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RESUMO 

 
MIRANDA, Rodrigo Otávio, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, junho de 
2017. Expressão de g enes associados a condições de estresse por Listeria 
monocytogenes  em interação com Lactococcus lactis  produtor de nisina.  
Orientador: Luís Augusto Nero. Coorientadora: Maria Emilene Martino-Campos 
Galvão. 
 
A utilização de cepas fermentadoras de Lactococcus lactis subsp. lactis produtoras 

de nisina em alimentos fermentados tem vantagem para a indústria pois permite um 

controle adicional de contaminantes, como o patógeno de origem alimentar Listeria 

monocytogenes. No entanto, as interações microbianas devem ser avaliadas para 

garantir a produção da bacteriocina no alimento e o efeito na população do patógeno. 

L. monocytogenes tem a capacidade de resistir a diversas condições de estresse 

encontradas no alimento e durante o processamento, expressando diferentes genes 

como o fator siga alternativo (sigB), a enzima glutamato descarboxilase (gadD), a 

chaperona GroEL e o transportador de glicina betaína (gbu). A exposição a uma 

condição de estresse em nível subletal é capaz de conferir uma maior resistência a 

L. monocytogenes de sobreviver a outras situações. Nesse contexto, o objetivo deste 

trabalho foi avaliar a expressão de genes de estresse de L. monocytogenes em 

interação com L. lactis subsp. lactis produtor de nisina em meio de cultura e leite. A 

produção de nisina em caldo BHI e leite foi avaliada por sua detecção no 

sobrenadante do meio de crescimento e pela expressão do gene nisK. A expressão 

dos genes de estresse de L. monocytogenes sigB, gadD2, groEL e gbu foi avaliada 

relativamente a cultura pura e na interação com L. lactis subsp. lactis. A expressão 

relativa dos genes de estresse de L. monocytogenes foi variável. No entanto, a 

expressão dos genes sigB, groEL e gbu foi inferior no tempo de 24 h durante a 

interação, em relação a cultura pura, o que pode indicar uma menor capacidade de 

sobrevivência aos estresses quando a bactéria se encontra em interação com L. lactis 

subsp. lactis produtor de nisina. 
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ABSTRACT 

 
MIRANDA, Rodrigo Otávio, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, June, 2017. 
Expression of genes associated with stress conditions by Listeria 
monocytogenes  in interaction with nisin producer Lactococcus lactis . 
Advisor: Luís Augusto Nero. Co-advisor: Maria Emilene Martino-Campos Galvão. 
 
The use of nisin producing fermentative strains of Lactococcus lactis subsp. lactis 

in fermented foods has an advantage for the industry because it allows an 

additional control of contaminants, such as the food-borne pathogen Listeria 

monocytogenes. However, microbial interactions should be evaluated to ensure 

bacteriocin production in the food and the effect on the pathogen population. L. 

monocytogenes has the ability to withstand the various stress conditions 

encountered in food and during processing, expressing different genes such as 

the alternative sigma factor (sigB), the glutamate decarboxylase enzyme (gadD), 

the GroEL chaperone and the glycine betaine transporter (gbu). The exposure to 

a stress condition at the sublethal level is able to confer a greater resistance to 

L. monocytogenes to survive other situations. In this context, the aim of this work 

was to evaluate the expression of L. monocytogenes stress genes in interaction 

with nisin producing L. lactis subsp. lactis in culture medium and milk. The 

production of nisin in BHI broth and milk was evaluated by its detection in the 

supernatant of the growth medium and by the expression of the nisK gene. 

Expression of sigB, gadD2, groEL and gbu stress genes of L. monocytogenes 

was evaluated for pure culture and for the interaction with L. lactis subsp. lactis. 

The relative expression of the L. monocytogenes stress genes was variable. 

However, expression of the sigB, groEL and gbu genes was lower at 24 h during 

interaction than in pure culture, which may indicate a lower ability to survive stress 

when the bacterium is interacting with nisin producing L. lactis subsp. lactis. 
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INTRODUÇÃO 

 

Listeria monocytogenes é o agente etiológico da listeriose, doença de 

origem alimentar que, apesar de apresentar baixa morbidade, possui alta taxa 

de mortalidade para grupos de risco, como gestantes e imunocomprometidos. 

Diversos genes estão relacionados com a virulência de L. monocytogenes, que 

permitem a entrada do patógeno em células hospedeiras, a multiplicação no 

citoplasma e a movimentação intercelular. 

Devido a sua veiculação por alimentos, L. monocytogenes é submetida 

a diversas condições estressantes durante o processamento e estocagem. A 

capacidade de sobreviver a essas condições está relacionada à expressão de 

diferentes genes, como o regulador geral de estresse sigB, e genes específicos 

envolvidos em estresses, como ácido (gadD), térmico (chaperonas) e osmótico 

(transportadores de solutos compatíveis). 

O controle de L. monocytogenes em alimentos é importante nas diversas 

etapas da produção, desde a obtenção da matéria prima, passando pelo 

processamento, e finalmente na estocagem e durante a manipulação direta 

pelos consumidores. Apesar deste patógeno ser susceptível à maioria dos 

tratamentos térmicos, a contaminação pode ocorrer após o processamento, 

devido a sua grande capacidade em permanecer no ambiente de 

processamento. Dessa maneira, a inclusão de um controle no produto aumenta 

a segurança em relação a esse micro-organismo nos alimentos. A utilização de 

bacteriocinas, em especial a nisina, tem como finalidade esse tipo de controle. 

Nisina é uma bacteriocina da classe dos lantibióticos, produzida por 

alguns isolados de Lactococcus lactis subsp. lactis. Diversos genes são 

importantes para sua síntese (desidratação de aminoácidos, ciclização de partes 
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da molécula), sua exportação e a auto-imunidade da bactéria produtora. Essa 

bacteriocina apresenta capacidade bactericida e bacteriostática para bactérias 

Gram positivas, como L. monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus spp. 

e Clostridium spp. Nisina apresenta a certificação GRAS para alimentos, 

podendo ser utilizada por ser reconhecidamente segura para consumo humano. 

A sua incorporação no alimento pode ser realizada pela adição do peptídeo pré-

purificado, ou pela fermentação in situ no alimento por cepas de L. lactis subsp. 

lactis produtoras de nisina. 

A aplicação de L. lactis subsp. lactis produtor de nisina na fermentação de 

produtos deve ser corretamente avaliada para garantir a produção da 

bacteriocina no alimento. Além disso, essa bactéria é capaz de produzir outros 

compostos com atividade antimicrobiana, como ácidos orgânicos, auxiliando no 

controle microbiano. Nesse sentido, são necessários estudos para verificar a 

interação das bactérias fermentadoras com contaminantes como L. 

monocytogenes, para avaliar como a produção de bacteriocina e outros 

compostos microbianos pode modificar a fisiologia bacteriana e as respostas às 

diferentes condições de estresse encontradas nos alimentos. Diferentes 

condições de estresse subletais podem levar a resistência cruzada a outras 

condições, aumentando a capacidade da bactéria em permanecer no alimento e 

até mesmo se multiplicar. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressão de genes associados a 

condições de estresse de L. monocytogenes em interação com uma cepa 

fermentadora de L. lactis subsp. lactis produtora de nisina em meio de cultura e 

leite 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1. Gênero Listeria  

 

O gênero Listeria compreende bacilos Gram positivos, medindo 0,5 µm 

de diâmetro e 1-2 µm de comprimento, não formadoras de cápsulas ou esporos. 

Apresentam flagelos peritríquios responsáveis pelo movimento dependente da 

temperatura. O conteúdo C + G de DNA está entre 36 e 42%, enquadrando o 

gênero no Filo Firmicutes, e tendo similaridade com os gêneros Bacillus e 

Staphylococcus (Rocourt & Buchrieser, 2007). A primeira descrição do gênero 

foi feita por Murray, Webb e Swann em 1926, quando observaram a morte de 

filhotes de coelhos em 1924 no Departamento de Patologia de Cambridge 

(Murray et al., 1926). Devido à característica de intensa leucocitose 

mononuclear, eles deram o nome genérico de Bacterium monocytogenes para o 

isolado. Em 1927, Pirie isolou o mesmo agente etiológico de ratos do deserto 

mortos na África do Sul, dando o nome de Listerella hepatolytica 1, em 

homenagem a Lord Lister, famoso pesquisador de nomenclatura bacteriológica 

(Pirie, 1927). Devido à atribuição prévia de outros gêneros com o mesmo nome, 

em 1940 Pirie propôs o nome Listeria, que se mantém até os dias de hoje (Pirie, 

1940). 

Ecologicamente, as espécies de Listeria podem ser consideradas 

ubiquitárias. Características de desenvolvimento, como alta tolerância a sais, 

resistência a baixa atividade de água, faixas amplas de pH e multiplicação em 

baixas temperaturas fazem com que esses micro-organismos se adaptem a 

diversos habitats (Sauders & Wiedmann, 2007). Seu habitat mais comum é o 

solo e material vegetal em decomposição. No entanto, a capacidade de formar 
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biofilmes leva à colonização de diversos ambientes (Møretrø & Langsrud, 2004), 

incluindo equipamentos de produção agrícola e ambientes de produção de 

alimentos (Carpentier & Cerf, 2011). 

As espécies mais reconhecidas desse gênero são L. monocytogenes, L. 

grayi, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii. Com a maior 

acessibilidade de técnicas moleculares de sequenciamento, um maior número 

de espécies de Listeria tem sido descrito, como L. marthii, L. rocourtiae, L. 

fleischmannii, L. weihenstephanensis, L. floridensis, L. aquatica, L. cornellensis, 

L. riparia, L. grandensis, L. booriae, L. newyorkensis (Graves et al., 2010; 

Leclercq et al., 2010; Bertsch et al., 2013; Halter et al. 2013; den Bakker et al., 

2014; Weller et al., 2015). Dentre essas espécies, se destacam L. 

monocytogenes e L. ivanovii que são patógenos oportunistas dos humanos e 

animais (Gouin et al., 1994). 

 

1.1. Listeriose humana e virulência 

 

L. monocytogenes é um patógeno oportunista dos humanos e de 

diversos animais, incluindo os domésticos. Diversos surtos de listeriose foram 

descritos desde 1929, porém apenas na década de 1980 determinou-se que a 

principal forma de transmissão do patógeno é a via alimentar (Schlech et al., 

1983; Fleming et al., 1985). 

A listeriose se apresenta com mais frequência em populações de risco, 

como mulheres grávidas, idosos, recém-nascidos e pessoas com sistema imune 

fragilizado, como pacientes com câncer, transplantados e portadores de 

AIDS/HIV (Swaminathan & Gerner-Smidt, 2007). Dessa maneira, sua morbidade 

é baixa, estimada entre 0,36 e 5 casos por milhão de pessoas nos países 
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desenvolvidos (Ferreira, 2014). No entanto, devido a maior fragilidade da saúde 

dessa população, a taxa de mortalidade pode chegar a mais de 30%, 

diferentemente das outras doenças de origem alimentar mais comuns. Segundo 

dados recentes do Centro de Controle e Prevenção de Doenças dos Estados 

Unidos (CDC), no ano de 2016, ocorreram 127 casos de listeriose nos Estados 

Unidos, contabilizando 17 mortes e uma mortalidade de 13,4% (Marder et al., 

2017). 

Após a ingestão de alimento contaminado com L. monocytogenes, o 

micro-organismo é capaz de entrar pelo epitélio intestinal pelas células M das 

placas de Peyer (Siebers & Finlay, 1996) ou pelas células epiteliais (Karusanagar 

et al., 1994). Após essa entrada, L. monocytogenes pode infectar macrófagos, 

podendo ser levada a outros órgãos pela via sanguínea ou linfática (Uranue, 

1997). Frequentemente, o patógeno segue para o fígado (Marco et al, 1997), 

onde hospedeiros saudáveis são capazes de eliminar o patógeno. Quando o 

sistema imune não responde eficientemente, L. monocytogenes pode atingir 

novamente a via sanguínea, levando a uma bacteremia, septicemia e infecção 

de outros órgãos (Conlan & North, 1994, Drevets & Bronze, 2008). Devido a essa 

rota específica de infecção, o período de incubação da listeriose pode passar de 

30 dias, o que dificulta a notificação e o rastreamento de possíveis surtos 

(Swaminathan & Gerner-Smidt, 2007). 

A listeriose pode se apresentar clinicamente em diferentes formas, 

dependente do grupo afetado e do grau de contaminação do alimento que deu 

origem à doença. Em mulheres grávidas, a listeriose pode se apresentar como 

perda fetal, natimorto, parto prematuro ou infecção neonatal (Poulsen & 

Czuprynski, 2013). No entanto, os sintomas na mulher grávida são pouco 

específicos, frequentemente descritos como resfriado, incluindo febre, dor de 
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cabeça, mialgia e desordens gastrointestinais (Lamont et al., 2011). A 

colonização do útero grávido por L. monocytogenes leva aos problemas de perda 

fetal e também à infecção do feto. A infecção do feto pode ser precoce ou tardia. 

Na forma precoce, a infecção ocorre no útero, e a doença se manifesta na 

primeira semana de vida, sendo mais comum a sepse que a meningite, e tendo 

como sintomas, dificuldade respiratória, febre e anormalidades neurológicas. Na 

fase tardia, a infecção ocorre provavelmente pela passagem do recém-nascido 

pelo canal vaginal em mulheres sem histórico de problemas de gravidez. A 

infecção nosocomial também pode ocorrer. Nesses casos, a forma mais comum 

da doença é a meningite, com taxas de mortalidade entre 20 e 30% (Painter & 

Stutsker, 2007). 

Casos de listeriose invasiva em adultos se apresentam como septicemia, 

meningite ou meningoencefalite, e a fatalidade é aproximadamente 30%. Os 

sintomas das fases nervosas da listeriose são: febre, indisposição, convulsão e 

estado mental alterado (Painter & Stutsker, 2007). 

A doença não invasiva causada por L. monocytogenes se apresenta 

como uma doença gastrointestinal febril, observada principalmente em 

hospedeiros sem condições debilitantes. Essa forma de infecção é autolimitante, 

e possui um período de incubação médio de um dia (Ooi & Lorber, 2005). A 

primeira descrição dessa síndrome ocorreu por consumo de leite com chocolate 

em um piquenique nos Estados Unidos, em que o alimento estava altamente 

contaminado com L. monocytogenes (109 UFC/mL) (Dalton et al., 1997). Dessa 

maneira, a manifestação dessa doença depende de alta carga infectante do 

alimento. 
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1.2. Determinantes genéticos da virulência de L. monocytogenes  

 

O genoma de L. monocytogenes EGD-e, utilizado como referência, 

apresenta um tamanho de 2,9 Mb, e 2.867 genes putativos para proteínas. 

Quando comparado com L. innocua, uma espécie próxima, geralmente 

considerada apatogênica, podem ser notadas pequenas diferenças genéticas 

(Glaser et al., 2001). Em especial, uma região do cromossomo das espécies 

patogênicas, L. monocytogenes e L. ivanovii, se destaca (Gouin et al., 1994). 

Essa região é denominada LIPI-1 e constitui uma ilha de patogenicidade, porém 

aparenta ter perdido sua mobilidade na história evolutiva das espécies (Vázquez-

Boland et al., 2001a). Além dos genes contidos nesta ilha genômica, outros 

genes distribuídos pelo cromossomo também são importantes na patogenia de 

L. monocytogenes e L. ivanovii, em especial genes que codificam proteínas 

denominadas internalinas, que podem estar organizadas como ilhotas (Figura 1 

(Dramsi et al., 1997). 

 

Figura 1. Principais determinantes genéticos de virulêcia em Listeria monocytogenes. 

a. LIPI-1; b. ilhotas de internalinas. Adaptado de Vázquez-Boland e colaboradores 

(2001a). 
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A invasão, proliferação e dispersão de L. monocytogenes em células 

eucarióticas apresentam fases bem distintas e têm uma regulação complexa. Em 

especial, o produto do gene prfA da LIPI-1 tem papel importante na regulação da 

virulência de L. monocytogenes, em comparação com a vida saprófita (Kreft & 

Vázquez-Boland, 2001). O gene prfA codifica a proteína PrfA, que é um 

regulador transcricional dos principais genes de virulência descritos para L. 

monocytogenes, incluindo sua própria transcrição, participando, portanto, de um 

controle de retroalimentação positivo. No entanto, sua expressão é regulada pela 

temperatura: abaixo de 30 °C, temperatura condizente com um ambiente 

saprofítico para o patógeno, a região 5’ não traduzível (5’-UTR) do mRNA de 

prfA é capaz de assumir uma estrutura secundária que impede a ligação do 

ribossomo, impossibilitando a sua tradução. A partir de uma elevação de 

temperatura, com ideal de 37 °C, temperatura encontrada no organismo 

hospedeiro, esse RNA termo-sensor perde a estrutura secundária e possibilita 

uma rápida tradução de PrfA (de las Heras et al., 2011). 

Estudos com prfA mutante e com carvão ativado comprovam a 

necessidade de um cofator para a sua atividade reguladora transcricional; 

porém, esse cofator ainda é desconhecido (Vega et al., 2004). Ativado, o PrfA 

reconhece uma região palindrômica do promotor dos genes de virulência, com 

sequência consenso TTAACANNTGTTAA. Essa sequência não se apresenta 

idêntica para todos os promotores, e as diferenças influenciam a regulação da 

expressão dos mRNAs em relação ao tempo e a quantidade de proteínas a 

serem expressas (Milohanic et al., 2003). 

A Figura 2 apresenta as fases da infecção das células epiteliais 

intestinais por L. monocytogenes. Ao entrar em contato com células não 

fagocitárias intestinais, moléculas do envelope celular denominadas internalinas 
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promovem a internalização da bactéria. InlA e InlB são as internalinas mais 

estudadas, porém outras moléculas homólogas podem ser encontradas no 

genoma (Vázquez-Boland et al., 2001a). O principal receptor reconhecido pelas 

internalinas é a E-caderina (Schubert et al., 2002), proteína de membrana da 

região basolateral dos enterócitos; porém, outras moléculas também são 

reconhecidas, especialmente pela InlB, como gC1q-R (Braun et al., 2000), 

receptor tirosina quinase Met e glucosaminoglicanos (GAGs) (Kuhn & Goebel, 

2007). O reconhecimento acontece por meio de repetições ricas em leucina que 

são conservadas em todas as internalinas (Lecuit et al., 1997). Após a ligação, 

as internalinas acionam diversas moléculas de interação com o citoesqueleto, 

promovendo a internalização da bactéria no interior de um vacúolo (Pizarro-

Cerdá et al., 2004). 

 

 

Figura 2. Esquema de entrada, multiplicação, movimento e propagação de Listeria 

monocytogenes em células hospedeiras. Fonte: Tilney & Portnoy (1989) 

 

Esse vacúolo fagocítico pode se fundir com lisossomos celulares, 

levando a uma queda brusca do pH interno, o que levaria a destruição das 
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células bacterianas. No entanto, L. monocytogenes é capaz de escapar desse 

vacúolo a partir da destruição de sua membrana. Os produtos de quatro genes 

estão envolvidos com essa estratégia de virulência: hly, plcA, plcB e mpl. O gene 

hly dá origem a uma proteína denominada listeriolisina O (LLO), uma toxina 

formadora de poros, ativada por tiol e dependente de colesterol (CDTX) 

(Geoffroy et al., 1987). Essa proteína é capaz de formar poros em membranas 

celulares contendo colesterol, característica das membranas das células 

humanas, e tem atividade ótima em pH 5,5, pH encontrado no interior do 

fagossomo (Beauregard et al., 1997). Dessa maneira, a atividade da LLO é 

específica para o fogossomo, impedindo a danificação da membrana celular da 

célula hospedeira, e da própria L. monocytogenes. Os genes plcA e plcB dão 

origem a duas fosfolipases C, fosfatidilinositol e fosfatidilcolina específicas, 

respectivamente. Juntamente com a LLO, essas enzimas são responsáveis pelo 

escape do fagossomo e pelo ataque aos lipídeos da membrana (Smith et al., 

1995). O gene mpl codifica uma metaloprotease, responsável pelo 

processamento extracelular da pró-enzima fosfolipase fosfatidilcolina específico 

(PlcB) (Bitar et al., 2008). 

Com o escape do fagossomo, L. monocytogenes se encontra no 

compartimento citoplasmático da célula hospedeira, onde consegue se 

multiplicar (Marquis et al., 1993). A partir da expressão da proteína ActA, a 

bactéria consegue polimerizar actina e outros componentes do citoesqueleto da 

célula hospedeira de uma forma polarizada, adquirindo motilidade intra e 

intercelular, característica observada com técnicas de fluorescência e descritas 

como “cauda de cometa” (Dabiri et al., 1990; Kocks et al., 1992; Loisel et al., 

1999). Ao atingir a extremidade de uma célula, L. monocytogenes consegue 

formar protrusões parecidas com microvilosidades, conseguindo invadir a 
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superfície de células vizinhas (Tilney & Portnoy, 1989). Esta invasão leva a 

fagocitose da bactéria em um vacúolo de dupla membrana, que é posteriormente 

lisado com a ação da LLO e das fosfolipases C (Smith et al., 1995). Dessa 

maneira, L. monocytogenes consegue se propagar entre células vizinhas, 

evitando a passagem pelo interstício celular, e escapando do sistema imune. A 

mesma capacidade de invadir células vizinhas permite a colonização de 

macrófagos, permitindo a bactéria atingir o sistema circulatório e linfático, e 

permitindo o acesso a outros tecidos do organismo hospedeiro. 

Outros fatores são também importantes para a virulência de L. 

monocytogenes, porém não estão intimamente relacionados à invasão das 

células hospedeiras (Vázquez-Boland et al., 2001b). Entre eles podem ser 

citados: hidrolase de sais biliares, conferindo resistência à passagem do intestino 

delgado (Dussurget et al., 2002); p60, proteína envolvida na divisão celular e 

associada à fagocitose (Pilgrim et al., 2003); superóxido dismutase e catalase, 

envolvidas na detoxificação de espécies reativas de oxigênio (Haas & Goebel, 

1992); mediadores de resposta a estresse, como ClpC e ClpE; e sistemas de 

captação de ferro, elemento importante para a sobrevivência do patógeno e 

pouco disponível no organismo hospedeiro (Nair et al., 1999; Nair et al., 2000). 

 

1.3. Respostas de L. monocytogenes  a condições de estresse 

 

L. monocytogenes possui uma grande quantidade de fatores de 

virulência que permitem a colonização de um hospedeiro (Vázquez-Boland et al., 

2001a). Sua característica ubiquitária é demonstrada pela sua presença em 

material vegetal, alimento animal, ambiente de produção e fabricação de 

alimentos e no próprio alimento. Durante sua presença nesses ambientes 
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diversos, as células de L. monocytogenes estão frequentemente sujeitas a 

situações não ideais para a multiplicação celular, enfrentando alterações de 

temperatura, pH, osmolaridade, além da presença de substâncias inibitórias ou 

letais para a célula (Freitag et al., 2009). Nesse contexto, L. monocytogenes 

depende de diferentes respostas fisiológicas para permitir a sobrevivência 

nessas condições de estresse. Uma grande variedade de genes é expressa 

nessas condições, tendo uma regulação dependente da capacidade das células 

detectarem as condições adversas de multiplicação (Hill et al., 2002). 

A capacidade de L. monocytogenes em sobreviver nessas condições 

adversas é tão importante para que ocorra a listeriose quanto os genes de 

virulência, já que a presença de células viáveis no momento do consumo do 

alimento pelo hospedeiro é a etapa inicial para a transmissão do patógeno e 

desenvolvimento da listeriose (Vázquez-Boland et al., 2001a). As condições de 

estresse são encontradas durante o processamento e nos alimentos, como 

processos térmicos e refrigeração, fermentação, adição de sais, açúcares e 

conservantes (Lado & Yousef, 2007). A tecnologia de barreiras é uma prática 

adotada pela indústria alimentícia, consistindo na utilização de diversos fatores 

de redução da contaminação ou do desenvolvimento microbiano, evitando-se 

assim uma exposição desproporcional de apenas um fator, por exemplo, uma 

temperatura muito elevada, que diminuiria o valor nutricional do alimento 

(Leistner, 2000). As condições de processamento definidas como barreiras 

devem ser adequadas para inibir o desenvolvimento ou eliminar os micro-

organismos. Falhas nessas condições podem levar a resposta da bactéria contra 

esse estresse, que frequentemente possibilita uma resposta cruzada a estresses 

relacionados (Casey et al., 2014). Dessa maneira, as barreiras subsequentes 
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podem não ser suficientes para garantir o controle de L. monocytogenes e outros 

micro-organismos. 

A resposta cruzada a condições de estresse é característica de diversos 

micro-organismos, incluindo L. monocytogenes. Essa resposta é observada 

após a exposição a uma condição de estresse não letal, levando a uma 

adaptação da célula e capacidade de sobrevivência a mesma condição em 

intensidade maior e a outros tipos de estresse (Lou & Yousef, 1997). Apesar da 

atenção voltada à resposta a condições de estresse por L. monocytogenes no 

alimento e no ambiente de processamento, essas respostas também são 

encontradas durante a fase patogênica da bactéria dentro do hospedeiro. Após 

a ingestão do alimento, as células de L. monocytogenes devem sobreviver à 

acidez estomacal, a uma mudança drástica da temperatura ambiental, à 

presença de sais biliares e ácidos de cadeia curta, às variações de osmolaridade 

do trato gastro-intestinal, à competição de nutrientes no lúmen intestinal, à 

presença de substâncias inibitórias do hospedeiro e da microbiota residente e ao 

ambiente hostil do fagolisossomo após a internalização das células intestinais 

(Flint et al., 2016). Dessa maneira, diversos genes associados ao estresse estão 

envolvidos na patogenicidade de L. monocytogenes, e a pré-adaptação a essas 

condições no alimento pode levar a uma elevada capacidade desse micro-

organismo de sobreviver no hospedeiro após a ingestão desse alimento 

contaminado (Gahan & Hill, 2014). 

Dentre as condições de estresse enfrentadas por L. monocytogenes, 

alterações na temperatura (estresse térmico), acidez (estresse ácido) e pressão 

osmótica (estresse osmótico) são as mais frequentemente encontradas no 

processamento dos alimentos e no hospedeiro. 
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1.3.1. Estresse térmico 

 

A faixa ótima de multiplicação de L. monocytogenes se encontra entre 

30-37 °C (McLauchlin & Rees, 2009). As macromoléculas presentes na célula, 

tanto no envelope celular como no citoplasma, são evolutivamente adaptadas 

para seu melhor funcionamento nessa faixa de temperatura (Somero, 1995). No 

entanto, uma alteração do ambiente para uma temperatura mais elevada, porém 

não letal, acarretará em diversos processos nocivos para a célula. A principal 

alteração ocorre a nível estrutural das proteínas, que perdem sua conformação 

nativa (Elias et al., 2014). Essa perda de conformação é prejudicial para a célula 

devido à redução na sua capacidade metabólica ou estrutural, e também devido 

à exposição de resíduos de aminoácidos hidrofóbicos presentes no núcleo da 

proteína. Essa exposição de resíduos hidrofóbicos pode levar a interações 

proteicas e precipitação citoplasmática, o que é extremamente tóxico para a 

célula (Bednarska et al., 2013). 

A resposta celular a esse tipo de estresse é denominada resposta ao 

choque térmico, e é altamente conservada em diversos organismos (Feder & 

Hofmann, 1999). Ela consiste no aumento da expressão de diversas proteínas 

envolvidas no correto dobramento proteico, denominadas chaperonas (Saibil, 

2013), ou na degradação de proteínas incorretamente dobradas, as proteases 

(Olivares et al., 2015). As chaperonas e proteases são constitutivamente 

expressas na célula, mesmo em condições normais de desenvolvimento, devido 

a sua necessidade no processamento proteico. No entanto, ao entrar em choque 

térmico há um aumento da necessidade dessas proteínas no citoplasma 

(Schumann, 2016). 
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As principais chaperonas expressas no choque térmico são GroEL/S, 

DnaK e DnaJ. O complexo proteico de GroES/GroEL é um heptâmero que tem 

a aparência de um “barril”. No interior desse “barril” é formado um ambiente 

hidrofóbico onde as proteínas a serem redobradas passam para adquirir uma 

nova conformação. A energia de ATP é utilizada na função dessa chaperona, e 

frequentemente uma proteína necessita de várias interações para ser 

corretamente dobrada (Hayer-Hartl et al., 2016). DnaK e DnaJ estão envolvidas 

principalmente na ligação de proteínas durante sua tradução no ribossomo, 

impedindo o dobramento precoce, garantindo a correta formação dos domínios 

das proteínas (Willmund et al., 2013). Também apresentam a função de 

identificação de proteínas incorretamente dobradas e apresentação a proteases 

para degradação (Priya et al., 2013). 

Diferentemente de Escherichia coli e outras bactérias Gram negativas, 

que possuem um fator sigma dedicado ao estresse térmico (σ32) (Arsène et al., 

2000), L. monocytogenes apresenta uma regulação da expressão de 

chaperonas baseada em um fator transcricional negativo denominado HrcA 

(Hanawa et al., 2000). Esse fator transcricional é constitutivamente expresso, 

porém seu correto dobramento depende da interação com a chaperona GroEL/S 

após sua tradução no ribossomo, permitindo sua ligação em uma região dos 

promotores por ele regulados denominada CIRCE (do inglês “controlling inverted 

repeat of chaperone expression” - ou repetição invertida de controle da 

expressão de chaperona) (Zuber & Schumann, 1994). Quando a célula se 

encontra em uma situação de estresse térmico, um maior número de proteínas 

no citoplasma se encontra desnaturado, levando a uma menor disponibilidade 

de GroEL/S, reduzindo a concentração do regulador negativo HrcA na sua forma 

nativa (Schumann, 2003). Dessa maneira, os promotores regulados se 
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encontram disponíveis para ligação da RNA-polimerase e podem transcrever as 

chaperonas e outras proteínas do choque térmico. 

As proteases de choque térmico formam um complexo, contendo uma 

subunidade com capacidade proteolítica (ClpP) que se liga a diferentes 

subunidades com função de quebra de ATP. Essa ligação torna o complexo uma 

potente serina protease, capaz de degradar proteínas tóxicas no citoplasma 

(Frees et al., 2007). As principais subunidades ATPase descritas em L. 

monocytogenes são as ClpB (Chastanet et al., 2004), ClpC (Rouquette et al., 

1996) e ClpE (Nair et al., 1999). 

A regulação da expressão das proteases Clp em L. monocytogenes é 

semelhante à de Bacillus subtilis. A expressão dessas proteínas é reprimida pela 

proteína CtsR, que se liga no promotor dos genes expressos em sítios de ligação 

da subunidade σA da RNA-polimerase (Nair et al., 2000). O repressor CtsR é 

transcrito em um operon contendo o gene clpC e outros dois genes regulatórios, 

mcsA e mcsB. MrsB possui atividade tirosina quinase, capaz de fosforilar MrsA, 

que por sua vez doa o fosfato a CtsR levando a sua degradação (Kirstein et al., 

2005). Essa cascata de fosforilação é dependente da ativação do choque 

térmico, quando há uma indisponibilidade de ClpC, que tem a função de inibir a 

atividade de tirosina quinase de MrsB (Kirstein & Turgay, 2006). 

 

1.3.2. Estresse ácido 

 

L. monocytogenes pode se desenvolver em uma ampla faixa de pH 

(McLauchlin & Rees, 2009). No entanto, quando o meio externo se encontra fora 

da neutralidade, a célula mantém o pH intracitoplasmático numa faixa 

fisiologicamente adequada (Krulwich et al., 2011). Nesse aspecto, a presença de 
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ácidos orgânicos fracos no ambiente tem um papel importante no estresse ácido. 

Fora da célula, com um pH reduzido, esses ácidos se encontram na forma 

indissociada, podendo atravessar a membrana citoplasmática. Uma vez no 

citoplasma, o pH mais elevado leva a protonação desse ácido, e a diminuição do 

pH intracelular (Cotter & Hill, 2003). Essa redução de pH é tóxica para célula, 

levando a redução da atividade de proteínas do citoplasma e a perda do 

potencial de membrana de prótons, importante em fatores como a geração de 

ATP e força próton motora (Krulwich et al., 2011). 

Para sobreviver nessas condições, L. monocytogenes remove o íon H+ 

em excesso do citoplasma de diferentes maneiras. As principais formas de 

redução da acidificação do citoplasma consistem na descarboxilação e na 

deaminação de aminoácidos e na utilização da bomba de prótons para bombear 

o H+ citoplasmático para o exterior celular (Smith et al., 2013). 

A principal reação ao estresse ácido em L. monocytogenes é a 

descarboxilação do aminoácido glutamato. Nesse processo, ocorre a formação 

de ácido Ȗ-aminobutírico (GABA) e CO2 através da ação da enzima glutamato-

descarboxilase (GadD), sendo consumido um próton no processo. A principal 

fonte de glutamato é extracelular, dessa maneira a célula utiliza um sistema de 

transportadores de membrana para trocar o GABA pelo glutamato, denominado 

glutamato GABA antiporter (GadT) (Cotter et al., 2001). Já foram descritos 

diferentes genes relacionados ao sistema de descarboxilação de glutamato em 

L. monocytogenes, em especial dois sistemas denominados gadD1T1, gadD2T2 

e um gene separado gadD3 (Gahan & Hill, 2014). O primeiro sistema aparenta 

ter maior atividade em condições de acidez mediana, e está ausente em isolados 

do sorotipo 4b (Cotter et al., 2005; Chen et al., 2012). A expressão das proteínas 

envolvidas no sistema de descarboxilação de glutamato é coordenada pelo fator 
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sigma alternativo σB, responsável pela transcrição de genes da fase estacionária 

de multiplicação celular e em outras respostas a diferentes condições de 

estresse (Wemekamp-Kamphuis et al., 2004). 

Uma segunda forma de aumentar o pH citoplasmático encontrada por L. 

monocytogenes é a deaminação do aminoácido arginina. Nesse processo, várias 

reações levam a formação de ornitina, NH3, CO2 e ATP a partir da arginina. As 

duas moléculas de NH3 geradas nesse sistema podem combinar com H+ 

citoplasmático, formando íon amônio (NH4+) aumentando o pH interno da célula 

(Gruening et al., 2006). A regulação da expressão gênica do sistema de 

deaminação de arginina envolve uma rede complexa envolvendo σB, PrfA e o 

regulador transcricional ArgR (Ryan et al., 2009). 

A bomba de prótons celular F0F1-ATPase é utilizada na geração de ATP 

por micro-organismos capazes de respirar oxigênio quando acoplada a cadeia 

transportadora de elétrons (Deckers-Hebestreit & Altendorf, 1996). L. 

monocytogenes aparenta não possuir uma cadeia transportadora de elétrons 

completa, porém pode utilizar a ATPase para produção de energia utilizando 

alguns aminoácidos (Cotter et al., 2000). No entanto, em condições de 

acidificação do citoplasma, onde a proporção de H+ intra e extracitoplasmática 

se inverte, essa bomba de prótons pode consumir ATP para eliminar o excesso 

de prótons do citoplasma (Cotter & Hill, 2003). A atividade da ATPase é 

controlada pela afinidade de sua subunidade ε pela molécula de ADP e pela 

presença da força próton motora (Feniouk & Junge, 2005), diferenciando esse 

dos outros sistemas de resposta ao estresse que apresentam uma maior 

expressão das suas proteínas relacionada ao ambiente ácido. 

 



19 
 

1.3.3. Estresse osmótico 

 

Em condições fisiológicas ideais, o citoplasma bacteriano apresenta 

osmolaridade levemente superior quando comparado ao meio em que está 

presente. A parede bacteriana impede o rompimento da membrana plasmática, 

e gera um turgor necessário para o crescimento celular e posterior divisão 

(Csonka, 1989). 

Quando o meio apresenta uma osmolaridade superior à do citoplasma, 

como no caso de alimentos com alta concentração de sais e açúcares, o 

citoplasma perde água por osmose, levando a perda do volume citoplasmático e 

retração da membrana celular, um processo denominado plasmólise (Pilizota & 

Shaevitz, 2013). Nessa situação a célula se encontra em estresse osmótico e 

responde aumentando a concentração celular de compostos denominados 

solutos compatíveis. Esses compostos podem ser transportados para o 

citoplasma ou sintetizados, e têm uma baixa interferência com o metabolismo 

celular mesmo em altas concentrações (Imhoff, 1986). 

O primeiro soluto compatível a ser acumulado numa resposta ao 

estresse osmótico é o potássio (K+). Juntamente com seu contraíon glutamato, 

o potássio é importado para o interior celular rapidamente, restabelecendo o 

equilíbrio osmótico com o exterior celular (Csonka, 1989). Durante essa etapa 

inicial, outros transportadores são expressos para a substituição do K+, que 

apesar de ser um soluto compatível, pode interferir com algumas interações 

moleculares quando em alta concentração (Sutherland et al., 1986). Os solutos 

compatíveis mais utilizados por L. monocytogenes são glicina-betaína e 

carnitina, moléculas presentes em tecidos vegetais e animais, respectivamente 

(Rhodes & Hanson, 1993; Meadows & Wargo, 2015).  
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Os transportadores de glicina-betaína em L. monocytogenes são BetL e 

Gbu (Sleator et al., 2003). Mutantes sem a expressão de cada um dos 

transportadores são mais susceptíveis a estresse osmótico, porém mutantes de 

gbu apresentam maior redução do transporte desse soluto compatível 

(Wemekamp-Kamphuis et al., 2002). OpuC é o principal transportador de 

carnitina, apesar de estudos comprovarem a sua capacidade de importar glicina 

betaína, semelhante aos outros dois transportadores (Angelidis & Smith, 2003). 

Apesar do aumento da expressão desses genes frente a indução de 

estresse osmótico, até o momento não foi definido claramente a maneira que a 

célula sinaliza a expressão desse estresse específico, sendo que as pesquisas 

têm como foco moléculas sensitivas da membrana plasmática (Wood, 2015). No 

entanto, o estresse osmótico é um importante ativador da regulação de Sigma 

B, e já foram descritos potenciais promotores relacionados a esse fator nos 

genes para os três transportadores (Cetin et al., 2004), e foi confirmada a 

expressão de genes de opu dependente de σB (Fraser et al., 2003). 

 

1.3.4. Regulador geral de estresse - sigma B 

 

O fator sigma é a subunidade da RNA polimerase responsável pelo 

reconhecimento da sequência dos promotores dos genes. Diferentes fatores 

sigmas podem existir na mesma célula e a ligação das diferentes subunidades 

sigma depende da concentração encontrada em determinado momento em 

função da fisiologia celular (Feklistov et al., 2014). Dessa maneira, a célula é 

capaz de alternar uma grande quantidade de genes transcritos para se adaptar 

rapidamente a diferentes condições fisiológicas (Gruber & Gross, 2003). Em 

geral, as bactérias apresentam um fator sigma principal, responsável pela 
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transcrição de genes em qualquer condição fisiológica. Em bactérias Gram 

positivas como Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e L. monocytogenes, 

esse fator sigma principal recebe o nome de sigma A (σA). No entanto, as 

bactérias podem apresentar uma grande variedade de fatores sigma 

alternativos, responsáveis pela expressão de genes em situações como 

estresses específicos, metabolismo de compostos alternativos e esporulação 

(Paget & Helmann, 2003). Em L. monocytogenes, o fator sigma B (σB) é 

responsável pela expressão de genes na fase estacionária de desenvolvimento 

e em resposta a diferentes tipos de estresse (Wemekamp-Kamphuis et al., 

2004). 

A regulação da expressão de genes por sigma B acontece a nível 

transcricional e pós-traducional. O gene sigB, que dá origem a proteína σB, é 

expresso constitutivamente através de um promotor de reconhecimento de σA, 

porém um outro promotor permite a transcrição do gene por σB, permitindo uma 

retro-regulação positiva de transcrição (Guldimann et al., 2016). A proteína 

traduzida é mantida inativa pela ação de um fator anti-sigma RsbW, que se liga 

ao σB e impede sua interação com a RNA-polimerase (Benson & Haldenwang, 

1993). Outra proteína, RsbV, um fator anti-anti-sigma, pode se ligar a RsbW, 

liberando o fator sigma alternativo para se ligar ao núcleo da RNA polimerase 

(Dufour & Haldenwang, 1994). A atividade de RsbV depende da sua fosforilação, 

que é realizada por duas fosfatases RsbU e RsbP (em Bacillus subtilis), e 

também pela atividade quinase de RsbW (Shin et al., 2010). 

Situações de estresse ambiental (como elevada temperatura ou 

osmolaridade) ou estresse energético (redução de carbono ou ATP) são 

percebidas pela célula de uma maneira não muito bem definida através de um 

complexo multissubunidades denominado estresseassomo em B. subtilis, 
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formado principalmente pelas proteínas RsbS, RsbT e RsbR. Esse complexo é 

responsável pela atividade fosfatase de RsbU e RsbP, levando ao controle geral 

da atividade de sigma B (Marles-Wright & Lewis, 2008). Sigma B em L. 

monocytogenes regula a transcrição de aproximadamente 130 genes, conforme 

observado em experimentos de análise transcricional (Guldimann et al., 2016). 

Os genes regulados participam em: estresse osmótico, frio e ácido; virulência; 

invasão celular no hospedeiro; resistência à bile; e resistência a alguns 

antibióticos. 

Diferentes genes relacionados à resposta a estresse apresentam 

promotores dependentes de σB para transcrição. Glutamato descarboxilase, e 

glutamato/GABA antiporter, envolvidos em estresse ácido (Wemekamp-

Kamphuis et al., 2004); transportadores de solutos compatíveis (glicina betaína 

e carnitina) (Cetin et al., 2004), envolvidos em estresse osmótico e frio e a 

hidrolase de sais biliares Bsh, responsável pela sobrevivência de L. 

monocytogenes no intestino (Kazmierczak et al., 2003) possuem promotores de 

ligação de sigma B em seus genes, fazendo portanto parte do regulon desse 

sigma alternativo. Adicionalmente, o regulador geral de virulência de L. 

monocytogenes PrfA apresenta um promotor alternativo de sigma B, indicando 

um possível papel desse fator na patogênese (Ollinger et al., 2009). Também foi 

demonstrada que resistência a algumas substâncias antimicrobianas com 

atividade no envelope celular, incluindo bacteriocinas, como nisina e lacticina 

γ147 são influenciadas pela expressão de σB (Begley et al., 2006). 
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1.4. Controle de L. monocytogenes  em alimentos 

 

L. monocytogenes pode contaminar o alimento em diferentes pontos da 

cadeia produtiva e no consumo (Muhteren-Uyar et al., 2015). Apesar da 

importância de alimentos prontos para o consumo na veiculação desse 

patógeno, a contaminação cruzada durante o preparo nas residências também 

deve ser considerada na epidemiologia da listeriose (Wilks et al., 2006). 

A matéria-prima pode ser considerada como uma das fontes de 

contaminação iniciais de L. monocytogenes. Nesse contexto, o risco 

microbiológico relacionado a esse patógeno aumenta em alimentos cujo 

processamento não envolve a eliminação de micro-organismos, como 

tratamentos térmicos (Lianou & Sofos, 2007). A pasteurização e o tratamento de 

ultraalta temperatura são eficientes para a eliminação de L. monocytogenes 

(Mackey & Bratchell, 1989). 

A característica ubiquitária de L. monocytogenes também permite que o 

patógeno persista no ambiente de processamento. Uma vez que o patógeno seja 

introduzido no ambiente, a sua eliminação é dificultada pela sua capacidade de 

adesão e formação de biofilmes (Valderrama & Cutter, 2013). Dessa maneira, o 

alimento pode ser contaminado na indústria, inclusive após tratamentos 

industriais para eliminação de micro-organismos. Esse tipo de contaminação é 

comum no processamento de queijos, especialmente maturados (Guillier et al., 

2008), e produtos de charcutaria, como salsichas e linguiça (Ristori et al., 2014). 

Uma vez no alimento, L. monocytogenes pode se multiplicar durante a 

vida de prateleira, inclusive em condições de refrigeração, devido a sua 

característica psicrotrófica. Alimentos com condições adequadas a sua 

multiplicação, como alta atividade de água e pH próximo a neutralidade, podem 
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apresentar altas contagens de L. monocytogenes no fim de estocagem, 

aumentando o risco de veiculação de listeriose (Donnely & Briggs, 1986). 

Técnicas gerais de controle de micro-organismos contaminantes em 

alimentos, associadas às tecnologias de fabricação dos alimentos, podem ter um 

papel no controle da multiplicação de L. monocytogenes. Assim, alimentos 

fermentados, como queijos e salames apresentam baixo pH e presença de 

ácidos orgânicos que são capazes de inibir a multiplicação do patógeno (Breidt 

& Fleming, 1998). Outros processos, como adição de sal, açúcar e outros 

compostos que diminuem a atividade de água (Farber et al., 1992), e a adição 

de condimentos com propriedades bactericidas e bacteriostáticas (Oussalah et 

al., 2007) podem levar ao controle de L. monocytogenes no alimento. Nisina, 

uma bacteriocina produzida por Lactococcus lactis subsp. lactis, é aprovada para 

utilização em alimentos em diversos países, e possui capacidade de eliminação 

de diferentes micro-organismos, incluindo L. monocytogenes (de Arauz et al., 

2009). 

 

2. Gênero Lactococcus  e Lactococcus lactis  subsp. lactis  

 

As espécies do gênero Lactococcus se apresentam como cocos Gram 

positivos, ocorrendo sozinhos, em pares ou cadeias, não esporulantes ou 

móveis. São anaeróbios facultativos e catalase negativos. O gênero se enquadra 

no Filo Firmicutes, tendo um conteúdo G+C entre 34% e 43% (Teuber, 2009). 

O primeiro isolamento ocorreu por Joseph Lister em 1873 na tentativa 

de provar a teoria de Pasteur, utilizando leite fervido como meio de cultura 

(Teuber, 2009). O isolado obtido recebeu o nome de Bacterium lactis, que foi 

posteriormente modificado para Streptococcus lactis. O gênero Lactococcus 
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surgiu a partir da subdivisão do gênero Streptococcus em 1985, sendo 

anteriormente classificado como Streptococcus do grupo N ou estreptococos 

lácteos (Schleifer et al., 1985). 

Acredita-se que o habitat inicial das espécies do gênero Lactococcus 

seja material vegetal, onde ainda são encontrados isolados com capacidade de 

fermentação de diversos compostos vegetais. O uso de pastagens para 

alimentação do gado levou a contaminação do leite por essas bactérias, que 

posteriormente adquiriram a capacidade de utilizar os seus componentes e se 

adaptaram a esse novo ambiente. A capacidade de fermentação observada 

permitiu a conservação do leite e o desenvolvimento de produtos lácteos pelo 

homem primitivo, como queijos e leites fermentados (Cavanagh et al., 2015). 

Nove espécies são descritas no gênero Lactococcus: L. garvieae, L. 

lactis, L. plantarum, L. formosensis, L. piscium, L. fujiensis, L. chungangensis, L. 

taiwanensis e L. raffinolactis. Dentre essas espécies, L. lactis é a mais estudada 

devido ao seu histórico de utilização em fermentações (Schleifer et al., 1985, 

Chen et al., 2013, Chen et al., 2014). L. lactis pode ser subdividido em quatro 

subespécies: lactis, cremoris, hordniae e tructae (Pérez et al., 2011). A 

subespécie lactis apresenta o biovariante diacetylactis (Bassit et al., 1993), 

capaz de fermentar citrato, produzindo diacetil e acetoína, responsáveis pelo 

aroma de manteiga presente em alguns queijos (Curoni & Bosset, 2002). 

Antes da subdivisão do gênero Streptococcus, as subespécies lactis e 

cremoris eram classificadas como espécies, e sua diferenciação era 

caracterizada principalmente pelas características fenotípicas. Após o 

desenvolvimento de tecnologias de análises gênicas de alto rendimento, as 

diferenças entre subespécies foram estudadas a partir de sequenciamento e 

comparação de diversos genes. No entanto, frequentemente é obsevada uma 
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disparidade entre as características fenotípicas e genotípicas nessas 

subespécies, gerando confusão nas suas classificações (Cavanagh et al., 2015). 

 

2.1. Características metabólicas importantes na fermentação láctea 

 

A evolução de L. lactis para adaptação em leite e derivados envolveu a 

modificação do metabolismo para utilização dos componentes dessa matriz. 

Isolados de L. lactis de origem não-láctea frequentemente não apresentam 

genes de utilização dos componentes do leite, como a lactose (Siezen et al., 

2011, Gao et al., 2011). A capacidade de fermentação da lactose e da utilização 

de caseína como fonte de aminoácidos são as principais características dessa 

evolução. 

A utilização da lactose depende do transporte pela membrana, realizado 

por um sistema do tipo fosfoenolpirvato-fosfotransferase (PEP-PTS) codificado 

pelos genes localizados no operon lacEF (de Vos et al., 1990) e pelas enzimas 

da via tagatose 6-fosfato codificado pelos genes do operon lacABCD (van 

Rooijen et al., 1991). 

A utilização das proteínas do leite envolve uma proteinase de envelope 

celular PrtP, diversos sistemas de transporte de peptídeos e várias peptidases 

intracelulares para liberação dos aminoácidos (Kunji et al., 1995). O metabolismo 

dos componentes do leite é geralmente dependente de produtos de genes 

presentes em plasmídeos, podendo estar associados em um mesmo plasmídeo. 

Esses plasmídeos são geralmente grandes e possuem elementos transponíveis, 

o que colabora para sua instabilidade (McKay & Baldwin, 1974). Dessa maneira, 

essas características podem ser facilmente perdidas pelas células, 

especialmente após múltiplas repicagens em meios ricos, como meio de cultura, 
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que não impõem uma pressão seletiva de manutenção desse metabolismo 

(Bachmann et al., 2012). 

 

2.2. Nisina 

 

A primeira descrição de uma substância inibitória diferente de ácidos 

orgânicos produzida por L. lactis em leite foi feita por Rogers em 1928, 

observando a inibição de Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus 

(anteriormente L. bulgaricus) por um isolado de L. lactis. Posteriormente, 

Whitehead (1933) observou essa característica em outros isolados, 

caracterizando a substância como resistente a tratamentos térmicos e 

relacionando com a acidez tardia em queijos. 

Impulsionados pelo descobrimento e purificação da penicilina por 

Fleming, Mattick & Hirsch desenvolveram uma série de pesquisas na década de 

1940 na tentativa da utilização dessa substância inibitória como tratamento 

terapêutico de doenças, com testes em cobaias para estreptococos hemolíticos 

(Mattick & Hirsch, 1944), Mycobacterium tuberculosis (Mattick & Hirsch, 1946) e 

descrição de purificação, toxicidade (Mattick & Hirsch, 1947) e farmacocinética 

e interação com outros antibióticos (Mattick & Hirsch, 1949). Esses autores foram 

os primeiros a usarem a denominação nisina, derivada do grupo N de 

Streptococci. Bavin et al. (1952) e Gowans et al. (1952) observaram 

características farmacocinéticas e de espectro de ação não satisfatórios da 

nisina, associando ainda com o baixo rendimento de produção in vitro dessa 

substância. Ainda segundo Bavin (195β), “nisina muito provavelmente não 

encontraria um lugar na terapêutica”. 
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A atenção das pesquisas foi então voltada para a sua produção in vitro, 

condições de desenvolvimento da cepa produtora, purificação, métodos 

quantitativos de análise e estrutura molecular (Berridge, 1949; Hirsch, 1949; 

Friedmann & Epstein, 1951; Hirsch, 1951; Beach, 1952, Berridge, 1952; Newton 

& Abraham, 1953; Mocquot & Lefebvre, 1956; Cheeseman & Berridge, 1957; 

Cheeseman & Berridge, 1959). Em 1951, Hirsch e colaboradores descreveram 

a capacidade de inibição de anaeróbios formadores de esporos em queijo suíço 

por uma cepa de L. lactis produtora de bacteriocina. Desta forma, foi proposto o 

uso de nisina como aditivo alimentar para controle de micro-organismos 

deteriorantes de alimentos, como clostrídios produtores de gás em queijos e 

bacilos, assim como o controle de C. botulinum produtor de toxinas em enlatados 

(Hawley, 1953; Hirsch, 1953; Lewis et al., 1954; Hawley, 1955; Ingram & Barnes, 

1955; Thatcher, 1958; Campbell & Sniff, 1959; Eastoe & Long, 1959; Farber, 

1959; Thorpe, 1960). Essa aplicação potencial em alimentos culminou com 

depósitos de patentes da preparação e purificação de nisina por Hawley (1957) 

e Hawley & Hall (1960). A nisina foi primeiramente comercializada como um 

aditivo alimentar na Inglaterra em 1953, e em 1969 foi aprovada como um aditivo 

alimentar em queijo pela FAO/WHO, numa concentração de 12,5 mg/Kg (de 

Arauz et al. 2009). 

 

2.2.1. Estrutura molecular da nisina e variantes 

 

A nisina é um peptídeo de 34 aminoácidos, com peso molecular de 3.500 

Da. Esta bacteriocina se enquadra na classe I, ou lantibiótico, por conter os 

aminoácidos incomuns lantionina, metil-lantionina, deidroalanina e deidrobutirina 

(Liu & Hansen, 1990). Esses aminoácidos são formados a partir da desidratação 



29 
 

de aminoácidos do pré-peptídeo após a síntese ribossomal. A nisina apresenta 

em sua estrutura anéis formados pela interação entre aminoácidos. Diversas 

variantes de nisina foram descritas, com variação de aminoácidos e no tamanho 

da molécula (Figura 3) (Mulders et al., 1991, Zendo et al., 2003, Wirawan et al. 

2006, de Kwaadsteniet et al. 2008). 

A variante mais descrita, Nisina Z, apresenta modificação da Histidina 

27 por Asparagina (Mulders et al., 1991), o que torna essa molécula mais solúvel 

em água, obtendo maior difusão em meios de cultura e em alimento (de Vos et 

al., 1993). 

 

Figura 3. Estrutura de nisina. A e variação entre diferentes formas de nisina. A. 

Estrutura da molécula de nisina A. Aminoácidos não usuais: Dha: diidroalanina; Dhb: 

diidrobutirina; Ala-S-Ala: lantionina; Abu-S-Ala: ȕ-metil-lantionina. B. Variação 

aminoacídica das diferentes formas de nisina. Adaptado de Breukink & Kruijff (1999) e 

Piper 2011. 

 

2.2.2. Espectro e modo de ação 

 

Assim como as bacteriocinas de outras espécies, a nisina tem ação 

principalmente em bactérias mais relacionadas com o gênero Lactococcus, 

como as bactérias láticas (Davies et al., 1999), Enterococcus spp. (Piper et al., 

A. 

B. 
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2009), Streptococcus spp. (Broadbent et al., 1989), e importantes bactérias 

patogênicas ou deterioradoras em alimentos, como L. monocytogenes 

(Benkerroum & Sandine, 1988), Bacillus spp. (Pol & Smid, 1999), S. aureus 

(Millette et al., 2007) e Clostridium spp (Scott & Taylor, 1981, Rilla et al., 2003, 

Bartoloni et al., 2004). Em geral, bactérias Gram negativas não são sensíveis a 

nisina, porém se associada a substâncias que desestabilizam a membrana 

externa, como EDTA, a nisina pode ter ação contra esse grupo microbiano 

(Delves-Boughton, 1993, Ukuku & Fett, 2004). 

Existem dois modos de ação da nisina. Ambos estão relacionados com 

a sua ligação ao lipídeo II, presente na membrana celular de bactérias, e 

precursor de peptideoglicano. Sua ação mais estudada envolve a formação de 

poros na membrana, o que resulta em extravazamento de conteúdo 

citoplasmático, com perda do potencial de membrana e perda de ATP, levando 

a rápida morte celular (Breukink et al., 1999). Esse poro é formado pela interação 

de quatro moléculas de lipídeo II e oito moléculas de nisina, formando um poro 

híbrido (Hasper et al., 2004). Outro mecanismo de ação é a inibição de síntese 

de parede celular. Como o lipídeo II é um precursor do peptideoglicano, sua 

interação com a nisina causa seu deslocamento do septo, interferindo com o 

desenvolvimento bacteriano e a divisão celular (Wiedemann et al., 2001). 

 

2.2.3. Genes e expressão gênica 

 

Os genes envolvidos na expressão de nisina estão presentes em um 

transposon conjugativo denominado Tn5276, que também apresenta os genes 

para o metabolismo de sacarose. Os genes envolvidos estão presentes em 
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quatro operons nisABTCIPRK, nisI, nisRK e nisFEG (Figura 4) (Lubelski et al., 

2008). 

 

 

Figura 4. Organização dos genes e operons de nisina. P: promotor independente da 

sinalização por nisina; P*: promotor dependente a sinalização por nisina. Lubelski et al. 

(2008) 

 

Nisina é traduzida inicialmente como um pré-peptídeo codificado pelo 

gene nisA, possuindo 57 resíduos de aminoácidos (Buchman et al., 1988). Esse 

pré-petídeo apresenta uma sequência líder que sinaliza o transporte para o 

complexo de modificação e transporte localizado na membrana plasmática da 

célula produtora (Siegers et al., 1996). Esse complexo é formado pela enzima de 

desidratação (NisB), pela enzima ciclase (NisC), pelo transportador (NisT) e pela 

enzima proteolítica de remoção da sequência líder (NisP). 

O pré-peptídeo apresenta apenas aminoácidos convencionais, porém a 

enzima codificada pelo gene nisB, apresenta a capacidade de desidratar 

resíduos de serina e treoninas, formando dehidroalanina e dehidrobutirina, 

respectivamente (Sen et al., 1999). Essa desidratação é essencial para a 

formação dos anéis intracadeias observados na nisina. A enzima ciclase 

codificada por nisC é a responsável pela formação dos anéis, através da 

interação dos aminoácidos desidratados com resíduos de cisteína presentes na 

molécula, com a formação de lantionina e metil-lantionina (Koponen et al., 2002). 

Após a formação dos anéis, a pré-nisina modificada é transportada para 

fora da célula através de um transportador do tipo ABC, formado por um dímero 
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de NisT (Qiao & Saris, 1996). Já no ambiente extracelular, a enzima proteolítica 

do tipo serino-protease NisP remove a sequência líder, liberando a nisina ativa 

(Plat et al., 2011). 

Bactérias produtoras de nisina possuem auto-imunidade. Essa 

imunidade é conferida pelos genes nisI e nisFEG. Estudos mostram que essa 

imunidade é derivada de uma ação sinergística dos produtos desses genes 

(Siegers & Entian, 1995, Ra et al., 1999). NisI é uma lipoproteína de 245 

aminoácidos com sequência sinal, que é removida. Ela é posteriormente 

ancorada a face externa da membrana celular (Qiao et al., 1995), porém também 

pode ser excretada no meio, sem a presença lipídica (Takala et al., 2004). Em 

ambos os casos, NisI aparenta se complexar com a nisina, impedindo a interação 

com o lipídeo II. Os produtos do operon nisFEG codificam um complexo 

transportador do tipo ABC que aparenta ter uma ação de expulsão da nisina da 

membrana plasmática, com ou sem associação com NisI (Stein et al., 2003). 

A expressão dos genes de operons de nisina é controlada pelas 

proteínas NisK e NisR. NisK é um sensor histidina quinase, localizado na 

membrana plasmática e sensível a nisina (Kuipers et al., 1995). A partir da 

ligação de nisina no receptor NisK, ocorre uma autofosforilação de resíduo de 

histidina de NisK. Essa fosforilação é posteriormente transferida a NisR, um 

ativador transcricional capaz de se ligar aos promotores dos operons 

nisABTCPRK e nisFEG, levando a expressão dos genes de biossíntese e 

imunidade de nisina (Engelke et al., 1994). 
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3. Desenvolvimento de Listeria  spp., Lactococcus lactis  e interação em 

meio de cultura e alimentos 

 

3.1. Desenvolvimento de Listeria  spp. em meios de cultura e alimentos 

 

Segundo o Manual de Bergey (McLauchlin & Rees, 2009), as faixas de 

desenvolvimento de Listeria spp. são de temperaturas entre 0 a 45 °C, pH 6 a 9 

e até 10% de cloreto de sódio (NaCl). No entanto, McClure et al. (1989) 

observaram multiplicação de L. monocytogenes em menos de 24h em pH 4,5, 

quando a concentração de NaCl é inferior a 3%. 

A partir de definição de meios mínimos e dos requerimentos nutricionais 

para Listeria spp. os aminoácidos essenciais variam de 2 (Tsai & Hodgson 2003) 

a 7-10 (Premaratne et al., 1991, Phan-Thanh & Gormon, 1997). Esses estudos 

demonstram a necessidade de vitaminas e ferro para a multiplicação de Listeria 

spp. Glicose é a fonte ideal de carboidrato, enquanto a lactose só permite o 

desenvolvimento em condição de aerobiose. A utilização de carboidratos 

presentes na parede bacteriana e fungica, N-acetilglucosamina, ácido N-

acetilmurâmico, celobiose e trealose, pode indicar a utilização da parede desses 

organismos em cultura mista, na falta de outro carboidrato (Pine et al., 1989, 

Premaratne et al., 1991). 

O desenvolvimento de L. monocytogenes em leite pasteurizado 

contaminado pós processamento na década de 1980 levou a diversos estudos 

desse comportamento em baixas temperaturas. Segundo Pine et al. (1989), a 

multiplicação de Listeria spp. em leite a 5 °C é limitada pela potencial presença 

de bactérias competitivas, condições aeróbias ou semiaeróbias e a limitação de 

substrato. O desenvolvimento psicrotrófico em leite integral é maior que em leite 
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desnatado ou leite desnatado reconstituído, e isolados do sorotipo 4b tem melhor 

multiplicação em baixas temperaturas que dos sorotipos 1 e 3 (Donnelly & 

Briggs, 1986). 

Através de modelagem matemática de multiplicação de L. 

monocytogenes em leite integral, Alavi et al. (1999) observaram taxas de 

desenvolvimento máximo específico (µmáx) entre 0,015/h e 0,344/h para 4 °C e 

35 °C, sendo que a média da densidade populacional máxima foi de 7,47 log 

UFC/mL. Walker et al. (1990) obtiveram tempos de geração em leite UHT de 62; 

24; 20; 16 e 5,5 h nas temperaturas de 0; 2,5; 5,0; 7,5 e 9,3 °C, respectivamente, 

sendo que a temperatura mínima de multiplicação variou entre -0,1 a -0,4 °C. 

Rosenow & Marth (1987) observaram tempos de geração de 41 min a 35 °C p ara 

leite desnatado, leite integral, leite com chocolate e creme de leite. Já a 4 °C, os 

tempos de geração variaram entre 29 h e 44 min e 45 h e 33 min, sendo que o 

leite com chocolate teve menor tempo de geração e o creme de leite o maior. 

Em estudo de Genigeorgis et al. (1991), com diferentes tipos de queijo 

comercializados nos EUA, 36,7% permitiram o desenvolvimento de L. 

monocytogenes (queijos de tipo espanico, Ricota, Teleme, Brie, Camembert e 

Cottage). Ricota foi o queijo que apresentou a maior possibilidade de 

multiplicação de L. monocytogenes, mesmo quando apresentava conservantes 

como sorbato de potássio e vinagre. Características como baixa salinidade da 

salmoura, alto pH e pouca microbiota competidora podem ser responsáveis por 

esses resultados. No entanto, outros 16 tipos de queijo não permitiram o 

desenvolvimento de L. monocytogenes (entre eles queijos azuis, Suíço, 

Cheddar, Provolone e queijos processados). Os fatores mais relacionados com 

essa incapacidade de multiplicação são queijos mais duros (longa maturação e 

baixa atividade de água), uso de cultura starter e pH inferior ou igual a 5,5. Outros 
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trabalhos descrevem o desenvolvimento de L. monocytogenes em queijos 

durante a maturação e a estocagem (Ryser et al., 1985, Ryser & Marth, 1987a, 

Ryser & Marth, 1987b, Chen & Hotchkiss, 1993, Bolton & Frank, 1999, Olarte et 

al., 2002). 

 

3.2. Desenvolvimento de L. lactis  em meios de cultura, leite e queijo 

 

A faixa de temperatura de multiplicação de L. lactis é entre 10 e 40 °C. 

O pH ótimo é próximo da neutralidade, porém o desenvolvimento cessa ao atingir 

4,5. L. lactis é capaz de se desenvolver em 4% de NaCl, porém L. lactis subsp. 

cremoris se multiplica apenas em concentrações até 2% (Teuber, 2009). 

Os meios de cultura mais utilizados para o desenvolvimento de L. lactis 

em laboratório são M17 e MRS, meios ricos que permitem rápida multiplicação 

e alta produção de biomassa em fermentação. Diversas tentativas foram feitas 

para definir um meio mínimo para o desenvolvimento e as necessidades 

nutricionais de L. lactis. Porém, a diversidade metabólica dos isolados leva a 

uma heterogeneidade desses dados. Por exemplo, Cocaign-Bousquet et al. 

(1995), identificaram a necessidade de seis aminoácidos para uma cepa de L. 

lactis de origem vegetal, enquanto para a cepa de origem láctea eram 

necessários mais três aminoácidos. Uma maior auxotrofia dos isolados lácteos 

reflete a adaptação a esse meio rico. Jensen & Hammer (1993), sintetizaram um 

meio definido, com 19 dos 20 aminoácidos essenciais, além de vitaminas e 

minerais que suporta um desenvolvimento equiparado ao meio M17. As 

vitaminas ácido nicotínico, ácido pantotênico e biotina são essenciais, mas não 

os ácidos nucleicos. Manganês é essencial para a multiplicação em aerobiose 

devido a sua presença na enzima superóxido dismutase, podendo ser 
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necessário também a glutationa. Magnésio também é necessário para a ação de 

várias enzimas (Van Niel & Hägerdal, 1999). 

A multiplicação de L. lactis em meios não definidos incluindo leite e 

derivados, depende da utilização dos aminoácidos, frequentemente presentes 

em proteínas e peptídeos. A multiplicação em leite apresenta um comportamento 

bifásico em isolados protease-positivos (Prf+), devido à utilização inicial de 

aminoácidos livres e peptídeos pequenos, seguido da utilização de caseína 

através da proteólise e importação dos hidrolisados (Juillard et al., 1995). 

Quando a caseína é a única fonte de aminoácidos, o transporte dos peptídeos é 

essencial para o desenvolvimento microbiano (Smid et al., 1989). 

Suplementação de proteínas do retentado de leite ou hidrolisado de caseína ao 

meio levam a um estímulo da multiplicação (St-Gelais et al., 1992, Bouhallab et 

al., 1993). 

O desenvolvimento de L. lactis em leite é menor que em meios de cultura 

na temperatura de 30 °C. Pearce et al. (1974), obtiveram tempo de geração  de 

60 min para cepa Prf+ em leite, enquanto em meio de cultura esse tempo de 38 

min. L. lactis subsp. cremoris apresenta taxa de multiplicação específica máxima 

(µmáx) entre 0,35 e 0,52 em leite, e 0,6-0,82 em caldo MRS (Hugenholtz & 

Veldkamp, 1985). Bellengier et al. (1997) observaram desenvolvimento bifásico 

de L. lactis Prf+ em leite com fases de multiplicação por hora (µ) de 1,69 e 1,13, 

sendo que a mudança ocorreu quando a população se apresentava a 1,20 × 108 

UFC/mL. Em todos os experimentos L. lactis Prf+ apresentou populações finais 

da ordem de 2,0 × 109 UFC/mL. 

Avaliando temperaturas encontradas na fabricação de queijo, Raynaud 

et al. (2005) avaliaram os parâmetros de desenvolvimento de L. lactis em leite 

desnatado reconstituído sem correção de pH e com uma refrigeração gradual. 
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Após 8 h de fermentação a 34 °C, a temperatura foi reduzida gradua lmente até 

12 °C ao final de 17,5h. O final da fase de multiplicação ocorreu com 11 h de 

fermentação, numa temperatura de 27 °C e pH de 4,94. Pós-acidif icação foi 

observada até 180 h, com um pH final de 4,64. Panoff et al. (1994), obtiveram 

tempos de geração em M17 iguais a 48 min; 3,5 h; 57 h; e 7 dias nas 

temperaturas de 30; 16; 8 e 4 °C, respectivamente. 

 

3.3. Produção de substâncias inibitórias não-bacteriocina 

 

Bactérias láticas, incluindo L. lactis, são capazes de produzir substâncias 

inibitórias no meio em que se desenvolvem, incluindo alimentos, permitindo uma 

competição com outros micro-organismos. Essa capacidade é utilizada pelos 

humanos para a conservação de produtos diversos, tanto de origem animal 

quanto vegetal (Stiles, 1996). 

A principal substância inibitória produzida são os ácidos orgânicos, 

provenientes do metabolismo dos carboidratos do meio. Em relação a L. lactis, 

por ser uma bactéria homofermentativa, ácido lático é produzido (Cocaign-

Bousquet et al., 1996). Esse ácido é capaz de inibir micro-organismos presentes 

no meio pela difusão para o citoplasma, causando alteração do pH intracelular, 

o que pode causar modificações das proteínas citoplasmáticas e perda do 

potencial de membrana (Gonçalves et al., 1997). 

Apesar de não apresentar a enzima catalase, L. lactis é capaz de se 

desenvolver na presença de oxigênio. Nessas condições, ocorre a produção de 

radicais superóxido, que são convertidos em peróxido de hidrogênio (H2O2) pelas 

enzimas superóxido dismutase (Sanders et al., 1995) e NADH oxidase (Jiang & 

Bommarius, 2004). O peróxido de hidrogênio pode ser acumulado no meio 
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inibindo outros micro-organismos devido ao seu efeito oxidante (Piard & 

Desmazeaud, 1991). 

L. lactis subsp lactis biovar diacetylactis é capaz de utilizar o citrato 

presente no meio como fonte de carbono e energia. Esse metabolismo dá origem 

a dióxido de carbono (CO2) e diacetil (Hugenholtz & Starrenburg, 1992). Dióxido 

de carbono pode inibir o desenvolvimento de bactérias aeróbias restritas como 

espécies de Pseudomonas, importantes deterioradoras de alimentos (Gil & Tan, 

1980). Diacetil possui a capacidade de inibir bactérias (especialmente Gram 

negativas) e leveduras (Jay, 1982). Essa inibição não é bem compreendida, 

podendo estar relacionada à interação com resíduos de arginina no sítio 

catalítico de enzimas (Yankeelov Jr et al., 1968). 

 

3.4. Interação de Lactococcus lactis  e Listeria monocytogenes  

 

A interação de L. lactis e L. monocytogenes tem sido estudada em meios 

de cultura e alimentos, no intuito de aumentar a inocuidade de produtos 

fermentados. Interações entre micro-organismos podem ser de várias naturezas. 

As principais associações encontradas em queijos estão detalhadas na Tabela 

1. 
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Tabela 1. Interações microbianas em queijo. 

Interação Efeito em queijo Micro-organismos 
envolvidos 

Fenômeno 
microbiológico 

Comensalismo Uso de ácido 
lático e 
deacidificação 

Leveduras e 
bactérias 

Desenvolvimento 
de bactérias 
sensíveis a ácido 

Amensalismo Produção de 
ácidos 
orgânicos 

LAB, bactérias 
deteriorantes de 
patogênicas 

Inibição de 
bactérias 
sensíveis a ácido 

 Bacteriocinas  Lise bacteriana 

Competição Necessidade de 
ferro 

Bactérias com e 
sem sideróforos 

Menor 
crescimento de 
auxotróficos de 
ferro 

 Efeito Jamerson Microbiota presente 
em madeira, L. 
monocytogenes 

Limitação de 
colonização por 
L. 
monocytogenes 

Parasitismo Defeito de 
fermentação 

Fagos e bactérias Inativação de 
starters 

Adaptado de: Irlinger & Mounier, 2009, p.144. 

 

Em relação às interações entre L. lactis e L. monocytogenes, podem ser 

observadas o amensalismo e a competição. No caso do amensalismo, 

substâncias produzidas por L. lactis, como bacteriocinas e ácidos orgânicos, 

levam a uma inibição ou morte de L. monocytogenes. Já a competição pode ser 

exemplificada pela quantidade limitada de nitrogênio livre no leite (menor 

variedade de proteases para degradação de caseínas por L. monocytogenes) e 

pela menor eficiência de L. monocytogenes em utilizar a lactose do leite como 

fonte de carbono. (Sieuwerts et al., 2008). 

A maior quantidade de estudos foca na interação em alimentos, mais 

especificamente queijos. No entanto, Breidt & Fleming (1998) observaram que o 

principal fator de inibição de L. monocytogenes em meio de cultura foi a produção 

de ácido lático por L. lactis. Em leite ultrafiltrado, retentado e permeado uma 
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cultura mesofílica de L. lactis foi capaz de inibir o desenvolvimento de L. 

monocytogenes (El-Gazzar et al., 1992). 

O queijo apresenta diversas características que influenciam na 

multiplicação e interação microbiana. Sua composição físico-química 

heterogênea permite a colonização diversificada por micro-organismos (Irlinger 

& Mounier, 2009). Além disso, a natureza sólida do queijo exerce um grande 

impacto microbiano, alterando o padrão de desenvolvimento de planctônico para 

colonial, exercendo estresse nas células, aumentando a fase lag e diminuindo a 

taxa de multiplicação (Aspridou et al., 2014). Essa restrição é derivada da 

restrição física das células e da limitação de difusão de nutrientes e produtos 

metabólicos (Antwi et al., 2007). 

Devido à necessidade de compreensão da interação microbiana, a 

maioria dos trabalhos utiliza apenas duas bactérias na fabricação do queijo. No 

entanto, a microbiota de queijos é muito variável, especialmente em queijos 

produzidos com leite cru e submetidos a maturação. A diversidade microbiana e 

as mudanças físico-químicas provenientes da maturação dos queijos têm grande 

impacto na interação microbiana, o que pode levar a diferenças da interação em 

estudos com apenas duas espécies. Saubusse et al. (2007) isolaram e 

identificaram micro-organismos presentes em leite de queijo cru, caracterizando 

alguns isolados como inibitórios para L. monocytogenes (Enterococcus 

saccharominimus, Corynebacterium flavensis, L. garvieae e L. lactis). Apesar de 

nenhum destes isolados produzirem substâncias inibitórias isoladamente in vitro, 

queijos produzidos com cada uma em separado e em conjunto apresentaram 

inibição de L. monocytogenes. Até o oitavo dia de maturação, L. lactis foi o 

isolado que apresentou maior potencial de inibição; porém, ao final do período 

de maturação, foi identificado maior potencial de inibição por toda a microbiota 
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inibitória isolada do queijo. Esses resultados comprovam que a interação é 

diferente em culturas múltiplas, não apenas em termos de maior fermentação, já 

que o pH não variou entre os diferentes queijos (Saubusse et al., 2007). 

Devido à importância das bacteriocinas no controle de micro-organismos 

deterioradores e patogênicos em alimentos, a interação de L. monocytogenes e 

L. lactis produtores de bacteriocinas tem sido estudada em queijos. Usualmente, 

esses estudos envolvem a produção de queijo com e sem a cultura produtora, 

com a comparação da contagem de L. monocytogenes em diversas etapas da 

fabricação e estocagem. Um importante fator nesses estudos é a real produção 

das bacteriocinas in situ, que deve ser verificada. Isolados produtores de 

bacteriocinas em meio de cultura frequentemente não o fazem em leite e queijo 

(Dal Bello et al., 2012). A disponibilidade dessas bacteriocinas também poder 

estar reduzida no alimento, devido à interação com componentes como gordura 

e proteínas (Jung et al., 1992), além da ação de proteases (Hernández et al., 

2005), em especial no queijo. A menor difusão de substâncias na matriz sólida 

de queijo também pode impedir a ação de bacteriocinas (Aly et al., 2011). 

Em relação à nisina, Sulzer & Busse (1991) observaram que L. lactis 

produtor de nisina inibiu L. monocytogenes quando inoculado sozinho em queijo 

Camembert, porém esse efeito não foi observado quando uma cultura starter foi 

também utilizada. Também em Camembert, Maisnier-Patin et al. (1992) 

observaram inibição de L. monocytogenes (101 a 103 UFC/g) por L. lactis 

produtor de nisina. Esses autores ainda comentam a importância no aumento de 

pH da casca em Camembert para o desenvolvimento de L. monocytogenes e na 

estabilidade da nisina durante a maturação. 

Stecchini et al. (1995) observaram o desenvolvimento de L. 

monocytogenes após a segunda semana de estocagem de Mozzarella produzida 
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com L. lactis produtor de nisina. Essa queda de inibição também foi observada 

em queijo semi duro, após o segundo mês de maturação, em termos de atividade 

de nisina, sendo correlacionada com o aumento do pH do queijo (Rodríguez et 

al., 2001). Para contornar esse problema, Benech et al. (2002) demonstraram 

que o encapsulamento de nisina Z em lipossomos foi mais eficiente que o uso 

de cultura produtora em queijo, levando a maior redução de L. innocua pós 

fabricação, menor população no final de maturação, e maior atividade residual 

de nisina por seis meses. 

Em queijo Minas Frescal, isolados de L. lactis com potencial de produção 

de nisina não reduziram a contagem (Nascimento et al., 2008) ou tiveram a 

mesma inibição de L. monocytogenes que cepa não bacteriocinogênica (Furtado 

et al., 2015). No primeiro estudo não foi encontrada atividade de nisina no queijo, 

enquanto que no segundo essa pesquisa não foi feita, apontando para 

necessidade de comprovação dessa produção in situ. 

Outra bacteriocina muito estudada é a pediocina. Pediocina é uma 

bacteriocina da classe IIa (peptídeo catiônico com atividade anti-Listeria), sendo 

produzida por isolados de Pediococcus spp., especialmente P. acidilactici 

(Papagianni & Anastasiadou, 2009). Como essa bactéria tem baixa fermentação 

de lactose e habilidade proteolítica de leite (Caldwell et al., 1996), L. lactis 

mutantes, com capacidade de produzir pediocina, foram desenvolvidos. Buyong 

et al. (1998) obtiveram redução de L. monocytogenes em queijo Cheddar 

produzido com L. lactis produtor de pediocina, com 64.000 UA/g após o primeiro 

dia de produção, e 2.000 AU/g após 6 meses de estocagem. Rodriguez et al. 

(2005) desenvolveram um L. lactis mutante produtor de nisina e pediocina e um 

mutante produtor apenas de pediocina; no entanto, o mutante produtor de 

pediocina teve maior atividade inibitória sobre L. monocytogenes em queijo. 
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Aparentemente, a cepa com os genes de ambas as bacteriocinas não foi capaz 

de produzir pediocina no queijo. Reviriego et al. (2007) também transformou L. 

lactis para produzir nisina e pediocina, obtendo bons resultados de inibição em 

queijo, com redução de aproximadamente 5 log de UFC/g em relação ao controle 

após 28 dias estoque a 12 °C. Outros transconjugantes foram prod uzidos para 

expressar bacteriocinas enterocina A (Liu et al, 2008) e lacticina 3147 (McAuliffe 

et al., 1999, O’Sullivan et al., β006). Esses estudos obtiveram bons resultados 

para a inibição de L. monocytogenes em queijo. 

O controle de Listeria spp. e outros patógenos em alimentos leva a uma 

busca contínua por isolados de bactérias láticas produtoras de bacteriocinas e 

com características tecnológicas interessantes. Dal Bello et al. (2012) isolaram 

L. lactis produtor de nisina de produtos lácteos fermentados e caracterizaram 

sua capacidade para aplicação em queijo. No entanto, não houve produção de 

bacteriocinas no queijo e, portanto, apresentou baixa inibição de L. 

monocytogenes. 

Benkerroum et al. (2000) isolaram L. lactis de queijo típico marroquino 

(Jben), capaz de produzir uma bacteriocina não descrita. A aplicação dessa 

cultura em queijo com L. monocytogenes levou a uma redução de 2,7 log quando 

em inóculo inicial de alta concentração de L. monocytogenes (7 log UFC/g), 

enquanto em inóculo inicial de 4 log UFC/g não houve mais enumeração do 

patógeno. Em um trabalho posterior, essa cepa, associada a uma cultura starter 

produtora de diacetil, levou a uma redução de 6 log UFC/g de L. monocytogenes 

em queijo em comparação com o controle, após 6 dias de armazenamento 

(Benkerroum et al., 2002). 
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OBJETIVOS 

 

Esse estudo teve como objetivo avaliar a expressão de genes 

relacionados a estresse de L. monocytogenes em interação com L. lactis subsp. 

lactis produtor de nisina. Considerando esse objetivo geral, os seguintes 

objetivos específicos foram definidos: 

 

Objetivo 01: Caracterizar o desenvolvimento de L. monocytogenes e L. lactis 

produtor de nisina em meio de cultura e leite, por meio de técnicas 

convencionais de cultivo bacteriano 

Objetivo 02: Caracterizar a interação de L. monocytogenes e L. lactis produtor 

de nisina em meio de cultura e leite, por meio de técnicas 

convencionais de cultivo bacteriano 

Objetivo 03: Avaliar a expressão relativa de genes relacionados a condições de 

estresse em L. monocytogenes através de técnica de RT-qPCR. 
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Resumo 

A utilização de cepas de L. lactis subsp. lactis produtoras de nisina em alimentos 

tem como vantagem a produção dessa bacteriocina in situ, o que permite o 

controle de bactérias como L. monocytogenes. Uma concentração não suficiente 

para eliminar a população da bactéria alvo pode levar a uma resposta cruzada a 

diferentes estresses no alimento. L. monocytogenes apresenta grande 

capacidade de sobreviver em diferentes condições de estresses, como ácido, 

térmico e osmótico. O objetivo desse trabalho foi avaliar a interação de uma cepa 

comercial de L. lactis subsp. lactis produtora de nisina e uma cepa de L. 

monocytogenes em caldo BHI e leite desnatado reconstituído, e sua influência 

em genes relacionados a estresse geral (sigB), ácido (gadD2), térmico (groEL) 

e e osmótico (gbu) de L. monocytogenes. Nisina foi produzida tanto em BHI como 

em leite desnatado reconstituído, confirmado pela capacidade inibitória do 

sobrenadante de crescimento e pela maior expressão do gene nisK em relação 

ao tempo de inoculação. A expressão dos genes de estresse de L. 

monocytogenes foi variável em relação aos tempos de amostragem e o meio de 

cultura. Em relação ao leite, gadD2 apresentou uma maior expressão em 24 h 

quando em interação, enquanto os outros genes de estresse (sigB, groEL e gbu) 

apresentaram uma redução da expressão. Esses resultados indicam que a 

exposição à nisina e a interação entre L. monocytogenes e L. lactis subsp. lactis 

podem interferir na capacidade do patógeno em sobreviver às condições de 

estresse encontradas em alimentos fermentados. 

Palavras-chave: Listeria monocytogenes; Lactococcus lactis subsp. lactis; nisina; 

interação; estresse 
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Abstract 

The use of nisin producing L. lactis subsp. lactis in food has the advantage of 

producing this bacteriocin in situ, which allows the control of bacteria such as L. 

monocytogenes. A concentration not sufficient to eliminate the population of the 

target bacterium can lead to a cross response to different stresses in the food. L. 

monocytogenes exhibits great ability to survive under different stress conditions, 

such as acid, thermal and osmotic. The aim of this work was to evaluate the 

interaction of a nisin producing commercial strain of L. lactis subsp. lactis and a 

strain of L. monocytogenes in BHI broth and reconstituted skimmed milk, and its 

influence on general (sigB), acid (gadD2), thermal (groEL) and osmotic (gbu) 

stress genes of L. monocytogenes. Nisin was produced in both BHI and 

reconstituted skim milk, confirmed by the inhibitory capacity of the growth 

supernatant and the increased expression of the nisK gene in relation to the 

inoculation time. Expression of the L. monocytogenes stress genes was variable 

in relation to sampling times and culture medium. Regarding milk, gadD2 

presented a higher expression in 24 h when in interaction, while the other stress 

genes (sigB, groEL and gbu) showed a reduction in expression. These results 

indicate that exposure to nisin and the interaction between L. monocytogenes 

and L. lactis subsp. lactis may interfere with the pathogen's ability to survive the 

stress conditions found in fermented foods. 

Key-words: Listeria monocytogenes; Lactococcus lactis subsp. lactis; nisin; 

interaction; stress  
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1. Introdução 

 

Lactococcus lactis subsp. lactis é uma bactéria ácido-lática de ampla 

aplicação na indústria láctea, especialmente na fabricação de queijos (Ruggirello 

et al., 2016). Alguns isolados dessa bactéria são capazes de sintetizar nisina, 

uma bacteriocina com ação bactericida e bacteriostática para diversos micro-

organismos, especialmente Gram positivos (Zacharof & Lovitt, 2012). Assim, a 

utilização de uma cepa de L. lactis produtora de nisina como cultura starter na 

produção de um alimento representa uma vantagem adicional de segurança, 

uma vez que pode eliminar uma eventual contaminação por patógenos 

alimentares, como Listeria monocytogenes, Staphylocccus aureus, Bacillus spp. 

e Clostridium spp (de Arauz et al., 2009). No entanto, a aplicação dessa cultura 

starter depende de sua capacidade de sintetizar essa bacteriocina no alimento 

(Perin et al., 2015). Além disso, a síntese de baixas concentrações de nisina no 

alimento pode ser insuficiente para o controle de patógenos e bactérias 

deteriorantes: nessas condições, alguns micro-organismos são capazes de se 

adaptar e aumentar sua resistência frente a outras condições de estresse 

(Wesche et al., 2009). 

Listeria monocytogenes é um patógeno de origem alimentar, e possui 

uma grande quantidade de fatores de virulência que permitem a colonização de 

um hospedeiro (Vázquez-Boland et al., 2001). Condições adversas encontradas 

em alimentos e na sua produção determinam respostas fisiológicas de L. 

monocytogenes, importantes para que esse patógeno seja veiculado ao 

hospedeiro, envolvendo a expressão de genes relacionados a condições de 

estresse (Lado & Yousef, 2007). Variações na acidez, temperatura e pressão 

osmótica são as situações de estresse mais comuns encontradas na produção 



72 
 

de alimentos e as quais L. monocytogenes é submetido. Nessas situações, 

diferentes genes, como o de glutamato descarboxilase (gadD), da chaperona 

groEL, e do transportador de glicina betaína (gbu), têm sua expressão 

aumentada em condições de estresse específicas, permitindo a célula sobreviver 

em condições subótimas (Cotter et al., 2001; Hayer-Hartl et al., 2016; 

Wemekamp-Kamphuis et al., 2002). O fator sigma alternativo, sigma B (σB), tem 

um papel importante em diversas condições de estresse, permitindo a expressão 

de uma variedade de genes em resposta a mudanças ambientais e de 

multiplicação (Wemekamp-Kamphuis et al., 2004). A modificação da expressão 

desses genes relacionados ao estresse pode alterar a capacidade de L. 

monocytogenes em sobreviver nestas condições, incluindo aquelas encontradas 

após a ingestão por um hospedeiro (Gahan & Hill, 2014). 

Nesse contexto, esse estudo tem como objetivo a avaliação da interação 

de L. lactis subsp. lactis produtor de nisina com L. monocytogenes em meio de 

cultura e leite, pela avaliação de suas populações e expressão de genes 

relacionados a condições de estresse. 

 

2. Material e Métodos 

 
2.1. Micro-organismos 

 

L. monocytogenes Scott A (ATCC 49594) e a cepa comercial de L. lactis 

subsp. lactis DY-13 (Lyofast DY 13- Sacco, Cadorago, Itália) produtora de nisina, 

foram utilizadas nesse estudo. As cepas foram conservadas em meio de cultivo 

caldo infusão de cérebro e coração (BHI, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, 

Inglaterra - para L. monocytogenes) e caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS, BD - 

Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, EUA) para L. lactis subsp. 
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lactis) adicionado de glicerol a 20%, armazenadas a -20 °C. No momento de uso, 

as cepas foram repicadas em seus respectivos caldos e incubadas a 37 °C po r 

24h. 

 

2.2. Comportamento de L. lactis  subsp. lactis  em caldo BHI e leite 

desnatado reconstituído 

 

2.2.1. Tratamentos e condições de incubação 

O desenvolvimento de L. lactis subsp. lactis DY-13 foi avaliado a partir 

da sua inoculação em caldo BHI (Oxoid) e em leite desnatado reconstituído (BD). 

No momento da inoculação, uma alíquota foi transferida para o meio de 

crescimento para uma população inicial entre 6 e 7 log. Os meios foram então 

incubados a 20 °C e 30 °C, por 24 h. As análises foram realizadas em  tempo 0 

h e a cada 3 h, até o tempo final de 24 h. 

 

2.2.2. Avaliação da população e da variação de pH dos meios 

Amostras de leite desnatado reconstituído inoculado foram diluidas de 

maneira seriada decimal em NaCl (VETC Química Fina, Rio de Janeiro, RJ, 

Brasil) 0,85% (m/v) seguida de plaqueamento em duplicata e por superfície em 

ágar MRS (BD). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. A média da 

contagem de duas placas foi utilizada para conversão em UFC/mL. 

A análise de densidade óptica foi realizada para o caldo BHI (Oxoid) em 

espectrofotômetro (Bel Equipamentos Analíticos LTDA, Piracicaba, SP, Brasil) 

em comprimento de onda de 600 nm. Quando a mensuração da densidade 

óptica foi superior a 1,0 a amostra foi diluída com meio sem inóculo, e a medida 

de densidade obtida foi corrigida pelo fator de diluição.  
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A mensuração de pH foi realizada em potenciômetro (Bel Equipamentos 

Analíticos LTDA). 

 

2.2.3. Produção de bacteriocina 

A análise de inibição foi realizada pelo método agar-spot-test, de acordo 

com Todorov (2008) com modificações. Após centrifugação da amostra a 10.000 

x g por 10 min, o sobrenadante foi recolhido e tratado termicamente a 80 °C po r 

10 min. Para avaliar quantitativamente a produção de nisina, o sobrenadante 

tratado foi diluído seriadamente em solução tampão fosfato de sódio (PBS, 

VETC) 10 mM pH 6,5. Alíquotas de 10 µL foram então aplicadas na superfície 

de ágar BHI (Oxoid, 12 g/L de ágar-ágar), contendo L. monocytogenes Scott A a 

1%. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h, quando a observação de halos 

na superfície do ágar foi considerada como positiva para inibição. A observação 

de halo na maior diluição realizada foi considerada para a determinação da 

concentração de bacteriocina em unidades arbitrárias. A produção de nisina foi 

expressa em unidades arbitrárias por mililitro (UA/mL), calculada como abx100, 

onde “a” corresponde ao fator de diluição e “b” corresponde à última diluição que 

produziu halo de inibição (Schirru et al., 2012). 

 

2.3. Interação de L. lactis  subsp . lactis  e L. monocytogenes 

 

2.3.1. Tratamentos e condições de incubação 

BHI (Oxoid) e leite desnatado reconstituído (BD) foram inoculados com 

L. monocytogenes Scott A (população inicial entre 7 e 8 log) e L. lactis subsp. 

lactis DY-13 (população inicial entre 6 e 7 log) e incubados a 20 °C e 30 °C por 

24 h. Amostras foram coletadas no tempo 0 h e a cada 3 h para análises de 
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contagem em placa e atividade inibitória. Adicionalmente, meios inoculados 

apenas com L. monocytogenes Scott A foram utilizados como controle, sendo 

incubados e amostrados nas mesmas condições. 

 

2.3.2. Enumeração das populações 

A análise de contagem das populações em placas foi conduzida para 

BHI e leite desnatado reconstituído como descrito anteriormente para L. lactis 

subsp. lactis em leite desnatado reconstituído, porém para L. monocytogenes o 

plaqueamento foi realizado por superfície em ágar BHI (Oxoid) suplementado 

com cloreto de lítio (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) a 10 g/L. 

 

2.3.3. Produção de bacteriocina 

A análise de atividade inibitória foi realizada como descrito anteriormente 

para cultura de L. lactis subsp. lactis em cultura pura. 

 

2.4. Análises de expressã o gênica 

 

2.4.1. Amostragem e extração de RNA 

Considerando os resultados obtidos na etapa de interação entre L. 

monocytogenes Scott A e L. lactis subsp. lactis DY-13 em caldo BHI e leite, os 

tempos 0, 9, 18 e 24 h foram selecionados para amostragem e análise de 

expressão gênica. Nesses tempos foram coletadas amostras para extração de 

RNA. 

A extração foi realizada utilizando o reagente Trizol (Ambion, Life 

Technologies, Carlsbad, CA, EUA), segundo o protocolo do fabricante com 

modificações. As modificações foram: 1) diluição do inóculo em leite desnatado 
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reconstituído com solução de citrato de sódio (Isofar indústria e comércio de 

produtos químicos, Nova Iguaçu, RJ, Brasil) 2% na proporção de 1:1, para 

facilitar a diferenciação do pellet na centrifugação; 2) a introdução de etapa de 

lise de parede celular de bactéria Gram positiva, segundo o protocolo do Kit de 

purificação de DNA Wizard Genomic (Promega Co, Madison, WI, EUA). Após a 

extração o RNA foi quantificado em Nanodrop Lite (Thermo Scientific, Madison, 

WI, EUA) e armazenado a -80 °C até o momento de uso. 

 

2.4.2. Tratamento de DNase e síntese de cDNA 

O RNA extraído foi tratado com DNase para remoção de DNA 

contaminante, utilizando o kit DNA-free da Ambion (Life). A síntese de cDNA foi 

realizada a partir do RNA tratado com DNase. Ao volume de 10 µL de RNA 

tratado foram adicionados 1 µL de solução de dNTP (Invitrogen, Life 

Technologies, Carlsbad, California, EUA - 10 mM de dATP, dGTP, dCTP e dTTP) 

e 1 µL de primer randômico (Invitrogen) e incubados em termociclador por 65 °C 

por 5 min e 4 °C por 5 min. A esse tubo foram adicionados 4 µL de 5X First-

Strand Buffer, 2 µL de DTT (0,1 M) e 1 µL de RNase OUT (Invitrogen), sendo 

posteriormente incubado em termociclador por 37 °C por 2 min. Ao tubo  foi então 

adicionado 1 µL de enzima M-MLV RT (Invitrogen - 200 unidades) sendo a etapa 

de síntese de cDNA realizada em termociclador com o ciclo de 25 °C por 10 min, 

37 °C por 50 min e 70 °C por 20 min. O cDNA foi então armazenado  a -20 °C até 

o momento de uso. 

 

2.4.3. Primers utilizados 

A Tabela 1 apresenta os primers utilizados nesse estudo. Os primers 

para os genes rplD, tuf, gadD2, groEL e gbu foram obtidos a partir da ferramenta 
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primer BLAST, utilizando-se os genomas depositados no NCBI (L. 

monocytogenes Scott A, código de acesso CM001159 e de Lactococcus lactis 

subsp. lactis Il1403, código de acesso AE005176). Os primers para o gene sigB 

foram utilizados segundo Werbrouk et al. (2009) e para o gene nisK segundo 

Trmčić et al. (β011). 

 

2.4.4. Expressão relativa de nisK por L. lactis subsp. lactis em interação com L. 

monocytogenes 

A expressão do gene nisK em relação ao tempo foi avaliada em L. lactis 

subsp. lactis quando em interação com L. monocytogenes. O gene tuf foi 

utillizado como controle endógeno. A expressão relativa do gene nisK foi 

avaliada utilizando o tempo 0 h de incubação como controle, e sua expressão 

relativa foi avaliada nos tempos 9, 18 e 24 h. 

 

2.4.5. Expressão relativa dos genes de estresse de L. monocytogenes em 

interação com L. lactis subsp. lactis 

A variação da expressão de genes de estresse por L. monocytogenes foi 

avaliada quando em interação com L. lactis subsp. lactis produtor de nisina. As 

expressões relativas dos genes sigB, gadD2, groEL e gbu foram avaliadas, 

utilizado o gene rplD como controle endógeno. Para avaliar o efeito da interação, 

as amostras de interação de cada tempo (9, 18 e 24 h) foram avaliadas 

relativamente com amostras controle de L. monocytogenes em crescimento em 

monocultura nos mesmos tempos. 
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Tabela 1. Primers utilizados no estudo 

Micro-organismo gene Produto do gene Sequência Referência 
L. lactis subsp. 
lactis 

tuf1 Fator Tu de alongamento da 
tradução 

F: TGAACCACAATGGGTTGCTA 
R: TCGACTGGAAGAAGGAGTGG 

Este artigo 

 nisK Histidina quinase de sistema de 
dois componentes de nisina 

F: 
CGAACGTGATATGAAACACTACCC 
R: 

Trmčić et al., 2011 

L. monocytogenes rplD1 Proteína ribossomal L4 da 
subunidade 50S 

F: GTCCCTTGACGTAGGGATGC 
R: GGAACAAACGCTGGCGAAAT 

Este artigo 

 sigB Subunidade sigma B da RNA 
polimerase 

F: 
AAAGAAACGGGTGAACTACTCGAT 
R: CAACGCCTCTCGAAGTTTTTTAA 

Werbrouk et al., 
2009 

 gadD2 Enzima glutamato 
descarboxilase 

F: CAGCTACCTTGGCGGAGAAA 
R: GATGAATGGTGCGGTAGCCT 

Este artigo 

 groEL Chaperona molecular F: TGCGTTTTGTAGTGCGGAAC 
R: AAGCAGTTGGCGTTGGTTTC 

Este artigo 

 gbu Transportador de glicina 
betaína 

F: GCGCTTGTTATTGGGGTTCC 
R: CCGAAAAATGCTACGGCAGG 

Este artigo 

1 gene de controle endógeno
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2.4.6. Condições de qPCR e análise de ΔΔCt 

A concentração de cDNA foi analisada por PCR quantitativa, em 

termociclador Rotor Gene Q (Qiagen, Hilden, Alemanha). A reação de PCR em 

tempo real, cujo volume final foi 10 µL, consistiu de 5 µL de Power SYBR Green 

PCR Mastermix (Applied Biosystems, Life Technologies, Warrington, Inglaterra), 

100 nM de cada primer, 200 ng de cDNA e água ultra pura para completar o 

volume. O no-template control (ausência de amostra) foi incorporado em cada 

análise. O programa de amplificação consistiu em uma temperatura de 

desnaturação a 95°C por 10 min, seguido por 45 ciclos de 10 s a 9 5°C e 1 min a 

60°C. A curva de dissociação ( melting curve) foi obtida para determinar a 

especificidade da reação e a presença de dímeros de oligonucleotídeos, além 

de possíveis contaminações. 

As análises dos dados de expressão gênica foram realizadas utilizando 

o modelo ΔΔCt de quantificação relativa. Os valores de threshold cycle (Ct) para 

cada gene foram convertidos em escala logarítmica e exportados para o software 

Microsoft Excel. O valor de Ct para cada um dos genes de interesse pesquisados 

foram subtraídos dos valores de Ct para os genes de referência, para o cálculo 

do ΔCt. Em seguida, o ΔΔCt foi obtido a partir da diferença entre o ΔCt de cada 

gene em cada um dos desafios microbianos propostos pelo ΔCt dos mesmos 

genes nas amostras controle. As quantidades relativas (Q) foram obtidas a partir 

da fórmula 2(-ΔΔCt). A eficiência de cada primer foi avaliada utilizado-se diluições 

decimais de amostras de DNA, assegurando-se uma eficiência entre 0,95 e 1,05. 
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3. Resultados e Discussão 

 

A Figura 1 apresenta os resultados do desenvolvimento de L. lactis 

subsp. lactis e produção de nisina em caldo BHI e leite desnatado reconstituído 

nas temperaturas de 20 e 30 °C por 24 h. 

 

Figura 1. Desenvolvimento de Lactococcus lactis subsp. lactis DY13 em caldo BHI (A, 

B) e leite desnatado reconstituído (C, D), nas temperaturas de 20 (A, C) e 30 °C (B, D) 

por 24 h. linhas: população (medida de densidade óptica ou log10 UFC/mL); barras: 

produção de nisina (UA/mL). 

 
Em caldo BHI, observou-se o início do desenvolvimento logarítmico de 

L. lactis subsp. lactis entre 12 e 15 h para a temperatura de 20 °C, e entre 6 e 9 

h para a temperatura de 30 °C (Figura 1AB). Nesses intervalos também foi 

observada a maior redução do pH do meio, com uma variação de 1,31 e 1,63 

para 20 e 30 °C, respectivamente (dados não apresentados). A fase estacionária 

a 20 °C se iniciou entre 18 e 24 h, atingindo maior densidade óptica no tempo 21 
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h, porém reduzindo novamente ao final de 24 h (Figura 1A). Na temperatura de 

30 °C a fase estacionária se iniciou a partir de 12 h (Figura 1B). O pH ao final de 

24 h foi de 5,68 e 5,39 para 20 e 30 °C, respectivamente (dados não 

apresentados). 

Em leite desnatado reconstituído, observou-se o início do 

desenvolvimento logarítmico de L. lactis subsp. lactis entre 0 e 12 h a 20 °C 

(Figura 1C), e entre 0 e 9 h a 30 °C (Figura 1D). A fase estacionária na 

temperatura de 20 °C se inicia entre 12 e 15 h, atingindo uma população 

aproximada de 8,5 log (Figura 1C). A 30 °C a fase estacionária se iniciou a partir 

de 9 h, com a mesma população aproximada (Figura 1D). A variação de pH do 

leite foi de 0,22 e 0,77, atingindo o valor final de 6,46 e 5,92, para as 

temperaturas de 20 e 30 °C, respectivamente (dados não apresentados). 

A produção de nisina por L. lactis subsp. lactis em cultura simples em 

caldo BHI e leite desnatado reconstituído se iniciou na fase exponencial de 

desenvolvimento, como descrito por de Arauz et al. (2009). No entanto, em leite 

houve um aumento dessa produção durante a fase estacionária, diferente do 

observado por Hirsch (1951) e De Vuyst & Vandamme (1992). 

A Figura 2 apresenta os resultados das curvas de interação entre L. lactis 

subsp. lactis e L. monocytogenes em caldo BHI e leite desnatado reconstituído 

nas temperaturas de 20 e 30 °C por 24 h. O comportamento de L. 

monocytogenes em culturas puras foram apresentados como referenciais para 

o desenvolvimento do patógeno em co-cultura com L. lactis subsp. lactis. 
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Figura 2. Desenvolvimento de Listeria monocytogenes Scott A e Lactococcus lactis 

subsp. lactis DY13 e produção de nisina em co-cultura em caldo BHI (A, B) e leite 

desnatado reconstituído (C, D), a 20 (A, C) e 30 °C (B, D). Em cada gráfico, linha cinza 

tracejada (L. monocytogenes em co-cultura, log UFC/mL), linha cinza contínua (L. 

monocytogenes inoculada isolada - controle, log UFC/mL), linha preta tracejada (L. 

lactis em co-cultura, log UFC/mL), barras cinzas (produção de nisina, UA/mL). 

 

Em caldo BHI durante a interação, a população de L. lactis subsp. lactis 

a 20 °C atingiu o valor máximo de 9,5 log no tempo 21 h. A detecção de nisina 

nessa temperatura se iniciou no tempo 18 h com 100 UA/mL, mantendo essa 

concentração até o tempo de 24 h (Figura 2A). A 30 °C, o crescimento 

logarítmico da população de L. lactis subsp. lactis acontece entre os tempos 0 e 

6 h, com a entrada na fase estacionária entre 9,0 e 9,1 log UFC/mL. A produção 

de nisina a 30 °C se iniciou na fase estacionária no tempo de 9 h  com 100 UA/mL, 

mantendo essa concentração até o tempo de 24 h (Figura 2B). 

Em leite desnatado reconstituído, o crescimento exponencial da 

população de L. lactis subsp. lactis ocorreu entre 6 e 12 horas a 20 °C (Figura 
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2C), e entre 0 e 9 h a 30 °C (Figura 2D). No entanto, ao final da fase exponencial 

de crescimento, a população de L. lactis subsp. lactis apresentou um aumento 

até a última amostragem no tempo de 24 h, de aproximadamente 0,5 log UFC/mL 

para ambas as temperaturas (Figura 2). A produção de nisina no leite de 100 

UA/mL foi observada a partir de 3 h para ambas as temperaturas, permanecendo 

nessa concentração até 9 e 6 h para 20 e 30 °C, respectivamente (Figura 2). A 

maior concentração de nisina em leite durante a interação foi observada no 

tempo de 24 h, com os valores de 3200 e 6400 UA/mL para as temperaturas de 

20 e 30 °C, respectivamente (Figura 2). 

Nos ensaios de interação entre L. monocytogenes e L. lactis subsp. 

lactis, a detecção de nisina no caldo BHI só foi observada após a entrada na fase 

estacionária de crescimento e em baixa quantidade (100 UA/mL, Figura 2), 

diferentemente dos resultados obtidos em cultura simples (Figura 1). Perin 

(2011) demonstrou essa baixa produção de nisina em meio BHI. O 

desenvolvimento de bactérias ácido-láticas em leite pode levar a hidrólise de 

suas proteínas e formação de peptídeos com características antimicrobianas 

(Benkerroum, 2010), o que pode explicar em parte a detecção observada no 

tempo de 3 h de incubação no leite em co-cultura. 

A redução da população de L. monocytogenes em co-cultura, em relação 

a sua cultura simples em BHI foi coincidente com o inicio de detecção de nisina 

a 20 °C (18 h) e a 6 h a 30 °C, sendo a produção de nisina iniciada no próximo 

ponto amostral nessa temperatura (9 h) (Figuras 2AB). No entanto, no tempo 

amostral de 24 h houve um aumento na população de L. monocytogenes na 

temperatura de 30 °C (Figura 2B) . Segundo Ming & Daeschel (1995), L. 

monocytogenes Scott A pode adquirir resistência a nisina pela modificação do 

conteúdo de fosfolipídios da membrana. 
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Apesar da maior detecção de nisina no leite, a redução de contagem de 

L. monocytogenes nesse meio foi inferior àquela encontrada em caldo BHI 

(Figura 2). Matrizes complexas como o leite podem interferir na capacidade 

bactericida de bacteriocinas devido a interações com proteínas e lipídios (Jung 

et al., 1992; Stecchini et al., 1995) e a proteólise (Hernández et al., 2005). 

O objetivo desse experimento foi avaliar a expressão de genes 

específicos de L. monocytogenes com relação a sua interação com L. lactis 

subsp. lactis. Nesse contexto, o inóculo inicial de L. monocytogenes foi alto, com 

o intuito de que a inibição não eliminasse a população desse micro-organismo e 

possibilitasse a extração de material para as análises de expressão. No contexto 

do alimento, não é comum uma alta contaminação inicial. 

A Figura 3 apresenta a expressão de nisK por L. lactis subsp. lactis em 

relação ao tempo de incubação na condição de co-cultura em caldo BHI e leite. 

O tempo 0 h de amostragem foi utilizado como referencial. O gene nisK de L. 

lactis subsp. lactis em co-cultura teve sua expressão aumentada em relação ao 

tempo 0, para os dois meios e as duas temperaturas, atingindo o máximo em 

cada condição no tempo amostral de 24 h. Relacionando-se a expressão do 

gene nisK com os resultados de atividade inibitória (Figura 2) a L. 

monocytogenes pode-se verificar que a expressão desse gene apresentou 

aumento em relação ao tempo 0 h a partir de 9 h de amostragem para todos os 

meios e temperaturas. Com exceção do resultado de caldo BHI a 20 °C, 

produção de nisina foi observada nesse tempo para as ouras condições. Essa 

exceção pode ser explicada por uma menor sensibilidade do teste utilizado (Agar 

Spot) em relação à sensibilidade do qPCR. A partir do tempo 18 h, observa-se 

um aumento relativo da expressão de nisK e a inibição em todos os meios e 

temperaturas. A expressão do gene nisK atinge o máximo para cada meio e 
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temperatura na amostragem de 24 h, coincidindo no leite com o máximo de 

produção de nisina para cada temperatura. Em caldo BHI não houve uma 

variação da concentração de nisina desde o início dessa atividade até o final da 

amostragem em 24 h. 

 

Figura 3. Expressão relativa do gene nisK de L. lactis subsp. lactis DY-13 produtor de 

nisina em caldo BHI (A, B) e leite desnatado reconstituído (C, D) a 20 (A, C) e 30 °C 

(B, D) em co-cultura com L. monocytogenes Scott A em relação ao tempo de cultivo. O 

gene tuf foi utilizado como controle endógeno, e a expressão do gene nisK no tempo 0 

h em cada meio foi utilizada como controle (linha vermelha) para realização da 

expressão relativa por RT-qPCR por análise de ΔΔCt. 

 

O gene nisK pertence ao cluster de nisina, dando origem a proteína de 

membrana histidina quinase responsável pelo sistema de dois componentes de 

trandução de sinal dependente de nisina do meio extracelular (Ge et al., 2017). 

A ligação da nisina nesse receptor permite sua autofosforilação, que ativa o 
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regulador transcricional NisR, que por sua vez reconhece os promotores de 

operons do cluster de nisina, permitindo suas transcrições (Lubelski et al., 2008). 

O gene nisK pode ser transcrito a partir de dois promotores diferentes. O primeiro 

promotor é independente de nisina, gerando o transcrito nisRK, permitindo a 

expressão constitutiva do sistema de dois componentes anteriormente a 

presença da nisina no meio (Trmčić et al., β011). O segundo promotor da origem 

ao transcrito nisABCTIPRK (Ra et al., 1996), é dependente da sinalização de 

nisina no meio extracelular e pode amplificar a resposta da ativação por nisina 

(Kleerebezem, 2004). Trmčić et al. (β011) demonstraram que a expressão de 

nisK foi maior quando havia presença de nisina no meio, e que a expressão do 

gene sofreu modificação em relação ao tempo. Os resultados de expressão do 

gene de nisina (Figura 3), associados aos resultados de inibição por unidade 

arbitrária (Figura 2) podem indicar indiretamente a produção de nisina por L. 

lactis subsp. lactis nos meios de cultura durante a interação com L. 

monocytogenes. 

A Figura 4 apresenta os resultados de expressão relativa do gene sigB de 

L. monocytogenes em caldo BHI e leite desnatado reconstituído. Durante a 

interação em caldo BHI houve uma redução da expressão de sigB a 20 °C no 

tempo de 9 h, seguido por um aumento da expressão nos tempos de 18 e 24 h, 

porém menor que o dobro de expressão. A 30 °C houve uma redução da 

expressão em todos os tempos. 

 



87 
 

 

 
Figura 4. Expressão relativa do gene sigB de L. monocytogenes Scott A em caldo BHI 

(A, B) e leite desnatado reconstituído (C, D) a 20 (A, C) e 30 °C (B, D) em co-cultura 

com L. lactis subsp. lactis DY-13 produtor de nisina. O gene rplD foi utilizado como 

controle endógeno e a expressão do gene sigB em cultura simples no mesmo meio e 

tempo de cultivo foi utilizada como controle para realização da expressão relativa por 

RT-qPCR por análise de ΔΔCt. Linha vermelha: valor referencial para variação da 

expressão de sigB. 

 

Em leite, a expressão de sigB foi reduzida no tempo de 24 h a 20 °C, 

enquanto não houve uma variação nos outros tempos. A 30 °C inicialmente no 

tempo 9 h houve um aumento de 2,5 da expressão, seguido por uma redução 

nos tempos 18 e 24 h. O regulon de sigB está envolvido com o estresse geral de 

L. monocytogenes, situação em que se encontra no presente estudo em co-

cultura com L. lactis subsp. lactis, porém não há um consenso sobre a sua ação 

em relação a nisina. Enquanto Begley et al. (2006) encontraram que L. 
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monocytogenes mutantes ΔsigB foram mais sensíveis a níveis sub-letais de 

nisina, Palmer et al. (2009) demonstraram que mutantes ΔsigB foram mais 

resistentes a essa bacteriocina. Ainda, estudo de Laursen et al. (2014) com 

pediocina, outra bacteriocina com ação na membrana plasmática e perda de 

potencial de membrana, demonstrou que não houve uma alteração inicial na 

expressão de sigB, porém houve um aumento da expressão de seu regulon, 

seguida de uma repressão da expressão, tanto do gene sigB, quanto de seu 

regulon. 

A Figura 5 apresenta os resultados de expressão relativa de gadD2 de 

L. monocytogenes em caldo BHI e leite desnatado reconstituído. O gene de 

glutamato descarboxilase foi relativamente menos expresso em caldo BHI para 

todos os tempos em ambas as temperaturas. Essa expressão é conflitante com 

os dados de pH desse meio, que chegou a valores mais baixos que no leite 

(dados não apresentados). Em leite, em geral foi observada uma maior 

expressão de gadD2, especialmente nos tempos de 18 h para 20 °C e 9h para 

30 °C. 

A análise foi restrita ao gene gadD2, já que L. monocytogenes Scott A 

tem sorologia 4b, grupo que não possui o gene gadD1 (Chen et al., 2012). O 

gene gadD2 foi relacionado com resposta a estresse em pH mais baixo, 

enquanto gadD1 em pH mais alto (Cotter et al., 2005). O observado nesse 

presente estudo aparentemente indica que nos tempos observados ocorria uma 

resposta ao estresse ácido devido à produção de ácidos orgânicos pelas 

bactérias (especialmente lático). 

Segundo Begley et al. (2010), mutantes de L. monocytogenes ΔgadD1 

são mais sensíveis a nisina, o que não foi observado com ΔgadD2. Bonnet & 

Montville (2005) demonstraram que L. monocytogenes pré-adaptadas a 
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condições ácidas foram mais resistentes a nisina, sendo que Bonnet et al. (2006) 

atribuem essa resposta cruzada a atividade da F0F1-AtTPase em economizar 

ATP celular. 

 

Figura 5. Expressão relativa do gene gadD2 de L. monocytogenes Scott A em caldo 

BHI (A, B) e leite desnatado reconstituído (C, D) a 20 (A, C) e 30 °C (B, D) em co-

cultura com L. lactis subsp. lactis DY-13 produtor de nisina. O gene rplD foi utilizado 

como controle endógeno e a expressão do gene gadD2 em cultura simples no mesmo 

meio e tempo de cultivo foi utilizada como controle para realização da expressão 

relativa por RT-qPCR por análise de ΔΔCt. Linha vermelha: valor referencial para 

variação da expressão de gadD2. 

 

A Figura 6 apresenta os resultados de expressão relativa de groEL de L. 

monocytogenes em caldo BHI e leite desnatado reconstituído. L. monocytogenes 

apresentou menor expressão de groEL quando em co-cultura com L. lactis 

subsp. lactis em caldo BHI em todos os tempos, nas duas temperaturas. Em 
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leite, a interação levou a um aumento aproximado de duas vezes nos tempos 9 

e 18 h para 20 °C, e de 9 h para 30 °C, sendo seguido de uma diminuição da 

expressão em ambas as temperaturas. 

 

Figura 6. Expressão relativa do gene groEL de L. monocytogenes Scott A em caldo 

BHI (A, B) e leite desnatado reconstituído (C, D) a 20 (A, C) e 30 °C (B, D) em co-

cultura com L. lactis subsp. lactis DY-13 produtor de nisina. O gene rplD foi utilizado 

como controle endógeno e a expressão do gene groEL em cultura simples no mesmo 

meio e tempo de cultivo foi utilizada como controle para realização da expressão 

relativa por RT-qPCR por análise de ΔΔCt. Linha vermelha: valor referencial para 

variação da expressão de groEL. 

 

O gene groEL está envolvido na resposta ao choque térmico (Hayer-

Hartl et al., 2016). No entanto, as temperaturas testadas, 20 e 30 °C, estão dentro 

da faixa de temperatura de multiplicação de L. monocytogenes. Outras 

condições de estresse podem estar relacionadas com a regulação de groEL, que 
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envolvem a perda da conformação proteica no citoplasma, como ácido e 

radiação ultravioleta (Hartke et al., 1997). Lado et al. (2004) demonstraram que 

L. monocytogenes Scott A tratada com campo elétrico pulsado, tratamento que, 

como a nisina, induz a permeabilização da membrana, apresentou redução da 

concentração das chaperonas citoplasmáticas DnaJ, GroEL e GroES, 

apresentando também redução na resistência a tratamento térmico. 

A Figura 7 apresenta os resultados de expressão relativa de gbu de L. 

monocytogenes em caldo BHI e leite desnatado reconstituído. A expressão de 

gbu em caldo BHI a 20 °C foi relativamente 2,5 vezes mais expresso no tempo 

de 9 h, enquanto nos tempos de 18 e 24 h a expressão foi próxima aquela da 

cultura pura (entre 1 e 1,5 vezes). Na temperatura de 30 °C inicialmente a 9 h a 

expressão reduziu pela metade, sendo dobrada no tempo de 18 h e próxima a 

cultura pura a 24 h. Em leite, a expressão de gbu teve pouca variação nos 

tempos de 9 e 18 h, a 20 °C, sendo que no tempo de 24 h ocorreu uma redução 

da sua expressão. Na temperatura de 30 °C inicialmente a 9 h a expressão foi 

mais que 2,5 vezes maior, não sofrendo variação no tempo de 18 h e tendo uma 

grande redução de sua expressão a 24 h. 

gbu codifica uma proteína responsável pelo transporte de glicina 

betaína, soluto compatível responsável pela sobrevivência da bactéria em casos 

de estresse osmótico e frio (Pittman et al., 2014). As condições de 

desenvolvimento não estão relacionadas a essas condições de estresse, já que 

o caldo BHI e o leite apresentam atividade de água adequada para a 

multiplicação de L. monocytogenes (Beuchat et al., 2013), e as temperaturas de 

20 e 30 °C não ativam uma resposta de estresse frio. 
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Figura 7. Expressão relativa do gene gbu de L. monocytogenes Scott A em caldo BHI 

(A, B) e leite desnatado reconstituído (C, D) a 20 (A, C) e 30 °C (B, D) em co-cultura 

com L. lactis subsp. lactis DY-13 produtor de nisina. O gene rplD foi utilizado como 

controle endógeno e a expressão do gene gbu em cultura simples no mesmo meio e 

tempo de cultivo foi utilizada como controle para realização da expressão relativa por 

RT-qPCR por análise de ΔΔCt. Linha vermelha: valor referencial para variação da 

expressão de gbu. 

 

Não há dados disponíveis na literatura quanto à mudança de expressão 

de gbu por L. monocytogenes relacionado com a sua interação com L. lactis 

subsp. lactis. No entanto, Cetin et al. (2004) determinaram que esse gene pode 

ser expresso por dois promotores, um relacionado ao sigma principal, σA, e outro 

ao sigma B, relacionado a estresse. Como observado por Laursen et al. (2014) 

com pediocina, o aumento da expressão inicial (9 h em BHI a 20 °C, e em leite a 

30 °C) pode ser dependente do aumento da expressão do regulon de sigma B, 
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enquanto a redução no tempo de 24 h em ambas temperaturas no leite também 

pode estar relacionada a redução da expressão, tanto do gene sigma B, quanto 

de seu regulon. 

A pré-exposição a condições ácidas e hiperosmóticas pode levar a uma 

maior resistência de L. monocytogenes a nisina (Bergholz et al., 2013; Bonnet et 

al., 2006). A utilização de culturas starters produtoras de nisina no alimento leva 

a uma acidificação gradual, anterior à produção de nisina, o que poderia causar 

uma resistência cruzada, em comparação a adição de nisina diretamente no 

alimento. Além disso, a utilização da salga do leite no preparo de queijo também 

pode levar a essa adaptação de L. monocytogenes a nisina. Essas situações 

devem ser consideradas para a escolha da utilização da nisina in situ. 

A expressão de genes relacionados a condições de estresse em L. 

monocytogenes em interação com L. lactis subsp. lactis foi variada nos diferentes 

tempos, quando comparada com a L. monocytogenes isolada. No entanto, a 

maioria dos genes teve sua expressão relativa reduzida no tempo de 24 h. Essa 

expressão reduzida pode indicar uma menor capacidade de L. monocytogenes 

em sobreviver a condições de estresse no alimento, levando a uma redução 

desse micro-organismo em alimentos fermentados com L. lactis subsp. lactis 

produtor de nisina. 
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CONCLUSÕES 

 

L. monocytogenes e L. lactis subsp. lactis de desenvolveram em caldo 

BHI e leite desnatado reconstituído nas temperaturas de 25 e 37 °C, atingindo 

altas concentrações no tempo de 24 h. L. lactis subsp. lactis produziu nisina nos 

dois meios, atingindo a concentração de 400 UA/mL em caldo BHI e leite (25 °C) 

e 800 UA/mL em leite a 37 °C, no tempo de 24 h. 

Durante a interação, inibição de L. monocytogenes foi maior em caldo 

BHI que em leite. No entanto, a produção de nisina foi maior em leite atingindo 

3200 e 6400 UA/mL em 24 h nas temperaturas de 25 e 37 °C, respectivamente, 

enquanto que em BHI a concentração não ultrapassou 100 UA/mL. 

A produção de nisina nos dois meios durante a interação foi comprovada 

por sua detecção no meio de cultivo e pela maior expressão do gene nisK em 

relação ao tempo de incubação. A expressão relativa dos genes relacionados a 

estresse de L. monocytogenes em cultura simples e em co-cultura com L. lactis 

subsp. lactis produtor de nisina foi variável. No entanto, a maioria dos genes teve 

sua expressão reduzida em interação no tempo de 24 h, o que pode indicar uma 

menor capacidade de L. monocytogenes em resistir a condições de estresse 

quando em interação com L. lactis subsp. lactis produtor de nisina. 


