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Resumo

A contaminagao de alimentos por organismos patogénicos esta associada a um impacto
negativo na salde publica e na economia dos paises e entre estes agentes salienta-se a bactéria
Listeria monocytogenes. A utilizagao de alguns métodos convencionais para o controlo destes
patogenos, nomeadamente de conservantes quimicos, tem vindo a ser questionada, devido a
potenciais efeitos negativos para a salde que podem advir do seu uso. Assim, o uso de plantas
medicinais em segurancga alimentar tem sido evidenciado, pelo seu contelldo em substancias
bioativas com propriedades antimicrobianas. Melissa officinalis € uma planta vastamente
utilizada em areas que incluem a alimentagao, conhecida como tendo diversas propriedades
biologicas. Assim, o objetivo deste trabalho foi a avaliagao do efeito antimicrobiano do 6leo
essencial de M. officinalis em L. monocytogenes e a sua aplicagao em diferentes modelos
alimentares, com vista a utilizacado do 6leo essencial em conservacao alimentar. A atividade
antimicrobiana do 6leo essencial sobre L. monocytogenes foi avaliada através do método da
difusdo em disco e da determinacdo da concentracao minima inibitéria, sendo o seu modo de
acao na bactéria definido através de curvas de morte. A capacidade de interferir com fatores
relacionados com a viruléncia da bactéria foi também estudada, avaliando a inibi¢ao do quorum
sensing, da formagao de biofilmes e da motilidade. Para analisar o efeito de uma pré-exposicao
ao oleo essencial na resisténcia e viruléncia de L. monocytogenes, testou-se a tolerancia da
bactéria a diferentes stresses e antibidticos e a sua capacidade de invasiao celular, apos
incubagao com concentragao subinibitoria do 6leo essencial. A aplicagao do 6leo essencial em
modelos alimentares foi testada num suco de alface iceberg, suco de frango, leite e em sumo
de melancia nao pasteurizado. O 6leo essencial de M. officinalis demonstrou forte atividade
antimicrobiana em L. monocytogenes, exercendo um efeito bactericida. Para além disso,
demonstrou, em determinadas concentragoes, um efeito inibitorio acentuado no quorum
sensing e formagao de biofilmes pela bactéria, assim como uma ligeira inibicao da motilidade.
A exposicao prévia de L. monocytogenes a concentragao subinibitoria do oleo essencial nao
provocou um aumento da tolerancia a acido (pH 2,4), temperatura alta (55 °C), stress osmotico
(12% (m/v) NaCl) e dessecagao, indugao de resisténcia cruzada com antibioticos, nem
capacidade aumentada de invadir células epiteliais intestinais (Caco-2). Em modelos
alimentares, o oleo essencial levou a uma forte inibicao de L. monocytogenes em simulante de
alface iceberg e sumo de melancia, assim como da microbiota natural do mesmo sumo. O 6leo
essencial de M. officinalis demonstrou assim um forte potencial para ser utilizado no controlo

de L. monocytogenes e como conservante na inddstria alimentar.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes, Ooleo essencial, Melissa officinalis, atividade

antimicrobiana, conservagao alimentar.
Vi



Abstract

The contamination of food by pathogenic organisms, among which Listeria
monocytogenes is highlighted, is associated to a negative impact on public health and countries’
economy. The utilization of conventional methods for the control of these pathogens, namely
of chemical preservatives, has been questioned because of its potential negative health effects.
Recently, the use of medicinal plants in food safety has become a trend, for its content in
bioactive substances with antimicrobial properties. Melissa officinalis is a plant that has been
used in various areas, including food, and which is known for its biological properties. Thus,
the goal of this work was to evaluate the antimicrobial effect of M. officinalis essential oil against
L. monocytogenes and its application in different food models, aiming for its future use in food
preservation. The antimicrobial activity of this plant’s essential oil against Listeria monocytogenes
was evaluated through the disk diffusion method and determination of the minimal inhibitory
concentration, with its action mode on the bacteria being defined through time-kill curves.
The ability to interfere with some virulence related factors of the bacterium was also studied,
by evaluating quorum sensing, biofilm formation and motility’s inhibition. In order to test the
effect of a pre-exposition of L. monocytogenes to the essential oil on the bacterial resistance
and virulence, the bacteria’s tolerance to different stresses and antibiotics and its invasion
ability were tested, after incubation with subinhibitory concentration of the essential oil. The
application of the essential oil in food models was tested in an iceberg lettuce liquid media,
chicken juice, milk and watermelon fresh juice. The essential oil of M. officinalis showed strong
antimicrobial activity against L. monocytogenes, having a bactericidal effect. Furthermore, it
demonstrated, in certain concentrations, an accentuated inhibitory effect on quorum sensing
and biofilm formation by the bacterium, as well as a slight inhibition of motility. The pre-
exposition of L. monocytogenes to a subinhibitory level of the essential oil did not cause an
increase in tolerance of acid (pH 2.4), high temperature (55 °C), osmotic stress (12% (m/v)
NaCl) and desiccation, an induction of cross-resistance with antibiotics, neither augmented
ability to invade intestinal epithelial cells (Caco-2). In food models, the essential oil caused a
strong inhibition of L. monocytogenes in a simulant of iceberg lettuce and in watermelon juice,
such as in the watermelon juice’s natural microbiota. The essential oil of M. officinalis has shown
strong potential to be used as control of L. monocytogenes and a preservative in the food

industry.

Keywords: Listeria monocytogenes, essential oil, Melissa officinalis, antimicrobial activity, food

preservation.
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l. Introducao

l.1. Contaminacao biolégica de alimentos e doencas de origem alimentar

Um dos problemas associados aos produtos alimentares é o facto de poderem ser
facilmente contaminados com organismos patogénicos. O consumo de alimentos
contaminados é um problema global e tem um grande impacto economico e na saude publica
(Gandhi e Chikindas, 2007). Mais de 200 doengas transmitidas através de alimentos e produtos
alimentares sao conhecidas, sendo que, em 2010, se estimou que aproximadamente 550
milhoes de doengas foram causadas por agentes infeciosos de origem alimentar (WHO, 2015).

Muitas das doengas de origem alimentar sao resultantes do consumo de alimentos
contaminados com bactérias, virus, parasitas e/ou toxinas (Shamloo et al., 2019). Estas causam
sintomas que variam entre moderados e auto-limitados (nduseas, diarreia ou vomitos), a
debilitantes (falha dos rins e figado, disturbios cerebrais e neuronais, paralisia ou
potencialmente cancro) que podem ser fatais e levar a mortes prematuras (Mead et al., 1999;
WHO, 2015). Os microrganismos patogénicos de origem alimentar afetam principalmente
individuos com sistemas imunitarios debilitados, sendo as criangas mais jovens, as gravidas, os
idosos e os individuos imunocomprometidos os mais vulneraveis a estas doencas. Para além
disso, também é afetado o desenvolvimento economico dos paises, principalmente a nivel das
industrias do turismo, agricultura e de exportagao alimentar, sendo que o facto de exportar
produtos nao seguros pode levar a perdas econdmicas significativas (WHO, 2015).
Adicionalmente, a hospitalizagao por doengas de origem alimentar e o seu tratamento tém
também um impacto econémico negativo nos paises, sendo que, de acordo com as estimativas
feitas por Scharff (2012), os Estados Unidos, por si s, gastam entre 51 a 78 bilides de dolares

por ano em despesas de saude, relativas a estas doengas.

I.1.1. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) € um dos microrganismos patogénicos de
origem alimentar de maior relevancia na Uniao Europeia (UE), uma vez que a doenca associada
a esta bactéria se apresenta como a zoonose com as taxas mais altas de hospitalizagao e
mortalidade (EFSA, 2018). Esta bactéria pode ser encontrada em varias fontes, como agua,
solo e varios tipos de produtos alimentares, assim como em animais e humanos (Shamloo et
al., 2019). L. monocytogenes faz parte da flora fecal de muitos mamiferos, sendo que 2 a 10% da

populacao geral transporta a bactéria sem quaisquer consequéncias para a saude (Buchanan et

al, 2017).



L. monocytogenes é uma espécie pertencente ao género Listeria, o qual inclui atualmente
26 espécies, das quais cinco foram identificadas recentemente por Carlin et al. (2021). L
monocytogenes encontra-se entre as seis espécies mais comuns do género, juntamente com
Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria innocua, Listeria welshimeri, e Listeria grayi (Abdollahzadeh
et al., 2017). Apesar de ja terem sido identificadas algumas infegoes pontuais em humanos por
L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii e L. innocua, a espécie L. monocytogenes é a mais
frequentemente associada a doenga humana (Chambel et al., 2007). L. monocytogenes pode ser
classificada em treze serétipos de acordo com o seu antigénio somatico. Todos eles podem
causar doenga, no entanto, os serotipos mais prevalentes sio o |/2b, o 1/2a e 4b
(Abdollahzadeh et al., 2017).

L. monocytogenes € um dos principais causadores de doengas graves em humanos e
animais, associados ao consumo de alimentos como leite e outros produtos lacteos, assim
como diversas carnes, aves e refeicoes prontas-a-comer (Shamloo et al, 2019). A sua
transmissao desde o prado ao humano ou animal depende de uma combinagao de fatores
extrinsecos e intrinsecos a bactéria. Os fatores intrinsecos referem-se a sua diversidade
intraespecifica, o metabolismo e circuitos reguladores. Entre os fatores extrinsecos incluem
as praticas agricolas, diversidade da microbiota e fatores abiéticos presentes no ambiente
agricola; a formagao de biofilmes e os fatores abidticos no ambiente de processamento
alimentar; a presenca de carboidratos, acidos gordos e péptidos de cadeia curta no alimento;
a diversidade da microbiota, o tipo de dieta e a capacidade de resposta imune do hospedeiro
que é infetado (Kallipolitis, Gahan e Piveteau, 2020).

L. monocytogenes € uma bactéria de Gram-positivo, anaerobia facultativa, nao formadora
de esporos, catalase positiva, em forma de bacilo e € um agente patogénico psicrotrofico e
mesofilico (Mazaheri et al,, 2021). Esta representa um risco para a industria alimentar, por ser
capaz de proliferar num largo espetro de condigoes ambientais adversas, como baixas
temperaturas, baixo pH e alta concentragao de sal (Hernandez-Milian e Payeras-Cifre, 2014;
Olaimat et al., 2018), apesar de a sua temperatura 6tima de crescimento ser entre os 30 e os
37 °C (Jemmi e Stephan, 2006). A capacidade de adaptagao ao stress causado pelo frio facilita
a sua disseminagao, visto que torna ineficaz o uso de baixas temperaturas e refrigeragao para
o seu controlo (Jemmi e Stephan, 2006). Uma vez que é capaz de se multiplicar a temperaturas
tao baixas como 2 a 4 °C, a sua presenga em refeicoes prontas-a-comer, com uma vida util
longa, é particularmente preocupante, ainda que temperaturas de confegao superiores a 65

°C destruam a bactéria (EFSA e ECDC, 2014).



Apesar dos esforgos a nivel de saude publica e seguranca alimentar e dos avangos feitos
a nivel de métodos laboratoriais, L. monocytogenes continua a ser um dos maiores desafios na

industria alimentar (Shamloo et al,, 2019).

I.1.1.1. Listeriose e fatores de viruléncia

Infecoes por L. monocytogenes ja foram associadas a episodios esporadicos e surtos de
doenga humana em varias partes do mundo (Jemmi e Stephan, 2006). A doenca causada por
L. monocytogenes é denominada de listeriose e é maioritariamente originada pela ingestao de
produtos alimentares contaminados (Abdollahzadeh et al,, 2017). A maioria dos paises da UE
tem uma incidéncia anual de listeriose humana entre 2 e 10 casos por milhao de habitantes
(Jemmi e Stephan, 2006). Este é um valor baixo, no entanto, a taxa de mortalidade situa-se
nos 20-30%, o que é preocupante (Lomonaco, Nucera e Filipello, 2015). De facto, em 2017,
esta bactéria causou o niumero mais alto de mortes por doengas de origem alimentar na
Europa, sendo que praticamente todos os casos confirmados resultaram em hospitalizagao
(EFSA e ECDC, 2018). A maioria dos surtos de listeriose a nivel mundial nos ultimos 30 anos
tem estado ligada aos serotipos 1/2a e 4b (Lomonaco, Nucera e Filipello, 2015).

A via oral é o principal mecanismo de exposi¢ao, tanto para humanos como animais, e
estima-se que 99% dos casos de listeriose humana sao de origem alimentar (Ricci et al., 2018).
Maioritariamente, uma doenga febril moderada é causada por L. monocytogenes, no entanto,
pode ocorrer doenga invasiva, uma listeriose sistémica que apresenta sintomas severos e uma
taxa de hospitalizagao e morte mais elevada (Buchanan et al., 2017). Em individuos saudaveis,
a ingestao de alimentos contaminados com concentragoes altas de L. monocytogenes pode levar
a gastroenterite febril, uma doenga nao invasiva que surge de 9 a 32 horas apods a ingestao,
com um periodo médio de incubagao de 20 horas. Os seus sintomas incluem febre, dor
abdominal, diarreia, dor de cabega, ndusea, calafrios, fadiga e mialgias, sendo uma doenca auto-
limitada e que dura menos de 48 horas, geralmente ultrapassada sem intervencao médica
(Dalton et al., 1997; de Noordhout et al., 2014; Ooi e Lorber, 2005).

Em individuos imunocomprometidos, como idosos ou pacientes que se encontram a
receber tratamento com agentes imunossupressores, pode ocorrer septicemia ou
meningoencefalite. Neste caso, estima-se que o periodo médio de incubagao da listeriose seja
de trés semanas. A meningoencefalite pode ser subaguda ou ser repentina, causando dores de
cabeca intensas, febre, nauseas, vomitos e sinais de irritagao meningea (Allerberger e Wagner,

2010). Em gravidas, a infecao pode alastrar-se para o feto através da placenta, levando a



ocorréncia de um aborto, nascimento de um feto morto ou com infegao generalizada, ou
problemas no recém-nascido como septicemia ou meningite (Allerberger e Wagner, 2010).

A viruléncia de L. monocytogenes reside em mecanismos altamente eficientes de invasao
e propagac¢ao, que permitem um ciclo de vida intracelular (Marini et al., 2018). Essa viruléncia
comegca com a invasao das células do hospedeiro, sendo InlA (internalina A) e InIB (internalina
B) as duas proteinas de L. monocytogenes maioritariamente responsaveis por essa invasao,
pertencentes a familia das internalinas (Pizarro-Cerda, Kuhbacher e Cossart, 2012). A E-
caderina é uma molécula de adesao localizada na superficie de células do hospedeiro e
identificada como o recetor celular da proteina InlA, e participa por exemplo na formacao de
juncoes apertadas na barreira intestinal, responsaveis por manter o 6rgao impermeavel ao
ambiente exterior (Mengaud et al., 1996; Pizarro-Cerda, Kuhbacher e Cossart, 2012). Assim,
L. monocytogenes é capaz de subverter esses mecanismos, através da interagao entre InlA e E-
caderina, permitindo a adesao da bactéria e a sua entrada nas células hospedeiras (Pizarro-
Cerda, Kuhbacher e Cossart, 2012).

Listeriolisina (LLO), a hemolisina de Listeria spp., foi o primeiro fator de viruléncia de
L. monocytogenes a ser determinado (Vazquez-Boland et al., 2001). Esta é codificada pelo gene
hly e é uma toxina que promove a infegao a partir de varios nichos no hospedeiro (Farber e
Peterkin, 1991). LLO também auxilia a internalizagio de L. monocytogenes, através de
fagossomas, criando perfuragées na membrana da célula hospedeira (Matereke e Okoh, 2020).
No fagossoma do hospedeiro, a LLO induz a formagao de poros, facilitando o escape da
bactéria e auxiliando a sua replicagao intracelular (Matereke e Okoh, 2020).

Outro fator de viruléncia de L. monocytogenes sao as suas fosfolipases C, PI-PLC e PC-
PLC, codificadas pelos genes plcA e plcB, respetivamente. Estas fosfolipases também estao
envolvidas no escape da bactéria de vactolos para o interior da célula hospedeira e promovem
a sua propagagao célula-a-célula (Smith et al, 1995). Ja dentro do citosol das células
hospedeiras, uma proteina ActA codificada pelo gene actA de L. monocytogenes, ativa a
polimerizagao de actina e forma uma cauda, permitindo a motilidade da bactéria no citosol e
a formagao de protuberancias na superficie das células hospedeiras, levando a sua difusao
célula-a-célula (Kocks et al., 1992). Recentemente, foi identificado outro papel desta proteina,
na agregagao e persisténcia de L. monocytogenes no intestino, cruciais para a sua persisténcia e
transmissao (Travier e Lecuit, 2014). Outros fatores de viruléncia ja foram identificados, como
a FbpA, a proteina ligante de fibronectina, envolvida em processos de colonizagao do intestino
e do figado, e enzimas como a lecitinase, zinco protease e serina protease (Jemmi e Stephan,
2006). Todos estes processos sao regulados maioritariamente pelo regulador transcricional

PrfA (prfA), que é ativado seletivamente durante a infecao do hospedeiro (de las Heras, de et
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al, 2011). Recentemente, foi demonstrado que uma Proteina de Adesao de Listeria (LAP)
também contribui para a translocagao da bactéria para la do epitélio intestinal, ao induzir a
disfungao da barreira epitelial intestinal (Drolia et al., 2018).

Apos o atravessamento da barreira intestinal e difusao pelas células do hospedeiro,
ocorre o transporte da bactéria através da linfa ou do sangue para os nédulos linfaticos
mesentéricos, o bago ou o figado. Se nao existir uma resposta imune capaz no figado, situagao
que pode ocorrer em individuos imunocomprometidos, pode haver a libertagao da bactéria
para a circulagao, originando os casos de meningoencefalite, septicemia ou passagem através
da placenta, ou ocorrera apenas uma gastroenterite em individuos saudaveis (Fig. 1) (Vazquez-

Boland et al., 2001).

eningoencefalite
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Figura |. Mecanismo de patogénese de Listeria monocytogenes. (Adaptado de Vazquez-Boland et al., 2001)

Estratégias que reduzam a viruléncia dos microrganismos, em vez de levar a sua morte,
tém vindo a ser utilizadas para combater organismos patogénicos de origem alimentar, entre
as quais a inibicao da adesao a superficies, da invasao de tecidos, da producao de toxinas e/ou

a interferéncia com a regulagao génica de outros fatores de viruléncia (Rasko e Sperandio,

2010).

I.1.1.1.1. Biofilmes, motilidade e quorum sensing

L. monocytogenes tem a capacidade de colonizar superficies bioticas e abidticas através
da formagao de biofilmes (Farber e Peterkin, 1991). Esta adesao confere a bactéria protegao
contra stresses fisicos e quimicos que possam estar presentes (Harvey, Keenan e Gilmour,
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2007). De facto, os biofilmes formados por L. monocytogenes em superficies de contacto com
alimentos sao uma fonte importante de persisténcia do microrganismo e consequente
contaminagao de produtos (Mazaheri et al., 2021). As bactérias que formam o biofilme tornam-
se mais resistentes a pressoes do ambiente como acidos gordos, metais pesados, antibiéticos,
entre outros (Kannan, Balakrishnan e Govindasamy, 2020).

Os biofilmes sao complexos multicelulares constituidos por microrganismos que se
ligam entre si e a uma superficie, rodeados por uma matriz extracelular de material
polissacarideo, contendo também proteinas e ADN extracelular (Kadam et al., 2013). Segundo
Jefferson (2004), os pilares da formacao de biofilmes pelos microrganismos sao: (i) a defesa
contra condig¢oes de stress, prejudiciais a sua proliferagao; (ii) a colonizagao, em que o biofilme
funciona como um mecanismo para permanecer num nicho favoravel; (iii) a criagao de uma
comunidade, no sentido de “poupanga de recursos” e cooperagao que favorega essa
comunidade. A formagao de biofilme por L. monocytogenes é descrita como variavel entre
serotipos, entre linhagens e origens, e pode ser influenciada por alguns fatores intrinsecos e
extrinsecos, como a quantidade de nutrientes disponiveis e a temperatura (Kadam et al., 2013).

Para além da formacao de biofilme, também a motilidade por flagelo foi ja relacionada
com a viruléncia de L. monocytogenes (Marini et al, 2018). A motilidade da as bactérias a
capacidade de detegao e busca de nutrientes, assim como o alcance e a manutengao dos nichos
mais favoraveis para coloniza¢ao. A forma de motilidade mais conhecida é a associada ao uso
de flagelo, um organelo especializado para rotagao (Josenhans e Suerbaum, 2002). Em L
monocytogenes, a sintese do flagelo é dependente da temperatura, uma vez que a maioria das
estirpes apenas produz flagelo e tem motilidade a temperaturas de 30 °C ou inferiores (Peel,
Donachie e Shaw, 1988). A motilidade mediada por flagelo nesta espécie esta envolvida na
formagao de biofilmes em superficies abioticas, tanto na adesao inicial a superficie, como na
consequente formagao do biofilme (Lemon, Higgins e Kolter, 2007).

As bactérias apresentam mecanismos que lhes permitem aperceber-se do ambiente
que as rodeia e incorporar sinais de perigo, adaptando-se para ultrapassar situagoes adversas
(Kannan, Balakrishnan e Govindasamy, 2020). Uma das dinamicas incorporada nestes
mecanismos € a capacidade de trocar informagao entre células, tendo esta comunicagao célula-
a-célula por quorum sensing um papel fundamental na formagao de biofilmes (Kannan,
Balakrishnan e Govindasamy, 2020), regulando a densidade populacional e a atividade
metabdlica dentro do biofilme, de forma a responder as necessidades nutricionais e
disponibilidade de recursos (Skandamis e Nychas, 2012). Em L. monocytogenes, este mecanismo
de quorum sensing foi descrito e é regulado pelo operao agrBDCA, estando associado a

comunicagao célula-a-célula, sobrevivéncia e competicao, formagao de biofilme por adesao a
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superficies, invasao de células de mamiferos, infegao em modelo de rato e mudangas na
expressao génica em geral (Kannan, Balakrishnan e Govindasamy, 2020). Os fatores de
viruléncia como toxinas, enzimas, e proteinas de superficie celular sao reguladas por este
sistema agr (Kannan, Balakrishnan e Govindasamy, 2020).

A inibicao do quorum sensing pode ter um papel importante no controlo da expressao
génica relativa a infecao humana, mas também a deterioragao alimentar (Skandamis e Nychas,
2012), uma vez que algumas atividades associadas a deterioragao de alimentos (proteolitica,
lipolitica, quitinolitica e pectinolitica) sao reguladas por este mecanismo (Bai e Rai, 201 1). Para
além disso, as bactérias expressam genes especificos que regulam a densidade populacional,
sendo que alguma deterioracgao alimentar pode ser influenciada por fenotipos regulados pelo

quorum sensing (Bai e Rai, 201 I).

I.1.1.2. Resisténcia a antibioticos e biocidas

A linha terapéutica mais frequentemente recomendada para tratamento de listeriose
em humanos é a administragio de antibioticos B-lactamicos, geralmente penicilina ou
ampicilina, sozinhos ou combinados com um aminoglicosideo como a gentamicina (Olaimat et
al., 2018). No entanto, o uso extensivo e incorreto de antibidticos em humanos e animais nas
ultimas décadas levou a progressio e propagagao de resisténcia a antibidticos em
microrganismos patogénicos de origem alimentar, incluindo L. monocytogenes (Olaimat et al.,
2018; Wai et al, 2015). Ainda que a bactéria seja suscetivel a uma larga gama de antibidticos,
ja foram isoladas de alimentos, do ambiente e de casos esporadicos de listeriose humana varias
estirpes resistentes a um ou mais antibidticos (Matle et al, 2019). Num recente surto de
listeriose na Africa do Sul, 74% dos isolados de L. monocytogenes provenientes de produtos
carneos demonstrou resisténcia a gentamicina, 42% a penicilina e 14,4% a ampicilina (Matle et
al, 2019). Assim, é de grande importancia desenvolver alternativas aos antibioticos, de forma
a tentar travar este desenvolvimento crescente de resisténcia, que pode ter grande impacto
na saude publica.

A forma mais provavel de transmissao de estirpes resistentes a antibidticos de animais
para humanos é através da cadeia alimentar, pelo seu consumo. Ao longo da cadeia de
producao de alimentos, L. monocytogenes pode ser exposta a niveis baixos de antibiotico e
outros antimicrobianos, levando a uma adaptagao por pré-exposi¢ao, que podera induzir uma
diminuicao da suscetibilidade a estes mesmos compostos ou a outros por resisténcia cruzada
(Olaimat et al., 2018). Este aumento de resisténcia é preocupante e a presenga destas estirpes

resistentes em ambiente alimentar torna-se um grave problema, principalmente quando



associada a infe¢oes em populagoes de risco, por dificultar o tratamento da doenga em caso

de infecao por ingestao de alimentos contaminados.

1.1.1.3. Persisténcia em alimentos e ambiente de processamento alimentar

A presenca de L. monocytogenes nos alimentos € regulada por autoridades legais em
varios paises, incluindo na UE. De acordo com o Regulamento (CE) N.° 2073/2005 da
Comissao de |5 de Novembro de 2005 e suas alteragoes, € exigida a auséncia da bactéria nos
produtos alimentares em 25 gramas, ou nao pode exceder as 100 unidades formadoras de
coldnias por grama de alimento ao longo da sua vida util, dependendo das propriedades do
mesmo. L. monocytogenes esta distribuida em ambientes de processamento alimentar, e pode
entrar neles, por exemplo, a partir de alimentos crus ou do movimento de pessoas ou
equipamentos. Esta é capaz de persistir devido a uma limpeza e higienizacao ineficazes, fraco
design ou condicao de equipamentos e ambientes ou um controlo insuficiente do movimento
de pessoas e equipamentos (Buchanan et al, 2017). L. monocytogenes pode persistir em
pavimentos, equipamentos ou saneamento em instalagoes de processamento alimentar
durante meses ou até anos (Rodriguez-Lopez et al, 2018). A presenga desta bactéria pode
levar a contaminagao dos produtos alimentares e ter efeitos negativos na saude humana (Duze,
Marimani e Patel, 2021). As carateristicas mais associadas a persisténcia de L. monocytogenes
em ambiente alimentar sao a sua capacidade de formar biofilmes e a resisténcia ou tolerancia
a desinfetantes (Forauer, Wu e Etter, 2021). A limpeza e desinfecao podem ser ineficazes na
remocao e eliminagao de microrganismos quando se encontram sob a forma de biofilmes, uma
vez que, como referido anteriormente, estes sao mais resistentes a stresses como
temperaturas altas, pH baixo, dessecagao, radiagao UV e salinidade, tornando-se uma fonte
continua de contaminagao (Mazaheri et al, 2021). A formagao de biofilme também confere a
bactéria uma maior tolerancia aos préprios desinfetantes, uma vez que estes nao conseguem
penetrar totalmente a matriz de microrganismos (Mazaheri et al, 2021). Existem varios
desinfetantes utilizados em instalagoes de processamento alimentar para controlar a presenga
de microrganismos patogénicos, sendo os mais comuns solugoes a base de cloro e compostos
quaternarios de amonio, como o cloreto de benzalconio (Duze, Marimani e Patel, 2021). Uma
desinfegao incorreta, através de lavagem insuficiente com agua apos aplicagao do desinfetante
ou de dosagem incorreta do mesmo, pode levar a uma pressao seletiva por exposicao
prolongada da bactéria a concentragoes subletais do biocida (Rodriguez-Lopez et al., 2018).

Esta exposigao gera uma pressao seletiva para adaptagao ou aquisicao de genes de resisténcia



de estirpes mais tolerantes, dificultando a erradicacao da bactéria (Duze, Marimani e Patel,

2021).

1.2. Conservacao dos alimentos

Para evitar a contaminagao de alimentos por microrganismos patogénicos, o
crescimento no alimento de microrganismos patogénicos ou de degradagao, e aumentar o
tempo de vida util do produto, sao necessarias estratégias de preservagao alimentar.
Estratégias como a refrigeragao, congelagao, secagem, cura, conservas, fermentagao ou
acidificagao, pasteurizagao, esterilizagao e adicao de conservantes sao ja utilizadas ha muito
tempo na industria alimentar (Gould, 1995). Algumas tecnologias mais recentes e inovadoras
foram entretanto introduzidas, tais como a utilizagao de embalagens de atmosfera modificada,
peliculas ativas, tratamentos nao termais, irradiacao, entre outras (Negi, 2012). Entre todas as
estratégias continua a encontrar-se a aplicagdo de conservantes alimentares, sendo que, uma
variedade cada vez maior de aditivos quimicos é usada para preservar os alimentos. Hoje em
dia, sabe-se que o uso de quimicos sintéticos é limitado devido a aspetos indesejaveis dos
mesmos, que incluem carcinogenicidade, toxicidade aguda, teratogenicidade, para além de
periodos de degradagao lentos que podem levar a problemas ambientais, como a poluigao
(Faleiro, 201 ). Os consumidores preocupam-se com estes efeitos adversos associados ao uso
de antimicrobianos sintéticos e tém vindo a preferir alimentos conservados com agentes
antimicrobianos naturais e seguros, e com menores niveis de processamento. Assim, o

desenvolvimento destes tem vindo a tornar-se cada vez mais importante (Moghimi et al., 2016).

1.2.1. Oleos essenciais como agentes antimicrobianos

Ao longo dos tempos, tem vindo a ser estudada a utilizagao de plantas aromaticas e os
seus extratos para conservagao alimentar, devido aos seus Oleos essenciais e outros
metabolitos secundarios (Calo et al., 2015). Estes 6leos essenciais sao produzidos pelas plantas
como uma prote¢ao contra bactérias, virus, fungos, insetos e parasitas, reduzindo a atragao
destes por essas plantas (Bakkali et al, 2008). Os oleos essenciais sao misturas naturais
complexas que podem ter até 300 compostos em diferentes concentragoes (Kawacka et al.,
2021). Normalmente, possuem dois ou trés componentes principais com concentragoes altas
(20-70%) e outros componentes em quantidades inferiores ou vestigiais (Bakkali et al., 2008).
Os componentes dos Oleos essenciais sao, geralmente, terpenos (monoterpenos e
sesquiterpenos), compostos aromaticos (fenol, aldeido, alcool, derivados metoxi, entre

outros) e terpendides (isoprenodides) (Bakkali et al., 2008). Os terpenos ocorrem naturalmente



nas plantas e sao os componentes principais da maioria dos 6leos essenciais, sendo a sua
estrutura basica constituida por uma unidade de isopreno com cinco carbonos (Bakkali et al.,
2008). Existem varios tipos de terpenos, sendo os monoterpenos e sesquiterpenos os
principais, ainda que existam hemiterpenos, diterpenos, triterpenos e tetraterpenos; os
terpendides sao um tipo de terpeno, que contém oxigénio (Bhavaniramya et al, 2019). Os
compostos aromaticos ocorrem nas plantas com menos frequéncia do que os terpenos, no
entanto, a atividade antimicrobiana depende do conteldo em compostos fendlicos,
pertencentes a este grupo (Mihai e Popa, 2013). Estes 6leos naturais podem ser extraidos de
varias partes da planta, tal como as folhas, cascas, pedunculos, raizes, flores e frutas; por
técnicas como destilagao (incluindo destilagdo por vapor), prensagem a frio, ou extragao
(maceracao) (Calo et al, 2015). Os oleos essenciais sao liquidos, volateis, limpidos e sao
sollveis em lipidos e em solventes organicos com densidades inferiores a da agua (Nazzaro et
al., 2013). Na Europa, o principal uso destes 6leos tem sido na alimentagao, como condimento,
na perfumaria em fragancias e dftershaves e na industria farmacéutica pelas suas propriedades
funcionais (Burt, 2004). Para além disso, os Oleos essenciais e seus componentes tém
demonstrado propriedades antibacterianas, antiparasitas, inseticidas, antivirais, antifingicas e
antioxidantes (Hyldgaard, Mygind e Meyer, 2012). Estas atividades variam com a planta, a
composi¢ao quimica, métodos de extragao, entre outros (Tongnuanchan e Benjakul, 2014).

Ja foram propostos varios mecanismos aos quais se podera dever a atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais. No entanto, essa atividade nao se pode atribuir a agao de
apenas um composto, sendo que diferentes 6leos e diferentes componentes podem exercer
modos de agao distintos, em diferentes alvos celulares (Calo et al., 2015). Alguns autores
sugerem que a atividade antimicrobiana se deve a sua capacidade de penetrar as membranas
das bactérias e inibir as propriedades funcionais da célula (Bajpai, Baek e Kang, 2012; Fisher e
Phillips, 2009). Os seus compostos fendlicos parecem ter um papel importante na atividade
antimicrobiana, uma vez que rompem a membrana da célula bacteriana, alterando a sua
funcionalidade e causando a libertagao do conteldo celular (Bajpai, Baek e Kang, 2012; Fisher
e Phillips, 2009; Guinoiseau et al., 2010). Esses compostos podem interferir com o transporte
de eletroes, a absor¢ao de nutrientes, proteinas, sintese de acidos nucleicos e atividade
enzimatica (Mihai e Popa, 2013). A hidrofobicidade é outra caracteristica importante dos oleos
essenciais, que lhes permite interagir com os lipidos da membrana celular bacteriana e
mitocondrial, tornando a célula mais permeavel (Burt, 2004), e potencialmente levando a sua
morte (Calo et al., 2015; Yousefi, Khorshidian e Hosseini, 2020).

As bactérias de Gram-positivo sao geralmente mais sensiveis aos 6leos essenciais do

que as de Gram-negativo (Burt, 2004; Hyldgaard, Mygind e Meyer, 2012; Kim et al,, 201 |;
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Okoh, Sadimenko e Afolayan, 2010). Isto deve-se ao facto de as bactérias de Gram-negativo
terem uma membrana externa que contém lipopolissacarideos hidrofilicos (LPS), que
constituem uma barreira a passagem de macromoléculas e compostos hidrofobicos, tornando-
as mais resistentes a ac¢ao disruptiva destes compostos (Hyldgaard, Mygind e Meyer, 2012).
Para além disso, as bactérias de Gram-negativo demonstram maior resisténcia a compostos
antimicrobianos devido a uma sobre-expressao de determinadas bombas de efluxo (Garvey et

al, 2011).

1.2.1.1. Uso alimentar

Devido a atencao crescente dada aos aditivos naturais, os oleos essenciais de varias
plantas tém vindo a ser estudos com o objetivo da sua aplicagio em alimentos, especialmente
conjugados com outras técnicas de preservagao alimentar (Tongnuanchan e Benjakul, 2014).
A FDA ja classificou alguns oleos essenciais como “geralmente reconhecidos como seguros”,
encontrando-se mesmo na lista de aditivos alimentares permitidos para utilizagao nos Estados
Unidos da América (FDA, 2019). Na UE, varios componentes de oleos essenciais foram ja
autorizados para uso alimentar (como o eugenol, carcravol, citral, entre outros), sendo
considerados como seguros para a saude do consumidor (Hyldgaard, Mygind e Meyer, 2012).
No entanto, o uso de oleos essenciais como conservantes alimentares requer conhecimento
detalhado sobre as suas propriedades, como a atividade antimicrobiana, o espetro de
organismos alvo, o modo de agao e o efeito dos componentes de matrizes alimentares nas
suas propriedades bioativas (Hyldgaard, Mygind e Meyer, 2012). Uma vez que no alimento
podem existir nutrientes suficientes para as bactérias se multiplicarem a um alto ritmo e ainda
conseguirem reparar possiveis danos celulares, estas podem tornar-se mais resistentes a
diferentes stresses que possam estar presentes (Gill et al, 2002). Para além disso, alguns
componentes presentes nos alimentos podem reduzir a atividade dos 6leos essenciais, como
lipidos, carboidratos, proteinas, aditivos, entre outros (Perricone et al., 2015). A fragao lipidica
dos alimentos pode absorver o 6leo essencial, que € um composto lipofilico, baixando a sua
concentragao na fase aquosa e diminuindo a sua agao antimicrobiana (Smith-Palmer, Stewart
e Fyfe, 2001). Essa atividade também pode depender do pH do alimento, da temperatura ou
do nivel de contaminagao microbiana (Hyldgaard, Mygind e Meyer, 2012). Ademais, uma vez
que os Oleos essenciais sao compostos volateis, podem ser facilmente degradados por
exposi¢ao ao calor, pressao, luz e oxigénio (Martin et al, 2010). Por esses motivos,
concentragoes mais altas de 6leo podem ser necessarias no alimento para atingir a atividade

antimicrobiana desejada.



Para ultrapassar este problema, varias tecnologias tém vindo a ser implementadas,
como o encapsulamento dos 6leos essenciais em embalagens inteligentes, como revestimentos
comestiveis e biodegradaveis, que permitem uma libertacao lenta do agente antimicrobiano
para a superficie do alimento. Isto permite que altas concentragdes se mantenham na
superficie ou préximo dela por longos periodos, prolongando a atividade do 6leo no produto
(Sanchez-Gonzalez et al, 2011). O encapsulamento do oleo essencial em micro ou
nanoemulsoes € outra estratégia que permite diminuir os efeitos organoléticos no alimento,
aumenta a estabilidade do composto ativo e protege-o das interagdoes com os componentes
do alimento, assim como da degradagao ou evaporacao (Donsi et al,, 201 1). Outra opgao que
permite diminuir a concentragao necessaria do composto pode ser o uso de sinergia,
combinando o efeito de varios dleos essenciais, de 6leos com outros agentes antimicrobianos
ou com outras tecnologias de preservacao (Kawacka et al., 2021).

Os compostos derivados de plantas com atividade antimicrobiana também podem ter
a capacidade de atenuar fatores de viruléncia, tal como de reduzir biofilme ja formado, ou
inibir a sua formagao, pelo que tém potencial para ser utilizados na limpeza em ambiente de

processamento alimentar (Kawacka et al., 2021).

1.3. Melissa officinalis

Melissa officinalis L. (M. officinalis), também conhecida como cidreira, é uma planta
medicinal que pertence a familia Lamiaceae (Shakeri, Sahebkar e Javadi, 2016a). Esta familia
contém cerca de 236 géneros, com aproximadamente 6900-7200 espécies (Okoh, Sadimenko
e Afolayan, 2010). O género Melissa inclui cinco espécies de plantas perenes, nativas da Asia
Central, Europa e Irao (Miraj, Rafieian-Kopaei e Kiani, 2017). Em inglés, o nome comum da
planta, lemon balm (balsamo de limao), deve-se ao seu forte aroma e sabor semelhantes aos
do limao (Moradkhani et al., 2010).

Considera-se que as areas de origem de M. officinalis sejam a regiao oriental
mediterranica, o Sul da Europa, a Asia Ocidental, Caucaso e o Norte do Irdo, no entanto, hoje
em dia, a planta esta dispersa mundialmente (Shakeri, Sahebkar e Javadi, 2016a). Normalmente,
a planta cresce em areas arenosas, todavia, ja foi encontrada em altitudes desde o nivel do
mar até montanhas, ou em terrenho baldio himido (Miraj, Rafieian-Kopaei e Kiani, 2017).

M. officinalis é uma espécie de polinizagao cruzada (Moradkhani et al., 2010), sendo uma
planta com normalmente 30 a |25 centimetros de altura e tem flores brancas ou cor-de-rosa
e folhas ovais com peciolo com 6 centimetros de comprimento e 3 de largura. As suas

sementes sao pequenas (| a 1,5 milimetros) e castanho-escuras ou pretas (Shakeri, Sahebkar



e Javadi, 2016a). O seu sistema radicular piloso com um grande nimero de raizes laterais
permite a planta adaptar-se a diferentes condi¢oes ambientais. No inicio do inverno, as partes
superiores da planta morrem e novos rebentos emergem no inicio da primavera (Moradkhani

et al., 2010; Shakeri, Sahebkar e Javadi, 2016a).

1.3.1. Usos tradicionais

A cidreira é utilizada na medicina, na cosmética e como ingrediente alimentar (Salamon
et al, 2019). E comum a sua infusio ser consumida apés as refeicdes para reduzir gazes e
indigestao. Na Europa, costuma ser usada como tratamento para constipagoes, febre e tosse,
e como sedativo leve para tratar dores de cabega, enxaquecas, tensao nervosa ou insonias
(Stefanovi¢ e Comic, 2012). A planta também ja foi referida como benéfica em diferentes
aplicacoes, como melhoria da memoria, associada a efeitos favoraveis em problemas
gastrointestinais, doengas da tiroide, nduseas, tonturas, anemia, doenga de Graves, Alzheimer,
sincope, asma, gripe, bronquite, amenorreia, problemas cardiacos, epilepsia, nervosismo,
indisposicao, depressao, psicose, histeria, feridas, entre outros (Papoti et al., 2019).

As folhas de M. officinalis tém vindo a ser utilizadas na culinaria para adicionar sabor a
varios pratos nos ultimos 2000 anos (Shakeri, Sahebkar e Javadi, 2016a). Podem ser utilizadas
como especiaria em saladas de verao ou sopas de vegetais, quando frescas, ou nas mesmas
refeicdes no inverno, quando secas (Salamon et al, 2019). O seu sabor combina bem com
outras especiarias em pratos vegetais e o p6 das suas folhas pode ser utilizado também para

temperar carne ou peixe (Salamon et al,, 2019).

1.3.2. Composi¢dao quimica

M. officinalis contém um grande niumero de compostos bioativos, sendo os compostos
volateis, triterpenos, acidos fendlicos e flavonodides os principais (Mencherini et al., 2007). Os
acidos fenolicos foram divididos em duas classes: derivados de acido benzoéico, como o acido
galico, e derivados de acido cinamico, como acido cafeico (D’Archivio et al., 2007).

A planta tem 0,02 a 0,3% de Sleo essencial, com inUmeros compostos, dos quais mais
de 60% sao monoterpenos, como o citronelal, neral e geranial. Mais de 35% sao
sesquiterpenos, como o B-cariofileno e 6xido de B-cariofileno, e alcoois monoterpenos, como
o nerol, geraniol e citronelol (Mabrouki, Duarte e Akretche, 2018). O 6leo pode ser extraido
da flor, folha ou ramos por extragao quimica ou destilagao a vapor (Moradkhani et al., 2010).
O conteudo de 6leo essencial parece ser superior no tergo superior da planta (Mrlianova et

al., 2002). A composigao do seu 6leo varia com as condigoes climaticas, sazonais e geograficas,
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o periodo de colheita e os procedimentos da técnica de destilagao usada (Shakeri, Sahebkar e
Javadi, 2016b).

O potencial do 6leo essencial de M. officinalis tem vindo a ser demonstrado, sendo que
ja foi relatado o seu efeito antimicrobiano numa gama de bactérias, tanto de Gram-positivo
como Gram-negativo (Babapour S., Angaji e Angaji, 2009; Czerwinska e Szparaga, 2015), assim
como uma agao anti-biofilme (Budzynska et al, 2011). Extratos desta planta também ja

mostraram capacidade de inibir a comunicagao por quorum sensing (Cosa et al., 2019).



2. Objetivos do estudo

A contaminagao de alimentos por organismos patogénicos €, cada vez mais, uma
preocupacao a nivel de seguranga alimentar. Assim, € pertinente a procura por novos métodos
de conservagao alimentar, mais seguros e naturais, sendo que a utilizacdo de extratos de
plantas, ricas em compostos bioativos, podera ser uma boa alternativa. Tendo em conta o
risco associado a ingestao de alimentos contaminados com L. monocytogenes e o potencial da
utilizagao de 6leos essenciais como agentes antimicrobianos, este trabalho teve como objetivo
global avaliar a possivel utilizagao do oleo essencial de M. officinalis em conservagao alimentar.

Assim, os objetivos especificos deste estudo foram:

i. Avaliar a atividade antibacteriana do 6leo essencial de M. officinalis e o seu efeito
em L. monocytogenes;

ii. Estudar o efeito do oleo essencial na viruléncia do patdgeno e se a exposi¢ao de L.
monocyotogenes ao 6leo essencial induz resisténcia ou tolerancia a condigoes
adversas;

iii. Avaliar a aplicagao e atividade antimicrobiana do 6leo essencial em modelos

alimentares, com vista a sua utilizacao na conservacgao alimentar.



3. Materiais e Métodos

3.1. Oleo essencial de Melissa officinalis

Neste trabalho, avaliou-se a atividade antimicrobiana do 6leo essencial da planta Melissa
officinalis obtido na Pharmaplant, cuja composi¢ao esta descrita na Tabela |, tendo sido

determinada por cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS).

Tabela I. Composicao do dleo essencial de Melissa officinalis, determinada por GC-MS.

Area (%) Compostos

0,52 (E)-3,3-dimetil-1,5-heptadieno
0,77 B-Linalol

0,83 (E)-metil geranato
0,99 Fotocitral A

1,03 B-citronelol

1,55 Nao identificado

1,64 Citronelal

1,98 Geranil acetato

2,01 Oxido de cariofileno
2,03 cis-1,2-dihidroperilaldeido
6,50 B-cariofileno
28,36 Z-citral (neral)
42,70 Citral (geranial)

3.2. Microrganismos e meios de cultura utilizados

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial foi avaliada para trés estirpes da bactéria
Listeria monocytogenes. As estirpes utilizadas foram L. monocytogenes LMG 13305, LMG 16779
e LMG 16780, com os serotipos 4b, 1/2a e 1/2b, respetivamente, provenientes da colegao
BCCM/LMG (Bélgica).

O meio de cultura solido Tryptic Soy Agar (TSA) utilizado foi preparado dissolvendo
meio Tryptic Soy Broth (TSB) (VWR Chemicals) com agar (HiMedia) a I5 g/L. Antes de cada
ensaio, as estirpes foram repicadas para meio solido em placas de Petri e incubadas em estufa
a 37 °C durante aproximadamente 24 horas. O meio de cultura liquido utilizado para L

monocytogenes foi Tryptic Soy Broth (TSB).



3.3. Avaliacao da suscetibilidade de Listeria monoytogenes ao 6leo essencial de

Melissa officinalis
3.3.1. Método da difusao em disco

Neste ensaio, avaliou-se a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de M. officinalis,
utilizando o método de difusao em disco descrito por Zhang et al. (2017). Algumas coldnias
de cada estirpe de L. monocytogenes foram recolhidas da cultura em meio sélido e transferidas
para um tubo com solugao salina NaCl a 0,85% (m/v), acertando-se o inéculo para uma
turbidez de 0,5 na escala de McFarland, medida num densitometro, de forma a obter uma
densidade de aproximadamente |1x10° unidades formadoras de colénias (UFC)/mL.

A suspensao celular correspondente a cada estirpe foi inoculada em placas de meio
TSA, com o auxilio de uma zaragatoa estéril que foi mergulhada na suspensao e utilizada para
a espalhar a suspensao celular uniformemente na superficie do agar.

De seguida, aplicou-se 10 puL do oleo essencial a discos estéreis de celulose com 6 mm
de diametro e colocou-se um disco na superficie do meio inoculado. Para avaliagio da
suscetibilidade da bactéria aos compostos volateis do 6leo essencial, colocou-se um disco com
o oleo no centro da tampa da placa de Petri. Como controlo positivo do ensaio usou-se o
antibiético ampicilina, para tal, usou-se um disco com |0 pg do antibiotico.

As placas foram incubadas em estufa a 37 °C durante 24 horas. Apods incubagio,
mediram-se os halos de inibicado em milimetros, utilizando um paquimetro e considerando
como halo de inibicao o diametro em que nao houve crescimento visivel a olho nu. Para cada

estirpe de L. monocytogenes, realizaram-se, pelo menos, trés ensaios independentes.

3.3.2. Avaliacdo da concentragcao minima inibitéria (CMI)

.....

método de microdiluicao em meio liquido, tal como descrito por Coimbra et al. (2020). Para
isso, preparou-se uma solugao de oleo essencial e dimetilsulfoxido (DMSO) em meio TSB e
fizeram-se diluigoes sucessivas (1:2), em microplaca de 96 pogos, de forma a obter uma gama
de concentragcoes de 4 a 0,015 pL/mL de dleo essencial, com uma concentragao maxima de
2% (v/v) de DMSO. Da mesma forma, preparou-se uma solugao de ampicilina (NzyTech) e
diluiu-se, de forma a testar concentragoes no intervalo de 32 a 0,25 pg/mL.

O indculo correspondente a cada estirpe foi ajustado para uma turbidez de 0,5 na
escala de McFarland em NaCl a 0,85% (m/v), de forma a obter uma densidade celular de 1x10°
UFC/mL. O iné6culo foi diluido em meio TSB, e adicionado a cada pogo, de forma a obter uma

concentracao de cerca de 5x10° UFC/mL, num volume final de 100 pL.



Também foi realizado um controlo de crescimento, adicionando 50 pL do inéculo de
cada estirpe a 50 pL de meio TSB, e um controlo de esterilidade do meio de cultura, com
apenas 100 pL de meio TSB, ambos em triplicado. Fez-se ainda um controlo de turbidez do
6leo, com a solugao de 6leo e DMSO diluidas sucessivamente, sem adicao do indculo.

As placas foram incubadas em estufa a 37 °C durante aproximadamente 24 horas e,
apos incubagao, analisaram-se os resultados, considerando como CMI a concentragao mais
baixa para a qual se verificou auséncia de crescimento a olho nu.

Os ensaios realizaram-se em duplicado para cada estirpe e em trés ensaios

independentes.

3.4. Determinac¢ao de curvas de morte

Neste ensaio, seguiu-se o protocolo de Ferreira e Domingues (2016), de forma a
determinar o efeito do oleo essencial de M. officinalis sobre L. monocytogenes.

Primeiramente, fez-se uma cultura overnight, retirando uma colénia isolada de TSA com
24 horas de incubagao e suspendendo-a em |0 mL de meio TSB num erlenmeyer de 50 mL. A
cultura foi incubada durante 16 horas a 37 °C, com uma agitagdo de 250 rotagSes por minuto
(rpm). Apos incubagao, mediu-se a densidade otica da cultura a 600 nm (DOyq ,m) € acertou-
se a suspensao celular em meio TSB para obter uma DOy, de 0,1, correspondente a 2x 108
UFC/mL. Solugoes de oleo essencial e DMSO diluidos em TSB foram preparadas, para obter
concentragoes finais de 6leo essencial correspondentes a 4xCMI, 2xCMI, IxCMI, 0,5xCMI e
0,25xCMI e uma concentragao maxima de DMSO de 0,25% (v/v). Adicionou-se o inoculo a
cada solucgio, de forma a obter uma concentracio final de células de 2x10” UFC/mL num
volume final de | mL. Como controlo de crescimento, utilizou-se | mL de meio TSB e como
controlo de toxicidade do solvente utilizou-se | mL de meio TSB com DMSO dissolvido a
concentragao maxima utilizada (0,25%).

Os tubos foram incubados a 37 °C, sendo recolhidas amostras aos 0, 15, 30, 60, 120 e
240 minutos de incubacao. A contagem de células cultivaveis foi efetuada pelo método “drop-
plate”, assim, fizeram-se diluigoes sucessivas decimais de cada amostra em NaCl a 0,85% (m/v)
em microplaca de 96 pogos, e aplicou-se 10 pL de cada diluigao em triplicado em placas de
TSA e incubaram-se as mesmas a 37 °C durante 24 horas. Apos incubagio, contaram-se as
colodnias nas placas, considerando as diluigoes com 20 a 60 coldnias, e calculou-se o nimero
correspondente de UFC/mL.

Para cada estirpe, realizaram-se, pelo menos, trés ensaios independentes.



3.5. Avaliacao do efeito do 6leo essencial no quorum sensing

De forma a perceber o papel do 6leo essencial de Melissa officinalis na inibicao do
quorum sensing, utilizou-se a bactéria biosensor Chromobacterium violaceum ATCC 12472,
proveniente da colecao ATTC (EUA), para avaliar a producao de violaceina, de acordo com o
método descrito por Asensio et al. (2020). Para isso, fez-se uma cultura overnight de C.
violaceum, utilizando o mesmo método do ponto 3.4., com meio Luria-Bertani (LB) (Liofilchem)
ea 30 °C.

Em microplaca estéril de 48 pogos, adicionaram-se solu¢oes de 6leo essencial de
forma a obter concentragoes finais de 0,125 a 0,015 pL/mL (DMSO a uma concentragao
maxima de 0,125%), e de DMSO num intervalo de 0,125% a 0,015% (v/v), como controlo de
solvente. Como controlo positivo de inibicao de quorum sensing, usou-se resveratrol num
intervalo de concentragoes finais de 10 a 2,5 pg/mL, num volume final de | mL por pogo.

A DOy foi medida e acertou-se o indculo em meio LB para uma DOy de 0,02.
A cultura foi adicionada a todos os pogos do ensaio, de forma a obter uma concentragao final
no pogo de cerca de Ix10° UFC/mL. Para controlo de crescimento, adicionou-se 500 uL do
inoculo a 500 pL de meio LB, em triplicado.

A placa foi incubada a 30 °C durante 48 horas e, ap6s incubagao, avaliou-se a produgao
de violaceina. Para isso, centrifugou-se a 5000 g (RCF) 750 pL de cada pogo durante 3
minutos. De seguida, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 750 pL de DMSO,
vortexando até dissolver a violaceina. Procedeu-se a uma centrifugacao a 8000 g durante 5
minutos e retirou-se 200 pL de cada sobrenadante em triplicado para microplaca de 96 pogos,
descartando o restante. Por fim, mediu-se a absorvancia em espectrofotometro a um
comprimento de onda de 585 nm.

Para avaliar se a inibicao do quorum sensing ocorreu sem a morte do microrganismo,
suspenderam-se células depositadas em agua destilada e retirou-se 200 pL em triplicado para
a placa de 96 pogos, medindo a DOy ,n em espetrofotometro de microplacas (Bio-Rad).

Foram realizados, pelo menos, trés ensaios independentes.

A partir das medigoes de absorvancia, calculou-se a percentagem de inibigao do

quorum sensing para cada tratamento, utilizando a seguinte formula:

DOsgs nm da amostra

Inibi¢do da violaceina (%) = 100 - (( )*IOO)

DOsgs nm do controlo de crescimento



3.6. Determinacao do efeito do 6leo essencial na formacao de biofilme

Para avaliar se o 6leo essencial em estudo tem efeito na formagao de biofilmes por L.
monocytogenes, seguiu-se o protocolo realizado por Stepanovi¢ et al. (2004), com modificagoes,
comegando por uma cultura overnight, como indicado no ponto 3.4.

Em placa de 96 pocos de poliestireno, fizeram-se dilui¢oes sucessivas (1:2) a partir de
solucoes de o6leo essencial e DMSO ou de DMSO, em meio TSB, de forma a obter
concentragoes de oleo finais de 4xCMI a 0,125xCMI e uma concentragao maxima de DMSO
de 0,25% (v/v).

A partir da cultura overnight, acertou-se o inéculo para uma DOy .,y de 0,2 em meio
TSB. Por fim, adicionou-se o inéculo a todos os po¢os, de forma obter uma concentragao final
de aproximadamente 1x10® UFC/mL, num volume final de 200 uL por pogo. Para controlo de
crescimento, adicionou-se 100 pL de inéculo a 100puL de meio TSB e para controlo negativo
colocou-se apenas 200 puL de meio TSB nos pogos.

As placas foram incubadas em estufa a 37 °C durante 24 horas. Apods incubagio,
removeu-se o conteudo dos pocos e fizeram-se duas lavagens com 200 pL de agua destilada.
Os biofilmes foram fixados com 200 pL de metanol durante 20 minutos. Apds a fixagao,
coraram-se os biofilmes com 200 pL de violeta de cristal a 0,1% (m/v) durante |0 minutos. De
seguida, fizeram-se trés lavagens com 400 pL de agua destilada, de forma a remover o violeta
de cristal em excesso. O corante foi dissolvido com 200 pL de acido acético a 33% (v/v)
durante | hora e transferiu-se 150 pL de cada poco para nova microplaca de 96 pocos. Por
fim, leu-se a absorvancia a 570 nm e calculou-se a percentagem de inibicao de biofilmes para
cada amostra.

Através das absorvancias obtidas, calculou-se a percentagem de inibicao de biofilme

relativamente ao controlo de solvente, através da formula:

DOsgs nm do controlo de solvente - DOs7 nm da amostra

Inibi¢do de biofilme (%) = ( )*IOO)

DOssgs nm do controlo de solvente

Para cada estirpe realizaram-se, pelo menos, trés ensaios independentes.

3.7. Ensaio de motilidade

De forma a avaliar o efeito do 6leo essencial de M. officinalis na motilidade de L
monocytogenes utilizou-se o procedimento descrito por Marini et al. (2018), com algumas

alteragoes. Para este ensaio e todos os posteriores, selecionou-se apenas uma estirpe de L
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monocytogenes, utilizando a LMG 13305, uma vez que o seu serétipo (4b) esta entre os mais
associados a casos de listeriose nas Ultimas décadas (Lomonaco, Nucera e Filipello, 2015). A
partir de uma cultura overnight de L. monocytogenes LMG 13305, prepararam-se tubos
adicionando 2700 pL de meio TSB a 300 pL da suspensao bacteriana com uma DOy de
0,1, obtendo uma concentragio de aproximadamente Ix10” UFC/mL, e procedeu-se a uma
incubagao durante 18 horas a 37 °C. Apos a incubagao, pipetou-se 5 pL da suspensao
bacteriana em placas de TSA com 0,3% (m/v) de agar e com 6leo essencial em concentragoes
de 0,5xCMI, 0,25xCMI e 0,125xCM], incluindo uma placa de controlo sem 6leo essencial. As
placas foram incubadas a 30 °C e mediram-se os halos de motilidade, em milimetros, ao fim
de 24, 48 e 72 horas.

Pelo menos trés ensaios independentes foram realizados.

3.8. Avaliaciao da tolerancia a condi¢oes adversas

Para avaliar a influéncia do 6leo de M. officinalis na tolerancia de L. monocytogenes LMG
13305 ao calor, pH acido, stress osmotico e dessecagao, foi feita uma pré-incubacao de acordo
com o protocolo de Oliveira et al. (2017), com modificagdes. A partir de uma cultura overnight,
prepararam-se tubos com 2700 pL de meio TSB com o6leo essencial na concentragao
subinibitéria de 0,25x MIC e DMSO a 0,016% (v/v), e adicionaram-se 300 pL de suspensao
bacteriana correspondente a uma DOy . de 0,1, de forma a obter uma concentracao final
de aproximadamente |x10” UFC/mL. Como controlo, inocularam-se tubos com apenas meio
TSB e tubos com apenas DMSO diluido em TSB a concentragao utilizada no ensaio. Os tubos
foram incubados a 37 °C durante |8 horas. Apos incubacao, fez-se uma centrifugacao a 8000
g, 4 °C, durante 5 minutos. As células recolhidas foram lavadas com meio TSB e suspendidas

de forma a obter uma concentragio de aproximadamente Ix|0® UFC/mL.

3.8.1. Calor

Para avaliar a tolerancia de L. monocytogenes a temperaturas altas, adicionou-se 30 plL
da suspensao obtida no ponto anterior a 2970 pL de meio TSB em tubos de ensaio. Os tubos
foram incubados a 55 °C em banho termostatizado (Nahita 601/12) durante | hora. Aos 0 e
60 minutos retiraram-se amostras para contagem de células, de acordo com o procedimento

descrito no ponto 3.4, para o método “drop-plate”.
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3.8.2. Acido

No ensaio de tolerancia a niveis baixos de pH, 30 pL da suspensao bacteriana foram
adicionados a 2970 pL de meio TSB acidificado com acido cloridrico para um pH de 2,4 e
procedeu-se a incubagio por 8 horas a temperatura ambiente. As 0, 2, 4, 6 e 8 horas foram
retiradas amostras e procedeu-se a contagem de células como descrito no ponto 3.4,

realizando as diluigoes decimais em tampao fosfato salino a 10 mmol/L e pH 7,2.

3.8.3. Stress osmotico

Neste ensaio, adicionaram-se 30 pL de suspensao a 2970 pL de meio TSB com 12%
(m/v) de cloreto de sédio e incubaram-se os tubos durante 24 horas em estufa a 37 °C. As 0
e 24 horas retiraram-se amostras e fez-se a contagem de células de acordo com o

procedimento do ponto 3.4.

3.8.4. Dessecacao

Para o ensaio de tolerancia a dessecagao, foi seguido o protocolo de Chen et al. (2020)
com algumas modificagoes. As suspensoes obtidas no ponto 3.8 foram diluidas em meio TSB
e pipetou-se 100 pL para placas de 6 pogos, de forma a obter uma concentragao final de
aproximadamente |x10°® UFC/mL por pogo. As placas foram incubadas durante 4 horas a 40
°C. No final do tempo de incubagao, foram secas em camara de fluxo e transferidas para uma
estufa a 25 °C, onde permaneceram durante 7 dias. Apos a incubagao de 4 horas e o periodo
de 7 dias, o poco foi lavado repetidamente com | mL de meio TSB, de forma a suspender as
células aderidas ao fundo. O conteldo de cada pogo foi recolhido e foram feitas diluigoes e
contagens de acordo com o descrito no ponto 3.4.

Os resultados relativos aos ensaios de tolerancia a condi¢oes adversas foram

apresentados sob a forma do Log, (N/Ny), através da seguinte formula:

] NN = L n° de UFC finais
ogio (N/No) = Logio n° de UFC iniciais

Os ensaios foram realizados em duplicado, em pelo menos trés dias independentes.

3.9. Resisténcia cruzada

De forma a verificar se a incubagao com o oleo essencial de M. officinalis induz em L.
monocytogenes resisténcia a antibidticos, determinou-se a CMI, seguindo o mesmo

procedimento realizado no ponto 3.3.2, para os antibidticos tetraciclina (Sigma-Aldrich),
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vancomicina (Sigma-Aldrich), cefotaxima (Acros organics), eritromicina (Sigma-Aldrich),
gentamicina (Sigma-Aldrich) e ampicilina, utilizando suspensoes bacterianas provenientes da
ponto 3.8, lavadas e suspensas de forma a obter-se uma concentragio de 5x10° UFC/mL em

cada pogo.

3.10. Capacidade de invasdao por L. monocytogenes em células epiteliais Caco-2

Neste ensaio foi avaliada a capacidade de L. monocytogenes de invadir células epiteliais
intestinais humanas Caco-2, utilizando o método descrito por Su et al. (2019). As células foram
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma-Aldrich) com 10% (v/v)
de soro FBS (fetal bovine serum), 1% de aminodcidos nao essenciais, 100 pg/mL de
streptomicina e 100 pg/mL de penicilina em frascos de cultura de células de 75 cm?. O meio
foi mudado de dois em dois dias, e as células mantidas em incubadora a 37 °C com 5% de
CO,. Antes de cada ensaio, as células foram semeadas em placas de 24 pogos a partir de
cultura celular com aproximadamente 80% de confluéncia. Uma concentracio de
aproximadamente 2x10° células/mL foi suspensa em meio DMEM e semeou-se placa de cultura
de 24 pogos com 0,5 mL por pogo, obtendo uma concentragio de aproximadamente 2,6x |0°
células/pogo apos 48 horas de incubagao a 37 °C e 5% de CO,.

Apos exposigao de L. monocytogenes LMG 13305 a oleo essencial de acordo com o
ponto 3.8, as células foram recolhidas por centrifugacao a 8000 g, 5 minutos, sendo lavadas e
suspensas em meio DMEM, de forma a obter uma concentragio de aproximadamente 2,6x 10’
UFC/pogo. Os pogos da placa de cultura com Caco-2 foram lavados duas vezes com tampao
fosfato salino a |0 mmol/L com um pH de 7,2 e inoculados com 500 pL da suspensao
bacteriana preparada anteriormente, com uma multiplicidade de infegao de L. monocytogenes
para Caco-2 de 100:I. A placa foi incubada durante uma hora a temperatura de 37 °C e
atmosfera com 5% de CO,. Apos a incubagao, foram feitas trés lavagens com tampao fosfato
salino e adicionado a cada pogo 500 pL de uma solugao de gentamicina a 150 pg/mL em DMEM
e procedeu-se a nova incubagao de 90 minutos, sob as mesmas condigoes. Apods trés lavagens
dos pogos com tampao fosfato salino, para lise das células Caco-2, adicionou-se Triton-X100
(Fisher Chemical) a 1% (v/v) em tampao fosfato salino e, passados 5 minutos, recolheu-se o
conteldo de cada pog¢o e quantificaram-se as células bacterianas que invadiram as células
epiteliais Caco-2, através do método “drop-plate”, como referido no ponto 3.4.

O ensaio foi realizado em triplicado, em trés dias independentes.
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3.11. Aplicacdo do dleo essencial de Melissa officinalis em modelos alimentares
3.11.1. Alface, leite e suco de frango

As diferentes matrizes alimentares utilizadas para estudar o efeito do 6leo essencial
foram preparadas de acordo com Ferreira & Domingues (2016). No caso da alface, foram
homogeneizadas 50 g de alface com 100 mL de agua destilada em Stomacher® 80
microBiomaster (Seward), durante 2 minutos. De seguida, fez-se uma filtragao com filtro
Whatman e ajustou-se o pH da solucao resultante para 7,2, juntando duas partes da mesma
com uma parte de tampao de fosfato de potassio a 0,3 mol/L. A mistura foi esterilizada a 121
°C durante |5 minutos para ser utilizada nos ensaios. Relativamente aos ensaios na matriz
alimentar do leite, utilizaram-se dois tipos de leite UHT (magro e gordo). Para o frango, o
suco proveniente da descongelagao de varios frangos foi misturado e armazenado a -80 °C. O
suco foi posteriormente descongelado durante a noite, a 4 °C, e procedeu-se a uma
centrifugacao a 3900 g durante 20 minutos. O sobrenadante foi entao filtrado com filtro de
0,45 pm e o suco de frango resultante foi armazenado a -20 °C até a sua utilizagao.

Para o ensaio, prepararam-se solu¢oes de cada modelo alimentar com 6leo essencial a
concentracoes de 2xCMI, I xCMI e 0,5xCMI e uma concentracao de DMSO maxima de 0,125%
(v/v). Em todos os tubos foram adicionados 100 pL de suspensio bacteriana de L.
monocytogenes LMG 13305 proveniente de cultura overnight, de forma a obter uma
concentragio final de aproximadamente Ix10° UFC/mL, num volume final de | mL. Como
controlos, utilizou-se apenas o modelo alimentar com inoculo, e o modelo alimentar com
inéculo e DMSO na concentracao mais alta utilizada em ensaio. Os ensaios foram incubados
a 4 °C durante 14 dias. Aos 0, 2, 4, 7, 10 e 14 dias recolheram-se amostras e realizaram-se

contagens de acordo com o procedimento descrito no ponto 3.4.

3.11.2. Sumo de melancia

A preparagao do sumo de melancia utilizado neste ensaio foi feita de acordo com o
método de Jo et al. (2015). As sementes e a casca da melancia foram removidas e o interior
foi triturado e homogeneizado durante 10 minutos numa liquidificadora (Hoffen). O sumo
obtido foi filtrado com compressas de gaze estéreis e utilizado no proprio dia. Para verificar
o efeito do oleo essencial de M. officinalis sobre L. monocytogenes LMG 13305 no sumo de
melancia, preparou-se sumo com 2 puL/mL de dleo essencial e adicionou-se o indculo, apds
cultura overnight, de forma a obter uma concentragdo de aproximadamente Ix10° UFC/mL,
num volume final de 50 mL em frascos de 65 mL. Como controlo de crescimento, utilizou-se

sumo apenas com inoculo. Os frascos foram incubados a 4 °C e nos dias 0, 2,4, 7, 10 e 14
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retiraram-se amostras para contagem de L. monocytogenes. Para tal, retirou-se de cada frasco
| mL e fizeram-se diluigoes sucessivas decimais com 9 mL de agua peptonada tamponada. De
cada diluigao retiraram-se 100 pL para placas de meio seletivo Polymyxin acriflavine lithium
chloride ceftazidime aesculin mannitol (PALCAM) (Biolife) e utilizou-se o método do
espalhamento. As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 horas para posterior contagem,
considerando as placas com cerca de 15 a 150 colonias e calculando o numero de UFC/mL.

Para verificar o efeito do 6leo essencial na microbiota naturalmente presente no sumo,
preparou-se 50 mL de sumo com oleo essencial a concentragao de 2 pL/mL e utilizou-se
apenas sumo de melancia como controlo. Os frascos foram incubados a 4 °C e | mL foi
retirado nos dias 0, 2, 4, 7, 10 e 14, realizando-se diluicoes sucessivas decimais com 9 mL de
agua peptonada tamponada (Oxoid). O meio Plate Count Agar (PCA constituido por 2,5 g/L de
extrato de levedura (Merck), 5 g/L de triptona (Conda), 12 g/L de agar e | g/L de glucose
(Fisher Chemical), com um pH de 7,0 £ 0,2) foi utilizado para enumeragao das bactérias
psicrotroficas aerdbicas e bactérias mesofilicas totais aerdbicas. O método da incorporagao
foi utilizado, sendo que foi colocado | mL de cada diluicdo em placas e adicionados 15 mL de
meio, arrefecido a 45 °C, homogeneizando posteriormente. Apos solidificagao, as placas foram
incubadas a 4 °C durante 7 a 10 dias, para contagem das bactérias psicrotroficas aerobicas e a
30 °C durante 72 horas, para contagem das mesofilicas totais aerdbicas. Para contagem de
bolores e leveduras, utilizou-se o meio Yeast Extract Glucose Chloramphenicol agar (YCGA,
constituido por 20 g/L de glucose, 5 g/L de extrato de levedura, |5 g/L de agar com um pH de
6,6 £ 0,2 e 0,1 g/L do antibiotico cloranfenicol (Fluka), adicionado apés esterilizagao). Neste
caso foi também utilizado o método da incorporagao, como descrito acima. As placas foram
incubadas, apos solidificagao, a 25 °C durante 3 a 5 dias.

Apos incubagao, contaram-se as colonias, considerando as placas com 30 a 300
coldnias, e calculou-se o numero correspondente de UFC/mL.

Em cada momento de recolha de amostras foram tiradas fotografias a aliquotas do
sumo, com e sem Oleo essencial, de forma a avaliar a progressao do seu aspeto. Foram

realizados duplicados em dois dias independentes.

3.12. Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através do software GraphPad Prism
v8.02, utilizando o teste estatistico one-way ANOVA e, no caso dos dados relativos a avaliagao
da microbiota do sumo de melancia, o teste t-student, com um intervalo de confianca de 95%

e considerando como estatisticamente significativos os valores de p<0,05.
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4. Resultados e Discussido

A importancia e percegao da seguranga alimentar tem vindo a aumentar ao longo dos
anos. A contaminagao de alimentos por organismos patogénicos € um problema crescente e
que tem um forte impacto na saude publica, em todo o mundo. Novos agentes de conservagao
dos alimentos sao necessarios, para substituir as alternativas consideradas prejudiciais a saude
que existem atualmente e combater a resisténcia emergente a antibidticos e biocidas. Os
compostos extraidos de plantas, nomeadamente 6leos essenciais, sao fortes candidatos a sua
utilizagdo em seguranca alimentar, no entanto, sao necessarios estudos que garantam a sua
eficacia e a seguranga do seu uso. Assim, a presente dissertagao teve como objetivo o estudo
do efeito antimicrobiano do 6leo essencial de M. officinalis sobre L. monocytogenes, e aplica-lo
em modelos alimentares, pelo que os resultados obtidos sao apresentados e discutidos nesta

seccao.

4.1. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Melissa officinalis sobre

Listeria monoytogenes

A suscetibilidade de trés estirpes de L. monocytogenes ao 6leo essencial de M. officinalis
foi avaliada através do método da difusao em disco e da determinacao da concentragao minima
inibitoria. Os resultados relativos aos halos de inibicio obtidos por difusao em disco
encontram-se na Tabela ll. O dleo essencial, tanto diretamente como através da acao dos seus
compostos volateis, demonstrou maior atividade antimicrobiana nas trés estirpes do que o
antibiético utilizado como controlo, a ampicilina, produzindo halos de inibicao de 35,5 a 54,6
milimetros de diametro. A estirpe mais sensivel ao 6leo essencial foi L. monocytogenes LMG
16779, com diametros de halo de inibicao superiores a 50 milimetros. O valor de CMI do 6leo
essencial foi de 0,5 pL/mL para as trés estirpes estudadas, enquanto para a ampicilina os valores
foram 0,125 pg/mL para L. monocytogenes LMG 16779 e 0,5 pg/mL para as estirpes L
monocytogenes LMG 13305 e 16780 (Tabela Il). A ampicilina foi utilizada como controlo
positivo no ensaio, uma vez que é um dos antibidticos escolhidos atualmente para tratar
infecoes por L. monocytogenes (Allerberger e Wagner, 2010). As trés estirpes de L
monocytogenes testadas demonstram ser suscetiveis a ampicilina, uma vez que a espécie
apresenta suscetibilidade ao antibiotico quando a CMI ¢é inferior a | pg/mL (EUCAST, 2021).
Gamboa-Marin et al. (2013) determinaram o valor de CMI da ampicilina para 259 isolados de
L. monocytogenes, obtendo uma gama de valores entre 0,06 e 16 pg/mL, sendo que os

resultados de CMI obtidos no presente estudo também se encontram nesse intervalo.
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Melissa officinalis para Listeria monocytogenes LMG 13305, LMG 16779 e LMG 16780.

N Concentraciao minima
Halo de inibicdo (mm)2

inibitoriab
Oleo Compostos ol
- . e s - eo
Estirpe Ampm!ma essencial volatels’ Ampicilina essencial
(10 pgl/disco) (10 (10 pL de 6leo (ng/mL) (uL/mL)
pL/disco)  essencial/disco)

LMG 13305 34414 384 +4,2 355+22 0,5 0,5

LMG 16779 40,0 £ 2,0 546 £ 1,3 51,1 £34 0,125 0,5

LMG 16780 32,1 £0,9 48,6 = 1,7 46,1 £ 3,5 0,5 0,5

2 Média + desvio padrao

b Valor modal obtido

O ensaio de curvas de morte permite determinar se o efeito de um agente
antimicrobiano é dependente da sua concentragao e do tempo, permitindo ainda inferir acerca
da agao bacteriostatica ou bactericida de um agente (Balouiri, Sadiki e Ibnsouda, 2016). Assim,
procedemos a avaliagao do efeito do dleo essencial de M. officinalis em L. monocytogenes LMG
13305, 16779 e 16780 ao longo de 4 horas de incubagao com diferentes concentragoes do
mesmo. O oleo essencial demonstrou em efeito bactericida para as trés estirpes de L
monocytogenes estudadas (Figura 2), sendo que a partir dos 30 minutos, com a concentragao
4xCMI, ocorreu uma diminuicao da contagem de células cultivaveis abaixo do limite de

detecao do método, da mesma forma que para momentos subsequentes com 2xCMIl e IxCMI.

.....

.....

concentragao e é dependente do tempo, sendo que o controlo de solvente (DMSO 0,25%)

nao demonstra qualquer efeito na multiplicagao da populagao bacteriana.
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Figura 2. Curvas de morte para Listeria monocytogenes (A) LMG 13305, (B) LMG 16779 e (C) LMG 16780
incubadas com concentragdes de 6leo essencial de Melissa officinalis de 4xCMI a 0,25xCMI e respetivos controlos.
Cada ponto representa a média do log;o (UFC/mL) e o respetivo desvio padrao.

Alguns autores, como Hussain et al. (201 1) e Czerwinska e Szparaga (2015) também ja
demonstraram um efeito antimicrobiano do 6leo essencial de M. officinalis em bactérias de
Gram-positivo, reportando valores de diametro de inibicdo superiores em bactérias
clinicamente importantes (entre os 9,5 e 28,| milimetros) como Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, entre outras, relativamente a bactérias de Gram-negativo testadas. Ja é conhecido que
os 6leos essenciais atuam na parede celular das bactérias, afetando a sua permeabilidade e,
consequentemente, causando a libertagao do conteldo interno da célula ou afetando
diferentes fungoes celulares (Cox et al., 2001). Geralmente, as bactérias de Gram-positivo sao
mais suscetiveis a acao de 6leos essenciais, devido a diferencas na parede celular, sendo que
possuem apenas uma camada externa de peptidoglicano, enquanto as de Gram-negativo tém
uma membrana fosfolipidica externa ao peptidoglicano, contendo lipopolissacarideos que
tornam a célula mais impermeavel (Ravikumar et al, 2010). Essa membrana externa tem carga
e é de natureza hidrofilica, limitando assim a difusao destes compostos hidrofébicos através

dos lipopolissacarideos (Nazzaro et al., 2013; Yousefi, Khorshidian e Hosseini, 2020).
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O oleo essencial em estudo contém uma grande quantidade de dois compostos
terpenos oxigenados (terpenodides), o neral e o geranial (Tabela I). Ja foi demonstrado que
oleos essenciais com alto conteudo de compostos terpendides possuem um forte efeito
antibacteriano (Hussain et al., 2008). De facto, Shi et al. (2016) e Gao et al. (2020) reportaram
um forte efeito antibacteriano do composto citral, que se encontra normalmente sob a forma
de uma mistura dos dois terpendides referidos. Segundo Shi et al. (2016), o citral afeta a
membrana bacteriana, reduzindo a concentracao de ATP intracelular e o pH da célula e
levando a hiperpolarizagao da membrana. Assim, € provavel que a atividade antimicrobiana do
oleo essencial de M. officinalis em L. monocytogenes se deva aos seus compostos principais, neral
e geranial, estando os resultados da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de M. officinalis
de acordo com estudos prévios feitos com 6leo da mesma planta ou compostos isolados
presentes no mesmo. O o6leo essencial demonstrou, assim, ter uma boa atividade
antimicrobiana em L. monocytogenes, um agente patogénico de origem alimentar nocivo, o que

salienta o seu potencial para ser utilizado como agente antimicrobiano.

4.2. Efeito do dleo essencial na viruléncia de Listeria monocytogenes
4.2.1. Quorum sensing, biofilimes e motilidade

Recentemente, tem vindo a ser estudada a utilizacdo dos o6leos essenciais como
substancias antipatogénicas, ou seja, ao invés de matar a bactéria ou inibir o seu crescimento,
estes compostos podem agir pelo controlo ou atenuagao de fatores relacionados com a
viruléncia, como a comunicagao através de quorum sensing e a formagao de biofilmes (Luciardi
etal., 2016). A inibicao destes fatores podera também permitir uma resposta do sistema imune
do hospedeiro, aquando da infegao, podendo este prevenir a colonizagao pelas bactérias ou
atenuar a infecao (Rasko e Sperandio, 2010). Entre os fatores de viruléncia que podem ser
controlados pelas substancias antipatogénicas estd o quorum sensing, um sistema de
comunicagao que as bactérias utilizam para controlar processos importantes para a sua
viruléncia, como a secregao de fatores de viruléncia e a formagao de biofilmes (Zhang et al.,
2018).

Para avaliar o efeito do oleo essencial de M. officinalis sobre o mecanismo de quorum
sensing, utilizou-se a bactéria Chromobacterium violaceum. A inibicao da produgao do pigmento
violaceina por esta bactéria é frequentemente usada como um indicador de inibicao de quorum
sensing (Zhang et al, 2018). Assim, foram testadas concentragoes subinibitérias do dleo
essencial e verificou-se que todas elas levaram a uma inibi¢ao da produgao de violaceina, sendo

que a percentagem de inibicao aumentou com a concentragao de 6leo essencial. Com as
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concentragoes de 0,03 a 0,125 pL/mL de dleo essencial, foram obtidas percentagens de
inibicao de 41,9 a 74,3%, havendo uma diminuigao estatisticamente significativa na produgao
de violaceina (p>0,0001), sendo que a concentracao de 0,016 pL/mL levou a uma inibicao da
producao de violaceina de 12,8% (p=0,003) (Figura 3-A). Assim, houve inibicao de producao
de violaceina por todas as concentragoes de 6leo essencial, relativamente ao controlo. O
solvente utilizado (DMSO) nao mostrou inibicao estatisticamente significativa da produgao de
violaceina, comparativamente com o controlo, em nenhuma das concentragdes testadas
(Figura 3-B). Como controlo positivo, foi utilizado o resveratrol, tendo-se verificado que as
concentragoes de 10 a 1,25 pg/mL levaram a uma inibicao estatisticamente significativa da
producao de violaceina, com percentagens de inibicao de 92 a 12,1% (p<0,01) (Figura 3-C).
Sheng et al. (2015) demonstrou resultados semelhantes, relatando uma inibicao da produgao
de violaceina que aumenta com a concentragao de resveratrol. No caso do resveratrol, parte
da inibicao da producgao de violaceina pode ter-se devido a morte ou inibicao do crescimento
do microrganismo, uma vez que existem diferencas significativas na densidade microbiana em
todas as concentracoes de resveratrol, quando comparadas com o controlo (p<0,01).
Relativamente ao 6leo essencial, pode verificar-se alguma diminui¢ao na densidade microbiana
nas concentragoes mais altas (p<0,05), no entanto, na concentragao de 0,015 pL/mL nao existe
diferenca significativa relativamente ao controlo e foi possivel verificar uma diminuigao na

producao de violaceina, atribuindo-se, assim, a mesma, a agao do dleo.
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Figura 3. Inibigdo de quorum sensing pelo 6leo essencial de Melissa officinalis, representado pela percentagem de
inibicao da violaceina por diferentes concentragoes de (A) dleo essencial de Melissa officinalis, (B) DMSO e (C)
resveratrol e avaliagdo da densidade microbiana (DOsep nm) apds 48 horas de incubagio. Os resultados sdo
apresentados como médiaterro padrio das médias. Os asteriscos representam diferengas significativas
relativamente ao controlo. * (p<0.05); ** (p<0,01); **** (p<0,0001).

O efeito de Sleos essenciais e outros extratos de plantas no quorum sensing das
bactérias tem vindo a ser estudado. Asensio et al. (2020), por exemplo, demonstrou
percentagens de inibicao de produgao de violaceina de 94,3 e 66,7% com concentragoes de
0,078 e 0,039 mg/mL, respetivamente, de 6leo essencial de orégao. Inclusive, um estudo ja
testou diferentes extratos de M. officinalis (aquoso, metandlico, diclorometano e etil acetato)
como inibidores da producio de violaceina em C. violaceum, obtendo valores de inibicao
superiores a 74% para todos os extratos testados (Cosa et al.,, 2019). Assim, o potencial de
M. officinalis como inibidor de quorum sensing pode ser visto como uma boa alternativa para
ajudar a controlar a deterioragao dos alimentos.

Os biofilmes bacterianos sao um grande problema a nivel da industria alimentar, devido
a sua resisténcia a agentes microbianos e desinfetantes, sendo que varios surtos alimentares
ja foram associados a estes (Srey, Jahid e Ha, 2013). Quando se avaliou o efeito de diferentes
concentragoes do 6leo essencial de M. officinalis na formagao de biofilme por L. monocytogenes,
o mesmo demonstrou inibicao da formagao de biofilme pelas trés estirpes de L. monocytogenes

testadas (Figura 4), sendo que os melhores resultados foram obtidos para a estirpe LMG
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16780, com inibicao estatisticamente significativa da formacao de biofilme nas concentragoes
de 4 a 0,5xCMI (p<0,05) e percentagens de inibigao superiores a 90% nas duas concentragoes
mais altas. Em L. monocytogenes LMG 13305 e 16779, houve inibicao significativa pelas trés
concentragoes mais altas (p<0,0001) de 6leo, enquanto com 0,5xCMI nao houve diferenga
significativa relativamente ao controlo e com 0,25xCMI obteve-se uma percentagem negativa

de inibi¢ao, indicando que pode ter havido um ligeiro potenciamento da formagao de biofilme.
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Figura 4. Efeito de diferentes concentragdes do 6leo essencial de Melissa officinalis na formagao de biofilme por
Listeria monocytogenes LMG 13305, LMG 16779 e LMG 16780. Os resultados sao representados pela média da
percentagem de inibicido em relagao ao controlo de solvente e respetivo erro padrao das médias. Os asteriscos
representam diferencas significativas relativamente ao controlo de cada estirpe. *** (p<0,001); **** (p<0,0001).

Anastasaki et al. (2017) também relatou a capacidade de M. officinalis de inibir a
formacao de biofilme por bactérias. O estudo demonstrou uma inibigao superior a 80% pelo
extrato metanodlico da planta na formagao de biofilme por duas bactérias de Gram-positivo,
Streptococcus mutans e S. sobrinus. A capacidade de algumas estirpes de L. monocytogenes
persistirem em ambiente alimentar apds limpeza e desinfecao pode dever-se a exposi¢ao a
niveis subinibitorios de desinfetantes, pela existéncia de nichos ou reservatérios ambientais
onde os desinfetantes nao chegam e pela formagao de biofilmes, criando um ambiente
protegido para a bactéria (Martinez-Suarez, Ortiz e Lopez-Alonso, 2016). Assim, pela sua
capacidade de inibir a formagao de biofilme, o dleo essencial de Melissa officinalis pode ser
visto como uma promissora alternativa natural aos desinfetantes convencionais, para diminuir
a persisténcia de L. monocytogenes em ambiente de processamento alimentar. No entanto, para
isso, € necessario o uso de concentragoes adequadas e que nao permitam uma exposi¢ao e
adaptagao ao composto em niveis residuais, tornando o biofilme mais resistente.

A motilidade tem um papel fundamental na colonizagao de superficies pelas bactérias,
na sua disseminagao pelas superficies e na formagao de biofilmes (Zhang et al., 2018), assim

como na infegao do hospedeiro, tendo um papel importante na viruléncia dos patogenos

.....
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estudo na motilidade foi testado em L. monocytogenes LMG 13305. A concentragao 0,5xCMI
levou a uma diminuigao significativa do didmetro da zona de motilidade, quando comparada
com o controlo, em todos os periodos de incubagiao avaliados (p<0,05). As restantes
concentragoes (0,25 e 0,125xCMI) nao demonstraram diferengas significativas com o controlo

em nenhum dos momentos (Figura 5).
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Figura 5. Efeito de diferentes concentragdes do oleo essencial de Melissa officinalis na motilidade de Listeria
monocytogenes LMG 13305, as 24, 48 e 72 horas. Os resultados representam a média do diametro da zona de
motilidade em milimetros e respetivo desvio padrdo. Os asteriscos representam diferengas significativas em
relagio ao controlo em cada momento de medigdo. * (p<0.05); ** (p<0,01).

O efeito de Melissa officinalis na motilidade de bactérias nao foi ainda estudado, no
entanto, Marini et al. (2018) testou o 6leo essencial de Cannabis sativa contra a motilidade de
diferentes estirpes de L. monocytogenes e constatou uma redugao significativa na motilidade de
na motilidade de L. monocytogenes pelo oleo essencial de M. officinalis pode ser util na
prevencao de formagao de biofilmes por esta bactéria, ajudando a combater a contaminagao

de alimentos e ambientes alimentares.

4.2.2. Tolerancia a condi¢coes adversas, resisténcia cruzada e capacidade de

invasio celular

Ao utilizar 6leos essenciais como antimicrobianos pode utilizar-se inadvertidamente

.....

interagao com componentes da matriz alimentar pode levar a uma diminuigao da concentragao
disponivel. Assim, pode haver facilmente uma exposi¢ao dos microrganismos a niveis subletais

destes antimicrobianos naturais (Yuan et al., 2018). Essa exposicao pode, em alguns casos,
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levar a um aumento da resposta ao stress, tornando as bactérias mais tolerantes a
determinados fatores de stress ou levando a resisténcias cruzadas com outros compostos,
nomeadamente antibidticos (Bikels-Goshen et al., 2010). Muitos desses fatores de stress estao
presentes em ambiente alimentar e os organismos patogénicos de origem alimentar
enfrentam-nos durante a producao, armazenamento e confegao dos alimentos, sendo alguns
exemplos os tratamentos fisicos como o calor e choque osmoético e tratamento quimico com
acido (Begley e Hill, 2015), assim como ambientes de dessecagao, com baixa atividade de agua
(Esbelin, Santos e Hébraud, 2018). A capacidade de L. monocytogenes de sobreviver em
ambientes extremos, sob condi¢oes de stress é conhecida (Ferreira et al., 2014; Gandhi e
Chikindas, 2007). Assim, ja foi demonstrado que a bactéria tolera altas concentragoes de sal,
como 10% (m/v); sobrevive e multiplica-se num grande intervalo de temperaturas (2-45 °C);
é capaz de tolerar niveis baixos de pH e persiste em ambiente de dessecagao a longo prazo,
até 91 dias (Gandhi e Chikindas, 2007; Mcclure, Roberts e Oguru, 1989; O’Driscoll, Gahan e
Hill, 1996; Vogel et al., 2010). Por ser preocupante um possivel aumento da tolerancia de L.
monocytogenes LMG 13305 a estes stresses, foi entao testada essa tolerancia, com e sem
exposi¢ao prévia a uma concentragao subinibitéria do dleo essencial.

Para avaliar a possivel influéncia de uma pré-exposi¢ao da bactéria ao dleo essencial na
sua tolerancia ao calor, a suspensao bacteriana foi incubada a uma temperatura de 55 °C
durante | hora, atingindo-se uma redugao de aproximadamente 2 log;, (UFC/mL) apds os 60
minutos no controlo, no controlo de solvente e na amostra incubada com o 6leo essencial,
nio existindo diferencas significativas entre os dois Ultimos e o controlo (Figura 6). A
semelhanga do presente estudo, Luz et al. (2012) mostraram que L. monocytogenes nao exibe
um aumento da tolerancia a altas temperaturas (45 °C) apés adaptagao ao oleo essencial de
Origanum vulgare num modelo alimentar. Contrariamente, um estudo realizado por Oliveira,
Domingues e Ferreira (2017) demonstrou um aumento significativo da sobrevivéncia de L.

monocytogenes a altas temperaturas (55 °C durante 60 minutos) apods adaptagao a

.....
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Figura 6. Influéncia de altas temperaturas (55 °C) na sobrevivéncia de Listeria monocytogenes LMG 13305 apos
incubacdo sem ou com o dleo essencial de Melissa officinalis e respetivos controlos. Os resultados sao
representados pela média do Logio (N/No), num periodo de 60 minutos, e respetivo erro padrao das médias.

Quando exposta a um pH de 2,4 durante 8 horas, L. monocytogenes demonstrou uma
diminuicao gradual do nimero de células cultivaveis refletido no log;, (Nt/NO) ao longo do
tempo. Nao se observaram diferencas significativas entre o controlo e o controlo de solvente
ou a estirpe incubada com d6leo essencial, no entanto, é possivel verificar, através da figura 7,
uma tendéncia de redugao gradual de L. monocytogenes no caso de pré-exposicao ao 6leo
essencial, ao longo das 8 horas. Isto podera indicar que o 6leo essencial tem potencial para
tornar a estirpe mais suscetivel ao acido, facilitando a sua erradicagao quando exposta a este
stress, o que seria uma vantagem da aplicagao do 6leo essencial. Oliveira, Domingues e Ferreira
(2017) reportaram aquisicio de tolerancia ao acido em L. monocytogenes adaptada a
concentragoes subinibitérias de resveratrol, quando sujeitas a uma incubagao de 2 horas com
pH de 2,4. Segundo Luz et al. (2012), a tolerancia a acido latico (pH de 5,2) nao aumenta apos

adaptagao ao oleo essencial de Origanum vulgare em L. monocytogenes.
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Figura 7. Influéncia de pH acido (2,4) na sobrevivéncia de Listeria monocytogenes LMG 13305 apds incubagio
sem ou com o 6leo essencial de Melissa officinalis e respetivos controlos. Os resultados sao representados pela
média do Logio (N/No), ao longo de um periodo de 8 horas, e respetivo erro padrao das médias.

Relativamente ao stress osmotico, de modo verificar o comportamento da estirpe sob
este stress sem ou apds exposi¢ao ao oleo essencial, realizou-se uma incubagao da bactéria em
meio de cultura com 12% (m/v) de NaCl, durante 24 horas. Tanto no controlo, como no
controlo de solvente e na estirpe adaptada ao 6leo essencial, houve uma baixa redugao
logaritmica, sendo essa redugao inferior a 0,5 log,, (UFC/mL) (Figura 8). Nao se verificaram
diferengas significativas entre os ensaios de controlo e o controlo de solvente ou o ensaio
realizado com células previamente expostas a concentracio subinibitéria de 6leo essencial. E
possivel observar, no entanto, a tendéncia para uma tolerancia ao stress ligeiramente mais alta
apos adaptagao ao Sleo essencial, relativamente ao controlo. Esta seria uma desvantagem a
ter em conta na utilizagio do 6leo como conservante alimentar. Os resultados de Luz et al.
(2012) vao de encontro a este estudo, tendo demonstrado que a exposicao a duas
concentragoes subletais do 6leo essencial de Origanum vulgare também nao induziu tolerancia
a uma concentragao de NaCl de 10% (m/v) em L. monocytogenes num modelo alimentar de

carne, no entanto neste caso ocorreu até uma diminuigao na populagao da bactéria adaptada

ao oleo essencial, relativamente ao controlo.
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Figura 8. Influéncia de altas concentragdes de NaCl (12 % (m/v)) na sobrevivéncia de Listeria monocytogenes LMG
13305 apds incubagao sem ou com o dleo essencial de Melissa officinalis e respetivos controlos. Os resultados
sdo representados pela média do Logio (N/No), num periodo de 24 horas, e respetivo erro padriao das médias.

Uma vez que L. monocytogenes sobrevive facilmente a condigdes de dessecagao em
ambiente alimentar, estudou-se a tolerancia a este stress com e sem incubagao prévia com
oleo essencial. Apos 7 dias de incubagao, houve uma redugao de aproximadamente 1,4 a 1,5
logio UFC/mL de L. monocytogenes, sem diferenca significativa para os ensaios de controlo de
solvente ou com a estirpe adaptada ao 6leo essencial, quando comparados com o controlo
(Figura 9). Nao existem ainda estudos relativamente ao efeito de exposicao prévia a
antimicrobianos na capacidade de L. monocytogenes de sobreviver a dessecagao, no entanto,
um estudo demonstrou uma diminuicao na tolerancia a dessecagao em Cronobacter sakazakii

apos incubagao com timoquinona, um composto natural (Chen et al.,, 2020).
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Figura 9. Influéncia de condi¢des de dessecagdo na sobrevivéncia de Listeria monocytogenes LMG 13305 apos
incubagdo sem ou com o O6leo essencial de Melissa officinalis e respetivos controlos. Os resultados sao
representados pela média do Logio (N¢/No), num periodo de 7 dias, e respetivo erro padrao das médias.
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A capacidade de tolerancia de L. monocytogenes a stresses como o calor e o acido
podem influenciar a sobrevivéncia em superficies e produtos (Lundén, Tolvanen e Korkeala,
2007). A bactéria é capaz de sobreviver em ambientes extremos, incluindo niveis elevados de
sais, até 14% (Burgess et al., 2016). Ja foi também demonstrado que L. monocytogenes é capaz
de sobreviver durante longos periodos de tempo, até meses, a dessecagao (Vogel et al., 2010).
Esta tolerancia torna-se um problema a nivel da inddstria alimentar, uma vez que pode permitir
a bactéria persistir em ambientes de processamento e nos proprios alimentos. Assim, torna-
se importante estudar o comportamento da bactéria apds exposicao a quantidades
subinibitdrias do agente antimicrobiano, tendo em conta a possibilidade de existir um aumento
dessa tolerancia (Bikels-Goshen et al, 2010). Neste estudo, foi possivel verificar que a
exposi¢ao a uma concentragao subinibitéria do 6leo essencial de M. officinalis nao tornou a
estirpe mais tolerante a temperaturas elevadas, pH acido, concentracao alta de sal ou em
condigoes de dessecagao, observando-se até uma inclinagao para o aumento da suscetibilidade
da bactéria ao acido, ao contrario do que ja foi registado em estudos com outros compostos
naturais. Estes resultados demonstram o potencial deste composto como alternativa mais
segura para a preservagao dos alimentos.

A possivel indugao de resisténcia a diferentes antibioticos foi estudada através da
determinagao da CMI, cujos valores estio representados na tabela Ill. Apés pré-incubagao
com o 6leo essencial de M. officinalis, utilizou-se o método da microdiluigao em meio liquido
com diferentes antibioticos, sendo que, no caso da ampicilina, eritromicina, gentamicina,
tetraciclina e vancomicina, os valores de CMI obtidos foram iguais ap6s incubagao da estirpe
com o oleo essencial de M. officinalis e no controlo, assim como no controlo de solvente,
indicando que nao houve aquisicao de resisténcia cruzada com estes antibioticos. No caso da
cefotaxima, o valor de CMI obtido para a estirpe apos incubagao com dleo essencial foi
superior (8 pg/mL) relativamente ao controlo e ao controlo de solvente (4 pg/mL). Embora
nao seja uma diferenga muito notoria, este ligeiro aumento de resisténcia a cefotaxima pode
dever-se ao modo de agao deste antibidtico, uma vez que atua na parede celular das bactérias
(Fu et al, 2017). Um dos modos de agao dos oleos essenciais € também a degradagao da
parede celular (Gill e Holley, 2006). Segundo Chapman (2003), o facto de diferentes
antimicrobianos terem o mesmo alvo na célula, utilizarem a mesma via para a morte celular
ou partilharem o percurso até aos seus alvos celulares, pode levar a ocorréncia de co-
resisténcia entre eles. Assim, a incubagao com o 6leo essencial pode tornar a bactéria mais
resistente ao antibiotico, por terem o mesmo alvo celular, embora, neste caso, nao seja um
aumento muito significativo. De acordo com estes resultados, também Apolonio et al. (2014),

verificiou que L. monocytogenes nao adquiriu resisténcia aos antibidticos penicilina,
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cloranfenicol, canamacina, vancomicina e eritromicina quando previamente exposta a uma
officinalis utilizado neste trabalho tem na sua composicao uma alta percentagem de citral
(42,70%), os resultados obtidos vao de encontro ao estudo de Apoldnio (2014), uma vez que,
segundo o autor, o composto nao demonstra conferir resisténcia cruzada com os antibioticos
vancomicina e eritromicina, tal como sucedeu no presente estudo.

A aquisicao de resisténcia por L. monocytogenes a antibioticos utilizados regularmente
€ uma ameaga a saude publica, dificultando o tratamento de infegoes (Olaimat et al., 2018).
Ultimamente, tem aumentado a preocupagao associada a utilizagao de agentes antimicrobianos
na industria alimentar, uma vez que ja foi demonstrado que a exposi¢ao a niveis subletais dos
mesmos pode induzir resisténcia a antibiéticos (Critzer, D’Souza e Golden, 2008). Neste caso,
essencial de M. officinalis nao induziu resisténcia aos antibiéticos testados em L. monocytogenes,
mostrando ser um agente antimicrobiano seguro no que diz respeito ao surgimento de
resisténcias cruzadas entre compostos. No entanto, esta observagao foi feita apds uma
exposi¢cao de curta duragao ao oleo essencial, nao permitindo inferir sobre o efeito apos

exposi¢coes mais prolongadas.

Tabela lll. Valores de Concentragio Minima Inibitoria (ug/mL) de diferentes antibidticos para Listeria
monocytogenes LMG 13305 apos incubagdo sem ou com 6leo essencial de Melissa officinalis.

CMI (pg/mL)®

Controlo Controlo de solvente 0,25xCMI do
(DMSO 0,015%) oleo essencial
Ampicilina | I I
Cefotaxima 4 4 8
Eritromicina 0,06 0,06 0,06
Gentamicina 2 2 2
Tetraciclina 0,125 0,125 0,125
Vancomicina 4 4 4

avalor modal obtido

A capacidade de L. monocytogenes LMG 13305 de invadir células epiteliais humanas foi
também testada apos incubagao com a concentragao de 0,25xCMI de dleo essencial. Tanto
no controlo de solvente como na estirpe exposta ao 6leo essencial nao houve diferengas
significativas no logaritmo de UFC/mL relativamente ao controlo (Figura 10). Nos trés casos,
aproximadamente 5 log;, (UFC/mL) de L. monocytogenes foi capaz de invadir as células epiteliais
Caco-2. A linha celular Caco-2 é um modelo utilizado regularmente para o estudo da viruléncia

de L. monocytogenes, uma vez que parece ser a mais suscetivel a infe¢ao pela bactéria (Francis

39



e Thomas, 1996). A capacidade de L. monocytogenes de invadir células epiteliais do intestino e
a subsequente translocacdo para outros o6rgaos tém um papel fundamental no
desenvolvimento de uma infegao sistémica no hospedeiro (Vazquez-Boland et al.,, 2001). Até
agora, nao existem muitos estudos relativos ao efeito da exposi¢ao de L. monocytogenes a niveis
subletais de 6leos essenciais na sua capacidade de invasao, no entanto, Yuan e Yuk (2019)
reportaram que a percentagem de invasao de Escherichia coli também se mantém apos
adaptagao a concentragoes subletais de timol, carcavrol e trans-cinamaldeido. Em contraste,
um estudo em L. monocytogenes demonstrou que a exposi¢ao ao 6leo essencial de Cannabis
sativa resulta até numa diminuicdo da capacidade de invasao da bactéria, relativamente ao

controlo, demonstrando capacidade de atenuagao da sua viruléncia (Marini et al., 2018).
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Figura 10. Capacidade de invasdo de Listeria monocytogenes LMG 13305 apés incubagdo sem e com o dleo
essencial de Melissa officinalis em células epiteliais Caco-2, e respetivos controlos. Os resultados sio
representados pela média do logo (UFC/mL) e respetivo erro padrao das médias.

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que o 6leo essencial de M. officinalis
é capaz de provocar uma inibicdo em fatores importantes para a viruléncia de L. monocytogenes,
como a comunicagao celular, a formagao de biofilmes e a sua motilidade. Para além disso, foi
demonstrado que a exposigao a concentragoes baixas do 6leo essencial nao induz tolerancia
a condigoes adversas ambientais ou resisténcia a antibiticos, assim como nao provoca um
aumento da capacidade de invasao da bactéria, que poderiam dificultar a sua erradicagao em
ambiente alimentar e dificultar o tratamento de infe¢oes por ela causadas. Apos estes
resultados positivos, a Ultima etapa deste estudo foi a aplicagao do 6leo essencial, tendo em

conta a manutencao da sua eficacia, em modelos alimentares.
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4.3. Avaliacido da atividade antimicrobiana do dleo essencial de Melissa officinalis

em modelos alimentares

O aumento de resisténcia bacteriana a antibiéticos e a preocupagao dos consumidores
face ao uso de aditivos alimentares tem vindo a suscitar interesse no uso de 6leos essenciais
oriundos de plantas como uma alternativa para controlar a deterioragao dos alimentos e a sua
contaminagao por organismos patogénicos (Burt, 2004; Calo et al., 2015). Tendo em conta a
sua capacidade antimicrobiana e os resultados obtidos quanto ao seu efeito na viruléncia de L.
monocytogenes, testou-se o uso do O6leo essencial de Melissa officinalis como potencial
conservante alimentar em diferentes simulantes ou matrizes alimentares.

As frutas e vegetais sao suscetiveis a contaminagao microbiana, uma vez que sao
geralmente consumidos sem tratamento prévio (Son, Kang e Song, 2017). L. monocytogenes ja
foi associada a surtos de infecao relacionados com vegetais minimamente processados,
incluindo um surto originado por contaminagao em saladas embaladas em 2016, em Ohio
(CDC, 2016). O surgimento destes surtos cria a necessidade de um controlo mais eficaz de
organismos patogénicos em vegetais como a alface. Tendo isso em conta, a atividade
antimicrobiana do oleo essencial de M. officinalis num simulante de alface iceberg foi avaliada,
sendo que a concentragao de 2xCMI diminuiu drasticamente a populagao de L. monocytogenes,
levando a sua inibicio completa no sétimo dia de ensaio. A concentragao de IxCMI levou
também a uma redugao gradual da populagao bacteriana, atingindo uma diminuicao de
aproximadamente 2 log,, (UFC/mL) ao 14° dia, sendo que com a concentragao de 0,5xCMI
houve um ligeiro aumento inicial da populagao, mantendo os niveis nos restantes dias. Este
perfil demonstra o potencial antimicrobiano do 6leo essencial de M. officinalis quando aplicado
num modelo liquido de alface iceberg, uma vez que, comparando com o controlo de
crescimento, que atingiu cerca de 9 log o (UFC/mL) (Figura | 1), a multiplicagao da bactéria foi
sempre inferior. O controlo de solvente demonstrou uma tendéncia semelhante ao controlo
de crescimento. Gutierrez, Barry-Ryan e Bourke (2009) também estudaram o efeito
antimicrobiano do oleo essencial de M. officinalis no mesmo simulante, através da
determinagao da concentragao minima inibitoéria na matriz alimentar, e obtiveram uma boa
eficacia do oleo em Listeria spp.. Ferreira e Domingues (2016) testaram o efeito do resveratrol
em L. innocua e L. monocytogenes em suco de alface iceberg, demonstrando um efeito inibidor
do composto em ambas as espécies, no entanto, inferior ao efeito de M. officinalis em L.

monocytogenes demonstrado neste trabalho.
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Figura | I. Efeito de diferentes concentragées do 6leo essencial de Melissa officinalis sobre Listeria monocytogenes
LMG 13305 em suco de alface iceberg, durante 14 dias a 4 °C, e respetivos controlos. Cada ponto representa a
média do logo (UFC/mL) e o respetivo erro padrao das médias.

O leite e produtos derivados de leite fazem parte dos alimentos mais frequentemente
associados a transmissao de L. monocytogenes, sendo o leite rico em nutrientes e suscetivel a
contaminagao ao longo da cadeia de produgao, em fases como a ordenha, transporte e
armazenamento (Barancelli et al,, 201 1). O 6leo essencial de M. officinalis nao levou a redugao
de L. monocytogenes, tanto no leite magro como no leite gordo. No caso das concentragoes
de IxCMI e 0,5xCMI houve uma tendéncia de crescimento semelhante as do controlo de
crescimento e de solvente, atingindo um log;, (UFC/mL) maximo de aproximadamente 10 e
I'l, no leite magro e gordo, respetivamente, no décimo dia de ensaio. Relativamente a
concentragao de 2xCMI, houve uma multiplicagdo menos evidente de L. monocytogenes
relativamente ao controlo, sendo essa diferenga ligeiramente mais acentuada no leite magro,
relativamente ao gordo (Figura 12). Contrariamente, ja foi documentado um efeito
antimicrobiano eficaz dos 6leos essenciais de canela e cravinho, em combinacao com baunilha,

em leite meio-gordo (Cava-Roda et al., 2012).
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Figura 12. Efeito do 6leo essencial de Melissa officinalis sobre Listeria monocytogenes LMG 13305 em (A) leite
magro e (B) leite gordo, durante 14 dias a 4 °C, e respetivos controlos. Cada ponto representa a média de
logio (UFC/mL) e o respetivo erro padriao das médias.

A presenca de Listeria monocytogenes em carne e produtos carneos € um problema na
industria da carne, uma vez que o microrganismo consegue multiplicar-se tanto em carne crua
como cozinhada, durante o armazenamento em refrigeragao, sendo que, entre os alimentos
mais contaminados, as carnes sao das principais fontes de infecoes por esta bactéria (Gomez
et al, 2015). Neste estudo, em liquido de escorrimento proveniente da descongelagao de
frango, a concentraciao de 6leo essencial 2xCMI demonstrou uma multiplicacao da bactéria
ligeiramente menos acentuada, enquanto nas outras concentragoes essa diferenca foi ainda
menos notoria, relativamente ao controlo de crescimento e controlo de solvente, que
atingiram cerca de 9,5 log;, (UFC/mL) ao 14° dia (Figura |3). Num estudo em frango grelhado,
os Oleos essenciais de orégao e noz-moscada também nao tiveram efeito na redugao de L.

monocytogenes (Firouzi et al., 2007).
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Figura 13. Efeito do 6leo essencial de Melissa officinalis sobre Listeria monocytogenes LMG 13305 em suco de
frango, durante 14 dias a 4 °C, e respetivos controlos. Cada ponto representa a média de logo (UFC/mL) e o
respetivo erro padriao das médias.

O efeito antimicrobiano de M. officinalis em L. monocytogenes foi bastante notério no
simulante de alface, no entanto, quase impercetivel em ambos os tipos de leite e no frango.
Certos componentes presentes nos alimentos, tal como gordura, carboidratos, proteina, sal,
entre outros, podem interagir com os Oleos essenciais e diminuir a sua atividade
antimicrobiana in vivo (Perricone et al., 2015). Assim, a atividade dos 6leos essenciais pode ser
favorecida em vegetais, pelo seu baixo conteitdo em gordura (Burt, 2004). Uma grande
atividade de agua geralmente aumenta a atividade antimicrobiana, uma vez que a sua presenca
facilita a difusao dos agentes antimicrobianos até ao alvo na célula bacteriana (Cava et al., 2007).
Por outro lado, a gordura e a proteina que se encontram no frango e no leite podem
“proteger” a bactéria, criando uma camada protetora que absorve os o6leos essenciais,
reduzindo a sua concentragao e eficacia na fase aquosa dos alimentos, onde as bactérias podem
proliferar na auséncia do agente antimicrobiano (Smith-Palmer, Stewart e Fyfe, 2001). Cava et
al. (2007) demonstraram que a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais em L
monocytogenes diminui com o aumento de gordura no leite, o que podera justificar a ligeira
diferenga dos resultados obtidos neste trabalho em leite gordo e magro, que tém diferentes
teores de gordura. De forma a poder aumentar a eficacia do 6leo essencial neste tipo de
alimentos ricos em gordura ou em outros componentes que interagem com OS COMpOStos
antimicrobianos, poderia testar-se a incorporagao dos mesmos em sistemas de entrega como
peliculas bioativas ou nanoparticulas, ou até mesmo a sua sinergia com outros compostos
antimicrobianos.

Os resultados obtidos no caso do modelo alimentar de alface iceberg foram

promissores, no entanto, uma vez que apenas refletem o comportamento da estirpe numa
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simulagcao do alimento, seguiu-se a escolha de um modelo alimentar vegetal que permitisse
avaliar o efeito do oleo em condi¢cdes reais. Para isso, selecionou-se um sumo de fruta
preparado em ambiente doméstico e sem tratamento prévio.

O consumo de sumos como fontes naturais de vitaminas, fibras e outros componentes
importantes para a saude humana tem vindo a aumentar (de Souza, da Cruz Almeida, de Sousa
Guedes, de, 2016). A deterioragao enzimatica microbiana é responsavel por diminuir a vida
util dos sumos de fruta nao pasteurizados e, para além disso, é frequente a contaminagao
destes por diferentes organismos patogénicos (Perricone et al, 2015). Tendo em conta a
eficacia da concentragao de 2 pL/mL de 6leo essencial na inibigao de L. monocytogenes, esta foi
testada em sumo de melancia nao pasteurizado inoculado com L. monocytogenes LMG 13305
e armazenado em refrigeragao. Deste modo, foi possivel observar uma inibicao completa do
patogeno ao segundo dia de ensaio, sendo que no controlo sem 6leo essencial houve um
aumento de aproximadamente | log,, (UFC/mL) nas contagens ao final de 7 dias de
armazenamento (Figura 14). Um estudo também demonstrou a eficacia antimicrobiana do 6leo
essencial de erva-limao e de geraniol em E. coli, Salmonella enteritidis e Listeria innocua em sumos

de maga, pera e melao (Raybaudi-massilia, Mosqueda-melgar e Martin-belloso, 2006).

-~ Controlo de crescimento

-®= Melissa officinalis (2uL/mL)

Tempo (dias)

Figura 14. Efeito do dleo essencial de Melissa officinalis sobre Listeria monocytogenes LMG 13305 em sumo de
melancia durante 7 dias, a 4 °C, e respetivo controlo. Cada ponto representa a média de logio (UFC/mL) e o
respetivo erro padrao das médias.

Para verificar a capacidade do dleo essencial de M. officinalis no aumento do prazo de
validade de sumos de fruta nao pasteurizados, adicionou-se a mesma concentragao de oleo (2
pL/mL) ao sumo de melancia sem inoculagao, de forma a poder quantificar a microbiota
naturalmente presente no sumo, ao longo de 7 dias. Os resultados estao representados na
Tabela IV, sendo notavel a diferenga no nivel de microrganismos entre o sumo com e sem
oleo essencial. O sumo sem Oleo essencial atingiu quantidades de bactérias mesofilicas

aerdbicas totais e bactérias psicrotroficas aerobicas muito elevadas, sendo a concentragao
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superior a 12,5 log), (UFC/mL) de sumo ao sétimo dia de ensaio. Por outro lado, nas amostras
tratadas com o6leo essencial, houve uma diminuicdo dos mesmos grupos de microrganismos
ao segundo dia de ensaio, mais acentuada nas bactérias psicrotroficas, sendo que no final dos
7 dias ambos os grupos de microrganismos nao atingiram sequer 6 log,, (UFC/mL).
Relativamente aos bolores e leveduras, a multiplicagao dos microrganismos nao foi muito
acentuada no controlo nem no sumo tratado com 6leo, no entanto, o 6leo essencial levou a
uma redugao de aproximadamente 2 log,, no segundo dia de ensaio, havendo depois um
aumento gradual até aos mesmos niveis que o controlo, ambos atingindo valores de 5 log),
(UFC/mL). E ainda de notar que a carga microbiana do sumo demonstrou uma grande
variabilidade entre ensaios, no entanto, manteve-se a tendéncia de reducao dos

microrganismos provocada pelo 6leo essencial.

Tabela IV. Efeito do 6leo essencial de Melissa officinalis sobre a microbiota natural de sumo de melancia durante
7 dias a 4°C, e respetivo controlo, representado pelo valor médio de log;o (UFC/mL) e respetivo erro padrao
das médias.

logio UFC/mL de sumo
Bactérias psicrotroficas

Bactérias mesofilicas
Bolores e leveduras

aerdbicas totais aerdbicas
T(Z?;E)o Controlo Azlz t:ﬁ_’jgil)'s Controlo /\?2 opr::iI)is Controlo AEIZ Tjﬁﬁfﬂil)'s
0 55+0,2 55+0,2 50+0,2 49+02 4,6 +£0,2 4,6 £0,1
2 70+09 4,0+0,2 6,709 3,0+ 04 4,6 £0,0 2,6+0,8
4 98+ 1,2 3807 90+ 1,1 3407 48+0,l 36+08
7 >12,5 5,6 +0,7* >12,5 52+ [,1* 5103 52+ 1,1

* (p<0.05); foi utilizado o teste t-student emparelhado, comparando a amostra com 6leo essencial relativamente

ao controlo em cada momento.

Relativamente ao aspeto do sumo, monitorizado através de fotografias, foi possivel
verificar que ao final de 7 dias o controlo estava visivelmente mais degradado do que a amostra
com oleo essencial de M. officinalis, que manteve o seu aspeto inicial até ao final do tempo de

armazenamento (Figura |5).
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Figura 15. Aspeto do sumo de melancia ndo tratado (A) e com uma concentragdo de 2 uL/mL de 6leo
essencial de Melissa officinalis (B), aos 0, 2, 4 e 7 dias de armazenamento a 4 °C.

O forte efeito inibidor do 6leo essencial sobre L. monocytogenes foi de encontro ao
observado no modelo alimentar de alface iceberg, tendo-se verificado ainda uma redugao da
microbiota da melancia. Tal como ja foi referido, uma vez que estes alimentos tém um grande
conteudo de agua, é favorecido o efeito antimicrobiano do oleo essencial (Cava et al., 2007).
Os resultados obtidos relativamente a determinacao da microbiota natural do sumo de
melancia foram particularmente interessantes. Uma rapida e elevada multiplicacao de
microrganismos no sumo de fruta nao tratado foi verificada, possivelmente devido ao facto de
a melancia ser uma fruta perecivel com um pH quase neutro e um grande conteldo de agua,
condigoes ideais para a proliferagio dos microrganismos (Bhattacharjee, Saxena e Dutta,
2019). Os resultados obtidos demonstraram que este 6leo essencial tem atividade nao so6
contra o microrganismo em estudo, mas também exerce um efeito na microbiota natural de
alimentos (para além de manter o seu aspeto fresco), podendo diminuir os efeitos negativos
causados pelos agentes de contaminagao que surgem naturalmente, aumentando a vida util do
produto. Desta forma, foi demonstrado um efeito antimicrobiano promissor do 6leo essencial
de Melissa officinalis, tanto em Listeria monocytogenes como na microbiota naturalmente

presente nos alimentos, nomeadamente em matrizes vegetais.
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5. Conclusao

Os organismos patogénicos de origem alimentar sao, atualmente, uma preocupagao a
nivel de seguranca alimentar, pelo que sao necessarios métodos inovadores e eficazes para o
seu controlo. Os 6leos essenciais s3o possiveis alternativas, por possuirem compostos que
lhes conferem propriedades antimicrobianas. No entanto, para utilizar estes compostos
naturais como conservantes em produtos alimentares, é necessario um estudo detalhado dos
seus efeitos.

Um dos organismos patogénicos mais preocupantes atualmente é L. monocytogenes,
bactéria causadora da listeriose, uma zoonose com alta taxa de mortalidade. Neste estudo, o
oleo essencial de M. officinalis mostrou possuir boa atividade antimicrobiana em L
monocytogenes, demonstrando um efeito bactericida. Para além disso, dependendo da
concentragao utilizada, demonstrou ser capaz de inibir fatores associados a sua viruléncia,
como o quorum sensing, a formagao de biofilme e a motilidade, mostrando potencial para ser
utilizado como um desinfetante em ambiente alimentar ou uma substincia antipatogénica. A
eficacia do oleo essencial foi comprovada, verificando-se que a exposi¢ao de L. monocytogenes
a baixos niveis do mesmo nao induz tolerancia da bactéria a stresses presentes em ambiente
de processamento alimentar e a antibidticos, nem provoca um aumento na sua capacidade de
invadir células humanas e, consequentemente, causar infecao. No entanto, é necessario ter
atencao a alguns fatores aos quais a bactéria demonstra uma potencial tendéncia para aquisicao
de tolerancia, nomeadamente o stress osmético e a agao do antibiético cefotaxima. Por fim, o
agente antimicrobiano demonstra potencial para ser utilizado em matrizes alimentares vegetais
inibindo L. monocytogenes, e sugerindo ser capaz de aumentar a vida util de produtos
alimentares, nomeadamente sumos de fruta, ao exercer um efeito inibitorio na proliferagao

de microrganismos naturalmente presentes no alimento.
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6. Perspetivas Futuras

O oleo essencial de M. officinalis, demonstrou, neste trabalho, ter potencial para ser
utilizado como conservante alimentar. No entanto, o 6leo nao demonstrou atividade
antimicrobiana sob L. monocytogenes nos modelos alimentares de frango e leite. Assim, em
trabalhos futuros, poderia ser estudada a aplicagao deste 6leo essencial usando diferentes
métodos de entrega do composto, como nanoparticulas ou peliculas bioativas, de forma a
poder alargar a sua utilizagao a estes e outros tipos de alimentos e diminuir a quantidade de
composto necessaria para obter o efeito conservante desejado. Seria ainda interessante testar
o sinergismo do 6leo com outros antimicrobianos ou tecnologias de conservagao alimentar,
assim como estudar o seu possivel efeito em outros microrganismos patogénicos de origem
alimentar. Por fim, seria relevante fazer um estudo acerca da toxicidade do 6leo essencial para

o ser humano, de forma a avaliar a seguranga da sua utilizagao na alimentagao.
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