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RESUMO - Listeria monocytogenes € uma bactéria Gram-positiva associada a infecgdes alimentares ocorridas na
forma de surtos . A listeriose de origem alimentar pode ser evitada através de praticas que proporcionem um controle
microbiologico rigoroso sobre matéria-prima, ambiente e colaboradores. A atual demanda dos consumidores por
produtos naturais tem levado a investigacdo sobre novos agentes antimicrobianos a partir de plantas que melhoram a
seguranca de produtos alimenticios. Objetivou-se com esse estudo a determinacdo da concentracdo minima bactericida
(CMB) do 6leo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia), contra L.monocytogenes ATCC 15313. A CMB do 6leo
essencial foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo, em ftriplicata e trés repeticdes, em placas de
poliestireno de 96 cavidades, de acordo com o NCCLS, com adaptacGes. O 6leo essencial foi diluido em TSB contendo
0,6% (v/v) de extrato de levedura e 0,5% (v / v) de Tween 80, obtendo concentraces de: (%): 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125;
0,062; 0,03 ¢ 0,015 (v/v). Aliquotas de 150 uL das solugdes de oleos essenciais foram adicionadas nas cavidades
contendo 150 uL TSB e assim sucessivamente até obter as concentragdes propostas. Inoculou-se entdo 10 pL da cultura
padronizadas a 10® UFC/mL e as microplacas foram vedadas e incubadas a 37°C/24h. Em seguida aliquotas foram
plaqueadas em TSA com extrato de levedura 0,6% (v/v) incubadas por 37°C/24h. O o6leo essencial de melaleuca
apresentou CMB 2,0%. O resultado indica o 6leo essencial de melaleuca como um potencial antimicrobiano no controle
de Listeria monocytogenes, uma bactéria patogénica de origem alimentar.
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1 INTRODUCAO

Listeria monocytogenes € uma bactéria de género Gram positivo, constituida pelas espécies Listeria grayi, L.
innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri e L. monocytogenes, sendo que entre estas, a ultima é caracterizada
como patogénica para humanos. Ela possui a forma de coccobacillus e mantem a habilidade de crescimento em uma
ampla faixa de temperatura que oscila de - 0,4 ° C a 45 ° C, como também em pHs no intervalo de 4,0 a 9,6 ( 6-8, pH
6timo), em ambientes aerébicos e anaerdbicos com até 0,90 na faixa de atividade de agua (aw) (KUMARASWAMY et
al., 2018; PALMA et al., 2016; VALIMAA; TILSALA-TIMISIARVI; VIRTANEN, 2015).

Ela possui a habilidade de se fixar em diferentes meios de superficies, a exemplo os de ago inoxidavel e o de
poliestireno, onde consegue sobreviver por longos periodos, até mesmo anuais na forma de biofilmes. Estes filmes de
protecdo a permitem tolerar a ampla gama de agentes estressores, como temperaturas, sanitizantes e antimicrobianos
caso 0 processo de saneamento ndo seja bem executado, resultando na contaminagdo de alimentos que entrem em
contato com essas superficies (VALIMAA; TILSALA-TIMISJARVI; VIRTANEN, 2015; ROBERTS et al., 2020).

A doenca acometida pela contaminagdo deste tipo de bactéria denomina-se listeriose. Ela possui 13 sorotipos
destacando-se entre eles quatro, 4b, 1/2a, 1/2b e 1/2c, sdo eles os promotores de mais de 95% das ocorréncias clinicas
de listeriose nos humanos e o consumo de alimentos contaminados se mantem como principal veiculo de transmisséo
para essa patologia (PALMA et al., 2016).

Quando humanos consomem alimentos infectados por Listeria Monocytogenes, podem ter como consequéncia
uma infeccdo de varidveis efeitos, acometendo de gastroenterite acompanhada por febre, sem expansdo quando ocorrida
em pessoas saudaveis, & bacteremia, resultando em risco de morte, meningite, cerebrite, rombencefalite e infec¢io focal
na populacgdo classificada em maior risco, formada por mulheres gravidas, neonatos, pacientes imunocomprometidos e
o0s idosos. Sua acdo impactante se deve ao fato de conseguir atravessar as trés importantes barreiras para os humanos, a
intestinal, a hematoencefalica e a fetoplacentéria (KUMARASWAMY et al., 2018; LECUIT, 2005).

Existem também na literatura casos de complica¢Bes mais raras, porém de grande seriedade como a
endocardite. Os casos afetam cerca de 8% dos pacientes com listeriose e podem resultar frequentemente em
complica¢Bes embolicas levando a um desfecho de 37— 50% de mortes, havendo sido relatada pela primeira vez em
1955 (KUMARASWAMY et al., 2018).
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Diante do reconhecimento dos impactos infestos ocasionados pela bactéria é primario que seja seguido as boas
praticas de fabricagdo e higiene ao longo do processo produtivo, de estocagem e de distribuicdo dos alimentos,
reforcando estas atividades de prevencdo também nos domicilios a fim de precaver a listeriose. A OMS (Organizacdo s
Mundial da Saide) recomenda a refrigeracdo dos alimentos a temperaturas inferiores aos 5°C e esse controle é eficaz
em delimitar o desenvolvimento exponencial de organismos como a Listeria monocytogenes nos alimentos
industrializados (EFSA, 2020).

Os conservantes alimentares sdo capazes de oferecer aos alimentos processados sabores semelhantes ao de
produtos preparados na hora, tendo inserida a vantagem da extensdo vida Util destes alimentos e a inibicdo do
crescimento de microrganismos. Um aditivo alimentar tem como uma das suas definicbes ser um produto quimico
adicionado a um alimento, o que seria capaz de reduzir a naturalidade do item, porém uma adicdo quimica de
ascendéncia natural pode contrariar tal conotacdo e fornecer beneficios, atendendo a demanda dos consumidores por
alimentos seguros e com qualidade (CHOTYAKUL; BOONNOON, 2016).

Essa crescente busca dos consumidores impde a oferta de um alimento o mais natural possivel e sem aditivos
sintéticos como fosfatos, cloreto de sédio (NaCl), nitrito e nitrato, sendo esses dois Gltimos eficientes em desacelerar
quase todas as bactérias patogénicas e deteriorantes, além de melhorar o sabor, porém ja é de conhecimento do grande
publico consumidor que o alto consumo dos aditivos pode gerar riscos a saude do célon, do pancreas e do estomago,
devido a reacdes no ambiente gastrico apds ingestdo desses alimentos, gerando nitrosaminas, conhecidas como
substancias cancerigenas, além das chances de gerar hipersensibilidade e asma (CHOTYAKUL; BOONNOON, 2016;
RUUSUNEN; PUOLANNE, 2005).

Os oleos essenciais sdo originados de plantas medicinais e aromaticas, possuem uma farta mistura de
substancias quimicas advindas do metabolismo secundario, (Figura 1) como a familia dos terpenos, aldeidos, alcoois,
ésteres, éteres, fenolicos e cetonas. Encontram-se de forma concentrada e liquida, sdo limpidos, coloridos e lipofilicos.
Com relevantes fungdes para as indUstrias dos mais diversos segmentos, os Oleos essenciais representam um forte
potencial econémico. Ha o conhecimento de cerca de 3000 OE, sendo aproximadamente 300 de maior importancia para
a producdo farmacéutica, alimenticia, de cosméticos entre outras (BAKKALI et al., 2008; NAZZARO et al.,
2013;SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016).

Figura 1- Ciclo biossintético de metabdlitos secundarios em plantas.
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Fonte: Santos (2000)

As propriedades bioldgicas dos compostos sdo influenciadas pelo local onde se encontram 0s grupos
funcionais nas particulas e diante de situacdes estressoras as quais as plantas podem ser submetidas, enzimas especificas
ativam essas moléculas caso elas ndo sejam naturalmente ativadas na planta a fim de garantir sua sobrevivéncia. Os
mecanismos da atividade dos OE, Figura 2, e seus compostos ndo podem ser descritos por uma Unica linha de a¢do, mas
em regra atuam coibindo o crescimento bacteriano e a produgdo dos seus metabdlitos toxicos (NAZZARO et al., 2013;
SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016).
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Figura 2— Sitios de agdo dos 6leos essenciais sobre células bacterianas.
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Fonte: Adaptado de Nazzaro et al. (2013).

Sua eficacia se deve ao fato de atuarem em mdaltiplos alvos na célula microbiana. Possuem propriedade
lipofilica, tornando-os capazes de se agregar as membranas bacterianas, seguido por modificacdo da sua permeabilidade
e promovendo o extravasamento do contetdo celular, uma vez que essa etapa ocorra é possivel que haja morte celular.
Outra consequéncia possivel é a geracdo de danos as proteinas de membrana ou alteracdo na sintese de ATP,
culminando na redugio do pool intracelular de ATP, além de interferéncia na sintese proteica intracelular. E importante
salientar que a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais se compde por mecanismos diversos, sendo afetada
diretamente pela composicao deles e pela quantidade individual de cada componente. (NAZZARO et al. 2013; SOUZA,
2016).

Perante 0 exposto, o objetivo deste trabalho foi determinar a concentracdo minima bactericida do 6leo
essencial de melaleuca conta a cepa Listeria monocytogenes ATCC 15313.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de conducéo do experimento

O estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia de Alimentos, no Departamento de Ciéncias dos
Alimentos da Universidade Federal de Lavras.

2.2 Oleos essenciais

O oleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia) foi adquirido da FERQUIMA® Industria e Comércio
Ltda (Brasil).

2.3 Microrganismos e cultura estoque

A cepa empregada foi L. monocytogenes ATCC 15313, pertencente ao Laboratério de Microbiologia de
Alimentos/ DCA-UFLA, adquiridas da Secdo de Colecdo de Culturas da Divisdo de Biologia Médica do Instituto
Adolfo Lutz, em S&o Paulo-SP.

As culturas estoques foram mantidas congeladas em caldo de congelamento (glicerol 15%, peptona
bacterioldgica 0,5%, extrato de levedura 0,5% e dgua destilada), até a sua utilizagdo. Anterior ao seu uso foi confirmada
a identidade dos microrganismos por meio do equipamento MALDI-TOF MS.

2.4 Preparo e padronizagdo do inéculo

A reativacdo da cepa foi realizada inoculando uma aliquota de 1 mL da cultura estoque em tubo de ensaio,
contendo 10 mL de caldo de triptona de soja acrescido de extrato de levedura 0,6% (TSB- EL), e incubado a 37 °C por
24 horas.
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Apos esse periodo, aliquota de 100 pL da cultura foi transferida para 100 mL de TSB-EL e incubada a
até a obtencao de cerca de 10° UFC.mL™. >
A padronizacdo do inéculo foi realizada com uma curva de crescimento. A densidade dptica (DO 600nm) foi
monitorada juntamente com a contagem em placa contendo &gar triptona de soja (TSA) mais 0,6% (m / v) de extrato de

levedura (EL). A absorbancia encontrada 0,135 para L. monocytogenes ATCC 15313, a concentragdo de 10° UFC. mL™.
2.5 Determinagdo da concentragdo minima bactericida do 6leo essencial contra Listeria spp.

A concentracdo minima bactericida do 6leo essencial de melaleuca foi determinada empregando-se a técnica de
microdiluicdo em caldo com adaptacoes, utilizando placas de poliestireno de 96 cavidades (CLSI, 2019). Os 6leos
essenciais foram solubilizados em TSB- EL, acrescido de Tween 80 (0,5%). Foram avaliadas as seguintes
concentracdes: 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,62 e 0,31 mg/mL. Aliquotas de 100 pL das solugdes foram adicionadas nas
cavidades e inoculadas com 10 puL das culturas padronizadas. As microplacas foram vedadas e incubadas a 37 °C por 24
horas. Apos esse periodo, foi realizado o plaqueamento de aliquotas das culturas em TSA-EL e incubadas a 37 °C por
24 horas. Foi realizado um controle negativo, contendo TSB-EL acrescido de 0,5% de Tween 80 e o 6leo essencial.
Considerou-se como concentragdo minima bactericida (CMB) do componente, a concentracdo que ap6s a incubacao nao
obteve crescimento bacteriano em placas. O experimento foi realizado em triplicata e trés repeticdes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a cepa ATCC 15313 o éleo essencial de melaleuca apresentou a CMB de 2%.

Silva et al. (2019) determinaram uma CMB de 1,5 x 10" mg/ml utilizando 6leo essencial de melaleuca aplicado
em uma cepa de Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e concentracdo minima inibitéria (CMI) de 1,0x10 mg/ml. As
concentragdes também diferenciaram das encontradas por Mazzarrino et al. (2015), que obteve CMI de 1,010 mg/ml
utilizando a mesma cepa. Esse resultado pode estar relacionado a variagdo da concentracdo de compostos majoritarios
do éleo, como de terpinen-4-ol que variava em cerca de 5% de predominancia na composicdo, segundo os autores. A
atividade dos 6leos essenciais esta condicionada a capacidade de desestruturar a parede e membrana celular bacteriana,
aumentando sua permeabilidade por meio de alteracfes na conformacéo de alguns polissacarideos, acidos graxos além
das camadas de fosfolipidios (GUTIERREZ-DEL-RIO; FERNANDEZ; LOMBO, 2018).

4 CONCLUSAO

Verificou-se que o 6leo essencial de melaleuca possui acdo bactericida sobre as células da cepa de Listeria
monocytogenes ATCC15313.

A capacidade do 6leo essencial de inibir o crescimento bacteriano permite que 0 mesmo possua potencial para
ser utilizado como antimicrobiano natural na inddstria de alimentos.
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