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Resumo

SCHITTLER, Liziane. Isolamento e caracterizacdo fenotipica e molecular de
bactérias acido lacticas bacteriocinogénicas em leite in natura da regidao oeste de
Santa Catarina. 2012. 92f. — Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduacao em
Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-
RS.

As bactérias acido lacticas (BAL) sdo um grupo de micro-organismos que podem
estar presentes em diversos alimentos, incluindo o leite in natura, e que apresentam
a capacidade de produzir varias substancias com atividade antagonista, como
acidos organicos, perdxido de hidrogénio, diacetil e bacteriocinas, que tém potencial
para serem utilizadas na bioconservacdo de alimentos. Este estudo teve como
objetivo isolar e realizar a caracterizacdo bioquimica e molecular de BAL
bacteriocinogénicas em leite in natura da regido oeste de Santa Catarina, Brasil.
Dezoito amostras de leite in natura, coletadas em dias diferentes no tanque de
recepcao de um laticinio foram inoculados nos agares de Man, Rogosa e Sharpe
(MRS) e M17 e incubados a 25 e 35°C, sob aerobiose e anaerobiose, sendo o
primeiro por 72h e, o segundo, por 48h, obtendo-se contagens de BAL entre 3,2 e
7,46 log UFC mL™ de leite. Obtiveram-se 478 isolados, Gram-positivos e catalase
negativa, os quais foram avaliados quanto a sua atividade antagonista contra Listeria
monocytogenes, bem como se identificou a natureza da atividade antagonista,
através do método spot-on-the-lawn, utilizando os meios agar MRS, agar Infusdo de
Cérebro e Coracao (BHI) e agar BHI com catalase (BHI+ catalase). Os 28 isolados
que apresentaram antagonismo contra L. monocytogenes e nos quais a atividade
antagonista foi devida a um peptideo, confirmada pela sensibilidade a pelo menos
uma das enzimas testadas (pepsina, a—quimotripsina, proteinase K e tripsina), foram
identificados em nivel de género e espécie através do sistema ViteK®2. Vinte e
quatro isolados puderam ser identificados por este sistema, sendo vinte (20)
Enterococccus faecium, trés (3) Leuconostoc pseudomesenteroides e um (1) E.
gallinarum. Entre os 20 isolados identificados bioquimicamente como E. faecium, 16
foram confirmados em nivel de género por PCR e em nivel de espécie através do
sequenciamento do gene pheS. Esses 16 isolados foram agrupados por Rep-PCR e



avaliados por PCR quanto a presenca dos genes das enterocinas A, B, P e L50A/B.
Todos os isolados carreavam pelo menos um dos genes dessas enterocinas e,
apesar de terem gerado quatro diferentes perfis moleculares por Rep-PCR, nao
houve relacdo direta entre a presenca dos genes das enterocinas e os perfis
moleculares. Além disso, foram testados para dois marcadores de viruléncia:
atividade da B-hemolisina e sensibilidade a antimicrobianos de uso clinico. Nenhum
isolado apresentou atividade da enzima [(-hemolisina. A sensibilidade a
antimicrobianos foi avaliada pelo método de difusdo em disco, utilizando-se os
antibiéticos ampicilina (10ug), vancomicina (30ug), tetraciclina (30ug) e penicilina G
(10ug). Todos os isolados foram sensiveis a vancomicina, 94% a ampicilina, e 88%
a tetraciclina. Os maiores niveis de resisténcia foram para penicilina (44%) e
tetraciclina (19%). Verifica-se que isolados de E. faecium provenientes de leite in
natura da regiao oeste de Santa Catarina, apresentam grande potencial para serem
utilizados como bioconservadores, no entanto, ha necessidade de se realizar mais
estudos para verificar a presenca de genes de viruléncia nesses isolados e/ou a
viabilidade de purificagdo das enterocinas para sua utilizagdo em alimentos.

Palavras chave: Enterococccus, enterocinas, Listeria monocytogenes, leite in

natura, bacteriocinas



Abstract

SCHITTLER, Liziane. Isolation, biochemical and molecular characterization of
bacteriocinogenic lactic acid bacteria (LAB) in raw milk of the west region of Santa
Catarina - Brazil. 2012. 92f. — Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduacao
em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas-RS.

Lactic acid bacteria (LAB) are a group of microorganisms that may be present in
many foods, including raw milk, and have the capacity of produce several substances
with antagonist activity, such as organic acids, hydrogen peroxide and bacteriocins,
where can have the potential to be used in the conservation of foods. The aim of this
study was to carry out the isolation of bacteriocinogenic LAB and perform its
biochemical and molecular characterization from raw milk in the west region of Santa
Catarina, Brazil. Eighteen samples of raw milk were collected from a reception tank
at different days in a dairy industry. After, the isolates were inoculated in the MRS
agar and M17 agar, and then incubated at 25 and 37°C, under aerobic and anaerobic
conditions, being the first for 72h and the second for 48 hours. The average counting
of LAB was 3.2 to 7.46 log CFU.mL" of milk. A total of 478 Gram-positive and
catalase-negative bacteria were isolated. Using the spot-on-the-lawn method, all
isolates were evaluated regarding of the antagonistic activity against Listeria
monocytogenes on MRS agar, BHI agar and BHI agar with catalase (BHI + catalase).
Also, the identity of the antagonism was performed through the same spot-on-the-
lawn method. From those, 28 isolates that showed antagonistic reaction against L.
monocytogenes, and in which the antagonistic activity it was a peptide, confirmed by
sensitivity test for at least one of the enzymes,pepsin, a-chymotrypsin, proteinase K
or trypsin, were then identified at genus and species levels by the ViteK®2 system.
Twenty four isolates were identified by this device, being twenty Enterococccus
faecium, three Leuconostoc pesudomesenteroides and one Enterococcus
gallinarum. Among the 20 isolates identified biochemically as E. faecium, 16 were
confirmed at genus level by PCR and at species level through sequencing of the
gene pheS. These 16 isolates were grouped by Rep-PCR and evaluated by PCR
according to the presence of enterocins genes A, B, P and L50A/B. All the isolates
carried at least one of the genes of these enterocins and, despite of having



generated four different molecular profiles of Rep-PCR, there was not a direct
relation between the presence of enterocins genes and the molecular profiles.
Moreover, these 16 isolates were evaluated by two markers of virulence: activity of
the B-hemolysin and sensitivity the clinical antimicrobials. None of the isolates
showed activity of the B-hemolysin enzyme. The sensitivity to antimicrobials was
evaluated by disc diffusion method, using the antibiotics ampicillin (10ug),
vancomycin (30ug), tetracycline (830ug) and penicillin G (10ug). All isolates were
sensitivity to vancomycin, and had 94% to ampicillin, and 88% of sensitivity to
tetracycline. The highest levels of resistance were for penicillin (44%) and
tetracycline (19%). It was verified that the isolates of E. faecium from raw milk of the
west region of Santa Catarina presents great potential to be used as bioconservation.
However, there is a necessity to conduct further studies to verify the presence of
virulence genes in these isolates and/or the feasibility of the enterocins purification
for its uses in foods.

Keywords: Enterococccus, enterocins, Listeria monocytogenes, raw milk,

bacteriocins
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1. INTRODUGAO

Apesar dos avangos na ciéncia e na tecnologia, a preservacao de alimentos
ainda é um desafio, tanto em paises em desenvolvimento, quanto nos
industrializados, na busca de novas técnicas ou substancias que sejam eficientes na
conservacao de alimentos com baixa toxicidade e que mantenham as caracteristicas
de cor, textura, sabor e aroma o mais préximo ao natural do produto.

Nesse sentido, as industrias de alimentos tém utilizado a técnica de
biopreservacdo e vém incentivando as pesquisas na busca de novos micro-
organismos e/ou seus metabdlitos, que apresentem  caracteristicas
bioconcervadoras, de forma a atender esta exigéncia do mercado.

A biopreservacao consiste no emprego de microbiota protetora e/ou de seus
peptideos antimicrobianos (bacteriocinas) que apresentem atividade antimicrobiana,
promovendo o0 aumento da vida util e garantindo a seguranca dos alimentos.

O leite in natura é uma fonte importante de bactérias produtoras de
bacteriocinas, haja vista que, na literatura, pertencentes ao grupo das bactérias
acido lacticas (BAL) sao descritos como produtores de bacteriocinas os géneros
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactosphaera, Melissococcus, QOenococcus,
Tetragenococcus, Propionibacterium, Vagococcus, Weissella, Microbacterium,
Bifidobacterium. Dentre estes, destaca-se o género Enterococcus, por apresentar
grande potencial genético para a producao de varias bacteriocinas, conhecidas
como enterocinas. As enterocinas pertencem a classe Il das bacteriocinas, que sédo
chamadas como pediocin-like, e apresentam atividade antimicrobiana contra Listeria
monocytogenes, um importante patdégeno de origem alimentar. Além da capacidade
bacteriocinogénica, os enterococos, em especial Enterococcus faecium, €
considerada uma bactéria probiodtica e sua aplicacdo em alimentos € licenciada no
Brasil. Entretanto, seu uso na tecnologia de alimentos é controverso, devido ao
potencial patogénico de alguns isolados, bem como por apresentar capacidade de
transferir genes de resisténcia a antimicrobianos de uso clinico. Torna-se importante
a avaliacao de cada isolado, de forma a verificar seu potencial para ser utilizado na
biopreservacao de alimentos.

Outro aspecto importante é que a diversidade de BAL no leite in natura esta

diretamente relacionada com a regido onde o leite foi obtido, gerando grandes
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perspectivas para a identificacdo de novos isolados, de diferentes espécies
bacterianas, com atividade bacteriocinogénica.

Em face do exposto, e da importancia da bacia leiteira da regido oeste de
Santa Catarina, torna-se importante isolar e realizar a caracterizagao fenotipica e
molecular de bactérias acido lacticas (BAL) bacteriocinogénicas em leite in natura
produzido nessa regido.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Isolar bactérias acido lacticas (BAL) bacteriocinogénicas em leite in natura da

regiao oeste de Santa Catarina e realizar sua caracterizacao fenotipica e molecular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar e caracterizar BAL em leite in natura da regidao oeste de Santa Catarina;

- Verificar se os isolados de BAL apresentam atividade antagonista contra
Listeria monocytogenes ;

- ldentificar a(s) natureza(s) antagonista(s) da(s) substancia(s) produzida(s)
pelos isolados de BAL com atividade anti-Listeria;

- Identificar os géneros e as espécies das BAL isoladas do leite in natura com
atividade bacteriocinogénica por métodos fenotipicos e moleculares;

- Identificar a presenca de genes das bacteriocinas nos isolados de BAL que
apresentarem atividade bacteriocinogénica;

- Avaliar a sensibilidade a antimicrobianos e a atividade da -hemolisina dos
isolados de BAL com atividade bacteriocinogénica.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 LEITE

O Brasil ocupa a quinta posicdo na producao mundial de leite, produzindo
29.112.000 mil toneladas de leite/ano (EMBRAPA, 2011). Na economia
agropecuaria brasileira o leite € um dos seis mais importantes produtos, ficando a
frente de produtos tradicionais como o arroz beneficiado e o café.

De acordo com dados da Empresa Brasileira de Agropecuéria (2011), o maior
produtor brasileiro de leite é o estado de Minas Gerais, responsavel por 27% da
producao nacional, seguido pelos estados do Rio Grande do Sul e Parana com 12%
cada um, sendo que o estado de Santa Catarina é responsavel por 8% da producao
nacional.

Em Santa Catarina, na regidao oeste, onde foi conduzido este estudo,
encontra-se a maior bacia leiteira do estado, sendo responsavel por 72,4% da
producéo leiteira (EPAGRI, 2011).

Entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha
completa, ininterrupta, em condi¢gdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas
e descansadas (BRASIL, 2002).

A composicao do leite varia de acordo com um grande numero de fatores,
dentre eles, estao a espécie, raca, genética do animal, alimentacao, idade e periodo
de lactacdo. No entanto, em média, o leite in natura apresenta a seguinte
composicao: 87-88% de agua; 3,0-4,0% de gordura; 4,5-4,8% de lactose; 3,2-3,5%
de proteinas e 0,5-0,7% de sais minerais. Devido esta composicdo o leite é
considerado rico em nutrientes e um excelente meio de cultura para os micro-
organismos (FRANCO et al., 2000).

A microbiota do leite in natura é extremamente variada, sendo composta por
diferentes grupos de micro-organismos, que permitem avaliar as condi¢coes de
obtencao, bem como o status sanitario dos animais (ASTERI et al., 2010). Dentre os
grupos de micro-organismos presentes no leite in natura, destacam-se bactérias
indicadoras de contaminacdo, as patogénicas e as bactérias acido lacticas (BAL)
(HERREROS et al., 2007; ASTERI et al., 2010).

As BAL interferem diretamente sobre a microbiota do leite in natura devido a
sua habilidade de produzir diversas substdncias com atividade antagonista,

permitindo inibir o desenvolvimento de diversos micro-organismos patogénicos como
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Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium botulinum e Listeria
monocytogenes (CHEN; HOOVER, 2003; DEEGAN et al., 2006; POPPI et al., 2008;
DAL BELLO et al., 2010).

3.2 Bactérias acido lacticas (BAL)

As BAL compreendem um amplo grupo de micro-organismos que apresentam
caracteristicas morfolégicas, metabdlicas e fisiologicas em comum. Sao bactérias
Gram-positivas, que se apresentam na forma de cocos ou bacilos, ndo esporuladas,
geralmente imdveis, catalase negativa, anaerdbicas e/ou aerotolerantes (LEROY;
DE VUNYST, 2004).

Sao encontradas em varios alimentos, inclusive no leite in natura e derivados,
e incluem os géneros: Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Carnobacterium, Enterococcus, Lactosphaera, Melissococcus,
Oenococcus, Tetragenococcus, Propionibacterium, Vagococcus, Weissella,
Microbacterium e Bifidobacterium (HOLZAPFEL et al, 2001). Essas bactérias séo
consideradas “Generally Recognized As Safe” (GRAS), podendo ser utilizadas em
alimentos, com excecdo de Enterococcus spp, Cuja presenca em agua €
considerada como contaminacéao fecal (GODFREE et al., 1997).

As BAL obtém sua energia através da fermentacao de carboidratos, podendo
ser classificadas como homofermentativas ou heterofermentativas (CAPLICE;
FITZGERALD, 1999). O principal produto final da homofermentagdo é o acido
lactico, produzido a partir da glicose; ja durante a heterofermentacédo, ocorre
producao de diversos e diferentes compostos, produzindo-se acido lactico em menor
quantidade, em conjunto com etanol, acido acético, diéxido de carbono, etc
(CAPLICE; FITZGERALD, 1999; STERR; WEISS; SCHMIDT, 2009).

Essas bactérias tém relevancia, tanto na industria de alimentos quanto em
saude publica, por apresentarem caracteristicas transformadoras, deteriorantes,
probidticas e bioconservadoras. Sao utilizadas como culturas iniciadoras (culturas
starter), provocando transformacdes nas matérias-primas, produzindo &acidos e
outras substancias que conferem sabores e aromas especificos em produtos
fermentados (LEROY; DE VUNYST, 2004). No entanto, a producao de acidos e
substancias proteoliticas pelas BAL, pode determinar a deterioragdo precoce dos
alimentos. Porém algumas BAL apresentam caracteristicas probio6ticas, sendo
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capazes de colonizar o trato gastrointestinal, e promovendo o balan¢o da microbiota
autéctone nesse ambiente. Outra caracteristica importante, € que véarias BAL
apresentam atividade antagonista contra micro-organismos patogénicos e
deteriorantes importantes em alimentos. Esta atividade antagonista que as BAL
possuem ocorre por diversos mecanismos, principalmente pela producdo de
substancias inibitérias potencialmente letais aos micro-organismos (POPPI, 2008;
BELLO et al., 2010). As principais substancias com potencial antimicrobiano sao:
acidos organicos, diéxido de carbono, alcoois, aldeidos, perdoxido de hidrogénio e
bacteriocinas (HUGAS, 1998; OLIVEIRA; OLIVEIRA; GLORIA et al.; 2008). Muitas
BAL sdo capazes de produzir bacteriocinas com atividade antagonista especifica
contra determinado grupo de bactérias ou a diferentes espécies (NES;
JOHNSBORG, 2004). Dentre os micro-organismos patogénicos destaca-se o
potencial das BAL para controlar ou inibir o desenvolvimento de L. monocytogenes,

um importante patégeno de origem alimentar.

3.3 Bacteriocinas

Bacteriocinas sao peptideos antimicrobianos sintetizados nos ribossomas de
algumas BAL, biologicamente ativos, que sao liberados extracelularmente, e
apresentam atividade antagonista contra um grupo especifico de micro-organismos
sensiveis da mesma espécie (estreito espectro) ou de diferentes espécies ou
géneros (amplo espectro) (CARR et al., 2002; CHEN; HOOVER, 2003; COTTER et
al., 2005).

A condicdo primordial para que um determinado isolado de BAL produza
bacteriocinas é a presenca de genes que as codificam (GALVEZ et al., 2007),
entretanto, sua expressdo depende de diversos fatores, entre eles, fatores
ambientais.

A expressao génica das bacteriocinas é regulada por genes usualmente
organizados em operons, que podem se localizar no cromossomo, em plasmideos,
ou mesmo em fransposons (CHEN; HOOVER, 2003; DEEGAN et al., 2006). Para a
sintese das bacteriocinas sdo exigidos quatro genes: o gene estrutural que codifica o
pré-peptideo (pré-bacteriocina); o gene responsavel pela producao da proteina que
confere imunidade a célula produtora; o gene responsavel pela producdo de

proteinas de transporte que externalizam a bacteriocina (denominado sistema de
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transporte ABC); e o gene que codifica uma proteina acesséria, ndo pertencente ao
sistema de transporte ABC, mas necessaria para a excre¢cao da bacteriocina. Os
genes responsaveis pela imunidade da célula produtora estdo concentrados em
operons (DEEGAN et al., 2006), e a proteina é produzida concomitantemente com a
bacteriocina, pois trata-se de um mecanismo de protecdo das cepas
bacteriocinogénicas (ROSA; FRANCO, 2002).

Muitas bacteriocinas sdo moléculas catibnicas que apresentam acima de 60
aminodcidos e sao termoestaveis (HUGAS, 1998; GARNEAU et al., 2002).

A produgdo de bacteriocinas é favorecida quando o micro-organismo €
cultivado em condicdes de estresse, como em temperaturas sub 6timas ou pH acido.
Nestas condicdes, ocorre baixa taxa de multiplicacdo microbiana, resultando na
melhor utilizacdo de energia e maior disponibilidade de metabdlitos para a sintese
das bacteriocinas. Em condi¢gdes 6timas de cultivo ha elevada taxa de multiplicacao,
ocasionando a falta de aminoacidos disponiveis para produgcdo das bacteriocinas
(VAN DEN BERGHE et al., 2006).

As bacteriocinas produzidas pelas BAL estdo divididas em trés classes, de
acordo com seus mecanismos de acao e particularidades da sua estrutura (NES et
al.,1996, DEEGAN et al.,, 2006). A classe | € denominada lantibidticos, e sao
pequenos peptideos (<5 kDa), termoestaveis, modificados pds—translacionalmente,
formando aminoacidos desidratados, denominados de lantioninas e metilantioninas.
Dentro da classe |, ainda ha outra subdivisdo: la e Ib. A subclasse la inclui peptideos
longos, flexiveis e com carga positiva, que causam a destruicdo dos micro-
organismos sensiveis pela ligacdo e formacdo de poros na membrana
citoplasmatica. A subclasse Ib € composta por peptideos globulares, mais rigidos,
que apresentam ou nado carga negativa, e atuam nos micro-organismos sensiveis
interferindo em suas reac6es enzimaticas (DEEGAN et al., 2006). O principal
representante da classe | € a nisina, produzida por algumas cepas de Lactococcus
lactis subsp lactis, sendo composta por 34 aminoacidos. A molécula de nisina
apresenta carater acido, o que explica a sua completa estabilidade em pH 2,0,
podendo ser estocada durante longos periodos a temperaturas de 2 a 7°C (
GALVEZ et al., 2007). No entanto, a nisina é inativada em pH superior a 7, inclusive
em temperatura ambiente.

Na classe Il estdo incluidos pequenos peptideos antimicrobianos nao
modificados (<10 kDa), termoestaveis e que nao apresentam residuos de lantionina
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(COTTER et al., 2005; NES; JOHNSBORG, 2004). Geralmente apresentam uma
estrutura helicoidal anfifilica, a qual permite sua interacdo na membrana
citoplasmatica da célula (DRIDER et al. 2006). Esta classe é subdividida em lla
(pediocina e enterocina), llb (lactocina G) e llc (lactocina B)( CINTAS et al., 2001;
FOULQUIE-MORENO et al., 2006; GALVEZ et al, 2007).

Na subclasse lla estdo os peptideos ativos contra Listeria spp., que sao
conhecidos como pediocin-like (similares a pediocina)(RENYE et al., 2009; KLAN;
FLINT; YU, 2010). Os representantes desta classe possuem entre 37 e 48
aminoacidos, com uma porcao N-terminal com configuracdo de folha pregueada e
com uma por¢ao C-terminal, contendo uma ou duas a—hélices (FIMLAND et al.,
2005). As bacteriocinas desta classe se inserem na membrana celular do micro-
organismo alvo pela porcdo C-terminal, promovendo a formacdo de poros e
consequente dissipacdo da forca préton motriz, causando uma aceleracdo no
consumo de ATP e posterior morte celular (KAISER; MONTVILLE, 1996), conforme

pode ser observado na Figura 1.

Classe | Bacteriolisina
(Nisina) (Lisostafina)
e

Classe I
(Sakacina)

Parede
celular

L

Subunidade de pepidecgicano g ol

Figura 1- Mecanismo de acdo das bacteriocinas classe |,
classe Il e bacteriolisina em células bacterianas Gram-
positivas.

Fonte: Cotter et al, 2005.
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A pediocina AcH é composta por 44 aminoacidos sendo a unica bacteriocina
da classe lla sintetizada por diferentes espécies bacterianas, assim como por
diferentes géneros de BAL (GALVEZ et al., 2007). Inicialmente foi relatada a
producdo de pediocina por Pediococcus acidilactici PA 1,0 (MONTVILLE;
KAISER,1993). Atualmente se sabe que BAL dos géneros Leuconostoc (OGIER,;
SERROR, 2008) e Lactobacillus (TODOROQV et al., 2010) podem produzir pediocina.
A maioria das enterocinas produzidas por Enterococcus spp. pertence a esta classe
(CINTAS et al., 2001).

Na subclasse llb estdo as bacteriocinas que possuem dois peptideos que
agem sinergicamente, mesmo sendo diferentes. Seu mecanismo de agdo também
envolve a dissipagdo do potencial da membrana e diminuicdo da concentragéo
intracelular de ATP (DEEGAN et al., 2006; PARADA et al., 2007).

Na classe llc estdo incluidos os peptideos que requerem a presenca de
residuos de cisteina na forma reduzida para que apresentem atividade biologica
(DEEGAN et al., 2006; PARADA et al., 2007).

A classe lll é constituida por grandes peptideos de peso molecular superior a
30 kDa, termolabeis. Sdo também denominadas bacteriolisinas, pois apresentam em
sua estrutura molecular regides especificas com diferentes funcdes para
translocacao, receptores de ligacdo e atividade letal (COTTER et al., 2005). Seu
mecanismo de acao difere das demais bacteriocinas, promovendo a lise celular da
parede da célula alvo (NASCIMENTO et al., 2009).

3.4 Enterococos e Bacteriocinas

Os enterococos sao bactérias anaerdbicas facultativas, Gram-positivas,
catalase negativas, ndo esporuladas, que habitam geralmente o trato intestinal dos
seres humanos e de animais, além de serem isoladas do meio ambiente e de
alimentos (GIRAFFA, 2002).

O género Enterococcus é formado por mais de 32 espécies (KLEIN, 2003). As
mais frequentemente isoladas em produtos lacteos sao: E. faecium, E. faecalis e
E.durans, podendo ser encontrados, com menor frequéncia, E. hirae e E.
casseiflavus (FRANZ et al., 1999; GOMES et al.,2008).

De acordo com Franz et al. (2007), os enterococos podem crescer em
ambientes hostis, com pH variando entre 4,5 e 10, concentracdo de até 6,5% de
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NaCl, 40% de sais biliares, temperaturas entre 5 e 65°C, podendo permanecer
ativos a 60°C por 30min, o que lhe traz vantagens competitivas em relacéo a outros
micro-organismos.

Na Europa, os enterococos tém sido descritos ao longo da histéria como
responsaveis pela fermentacao de varios tipos de queijos artesanais (GIRAFFA,
2002), no entanto, alguns autores os descrevem como culturas potencialmente
patogénicas (ORGIER; SERROR, 2008; KHAN et al., 2010).

As principais enfermidades relatadas envolvendo os enterococos sado as
infecgbes nosocomiais, incluindo endorcadite, bacteremia e infecgbes do trato
urinario em humanos e animais (KAYSER, 2003). Estas infec¢des enterocécicas séo
causadas predominantemente por E. faecalis e E. faecium, de origem clinica, os
quais sao responsaveis por 80% e 20% dos casos, respectivamente (REYNOLDS et
al., 2004; COQUE et al.,, 2005). Alguns autores (SUJATA et. al, 2000;
BIDERNABACH et al., 2004; COQUE et al., 2005; TREITMAN et al., 2005)
descrevem o aumento na frequéncia de infeccbes causadas por E. faecium,
relatando que este esta relacionado a maior resisténcia dos isolados aos
antimicrobianos utilizados na clinica médica.

Ja Ogier e Serror (2008), ressaltam que os isolados patogénicos de
Enterococcus spp. sao inécuos em individuos saudaveis, sendo virulentos em
pacientes das Unidades de Tratamento Intensivo (UTI) e em pacientes com doencas
subjacentes severas ou com imunodeficiéncias.

Por outro lado, as industrias de alimentos tém demonstrado interesse por
Enterococccus spp. tendo em vista que varias espécies tém capacidade de produzir
substancias antagonistas capazes de controlar ou inibir o desenvolvimento de micro-
organismos patogénicos em alimentos (CAMPOS et al, 2006; FRANZ et al., 2007).
Dentre as substancias antimicrobianas produzidas, destacam-se as enterocinas.

As enterocinas pertencem a classe |l, sendo pequenos peptideos, catibnicos,
hidrofébicos, termoestaveis e com atividade contra uma ampla variedade de micro-
organismos (STROMPFOVA et al., 2006, BELLEI et al., 2011, ANNAMALAI et al.,
2009). Como por exemplo, os micro-organismos Gram-positivos como Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Clostridium botulinum
(CAMPQOS et al.,200; FRANZ et al., 2007) e Gram—negativos como Escherichia coli,
Salmonella Enteritidis, Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneumoniae e Shigella
dysenteriae (LINE et al., 2008; ANNAMALAI et al., 2009; ACUNA et al., 2012).



29

A producdo das enterocinas ocorre no inicio da fase log de multiplicagdo
bacteriana tendo, como ideais, pH 6,0 e temperatura de 30 a 35°C (ANNAMALAI et
al., 2009).

Dentre as espécies do género Enterococcus capazes de produzir enterocinas,
destacam-se E. faecium, E. faecalis e E. gallinarum. E. faecium é capaz de produzir
as enterocinas A, B, P, L50, E86 e AS48 (FOULQUIE-MORENO et al., 2006; KLAN;
FLINT; YU, 2010).

A enterocina A consiste de 47 aminoacidos, com peso molecular de 4,8 kDa,
pertencendo as bacteriocinas da classe lla. A enterocina A possui atividade
antimicrobiana contra L. monocytogenes (KLAN; FLINT; YU, 2010).

As enterocinas A e B podem ser produzidas simultaneamente por cepas de E.
faecium. A enterocina B pertence a classe lla, possui 53 aminoacidos, peso
molecular de 5,5 kDa e (FRANZ et al.,, 2007). Apresenta um peptideo sinal,
entretanto, ndo possui em seu operon, genes relacionados ao seu transporte para o
exterior da célula, portanto, supde-se que seja excretada pelas mesmas proteinas
transportadoras da enterocina A. Assim como algumas enterocinas, a enterocina B
possui um amplo espectro de acdo, atuando contra Enterococcus spp., Lactobacillus
spp., além de S. aureus, C. perfringens e L. monocytogenes (FRANZ et al., 2007).

A enterocina P é produzida por algumas cepas de E. faecium e tem atividade
antimicrobiana contra Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Pediococcus spp., além
de B. cereus, C. botulinum, C. perfringens, L. monocytogenes e S. aureus (FRANZ et
al., 2007; CINTAS et al.,, 1997). Pertence a classe lla, sendo constituida por 44
aminoacidos e tendo peso molecular de 4,5kDa. O gene responsavel pela producao
desta bacteriocina esta localizado no cromossomo da bactéria (HERRANZ et al.
1999).

Enterocina L50 é uma bacteriocina codificada por um plasmideo de 50Kb
presente em algumas cepas de E. faecium. Esta bacteriocina é constituida por dois
peptideos, denominados L50A e L50B, com 44 e 43 aminoacidos, respectivamente,
e apresenta peso molecular de 5,2KDa. Esta agrupada na classe llb e apresenta
atividade antimicrobiana contra Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Pediococcus
pentosaceus, além de bactérias patogénicas como B. cereus e L. monocytogenes
(CINTAS et al., 1998; KLAN; FLINT; YU, 2010).
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Pesquisas recentes (RENYE et al., 2009; OZDEMIR et al., 2011) revelam que
E. avium e E. durans podem produzir as enterocinas A, B, P e L50A/B, que sao

comumente produzidas por E. faecium e E. faecalis.

3.5 Enterococos e sua utilizacao em alimentos

Na Europa, os enterococos sdo muito utilizados na producdo de alimentos
fermentados, conferindo caracteristicas sensoriais Unicas de sabor e aroma. Alguns
autores (FRANZ et al., 1999; GIRAFFA, 2003; FOULQUIE-MORENO et al., 2006,
NASCIMENTO et al.,, 2009) também relatam a influéncia positiva desses micro-
organismos no desenvolvimento da maturacao dos queijos, em decorréncia da lise
celular das culturas, promovendo a liberacdo de aminopeptidases intracelulares na
matriz do queijo, contribuindo com a protedlise.

Nos alimentos, os enterococos também podem ser utilizados como culturas
protetoras, pois produzem varias substancias antagonistas, em especial as
enterocinas, que agem no controle ou na inibicdo do desenvolvimento de diversos
micro-organismos patogénicos relevantes para a seguridade dos alimentos, bem
como em micro-organismos deteriorantes (GIRAFFA et al., 2002; FRANZ et al.,
2003). As formas de utilizagdo mais frequentes das culturas protetoras em alimentos
fermentados sdo através da substituicdo da cultura iniciadora por uma cultura de
enterococos bacteriocinogénica ou da sua adicdo como cultura coadjuvante
(ANNAMALAI et al., 2009, BELLEI et al., 2011).

Achemchem et al. (2006) adicionaram E. faecium F58 como cultura iniciadora,
juntamente com a cultura patogénica de L. monocytogenes, na elaboragdo de um
queijo frescal, observando reducdo entre 1 e 4 log UFC.g™" da concentracéo inicial
de L. monocytogenes. Os mesmos autores verificaram que houve eliminagdo do
patdgeno quando os queijos foram elaborados com a cultura iniciadora e, apés 12
horas, foi adicionada a cultura patogénica.

A nisina, produzida por L. lactis, € a Unica bacteriocina liberada para ser
utilizada comercialmente, sendo considerada segura e nao téxica, que tem sido
utilizada na forma purificada pelas industrias de alimentos em varios paises
(NASCIMENTO et al., 2009).

No entanto, estudos toxicoldgicos tém demonstrado que as pediocinas,
pertencentes a classe Il das bacteriocinas, ndo apresentam reagdes adversas,



31

quando injetadas por via subcutanea, intraperitoneal ou intravenosa em
camundongos e coelhos (DEEGAN et al.,2006). Pesquisadores, em diversos paises,
comprovaram seu potencial como um conservante alimenticio, sendo eficiente no
controle da multiplicacdo de L. monocytogenes em leite in natura e derivados
(CHEN, 2003; DEEGAN et al., 2006). Como as entererocinas pertencem a mesma
classe das pediciocinas, had grandes possibilidades de que as enterocinas
apresentem o mesmo comportamento toxicolégico, o que facilitara o seu
licenciamento apds a aprovacao do uso das pediocinas na forma purificada pelos
orgaos regulamentadores.

No trabalho realizado por Grande et al. (2006), é relatado que a aplicacao de
0,5 pug. mL™" da enterocina AS-48 em suco de macé fresco foi suficiente para inibir o
desenvolvimento de Bacillus licheniformis. Ja Bellei et al. (2011) concluiram que a
enterocina E86 pode ser utilizada como conservante natural em vegetais
minimamente processados.

De acordo com a literatura, a atividade antimicrobiana das bacteriocinas €
aumentada quando estas sdo utilizadas em conjunto com outra bacteriocina ou
guando em associacdo com outros métodos de convervacao. Sobrino-Lopez et al.
(2009) observaram que a enterocina AS48 adicionada ao leite em conjunto com
nisina e tratamento por pulso elétrico de alta intensidade, permitiu a reducéo de 6 log
de S. aureus. Viedma et al. (2009) avaliaram o uso da enterocina AS48 em conjunto
com tratamento por pulso elétrico de alta intensidade em suco de maga e verificaram
que essa interacdo permitiu o controle da bactéria deteriorante Lactobacillus
diolivorans.

As enterocinas A e B quando incorporadas em filmes biodegradaveis
demonstraram ser eficientes no controle de L. monocytogenes (KHAN et al., 2010).
Marcos et al. (2007), por exemplo, adicionaram 2000 Ul cm™ das enterocinas A e B
na embalagem de presunto cozido, e demonstraram que essas enterocinas foram
eficientes na inibicao desse patégeno durante 15 dias de estocagem sob
refrigeragao.

3.6 Capacidade probiotica de enterococos
Os probiéticos, conforme definicdo da Organizagdo Mundial de Saude
(FAO/WHO, 2001) sao micro-organismos vivos que, quando administrados em
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quantidades adequadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro. As principais
acoes benéficas das culturas probidticas incluem o equilibrio da microbiota intestinal,
0 aumento da resposta imune e o controle do colesterol (TESHIMA, 2003). Para
obter estes beneficios, as culturas probidticas sdo adicionadas em alimentos, sendo
0s produtos lacteos os principais alimentos em que esses micro-organismos Sao
utilizados.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2008),
estabelece que a quantidade minima viavel da cultura microbiana deve estar entre
10%a 10° UFC (Unidades Formadoras de Coldnias) por porcéo (g ou mL) do produto,
para que este seja considerado probidtico.

Os principais géneros utilizados como culturas probiéticas na elaboracao de
alimentos funcionais sao Bifidobacterium e Lactobacillus. Entretanto, na literatura
tém sido descritos outros géneros como Enterococcus (FRANTZ et al.,, 1999) e
Escherichia (KRUIS et al., 2004; HENKER et al., 2007 e UKENA et al., 2007).

E. faecium foi reconhecido no Brasil como micro-organismo probidtico e o0 seu
uso foi licenciado pela ANVISA (2008). Ja no Canada, em 2004, seu uso foi proibido
como cultura probiética (OGIER; SERROR, 2008). No entanto, na Dinamarca, um
leite fermentado probidtico € comercializado contendo E. faecium (TAMIME, 2002).
Nos EUA, uma cultura probiética é comercializada com o nome de Causido®, que
consiste na combinacédo das culturas de S. thermophilus e E. faecium (GIRAFFA et
al. 2003).

Apesar do potencial dos enterococos como culturas probidticas, sua utilizagéo
deve ser feita com cautela. Novos isolados devem ser avaliados quanto a habilidade
de transferir genes de resisténcia a antibidticos, sua capacidade hemolitica, a
presenca de gelatinases, a resisténcia a sais biliares, ao pH e sensibilidade a
lisozima, antes da sua utilizacdo como cultura probiética (OGIER; SERROR , 2008).

3.7 Resisténcia a antimicrobianos e fatores de viruléncia dos enterococos

Por muito tempo os enterococos foram considerados micro-organismos
comensais. Atualmente, tém sido referenciados como importantes patégenos
clinicos, responsaveis por infeccoes urinarias e por bacteremia (MURRAY;
WEINSTOCK, 1999).
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De acordo com Cintas et al. (2001) o aumento do risco associado a bactérias
do género Enterococcus pode estar relacionado com o uso indiscriminado de
antimicrobianos, ja que apresentam alta capacidade de adquirir genes de resisténcia
a antibiéticos de uso clinico.

Ha divergéncia nos diversos estudos sobre a resisténcia de Enterococus spp.
a antimicrobianos. De acordo com a literatura, a resisténcia parece depender da
regiao geografica onde foi isolado o micro-organismo e do proprio isolado. Kayser
(2003) descreve que os enterococos sao intrinsecamente resistentes a penicilinas
semi-sintéticas e as cefalosporinas, possuindo a capacidade de adquirir genes de
resisténcia, através de plasmideos e transposons, a antibiéticos como cloranfenicol,
eritromicina, aminoglicosideos, tetraciclinas, fluoroquinolonas e vancomicina.

Ja Teuber et al. (1999) descrevem que poucos enterococos isolados de
alimentos sao resistentes aos antibioticos clinicos de importancia, como a ampicilina,
penicilina, gentamicina e vancomicina.

Vale ressaltar que para a utilizacdo de enterococos como culturas iniciadoras
ou como cultura coadjuvante é importante, como critério de seguranca, a verificacao
da auséncia da capacidade de transferir resisténcia a antibioticos (FRANZ et al.,
2001; VANCANNEYT et al., 2002; DE VUYST et al., 2003).

Entretanto, a patogenicidade desses micro-organismos nao pode ser
explicada apenas pelo perfil de resisténcia aos antimicrobianos, devendo-se levar
em consideracado, também, outros fatores de viruléncia. Os principais fatores de
viruléncia conhecidos associados a Enterococcus spp. sao: aderéncia a tecidos,
invasado e formacdo de abscessos, modulacdo da resposta imune e secrecdo de
toxinas. Varios dos genes responsaveis por esses fatores de viruléncia ja foram
identificados e seus efeitos comprovados em cultivos celulares e modelos animais
(EATON; GASSON, 2001).

Alguns genes identificados como fatores de viruléncia, sdo, o esp (codifica
proteinas de superficie), Agg (codifica substadncias agregativas), efaAfm e efaAfs
(codificam adesinas de superficie de E. faecium e E. faecalis, respectivamente), gelE
(codifica a enzima gelatinase) e cy/ (codifica citolisinas) (EATON; GASSON, 2001;
FRANZ et al., 2001; MANNU et al., 2003; SEMEDO et al., 2003; VALENZUELA et
al., 2009).
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Um importante fator de viruléncia é a B-hemolisina, uma enzima que é capaz
de lisar eritrocitos humanos e de animais como equinos e coelhos (EATON;
GASSON, 2001). Cepas com este perfil podem produzir também um peptideo
antimicrobiano chamado citolisina. A citolisina € uma toxina bacteriana codificada em
um operon que apresenta 8 genes, que pode estar localizado em um plasmideo ou
no cromossomo bacteriano (EATON; GASSON, 2001; OGIER; SERROR, 2008).
Esta enzima apresenta atividade hemolitica e bactericida contra células eucaritticas
e procarioticas, respectivamente, além de causar B-hemodlise em certos enterécitos
(MUNDY et al., 2000). De acordo com Abriouel et al. (2008) nenhum isolado de E.
fecalis e E. faecium proveniente de alimentos vegetais, agua e solo apresentou
atividade B-hemolitica.

Outro fator de viruléncia é a producao de adesina (Agg), uma substancia de
agregacao, contribui para a formacao de agregados celulares, facilitando a troca de
material genético entre células bacterianas (FRANZ et al., 2001a). Em células
humanas a Agg parece mediar ligacdes especificas de enterococos ao epitélio
intestinal, a células epiteliais renais, a neutréfilos e a macrofagos (MUNDY et al.,
2000).

A proteina Esp parece estar envolvida no processo de adesao célula-célula.
Acredita-se que ela contribui no processo de adesédo as células eucaribticas e na
evasdo da resposta imune (FOULQUIE-MORENO et al., 2006). O gene esp, que
codifica a proteina Esp, apresenta uma elevada frequencia em isolados de E.
faecium de origem clinica e é ausente em isolados néo epidémicos (WILLEMS et al.,
2001).

A gelatinase (GelE) é uma protease responsavel pela hidrélise de gelatina,
colageno, hemoglobina e outros peptideos bioativos (FOULQUIE-MORENO et al.,
2006). Alguns pesquisadores relacionam a producdo dessa enzima com a indugao
de processos inflamatérios (COQUE et al., 2005). De acordo com Fisher et al. (2009)
a principal funcao da gelatinase na patogénese enterocécica é o fornecimento de
nutrientes para as bactérias a partir da degradacgao do tecido do hospedeiro.

Estudos demonstram que a presenca de gelatinase nao ocorre somente em
isolados de enterococos de origem clinica, podendo estar presente naqueles de
origem alimentar. Abriouel et al. (2008) demostraram uma frequéncia de 76,5% do
gene gelE entre isolados de E. faecalis provenientes de amostras de origem

alimentar. Ja para Gomes et al. (2008) e Foulquié—Moreno et al. (2006) nenhum
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isolado de E. faecium proveniente de alimentos apresentou gelatinase. Salienta-se
que a frequéncia de culturas produtoras de gelatinase é maior em E. faecalis do que
em E. faecium (EATON; GASSON, 2001; FRANZ et al., 2001; SEMEDO et al., 2003;
BARBOSA et al., 2010).

A proteina EfaA, antigeno A de E. faecalis, possui entre 55 e 60% de
homologia com um grupo de proteinas de estreptococos, conhecidas como
adesinas, e parece funcionar como uma adesina em endocardites (KAYAOGLU;
ORSTAVIK, 2004). Outra proteina, que também pode estar relacionada com o
aumento da patogenicidade de E. faecalis € a adesina de colageno (Ace), codificada
pelo gene ace. Esta proteina € semelhante estruturalmente a adesina de colageno
(Cna) de S. aureus, sendo capaz de mediar a ligacdo da bactéria a matriz
extracelular, colagenos tipo | e IV e laminina, podendo auxiliar na patogenicidade em
endorcadites (NALLAPAREDY et al., 2000).

A presenca de tais fatores de viruléncia e a aquisicao de genes de resisténcia
a antibiéticos pode indicar a associacao destes micro-organismos com infeccoes em
humanos (GIRAFFA, 2002). A classificacdo taxonémica do género Enterococcus
nao permite distincdo entre isolados patogénicos e nao-patogénicos, pois as
diferencas entre ambos nao sao evidentes e o potencial para aquisicao de genes de
viruléncia nao é bem elucidado (EATON; GASSON, 2001).

No entanto, Khan et al. (2010) avaliaram isolados de enterococos de varias
fontes e testaram os seus fatores de viruléncia, verificando que os isolados de
amostras clinicas apresentam maior frequéncia de fatores de viruléncia, seguidos de
isolados provenientes de animais e de alimentos. J& Mannu et al. (2003)
compararam a ocorréncia de fatores de viruléncia e de resisténcia a antibiéticos de
E. faecium isolados de produtos lacteos, animais e clinicos, e observaram resultados
semelhantes entre os isolados.

De acordo com De Vuyst et al. (2003) isolados de Enterococcus spp. que nhao
apresentam atividade hemolitica e ndo carregam genes da citolisina e da resisténcia
a vancomicina podem ser considerados seguros e utilizados como culturas

iniciadoras, culturas coadjuvantes ou probidticas.
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3.8 Isolamento e identificacao de BAL bacteriocinogénicas

Para o isolamento de BAL séo utilizados os agares de Man, Rogosa e Sharpe
(MRS) e M17 (DAL BELLO et al., 2010). Estes meios sao seletivos, favorecendo o
desenvolvimento de BAL dos géneros Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Lactococcus e Streptococcus, considerados de grande importancia em
tecnologia de alimentos.

A selecdo inicial dos isolados de BAL €& baseada nas caracteristicas
morfolégicas, composicdo da parede celular e na capacidade de producido de
catalase. Para tal, bactérias Gram-positivas, na forma de cocos, coco-bacilos ou
bacilos, e catase negativas, sdo submetidas a verificacdo da capacidade
bacteriocinogénica (JONES et al., 2008).

Para a triagem de culturas bacteriocinogénicas a técnica spot-on-the-lawn é
simples e rapida, podendo ser realizada simultaneamente em um grande numero de
culturas, bem como permite a variagcdo de condi¢des de incubagcdo e de meios de
cultura (FLEMING et al., 1975; LEWUS et al, 1991 e MORAES et al., 2010). Essa
técnica consiste na inoculacao da cultura de BAL em um ponto sobre o meio de
cultura (uma gota) e, apds, adiciona-se uma sobrecamada de meio contendo o
micro-organismo indicador. A presenca de substancia antagonista é verificada com a
formacao de halo de inibicdo ao redor da cultura da BAL. Para a deteccao de
atividade antagonista por bacteriocina, é necessario excluir a possibilidade de que a
inibicdo ocorra pela producao de acidos organicos e de perdxido de hidrogénio. A
producédo de &cidos pode ser minimizada pela utilizacdo de meios de cultura com
baixo teor de acgucares, como o Infusion-Heart-Brain (BHI) e MRS modificado
(mMRS) (DE MARTINIS et al.,, 2001; MORAES et al., 2010). Uma forma muito
utilizada para inibir a produgéao de perédxidos, substancia produzida na presenca de
oxigénio, é a incubacado das culturas em anaerobiose (LEWUS et al., 1991; DE
MARTINIS et al., 2001; MORAES et al., 2010), ou a adicdo de uma solugdo de
catalase ao meio de cultura, uma enzima capaz de hidrolisar o peréxido de
hidrogénio produzido pelas BAL (MORENO et al.,, 1999; MORAES et al., 2010).
Além de confirmar a atividade antagonista, sdo necessarios testes para confirmacao
da natureza protéica da substancia antimicrobiana produzida, o que € realizado
através de sua sensibilidade a enzimas proteoliticas. Quando as substancias
antimicrobianas produzidas apresentam sensibilidade a alguma protease, a natureza
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protéica € confirmada e essas substancias podem ser classificadas como
bacteriocinas (MORAES et.al., 2010).

Para a identificacdo do género e da espécie de BAL sao frequentemente
utilizados métodos bioquimicos, os quais sao baseados na utilizagdo de carboidratos
e outros substratos pelos micro-organismos. Dentre estes, o Vitek®2 (BioMerieux,
France) é um sistema automatizado (Figura 2), desenvolvido para identificacdo de
isolados clinicos, com a grande vantagem de que em menos de oito horas pode-se
obter o resultado. Apesar de ser desenvolvido para isolados clinicos, este sistema foi
utilizado na identificagdo de BAL isoladas de iogurte. (AKPINAR et al., 2011).

A identificacdo pelo Vitek®2 ¢ feita através da inoculagdo das BAL em cartdes
(Figura 3) com uma série de 43 testes bioquimicos que avaliam a utilizacdo da fonte
de carbono e as atividades enzimaticas.

Figura 2 - Equipamento Vitek®2 (BioMerieux, Figura 3 - Foto do rack com cartées Vitek®2
France) para identificacdo de micro-organismos Gram-
Fonte: Catalogo (BioMerieux, France) positivos .

Dentre as BAL, o género Enterococcus é o que causa mais controvérsia, tanto
para identificacdo quanto para classificacdo das suas espécies, devido ao grande
namero de espécies estreitamente relacionadas entre si (GIRAFFA, 2002 e
FOULQUIE-MORENO et al., 2006). Desta forma, a utilizacdo de técnicas
moleculares, que apresentam alto poder discriminatério e reprodutibilidade é uma
6tima alternativa para sua correta identificagéo.

A PCR (Polymerase Chain Reaction) é uma técnica molecular muito utilizada,
que permite a amplificagéo in vitro de segmentos de DNA, usando dois iniciadores
(primers) que hibridizam com fitas complementares do DNA, em regides que
flanqueiam o segmento a ser amplificado. Nesse processo o DNA é desnaturado
(94-96°C), os primers sao hibridizados (30-60°C) e, posteriormente, a sintese de
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DNA ¢é feita pela DNA-polimerase, a partir de desoxiribonucleotideos trifosfatos
(dNTPs) adicionados a reacao (72°C). A repeticdo dessas etapas, por 20 a 30 ciclos,
permite a amplificacdo de um segmento especifico de DNA (ZAHA et al., 2001).

Na identificacdo do género Enterococcus spp. por PCR alguns autores (KE et
al., 1999; Mannu et al., 2003) utilizaram primers para amplificagdo do gene tuf. De
acordo com Ke et.al, (1999), o gene tuf codifica o fator de elongacao EF-Tu que esta
envolvido na formacao da cadeia peptidica e € componente essencial do genoma
bacteriano.

Outra técnica molecular utilizada para identificacdo em nivel de género e
espécie das BAL, é o sequenciamento da regido 16S do rRNA. De acordo com
Mohania et al. (2008), esta regidao é conservada no genoma bacteriano, portanto,
durante a evolugdo, nao foi afetada pela pressdao ambiental, mas, ao mesmo tempo,
apresenta variabilidade e quantidade de informacbes suficientes para revelar as
relacdes filogenéticas entre espécies (WOESE, 1987; WEISBURG et al., 1991). No
entanto, Naser et al. (2005), avaliaram o sequenciamento de dois genes (rpoA e
pheS) para diferenciacdo e identificacao de espécies de Enterococcus spp. O gene
(rpoA) codifica uma subunidade da polimerase do RNA bacteriano e o gene (pheS)
codifica uma subunidade da sintese da fenilalanina-tRNA. O sequenciamento desses
dois genes (rpoA e pheS) mostrou-se mais discriminatorio para a identificacdo entre
as espécies de enterococos do que o sequenciamento da regidao 16S rRNA. Além
disto, de acordo com Carvalho et al., (2004), Naser et al. (2005) e Sevec et al.
(2005), o gene pheS ¢ eficiente para a identificacdo de novas espécies de
enterococos como Enterococcus CDC PNS-E2, Enterococcus CDC PNS-E3 e
Enterococcus aquimarinus sp.

A diversidade genética de isolados de uma microbiota pode ser avaliada
através da técnica molecular Rep-PCR. Essa técnica é baseada no uso de primers
especificos para ampfificagcdo de elementos com sequéncias repetitivas extragénicas
palindromicas REP (“Repetitive Extragenic Palindromic”) de 35-40pb, de sequéncias
consenso intergénica repetitivas enterobacterianas ERIC (“Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus”) com 124-127pb e elemento BOX com 154pb (GEVERS;
HEUYS; SWINGS, 2001). Estes elementos repetitivos sdo encontrados nas regioes
intergénicas de muitos genomas bacterianos, como das BAL, considerados
altamente conservados, facilitando a avaliacdo da relacdo intra e entre espécies
bacterianas. Ap6s a PCR, os fragmentos amplificados podem ser visualizados em
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gel de agarose, produzindo um perfil molecular referido como perfil Rep-PCR (Lupski
e Weinstock, 1992). Sevec et al.( 2005) e Naser et al.(2005) utilizaram Rep-PCR
para valiar os perfis de isolados de BAL.
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4 Material e Métodos

Este estudo foi desenvolvido nos seguintes laboratérios: Laboratério de
Microbiologia do Departamento de Engenharia de Alimentos da Universidade do
Estado de Santa Catarina/UDESC, Laboratério de Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Ciéncia de Tecnologia Agroindustrial da Universidade Federal de
Pelotas/UFPel, Laboratério de Micologia da Faculdade de Veterinaria da UFPel e no
Laboratério de Genémica do Departamento de Veterinaria, Universidade Federal de
Vicosa/UFV.

4.1 Material

Dezoito amostras de leite in natura, provenientes do tanque de recepcao de
um laticinio localizado na regido oeste do Estado de Santa Catarina, Brasil, foram
coletadas no periodo de agosto de 2009 a maio de 2011.

Lactococcus lactis subsp. lactis DY13 (Lyofast Dry DY13, prime pharma CC,
Gordons Bay, Africa do Sul) e Listeria monocytogenes Scott A, mantidos sob
refrigeracao em tubos contendo agar Triptona de Soja (TSA, Merck), foram utilizadas
como controle positivo para a produgdo de bacteriocinas € como micro-organismo
alvo, respectivamente. Enterococcus faecium FAIR-E178 e Enterococcus faecium
BFE-1072 foram utilizados como controles positivos para a identificacdo por PCR
das enterocinas A, B, P, e L50A/B, respectivamente.

4.2 Isolamento e contagem das BAL em leite in natura

As amostras de leite in natura foram homogeneizadas e submetidas a
diluicbes decimais com agua peptonada 0,1% (v/v) (Himedia). Aliquotas de 0,1mL
das diluicées apropriadas foram inoculadas em superficie, em duplicata, em placas
contendo agar de Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Merck) e em agar M17 (Merck),
ambas foram incubadas a 25°C e 35°C por 72h e 48h, respectivamente, sob
aerobiose e anaerobiose. Esta variacdo de meio de cultura e condicbes de
incubacgao foram utilizadas com o objetivo de isolar a maior diversidade de géneros
de BAL.

Apbs o periodo de incubacdo, os isolados que apresentaram crescimento
nesses meios, sendo Gram-positivos e catalase negativa, foram repicados para
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caldo MRS, incubados a 32°C por 24h e, ap6s, armazenados em tubos tipo
eppendorf contendo glicerol (20% v/v) e estocados a -20°C.

4.3 Verificacao e identificacao da atividade antagonista das BAL contra Listeria
monocytogenes

A avaliacao da atividade antagonista foi realizada utilizando-se a técnica spot-
on-the-lawn (adaptada de FLEMING et al.,1975).

Os isolados de BAL e a cepa de Lactococcus lactis subsp. lactis Dy13 foram
recuperados em caldo MRS e incubados a 25°C por 24 horas. Aliquotas de 2uL
dessas culturas foram inoculadas em diferentes agares contendo 10mL por placa do
agar MRS, agar Infusdo de Cérebro e Coracado (BHI/Merck) e agar BHI adicionado
de uma solugdo de catalase (Sigma), na concentragdo final de 100Ul mL™", e
incubadas a 35°C por 24h.

Listeria monocytogenes Scott A foi recuperada em caldo BHI a 35°C por 24h e
diluida inicialmente em caldo BHI até atingir turbidez semelhante a escala 0,5
McFarland (3x108UFC.mL™). Apés, calculou-se o volume necessério da cultura para

atingir a concentragdo de =10°UFC mL™ no meio BHI semi-sélido a ser utilizado

como sobrecamada. Adicionou-se a sobrecamada de 8mL de agar BHI semi-sélido

(0,89.100mL™ de &gar Bacteriolégico, Himedia) inoculada de =10°UFC mL" da

cultura de L. monocytogenes Scott A em cada placa, e incubou-se a 35°C por 24h.

A presengca de halos de inibicdo independente do tamanho ao redor do
isolado de BAL em qualquer dos agares utilizados foi considerada presenca de
atividade antagonista. No agar MRS a inibicado poderia ser devido a producao de
acidos organicos, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas, enquanto que em &gar
BHI, pela producdo de peroxido de hidrogénio e bacteriocinas. Ja no agar BHI
adicionado de catalase, suspeitava-se da producao de bacteriocinas.

Os tamanhos dos halos formados foram medidos através de paquimetro
Digimess®, considerando-se a medida de inibicdo do crescimento, a diferenga entre
o didmetro do halo de inibicdo menos o didmetro do crescimento.
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4.4 Confirmacao da atividade bacteriocinogénica

Os isolados de BAL que apresentaram atividade anti-Listeria no agar BHI
adicionado de catalase foram submetidos a confirmacdo da natureza protéica do
antagonismo, utilizando-se o método spot-on-the-lawn (FLEMING et al.,1975;
HARRIS, DAESCHEL, STILES e KLAENHAMMER,1989).

Os isolados foram semeados em caldo MRS e incubados a 25°C por 24h, em
aerobiose. Trés aliquotas de 2uL de cada isolado foram semeadas, em duas placas
contendo 10mL de agar MRS modificado (0,5% de dextrose), e incubadas a 25°C
por 24 horas, em anaerobiose (Anaerobac, Probac do Brasil). Apds incubacao,
foram feitos orificios de 3mm de didmetro no agar a 0,5cm de distancia de cada
crescimento e adicionou-se 20uL de solugdo (20mg mL™") de duas enzimas em cada
placa. Utilizou-se as enzimas pepsina (de mucosa de estdbmago de suino), a—
quimotripsina (de pancreas de bovino), proteinase K (de Tritirachium album), e
tripsina (de péncreas bovino), todas da Sigma - Aldrich. Utilizou-se 20uL de agua
destilada esterilizada como controle negativo. Apdés 15min em temperatura
ambiente, adicionou-se uma sobrecamada de 8mL de BHI semi-sélido (0,8% de
agar) contendo, aproximadamente, 10° UFC mL™" de L. monocytogenes Scott A, e
incubou-se a 35°C por 24h. A produgcdo de bacteriocinas pelas BAL isoladas foi
confirmada pela sensibilidade da substancia produzida a uma ou mais enzimas
testadas. Quando a substancia é sensivel as enzimas, ocorre o crescimento de L.
monocytogenes onde a enzima foi aplicada, formando um halo em forma de meia

lua em volta do isolado.

4.5 ldentificacao bioquimica e molecular de géneros e espécies das BAL
isoladas com atividade bacteriocinogénica

Os isolados de BAL nos quais foi confirmado que a atividade antagonista
contra L.monocytogenes Scott A tinha natureza protéica, foram identificados em
nivel de género e de espécie, através de técnicas bioquimicas e moleculares. A
identificacdo bioquimica foi realizada pelo sistema Vitek®2 (BioMerieux, France). A
identificacdo molecular, foi feita, em nivel de género, por PCR e, em nivel de
espécie, pelo sequenciamento parcial do gene pheS.
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4.5.1 Identificacdo pelo sistema Vitek®2

Para a identificacdo das BAL pelo sistema Vitek®2 foram utilizados os cartées
GP Test Kit VTK 2 (Gram-positivos) conforme instru¢des do fabricante no que diz
respeito ao preparo do inoculo, incubacao, leitura e interpretagcdo dos resultados.
Resumidamente, foram preparadas suspensdes dos isolados de BAL com menos de
24h de crescimento em solugédo salina até, aproximadamente, a turbidez de 0,5 a
0,63 em dencimetro Densicheck®(Biomerrieux), o que equivale a 0,5 da escala
MacFarland. Os cartdes contém 43 testes fluorométricos que incluem testes de
mudanca de pH e deteccao de amilopeptidases e oxidades. Além destes, os cartdes
incluem testes de fermentagdo, de descarboxilacdo e outros (urease, piruvato,
optoquina, novobiocina, sulfato de polimixina B e NaCl 6%). Os cartdes foram
automaticamente inoculados por um sistema a vacuo e, apés, inseridos no médulo
de incubacéo e leitura, sendo submetidos a uma medida cinética fluorescente a cada
15 minutos. Os resultados (Anexo A) foram registrados por um sistema
computadorizado sendo que, ao final da analise, emitiu um relatério dos 43 testes
bioquimicos, e descrito o género e espécie do micro-organismo identificado,
percentual de probabilidade na identificacdo, tempo de andlise e, quando

necessario, sao sugeridas provas bioquimicas adicionais.

4.5.2 Identificacao do género Enterococcus por PCR

4.5.2.1. Extracao de DNA

Os isolados identificados pelo Vitek®2 como E. faecium e as cepas E. faecium
FAIR-E 178 e E. faecium BFE1072 foram recuperados em caldo MRS e incubados a
35°C por 24h. Os DNAs foram extraidos conforme descrito pelo fabricante do kit
lllustra™ bactéria genomic Pré Mini Spin (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK).
Verificou-se a qualidade da extragdo do DNA através da mistura de DNA e corante
GelRed 20 X (Biotium Inc., Hayward, USA) na proporcao 5:1, que foi submetida a
eletroforese em gel de agarose 1% em tampao Tris Borato EDTA (TBE) 0,5X, e
visualizada sob luz UV em transiluminador (TFX 35M, Life Technologies, Gibco
BRL®).
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4.5.2.2 PCR

Para a identificacdo do género Enterococcus spp. foram utilizados os
oligonucleotideos Ent1 (5TACTGACAAACCATTCATGATS3) e Ent2
(5’AACTTCGTCACCAACGCGAAC 3), conforme descrito por Aradjo (2008). Os
primers foram avaliados quanto a especificidade utilizando-se o Blast — like
Alignment Tool (Blast), através do software “Basic Alignment Search Tool’ (BLAST)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cqi). Os primers Ent1 e Ent2 amplificam um

fragmento de 112pb do gene tuf presente no género Enterococcus spp.

Cada reagao de 25pL foi constituida de 12,5uL de Kit para PCR “Go Taq Green
Master Mix 2x* (Promega Corp.), 10 pMol de cada oligonucleotideo, 1,0uL de DNA e
agua ultra-pura até completar o volume final. As reagdes foram submetidas a
amplificagdo em termociclador (PTC-100, MJ Research®) com os seguintes ciclos:
desnaturacao inicial a 94°C por 5min, seguida de 35 ciclos de desnaturacao a 94°C
por 15 seg, anelamento a 55°C por 15 seg, extensdo a 72°C por 1min e extensao
final a 72°C por 10min. Os produtos das reacdes foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 2,0% (p/v) (Backer Analyzed), utilizando-se como marcador o
Ladder 100pb (Invitrogen™), como controle positivo E. faecium FAIR-E 178 e, como
controle negativo, todos os reagentes e agua ultra-pura esterilizada em lugar do
DNA. Apés a corrida eletroforética, o gel foi corado com brometo de etidio (0,5 ug
mL") e visualizado sob luz UV em transiluminador (TFX 35M, Life Technologies,
Gibco BRL®).

4.5.2.3 Sequenciamento parcial do gene pheS

Os isolados identificados pelo Vitek®2 como E. faecium foram encaminhados
ao sequenciamento. Primeiramente, foram submetidos a PCR para amplificacao
parcial do gene pheS utilizando os oligonucleotideos pheS-21-F/pheS-22-R,
descritos por Naser et al. (2005) (Tabela 1). Cada reagdo de 50uL de PCR foi
constituida de 25uL de Kit para PCR “Go Taq Green Master Mix 2x* (Promega
Corp.), 10 pMol de cada oligonucleotideo, 2 uL de DNA (aproximadamente 200ng) e
agua ultra-pura (Integrated DNA Technologies, Inc., lowa, USA) até completar o
volume final. A reacao foi conduzida em termociclador (Maxygene - THERM-1000,
Axygen, Union City, USA) sob as seguintes condi¢des: 5 min a 95°C; 3 ciclos de 1
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min a 95°C + 2 min 15 seg a 46°C + 1 min 15 seg a 72°C; 30 ciclos de 35 seg a
95°C + 1 min 15 seg 2 46°C + 1 min 15 seg a 72°C; extenséo final 7 min a 72°C. Os
produtos da PCR foram adicionados ao corante GelRed 20 X (Biotium Inc.) na
proporcao 5:1, submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% em TBE 0,5X, e
visualizados sob luz UV em transiluminador L.Pix Image HE (Loccus Biotecnologia,
SP, Brasil). Os produtos de PCR que apresentaram 455 pares de bases (pb)
esperado foram submetidos a purificacao utilizando o kit “Wizard® SV Gel & PCR
Clean-Up” (Promega). Os produtos de PCR purificados foram enviados para
sequenciamento no Laboratério de Gendémica/BIOAGRO (UFV, Vicosa, MG). As
sequéncias obtidas foram comparadas com o banco de dados depositado no
“National Center for Biotechnology Information” (NCBI,
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank) por meio do software “Basic Alignment Search
Tool (BLAST) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cqi).

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo e posterior sequenciamento
parcial do gene pheS (Naser et al., 2005) em isolados de E. faecium identificados
pelo Vitek2®.

Oligonucleotideo Sequéncia (5-3’) Posicao
pheS-21-F CAYCCNGCHCGYGAYATGC 557
pheS-22-R CCWARVCCRAARGCAAARCC 1931

4.6. Identificacao de genes das enterocinas A, B, P e L50A/B por PCR

Os isolados identificados bioquimica e molecularmente como E. faecium,
foram submetidos a PCR para deteccao dos genes das enterocinas A, P, B e
L50A/B conforme descrito por Ozdemir et al. (2011). Todos os primers utilizados na
identificacdo das enterocinas foram avaliados quanto a especificidade utilizando o
software “Basic Alignment Search Tool (BLAST). Cada reacdo de 25uL foi
constituida de 12,5uL de Kit para PCR “Go Taq Green Master Mix 2x” (Promega
Corp.), 10 pMol de cada oligonucleotideo, 1,0uL de DNA, e agua ultra-pura até
completar o volume final. As condicbes das reacdes foram as seguintes:
desnaturacao inicial a 95°C por 10min, seguida de 35 ciclos a 94°C por 1min,
extensdo por 1min a 72°C e extensao final a 72°C por 10min. Os produtos da

amplificagcdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% em TBE 0,5 X
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e, apds, o gel foi corado com brometo de etidio (0,5 ug.mL™) e visualizado sob luz
UV em transiluminador (TFX 35M). Todos o0s oligonucleotideos utilizados,
temperaturas de anelamento e tamanhos dos fragmentos obtidos estao descritos na

Tabela 2, conforme Ozdemir et al.(2011).

Tabela 2- Oligonucleotideos e condicbes de PCR utilizadas para identificacdo de
genes das enterocinas A, B, P e L50A/B em isolados de E. faecium de leite in natura
da regido oeste de Santa Catarina.

Temperatura

. . , Tamanho Controles
Enterocinas Gene Oligonucleotideos de fragmento positivos
anelamento
GGTACCACTCATAGTGGAAA Enterococcus
A entA 55°C 138pb faecium
CCCTGGAATTGCTCCACCTAA FAIR-E178

CAAAATGTAAAAGAATTAAGTACG

B entB 55°C 201pb  Lraecum
AGAGTATACATTTGCTAACCC
GCTACGCGTTCATATGGTAAT .
P e seT  eb G
TCCTGCAATATTCTCTTTAGC
ATGGGAGCAATCGCAAAATTA .
L50A/B entL50A/B 60°C 274pb Fi ll(aRe-EI?%

TAGCCATTTTTCAATTTGATC

4.7. Indentificao dos perfis genéticos dos enterococos por Rep-PCR

Os isolados identificados bioquimica e molecularmente como E. faecium foram
submetidos a Rep-PCR utilizando apenas um oligonucleotideo (GTG)s, (5-
GTGGTGGTGGTGGTG-3) (GEVERS et al., 2001), conforme descrito por Dal Bello
et al. (2010). Cada reacao de 25uL foi constituida de 12,5uL de Kit para PCR “Go
Taq Green Master Mix 2x” (Promega Corp.), 50pMol de cada oligonucleotideo, 2uL
de DNA (aproximadamente 200ng) e agua ultra-pura (Integrated DNA Technologies,
Inc., lowa, USA) até completar o volume final. A reacdo foi conduzida em
termociclador (Maxygene - THERM-1000, Axygen, Union City, USA) sob as
seguintes condi¢des: desnaturagéo inicial a 95 °C por 5min, seguido de 30 ciclos
(95°C por 30seg; 40°C por 30seg; 65°C por 8min), e extensao final a 65°C por 16

min.
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Aos produtos das reacdes foi adicionado o corante GelRed 20X e submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2,0% (p/v) (Backer Analyzed), utilizando-se como
marcador Ladder 1Kb (Sigma). Os perfis obtidos foram visualizados e a imagem
capturada em Transiluminador L.Pix Image HE (Loccus Biotecnologia, SP, Brasil).

Os padrées de bandas originados foram analisados através de software

BioNumerics.

4.8 Avaliacao da sensibilidade a antimicrobianos e da atividade da -
hemolisina
Os isolados de E. faecium foram avaliados para dois marcadores de

viruléncia: sensibilidade a antimicrobianos e atividade da enzima B-hemolisina .

4.8.1 Sensibilidade a antimicrobianos de uso clinico

A avaliacao da sensibilidade a antimicrobianos foi realizada pelo método de
difusdo em &gar, utilizando-se o agar Mueller-Hinton (MH / Merck), conforme descrito
por Renye et al. (2009). Foram testados quatro diferentes antibi6ticos: ampicilina
(10ug), penicilina G (10upg), vancomicina (30ug) e tetraciclina (30ug) (Laborclin/
Brasil).

Os isolados foram repicados para caldo MRS, incubados a 35°C por 24h e,
apoés, ajustou-se a concentragdo bacteriana com solugao salina até 0,5 da escala de
MacFarland (3.108 UFC mL™). Inoculou-se 0,1mL das culturas na superficie do &gar
MH e, apds completa absorcao do indculo, adicionaram-se os discos de antibiotico.
As placas de petri foram incubadas a 35°C por 24horas e, apds esse periodo,
mediram-se os diametros das zonas de inibicdo com auxilio de paquimetro
Digimess®, os quais foram expressos em milimetros. Os resultados foram expressos
como isolados resistente (R), sensibilidade intermediaria (I) ou sensiveil (S), com
base nos valores de referéncias indicados pela Clinical and Laboratory Standards
Institute - CLSI, (2005) (Tabela 3).
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Tabela 3- Tamanho dos halos de inibicdo (mm) para classificacdo dos enterococos

como Resistente (R), Intermediario (I) e Sensivel (S) para os antimicrobianos

Ampicilina (10ug), Penicilina (10ug), Vancomicina (30ug) e Tetraciclina (30ug).
Halos de inibicao (mm)

Antimicrobiano Resistente (R) Intermediario (1) Sensivel (S)
Ampicilina 10ug <14 - 217
Penicilina 10ug <14 - =15
Vancomicina 30ug <14 15-16 =17
Tetraciclina 30ug <14 15-18 =19

4.8.2 Atividade da B-hemolisina

Os isolados de E. faecium foram incubados por 24 horas em caldo MRS e,
apos, foram semeados em placas de petri contendo agar Tripticase de Soja (TSA,
Merck) suplementado com 5% de sangue de cavalo, as quais foram incubadas a
37°C por 24-48h. Zonas claras ao redor da colbnia indicavam a producdo de [3-
hemdlise (EATON e GASSON, 2001).

4.9 Analise estatistica

As contagens das BAL em leite in natura da regido oeste de Santa Catarina
obtidas nos meios MRS e M17, sob anaerobiose e aerobiose, nas temperaturas de
25°C e 35°C, bem como a comparacdo dos tamanhos dos halos de inibicao
produzidos pelos isolados de E. faecium produtores de enterocinas nos meios MRS,
BHI e BHI + catalase, foram submetidos analise de variancia seguida do teste de
Tukey (p<0,05), utilizando-se o software ASSISTAT 7.6 beta (2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento e contagem das BAL no leite in natura

As contagens de BAL variaram entre 3,2 e 7,46 log UFC mL" de leite in
natura produzido na regiao oeste de Santa Catarina. Resultados semelhantes foram
observados por Franciosi et al. (2009), que encontraram contagens variando entre
3,7 e 6,8 log UFC mL™ de BAL em leite in natura produzido na ltalia. Da mesma
forma, Ortolani (2009), obteve contagens de BAL maiores que 3 log UFC mL" em
leite in natura proveniente do municipio de Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

As BAL foram isoladas nos agares MRS e M17, em condi¢des de aerobiose e
anaerobiose, e em temperaturas de 25 e 35°C, para se obter maior diversidade de
isolados com potencial bacteriocinogénico.

Pode-se verificar (Figura 4) que nos agares MRS e M17, em condi¢des de
aerobiose, as contagens de BAL variaram entre 3,20 e 6,8 log UFC mL™" e entre 4,3
e 7,46 log UFC mL", respectivamente. A maior contagem de BAL foi encontrada na
amostra 2, semeada no agar M17. Ja a menor contagem de BAL foi encontrada na
amostra 15, no agar MRS. Pode-se observar que as maiores contagens de BAL a
25°C, em aerobiose, foram encontradas no agar M17. No entanto, ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) nos resultados das contagens das BAL nos dois
agares utilizados (Tabela 4).

Contagens de BAL em Aerobiose 25°C
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Figura 4- Contagens de bactérias acido lacticas (logio UFC mL™") em 18 amostras de
leite in natura nos agares MRS e M17, incubadas em aerobiose a 25°C.
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As contagens de BAL das amostras de leite in natura nos agares MRS e M17
incubadas em aerobiose a 35°C podem ser observadas na Figura 5. Pode-se
verificar que nos agares MRS e M17 as contagens de BAL variaram entre 3,6 € 6,76
log UFC mL" e entre 4,62 e 6,67 log UFC mL", respectivamente. Ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) entre os resultados das contagens de BAL nas
amostras de leite in natura nos agares MRS e M17, incubadas a 35°C, sob
aerobiose (Tabela 4).

Contagem de BAL Aerobiose 35°C
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Figura 5 - Contagens de bactérias &cido lacticas (logio UFC mL™") em 18 amostras
de leite in natura nos 4gares MRS e M17, incubadas em aerobiose a 35°C.

Na Figura 6, podem-se verificar os resultados das contagens de BAL nas
amostras de leite in natura nos agares MRS e M17, incubadas sob anaerobiose a
25°C. As contagens variaram entre 4,26 e 6,69 log UFCmL™ no 4gar MRS e entre
4,7 e 6,81 log UFC mL™, no 4gar M17. N&o houve diferenca significativa (p > 0,05)
entre os resultados das contagens nos dois agares utilizados, quando incubados sob
anaerobiose a 25°C (Tabela 4).
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Figura 6 - Contagens de bactérias &cido lacticas (logio UFC mL™") em 18 amostras
de leite in natura nos 4gares MRS e M17, incubadas em anaerobiose a 25°C.
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Podem-se verificar, na Figura 7, os resultados das contagens das BAL no leite
in natura nos agares MRS e M17, incubados sob anaerobiose a 35°C. As contagens
de BAL variaram entre 4,26 e 6,54 log UFC mL"' em MRS e entre 4,78 e 6,76 log
UFC mL™", em M17. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre os resultados
nas contagens de BAL, nos dois 4gares de cultura incubados sob anaerobiose a
35°C (Tabela 4).

Contagens de BAL em Anaerobiose 35°C

8,00
7,00 1

= P S p 4
6,00 - T Ky y
5,00 / X M&
4,00 T
3,00
2,00
1,00

0,00

—*%—Log MRS
Log M17

Contagens Log 10 UFC/mL

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Amostras

Figura 7 - Contagens de bactérias &cido lacticas (logio UFC mL™") em 18 amostras
de leite in natura nos agares MRS e M17, incubadas em anaerobiose a 35°C.

Tabela 4 - Médias das contagens de BAL (logio UFC mL™") em leite in natura
incubado sob aerobiose e anaerobiose a 25°C e 35°C.

Condicoes MRS’ M172

Aerobiose 25°C 5,422+ 0,98 5,88"2 + 0,88
Anaerobiose 25°C 5,49" + 0,77 5,73+ 0,76
Aerobiose 35°C 5,372+ 0,78 5,64" + 0,74
Anaerobiose 35°C 5,422 + 0,75 5,63"% + 0,70

1-Agar de Man, Rogosa e Sharpe (MRS); 2- Agar M17; Médias seguidas por uma mesma letra mailscula
na horizontal, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade; Médias
seguidas por uma mesma letra mindscula, na vertical nao diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel
de 5% de probabilidade.

Na Tabela 4 pode-se observar que nao houve diferenca significativa (p>0,05)
entre os resultados das contagens das BAL incubadas a 25°C e a 35°C, sob

aerobiose e anaerobiose, nos agares MRS e M17.
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Neste estudo foram utilizados os agares MRS e M17, variando-se as
condicdes de incubacao: atmosfera (aerobiose/anaerobiose) e temperatura (25°C e
35°C). Essa variacao das condicées de incubacao visava favorecer a obtencao de
maior diversidade de géneros de BAL bacteriocinogénicas, no entanto, houve o
predominio de isolados do género Enterococcus spp. como pode ser observado no
item 5.4 deste estudo. Através deste resultado podemos evidenciar que os agares e
as diferentes condicdes de incubacédo utilizadas no isolamento, ndo foram eficazes
para o desenvolvimento de outros géneros de BAL bacteriocinogénicas ou o leite in
natura da regiao Oeste de Santa Catarina ndo apresenta outras BAL produtoras de
bacteriocinas, além de Enterococcus spp.. Da mesma forma Acurcio (2011) isolou
somente bactérias do género Enterococcus spp. em leite de ovelha, utilizando os
agares MRS e M17, em aerobiose, na temperatura de 37°C e 32°C,
respectivamente.

Apoés avaliacdo das colbnias desenvolvidas nos agares através da coloragéao
de Gram, e verificacdo da producdo de catalase, foram obtidos 478 isolados de BAL,
e estas foram submetidas a verificacdo da capacidade de producao de substancias
antagonistas contra Listeria monocytogenes.

5.2 Verificacao e identificacao da atividade antagonista das BAL contra Listeria
monocytogenes

Dos 478 isolados de BAL, 307 (64%) apresentaram atividade antimicrobiana
contra L. monocytogenes. Resultados superiores foram obtidos por Ortolani (2009),
onde 87% das BAL isoladas de leite in natura produziram substancias antagonistas
contra esse micro-organismo. Ja Guerra e Bernardo (2001), observaram que de 531
isolados de BAL provenientes de queijos, 208 (39,2%) apresentaram atividade
antagdnica contra esse mesmo patdgeno.

Pode-se verificar, na Tabela 5, que dos 307 isolados de BAL, 300 (98%)
apresentaram atividade antagb6nica contra L. monocytogenes no agar MRS. De
acordo com Lewus e Montville (1991) e Moraes et al. (2010), esse meio favorece a
producédo de acidos organicos. Como apresenta alta concentracao de glicose e nao
possui substancias inibidoras, ndo ha como se definir qual a natureza da atividade
antagonista, tendo em vista que pode ter ocorrido pela producdo de acidos
organicos, de perdxido de hidrogénio e/ou de bacteriocinas.
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Tabela 5 - Tamanho do halo de inibicado (mm) de 307 isolados de BAL provenientes
de leite in natura, contra Listeria monocytogenes Scott A nos meios de Man, Rogosa
e Sharpe (MRS), Brain-Heart Infusion (BHI) e BHI adicionado de catalase.

Meio de cultura

Halo de inibicao (mm) MRS (n) BHI (n) BHI + catalase (n)
<5 76 72 58
6-10 112 14 15
11-14 68 4 4
15-18 18 5 1
>19 26 0 0
Total 300 (98%) 95 (31%) 78 (25,4%)

Por outro lado, 31% dos isolados de BAL (95/307) apresentaram atividade
antagonista contra L. monocytogenes em agar BHI (Tabela 5). Como este meio
possui pouca glicose, a producao de acido é minimizada (MORAES et al., 2010),
sugerindo que as substancias que causaram inibicdo do micro-organismo indicador,
poderdo ser peréxido de hidrogénio e/ou bacteriocinas. Quando os isolados foram
avaliados no agar BHI adicionado de catalase, 78 (25,4%) apresentaram halos de
inibicdo, sugerindo que a substancia inibitéria seja uma bacteriocina. Nesse meio,
além da producao de acido ter sido minimizada pela pouca quantidade de glicose, a
catalase adicionada ao meio hidrolisa o peroxido de hidrogénio, podendo-se inferir
que bacteriocinas sejam as responsaveis pelo efeito antagonista (MORAES et al.,
2010).

A capacidade das BAL de produzirem mais de uma substancia antagonista
contra outros micro-organismos, € relatada por Oliveira et al. (2008) e por Topisirovic
et al. (2008), o que também foi observado neste estudo.

Dos 307 isolados, 10% produziram halos de inibicado nos agares MRS e BHI,
sugerindo que sua atividade antagonista se deve a producao de acidos organicos e
peréxido de hidrogénio (Tabela 5). Pode-se observar que 10% dos isolados
apresentaram atividade antagonista nos agares MRS e BHI adicionado de catalase,
sugerindo a producao de acidos organicos e de bacteriocinas (Tabela 5). Apenas um
isolado (0,3%) produziu halos de inibicdo nos agares BHI e BHI adicionado de
catalase, indicando a producgéo de peréxido de hidrogénio e de bacteriocina. Além
disso, 52 isolados (17%) produziram halos de inibicdo nos trés meios de cultura
utilizados, sugerindo que estes isolados tém a capacidade de produzir acidos
organicos, peréxido de hidrogénio e bacteriocinas (Tabela 5). Destaca-se que a
capacidade de um isolado de produzir outros compostos com acao antimicrobiana
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associados a producgao de bacteriocinas pode trazer vantagens competitivas a esse
micro-organismo. De acordo com Drosinos et al. (2005), o valor de pH 6timo para a
producao de bacteriocinas é 5,5, desta forma, os acidos organicos produzidos pelas
BAL, além de aumentarem a pressao seletiva, funcionariam como catalisadores para

a producao e expressao desses compostos protéicos antimicrobianos.

5.3 Confirmacao da atividade bacteriocinogénica

As bacteriocinas apresentam em sua estrutura peptideos, portanto, sua
comprovagao pode ser realizada através da avaliacdo da sensibilidade do composto
produzido pelo isolado, a uma ou mais proteases. Quando a bacteriocina apresenta
sensibilidade a uma protease, ocorre inativacdo da substancia, desta forma, a
auséncia de inibicdo do micro-organismo indicador na presenca de proteases
caracteriza que o composto produzido € uma bacteriocina (MONTVILLE e KAISER,
1993). De acordo com Arauz et al. (2009) ha necessidade de se utilizar varias
proteases para que se possa detectar a producdo de bacteriocinas, tendo em vista
que ha diferenca na sensibilidade a distintas proteases, de acordo com a
bacteriocina produzida.

Os 78 isolados que apresentaram atividade anti-Listeria no agar BHI
adicionado de catalase, foram testados na presenca das enzimas pepsina, o—
quimotripsina, proteinase K e tripsina, dos quais, em 28 (36%) se confirmou que a
substancia antag6nica tinha natureza protéica (Tabela 6).

Os 28 isolados demonstraram sensibilidade a, pelo menos, uma das enzimas
proteoliticas testadas.

A sensibilidade a mais de uma enzima proteolitica sugere a producao
simultanea de diferentes bacteriocinas (ARAUZ et al., 2009). No entanto, apenas
avaliando-se o perfil de sensibilidade as proteases, ndo é possivel determinar qual
bacteriocina é produzida pelo isolado, tendo em vista que as diferentes bacteriocinas
podem ser sensiveis a uma ou mais enzimas proteoliticas (ARAUZ et al., 2009).

Autores como Dal Bello et al. (2010), Vijayalashmi et al. (2009) e Paschoalin
et al. (2011), também relataram atividade antimicrobiana de Enterococcus pela
producéo de enterocinas capazes de inibir o desenvolvimento de L. monocytogenes,
além de inibir bactérias Gram-negativas como Escherichia coli e Salmonella
Paratyphi.
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Levando-se em consideracéo todos os isolados de BAL obtidos neste estudo
que apresentaram atividade antagonista contra L. monocytogenes (307), verifica-se
que 28 (9%) produziam bacteriocinas. Diversos estudos tém sido realizados visando
isolar BAL com atividade antagonista contra bactérias patogénicas de importancia
em alimentos, a partir de diferentes fontes. Entretanto, observa-se variagdo na
frequéncia de isolados com atividade bacteriocinogénica, o que pode ser atribuida
as diferencas intrinsecas das amostras, ao micro-organismo investigado, bem como
ao micro-organismo utilizado como indicador na selecao inicial (DE MARTINS et al.,
2001). Moreno et al. (1999) isolaram L. lactis em leite in natura e verificaram que
8,4% dos isolados produziram bacteriocinas. Da mesma forma Dal Bello (2010)
isolou BAL de queijo e produtos carneos, verificando que 9,8% (98/1000) dos
isolados foram bacteriocinogénicos. Ja Ortolani (2009), isolou BAL a partir de queijo
e leite in natura, encontrando 14% dos isolados produtores de bacteriocinas. Por
outro lado, varios pesquisadores (GUERRA e BERNARDO, 2001; TECHERA, 2005;
POPPI et al., 2008 e FRANCIOSI et al., 2009) nao identificaram bactérias acido
lacticas produtoras de bacteriocinas a partir de leite in natura e de queijo.
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Tabela 6- Sensibilidade de 28 isolados de BAL as proteases (proteinase K, pepsina, a—quimotripsina, tripsina), identificacdo do
género e espécie por Vitek®2, confirmacdo do género Enterococcus spp e identificacdo dos genes das enterocinas A, B, P e

L50A/B por PCR.
Sensibilidade as proteases Confirmagio Identificacao dos
e o @ do género genes das
Isolados  proteinase K Pepsina a—Quimotripsina Tripsina Identificacao Vitek 2 Enterococcus ©nterocinas A, B,
spp. por PCR P e L50A/B por
PCR
5 + - + + Enterococcus faecium + P e L50A/B
13 + + - + Enterococcus faecium + A, P e L50A/B
16 + + + - Enterococcus faecium - *
19 - - + + Enterococcus faecium + L50A/B
30 + + - - Enterococcus faecium + A, P e L50A/B
43 + - + - Enterococcus faecium + AeP
57 - - + - Enterococcus faecium + A, B, P e L50A/B
69 + - - + Enterococcus faecium - *
74 + - - + NI * *
89 + + + + Enterococcus faecium + A e L50A/B
104 + - + + Enterococcus faecium + A, P e L50A/B
233 + + + + Enterococcus faecium - *
234 + + + + NI * *
242 - - + - NI * *
276 + - + - Enterococcus faecium + A, P e L50A/B
297 + - - - Enterococcus faecium + P e L50A/B
315 + - + + NI * *
323 + - - + Leuconostoc pseudomesenteroides * *
336 - - + + Enterococcus faecium + P e L50A/B
340 + - + + Enterococcus faecium + P e L50A/B
341 + + + + Enterococcus faecium + P e L50A/B
342 + + + + Enterococcus faecium + P e L50A/B
356 + + + + Enterococcus faecium + A e L50A/B
428 - + + + Enterococcus faecium + A e L50A/B
433 + + + + Enterococcus gallinarum - *
434 + + - + Enterococcus faecium - *
453 + + + + Leuconostoc pseudomesenteroides * *
464 + + + + Leuconostoc pseudomesenteroides * *
Total 23/28 (82%) 14/28(50%) 21/28 (75%) 21/28 (75%) 28 16/21 (76%) 16/16 (100%)

NI = n&o identificado; * Nao analisado; p= isolados positivos; n = nimero de isolados
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5.4 Avaliacao da identidade dos isolados de BAL com atividade
bacteriocinogénica por métodos bioquimicos e moleculares

Todos os isolados de BAL (28) cuja atividade antagonista contra L.
monocytogenes foi caracterizada como sendo uma substancia protéica, foram
identificados em nivel de género e espécie através do sistema Vitek®2. Os isolados
identificados como E. faecium, foram avaliados em nivel de género por PCR e, os
que confirmaram como Enterococcus spp., foram submetidos a identificacdo em
nivel de espécie, por sequenciamento parcial do gene pheS.

Pode-se verificar, na Tabela 6, que vinte isolados (74%) foram identificados
pelo Vitek®2 como E. faecium, um (3,7%) como E. gallinarum e trés (11%), como
Leuconostoc pseudomesenteroides. Em quatro isolados (15%) nao foi possivel
identificar o género nem a espécie bacteriana.

Muitos trabalhos tém sido realizados avaliando a microbiota do leite in natura,
verificando-se que ha uma grande diversidade de géneros e espécies de BAL, em
funcdo da origem da matéria-prima. Essa diversidade microbiana é um dos fatores
que tornam relevante o isolamento e caracterizacao dessas bactérias com atividade
antimicrobiana em diferentes regides produtoras de leite, tendo em vista que a
microbiota autéctone pode ser diferente em funcédo do clima e de outros fatores
ambientais exercerem uma forte pressédo seletiva, tendo grande influéncia na
selecao bacteriana.

Neste trabalho ndo se objetivou estudar a diversidade das BAL isoladas,
portanto, se avaliou a identidade daqueles isolados que apresentaram atividade
antagonista de natureza protéica, comprovada pela sensibilidade as enzimas
proteoliticas. Nesses isolados houve predominancia de E. faecium, diferentemente
dos resultados obtidos por Ortolani (2009), que identificaram L. lactis como a BAL
bacteriocinogénica prevalente em leite in natura da regidao de Vicosa, MG. Esses
resultados corroboram outros estudos que relatam a interferéncia do local de
isolamento sobre a predominéncia de certos géneros/espécies de micro-organismos,
bem como destacam o potencial que existe para se isolar bactérias com capacidade
de serem utilizadas como bioconservadoras, nas diferentes bacias leiteiras do Brasil.
Levando-se em consideracdo as grandes diferencas entre as regides brasileiras
produtoras de leite, tanto em clima, quanto em manejo do gado leiteiro, infere-se que
esses fatores podem influenciar decisivamente na microbiota presente e, por

consequéncia, no tipo e potencial bacteriocinogénico das BAL isoladas.
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Tabela 7- Identificacdo microbiana e perfil bioquimico de 28 isolados de BAL pelo sistema Vitek®2.

173
(=] ] 1] 7, . -

T > <en4 R dieerE g i 50f TS wocfoTse s I8¥ 238535, ¢ AN e

0O S aAaggSrocallaoaflisdoVN%xnan0pge=< 000606 S <OG=50 =0 O0ITOCELDO

2 4a<<d9TZ2T000aFZZo0coTI<0NTITNCONOCODZ T VOCA A T=v <0m03c00 <
05 S i T T S T S N I R Enterococcus faecium
13 T S S T SR e S S S S S A e 2 E. faecium
16 T S S T SR e S S S S S A e 2 E. faecium
19 e i T T T e S T T T SR SR S SR S + 0+ o+ -+ - - -+ o+ -+ E. faecium
30 I S S A T S T S S S S S S T S S SR S T T T E. faecium
43 e S S S e i T N S S S R N S S T I S E. faecium
57 LR R T S S T S T S S S R T S S S S R R R S E. faecium
69 I S S A T T T S S S S S S A T S S S S T T T E. faecium
74 e S S S S S S S S S S S T T R S TR T R - NI
89 T S S T SR e S S S S S A e 2 E. faecium
104 e S T S T T S T S S R T S S ST TR SR E. faecium
234 e S R S S I S S IR T R S T e - NI
242 e S e e S I I S S R T S T e = NI
256 e S T T S S S S S S T T T S S S E. faecium
276 I S S A A e T T T T e S S S S S S T S S S R T T i E. faecium
297 + - - - 4+ 4+ + + - + - - - + 4+ - - - 4+ ++ 4+ + - 4+ - + + + - - 4+ 4+ 4+ + + - - - + + - + E. faecium
315 T S A T T S S S e T S T T S T S ST NI
323 - - -+ - -+ 4+ - - - - - - - - - - - k- - - - 4+ - 4+ + 4+ - - - 4+ 4+ - - - - - 4+ - - - leuconostoc pseudomesenteroides
336 e S S R S S S e S S S S S E. faecium
340 + - - -+ -+ + - + - - - + 4+ - - - 4+ + + 4+ + - 4+ -+ + + - - 4+ 4+ 4+ + + - - - + + - + E. faecium
341 R S S S T T e R S T S SO R T S S S T T S E. faecium
342 e S A T S S S S S S S S L S T R S S E. faecium
356 e S e T S S S i T S T R S I S E. faecium
428 e T T T S S S S S R S T T S T S S S S SRS E. faecium
433 S S T T S S S S S S S S T T T T T S S S S R S S E. galinarrum
434 - - -+ 4+ ++ + -+ -+ -+ 4+ - - - -+ 4+ 4+ + -+ -+ + + - -+ 4+ 4+ ++ - - -+ o+ -+ E. faecium
453 s e e e e R s et s s s e s S e S & L. pseudomesenteroides
+ (resultado positivo para o teste realizado); - (resultado negativo para o teste realizado); NI (isolado nio identificado pelo sistema Vitek®2) e os testes:
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Na Tabela 7, pode-se verificar a variabilidade no perfil bioquimico entre os
isolados identificados como E. faecium.

Os 21 isolados de enterococos que foram identificados pelo Vitek®2 foram
submetidos a PCR para confirmacdo do género Enterococcus através da
amplificagdo de um fragmento de 112pb, referente ao gene tuf. Dezesseis isolados
(76,2%) amplificaram a regido esperada, confirmando que pertencem ao género
Enterococcus (Figura 8).

5 13 16 233 19 144 323 30 43 57 B9 104 276 257 433

M B P 434 336 340 341 342 356 428 453

(In

Figura 8 — Eletroforese em gel de agarose a 2% com produtos da PCR para o gene tuf dos isolados
identificados como E. faecium pelo Vitek®2. M marcador de peso molecular Ladder 100pb; P controle
positivo: Enterococcus faecium FAIR — E 178 (112pb); B controle negativo; 5, 13, 19, 30, 43, 57, 89,
104, 276, 257, 336, 340, 341, 342, 356 e 428: isolados positivos para o gene tuf; 16, 233, 144, 323,
433, 434, 453: isolados negativos para o gene fuf.
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Outros autores utilizaram o gene tuf para a identificacado de Enterococcus
spp. Hernandez et al. (2002), observaram que de 46 isolados obtidos de amostras
clinicas que foram idenficados pelo sistema Vitek como Enterococcus spp., seis
foram submetidos a PCR para amplificagdo do gene tuf e amplificaram a regido
esperada de 112pb. Da mesma forma Mannu et al. (2003), verificaram que dos 40
isolados de enterococos obtidos de produtos lacteos e identificados por provas
bioquimicas, 100% amplificaram o gene tuf. Ja Araujo (2008), observou que dos 45
isolados de enterococos provenientes de queijo Minas frescal identificados por
provas bioquimicas e submetidos a PCR, 11 (24%) amplificaram um fragmento de
112pb correspondente ao gene fuf.

Dos 21 isolados identificados pelo Vitek®2 como enterococos, 16 (76,4%)
confirmaram o género Enterococcus por PCR. Jackon et al. (2004) observaram que
de 100 isolados obtidos de amostras ambientais, alimentos e de animais que foram
idenficados pelo sistema Vitek como Enterococcus spp., 90% foram confirmados
por PCR. A divergéncia entre os resultados obtidos pelo sistema Vitek®2 e aqueles
verificados por PCR pode ser explicada pela diferenca na especificidade dos
métodos utilizados. Nos métodos moleculares a identificacdo é baseada em
caracteristicas mais estaveis, obtidas pela presenca ou auséncia de determinada
sequéncia génica, enquanto os métodos fenotipicos baseiam-se em caracteristicas
instaveis, que podem variar em funcdo de diversos fatores ambientais, ja& que
dependem da expressao génica. Como exemplo, pode-se observar que os isolados
identificados como 13, 16, 69 e 89 apresentaram o mesmo perfil bioquimico pelo
sistema Vitek®2, sendo identificados como E. faecium, no entanto, o isolado 16 néo
foi confirmado como Enterococcus spp. por PCR (Tabela 7).

Tendo em vista a divergéncia verificada nos resultados obtidos entre o
sistema Vitek®2 e a PCR, os 16 isolados identificados bioquimicamente como E.
faecium e confirmados como Enterococcus por PCR, foram submetidos ao
sequenciamento parcial do gene pheS, para serem confirmados em nivel de
espécie. As sequéncias obtidas foram comparadas com o banco de dados
depositado no GenBank, sendo 100% dos isolados identificados como E. faecium
(Figura 13).

Na Figura 13 pode-se visualizar que a similaridade dos 16 isolados de E.
faecium, através do sequenciamento parcial do gene pheS, variou de 90 a 99% com

dados depositados para esta espécie no GenBank. Esses resultados sao
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importantes, haja vista a dificuldade em discriminar isolados de enterococos em
nivel de espécie. Neste estudo, antes de se realizar o sequenciamento do gene
pheS, foram utilizados os primers P1V1 (5’- GCG GCG TGC CTA ATA CAT GC-3)
e P4V3 (5-ATC TAC GCA TTT CAC CGC TAC-3’) para o sequenciamento da regiao
16S com o intuito de identificar o género e espécies dos isolados. No entanto, estes
primers nao foram discrinatérios para a identificacdo das espécies, somente para o
género Enterococcus spp. (dados ndo mostrados). Este comportamento também foi
relatado por Dal Bello et al. (2010) que em seu estudo utilizou os mesmos primers
para o sequenciamento da regido 16S e alguns isolados de enterococos nao foram
identificados as espécies.

De acordo com Naser et al. (2005), o sequenciamento de gene da regiao 16S
sao eficientes e muito usado para discriminar as varias espécies de enterococcus
como E. avium, E. casseliflavus, E. cecorum, E. faecalis e E. faecium, no entanto
apresenta falhas na discriminagdo de espécies estreitamente relacionadas como
por exemplo o E. faecium das espécies E. hirae, E. durans, E. villorum, E. mundtii
E. ratti.

5.5 Identificacao dos genes das enterocinas A, B, P E L50A/B por PCR

Os 16 isolados de enterococos que foram identificados como E. faecium pelo
Vitek®2, confirmados em nivel de género por PCR e em nivel de espécie por
sequenciamento do gene pheS, e que apresentaram atividade bacteriocinogénica
contra L. monocytogenes, possuiam, pelo menos, um dos genes estruturais que
codificam as enterocinas A, B, P ou L50A/B (Tabela 6, Tabela 8). Ja Ozdemir et al.
(2011), identificaram a presenca dos genes estruturais das enterocinas A, B, P e
L50A/B em 94,7% de 57 isolados de Enterococcus spp., obtidos de agua, alimentos
e animais. Outros estudos tém demonstrado uma frequéncia bem mais baixa de
isolados de enterococos portadores dos genes de enterocinas com atividade anti-
Listeria. Poeta et al. (2007) identificaram a presenca de pelo menos um dos genes
das enterocinas A, B, Q, cylL, bac 31 e L50A/B em 68% dos isolados de
Enterococcus spp. obtidos a partir de fezes de animais selvagens, enquanto,
Pangallo et al. (2004), identificaram em 57,4% de 61 isolados provenientes de

fontes ambientais, agua e fezes de carneiro.
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Nove isolados (56,25%) carreavam o gene da enterocina A (entA), confirmado
pela amplificacao de um fragmento de 132pb (Figura 9). A frequéncia de isolados de
enterococos portadores desse gene € bastante variavel, mesmo naqueles
provenientes de fontes alimentares semelhantes a avaliada neste estudo. Moraes
(2011), por exemplo, encontraram 33,3% (10/30) de isolados de Enterococcus spp.
obtidos em leite in natura e queijo, portando o gene da enterocina A. O gene dessa
enterocina também foi identificado em enterococos isolados em outras fontes, que
nao leite e derivados. Strompfova et al. (2008), obtiveram 66,2% (155/234) dos
isolados de Enterococcus spp. obtidos a partir de alimentos, animais e silagem,
portando esse gene, assim como Poeta et al. (2007), que encontraram 60% (15/25).
de isolados de enterococos obtidos de fezes de animais, carreando o gene da
enterocina A. J4 Ozdemir et al. (2011), relatam que 100% dos isolados de
Enterococcus spp. provenientes de agua de rio, agua de tratamento de efluentes,

solo, animais e vegetais apresentaram o gene da enterocina A.

M P B 13 30 5F 5 89 19 297 104 43 336 276 356 428 340 341 342

132ph
100ph

Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose a 2% com produtos da PCR dos isolados de E. faecium
provenientes de leite in natura para identificagdo do gene estrutural da enterocina A. M marcador de
peso molecular Ladder 100pb; P controle positivo: Enterococcus faecium FAIR — E 178 (132pb); B
controle negativo; 13, 30, 53, 89, 104, 43, 276, 356 e 428: isolados positivos para o gene estrutural da
enterocina A; 5, 19, 297, 336, 340, 341, 342: isolados negativos para o gene estrutural da enterocina

A.

Apenas um isolado (6,25%) apresentou o gene estrutural da entrerocina B
(Tabela 8), conforme pode ser visualizado pela amplificagdo de um fragmento de
201pb (Figura 10). Moraes (2011), avaliando enterococos isolados em leite in natura

e queijo, também encontrou uma baixa frequéncia do gene dessa enterocina (3,3%).
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Por outro lado, Poeta et al. (2007) e Ozdemir et al. (2011), verificaram frequéncias
de 48% e 98,1% do gene da enterocina B em isolados de Enterococcus spp. obtidos
de fezes de animais selvagens e de agua, alimentos e animais, respectivamente, o
que infere que a presenca desse gene pode estar diretamente relacionada com a
fonte de isolamento da bactéria.

O isolado que portava o gene da enterocina B (isolado 57) também carreava
0s genes das enterocinas A, P e L50A/B (Tabela 6). De acordo com varios autores
(Franz et al., 1999, De Vuyst et al., 2003, Poeta et al., 2007 e Ozdemir et al., 2011),
sempre que um isolado porta o gene da enterocina B, carreia, simultaneamente, o
gene da enterocina A, conforme foi observado neste estudo. De acordo com De
Vuyst et al. (2003) a enterocina B ndao possui um gene que codifica uma proteina de
transporte para a sua translocacdo, necessitando, portanto, de proteinas de
transporte codificadas em operons de outras enterocinas, como da enterocina A.

5 13 19 30 89 104 43 276 297 336 340 341 342 356 428
-

201ph _p
100pb

Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose a 2% com produtos da PCR dos isolados de E. faecium
provenientes de leite in natura para identificacdo do gene estrutural da enterocina B. M marcador de
peso molecular Ladder 100pb; P controle positivo: Enterococcus faecium FAIR — E 178 (201pb); B
controle negativo; 57: isolado positivo para o gene da enterocina B; 5, 13, 19, 30, 89, 104, 43, 276,
297, 336, 340, 341, 342, 356, 428: isolados negativos para o gene da enterocina B.

Com relagdo ao gene da enterocina P, 11 (68,7%) isolados amplificaram o

fragmento esperado de 87pb, como pode ser observado na Figura 11.
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M P 5 13 30 57 104 43 276 19 297 340 336 340 341 342 89 428 B

100pk

Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose a 2% com produtos da PCR de isolados de E.faecium
provenientes de leite in natura para identificagdo do gene estrutural da enterocina P. M marcador de
peso molecular Ladder 100pb; P controle positivo: Enterococcus faecium FAIR — E 178 (87pb); B
controle negativo; 5, 13, 30, 57, 104, 43, 276, 297, 340, 341, 342: isolados positivos para o gene da

enterocina P; 19, 336, 356, 89, 428: isolados negativos para a enterocina P.

O gene da enterocina L50A/B foi o mais frequentemente encontrado nos
isolados avaliados neste estudo (93,75%) (Tabela 8). A amplificacdo de um

fragmento de 274pb, indica a presenca do gene dessa enterocina (Figura 12).

M. B ‘R & 13 4D a0 52 A9 484 386 207 336 Ad0 34143 342355428

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose a 2% com produtos da PCR de isolados de E.faecium
provenientes de leite in natura para identificagdo do gene estrutural da enterocina L50A/B. M
marcador de peso molecular Ladder 100pb; P controle positivo: Enterococcus faecium BFE — 1072
(274pb); B controle negativo; 5, 13,19, 30, 57, 89, 104, 256, 297, 336, 340, 341, 342, 356 e 428:
isolados positivos para o gene da enterocina L50A/B; 43: isolado negativo para o gene da enterocina
L50A/B.
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Moraes (2011) avaliou a presenca do gene da enterocina L50A/B em isolados
de Enterococcus spp. obtidos de leite in natura e queijo, e ndo encontrou isolados
portadores dessa enterocina, ratificando a importancia do local de obtencado do
isolado sobre seu perfil génico. Tendo em vista que as bacteriocinas sdao uma forma
de defesa da bactéria, a microbiota autéctone da fonte de isolamento pode
influenciar na selecdo de alguns isolados mais adaptados a persistirem naquele

local/alimento.

Tabela 8- Ocorréncia dos genes das enterocinas A, B, P e L50A/B e perfil genético
de 16 isolados de E. faecium provenientes de leite in natura da regido oeste de
Santa Catarina, avaliados por PCR.

. Numero de isolados . ST Numero de
Genes das enterocinas portando os genes (%) Perfil genético isolados (%)
entA 9 (56,25%) ent L50A/B 1 (6,25%)
entB 1 (6,25%) ent P + ent L50A/B 5 (31,2%)
entP 11 (68,75%) entA + entP 1 (6,25%)
ent L50A/B 15 (93,75%) ent A + ent L50A/B 3 (18,75%)
ent A+ entP + ent L50A/B 5(31,2%)
entA +entB+ entP + entL50A/B 1 (6,25%)

* combinagéo de genes das enterocinas encontrados em um isolado

Quase todos os isolados (93,7%) possuem mais de um gene das enterocinas,
porém, apresentaram diferentes perfis genéticos (Tabela 8). Apenas um isolado
(6,25%) carreava somente um gene, da enterocina L50A/B. Ja Moraes (2011),
estudando isolados de Enterococcus spp. provenientes de leite in natura e queijo,
verificou que 66% apresentavam mais de um gene estrutural das enterocinas.
Diversos outros estudos, embora avaliando isolados de Enterococcus spp.
provenientes de fontes diferentes de leite in natura, também verificaram uma alta
percentagem de isolados portando mais de um gene de enterocinas (HERRANZ et
al., 1999; DE VUYST et al., 2003; PANGALLO et al., 2004; DAL BELLO et al., 2010).
Entretanto, diferentemente do que foi observado neste estudo, Strompfova et al.
(2008) encontraram 35,5% dos isolados de Enterococcus spp. portando apenas um
gene das enterocinas A, B, P e L50AB.

Apenas um isolado (6,25%) portava conjuntamente os genes das enterocinas
A e P (perfil A/P), conforme se observa na Tabela 8. Esta mesma combinagao
genética, porém com frequéncias diferentes, foi encontrada por Renye et al. (2009),
que encontraram 3% de isolados com esse perfil, e por Poeta et al. (2007), que
relataram a presenca de 8% de isolados de Enterococcus spp. com essa

combinacao de genes para enterocinas.
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O perfil P/L50AB foi identificado em 31,2% dos isolados (Tabela 8), sendo o
perfil genético mais frequente, juntamente com o perfil A/P/L50AB. J& Strompfova et
al. (2008) identificaram a presenca da combinacao dos dois genes das enterocinas P
e L50A/B em 5,7% dos isolados de enterococos de animais, alimentos e racéo
animal. No entanto, o perfil P/L50AB n&o foi encontrado nos estudos de Poeta et al.
(2007) e Ozdemir et. al.(2011) em isolados de enterococcos de fezes de animais
selvagens e em agua, solo, animais e vegetais, respectivamente.

O perfil A/L50AB foi encontrado em 18,5% dos isolados, diferentemente do
observado por Poeta et al. (2007), que ndo encontraram isolados de enterococos
com esse perfil genético. Ja isolados portando simultaneamente os genes das
enterocinas B e L50A/B (perfil B/L50AB) nao foram encontrados neste estudo, o que
também foi relatado por Strompfova et al. (2008).

Cinco isolados (31,2%) portavam os genes de trés enterocinas (perfil
A/P/L50AB) (Tabela 8). E interessante frisar, que mesmo que os isolados sejam de
amostras e de amostragens distintas, apenas essa combinacado de trés genes foi
identificada. Diferente deste resultado, Poeta et al. (2007), Strompfova et al. (2008)
Renye et al. (2009) e Ozdemir et al. (2011) relatam isolados de enterococos
portando, além desta, outras combinac¢des de trés genes das enterocinas A, B, P e
L50A/B.

Com relacdo a presenca desses mesmos trés genes (perfil A/P/L50AB),
Renye et. al. (2009) observaram que 9% dos isolados de enterococos obtidos de
qgueijos apresentavam essa combinacdo, ao passo que Strompfova et al. (2008)
relatam que dos 193 isolados de enterococos obtidos de alimentos, animais e racao
animal, 17,97% apresentaram esse mesmo perfil. Dessa forma, observa-se que a
presenca de trés genes de enterocinas (perfil A/P/L50AB) nao apresenta relacao
direta com a origem dos isolados, pois esta combinacdo de genes foi identificada
tanto em isolados de animais como de alimentos. Neste estudo ndo foram
identificados isolados de enterococos com atividade antagonista contra L.
monocytogenes apresentando o perfil A/B/L50AB, no entanto, Poeta et al. (2007)
identificaram esse perfil em 8% dos isolados de enterococos provenientes de fezes
de animais selvagens. Da mesma forma, Ozdemir et al. (2011) descrevem que dos
57 isolados de enterococos oriundos de agua de rio, animais e vegetais, 7%
apresentaram a combinagao desses trés genes.
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Por outro lado, apenas um isolado (6,25%) carreava quatro genes de
enterocinas (perfil A/B/P/L50AB). Ozdemir et al. (2011) verificaram que dos 57
isolados de enterococos provenientes de agua, animais, solo e vegetais, 14%
apresentaram a combinacdo destes mesmos quatro genes das enterocinas
semelhante ao observado por Strompfova et al. (2008), que identificaram esses
quatro genes em 14,53% dos isolados.

Os resultados obtidos permitem inferir a diversidade genética e o alto
potencial dos isolados de E. faecium obtidos de leite in natura da regido oeste de
Santa Catarina para a producdo de bacteriocinas (enterocinas) com atividade
antimicrobiana contra L. monocytogenes. Isso é justificado pelo niUmero de isolados
que produziram substancia antimicrobiana de natureza protéica e com atividade anti-
Listeria, bem como por seu perfil genético, haja vista que 16 isolados portavam, pelo
menos, um gene das enterocinas. Esse resultado corrobora os dados da literatura,
que descrevem que as enterocinas A, B, P e L50A/B, identificadas nos isolados
avaliados, pertencem a classe Il das bacteriocinas, apresentando atividade contra L.
monocytogenes (Franz et al., 2007, Renye et al., 2009, Ozdemir et al., 2011).

5.6 Perfis moleculares identificados por Rep-PCR

A técnica Rep-PCR foi utilizada neste estudo com a finalidade principal de
agrupar os isolados de enterococos e relacionar os perfis moleculares obtidos, com
a presenca ou auséncia de enterocinas.

FEFR R B

. : Isolados  Gene das enterocinas  Perfil  Sequenciamento parcial do gene pfre§
NI | | H:  PILS0AB Enterococcus faschim  99%
(T [ 5 ABPILA0ABR Enterococcus fasciim  99%
T [ @ ALS0AD Enterococcus fasciurm  99%
NINImR | | o AFILS0AB 1 Enteracoccus faeciim  96%
[EEE T | 5 PILS0AB Enterococcus faschim  99%
M i 31 PiLA0AB Enterococcls fasciim  92%
10 Enteracoccus faackim  98%
La0AB
I rmen 1 | @ AP Enteracoccus faeciim  '93%
i | w5 ALSIAB Enterococcus fascium  99%
NiEnin. | 13 AIPILSOAB i 2 Enterococcus faeciim  99%
x Enteracoccus faackim  99%
e 1 ws ALS0AB
- | 04 APILS0AB 1 Enterococcus faeciim  90%
I_[ mernn | ne  PILS0AD - 3 Enterococcus faeciirm  99%
L I 1 | M0 PLE0AD J Enterococcus faschirn  98%
1 T we  APILSDAB . 4 Enterococcusiaeciim  83%
HEEr i1 m7  PILA0AB 1 Enterococcus fascium  98%

Figura 13 — Dendrograma da Rep-PCR de 16 isolados de E. faecium, identificando
os perfis moleculares obtidos e a identificacdo pelo sequenciamento parcial do gene
phes.
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Os 16 isolados de E. faecium foram submetidos a Rep-PCR, obtendo-se
quatro perfis diferentes, identificados como 1, 2, 3 e 4 conforme pode ser visualizado
na Figura 13.

Nao houve relagdo entre os perfis gerados por Rep-PCR e a presenca dos
genes das enterocinas avaliadas (A, B, P e L50A/B) nos isolados. Como exemplo, o
perfil 2 agrupa o isolado 13, que possui 0s genes das enterocinas A, P e L50A/B e o
isolado 428, que carreia 0os genes das enterocinas A e L50A/B. Resultado
semelhante foi relatado por Dal Bello et al. (2010), que utilizaram o mesmo primer
na Rep-PCR para avaliar o perfil dos isolados de enterococos, e verificaram que
isolados do mesmo perfil apresentaram diferencas na presenca ou auséncia dos
genes das enterocinas A e P. De acordo com Dal Bello et al. (2010), isolados com
mesmo perfil genético portando diferentes genes estruturais das bacteriocinas,
também foi observado em RAPD, técnica similar a Rep-PCR.

5.7 Avaliacao da Sensibilidade a Antimicrobianos e da Atividade da f-
hemolisina

Os enterococos podem ser utilizados como culturas probidticas ou como
culturas iniciadoras pelas industrias de alimentos, entretanto, alguns isolados podem
ser patogénicos aos homens e animais (Ogier e Serror, 2008). Desta forma, é
importante que isolados de enterococos sejam avaliados quanto a presenca de
fatores de viruléncia, como a sensibilidade a antimicrobianos e a atividade da
enzima B-hemolisina.

Nesse sentido os 16 isolados de E. faecium foram avaliados quanto a
sensibilidade a antimicrobianos de uso clinico. Observou-se que 94% demonstraram
sensibilidade a ampicilina, 81% a tetraciclina e 100% a vancomicina (Tabela 9).
Resultados semelhantes foram encontrados por Peters et al. (2003), os quais
verificaram que 100% dos 118 isolados de enterococos de alimentos de origem
animal, na Alemanha, foram sensiveis aos antibiéticos ampicilina e vancomicina. Da
mesma forma, Renye et al. (2009), nos EUA, relataram que todos os 33 isolados de
enterococos obtidos de queijo apresentaram sensibilidade a vancomicina.

Os maiores niveis de resisténcia foram aos antibidticos penicilina e
tetraciclina, tendo em vista que dos 16 isolados, sete (44%) e trés (19%)
apresentaram resisténcia a esses antibidticos, respectivamente (Tabela 9).
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Resultados inferiores foram relatados por Peters et al. (2003) onde 0,8% dos 118
isolados de enterococos provenientes de alimentos de origem animal apresentaram
resisténcia a penicilina. Valores inferiores de resisténcia a tetraciclina também foram
relatados por Renye et al. (2009), onde 9% dos 33 isolados de enterococos
provenientes de queijo, apresentaram resisténcia a este antibiético. Ja& Cariolato et
al. (2008) relataram que nenhum dos 81 isolados de enterococos provenientes de
derivados de leite, no norte da Italia, apresentou resisténcia a penicilina, no entanto,
30,8% apresentaram resisténcia a tetraciclina. De acordo com Giraffa (2002, 2003),
a resisténcia bacteriana a antibioticos esta relacionada com o uso destas drogas na
terapéutica humana e veterinaria. No Brasil, a penicilina é utilizada em larga escala
no tratamento de mastite do gado bovino, 0 que pode explicar os resultados
encontrados neste estudo (ZAFALON et al., 2008).

Tabela 9- Perfil de resisténcia aos antimicrobianos ampicilina, penicilina,
vancomicina e tetraciclina, e atividade da [-hemolisina de 16 isolados de
Enterococcus faecium obtidos de leite in natura da regidao oeste de Santa Catarina.

Sensibilidade a Antimicrobianos

Isolados Ampicilina Penicilina Vancomicina  Tetraciclina B _ﬁg::gﬁi?n a
(10ug) (10ug) (30ug) (30ug)
05 S S S S -
13 S S S S -
19 S R S S -
30 S R S S -
43 S S S S -
57 S S S S -
89 S R S S -
104 S S S S -
276 S S S R -
297 S R S S -
336 S S S R -
340 S S S S -
341 R R S R -
342 S R S S -
356 S S S S -
428 S S S S -
Sensivel (S) (n/%) 15/94 9/56 16/100 13/81
Intermediério (I) (n/%) 0/0 0/0 0/0 0/0
Resitencia (R) (n/%) 1/6 7/44 0/0 3/19
(-) negativo

Dos dezesseis isolados, seis (56,25%) foram sensiveis aos antimicrobianos
de uso clinico avaliados, portanto, por este critério, podem ser bons candidatos para
serem utilizados como culturas iniciadoras e/ou probidticas.

Ressalta-se que para que um isolado de enterococos seja utilizado como uma

cultura iniciadora ou probidtica, além da sensibilidade aos antimicrobianos, se faz
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necessario avaliar alguns outros fatores de viruléncia, como a presenca da atividade
da enzima B-hemolisina.

Neste estudo, nenhum dos 16 isolados apresentou atividade da enzima -
hemolisina (Tabela 9). Embora a auséncia da atividade dessa enzima nao signifique,
necessariamente, que o isolado nao possui potencial patogénico, tendo em vista que
pode possuir outros fatores de viruléncia (Frantz, 2001), esta é uma das
caracteristicas fenotipicas comumente utilizadas como marcador de sua
patogenicidade. Outros autores, como Poeta et al. (2007), também nao encontraram
isolados apresentando atividade da B-hemolisina, e relatam que esta enzima € mais
frequentemente encontrada em isolados de origem clinica. Entretanto, Barbosa et al.
(2010) e Eaton e Gasson (2001), relatam a presenca dessa enzima em isolados de

enterococos provenientes de alimentos.

5.8 Relacao entre tamanho do halo de inibicao contra L. monocytogenes nos
meios de cultura MRS, BHI e BHI+catalase e natureza da atividade antagonista
em 16 isolados de E. faecium produtores de enterocinas

Utilizou-se o teste de Tukey (p<0,05) com o objetivo de avaliar a relagcédo entre
a atividade antagonista dos isolados de E. faecium e o tamanho do halo produzido
contra L. monocytogenes nos agares MRS, BHI e BHI + catalase, ja que nesses
meios se tem um indicativo do possivel efeito antagonista produzido pelos isolados.
O agar MRS apresenta uma grande quantidade de carboidrato, o que propicia a
producdo de &cido orgéanicos, no entanto, ndo inibe a producdo de peroxido de
hidrogénio e de enterocinas pelos enterococos; o agar BHI possui pouco
carboidrato, impossibilitando os enterococos de produzirem acidos organicos e
favorecendo a producao de peréxido de hidrogénio ou de bacteriocina; ja, o agar BHI
+ catalase posssui pouco carboidrato e a adicdo da catalase inibe a producédo de
peréxido de hidrogénio, favorecendo a producdo de bacteriocinas, neste caso
enterocinas (MORENO, LERAYER E LEITAO, 1999; CARR et al., 2002).

Pode—se vizualizar, na Tabela 10, que quando os isolados de E. faecium
foram comparados quanto ao tamanho dos halos de inibicdo nos agares MRS, BHI
e BHI + catalase, 13 isolados (2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 15 e 16) dos 16
avaliados (81,25%) nao apresentaram diferenga significativa nos trés agares,

independente da substancia antagonista produzida. Dois isolados (4 e11) (12,5%)
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nao apresentaram diferenga significativa nos agares BHI e BHI+catalase, no entanto,
apresentararam diferenca significativa nos agares MRS e BHI e BHI + catalase,
independente da substancia antagonista produzida. Ja o isolado 1 ndo apresentou
diferenca significatica nos agares MRS e BHI+catalase, assim como em BHI e BHI +
catalase, no entanto, demonstrou diferenca significativa nos agares MRS e BHI,
independente da substancia antagonista produzida.

Tabela 10 — Média do tamanho dos halos (mm) de inibicdo formados nos agares
MRS, BHI e BHI + catalase por 16 isolados de E. faecium contra L. monocytogenes.

MRS’ BHI? BHI + C*
Isolado Tamanho do halo Tamanho do halo Tamanho do halo

(mm) (mm) (mm)
01 14,094 + 4,24 2,0%°% + 1 41 3,54%+2 12
02 13,5% + 6,23 3,53 + 2 12 3,03+ 2,82
03 13,584+ 9,19 2,0%°A + 0,70 4,0+ 2,82
04 12,584 +2 12 0,02+ 0,00 6,038+ 1,42
05 8,024+ 2,82 2,032+ 0,00 4,5%+ 0,70
06 15,0%+ 9,89 0,0*+ 0,00 2,5°A+ 3,53
07 9,0**+ 0,00 55+ 2 12 35" +212
08 10,5 + 4,95 13,5%+ 0,00 9,03 + 1,41
09 5,0%+ 1,14 0,0**+ 0,00 9,52+ 4,95
10 10,04+ 1,48 203"+ 1,041 4,0 + 2,82
11 10,524+ 0,70 5,56 + 0,70 6,5 + 0,70
12 8,03+ 1,41 4,0%°A + 1 41 6,02 + 1,41
13 7,03 + 283 7,0%%+ 1,41 10,04 + 4,24
14 8,5+ 2,12 4,5%°A + 0,70 6,0%* + 0,00
15 8,5% + 0,70 5,52+ 0,70 3,5%+2 12
16 6,0%A + 1,41 2,5%°A + 0,70 4,04+ 1,41

1-Agar de Man, Rogosa e Sharpe (MRS); 2- Agar Infusdo de Cérebro e Coragédo (BHI); 3- BHI
adicionado de catase na concentragdo de 100Ul mL™" (MRS + C); Médias seguidas por uma mesma
letra mailscula na horizontal, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de
probabilidade; Médias seguidas por uma mesma letra mindscula, na vertical nao diferem entre si pelo

teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade.

Na Tabela 10, pode-se vizualizar os resultados obtidos comparando-se os 16
isolados de E. faecium produtores de enterocinas em relacao a cada agar utilizado
MRS, BHI e BHI + catalase. Os 16 isolados de E. faecium produtores de enterocinas
nao apresentaram diferenga significativa no tamanho do halo de inibicao formado no
agar MRS. Percebe-se, na Tabela 10, que os maiores halos de inibicdo foram
formados por E. faecium produtores de enterocina no agar MRS, o que pode ser

explicado por este meio propiciar a producdo de acido organicos, perbxido de
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hidrogénio e enterocinas, haja vista que este meio nao inibe nenhum composto
antagonista produzido pelos enterococos. Outro fato importante que pode explicar o
comportamento desses micro-organismos no agar MRS, é que, de acordo com Van
Den Berghe et al. (2006) os acidos organicos produzidos e presentes no agar
servem como um catalizador das BAL para a produgéo de bacteriocinas.

No agar BHI + catalase, os 16 isolados nao apresentaram diferenca
significativa no tamanho dos halos de inibicao produzido neste agar. Este resultado
pode ser explicado pelo fato de que todos isolados de E. faecium testados sao
produtores de enterocinas € que esse agar inibe a producédo de acidos organicos e
peroxido de hidrogénio.

Outro fato importante reforcado por esses resultados é que como os 16
isolados de E. faecium apresentaram o mesmo comportamento nos agares MRS e
BHI+catalase, estes agares podem ser utilizados para uma triagem durante o
isolamento de enterococos produtores de enterocinas.

No agar BHI, foram observadas as maiores diferencas de comportamento
entre os 16 isolados de E. faecium em relacao aos tamanhos dos halos de inibicdo
formados. Na Tabela 10, observa-se que cinco isolados (2, 3, 12, 14 e 16) (31,25%)
nao apresentaram diferenga significativa entre si no tamanho do halo de inibigdo
formado nesse agar. Os isolados 1, 5 e 10, isolados 4, 6 € 9, os isolados 7, 11 e 15
e os isolados 8 e 13, ndo apresentaram diferenca significativa entre si no tamanho
do halo formado no agar BHI. Esta variagcdo no tamanho do halo de inibicdo de de E.
faecium produzido no agar BHI pode ser explicado, pois o peroxido de hidrogénio
pode interferir na producao de bacteriocinas em alguns isolados (DE MARTINIS et
al., 2001).
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6. CONCLUSOES

O leite in natura da regiao oeste de Santa Catarina apresenta bactérias acido
lacticas com atividade bacteriocinogénica contra L. monocytogenes. A atividade
antagonista observada em MRS, BHI e BHI + catalase, indica a produ¢ao de mais de
um composto com atividade antimicrobiana, entre eles, acidos organicos, peroxido
de hidrogénio e bacteriocinas. Dezesseis isolados identificados como E. faecium
sdo produtores de bacteriocinas, portando, pelo menos, um gene estrutural das
enterocinas A, B, P ou L50A/B. Com relacdo a viruléncia, nenhum dos 16 isolados
bacteriocinogénicos apresenta atividade da B-hemolisina, sendo que a metade é
sensivel a ampicilina, penicilina, vancomicina e tetraciclina, portanto, constituem-se

em oOtimos alvos para serem utilizados como bioconservadores em alimentos.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

e Avaliar a presenca de atividade antagonista dos 16 isolados de E. faecium de
leite in natura da regido oeste de Santa Catarina produtores de enterocinas,
contra outros micro-organismos patogénicos Gram-positivos e Gram-—

negativos;

e Avaliar a presenca de enzimas capazes de hidrolizar gelatina (gelatinases) e
inativar sais biliares, bem como a presenca dos genes de viruléncia esp, as,
ace, efahA, gelE, cylA e o gene vanA que confere resisténcia a vancomicina
nos 16 isolados de E.faecium com o objetivo de identificar culturas com

capacidade probibtica;

¢ Quantificar a atividade antimicrobiana dos 16 isolados de E. faecium;

e Determinar a curva de producdo de enterocinas para o isolado de E. faecim
produtor de maior atividade atimicrobiana;

e Determinar o peso molecular das enterocinas produzidas pelos isolados de

E.faecium;

e Purificar as enterocinas e sequenciar 0s aminoacidos;

e Avaliar a atividade e capacidade da enterocina purificada em alimentos como

bioconservante.
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9. Anexo A - Relatorio de identificacao do género e espécie pelo sistema Vitek

®2
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