cF e incubadas a 37 °C na presenca de 160
mg/ml de extracto. As amostras foram retiradas imediatamente apds a adicao de extracto e
passados 30 min de incubagdo. A retencdo de cF foi analisada em células tratadas com 160
mg/ml de extracto proveniente das Furnas do Enxofre (A) e do Algar do Carvao (B).
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5. DISCUSSAO

Existem varios estudos que demonstram a actividade antimicrobiana de varias
espécies pertencentes ao Género Vaccinium (Rauha et al., 2000; Magarifios et
al., 2008; Wu et al., 2008; Akroum et al., 2009; Burdulis et al., 2009), neste
sentido avaliou-se a actividade antimicrobiana do extracto aquoso de bagas de
Vaccinium cylindraceum, uma espécie endémica dos Acores, em relacdo a um
microrganismo de origem alimentar, o Staphylococcus aureus. Ao contrério
destes estudos, que utilizam técnicas de microbiologia classica, que se
baseiam no crescimento da populagéo e cujos resultados séo expressos como
uma média da cultura como um todo, pressupondo que cada célula contribui de
igual forma para o fendmeno observado, no presente trabalho utilizou-se a
citometria de fluxo (CMF), que permite avaliar a actividade antimicrobiana em

células individuais de S. aureus.

Quando se considera a sobrevivéncia de microrganismos expostos a diferentes
factores de stress, a heterogeneidade de estados metabdlicos e fisiologicos
existentes numa populacdo microbiana revela-se, uma vez que nem todas as
células sobrevivem de igual forma quando sujeitas a condi¢cdes que
representam um desafio para a célula (Jordan et al., 1999; Booth, 2002). Os
resultados obtidos mostram que a analise multiparamétrica por CMF de duas
caracteristicas fisiolégicas em simultdneo, a actividade esterasica e a
permeabilidade da membrana, avaliadas pela combinacdo de
carboxifluoresceina (cF) e iodeto de propidio (IP) permite a distingdo de trés
estados fisiologicas em células de S. aureus como resultado da exposi¢do a V.
cylindraceum: células saudaveis, marcadas apenas com cF, células com
membrana danificada, marcadas apenas com IP, e células permeaveis,

marcadas com ambas as moléculas fluorescentes.

Assume-se que a marcagdo das ceélulas com fluorocromos que se ligam aos
acidos nucleicos, como o IP, exigem que a membrana plasméatica esteja de tal
forma danificada que as células se encontram mortas (Weisenthal e Lippman,
1985; Roth et. al., 1997), e consequentemente incapazes de serem marcadas

com cF (Deere et al.,, 1998; Ross et al., 1989). No entanto, a populacdo de
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células de S. aureus duplamente marcadas com cF e IP, observadas no
presente trabalho, demonstra que estas suposi¢cdes sdo demasiado simplistas.
Noutros trabalhos também se observaram popula¢des IP-cF duplamente
marcadas de células de bifidobactérias sujeitas a sais biliares (Ben Amor et al.,
2002), de Oenococcus oeni stressadas com etanol (da Silveira et al., 2002), e
Lactobacillus rhamnosus expostos a tratamento por altas pressdes (Ananta e
Knorr, 2009). Estes resultados suportam a ideia de que os testes de excluséao
de fluorocromos devem ser concebidos para reflectir a complexidade do
fendbmeno que esta a ser investigado e ndo para estimar a morte celular (Joux
et al.,, 2000; Novo et al., 2000; Shapiro, 2000; da Silveira et al., 2002),
especialmente se a membrana plasmética for um dos alvos atingidos pelo

factor de stress em estudo.

A presenca de células duplamente marcadas € indicadora dum estado
fisiolégico que poderd corresponder a células que se encontram no estado
“viavel ndo culturavel” (Paparella et al.,, 2008), o que explica o facto de a
percentagem de células cF-fluorescentes ser superior as ufc obtidas a partir
destas células. Na populacdo de S. aureus que cresceu na presenca de
extracto de V. cylindraceum, o tamanho desta sub-populacdo de células num
estado fisiol6gico intermédio representou praticamente metade da populacéo,
gue apesar de poderem ter perdido a capacidade de se dividir, podem excretar
metabolitos toxicos ou deteriorantes dos alimentos, pelo facto de se manterem
metabolicamente activas (Ananta et al., 2004). Além disso, esta sub-populacéo
de células lesadas € de particular importancia, uma vez que se tiver a
possibilidade de recuperar, podera tornar-se critica em termos de seguranca

alimentar.

A carboxifluoresceina diacetato (cFDA) é convertida em cF por enzimas
citoplasmaticas funcionais, as esterases. A pH fisiologico a cF encontra-se
carregada negativamente, acumulando-se no interior de células que possuam
uma membrana plasmatica intacta. A extrusdo da cF acumulada
intracelularmente € um processo dependente de energia (Breeuwer et al.,
1994), que exige transportadores de membrana com afinidade para a cF, tal
como se verificou para Saccharomyces cerevisiae (Breeuwer et al., 1994),

Lactococcus lactis (Bunthof et al., 1999) e O. oeni (da Silveira et al., 2009). As
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células de S. aureus carregadas com cF quando energizadas com glucose
extrudiram activamente a cF acumulada, indicativo de que S. aureus tem um
sistema de transporte dependente de energia que reconhece a cF. Bunthof et
al. (1999) observaram que as células de L. lactis continuavam a extrudir
activamente a cF apés a dissipacdo da forca protomotriz por Valinomicina e
Nigericina, sugerindo que o efluxo de cF ocorre através de um sistema de
transporte primario dependente do ATP. Assim, a extrusdo activa de cF
revelou-se um bom indicador do estado metabdlico das células de S. aureus e
da sua capacidade de sintetizar ATP. ApoOs exposicado a 160 mg/ml de extracto
aguoso de V. cylindraceum durante 1 hora, as células de S. aureus foram
menos eficientes a extrudir cF, o que podera reflectir uma menor capacidade
de gerar energia metabdlica. Uma vez que o S. aureus é aerdbio, a sintese de
ATP é dependente do gradiente de membrana, pelo que a incapacidade de
células stressadas com extracto expulsarem eficientemente a cF, pode dever-

se a uma dissipacéo do gradiente.

Neste sentido avaliou-se o efeito do extracto de V. cylindraceum na
permeabilidade da membrana plasmatica das células de S. aureus, tendo-se
verificado que a suspensdo de células desenergizadas e marcadas com cF
perdeu a fluorescéncia ao fim de 30 minutos de incubagéo na presenca de 160
mg/ml de extracto de V. cylindraceum, indicando que a cF deixou as células por
difusdo passiva, como resultado da permeabilizacdo da membrana plasmatica.
Estes dados fornecem fortes indicacbes de que a perda da capacidade das
células de S. aureus stressadas em extrudir eficientemente a cF se deve, pelo
menos em parte, a dissipacdo do gradiente de membrana com consequente
inibicdo da fosforilagdo oxidativa. Num trabalho realizado com varias estirpes
de S. aureus verificou-se que o concentrado de Vaccinium macrocarpon
provocava a perda da integridade, ndo s6 da membrana plasmatica, como da

parede celular das estirpes estudadas (Wu et al. 2008).

No presente trabalho, comparou-se a actividade de extractos de bagas da
mesma espécie, V. cylindraceum, mas crescidas em diferentes locais, ambos
com actividade vulcanica, i.e., Furnas do Enxofre e Algar do Carvao, tendo-se
verificado que as células de S. aureus sujeitas ao extracto de bagas do Algar

do Carvao apresentaram uma sub-populagdo que foi capaz de manter a
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integridade da membrana, apesar deste extracto possuir um valor de pH menor
qgue o das Furnas do Enxofre (2,75 e 2,92, respectivamente). Estes resultados
sugerem que o0 crescimento em solos mais ricos em enxofre (bagas
provenientes das Furnas) torna o extracto mais rico em compostos capazes de
desorganizar a membrana. No entanto, é interessante a constatacdo de que
ndo foram observadas diferencas ao nivel da actividade metabdlica para

ambos os extractos.

Hoje sabe-se que a sobrevivéncia de bactérias numa variedade de condicdes
potencialmente letais pode ser conseguida através da pré-exposicdo das
células a condi¢cbes sub-letais do mesmo tipo de stress (para uma revisao
Clements e Foster, 1999). Neste trabalho, € demonstrado que esta aquisicao
da tolerancia é um fendbmeno observado ndo ao nivel da populacdo, mas ao
nivel das células individuais. O crescimento das células na presenca 60 mg/mi
de extracto resultou numa sub-populacéo de células mais robusta, que mantém
a capacidade de reter a cF durante a exposicdo a concentracdfes mais
elevadas de extracto. A analise por CMF destas células mostrou que a
populacdo de S. aureus é heterogénea em relacdo a adaptacdo ao extracto,
pois nem todas as células desenvolveram um mecanismo que aumentou a
eficiéncia de sua membrana citoplasmatica como uma barreira, ou seja, apenas
uma sub-populacdo (25,36%) foi rapaz de reter a cF, quando exposta a 160

mg/ml de extracto de V. cylindraceum.

No entanto, estas células crescidas na presenca de extracto, quando foram
testadas para a sua capacidade de extrudir a cF acumulada intracelularmente,
apos a incubacédo na presenca de 160 mg/ml de extracto de V. cylindraceum
durante 1 hora, ndo recuperaram a capacidade de extrudir eficientemente a cF
quando energizadas com glucose. Estes resultados sugerem que outros
mecanismos de inibicdo devem estar envolvidos para além da dissipacao do

gradiente de membrana.

Na utilizacdo de extractos naturais como conservantes alimentares, € de
esperar que estes sejam adicionados em pequenas quantidades devido a sua
influéncia sobre as propriedades organolépticas, o que pode favorecer o

desenvolvimento de estirpes tolerantes aos compostos naturais com
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capacidade de sobreviverem e crescerem nos alimentos. Neste sentido, o facto
das células de S. aureus ndo terem revelado uma resposta adaptativa ao
extracto aquoso de V. cylindraceum, no que se refere a sua capacidade de
gerar energia metabdlica, € um aspecto bastante positivo na perspectiva da

sua utilizacdo como conservante natural.

Este trabalho mostra claramente que o extracto de V. cylindraceum danifica a
membrana citoplasmatica de S. aureus, avaliada pela incapacidade das células
stressadas em reter a cF eficientemente. A utilizacdo deste extracto, em
combinagcdo com outras barreiras de conservacéo, podera ser Gtil uma vez que
o dano celular induzido pelo extracto podera exponenciar a accdo de
tratamentos subsequentes, como seja a aplicacao de alta presséo ou facilitar a

entradas de moléculas com actividade antimicrobiana.
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6. CONCLUSAO

O extracto de Vaccinium cylindraceum afecta a actividade metabdlica das
células de Staphylococcus aureus, verificada pela perda de eficiéncia a extrudir
a carboxifluoresceina (cF) acumulada intracelularmente quando energizadas

com glucose.

Este trabalho mostra claramente que o extracto de V. cylindraceum danifica a
membrana citoplasmatica de S. aureus, avaliada pela incapacidade das células
desenergizadas em reter a cF eficientemente na presencga do extracto. O local
onde as bagas foram colhidas afecta o efeito observado.

A andlise multiparamétrica por citometria de fluxo (CMF) de células de S.
aureus crescidas na presenca de extracto revelou que a populacdo é
heterogénea quanto a sua tolerancia ao extracto de V. cylindraceum, tendo-se
observado uma sub-populacdo que se tornou mais robusta sendo capaz de
reter eficientemente a cF. No entanto, esta resposta adaptativa nao foi evidente

no que se refere a actividade metabdlica destas células.

A utilizacdo de dois marcadores fluorescentes, a cF e o iodeto de propidio (IP),
em combinac¢do com a CMF, permite ndo so6 discriminar entre células vivas (cF-
fluorescentes) e mortas (IP-fluorescentes), como também quantificar uma sub-
populacdo danificada que perdeu a viabilidade mas que se mantém

metabolicamente activa.

Além do interesse fundamental subjacente a elucidacdo dos mecanismos
envolvidos na resposta ao stress e adaptacdo de S. aureus ao extracto de V.
cylindraceum alcancados no presente trabalho, fornecemos um método rapido
para avaliar o estado fisiolégico de células individuais de S. aureus, o que

representa uma técnica poderosa para a industria alimentar.
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8. ANEXOS

ANEXO | — Resultados de fluorescénciade cF e IP

Quadro 1. Efeito do extracto aquoso de V. cylindraceum em células de S. aureus avaliado pela
retencéo de cF e exclusado de IP. As células foram crescidas na auséncia e na presenca de 60
mg/ml de extracto, recolhidas por centrifugacdo, lavadas com tampdo NaPi 50 mM (pH 7,4) e
stressadas com 160 mg/ml de extracto durante 1 h.

Crescimento na auséncia de Crescimento na presenca de
extracto extracto
Controlo Stressadas Controlo Stressadas
Células cF
fluorescentes (%) 97,6 90,1 72,16 69,45
Células IP
1,3 4,6 78,93 83,34
fluorescentes (%)

Quadro 2. Efeito do extracto aquoso de V. cylindraceum no crescimento de S. aureus,
expresso em percentagem de células marcadas com cF e IP. Os valores obtidos foram
utilizados para comparagcdo com as contagens em placa.

Tempo 0 mg/ml 160 mg/ml 320 mg/ml
(h) cF P cF P cF P
1 94,0 1,3 90,1 3,9 96,3 17,1
3 92,73 10,65 90,12 12,31 96,28 23,21
5 93,13 17,03 94,68 10,67 95,87 21,93
18 39 34 71,55 29,23 9,43 92,69
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ANEXO Il - Contagem em placa

Quadro 3. Efeito do extracto aquoso de V. cylindraceum no crescimento de S. aureus, expresso
em log10 ufc/ml.

—®—0mg/ml

—*— 160 mg/ml

—&— 320 mg/ml

Tempo Desvio Desvio Desvio
(h) 0 mg/ml padréio 160 mg/ml padréio 320 mg/ml padréio
0 10,08 1,04 9,28 0,23 9,62 0,42
1 9,76 0,58 9,68 1,20 9,29 0,94
3 9,5 1,19 9,49 0,38 8,76 0,68
5 9,10 0,35 9,35 0,39 8,13 0,10
18 7,39 0,40 7,56 0,46 6 0,21
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Figura 1. Efeito do extracto de V. cylindraceum na viabilidade celular avaliada através da
contagem do numero de ufc/ml na condicdo de aplicagdo de 160 mg/ml e 320 mg/ml de

extracto.
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ANEXO Il — Resultados de fluorescéncia de cF

Quadro 4. Analise por CMF do efluxo de cF em células de S.aureus marcadas por incubacéo
com 50 uM cFDA. O efluxo de cF foi medido em suspensédo de células (em tampao NaPi, 50
mM, pH 7,4) energizadas com glucose, ndo stressadas (controlo), e células stressadas com
160 mg/ml e 320 mg/ml de extracto aquoso durante 1h.

Controlo 160 mg/ml 320 mg/ml
Tempo Células cF . Células cF i Células cF .
(min) Desvio Desvio Desvio
fluorescentes adr3o fluorescentes adr3o fluorescentes adréo
(%) P (%) P (%) i
0 95,16 2,66 96,72 1,09 92,73 2,15
2 81,77 6,54 92,46 2,08 89,87 0,44
4 56,16 7,16 81,61 2,99 85,92 0,25
6 39,56 3,61 75,51 1,56 76,22 2,14
8 33,76 1,21 69,91 0,76 67,77 0,88
10 30,83 0,62 65,96 2,08 64,78 2,66
12 25,63 1,07 62,10 0,67 62,23 3,86
15 23,04 0,76 58,00 2,76 62,32 0,22
20 19,35 1,49 51,03 1,42 59,17 1,24
30 15,29 0,92 43,32 1,73 56,74 1,72

Quadro 5. Analise por CMF do efluxo de cF em células de S.aureus marcadas por incubagéo
com 50 uM cFDA. O efluxo de cF foi medido em suspensdo de células (em tampao NaPi, 50
mM, pH 7,4) desenergizadas, ndo stressadas (controlo), e células stressadas com 160 mg/ml e
320 mg/ml de extracto aquoso durante 1h.

Controlo 160 mg/ml 320 mg/ml
Tempo Células cF ) Células cF ) Células cF .
(min) Desvio Desvio Desvio
fluorescentes adréo fluorescentes adrio fluorescentes adréo
(%) P (%) P (%) P
0 94,48 1,53 96,83 0,57 89,21 0,49
15 94,72 0,51 90,37 0,61 83,99 0,73
30 91,63 0,92 86,90 0,26 78,19 0,65
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Quadro 6. Analise por CMF do efluxo de cF em células de S.aureus marcadas por incubacéo
com 50 uM cFDA. O efluxo de cF foi medido em suspensédo de células (em tampao NaPi, 50
mM, pH 7,4) energizadas com glucose, crescidas na presenca de 60 mg/ml de extracto durante
10h (controlo), e posteriormente stressadas com 160 mg/ml de extracto aquoso durante 1h.

Controlo 160 mg/ml
Tempo

(min) Células cF Desvio Células cF Desvio
fluorescentes (%) | padrao | fluorescentes (%) padréo

0 64,56 0,89 63,77 0,57

2 62,68 1,18 64,31 0,69

4 56,10 2,27 62,37 1,73

6 45,76 7,28 60,25 3,24

8 34,30 7,25 56,91 4,55

10 27,45 4,85 52,93 5,88

12 23,08 2,51 49,03 7,19

15 20,57 1,68 43,69 6,89

20 18,52 0,71 36,89 3,48

30 18,11 1,17 27,28 2,87

Quadro 7. Analise por CMF do efluxo de cF em células de S.aureus marcadas por incubagéo
com 50 uM cFDA. O efluxo de cF foi medido em suspensdo de células (em tampao NaPi, 50
mM, pH 7,4) desenergizadas, crescidas na presenca de 60 mg/ml de extracto durante 10h
(controlo), e posteriormente stressadas com 160 mg/ml de extracto aquoso durante 1h.

Controlo 160 mg/ml
Tempo
(min) Células cF Desvio Células cF Desvio
fluorescentes (%) padrao fluorescentes (%) padréo
0 65,12 0,63 67,20 0,32
15 63,56 0,30 65,21 0,90
30 54,06 2,73 63,50 0,54
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Quadro 8. Analise por CMF do efluxo de cF em células de S.aureus marcadas por incubacao a
37°C com 50 uM cFDA. O efluxo de cF foi medido em suspenséo de células (em tampao NaPi,
50 mM, pH 7,4) energizadas com glucose, ndo stressadas (controlo), e células stressadas
durante 1h, com 160 mg/ml de extracto aquoso proveniente das Furnas do Enxofre e do Algar

do Carvéo.
Controlo Furnas do Enxofre Algar do Carvao

Tempo Células cF . Células cF . Células cF :
(min) fluorescentes Desv~|o fluorescentes Desv~|o fluorescentes Desv~|o
(%) padréo (%) padréo (%) padréo

0 95,16 2,66 96,72 1,09 94,73 2,25

2 81,77 6,54 92,46 2,08 91,67 2,96

4 56,16 7,16 81,61 2,99 81,03 1,48

6 39,56 3,61 75,51 1,56 73,18 2,57

8 33,76 1,21 69,91 0,76 69,13 0,95

10 30,83 0,62 65,96 2,08 64,21 0,50

12 25,63 1,07 62,10 0,67 61,12 1,82

15 23,04 0,76 58,00 2,76 58,77 2,64

20 19,35 1,49 51,03 1,42 52,82 3,38

30 15,29 0,92 43,32 1,73 49,44 3,75

Quadro 9. Anédlise por CMF do efluxo de cF em células de S.aureus marcadas por incubacgéo a
37°C com 50 pM cFDA. O efluxo de cF foi medido em suspensao de células (em tampao NaPi,
50 mM, pH 7,4) desenergizadas, ndo stressadas (controlo), e células stressadas durante 1h,
com 160 mg/ml de extracto aquoso proveniente das Furnas do Enxofre e do Algar do Carvao.

Controlo Furnas do Enxofre Algar do Carvao

Tempo Células cF . Células cF . Células cF .
(min) Desvio Desvio Desvio
fluorescentes adrio fluorescentes adrio fluorescentes adrio

(%) P %) P %) P

0 94,48 1,53 96,45 0,63 96,45 0,63

15 94,72 0,51 90,83 0,57 91,85 0,45

30 91,63 0,92 84,37 0,61 87,34 0,08
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