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RESUMO

LUIZ, Livia Maria Pinheiro, D.S., Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2012. Identificacdo e agrupamento genético por MLST e PFGE de isolados
bacterianos obtidos de fazendas da regido do Campo das Vertentes,
Minas Gerais. Orientador: Antonio Fernandes de Carvalho. Coorientadoras:
Emiliane Andrade Araujo e Claudia Lucia de Oliveira Pinto.

O Brasil é o 6° maior produtor de leite no mundo, sendo o estado de
Minas Gerais o primeiro produtor de leite e queijos do pais. O leite produzido
nas diferentes regides do Estado contém uma microbiota autdctone
diversificada, e pode condicionar caracteristicas sensoriais diversas aos
produtos feitos a partir deste leite. O objetivo deste trabalho foi identificar uma
parte da microbiota mesdfila autdctone e agrupar geneticamente por meio das
técnicas MLST e PFGE isolados obtidos de leite cru, solo e silagem de seis
propriedades produtoras de leite na regido do Campo das Vertentes no Estado
de Minas Gerais. A partir de 200 isolados caracterizados inicialmente por
coloragdo de Gram e teste da catalase, 50 foram identificados em nivel de
espécie por meio de técnicas genotipicas de PCR espécie-especifica e
sequenciamento do gene 16S rDNA. A diversidade clonal dos isolados
pertencentes aos géneros Lactococcus e Enterococcus foi determinada por
meio da técnica PFGE. A proximidade filogenética das cepas de Lactococcus

lactis subsp. lactis foi observada por meio da técnica MLST. Objetivou-se



também comparar o poder discriminatorio das técnicas MLST e PFGE,
utilizando as cepas de L. lactis subsp. lactis como base de comparacdo. A
caracterizacdo molecular dos isolados levou a identificacdo de 4 géneros de
bactérias do &cido latico: Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus e
Enterococcus, e também de espécies pertencentes ao género Staphylococcus.
Entre os géneros de BAL, Lactococcus e Enterococcus agruparam a maior
parte das espécies encontradas. L. lactis foi a espécie mais frequente nas
diferentes amostras, sendo isoladas principalmente do leite cru. A diversidade
clonal dos isolados pertencentes ao género Lactococcus mostrou uma
importante variabilidade, visto que os 10 isolados L. lactis subsp. lactis foram
agrupadas em 4 diferentes grupos. Ja para os isolados de Enterococcus, nao
foi observada variabilidade. Os isolados, oriundos de diferentes propriedades,
foram concentradas em um mesmo grupo, indicando que estas cepas
autéctones sdo dominantes da regido. A técnica MLST nos permitiu
caracterizar e observar as relacdes filogenéticas entre as cepas de L. lactis
subsp. lactis agrupando-as em diferentes ST. Por meio desta técnica, pode-se
identificar e associar os diferentes ST com caracteristicas tecnoldgica

industriais, para aplicacdo destas cepas como culturas starters.
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ABSTRACT

LUIZ, Livia Maria Pinheiro, D.S., Universidade Federal de Vigosa, october
2012. Identification and genetic clustering by MLST and PFGE of bacterial
isolates from farms in the Campo das Vertentes Region, Minas Gerais.
Adviser: Antonio Fernandes de Carvalho. Co-advisers: Emiliane Andrade
Araujo and Claudia Lucia de Oliveira Pinto.

Brazil is the sixth largest milk producer in the world and the State of Minas
Gerais is the largest milk and cheese producer of the country. The milk from
different regions of the State contains a diverse endogenous microbiota, and it
can provide different sensorial characteristics of products made from this milk.
The aim of this work was to identify part of the autochthonous mesophilic
microbiota isolated from raw milk, soil and silage from six milk producer farms in
the Campo das Vertentes region in Minas Gerais State and to group the
bacteria genetically From 200 isolates initially characterized by Gram staining
and catalase test, 50 were identified to the species level by genotypic
techniques using species-specific PCR and sequencing of 16S rDNA. The
clonal diversity of isolates belonging to the genera Lactococcus and
Enterococcus were determined by PFGE technique. The phylogenetic
relatedness of Lactococcus lactis subsp. lactis was observed by MLST
technique. In addition, we compared the discriminatory power of MLST and
PFGE techniques, using strains of L. lactis subsp. lactis as a basis for

comparison. The molecular characterization of the isolates led to identification

Xii



of four genera of lactic acid bacteria: Lactobacillus, Leuconostoc, Enterococcus
and Lactococcus, and also species belonging to the genus Staphylococcus.
Among the LAB genera, Lactococcus and Enterococcus grouped most of the
isolates found; isolates of L. lactis were present in a large number of samples,
mainly from raw milk. The clonal diversity of isolates belonging to the genus
Lactococcus showed a significant variability, since 10 L. lactis subsp. lactis
strains were grouped into four different groups. For the Enterococcus isolates,
we did not observe any variability. Isolates from different properties, were
concentrated in the same group, indicating that these endogenous strains are
dominant in the region. The MLST technique allowed us to observe and
characterize the phylogenetic relationships among L. lactis subsp. lactis strains
grouping them into different ST. By this technique, one can associate the
different ST with industrial-technological characteristics, enabling the application

of these strains as starter cultures.
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1. INTRODUCAO

Com uma producao total de 31,4 bilhdes de litros de leite em 2010
(FIL, 2011), o Brasil ocupa a 62 posi¢cdo no ranking mundial. O estado de
Minas Gerais € o primeiro produtor de leite e queijos do pais. A microbiota
endodgena do leite cru tem um papel importante no sabor caracteristico
desses queijos, e constitui um reservatério de biodiversidade natural
potencialmente valorizavel.

As bactérias laticas, autéctones em produtos lacteos fermentados,
sdo encontradas naturalmente nesses ecossistemas, contribuindo para a
sua diversificacdo. Estes micro-organismos participam de forma importante
na elaboracdo de derivados de leite e sdo os constituintes principais de
fermentos lacteos, sejam eles industriais ou artesanais.

O estado de Minas Gerais destaca-se na producdo de leite e
apresenta regides tradicionais de producdo de queijos. Estes queijos séo
produzidos utilizando como cultura starter 0s micro-organismos presente
naturalmente no leite cru, o que caracteriza o produto conforme a regiao do
estado onde é produzido.

A maior parte dos trabalhos sobre caracterizagdo da biodiversidade
dos ecossistemas destas regides utilizaram métodos fenotipicos e
bioguimicos para a identificacdo das isolados bacterianas provenientes de
amostras como leite cru, queijos e ambientes de fazenda. Estes métodos

oferecem uma ideia da microbiota presente nos diferentes ecossistemas,



mas ndo permitem, em geral, conhecer a biodiversidade e distinguir
linhagens de uma mesma espécie. Estudos mostraram que a sistemética
bacteriana ndo se limita aos métodos bioquimicos e fenotipicos. Para o
estudo da biodiversidade e compreenséao das relagdes filogenéticas entre os
organismos, a analise genotipica é particularmente util, devido ao estudo das
informagdes contidas no DNA.

Métodos genotipicos tém sido utilizados com sucesso para
identificacdo e caracterizacdo das comunidades bacterianas em diferentes
ecossistemas. Técnicas moleculares permitem uma melhor diferenciagdo de
micro-organismos em diferentes niveis; de género, espécie e até mesmo de
cepas, em funcdo dos métodos utilizados. Assim, estes métodos s&o
promissores para uma rapida e acurada identificacdo microbiana, além de
possuirem a vantagem de reprodutibilidade.

Neste trabalho, técnicas como PCR espécie-especifica,
sequenciamento do gene 16S rDNA, PFGE e MLST foram utilizados para o
estudo da comunidade bacteriana em diferentes niveis (espécie, subespécie
e perfis genéticos), para o conhecimento da biodiversidade no ambiente de
fazendas na regido do Campo das Vertentes do Estado de Minas Gerais.



OBJETIVO GERAL

Identificar uma parte da microbiota mesofila autoctone e agrupar
geneticamente por meio da MLST e PFGE isolados obtidos de leite cru, solo
e silagem de seis propriedades produtoras de leite na regidao do Campo das
Vertentes no Estado de Minas Gerais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Isolar bactérias pertencentes ao género Propionibacterium de
diferentes ecossistemas em propriedades produtoras de leite na
regido do Campo das Vertentes;
2. Caracterizar e identificar a colecéao de culturas obtida do isolamento;
3. Identificar os isolados em nivel de espécie por meio de técnicas
genotipicas de PCR espécie-especifica e sequenciamento de parte do

gene 16S rDNA;

4. Determinar a diversidade clonal de cepas pertencentes aos géneros

Lactococcus e Enterococcus por meio da técnica PFGE;

5. Estudar a proximidade filogenética de cepas de Lactococcus lactis
subsp. lactis por meio da técnica MLST;

6. Comparar o poder discriminatorio das técnicas moleculares MLST e

PFGE, utilizando cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leite

Entende-se por leite o produto oriundo da ordenha completa e
ininterrupta, em condicdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas (Brasil, 2011).

O leite de alguns animais, especialmente vacas; mas também de
bufalas, cabras, ovelhas e camela é usado para o consumo humano, seja na
forma de leite fluido ou de seus derivados. E um alimento nutritivo,
indispensavel para o recém-nascido e fundamental em muitas dietas. O
consumo de produtos lacteos é associado com uma alimentacdo de alta
qualidade (Steins, 2008).

A tradicdo do consumo de leite e produtos lacteos na nutricdo humana
€ milenar. Este consumo varia consideravelmente entre as diferentes regides
do planeta, podendo chegar a 180 Kg de leite anual per capita na Finlandia e
menos que 60 Kg em paises como Brasil e Japao (FIL, 2011). Os lipideos do
leite tém sido associados ao aumento da concentracdo de colesterol no
sangue devido ao alto contetudo de acidos graxos saturados (Haug et al.,
2007). Alguns cientistas supfem que a presenca de acido linoléico
conjugado (CLA) nos lipideos do leite pode ajudar na reducéo do risco de

cancer (Lee et al., 2005). Este acido graxo € proveniente da fermentag¢éo do



rumem, dessa forma a quantidade de CLA nos lipideos do leite varia com a
alimentacdo. Efeitos benéficos que outros acidos graxos proporcionam sao
estudados. Acido butirico pode também ter um papel importante na reducéo
do risco de cancer (Entin-Meer et al., 2005). Acidos caprilico e céaprico
podem ter atividades antivirais (Skrivanova, et al., 2010). E o acido laurico
pode apresentar funcdes antiviral e antibacteriana (Lieberman et al., 2007).
O leite é sintetizado por controle hormonal nas glandulas mamarias a
partir de constituintes presentes no sangue. Desta forma, alteracbes que
afetem o estado fisioldégico do animal, como estresse e mastite, irdo alterar a
composicdo do leite. Essa composicdo também varia com o estigio de
lactacédo, idade, raca, nutricdo e estado de saude do Ubere. A composicao

aproximada dos constituintes do leite de vaca é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1: Composigdo aproximada do leite de vaca

Componente Contetdo médio no leite (%)
Agua 87,0
Lactose 4,7
Lipideos 4,0
Proteinas 3,5
Cinzas 0,8

Fonte: Walstra, 2006

O leite é um alimento acessivel, rico em uma grande variedade de
nutrientes importantes na alimentagdo humana como minerais, vitaminas e
proteinas facilmente digeriveis com um perfil balanceado de aminoéacidos
(Steins, 2008). A importancia do leite, sob o ponto de vista nutricional, deve-
se a qualidade destas proteinas, ao elevado teor de célcio, fésforo,
magneésio e as vitaminas A, riboflavina e niacina (Walstra, 2006). O leite
também contém &cidos graxos insaturados conhecidos por terem um efeito
positivo na saude, especialmente o &cido linoleico conjugado e o acido graxo
Omega 3 (Butler et al., 2011; Haug et al., 2007).

O leite e seus derivados sao utlizados como carreadores de
diferentes ingredientes benéficos para o homem. Alimentos funcionais, como

0 queijo tipo cottage simbidtico desenvolvido por Araudjo et al. (2010), o



iogurte probidtico e rico em fibras desenvolvido por Santo et al. (2011), e o
leite enriquecido com acidos graxos saudaveis (Fonolla et al., 2009) sao
alguns exemplos de como os produtos lacteos tém sido utilizados como uma
rica fonte para o carreamento de grande variedade de ingredientes que
promovem a saude.

A microbiota do leite cru é responsavel pelas caracteristicas
sensoriais de queijos feitos a partir deste leite, além de contribuir para a
biopreservacdo. Assim, a diversidade microbiana do leite cru esta
diretamente ligada a qualidade dos produtos lacteos, mas é também uma
fonte atrativa de novas culturas starters (Mallet et al., 2012).

A qualidade do leite, determinada pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, foi recentemente modificada pela publicacdo da
Instrugdo Normativa n. 62 de 2011. Esta Normativa fixa a identidade e os
requisitos minimos de qualidade do leite cru refrigerado nas propriedades

rurais, sua coleta e seu transporte refrigerado (Brasil, 2011).

2.2. Producéao de leite em Minas Gerais

Em 2004 o Brasil assumiu uma importante posicdo de exportador de
leite e derivados no cenario mundial. O pais, 6° produtor mundial de leite,
assume um papel respeitavel entre os principais paises produtores de leite.

O sudeste brasileiro € a regido com a maior producdo nacional de
leite, sendo o estado de Minas Gerais o principal produtor, com um volume
de 8,4 bilhdes de litros no ano de 2010.

O avanco da cadeia produtiva do leite do Estado de Minas Gerais
conta com diferentes programas de melhoria da qualidade, como o
Educampo do SEBRAE, Balde Cheio do SENAR e Minas leite da EMATER.
O Minas Leite, um Programa Estadual da Cadeia Produtiva do Leite, conta
com o apoio do governo do Estado e informa que a producgéo de leite em
Minas Gerais aumentou no ano de 2012, gracas a adesao de produtores de
agricultura familiar ao programa (Secretaria da Agricultura MG, 2012).

Minas Gerais é tradicionalmente conhecido por sua grande producéo
leiteira e famoso pelos produtos artesanais produzidos nas diversas regides

do estado. A Portaria n. 1022 de 2009 reconheceu a regido do Campo das



Vertentes como produtora de queijo Minas artesanal (Brasil, 2009). No total,
sdo 5 regides tradicionais: Cerrado, Arax4, Canastra, Serro e Campo das
Vertentes. A tecnologia de fabricacdo destes queijos € semelhante, porém
as caracteristicas sensoriais de cada queijo diferem entre as regides (Dores,
2007).

2.3. Microbiologia do leite cru

O conhecimento da microbiota bacteriana presente no leite cru é de
crucial importancia para os produtores de leite e para a indastria que ira
transforma-lo em seus diferentes derivados. O pagamento por qualidade
pelas industrias de laticinios ocorre em algumas regifes, e quanto menor o
namero de micro-organismos, maior serd o valor pago por este leite. O
namero maximo de micro-organismos mesofilos aerdbios estritos e
facultativos no leite cru deve ser de 6,0 x 10° UFC.mL-!, de acordo com a
Instrucdo Normativa 62/2011 (Brasil, 2011). Porém, devido aos programas
de qualidade das empresas, a contagem microbiana deve ser a menor
possivel (Paiva et al., 2012).

A producédo de leite de boa qualidade é um desafio que pode ser
alcancado desde que algumas medidas sejam tomadas; comecando pela
obtencao do leite cru até a chegada a planta de processamento. A qualidade
deve ser priorizada, onde praticas de higiene, bom manejo nutricional,
controle sanitario e resfriamento do leite nas propriedades e no transporte
sejam sempre observadas e padronizadas pelos produtores (Cerqueira et
al., 1999).

O leite é uma fonte rica de nutrientes, e por apresentar um valor de
pH préximo da neutralidade, permite a multiplicacdo de diferentes espécies
de micro-organismos. A microbiota presente no leite cru pode variar muito e
abranger diversos géneros. Estes micro-organismos sdo primariamente
bactérias, mas fungos filamentosos e leveduras podem se multiplicar
igualmente no leite (Walstra, 2006).

Essa ampla biodiversidade de micro-organismos presente no leite cru
pode conter micro-organismos que incluem bactérias de interesse alimentar

e tecnoldgico, como as bactérias acido laticas, que contribuem para reacoes



fermentativas desejaveis; ou bactérias propibnicas, por seu papel na
formacdo de olhaduras durante a maturacdo de queijos. Entretanto, a
presenca de bactérias deterioradoras pode ter efeito negativo na qualidade
do leite e de seus derivados, enquanto que a presenca de patdégenos pode
causar sérios danos ao homem (Quigley et al., 2011). Geralmente, leite cru
proveniente de uma vaca sadia contém uma baixa carga microbiana (menos
de 500 UFC.ml?), mas esta carga pode aumentar 100 vezes ou mais
guando o leite permanece a temperatura ambiente (Robinson, 2002).

A temperatura de armazenamento do leite logo apés a ordenha € um
dos principais fatores que determinam a sua qualidade microbioldgica. A
refrigeracdo minimiza o problema de multiplicacdo de micro-organismos
mesofilos, que sdo responsaveis pela acidificacdo do leite por meio da
fermentacdo (Nornberg et al., 2009). Porém, o armazenamento sob
refrigeracdo por periodos prolongados favorece a multiplicacdo de micro-
organismos psicrotréficos, os quais podem produzir enzimas proteoliticas e
lipoliticas termorresistentes que provocam a deterioracdo de produtos
lacteos processados (Arcuri et al., 2008; Pinto et al., 2006). Embora
represente menos de 10 % da microbiota inicial em condi¢cdes sanitarias
adequadas, a populacdo de micro-organismos psicrotréficos no leite cru
pode alcancar altas concentracbes em condi¢cdes precarias de higiene
(Cousin, 1982).

Na Tabela 2 apresenta-se alguns exemplos dos principais géneros de

bactérias associadas ao leite cru.



Tabela 2: Alguns géneros de bactérias possivelmente associados com leite

Género Morfologia Gram Requerimento de
oxigénio
Micrococcus Cocos + Aerobio
Staphylococcus  Aglomerado de cocos + Aerobio
Lactococcus Diplococos + Aerotolerante
Streptococcus Cadeia de cocos + Aerotolerante
Lactobacillus Bastonete + Aerotolerante
Bacillus Bastonete, esporos + Aerdbbio
Clostridium Bastonete, esporos + Anaerobio
Escherichia Bastonete - Aerobio facultativo
Salmonela Bastonete - Aerdbio facultativo
Pseudomonas Bastonete - Aerobio

Fonte: adaptado de Walstra, 2006

Os isolados de LAB mais frequentemente encontrados no leite cru
pertencem aos géneros Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc e
Streptococcus (Franciosi et al., 2009). Lactococcus lactis € a espécie mais
comum de BAL encontrada em leite e também a principal espécie de muitas
culturas starters; industrial ou artesanal (Pogacic et al., 2011). Esse é um
dos principais motivos para o crescente estudo de cepas de L. lactis subsp.
lactis para 0 uso em novas culturas starters.

O ambiente de fazendas produtoras de leite € um centro de interesse
na tecnologia de producdo de queijo, pois ele pode influenciar as
comunidades microbianas no leite. A microbiota presente naturalmente no
leite cru tem um papel importante na diversidade do flavor dos queijos e ela
pode, além disso, ter um efeito protetor contra micro-organismos
patogénicos, devido a producdo de &cidos organicos (Vacheyrou et al.,
2011).

O estado de Minas Gerais possui diferentes regides onde o leite cru &
utilizado para a fabricacdo artesanal de queijos. Os produtores destas
regibes utilizam a microbiota autdctone presente no leite, sem adicao

fermento industrializado. Com esta pratica, uma grande biodiversidade de



micro-organismos € inserida ao produto, conferindo aos queijos
caracteristicas sensoriais proprias de cada regido (Barbosa e Olimpio,
2004).

2.4. Bactérias laticas

As bactérias laticas sédo bacilos e cocos gram positivos que sintetizam
acido latico como principal ou Unico produto da fermentacdo. S&o células
procariotas, heterotroficas e quimio-organotréficas. Todas as bactérias
laticas multiplicam-se anaerobiamente, mas a maior parte delas ndo €
sensivel ao O, sendo denominadas microaerdfilas ou anaerdbias
aerotolerantes. Sao iméveis, ndo esporuladas, ndo produzem catalase e
apresentam exigéncias nutricionais numerosas para se multiplicarem como
aminoacidos, peptideos, sais, acidos graxos e carboidratos (Holzapfel et al.,
2001).

As bactérias laticas sdo muito difundidas na natureza e capazes de
multiplicar-se em diferentes condigbes ambientais. Como estes micro-
organismos sao fastidiosos, eles estdo presentes em ambientes
nutricionalmente ricos como leite, vegetais, carne, frutas e bebidas. Alguns
deles também fazem parte da microbiota do intestino de humanos e animais
(Dalié et al., 2010). Algumas espécies de BAL fazem parte da microbiota
benéfica do intestino e sao utilizadas como probiéticos por meio da ingestéao
de alimentos que contenham essas cepas. Lactobacillus acidophilus, L.
casei, L. paracasei e Enterococcus faecium sdo algumas das espécies
probidticas predominantes no mercado (Ferreira, 2012). A industria de
laticinios é a que apresenta maior disponibilidade de alimentos probiéticos,
em especial nos iogurtes e em outros leites fermentados.

Uma importante diferenca entre o0s subgrupos de BAL esta
relacionada a natureza dos produtos formados a partir da fermentacdo dos
carboidratos (Madigan et al., 2010). No primeiro grupo, denominado
homofermentativo, € gerado quase exclusivamente um Unico produto da
fermentacdo da lactose — o acido latico. O segundo grupo, denominado
heterofermentativo, gera a partir da fermentacdo da lactose além do lactato,

etanol e CO, (Roissart e Luquet, 1994).
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Os géneros Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus,
Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Paralactobacillus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella
sao reconhecidos como BAL (Sneath et al., 1986). A organizacéo celular, o
tipo de fermentacao e a porcentagem GC DNA dos cinco principais géneros
de bactérias laticas empregados na industria de leite e derivados séo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas dos cinco principais géneros de bactéria do acido latico

Género Organizacao Celular Fermentacao % GC DNA

Streptococcus Cocos em cadeias Homofermentativo 34-46

Leuconostoc Cocos em cadeias Heterofermentativo 38-41

Pediococcus Cocos em cadeias Homofermentativo 34-42

_ Bacilos geralmente em cadeias = Homofermentativo 32-53
Lactobacillus _ _ _

Bacilos geralmente em cadeias  Heterofermentativo 34-53

Lactococcus Cocos em cadeias Homofermentativo 38-41

Fonte: Bergey’s Manual, 1986.

A utilizacdo de bactérias laticas pelo homem data de tempos remotos,
e ainda hoje é utilizada em uma das tecnologias mais antigas para a
conservacgao dos alimentos: a fermentacédo. A fermentagcéo por BAL, um dos
grupos de micro-organismos de maior importancia na microbiologia de
alimentos, € utilizada para manter a qualidade de diferentes produtos
fermentados, além de trazer beneficios para o homem (Ross et al., 2002).

A producdo de produtos fermentados em grande escala industrial
depende da utilizacdo de culturas starters selecionadas, o que conduziu a
uma baixa variabilidade na microbiota dos produtos lacteos. Entretanto,
alguns produtos lacteos tradicionais ainda contam com fermentacdes laticas
espontaneas ou com culturas starters nédo selecionadas, o que resulta em
uma grande variedade de produtos com diferentes flavors, consisténcia e
qgualidade microbiolégica. Estes produtos tém sido apontados como fontes
de novas e interessantes cepas para o uso na fermentacao do leite (Marino
et al., 2003).
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Além de serem empregadas na producdo de alimentos fermentados
como culturas iniciadoras ou starter, BAL sdo também utilizadas para outros
propoésitos. Pesquisas indicam que BAL tem efeitos benéficos na saude
humana. Elas produzem alguns compostos antagonistas capazes de
controlar a multiplicacdo de bactérias patogénicas e a microbiota
deterioradora indesejavel (Dalié et al., 2010). Acido latico e outros produtos
do metabolismo como peroxido de hidrogénio, diacetil, peptideos
antifingicos e bacteriocinas agem como bioconservantes e inibem micro-
organismos patogénicos e deterioradores (Deegan et al., 2006). Diferentes
cepas de Lactobacillus (Jatoba et al., 2008), de Streptococcus e de
Enterococcus (Nes et al., 2011) sao utilizadas como probidticos e
biopreservativos na producéo de muitos alimentos (Dworkin et al., 2006).

De acordo com Magnusson et al. (2003), trés mecanismos podem
explicar a eficiéncia antimicrobiana de BAL: a producao de acido orgéanico, a
competicdo por nutrientes e a producao de compostos antagonistas.

Inimeras cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp.
cremoris, Lactobacillus acidophilus e Lb. plantarum sdo capazes de sintetizar
peptideos ou proteinas antimicrobianas conhecidas como bacteriocinas, cuja
atividade é estreitamente direcionada contra bactérias taxonomicamente
relacionadas (Dalié et al., 2010).

As bactérias laticas sdo bastante utilizadas na forma de fermentos
artesanais, mas com o desenvolvimento das industrias de alimentos, em
especial a industria leiteira, a producédo de fermentos industriais capazes de
garantir a qualidade e a padronizacdo do produto tornou-se necessaria
(Pfeiler e Klaenhammer, 2007). A busca pela presenca, numero e tipo de
BAL sdo de grande importancia para a indastria. Trés principais aplicacbes
sdo indispensaveis: (i) identificacdo da microbiota bacteriana das culturas
starters e de queijos, (ii) determinacédo do numero total de BAL em produtos
lacteos, (iii) deteccdo de cepas e/ou bidtipos em produtos lacteos (Giraffa e
Rossetti, 2004).

Lactococcus spp. € o principal género de bactérias mesofilicas usado
na producdo de produtos lacteos fermentados. Embora cinco espécies sejam
reconhecidas, somente L. lactis € de importancia tecnologica (Axelsson,

2004). Esta espécie inclui trés subespécies. L. lactis subsp. lactis (inclui a
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biovar diacetylactis), encontrada em varios ambientes incluindo animais,
produtos lacteos e plantas e L. lactis subsp. cremoris, apenas isolada de
leite cru e produtos lacteos, com algumas excecdes (Nomura et al., 2006). A
subespécie L. lactis subsp. hordniae nédo tem sido encontrada em produtos
lacteos (Schleifer et al., 1985).

Cepas de lactococos tém sido usadas por séculos como starters para
producdo de queijos fermentados e outros produtos lacteos (Delgado e
Mayo, 2004), além do uso na agricultura e na medicina veterinaria (Pu et al.,
2002).

Muito tem sido falado sobre a necessidade de novas ou aperfeicoadas
cepas para substituir e complementar culturas starters frequentemente
utilizadas na fermentacdo industrial (Robinson, 2002). Por isso, diversos
estudos tém sido realizados com o objetivo de rastrear novas linhagens de
culturas starters. Em um estudo realizado por Nomura et al. (2006), os
autores sugerem o isolamento de cepas de L. lactis de plantas, para o uso
em fermentacdo de produtos lacteos. As cepas isoladas de vegetais
fermentados apresentaram habilidade para fermentar diversos carboidratos
e uma maior tolerancia ao estresse que as cepas isoladas de derivados de
leite.

Enterococos pertencem ao grupo de BAL e tém uma importancia
ambigua para os alimentos, com ambos 0s aspectos benéficos e
deteriorantes (Tulini et al., 2011). Eles podem aumentar a vida de prateleira
pela producdo de antimicrobianos, sintetizar compostos aromaticos e
contribuir para a promocédo da saude como culturas probiédticas (Franz et al.,
2003). Por outro lado, propriedades indesejaveis de enterococos tém sido
reportadas, como indicagdo de contaminacdo, presenca de fatores de
viruléncia e genes de resisténcia a antibioticos (Aslam et al., 2012; Jamet et
al., 2012). Em alguns paises do sul da Europa, enterococos sao usados
como culturas starters para queijos (Gomes et al., 2010). Entre as culturas
probidticas e protetoras, E. faecalis e E. faecium sdo as espécies mais
utilizadas (Cebrian et al., 2012). No entanto, pesquisas estdo sendo feitas
com o objetivo de selecionar novas cepas ou espécies de Enterococcus para
a producao de queijos tradicionais em paises do Mediterraneo (Fortina et al.,
2008).

13



O g¢género Lactobacillus consiste de um grupo genética e
filogeneticamente diverso de BAL (Marth e Steele, 2001). O género pode ser
dividido em trés grupos baseados no produto final da fermentacéo (l):
formado apenas de lactobacilos homofermentativos estritos; (I1): formado por
lactobacilos heterofermentativos facultativos; e (lll): formado por lactobacilos
heterofermentativos estritos. (Roissart e Luquet, 1994). Espécies de cada
grupo podem ser encontradas como culturas starters em varios produtos
lacteos, como iogurte, diversos tipos de queijos, kefir e leite acidoéfilo
(Minervini et al.,, 2012; Gulitz et al., 2011; Ng et al., 2010). Eles se
multiplicam lentamente no leite, por isso sdo geralmente usados em
combinacgao com Streptococcus thermophilus (Marth e Steele, 2001).

As espécies deste género estdo amplamente distribuidas na
natureza, principalmente no trato gastrintestinal, boca, vagina e estbmago de
homens e animais (Wall et al., 2007), assim como em plantas, material
organico e alimentos fermentados (Bernardeau et al., 2006).

Os lactobacilos sdo os micro-organismos mais acido tolerantes entre
as BAL, iniciando a multiplicacdo em pH &cido (5,5-6,2) e reduzindo o pH do
leite para abaixo de 4,0. Sado reconhecidos como seguro, devido a sua longa
histéria de uso em alimentos fermentados e sua presenga na microbiota
intestinal de humanos (Gil-Campos et al., 2012).

Outro género de BAL de importancia para a industria de alimentos é
Leuconostoc. S&o as Unicas bactérias em forma de coco com metabolismo
heterofermentativo. Elas produzem, a partir de hexoses, CO,, acido acético
e acido latico (Roissart e Luquet, 1994).

Leuconostoc spp. Ssao organismos ambientais geralmente
encontrados em plantas. Deste habitat natural eles se disseminaram para
varios nichos, incluindo leite cru ou produtos alimentares refrigerados (Dicks
et al., 1993). Estas espécies tém um papel importante em muitos processos
de fermentagcéo de alimentos, como fermentagdo de salsichas, vegetais e
cereais. Em produtos lacteos, cepas de L. mesenteroides subsp. cremoris e
L. lactis estdo associadas com cultura latica starter na producdo de queijos
(Ogier et al., 2008). Elas sdo mais tolerantes ao acido que os Lactococcus e

possuem sistema enzimatico para fermentar o citrato (Axelsson, 2004).
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Espécies de Leuconostoc estdo muitas vezes presentes em culturas
lacteas starters e também no ambiente de laticinios; assim poderiam ser
consideradas bactérias do acido latico ndo starters (NSLAB), da mesma
forma que os lactobacilos mesoéfilos. Esse papel de formacédo de aroma e
textura em certos produtos lacteos torna essas bactérias essenciais para a

indUstria de laticinios.

2.4.1. Genética de BAL

A taxonomia de BAL é uma area ativa de pesquisa, que tem sido
aperfeicoada nos ultimos anos. Novas espécies foram anexadas, de acordo
com a definicao filogenética e fisiologica de bactérias acido laticas (Marth e
Stelee, 2001).

As relacdes filogenéticas dos diferentes géneros de BAL séo
apresentadas na Figura 1. A analise comparativa das sequéncias dos genes
16S rRNA e 23S rRNA mostraram que as bactérias Gram positivas se
separam em duas linhas de acordo com o conteaddo G+C. Uma linha
composta de bactérias Gram positivas com uma porcentagem G+C inferior a
50 % (Clostridium) e uma outra formada por bactérias contendo um teor em
G+C superior a 50 % (Actinomicetos) (Holzapfel et al., 2001). Bactérias
laticas tipicas tém um teor de G+C inferior a 50 %, enquanto que outras
bactérias Gram positivas implicadas na indUstria de alimentos, como as
bactérias propibnicas e as bifidobactérias, apresentam um teor de G+C
superior a 50 %, fazendo parte do filo Actinomicetos (Roissart e Luquet,
1994). Lactobacillus é filogeneticamente diverso, formando os grupos
Lactobacillus casei — Pediococcus e L. delbrueckii. O primeiro é o maior e
mais heterogéneo. Ele compreende mais de 30 espécies de Lactobacillus e
5 espécies de Pediococcus. A maior parte de seus membros séo
heterofermentativos estritos ou facultativos. O segundo grupo abrange

somente espécies homofermentativas estritas (Roissart e Luquet, 1994).
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(Fonte: Roissart e Luquet, 1994)

Figura 1: Arvore filogenética de bactérias Gram positivas baseada na anélise da
sequéncia comparativa de 16S rRNA, formadas de bactérias com contetdo G+C
elevado (lado esquerdo) e com contetdo G+C baixo (lado direito).

Existe pouca analogia entre a classificacdo tradicional e a relacao
filogenética de bactérias laticas. Os géneros morfologicamente distintos,
Lactobacillus, Leuconostoc e Pediococcus sao filogeneticamente
entrelacados (Marth e Steele, 2001).

A abordagem classica da taxonomia de BAL esteve sempre baseada
nas caracteristicas morfologicas e fisiologicas. Esta identificacdo foi
ampliada para incluir marcadores quimiotaxondémicos, analise de proteinas
totais e outras caracteristicas da célula (Holzapfel et al., 2001). Porém, estes
métodos de identificacdo e tipagem bacteriana ndo sdo geralmente

reprodutiveis. Uma identificacdo segura € dependente de informacdes
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genotipicas. A biologia molecular € uma importante ferramenta para o estudo
da biodiversidade gendmica das espécies em um determinado ecossistema.
Por meio de técnicas moleculares e métodos de cultura-independente, é
possivel explorar e conhecer novos ecossistemas, e determinar o potencial

biotecnolégico de uma determinada regido (Ndoye et al., 2011).

2.4.2. Identificacdo genémica de BAL

Tradicionalmente, o conhecimento da diversidade bacteriana em um
determinado ecossistema é derivado de estudos de cultura, com base na
multiplicacdo de micro-organismos em meio seletivo e sua posterior
identificacdo em nivel de género/espécie usando a caracterizacao fenotipica.
Embora estes métodos sejam razoavelmente sensiveis, eles nem sempre
permitem a discriminacdo de espécies ou cepas, nem a deteccdo das
relacGes filogenéticas entre certos grupos de bactérias (Randazzo et al.,
2009).

A limitacdo que estas técnicas microbiolégicas tradicionais
apresentam dificulta o real conhecimento da comunidade microbiana e seu
papel na natureza. A classificacdo baseando-se em caracteristicas
fisiolégicas e bioquimicas ndo se apresentam muito confiaveis para a
avaliacdo da possivel modificacdo da microbiota autéctone de um produto ou
regido. Portanto, para um melhor entendimento da diversidade microbiana e
seu papel na manutencdo do ecossistema, outras técnicas complementares
a abordagem microbioldgica classica sdo necessarias (Pedroso et al., 2005).

Métodos de identificacdo baseados na extracdo do DNA ou RNA
oferecem a possibilidade de conhecer o perfil de membros n&o cultivaveis de
uma comunidade microbiana bem como a distingdo daquelas que séo
metabolicamente ativas (Ndoye et al., 2011).

No inicio da década de 1980, uma variedade de técnicas moleculares
foi desenvolvida para o estudo do “fingerprinting” como alternativa para a
caracterizagcdo molecular das estruturas de comunidades presentes em
diversos ecossistemas (Bruce 1996). Em geral, estas técnicas tém a
vantagem sobre os métodos de identificacdo fenotipica por ndo serem

influenciadas pelas condi¢des de cultura.
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Embora o uso destas técnicas esteja ainda em desenvolvimento, suas
aplicacdbes mostram ser uma poderosa ferramenta para determinar a
estrutura e monitorar as comunidades microbianas em diferentes ambientes.
Atualmente, estas técnicas podem ser divididas em: (i) métodos de cultura-
dependente, baseado no cultivo seguido de identificacdo fenotipica ou
molecular; e (ii) métodos de cultura-independente, baseado na extracao do
DNA total sem a necessidade de cultivo da célula (Randazzo et al., 2009).
Na Figura 2 exemplifica-se as abordagens moleculares mais utilizadas para

estudos da comunidade bacteriana em queijos.
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Figura 2: Fluxograma das atuais abordagens moleculares usadas

isoladamente ou em conjunto para andlise de comunidades microbianas

Técnicas de identificacdo genotipica revolucionaram a deteccédo de
DNA/RNA em estudos ecoldgicos, pois elas ndo sao influenciadas pelo
estado fisiologico das células e permanecem constantes durante a
multiplicagdo. O DNA gendmico é obtido de qualquer material biologico e em
seguida diferentes técnicas moleculares podem ser aplicadas de acordo com

0 gque se deseja avaliar (Madigan et al., 2010).
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A selecdo dos métodos de tipagem mais apropriadas depende do
custo, do rendimento e da reprodutibilidade. Alguns destes métodos sao

descritos abaixo.

1. PCR

O processo da reacdo em cadeia pela DNA polimerase (PCR) foi
descrito pela primeira vez em 1983 pelo pesquisador norte-americano Kary
Mullis. Outros pesquisadores ja haviam descrito a técnica, mas Mullis
inovou: conseguiu especificidade na coOpia de apenas segmentos
especificos, introduzindo o conceito de primer ou iniciadores de PCR (Mullis
e Faloona, 1987).

A descoberta desta técnica foi tdo revolucionaria que a Revista
Science selecionou a PCR como o principal desenvolvimento cientifico do
ano de 1989 e escolheu como a primeira “Molécula do Ano” a DNA
polimerase termoestavel, enzima que polimeriza a reacdo (Guyer e Koshland
Jr, 1989).

O desenvolvimento da técnica de amplificacdo de sequéncias
especificas de &cidos nucléicos por reacdes de polimerizagcdo em cadeia da
polimerase permite sintetizar em poucas horas e in vitro, uma grande
guantidade de um determinado fragmento de DNA. Uma fita simples do DNA
em estudo é utilizada como molde para a sintese de novas fitas
complementares, catalisadas pela enzima DNA polimerase. Esta enzima
adiciona os nucleotideos presentes na reacdo complementando a fita molde.
Esta amplificacdo é delimitada por dois iniciadores (primers), que sé&o
pequenas sequéncias de oligonucleotideos. A regido do DNA genbmico a
ser amplificada é definida por primers especificos, que se anelam as suas
sequéncias complementares na fita molde, delimitando o fragmento do DNA
que deseja-se amplificar. Quando a PCR é utlizada em estudos
comparativos ou filogenéticos, os primers sao especificos para regides do
gene gque exibem sequéncias conservadas em uma grande variedade de
organismos (Madigan et al., 2010). Dessa forma é possivel isolar e identificar
uma ampla gama de bactérias, incluindo aquelas para quais métodos de
isolamento e cultivo em meios de laboratorio ainda ndo foram desenvolvidos
(Ralyea et al., 1998).
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A tecnologia da PCR tornou-se uma das mais influentes descobertas
da revolugéo da biologia molecular, pela qual Mullis recebeu o Prémio Nobel
em 1993 (Walker, 2002). Considerando o impacto da PCR, outras técnicas
foram desenvolvidas baseadas nesta reacao.

PCR espécie-especifica € umas das técnicas moleculares mais
simples e mais eficazes para a deteccdo de géneros ou espécies
bacterianas, de acordo com o0 conjunto de primers que é utlizado. O
desenvolvimento de primers géneros ou espécies especificos que
reconhecem uma regido altamente conservada da sequencia 16S rDNA
(Fungaro, 2000), visa a disponibilizacdo de um método de deteccao sensivel
e especifico, fornecendo resultados confiaveis (Mullié et al., 2003).

Fortina et al. (2007) desenvolveram uma PCR espécie-especifica com
primers especificos para a espécie Enterococcus italicus, utilizando o gene
16S rRNA como alvo. O protocolo desenvolvido foi altamente eficiente,
capaz de identificar cepas de E. italicus em queijos. Os autores sugerem
ainda que esta técnica oferece uma confidvel e rapida alternativa aos
meétodos fenotipicos convencionais para a identificacdo de E. italicus dentro
do diversificado género Enterococcus.

A PCR quantitativa (qPCR/PCR em tempo real), € usada
predominantemente para detectar, identificar e quantificar tanto populacées
de micro-organismos patégenos quanto benéficos, como os fermentadores
ou probidticos (Solieri e Giudici, 2010; Le Dréan et al., 2010).

Desenvolvida em meados dos anos 90 para andlises e quantificacdo
de acidos nucléicos, PCR em tempo real é uma técnica molecular que tem
ganhado rapidamente popularidade. E utilizada para monitorar membros de
comunidades microbianas especificas. Sua tecnologia baseia-se na
deteccao e quantificacdo da fluorescéncia de um marcador, ou de um agente
de ligacdo ao DNA, como “Syber Green”, e é uma ferramenta eficiente para
efetiva deteccgdo, identificacdo e quantificacdo de bactérias em diferentes
tipos de amostras ou produtos (Rasolofo et al., 2010).

A gPCR apresenta ainda muitas vantagens como a velocidade e
reprodutibilidade além de nao requerer grande quantidade de amostra.

Entretanto, o limite da quantificacdo foi estimado em 3,3x10° UFC.g* de
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Lactobacillus sakeii em carne e salsicha (Martin et al., 2006), e em 1x10°-
10*UFC.g* de Listeria monocytogenes em queijo (Rantsiou et al., 2008).

A técnica gPCR foi utilizada com sucesso para a enumeracao de
bactérias laticas em vinho (Neeley et al., 2005) e para a identificacdo e
enumeracdo de Lactobacillus buchneri em silagem (Schmidt et al., 2008), e
também para detectar a sobrevivéncia de Escherichia coli, Listeria innocua e
Staphylococcus aureus em queijo dinamarqués feito com leite cru, em

diferentes estagios da maturacao (Masoud et al., 2012).

2. PFGE

Indmeros métodos sdo utilizados com o propdsito de caracterizar
espécies e cepas de micro-organismos de interesse alimentar. Pulsed Field
Gel Electrophoresis (PFGE) é conhecida como padrdo ouro para analise da
estrutura filogenética de populacbes bacterianas devido ao seu alto poder
discriminatorio e de reprodutibilidade (Magalhaes et al., 2005). A diversidade
de cepas de uma determinada espécie pode ser estudada por esta técnica,
pois gera um perfil molecular facilmente interpretado, caracteristico de cada
cepa.

O elemento chave desta técnica é a selecdo das enzimas de
restricdo. O uso de enzimas de “raros cortes” cliva o cromossomo em
grandes fragmentos, depois da digestdo do DNA cromossomal. O niamero de
fragmentos vai variar entre os diferentes clones. Em virtude do tamanho dos
fragmentos, técnicas sofisticadas sao utilizadas para separar os grandes
fragmentos de DNA em um campo elétrico de continua reorientacdo
(Randazzo et al., 2009). Estas enzimas de restricdo possuem poucos sitios
de reconhecimento, gerando um perfil com aproximadamente 10 a 30
fragmentos de restricdo que variam de 10 a 800 Kb (Alves et al., 2003). Elas
sdo altamente especificas e clivam apenas uma determinada sequéncia de
nucleotideos. Algumas das enzimas de restricdo mais utilizadas para
estudos com bactérias laticas sdo: Smal para o género Lactococcus (Kahala
et al., 2008), Xbal para Enterococcus (Kagkli et al., 2007), e Notl para o
Leuconostoc e Lactobacillus (Kahala et al., 2008; Vancanneyt et al., 2006). A
impressao do DNA obtido depende da especificidade da enzima de restricao

usada e da sequéncia do genoma bacteriano e €, portanto, caracteristica de
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uma espécie ou cepa bacteriana em particular. Esta impresséo representa o
genoma completo e assim pode detectar alteragcbes especificas (dele¢édo de
DNA, insercdes ou rearranjos) dentro de uma determinada cepa ao longo do
tempo. Seu alto poder discriminatorio tem sido Util para a diferenciacdo de
cepas pertencentes as mesmas especies de BAL (Randazzo et al., 2009)

Para a realizacdo da PFGE, blocos de agarose com a cultura de
micro-organismo sdo preparados (Figura 3). Desta forma, o DNA bacteriano
fica protegido no interior do bloco. Estes blocos sdo colocados com enzimas
para que ocorra e lise celular e depois de algumas lavagens, ocorre a
digestdo com a enzima de restricdo. Os blocos de agarose com o DNA
digerido sdo colocados em géis de agarose e submetidos a eletroforese em
campo pulsado. Um gel de agarose a 0,8 % € apropriado para separagao de
fragmentos de 20-30kb, enquanto que géis mais concentrados (2,5-3 %)
separam fragmentos menores (80-500pb) (Magalhaes et al., 2005).
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Figura 3: Esquema da realizagdo da técnica PFGE

Para determinar o grau de contaminacao do leite cru com enterococos

e coliformes a partir de fezes bovinas, um estudo realizado por Kagkli et al.
(2007) utilizou a técnica de PFGE. Enterococos e coliformes foram isolados
de fezes bovinas, tetas, leite cru e ambiente de ordenha em uma fazenda. A
relacédo clonal de cada grupo bacteriano foi investigada usando a enzima de
restricdo Xbal. Este método dividiu os 301 isolados de Enterococcus em 46
grupos, onde todos os isolados do leite, 67 % dos isolados da tubulacéo e

um isolado da agua de lavagem de maos mostraram o0 mesmo padrdo
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PFGE. Nenhum isolado fecal bovino ou humano teve um padrdo PFGE
similar aos dos isolados do leite. Para coliformes, a PFGE dividiu os 302
isolados em 34 diferentes grupos. Somente um isolado da agua de lavagem
de maos, identificado como E. coli, um isolado da agua de rinsagem das
tetas e 2 isolados do tanque de leite foram similares aos isolados de fezes
bovina. Os autores puderam concluir que fezes bovinas ndo é uma
importante fonte de contaminacéo do leite cru por enterococos e coliformes.
A técnica PFGE tem sido muito utilizada para estudos em nivel de

sub-espécie devido ao seu alto poder discriminatério e reprodutibilidade.

3. MLST

O sequenciamento de fragmentos internos de genes housekeeping de
uma dada espécie € chamado de Multilocus Sequence Typing (MLST). Este
método foi proposto em 1998 como método portétil, universal e definitivo
para a caracterizacdo microbiana, usando o patdégeno humano Neisseria
meningitidis como exemplo (Maiden, 2006).

Os genes housekeeping estdo localizados nos cromossomos e estao
presentes nas células em qualquer circunstancia, pois codificam funcdes
essenciais, como por exemplo a producdo de DNA e RNA polimerase
(Madigan et al.,, 2010). A MLST tem como alvo esses genes, 0s quais
evoluem lentamente. Por isso estes genes podem mostrar um alto grau de
variabilidade entre bactérias relacionadas que o gene 16S rRNA a fim de
distinguir subespécies ou cepas (Ndoye et al., 2011).

A proposta da técnica MLST como uma abordagem universal foi feita
possivelmente gracas a trés avancos na microbiologia molecular: (i) melhor
conhecimento da evolucdo bacteriana; (i) aumento na disponibilidade e
diminuicdo do custo do sequenciamento com alto rendimento, e (iii)
desenvolvimento da tecnologia de informagédo, principalmente o
desenvolvimento da internet como uma troca eficiente e instantanea de
informacdes (Chan et al., 2001).

O método € baseado no sequenciamento de um limitado namero
(geralmente 5 ou 7) de genes housekeeping presente no genoma core

(genoma tipico da espécie como um todo). Como se baseia em sequéncias
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de nucleotideos, a MLST é altamente discriminatoria e fornece resultados
inequivocos que sdo diretamente comparaveis entre laboratorios. Para uma
abordagem padronizada dos resultados, dados MLST estdo disponiveis
gratuitamente na internet (http://www.mlist.net/) para assegurar que uma
nomenclatura uniforme esteja prontamente disponivel a todos os que
desejam trabalhar com esta técnica (Maiden, 2006).

A MLST exibe suficiente poder de resolucdo para fazer a distingao até
mesmo de linhagens estreitamente relacionadas. Estas linhagens podem ser
discriminadas com base em uma Unica alteragdo nucleotidica em somente
um dos varios genes analisados (Madigan et al., 2010).

Embora a MLST tenha sido principalmente desenvolvida para estudar
0S principais patdgenos bacterianos, muitos esquemas recentes foram
criados para algumas bactérias laticas: Lactococcus lactis (Passerini et al.,
2010), Lactobacillus plantarum (Rivas et al., 2006), Lactobacillus delbrueckii
(Tanigawa e Watanabel, 2011) e também para a espécie lactea
Propionibacterium freudenreichii (Dalmasso et al., 2011).

O esquema criado por Passerini et al. (2010) para cepas de L. lactis
subsp. lactis pode ser consultado no endereco: http://www-
mist.biotoul.fr/Lactococcuslactissubsplactis/ (Figura 4). O estudo foi realizado
com 36 cepas de L. lactis subsp. lactis de origem lactea e ndo lactea e com
um total de 6 loci distribuidos uniformemente entre o cromossomo. O
esquema MLST permitiu 25 sequéncias tipo (ST) serem distinguidas entre
32 cepas analisadas.

Passerini et al. (2010) mostraram em seu estudo, por meio da PFGE e
da MLST, que os genes e ndo 0s genomas revelaram a domesticacdo de
cepas de Lactococcus lactis. Os resultados da técnica MLST apresentaram

alta variabilidade dentro da subespécie lactis.
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The Lactococcus [actis subsp. lactic MLST website contains two linked databases - one for allelic profiles and sequences, the other for isolate information.
This structure offers advantages over a single database system. Further details can be found here.

+ Information

o Primers used for amplification and sequencing
+ Access main databases

o Profiles database

o Isolates database
+ Submission of data

+ mistdbNet software

This scheme is described in Passerini et al. 2010 Genes but not genomes reveal bacterial domestication of Lactococcus lactis.

The database is curated by Marie-Line Mingot and Fascal Le Bourgeois.

This MLST scheme was developed by the Bacterial Genome Evolution team (formely Genetics of Lactic Acid Bacteria team) in the "Laboratoire de
Microbiologie et Génétique Moléculaire" (Toulouse, France).

Figura 4:

cepas de bactérias laticas, e pode ser mais informativo que outros métodos
de genotipagem (Passerini et al., 2010). Este método apresenta uma
poderosa habilidade de discriminacdo de cepas, sendo geralmente utilizado

na discriminacdo de cepas de acordo com suas origens (Tanigawa e

Exemplo da homepage para estudo de cepas de L. lactis subsp. lactis

O uso da MLST sera de grande ajuda na definicdo do status de novas

Watanabe, et al. 2011).
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido em duas etapas: o isolamento e a
caracterizacdo fenotipica dos isolados foram realizadas no Laboratorio de
Culturas Léticas, localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) situado na Universidade Federal de Vicosa. As
analises biomoleculares foram realizadas no Centre International de
Ressources  Microbiennes-Bactéries  d’Intéret  Alimentaire  (CIRM-
BIA)/Science et Technologie du Lait et de L’Oeuf, localizado em Rennes,

Franca.

3.1. Coleta das amostras e isolamento dos micro-organismos

3.1.1. Amostragem e coleta das amostras

No periodo de junho a setembro de 2010 foram coletadas amostras
de leite cru, solo e silagem em diferentes propriedades na regido do Campo
das Vertentes - MG. As propriedades foram identificadas como: “Zé
Francisco” (Z), “Julio Carlos” (JC), “Aniceto” (AN), “Juninho” (JU), “José
Santos” (JS) e “Clair” (CL). As propriedades foram selecionadas com base
na boa qualidade do leite produzido nestas fazendas. Foram coletadas seis
amostras por propriedade, 2 para o leite, 2 para a silagem e 2 para o solo,

perfazendo um total de 36 amostras. O solo foi coletado de forma
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randémica, em torno do local onde as vacas pastavam e descansavam. A
silagem foi coletada em diferentes pontos do volume estocado na prépria
fazenda e o leite cru coletado do tanque de expansao, localizado na

propriedade.
3.1.2. Anélise das amostras

Apoés cada coleta, o material foi transportado sob refrigeracdo em
caixas isotérmicas para o laboratério de Culturas Léaticas e mantido sob
refrigeracdo até o momento das anélises microbiolégicas.

Amostras de silagem e solo (25 g) foram diluidas em 225 mL de
solucéo salina (NaCl 0,85 % (m/v) esterilizada e homogeneizada (solucao
mae). Para as amostras de leite cru, uma aliquota de 1 mL foi diluida em 9
mL de solucdo salina (NaCl 0,85 % (m/v) esterilizada e homogeneizada
(solucdo mae). A partir de cada solucdo mée, diluices seriadas de 102 a 10°
8 foram efetuadas e plaqueadas pela técnica de “spread plate” em Yeast
Extract Lactate Agar (Malik et al., 1968) (Tabela 3). O agar € YEL é utilizado
para selecdo de bactérias propibnicas. Por isso este meio foi utilizado para
isolamento, visto que o objetivo inicial da pesquisa era o estudo destas
bactérias. As placas foram incubadas a 30 °C por 5 dias em condicfes de
anaerobiose (Camera de anaerobiose - COY Laboratory Products Inc.,
Grass Lake, MI, USA).
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Tabela 3 : Composicdo do meio Yeast Extract Lactate Agar

Ingredientes Quantidade (para 1 L)

Triptona 209
Extrato de Levedura 10g

Lactato de sodio (50 %) 20 mL
KoHPO, 1mL
MnSO4 1mL

Agar 13,59

Agua destilada 1000 mL

3.1.3. Isolamento e caracterizacdo dos isolados

Apés o periodo de incubacdo, 10 % das colbnias foram
randomicamente selecionadas de placas que apresentaram contagem entre
25 e 250 colbnias, repicadas em caldo YEL e incubadas a 30 °C por 72
horas. Os isolados foram submetidos ao teste morfologico e tintorial de
Gram e ao teste de catalase, segundo protocolos do Laboratério de Culturas
Laticas. Aqueles que se apresentaram como catalase negativos/positivos,
gram positivos, em forma de coco ou bacilo, foram transferidos para caldo
BHI suplementado com 30 % de glicerol (v/v) e estocados, em triplicata, a -
80 °C para posterior caracterizacao e identificacao.

3.1.4. Analise da producdo de acido propidénico em caldo YEL por

Cromatografia Liqguida de Alto Desempenho (HPLC)

A capacidade de producdo de acido propiénico dos isolados foi
analisada pela técnica de HPLC, com objetivo de avaliar a presenca de
bactérias propidnicas entre as cepas. Os isolados foram cultivados em caldo
YEL a 32 °C por 48 horas. Aliquotas de 1 mL foram centrifugadas sob
refrigeracdo em uma Microcentrifuga Sigma 2k15 (Long Island Scientific,

Port Jefferson, USA) a 10000 g por 10 minutos, e o0 sobrenadante
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posteriormente congelado a -20 °C até seu uso. As amostras foram
descongeladas e analisadas em cromatégrafo Ultimate 3000 Dual
(DIONEX), em coluna PHENOMENEX® Rezex ROA 300x7,8 mm, utilizando
como fase movel H,SO, 0,005M, temperatura de operacédo de 40 °C e fluxo
de 0,5 mL.min-1, com detector de indice de refracdo (Shodex RI-101).
Foram utilizados como padrbes lactose, glicose, galactose, succinato,
lactato, formato, acetato, propionato, etanol e butirato.

3.2. Identificacdo molecular dos isolados e estudo da diversidade

O estudo genotipico foi realizado empregando-se as técnicas de
PCR com primers universais, sequenciamento do 16S rDNA, PCR espécie-
especifica, PFGE e MLST.

3.2.1. Preparo das amostras

Os isolados estocados a - 80 °C foram ativados 2 vezes em caldo
YEL, para completa remocdo do glicerol, incubados (30 °C por 72 h) e
transferidos para tubos eppendorf contendo 1 mL de agar YEL semi sélido (1
%). O procedimento foi realizado em duplicata e as amostras enviadas ao

laboratério na Franca.

3.2.2. Extrag&o do DNA gendmico total

A extracdo do DNA foi realizada de acordo com protocolos do
laboratorio CIRM-BIA e seguindo-se instrucfes do fornecedor QIAGEN,
(Hilden, Germany). As solucbes utilizadas para efetuar a extracdo de DNA

estao listadas no Anexo 2:

1. Preparo das células

As culturas foram ativadas em 10 mL de caldo YEL (30 °C por 24 h) e
centrifugadas (1 mL) a 10000 g por 10 minutos. Eliminou-se o sobrenadante
e 0 DNA foi extraido a partir do pellet.
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2. Lise e lavagem das células

Ao eppendorf contendo o pellet, foram adicionados 180 L de tampéao
lise, seguindo-se homogeneizacéo e incubacéo a 37 °C por uma hora. Apos
este periodo, 25 pyL de proteinase K e 200 puL do tampé&o AL do kit Qiagen
foram adicionados, homogeneizados lentamente e a amostra incubada por
30 minutos a 70 °C. Posteriormente, adicionou-se 200 uL de alcool absoluto,
seguindo-se agitacdo lenta. A amostra foi transferida para uma coluna do kit
Quiagen e centrifugada a 10000 g por 2 minutos. Procede-se troca do tubo
coletor, adicionou-se 500 pL de AW1 (kit Quiagen) e realizou-se nova
centrifugacdo nas mesmas condigbes descritas anteriormente. O tubo
coletor foi trocado mais uma vez, e adicionou-se 500 puL de AW2 (kit

Quiagen), sendo a coluna centrifugada a 10000 g por 3 minutos.

3. Recuperacgéo e verificagcdo da concentracdo do DNA

A coluna foi colocada dentro de um eppendorf estéril, sendo
posteriormente adicionados 100 pL de AE (kit Quiagen). Apds 2 minutos, as
amostras forma centrifugadas a 10000 g por 2 minutos, procedendo-se nova
extragcdo nas mesmas condicbes descritas anteriormente. As fracOes de
DNA foram reunidas no mesmo eppendorf, quantificadas (ng/puL) em
espectrofotometro (Nanodrop ND-1000 - Labtech, Palaiseau, Franca) e

estocadas a — 20 °C.

3.2.3. Identificacdo dos isolados por técnica de PCR empregando-se

primers universais

A reacdo de PCR utillizando primers universais WO001l: 5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTC-3 e W002: 5-GNTACCTTGTTACGACTT-3’ foi

realizada em termociclador C1000 ™

(Bio Rad) de acordo com
procedimentos adotados por Godon et al. (1997). A quantidade de cada
componente necessaria para a reacdo de amplificacdo € apresentada na

Tabela 4.
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Tabela 4: Componentes e suas respectivas quantidades utilizadas para reacao

de PCR com primers universais

Mix PCR Marca Quantidade (50 pL)
Agua pura Sigma 38,5
Tampao com MgCl, Q-Biogene 5
DNTP (5mM) Q-Biogene 2
Primer W001 (60 pM) Sigma 1
Primer W002 (60 uM) Sigma 1
Taqg (2,5 U/ pL) Q-Biogene 0,5
DNA - 2

A PCR foi realizada com desnaturacao inicial a 96 °C por 4 minutos,
seguidas de 35 ciclos de desnaturacdo a 96 °C por 40 segundos,
anelamento a 50 °C por 30 segundos, polimerizagdo a 72 °C por 1 minuto e
30 segundos e polimerizagéo final a 72 °C por 10 minutos.

Os produtos da reacdo de PCR foram separados por meio de
eletroforese em gel de agarose 1,5 % (m/v), empregando-se TBE 0,5 X
(Tampéo Tris Borato EDTA 10 X Sigma T4415 como tampéo. A eletroforese
foi efetuada a 100 V por 30 a 40 minutos. O gel foi corado em brometo de
etidio (0,5 g/mL) por 15 minutos e os perfis analisados em transiluminador
(G:Box Chemin XT4).

3.2.4. Sequenciamento do gene 16S rDNA

Os produtos de DNA foram sequenciados pelo Sequencing Service of
AGOWA Genomics (Berlin, Germany) e os resultados analisados por
similaridade com sequéncias depositadas no banco de dados do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov). A
similaridade é dada em porcentagem, entdo para cada isolado, uma PCR
espécie-especifica foi realizada para cada isolado para confirmar a indicagéo
do sequenciamento, inclusive para aqueles que apresentaram 100 % de

similaridade.
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3.2.5. PCR espécie-especifica

Para todas as amostras bacterianas analisadas, uma ou mais PCR
espécie-especificas foram realizadas, de acordo com os resultados do
sequenciamento.

As andlises de PCR realizadas dividiram-se em 5 grandes grupos de
bactérias: Lactococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc e
Staphylococcus (Tabela 5).

Tabela 5. Grupo de micro-organismos, primers, sequéncia do DNA e tamanho do
produto esperado nas analises de PCR espécie-especifica realizada neste experimento.

Grupos Par de Sequéncia (5’- 3’) Tamanho do Fonte
primers produto (pb)
Lactococcus
L. lactis subsp. LacreR GGGATCATCTTTGAGTGAT 163 Pu et al., 2002
lactis LacF GTACTTGTACCGACTGGA
L. lactis subsp. LacreR GGGATCATCTTTGAGTGAT 163 Pu et al., 2002
cremoris CreF GTGCTTGCACCGATTTGAA
L. garvieae 1RL TTTGAGAGTTTGATCCTGG 482 Pu et al., 2002
LgR AAGTAATTTTCCACTCTACTT
Enterococcus
E. faecium EEM1 TKCAGCAATTGAGAAATAC 169 Licitra et al.,
EFM2 CTTCTTTTATTTCTCCTGTA 2007
E. durans ED1L AAACGCAGCTATTGAAAA 247 Licitra et al.,
ED2 AAGCGTCCGGCAGCC 2007
E. faecalis EFS1 CTGTAGAAGACCTAATTTCA 210 Licitra et al.,
EFS2 CAG CTG TTT TGA AAG CAG 2007
E. italicus ItaF TACCGCATAATACTTTTTCTCT 323 Fortina et al.,
ItaR TACCGCATAATACTTTTTCTCT 2007

Lactobacillus
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L. casel Y2 CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT 290 Ward e
Casei TGCACTGAGATTCGACTTAA Timmins, 1999
L. paracasel Y2 CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT 290 Ward e
Para CACCGAGATTCAACATGG Timmins, 1999
L. plantarum Lpll AATTGAGGCAGCTGGCCA 253 Quere et al.,
Lp12 GATTACGGGAGTCCAAGC 1997
Leuconostoc
L. mesenteroides Lnmi TGTCGCATGACACAAAGTTA 290 Cibik et al.,
Lnm2 ATCATTTCCTATTCTAGCTG 2000
Staphylococcus
S. warneri SwaF TGTAGCTAACTTAGATAGTGTTCCTTCT 63 Iwase et al.,
SwaR CCGCCACCGTTATTTCTT 2007

3.2.5.1. Cepas de referéncia utilizadas na PCR espécie-especifica

Para cada reacdo de PCR espécie-especifica, uma cepa pertencente
ao banco de culturas do laboratério CIRM (Rennes, Franca) foi utilizada
como controle positivo, para comparacao dos perfis entre a cepa testada e a
cepa controle. As cepas sao classificadas como Lactococcus lactis subsp.
lactis (CIRMBIA 44T), L. lactis subsp. cremoris (CIRMBIA 81T),
Enterococcus faecalis (CIRMBIA 739T), E. faecium (CIRMBIA 496T), E.
durans (CIRMBIA 743T), E. italicus (DSM 15952T), Lactobacillus casei
(CIRMBIA 667T), L. paracasei (CIRMBIA 672T), L. plantarum (CIRMBIA
466T), Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris (CIRMBIA 430T) e
Staphylococcus warneri (CIRMBIA 1065T).

3.2.6. PCR em tempo real

A PCR em tempo real foi realizada com todos os isolados que
poderiam pertencer a espécie Staphylococcus warneri. A metodologia
empregada foi baseada na (-PCR sugerida por lwase et al. (2007),
utilizando-se o] par de primers SwarF (5-3
TGTAGCTAACTTAGATAGTGTTCCTTCT), e SwarR, (5’-3 de
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CCGCCACCGTTATTTCTT) nas seguintes condi¢cdes: desnaturagéo inicial a
94 °C por 10 minutos, 40 ciclos a 95 °C por 10 segundos, 60 °C por 30

segundos e 72 °C por 45 segundos; e extenséo final a 72 °C por 10 minutos.

3.2.7. Pulsed Field Gel Electrophoresis

Apés a confirmacdo das espécies pela PCR espécie-especifica, a
diversidade genética foi determinada pela técnica de PFGE.

As bactérias selecionadas para a analise de PFGE pertencem aos
géneros Lactococcus e Enterococcus por serem as espécies de interesse

industrial com maior nUmero de isolados.

3.2.7.1. Enzimas de restri¢cao

Inicialmente, quatro enzimas de restricdo (Smal, Xbal, Notl, Apal)
foram testadas neste experimento com o objetivo de selecionar as que
poderiam ser utilizadas na distincdo das cepas isoladas. Notl e Smal (Kahala
et al., 2008) foram selecionadas para as analises de L. lactis e Smal e Apal
(Doulgeraki et al., 2010; Kagkli et al.,, 2007) para as andlises de
Enterococcus e L. garvieae. Xbal foi usada para a analise do marcador
(cepa Propionibacterium freudenreichii ITGP18=TL 142) em ambas as

anéalises.

3.2.7.2. Preparo da cultura e dos blocos de agarose

Cada cepa identificada na PCR espécie-especifica pertencente aos
géneros Lactococcus ou Enterococcus foram inoculadas em caldo M17,
incubadas a 30 °C por 12 a 18 horas e analisadas em espectrofotbmetro a
650 nm (DO<1).

Os blocos de agarose foram preparados de acordo com metodologia
descrita por Lortal et al. (1997). Os blocos foram mantidos durante uma hora
em tampao de restricdo a 4 °C sendo posteriormente transferidos para 300
uL de tampédo de digestdo fresco contendo 15 unidades da enzima de
restricdo. Procedeu-se incubacdo overnight a 25 °C para a enzima Smal e a

37 °C quando a enzima utilizada foi Xbal, Apal ou Notl. Como marcador, foi
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utilizada em ambas as analises a cepa Propionibacterium freudenreichii
(ITGP18=TL 142).

3.2.7.3. Preparo do gel e condi¢cdes de migracéao

Os blocos digeridos foram inoculados em gel de agarose 1 %
(Ultrapur, Gibco-BRL, Scotlad) utilizando-se TBE 0,5 X como tampéao de
corrida. Eletroforese em campos pulsados foi realizada em cuba de
eletroforese (Bio-Rad CHEF DR) a 200 V e solucdo tampéao a 14 °C. Para as
cepas de Lactococcus lactis utilizou-se tempo inicial de 2 s e tempo final de
25 s, tempo total de corrida de 21 h, de acordo com Kahala et al. (2008).
Para as cepas de L. garvieae e Enterococcus, empregou-se tempo inicial de
5 s e tempo final de 35 s durante 20 h e tempo inicial de 5 s e tempo final de
10 s durante 4 h respectivamente, segundo Nébrega (2012). O gel foi corado
em solucéo de brometo de etidio, visualizado em transiluminador e analisado

pelo logiciel Bionumerics (Applied Maths, Belgium).

3.2.7.4. Andlise dos perfis eletroforéticos

Para a interpretacdo dos padrées de restricdo do DNA cromossomal
por PFGE, foram considerados como tendo o mesmo perfil as cepas que
partilharam pelo menos 89,7 % de similaridade — para as cepas de L. lactis e
93,5 % para as cepas de E. lactis e L. garvieae (similaridade entre os
marcadores). As andlises foram realizadas utilizando o algoritmo UPGMA,
com o programa Bionumerics (Applied Maths, Belgium), usando otimizacao
de 1 %,

3.2.8. Multilocus Sequence Typing

Por meio da técnica de PFGE, as cepas de Lactococcus e
Enterococcus foram separadas em diferentes grupos, de acordo com a
origem de cada cepa.

Para confirmar os resultados obtidos pela PFGE e estabelecer uma

relacdo filogenética entre as cepas de Lactococcus lactis, recorreu-se ao
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esquema MLST proposto por Passerini et al. (2010) de modo a determinar
os perfis alélicos de cada clone. Objetivou-se também comparar o poder
discriminatorio entre as técnicas MLST e PFGE. O esquema de Passerini et
al. (2010) foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia e Genética
Molecular da Universidade de Toulouse, Franca. Este esquema baseia-se no
sequenciamento de fragmentos de 6 genes housekeeping: bcaT,glyA, pdp,
pepXP, pgk e recN. Neste trabalho foram utilizados 5 genes, excluindo-se o
gene pepXP, pois a amplificacdo deste gene néo funcionou para as cepas

testadas (Tabela 6).

Tabela 6: Locus e primers utilizado para PCR_MLST de L. lactis subsp. lactis

Locus Primers Sequéncia Tamanho (pb)

bcaT bcaT PCR_ F  5-AATTTAGACTGGGAAAATTTAGG-3' 516
bcaT PCR_R  5- CAACATCACCAAACTGAATG-3’

glyA glyA PCR_F 5-ATGATTTTTGATAAAGAAGATTTTGA-3’ 453
5-CTTCAACTTCTTTAAATCCTCT-3
glyA_PCR_R
pdp pdp PCR_F 5-ATGGTTGATCTCATTCAAAAGAA-3’ 492
5-TTCAGTAACTAATTCGTCAG-3’
pdp_ PCR_R
pgk pgk PCR_F 5-TGGCAAAATTGACTGTAAAAGA-3’ 480
5-TTTTCAGTCAAAGCTGCAAGTC-3
pgk PCR_R
recN recN_PCR_F 5-TTGTCGAATCAATGGTCAAATGG -3 489
recN PCR R 5-TCCATATAAAGCTCAGAAAGTTCG-3

Um total de 20 isolados de L. lactis subsp. lactis foram analisadas
pela técnica MLST. Dez cepas provenientes das coletas realizadas nas
fazendas do Campo das Vertentes - MG e 10 isolados provenientes da
Colecao de Cultura CIRM-BIA/Franga. Os isolados oriundos da Colegéo
CIRM-BIA abrange cepas de diferentes origens mundiais, isoladas de leite

ou produto lacteo. O objetivo desta escolha foi o de validar a metodologia e
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comparar as cepas brasileiras com as cepas isoladas em diferentes partes
do mundo (Tabela 7).

Tabela 7: Cepas, amostras e pais de isolamento.

Nome da cepa Amostra Pais
LC1-1JU Leite cru Brasil
LC1-2 JU Leite cru Brasil

LC3JU Leite cru Brasil
LC5JU Leite cru Brasil
LC8 JU Leite cru Brasil
LC4-2 JU Leite cru Brasil
LC5-1JS Leite cru Brasil
LC5-2 JS Leite cru Brasil
LC7-J Leite cru Brasil
S011-2J Solo Brasil
235 Leite cru Franca
237 Leite cru Franca
243 Leite cru Franca
44 N&o informado Dinamarca
47 Cultura starter Australia
633 Leite cru Franca
644 Queijo Majorero Espanha
646 Queijo Domiati Egito
648 Leite de yack Nepal
88 Kefir URSS

MLST foi realizada como descrito por Passerini et al. (2010). As
analises de PCR foram feitas com cada par de primer (Tabela 6), para as 20
cepas de Lactococcus selecionadas. Um volume de 50 pL de mistura
compunha o mix de cada analise de PCR, contendo 10 ng de DNA, 200 puM
de cada dNTP, 0,2 pM de cada primer e 2,5 U de Tag DNA polimerase
(Fermentas, Saint-Rémy-Les-Chevreuses, France). As condi¢cdes da PCR
foram: desnaturacéo inicial a 94 °C por 30 segundos, 35 ciclos a 94 °C por
45 segundos, 55 °C por 60 segundos e 72 °C por 10 minutos e extensao

final a 72 °C por 10 minutos.
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Os produtos da reacdao da PCR foram separados por meio de
eletroforese em gel de agarose 1,5 % (m/v) como j& descrito anteriormente.
Os perfis de banda para cada par de primer foram visualizado sob luz
ultravioleta e o tamanho do produto amplificado comparado ao tamanho
esperado de cada sequéncia (locus) amplificada (Tabela 6).

Apbs verificagdo da amplificacdo, os produtos da PCR foram enviados
para sequenciamento (AGOWA, Berlin, Germany) e analisados para verificar
o0 alelo de cada um dos genes. Primers com diferentes sequéncias dos
primers para amplificacdo foram utilizadas para o sequenciamento (Tabela
8).

Tabela 8: Locus e primers utilizados para o sequenciamento dos genes

amplificados

Locus Primers Sequéncia
bcaT bcaT_SEQ F 5-AGGATTCAGCTATCGGAACTTAC-3’
bcaT SEQ R 5-TTTAGTATGTGTGCTTGGGTCAA-3
glyA glyA SEQ_F 5-GTTATGGCAGCACAAGGTTC-3’
5-GTTGTTGTAACGACATCAGCATAAG-3’
glyA SEQ R
pdp pdp_SEQ_F 5-TCACGATGGCAATGGTTCATTC-3
odp_SEQ R 5-TCATTTCATTTCGATTTCCGATAGC-3
pgk pgk SEQ_F 5-CAAAGCTGGTAAATCACTTGCAC-3’
5-TGTGGTCAAGTGGCAAAATCAA-3
pgk SEQ_R
recN recN_SEQ F 5-CGTCAACAGCTCAATTTACGAC-3
recN_SEQ R 5-GCAATTTTATGGCGCGCTTC-3

Para analise do MLST, as sequéncias foram analisadas por meio de
ferramentas  disponiveis no endereco eletrénico: http://mww-
mist.biotoul.fr/Lactococcuslactissubsplactis/. Todas estas ferramentas
permitiram obter o alinhamento das sequéncias e 0 seu nhdmero

correspondente (alelo). A combinagéo dos 5 alelos indicou a sequéncia tipo
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(sequence type — ST) e o complexo clonal (clonal complex — CC) a que cada
uma das cepas pertencia.
Para obtencado da figura dos complexos clonais e analise das ST, o

programa on line eBurst V3 (http://eburst.mlst.net) foi utilizado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Coleta das amostras, enumeracdo e isolamento dos micro-

organismos

4.1.1. Bactérias propidnicas

Foi utilizado o meio de cultura YEL para isolamento dos micro-
organismos, pois a enumeracdo de bactérias propidnicas normalmente é
feita neste meio. Porém estes micro-organismos ndo foram encontrados nas
amostras coletadas. O meio YEL inibe a multiplicacdo da maior parte de
leveduras, entretanto lactobacilos mesofilos e enterococos se multiplicam
igualmente (Jan et al, 2001). Este resultado ndo comprova que bactérias
propidnicas ndo estdo presentes na regido estudada. Porém o meio de
cultura utilizado ndo se mostrou eficiente para o isolamento destas bactérias.
A colecdo de micro-organismos estudada nesta pesquisa é oriunda deste

isolamento.

4.1.2. Coleta das amostras e plaqueamento

A partir das 36 amostras coletadas nos trés biotopes das seis
propriedades do Campo das Vertentes, 200 cepas de micro-organismos

meso6filos foram isoladas. A média da contagem (log UFC.mI™* ou UFC.g™?)
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de micro-organismos nas trés repeticdes foi de 4,5 no leite cru e no solo e
de 6,5 para a silagem.

Para as amostras de leite cru e solo, as colénias foram isoladas de
placas de Petri provenientes das diluicdes 102 e 10™*. J& para a silagem,
foram utilizadas as placas de diluigdes 10 e 10°. O isolamento foi realizado
a partir de placas de Petri com contagem entre 25 a 250 colbnias e apos
verificacdo da pureza os isolados foram estocados (triplicata) em meio
glicerol a — 80 °C.

O leite dentro das glandulas mamarias é estéril (Robinson, 2002), mas
ele pode ser contaminado a partir de diversas fontes como as tetas, durante
a ordenha, pelo ar do ambiente de ordenha e manipulador. A formacédo de
biofiilme em virtude da deposicdo e adesdo de micro-organismos nas
superficies de equipamentos e utensilios para processamento de leite pode
também representar uma fonte de contaminacdo do leite, podendo trazer
graves consequéncias a qualidade, como alteracdo e veiculacdo de
patogenos (Andrade, 2008).

O resultado neste estudo indica que a variabilidade da qualidade
global do leite cru foi determinada principalmente por critérios de higiene
adotados em cada fazenda, visto que a contagem de micro-organismos
mesofilos aerdbios e anaerdbios facultativos variou de uma fazenda para

outra.

4.1.3. Isolamento, caracterizacédo e preparo dos isolados

Os 200 isolados das diferentes amostras foram selecionados apos
teste morfotintorial da coloracdo de Gram e teste da catalase. Destes, 83
apresentaram-se como bactérias gram positivas em forma de cocos ou
bacilos. O teste de catalase foi realizado para fim de classificagao, visto que
bactérias laticas sdo catalase negativa e bactérias propidnicas séo catalase

positiva.
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4.1.4. Analise da producéo de &cido propiénico em caldo YEL por HPLC

N&o foi verificada, por meio da técnica de HPLC, a producao de acido
propidnico pelas cepas selecionadas, evidenciando ndo haver bactérias do

género Propionibacterium dentre os micro-organismos isolados.

4.2. Identificagcdo molecular dos isolados

Imediatamente apds a chegada dos isolados na Franga, 0sS mesmos
foram repicados em caldo BHI e em seguida foi feita uma observacao
microscopica para verificar possiveis contamina¢des. Dentre os isolados que
apresentaram as mesmas caracteristicas fenotipicas (Gram, catalase e
morfologia), oriundos da mesma placa de Petri, somente um isolado foi
retirado para andlise, descartando-se o risco de isolar um mesmo clone. Um
total de 50 isolados foram recuperados e purificados. Apds extracdo do DNA,
andlises de PCR com primers universais foram realizadas com todos o0s
isolados, a fim de se obter material amplificado para o sequenciamento do
gene 16S rDNA. A classificacdo dos isolados em funcdo das fazendas,
morfologia observada ao microscopio, concentracdo de DNA extraido e o

resultado do sequenciamento 16S sdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9: Distribuicdo dos isolados por género, identificacdo das fazendas, resultado da similaridade dos isolados
(sequenciamento gene 16S rDNA) e resultado da PCR espécie-especifica e gPCR.

gi?:égz Fazendas Sequenciamento gene 16S rDNA (% de similaridade) PCR espécie-especifica
Lactococcus
SO2 J Lactococcus lactis subsp. cremoris (99 %) L. lactis subsp. cremoris
S011-2 J L. lactis subsp. lactis (99 %) L. lactis subsp. lactis
LC7-1 J L. lactis subsp lactis bv. diacetylactis (99 %)/L. lactis subsp. lactis L. lactis subsp. lactis
[0)
LC1-1 JU (L??aé(gs subsp. lactis (100 %) L. lactis subsp. lactis
LC1-2 JuU L. lactis subsp. lactis (99 %)/L. lactis subsp. hordniae (99 %) L. lactis subsp. lactis
LC3 JuU L. lactis subsp. lactis (99 %) L. lactis subsp. lactis
LC4-2 JuU L. lactis subsp. lactis (99 %) L. lactis subsp. lactis
LC5 JuU L. lactis subsp. lactis (99 %) L. lactis subsp. lactis
LC8 JU L. lactis subsp lactis bv. diacetylactis (99 %) L. lactis subsp. lactis
SI9 AN Lactococcus garvieae (98 %) L. garvieae
LC5 CL Lactococcus garvieae (100 %) L. garvieae
LC5-1 JS L. lactis subsp. lactis (99 %) L. lactis subsp. lactis
LC5-2 JS L. lactis subsp. lactis (99 %) L. lactis subsp. lactis
Enterococcus
LC5-2 J Enterococcus faecalis (99 %)/E. faecium (99 %)/E. durans (99 E. lactis
%)/E. lactis (99 %)
SO1-2 JU E. faecalis (99%)/E. faecium (99 %)/E. faecalis (99 %)/ E. lactis (99 E. lactis
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%)

LC5-1 Z E. faecium (100 %)/E. durans (100 %)/E. faecalis (100 %)/ E. lactis E. lactis
0
LC13-1 z (E9.91‘a/2:ium (99 %)/E. durans (99 %)/E. faecalis (99 %)/E. lactis (99 E. lactis
0
LC1 AN é)italicus (98 %) E. italicus
LC2 AN E. italicus (98 %) E. italicus
LC5 AN E. italicus (98 %) E. italicus
LC1 JS E. faecalis (99%)/E. faecium (99 %)/ E. durans (99 %) E. lactis (99 E. lactis
0
Lactobacillus 2
SO1-1 JuU Lactobacillus paracasei (99 %)/L. casei (99 %) L. casei
SI2 JU Lactobacillus paracasei (99 %)/L. casei (99 %) L. casei
Leuconostoc
LC4 JS Leuconostoc citreum (100 %)/Lactobacillus plantarum (100 %) L. citreum
SI9 JS L. mesenteroides (99 %) L. mesenteroides
Staphylococcus
LC2 JS Staphylococcus sp. (99 %) Staphylococcus warneri
LC7 JS Staphylococcus sp. (98 %) Staphylococcus sp
LC9 JS Staphylococcus sp. (98 %) Staphylococcus warneri
SI2 JS Staphylococcus sp. (98 %) Staphylococcus warneri
SO5 JS Staphylococcus pasteuri (98%) Staphylococcus warneri
SO2 JU S. warneri (98 %) Staphylococcus warneri
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SO5
SI1
SO9
SI6
LC8
SO3
SO4
SO6
SO7
LC3
LC9
Sl1
Sl4
SI5
SI11
SO1
SO3
SO10
LC1

Ju
Ju
Ju
Ju
Z
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
CL
CL
CL
CL

Staphylococcus warneri (99%) / S. pasteuri (99%)

Staphylococcus sp (99 %)/S. pasteuri (99 %)/S. pulmonis (99 %)

S. epidermis (99 %)

S. warneri (99 %)/S. pasteuri (99 %)
Staphylococcus sp (98 %)/S. warneri (98 %)
S. warneri (99 %)/S. pasteuri (99 %)

S. warneri (99 %)

S. warneri (99 %)

S. warneri (99 %)

Uncultured Staphylococcus sp. (97 %)
Staphylococcus sp. (99 %)

Staphylococcus sp. (99 %)

Staphylococcus sp. (98%)

Staphylococcus sp. (98 %)

Staphylococcus sp. (97 %)/S. warneri (97 %)
S. warneri (99 %)/S. pasteuri (99 %)

S. warneri (99 %)

S. warneri (99 %)/P. pulmonis (99 %)

S. warneri (99 %)/S. pasteuri (99 %)/P. pulmonis (99 %)

Staphylococcus sp
Staphylococcus warneri
Staphylococcus sp
Staphylococcus sp
Staphylococcus warneri
Staphylococcus warneri
Staphylococcus sp
Staphylococcus sp
Staphylococcus sp
Staphylococcus sp
Staphylococcus warneri
Staphylococcus warneri
Staphylococcus sp
Staphylococcus warneri
Staphylococcus warneri
Staphylococcus sp
Staphylococcus warneri
Staphylococcus warneri

Staphylococcus sp.

LC: leite cru; SO: solo; Sl: silagem
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4.2.1. PCR primers universais e sequenciamento do gene 16S rDNA

Para a analise de PCR utilizando primers universais, todos o0s
isolados apresentaram banda no tamanho de 1500 pb, correspondendo a
uma amplificacdo do gene 16S rDNA. Os isolados que ndo apresentaram
banda e/ou banda inespecifica tiveram o DNA amplificado novamente pelos
primes W001 e W002.

O sequenciamento dos genes 16S rDNA gerou resultados
satisfatérios na maioria das vezes. Assim pdde-se analisar os dados com
auxilio do logiciel VectorNTl/Invitrogen. Quando as sequéncias obtidas foram
muito pequenas ou quando a porcentagem de similaridade com os dados de
base do GenBank/NCBI foi baixa (< 97 %), nova amplificacdo foi realizada

para um novo sequenciamento.

4.2.2. PCR espécie-especifica

Primers espécies- especificos ou géneros-especificos foram utilizados
para amplificagdo do DNA cromossdmico dos isolados ap0s indicacdo de
possiveis géneros/espécies por meio da técnica de sequenciamento 16S
rDNA. Na Tabela 9 apresenta-se os resultados das analises de PCR para

cada isolado.

De acordo com a Tabela 9, observamos uma diversidade de espécies,
porém em alguns casos, ha identificacbes imprecisas para as espécies do
género Staphylococcus. g-PCR foi realizada somente para as cepas de S.
warneri, pois foram as espécies mais encontradas dentro deste género.
Desta forma, foram obtidos dos 50 isolados por PCR espécie-especifica 11
L. lactis, 2 L. garvieae, 5 E. lactis, 3 E. italicus, 2 L. paracasei, 1 L.
mesenteroides, 1 L. citreum, 14 S. warneri e 11 Staphylococcus sp.

Dentre as 50 cepas analisadas pela PCR espécie-especifica, 25
pertencem ao grupo de bactérias laticas e 25 ao género Staphylococcus. Os
diferentes géneros encontrados distribuiram-se de forma variada entre os 3

ecossistemas analisados (Figura 2).
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Figura 2: Distribuicdo dos géneros encontrados nos diferentes ecossistemas

(porcentagem)

As bactérias laticas mesofilas dominantes nas diferentes
ecossistemas pertencem aos géneros Lactococcus (52 %), Enterococcus (32
%), Lactobacillus (8 %) e Leuconostoc (8 %) (Figura 3). As LAB foram
principalmente encontradas em leite cru (72 %), e em menor propor¢ao no
solo (12 %) e silagem (12 %) (Figura 4).

u Lactococcus m Leite cru
® Enterococcus
; m Solo
u Lactobacillus
m Leuconostoc = Silagem
Figura 3: Distribuicdo dos géneros de BAL Figura 4: Distribuicao de bactérias laticas
encontrados nas diferentes ecossistemas (%) encontradas nas diferentes ecossistemas (%)
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Lactococcus spp. foi o género dominante de LAB encontrado nas
amostras avaliadas, principalmente isolado de leite cru (77 %). Resultados
similares foram observados por Ouadghiri et al. (2008) em estudo realizado
com leite cru e queijo no Marrocos. Os pesquisadores identificaram 16
espécies diferentes de BAL, sendo o género Lactococcus encontrado em
maior propor¢cao, como nesta pesquisa. A espécie mais frequentemente
encontrada foi L. lactis, seguida de Lactobacillus plantarum e Leuconostoc
mesenteroides.

Franciosi et al. (2009) investigaram a biodiversidade e o potencial
tecnologico de BAL isoladas de leite cru na Itadlia. Seus resultados
corroboram os resultados deste estudo, onde quatro principais géneros de
BAL foram encontrados, sendo o género Lactococcus encontrado em maior
namero. O grupo mais heterogéneo foi constituido por cepas de L. lactis
subsp. lactis, que apresentaram nivel de similaridade de somente 25,2 %,
mostrando alta diversidade dentro desta subespécie.

Lafarge et al. (2004) sugerem que a microbiota dominante do leite cru
€ representada pelos géneros de LAB Lactococcus e Lactobacillus e em
menor numero por micro-organismos dos géneros Leuconostoc,
Enterococcus e Streptococcus. Seus resultados corroboram, em partes, 0s
resultados do presente trabalho, jA& que o género Lactobacillus representou
somente 8 % dos isolados encontrados.

Lactococcus lactis foi a espécie predominante isolada neste estudo,
encontrada principalmente no leite. Estes resultados corroboram o0s
resultados de Zamfir et al. (2006), que estudaram a biodiversidade de BAL
em leite e produtos lacteos na Roménia. A espécie mais encontrada nas
amostras estudadas pertencia a espécie de L. lactis, sendo encontradas
também espécies de Enterococcus durans e Leuconostoc mesenteroides.
No presente trabalho, mesmo ndo tendo sido encontrada a espécie
E.durans, outras espécies deste diversificado género foram encontradas,
como E. lactis e E. italicus.

Na natureza, L. lactis sdo encontrados em plantas ou no trato
gastrintestinal e superficie de animais. Acredita-se que estes micro-
organismos estejam presentes em superficies de plantas e multiplicam-se no

trato gastrintestinal depois de serem ingeridos por ruminantes. Em contraste,
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espécies “domesticadas” de L. lactis, usadas pela industria lactea como
starters na fermentacdo de queijos, vivem em um nicho diferente, e foram
selecionadas por sua rapida multiplicacédo e producéo de acido latico no leite
(Bolotin et al., 2012).

L. lactis é reconhecido como um micro-organismo seguro (GRAS)
sendo o constituinte primario de muitas culturas starters — industrial e
artesanal — usados na producdo de um grande namero de produtos lacteos
fermentados, incluindo leites fermentados, queijos frescos e macios e varios
tipos de queijos duros (Pogacic et al., 2011). Diversos autores descrevem a
presenca de L. lactis em queijos artesanais feitos a partir de leite cru (Van
Hoorde et al., 2008; De Freitas et al., 2007). Estudo realizado por Gutiérrez-
Méndes (2008), foi avaliado a formacdo de aroma por cepas de L. lactis
isoladas de diferentes ecossistemas: queijo feito com leite cru, fontes néo
lacteas e culturas starters comerciais. As cepas isoladas de queijo ou
culturas starters apresentaram maior atividade proteolitica e fermentacao
mais rapida da lactose que aquelas isoladas de fontes ndo lacteas. Além
disso, estas cepas também apresentaram melhor utilizacdo do citrato.
Assim, ambientes lacteos como leite cru ou queijos feitos a partir deste leite
parecem ser as melhores escolhas para o isolamento de novas cepas de L.
lactis com caracteristicas tecnoldgicas desejaveis (Gutiérrez-Méndes et al.,
2010).

Neste estudo, também foi encontrado espécies pertencentes ao
género Enterococcus, isoladas principalmente do leite cru. Estes micro-
organismos sdo ubiquamente encontrados tanto na microbiota intestinal de
humanos como na de animais (Facklam et al., 2002). Em estudo realizado
por Kagkli et al. (2007), foi verificado que a principal fonte de contaminacéo
do leite cru nas fazendas por cepas de Enterococcus spp. hdo eram
proveniente das fezes dos ruminantes, e sim do equipamento de ordenha e
dos tanques de armazenamento do leite, provavelmente pela capacidade
que estes micro-organismos tém de formar biofilmes em diferentes
superficies que entram em contato com alimentos (Mohamed e Huang,
2007).

Micro-organismos deste género encontrados em alimentos geram

algumas controvérsias. Eles estdo presentes como parte da microbiota
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natural em produtos lacteos, onde apresentam efeitos benéficos como
protecdo e caracteristicas sensoriais (Giraffa, 2003). Por outro lado, o
género Enterococcus é de especial relevancia médica ja que atualmente é
considerado um patdgeno humano oportunista emergente, sendo
constantemente relatado como causador de infec¢des hospitalares (Morandi
et al., 2006)

Neste estudo foram identificadas duas espécies deste género:
Enterococcus lactis e E. italicus. Bactérias pertencentes a este género sao
conhecidas por produzirem bacteriocinas (Hadji-Sfaxi et al., 2012), fato este
confirmado no estudo realizado por Raykova et al. (2009). A bacteriocina
produzida pela cepa de E. lactis EN5 mostrou um amplo espectro de
atividade contra bactérias gram positivas e gram negativas, tendo uma forte
inibicdo contra as bactérias do primeiro grupo.

As cepas de E. italicus foram encontradas somente em leite cru,
proveniente da mesma fazenda. Esta espécie foi identificada pela primeira
vez em um estudo de populacdo bacteriana natural usada na producéo de
queijos artesanais na Italia (Fortina et al. 2003). Estudos moleculares
revelaram a nova espécie nomeada E. italicus sp. Nov (Fortina et al., 2004).
Pesquisas focalizando o potencial biotecnolégico de E. italicus foram
realizadas por Fortina et al. (2008). As cepas apresentaram caracteristicas
relacionadas ao uso como culturas adjuntas na producdo de queijos
artesanais. Além disso, as cepas de E. italicus foram associadas com perfis
de baixa viruléncia, o que resulta em um baixo risco de salde dentro da
nova especie.

Por meio das andlises de PCR espécie-especifica, 9 espécies foram
encontradas nas diferentes amostras. Enterococcus lactis e Lactococcus
lactis foram as espécies dominantes de LAB, presentes em mais da metade
das fazendas visitadas. Enterococos e lactococos estavam presentes no
leite cru em uma concentragao de 77 % e 88 %, respectivamente.

J& para os isolados pertencentes ao género Staphylococcus, estes
foram encontrados principalmente na terra (44 %), e em igual nUmero nas

amostras de leite (28 %) e silagem (28 %) (Figura 3).
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Figura 3: Distribuicdo de bactérias do género

Staphylococcus encontradas nas diferentes amostras (%)

A populacdo microbiana presente no leite cru inclui bactérias de
relevancia tecnolégica, como as bactérias laticas. Este grupo de micro-
organismos pode contribuir para futuras reacdes de fermentacdo, como nos
queijos Pecorino Siciliano (Vernille et al., 2008), de origem italiana e o de
origem francesa Ossau-lraty (Feutry et al.,, 2012), e o leite desnatado
fermentado “Iben”, de origem marroquina (Ouadghiri et al., 2008). Entretanto,
bactérias deterioradoras podem ter consideraveis efeitos negativos na
qualidade do leite e de produtos lacteos (Cousin, 1982). A presenca de
patégenos também pode gerar problemas severos de saude (Quigley et al.,
2011), como demonstra o0s pesquisadores Hill et al. (2012), que
encontraram, mesmo em pequeno numero, patdégenos dos géneros
Staphylococcus, Listeria e Campylobacter, no leite cru da Nova Zelandia.

Ercolini et al. (2009) realizaram um estudo de identificacdo molecular
de bactérias mesofilas e psicrotréficas em leite cru em uma regido no sul da
Itdlia. Pseudomonas spp. foi o principal contaminante entre as bactérias
Gram negativas. Isolados Gram positivos pertencentes aos géneros
Staphylococcus e Lactococcus foram 0s principais micro-organismos
presentes nas amostras de leite cru.

A elevada prevaléncia de Staphylococcus spp. no leite pode ser
devido a uma possivel falta de higienizacdo tanto dos manipuladores quanto
dos utensilios utilizados no ambiente de ordenha. Além das condi¢bes de

higiene durante a ordenha, a temperatura de estocagem do leite, sem
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refrigeracdo adequada, seria um importante fator para a multiplicagéo destes
micro-organismos no leite cru.

As espécies do género Staphylococcus estdo disseminadas no
ambiente de forma ubiquitaria, com um namero especifico de espécies que
habitam nichos ecolégicos (Soares et al., 2011). Estes micro-organismos,
encontrados naturalmente na pele e mucosas de animais de sangue quente,
foram encontrados como contaminantes em grande numero amostras de
leite cru, ar de sala de ordenha, feno, poeira e superficie de tetos em um
estudo realizado por Vacheyrou et al. (2011). Estes pesquisadores
estudaram a comunidade microbiana em leite cru e a potencial transferéncia
de micro-organismos dos estdbulos para o leite em fazendas francesas.
Esses autores concluiram que além da contaminacdo ambiental existir, a
superficie dos tetos s@o as principais fontes de contaminacao do leite cru.
Por isso, € sempre importante ressaltar que as condi¢cdes de producdo, em
particular praticas de higiene nas fazendas, influenciam a qualidade e a
guantidade de carga microbiana do leite cru (Lafarge et al., 2004).

Entre os isolados de Staphylococcus spp, S. warneri foi a principal
espécie encontrada (56 %). Resultados similares foram encontrados por
Lafarge et al. (2004) que estudaram a populacdo microbiana do leite cru em
uma regido na Franca. Dentre as espécies do género Staphylococcus, S.
warneri foi encontrada com mais frequéncia nas amostras de leite. Apesar
de infeccdo com esta espécie ser rara, em comparacdo com a espécie S.
aureus, casos de infeccOes em hospedeiros imunocomprometidos tem
aumentado gradualmente (Otto, 2004). Em 2010 foi registrado o primeiro
caso de meningite humana causada por S. warneri em uma paciente
venezuelana. A doenca foi tratada por meio de antibiéticos (Incani et al.,
2010).

Micro-organismos dos géneros Lactobacillus e Leuconostoc foram

encontrados em pequena quantidade nas diferentes amostras avaliadas.

4.2.3. Pulsed Field Gel Electrophoresis

A diversidade clonal para os isolados dos géneros Lactococcus e

Enterococcus foi determinada pela técnica PFGE (Tabela 11).
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Tabela 11: cepas utilizadas para analise PFGE

Cepas PCR espécie-especifica Origem Fazenda Identificacao
no gel (PFGE)
SO11-2 Lactococcus lactis subsp. lactis Solo J A
LC7-1 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite J
LC1-1 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite JU C
LC1-2 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite JU D
LC3 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite JU E
LC4-2 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite JU F
LC5 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite JU G
LC5-1 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite JS H
LC5-2 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite JS I
LCS8 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite JU J
S0O2 Lactococcus lactis subsp. Solo J
cremoris
SI9 Lactococcus garvieae Silagem AN N
LC5 Lactococcus garvieae Leite CL @]
LC5-2 Enterococcus lactis Leite J P
S01-2 Enterococcus lactis Solo JU Q
LC5-1 Enterococcus lactis Leite z R
LC13-1 Enterococcus lactis Leite 4 S
LC1 Enterococcus lactis Leite JS T
LC1 Enterococcus italicus Leite AN U
LC2 Enterococcus italicus Leite AN Vv
LC5 Enterococcus italicus Leite AN X

A cepa Lactococcus lactis subsp. cremoris, SO2J (Tabela 10), foi a

unica subespécie “cremoris” encontrada, provavelmente devido ao meio de

cultura utilizado para isolamento ndo ser o indicado para esta espécie

microbiana. Por isso a analise de PFGE foi realizada para esta cepa, mas

ela ndo aparece no dendrograma (Figura 8).

Para a analise das cepas de L. lactis, a enzima de restricdo Smal

(Figura 6) clivou com maior frequéncia o DNA cromossomal que a enzina
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Notl, produzindo de 10 a 12 fragmentos cromossomais. Resultados
semelhantes, onde a enzima Smal foi mais eficiente que a Notl foram
encontrados por Kahaka et al. (2008), em um estudo realizado com bactérias
laticas dos géneros Lactococcus e Leuconostoc. Smal produziu de 10 a 20
fragmentos cromossomais enquanto que o numero de fragmentos obtidos

com Notl variou entre 3 e 10.

M E J F G A M M C D H I L B M*

Figura 6: Gel de eletroforese dos produtos da PFGE dos isolados de
Lactococcus lactis submetidos a restricdo com a enzima Smal.

M*: marcador

Para a andlise das cepas de Enterococcus e L. garvieae, foram
testadas ambas as enzimas, Smal e Apal. Apal mostrou bom resultado para
as cepas de Enterococcus, porém, para as cepas de L. garvieae, esta

enzima néo gerou fragmentos suficientes para comparacao. Doulgeraki et al.
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(2010) avaliaram a diversidade de BAL durante a estocagem de carne de boi
fatiada por meio da técnica de PFGE utilizando as enzimas de restricdo
Smal e Apal. Os autores observaram que esta enzima promoveu melhor
distribuicAo de bandas que Smal. No entanto, 0S micro-organismos
analisados pertenciam aos géneros Leuconostoc e Lactobacillus. Em ambas
as andlises de PFGE (Figuras 6 e 7), a enzima de restricdo utilizada foi a
enzima Smal, que gerou resultados mais confiaveis para interpretacdo dos
dados. Ja para o marcador, a enzima utilizada foi a Xbal, que cliva melhor o
DNA de bactérias do género Propionibacterium. O amplo uso da enzima
Smal, utilizada em andlises de PFGE pode ser observado em outros
trabalhos, com BAL e outros géneros de bactérias (Bravo et al.,, 2010 ;
Kahala et al., 2008 ; Leroy et al., 2007).
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Figura 7: Gel de eletroforese dos produtos da PFGE dos isolados de
Lactococcus garvieae e Enterococcus spp. submetidos a restricdo com a
enzima Smal.

M*: marcador

Por meio das analises dos géis de PFGE de todas as amostras pelo
logiciel Bionumeric (Applied Maths, Belgium), construiu-se um dendrograma
de similaridade baseado no polimorfismo dos fragmentos de restricdo. Os
dendrogramas (Figuras 8a e 8b) permitiram verificar a similaridade e a
variabilidade genética entre os isolados da mesma espécie; dos diferentes
géneros analisados. Similaridades foram calculadas como relacdo de
Pearson e os agrupamentos dos perfis de restricao foram feitos utilizando o
algoritmo UPGMA.
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Figura 8: Diversidade genotipica entre os isolados de Lactococcus
lactis subsp. lactis (a), E. lactis, L. garvieae e E. italicus (b). Os padrdes foram

gerados pela PFGE apo6s digestdo com as enzimas de restricdo Smal e Xbal.

Por meio das andlises de PFGE para as cepas de L. lactis subsp.
lactis observou-se importante diversidade clonal, visto que as 10 cepas
analisadas foram agrupadas em 4 diferentes clusters, com as diferencas
segundo as fazendas de origem. Mesmo com um pequeno numero de
isolados, pode-se observar que a variabilidade ocorreu entre as diferentes
propriedades, mostrando uma heterogeneidade dentro da subespécie lactis.
Em um estudo feito por Delgado e Mayo (2004), com amostras coletadas de
diferentes fazendas produtoras de queijo sem adi¢cdo de cultura starter, 24

espécies de L. lactis foram encontradas, sendo distribuidas em 14 diferentes
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clusters. Este estudo mostra a grande diversidade de lactococos selvagens
encontrada em amostras como leite e queijo feito a partir de leite cru.

Esta ampla diversidade clonal de L. lactis é influenciada pela fonte de
isolamento, e as caracteristicas tecnoldgicas que estas espécies apresentam
estdo vinculadas ao ecossistema que habitam (Gutiérrez-Méndez et al.,
2010). Novas perspectivas com os estudos de lactococos selvagens isolados
de leite cru e vegetais estdo sendo criadas, porque algumas cepas
selvagens produzem flavors incomuns ou altas quantidades de componentes
volateis; em maior quantidade que aquelas cepas usadas comercialmente
como culturas starters (Gutiérrez-Méndez et al., 2008). Esta diversidade
clonal de L. lactis, ja mostrada em varios trabalhos (Pogacic et al., 2011;
Gutiérrez-Méndez et al., 2010; Passerini et al., 2010), aumenta o interesse
em explorar novas cepas para o aperfeicoamento de caracteristicas
sensoriais em produtos lacteos especificos (Torrez-Llanez, et al., 2006).

A andlise da PFGE das cepas de Enterococcus lactis mostrou apenas
uma diferenca clonal, agrupando 4 isolados em um mesmo cluster () e 1
isolado o cluster Il. O cluster | agrupou todos os isolados provenientes do
leite cru, e a Unica cepa proveniente do solo mostrou um perfil de bandas
diferenciado (cluster Il). Nota-se que os isolados do leite cru sdo originarios
de trés propriedades diferentes, e mesmo assim foram agrupadas em um
esmo cluster. Isto mostra que esta cepa € autoctone, e esta distribuida em
toda a regido. O mesmo foi identificado para as cepas de L. garvieae, que se
agruparam num mesmo cluster, mesmo pertencendo a fontes e fazendas
diferentes. As 3 cepas de E. Italicus, todas originarias do leite cru da mesma
fazenda, foram agrupadas em 2 clusters.

Para as cepas de E. lactis e L. garvieae, uma proposicao seria testar
uma outra enzima de restricdo, considerando que a enzima Smal ndo tenha

tido suficiente poder discriminatério para separar possiveis diferentes cepas.
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4.2.4. Multilocus Sequence Typing

A técnica MLST foi realizada com um total de 20 cepas de L. lactis
subsp. lactis oriundas do Brasil e da Colecdo de Culturas do CIRM-
BIA/Franca. Com auxilio das ferramentas disponiveis na Home Page MLST-
Lactococcus lactis foi possivel analisar as sequéncias de cada isolado para
os 5 genes. Para cada isolado, um numero correspondente (alelo tipo) para
cada gene foi encontrado e, consequentemente, sua sequéncia tipo (Tabela
12).
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Tabela 12: Numero alelo de cada loci e sua sequéncia tipo para cada um dos

isolados de L. lactis subsp. lactis

Cepa AT ST
pgk glyA recN bcaT pdp
LC1-1JU 6 4 6 4 3 14
LC1-2 JU 6 4 6 4 3 14
LC3 JU 14 8 19 8 17 36
LC4-2 JU 14 8 19 8 17 36
LC5-1JS 5 1 1 1 1 15
LC5-2JS 5 1 1 1 1 15
LC5JU 14 8 19 8 17 36
LC7-1J 14 12 14 8 9 37
LC8 JU 14 8 19 8 17 36
S0O11-2J 14 8 19 8 17 36
235 10 14 20 1 6 38
237 3 15 2 2 2 39
243 3 2 2 2 2 40
44 3 15 2 2 2 39
47 1 1 1 1 1 6
633 3 1 1 1 1 41
644 14 16 21 8 3 42
646 17 1 1 11 1 43
648 3 17 3 2 18 44
88 5 1 1 1 1 15
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Passerini et al. (2010) validaram um total de 35 ST na pesquisa
realizada com 58 isolados de L. lactis subsp. lactis.

Neste trabalho, cada sequéncia de numeros foi comparada com a
sequéncia ja encontrada por Passerini et al. (2010) e quando as sequéncias
foram as mesmas, elas receberam o numero ST ja existente. Porém, 14
cepas (6 cepas do Brasil/8 cepas da Franca) apresentaram sequéncias
diferentes, entdo foram atribuidos novos niameros ST para essas cepas, 0
que gerou 9 novos STs (ST: 36 a 44). As cepas analisadas distribuiram-se
em 12 STs. Oito dos 12 ST incluiram apenas uma Unica cepa e 0s outros 4
STs continham entre 2 e 5 cepas (Tabela 12), sendo o ST 36 0 mais
representativo, incluindo o maior nimero de cepas. Os 12 STs, foram
distribuidos em 7 Unicos ST (ST Unico) e 2 complexos clonais (Figura 9). O
principal complexo clonal CC1 incluiu 3 STs (correspondente a 5 isolados)
com o ST 15 identificado como o genoétipo ancestral, de acordo com o
estudo realizado por Passerini et al. (2010). Enquanto que o segundo
complexo clonal CC2 incluiu apenas 2 STs (correspondente a 3 isolados).
Na Figura 9 é possivel observar o quéo préximas ou distantes sdo as
linhagens analisadas. As cepas pertencentes aos ST do CC1 (separadas por
linhas continuas) diferem-se em apenas 1 locus (Tabela 12), ocorrendo da
mesma forma para o CC2. O ST 43 néo faz parte do CC1, mas ele se difere
em apenas 2 loci (linha pontilhada). Todos os STs restantes se diferem um
dos outros por 3 a 5 loci, sugerindo um alto grau de diversidade genética

entre os isolados correspondentes.
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Figura 9: Andlise eBurst das 20 cepas de L. lactis subsp. lactis.

Circulos rosas correspondem as espeécies isoladas no Brasil. Circulos verdes
correspondem as espécies da Colecdo de Culturas CIRM-BIA/Franca.

*: Duas espécies oriundas do Brasil e uma espécie da Colecdo CIRM-BIA.

Linhas sélidas entre cada circulo indicam que os STs compartilham 4 dos 5 loci. Linhas
pontilhadas indicam que os STs compartilham 3 dos 5 loci.

Complexos clonais (CC) séo indicados em cinza.

Neste estudo, apenas uma cepa foi isolada do solo (SO11-2J:ST 36).
Todas as outras foram isoladas de leite cru ou de produtos lacteos. Mesmo
gue O ecossistema seja 0 mesmo, percebe-se que a diversidade entre os
isolados é elevada, o que pode ser confirmado também pela técnica PFGE
(Figuras 8a e 11). L. lactis subsp. lactis tem uma grande capacidade de
colonizar diferentes ecossistemas, incluindo varias fontes ambientais. Esta
elevada habilidade esta associada a uma maior diversidade gendmica dentro
da subespécie lactis, como observado neste trabalho e em outros estudos

(Fernandez et al., 2011; Nomura et al., 2006). Além disso, a subespécie
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lactis produz a bacteriocina nisina (Pieper et al., 2010), que possui amplo
espectro de acao principalmente contra Gram positivos (Kopermsub et al.,
2012)

A técnica MLST possui o diferencial de permitir identificar a cepa
ancestral (selvagem), que ainda nao sofreu modificacdo ou adaptacéo aos
ecossistemas. Duas cepas brasileiras (LC5-1 JS e LC5-2 JS) e uma cepa da
Colecdo CIRM-BIA (88: isolada de kefir, URSS) pertencem ao ST 15
reconhecido como o ancestral no trabalho de Passerini et al. (2010).

O poder discriminatério das técnicas MLST e PFGE foi comparado. A
técnica PFGE agrupou as 20 cepas em 13 clusters (Figura 12). As cepas
isoladas no Brasil foram agrupadas em 4 diferentes clusters (Figura 8a) e as
cepas da Colecdo CIRM em 9 clusters (Figura 11). A técnica MLST agrupou
as 20 cepas em 12 ST. As cepas isoladas no Brasil foram distribuidas em 4
diferentes ST (14; 15; 36; 37). Porém, o ST 15, considerado o ancestral,
agrupou também uma cepa da colecdo CIRM-BIA. O esquema MLST
permitiu agrupar em um mesmo ST (ST 39) 2 cepas CIRM: 44 e 237. Estes
2 agrupamentos ndo foram observados na PFGE. Todavia, diferente da
analise MLST, a PFGE agrupou em um mesmo cluster as cepas 235 e 243,
que pela MLST foram agrupadas nos ST 38 e 40, respectivamente.

A PFGE permitiu evidenciar maior variabilidade dentro da subespécie
lactis. Porém, esta técnica é dependente da clivagem do DNA por uma
enzima de restricdo, e a escolha desta enzima € um ponto critico desta
analise. Muitas vezes é necessario repetir esta analise com mais uma ou
mais enzimas para ter certeza do resultado. A MLST, por caracterizar os
alelos presentes nos diferentes loci dos genes housekeeping, mostra-se
altamente discriminatéria e confiavel. O esquema utilizado neste estudo foi
validado com 6 loci uniformemente distribuidos ao longo do cromossomo da
cepa de referéncia de L. lactis subsp. lactis (IL1403), estudada por Passerini
et al. (2010). Estes genes, como nao sofrem mutacdo ao longo da evolucéo
ou da adaptacdo a novos ecossistemas, fornecem dados inequivocos para
comparacdo de cepas bacterianas. E importante ressaltar que 2 dos loci
estudados (recN e glyA) pertencem ao conjunto de genes identificados como
os melhores preditores de parentesco do genoma total bacteriano (Zeigler,
2003).
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E importante observar que a técnica MLST, além de ser util para o
estudo de identificacdo e caracterizagdo microbiana, € uma poderosa

ferramenta para o estudo filogenético (Figura 10).

40

44

01

Figura 10: Relacéo filogenética entre as cepas de L. lactis subsp. lactis

Esta técnica permite saber qual cepa estd mais préxima da cepa

ancestral e qual estd mais evoluida. Para uso tecnoldgico, esta € uma

67



informag&o importante, pois permite a escolha de uso de cepas selvagens
para propria adaptagdo ou de cepas ja adaptadas a determinado
ecossistema. Pode-se relacionar também cada ST como uma caracteristica
tecnolégica especifica, o que seria interessante para industrias que

trabalham com culturas starters.
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Figura 11: Diversidade genotipica entre os |solados de Lactococcus lactis

subsp. lactis pertencentes a cole¢cdo CIRM/Franca. Os padrdes foram gerados

pela PFGE ap0s digestdo com as enzimas de restricdo Smal e Xbal.
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subsp. lactis. Os padrdes foram gerados pela PFGE apds digestdo com as

enzimas de restricdo Smal e Xbal
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5. CONCLUSOES

O objetivo inicial deste trabalho foi o de isolar bactérias propidnicas,
por isso utilizou-se a técnica de cultura-dependente com meio de cultura
especifico para este grupo de micro-organismos. Porém, nao foi possivel
isolar este grupo de bactérias, por isso trabalhamos com os isolados que
representam uma parte da microbiota mesofila daquela regido. Se técnicas
de cultura-independente tivessem sido utilizadas, 0os grupos microbianos
identificados seriam mais numerosos.

Este estudo permitiu o conhecimento da biodiversidade de alguns
grupos pertencentes da microbiota bacteriana presente na regido do Campo
das Vertentes em Minas Gerais. Quatro géneros de BAL foram encontrados
distribuidos em 6 diferentes fazendas. A biodiversidade microbiana
encontrada neste estudo esta possivelmente relacionada com as
caracteristicas sensoriais dos queijos e produtos lacteos artesanais
produzidos. Esses produtos lacteos podem ser uma fonte preciosa de cepas
com propriedades tecnologicas interessantes, dando peculiaridade aos
produtos provenientes desta regido e agregando valor dos mesmos.

Neste trabalho, um total de 10 espécies foram identificadas por meio
de diferentes técnicas moleculares. Foi possivel verificar a diversidade clonal
entre as cepas da espécie Lactococcus lactis e observar que os isolados do
género Enterococcus sdo autéctones da regido. Foi possivel também utilizar

de uma recente técnica molecular, a MLST, para caracterizar e estabelecer
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as relacbes filogenéticas entre as cepas de L. lactis subsp. lactis. Como
esses isolados sdo largamente utilizados na indastria de alimentos como
culturas starters, foi interessante conhecer a relacdo de parentesco entre as
cepas analisadas, e as diferentes ST a que estas cepas pertencem. Esta
técnica, além de se apresentar como um poderoso método no estudo da
caracterizacdo e estudos genéticos apresenta como vantagem a analise e
comparacao dos resultados on line gratuita.

Esquemas MLST propostos para diferentes espécies/subespécies de
BAL sdo novas ferramentas para a caracterizagdo precisa e nao ambigua
desses isolados. Com as novas técnicas moleculares tornou-se mais facil
identificar, caracterizar e quantificar confiavelmente isolados de BAL.

Uma boa perspectiva da técnica MLST integrada a industria, seria a
associacdo das cepas pertencentes aos diferentes ST encontrados com
caracteristicas tecnoldgicas industriais, para aplicacdo destas diferentes
cepas como culturas starters. Uma outra proposta seria a de trabalhar
caracteristicas fenotipicas, como producédo de aroma e flavor, dos isolados
dentro dos mesmos grupos PFGE e MLST, para observacdo de maior ou
menor capacidade destes compostos.
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Anexo 1
Perfil alélico de todos os ST conhecidos, para os genes testados (dados de
base para Lactococcus lactis subsp. lactis).

ST bcat glya pdp pepxp  pgk recn
1 1 1 1 1 8 1
2 1 6 6 6 3 8
3 7 7 8 2 13 3
4 1 1 6 8 13 1
5 8 8 9 9 10 9
6 1 1 1 1 1 1
7 1 1 6 8 11 1
8 2 3 7 7 3 3
9 1 1 1 1 5 5
10 1 1 1 1 12 1
11 2 2 2 2 3 3
12 1 1 11 8 7 12
13 2 2 2 2 2 2
14 4 4 3 4 6 6
15 1 1 1 1 5 1
16 1 1 1 1 7 1
17 6 3 5 5 3 7
18 1 1 1 1 5 11
19 2 11 13 2 3 3
20 2 10 12 11 3 13
21 5 5 4 1 9 3
22 3 1 1 1 5 1
23 10 1 1 1 5 1
24 2 3 2 3 4 4
25 9 9 10 10 10 10
26 8 12 14 12 14 14
27 11 6 15 13 15 15
28 11 6 16 13 15 15
29 2 13 2 3 4 4
30 2 13 2 3 4 16
31 4 4 3 4 16 17
32 11 6 15 13 14 15
33 2 13 2 3 3 4
34 1 1 1 1 5 18
35 12 9 10 10 10 10
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Anexo 2
Solucgdes utilizadas para efetuar a extracdo do DNA genémico

Tris HCI 20 mM, pH 8,0

EDTA 2mM

Triton X100 1 %

TE: Tris 10 mM, EDTA 1mM, pH 8,0

Tampao de lise: TE + triton + lisozima + mutanolisina
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