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“I've had the highest mountains

I've had the deepest rivers
You can have it all, but life keeps moving

| take it in, butdon ’t look down
I’'m on top of the world,

Waiting on this for a while now

Paying my dues to the dirt
I've been waiting to smile,

Been holding it in for a while,

| could of gave up then, but
Then again I couldn’t have ‘cause

I've traveled all this way for something

And now, I'm on the top of the world.”

On top of the world- Imagine Dragons
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RESUMO

CAVICCHIOLI, Valéria Quintana, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2014. Diferenciagdo genética e potencial bacteriocinogénico de Bactérias Laticas
isoladas de leite de cabraOrientador: Luis Augusto NerdCo-orientador: Fabio
Alessandro Pieri.

O leite de cabra, devido a diversidade de sua microbiota autoctone, € considerado uma
boa fonte de novas cepas de Bactérias Acido Laticas (BAL) com potencial para
exploracdo como alternativas a biopreservacéo de alimentos. A crescente demanda dos
consumidores por essas alternativas justifica estudos que investiguem o potencial
antimicrobiano desses micro-organismos. O presente estudo teve como objetivo avaliar
a diversidade genética e o espectro de acao de cepas de BAL antagonistas autoctones de
leite de cabra que podem ser potencialmente utilizadas como biopresemmantes
alimentos. A atividade bacteriocinogénica comiisteria monocytogenes estabilidade

das bacteriocinas em diferentes condicbes ambientais também foram alvo deste
trabalho. Cinquenta e sete isolados de BAL (33 isoladoBnderococcusspp. e 24
isolados delactococcusspp), previamente caracterizados como bacteriocinogénicos
por metodologias genotipicas e fenotipicas, foram submetidos a macrorrestricdo com a
enzima Smd e PFGE e seus perfis foram comparados aos resultados de genes
bacteriocinogénicos previamente pesquisados. Alta variabilidade genética foi observada
para ambos os géneros. Embora o PFGE tenha apresentado poder discriminatorio
suficiente, isolados com diferentes resultados para genes de bacteriocinas foram
agrupados como idénticos em ambos 0s géneros. Doze isolaastoeoccusspp.e

dezoito isolados d&nterococcuspp., representativos de diferentes pulsotipos, foram
selecionados para avaliacdo do espectro de acdo antimicrobiana contra 46 micro-
organismos indicadores (incluindo BAL, micro-organismos deteriorantes e patégenos).

Os isolados déeactococcuspp. demonstraram amplo espectro de agéo sobre 0s micro-
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organismos alvo, com destaque para a atividade contra os pathgemmsocytogenes

e Clostridium spp. Enterococcuspp, de modo similar, foi capaz de inibir diversos
micro-organismos alvo, apresentando atividade principalmente chistieria spp

Cepas Gram-negativas também apresentaram sensibilidade aos isolados de ambos os
géneros. Seis isolados (quatEmterococcusspp. e dois Lactococcusspp.) foram
avaliados quanto ao potencial bacteriocinogénico contra cegasmmocytogenede
diferentes sorotipos e todos os sorotipos foram inibidos pelas bacteriocinas produzidas
pelas BAL. Adicionalmente, as bacteriocinas produzidas por estes isolados
apresentaram ampla faixa de estabilidade em diferentes valores de pH e temperaturas.
Os dados obtidos demonsaa que o leite de cabra pode conter uma microbiota
bacteriocinogénica diversificada, capaz de inibir micro-organismos de interesse a
industria de alimentos, podendo ser potencialmente empregadas na bioconservacao de

alimentos produzidos em diferentes condi¢des de processamento.



ABSTRACT

CAVICCHIOLI, Valéria Quintana, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February
2014. Genetic diversity, antimicrobial activity range and bacteriocinogenic
potential of Lactic Acid Bacteria isolated from raw goat milk. Advisor: Luis
Augusto NeroCo-advisor: Fabio Alessandro Pieri.

Because of the diversity of its indigenous microbiota, goat milk is considered a good
source of new strains of lactic acid bacteria (LAB) with potential for exploitation as
alternatives to food biopreservation. The increasing consumer demand for these
alternatives justifies studies to investigate the antwbial potential of these
microorganisms. The present study aimed to evaluate the genetic diversity and the
antimicrobial action range of autochthonous strains of BAL isolated from goat milk that
can be potentially used as biopreservatives in food. The bacteriocinogenic activity
againstListeria monocytogeneand stability in different environmental conditions were
also the target of this study. Fifty-seven isolates of BAL (33 isolat&ntErococcus

spp., and 24 isolates bactococcuspp.), previously characterized as bacteriocinogenic

by genotypic and phenotypic methods, were subjected to macrorestrictiosmith

and PFGE and their profiles were compared with the results of bacteriocinogenic genes
previously searched. High genetic diversity was observed for both genders. Although
PFGE showed sufficient discriminatory power, isolates with different results for
bacteriocinogenic genes were grouped as identical in both genders. Twelve isolates
from Lactococcusspp. and eighteen isolates &nterococcusspp., representing
different pulsotypes, were selected for evaluation of the antimicrobial activity range
against 46 target microorganisms (including BAL, pathogens and spoilage
microorganisms).Lactococcusstrains showed a wide spectrum against the targets,
especially againdt. monocytogeneasndClostridiumspp..Enterococcuspp., similarly,

was able to inhibit various targets, acting mainly agdingeria spp. Gram- negative
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microorganisms also showed sensitivity to isolates of both genders. Six isolates (four
Enterococcusspp., and twd.actococcusspp.) were evaluated for bacteriocinogenic
potential againgt. monocytogenestrains from different serotypes and all of them were
inhibited by bacteriocins produced by these LAB. Additionally, bacteriocins produced
by these isolates showed a wide range of stability at different pH values and
temperatures. The data showed that goat milk can contain a diverse microbiota able to
inhibit microorganisms of interest to the food industry and can be potentially employed

in biopreservation of foods produced at different processing conditions.
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INTRODUCAO GERAL

O leite de cabra e seus derivados possuem um inegéavel apelo comercial
devido ao seu status de “alimento saudavel”. Essa classificagdo ¢ justificada por seus
componentes nutricionais e pela aceitacdo dos consumidores intolerantes ao leite de
vaca, seja pela dificuldade em digerir os seus glébulos de gordura ou pela intolerancia a
caseina. Em sintonia a aceitacdo comercial desse produto, o Brasil vive atualmente uma
fase de expansao da caprinocultura leiteira, com um desenvolvimento significativo na
regiao Sudeste.

Varios micro-organismos naturalmente presentes nesse produto possuem
importantes caracteristicas que podem ser aproveitadas industrialmente e em programas
de inocuidade alimentar. Esses micro-organismos séo as bactérias acido laticas (BAL), e
estdo naturalmente presentes no leite de cabra como componentes autoctones de sua
microbiota. BAL produzem diversas substancias que sao aproveitadas industrialmente
para a transformacdo de leite em produtos fermentados. Além disso, também s&o
capazes de produzir diversas substancias com potencial antimicrobiano, sendo as
bacteriocinas de particular interesse industrial. Essas substancias sdo proteinas com
grande aplicabilidade nas industrias de alimentos como ferramentas para garantia de
qualidade e inocuidade alimentar, e sdo capazes de inibir micro-organismos patogénicos
e deteriorantes.

Atualmente s&o descritas inUmeras espécies de BAL capazes de produzir
uma infinidade de bacteriocinas, com diferentes caracteristicas de inibicdo, espectro de
acdo, sensibilidade a enzimas e temperatura, além de outros fatores. Atributos
antimicrobianos e sensoriais sdo usualmente cepa-especificos, justificando a avaliacao
da diversidade genética destas bactérias. Neste sentido, a constante busca de novas

cepas bacterianas e novas bacteriocinas produzidas € de especial interesse da industria



de alimentos e esta em sintonia com a atual tendéncia de consumidores procurarem
alimentos saudaveis e livres de residuos quimicos. Assim, o objetivo desta pesquisa foi
avaliar a variabilidade genética de BAL isoladas de leite de cabra cru, verificar seu
espectro de acdo antimicrobiano e potencial bacteriocinogénico cbistexria
monocytogeneslém de testar a estabilidade das bacteriocinas em diferentes condi¢cdes

ambientais.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Caprinocultura leiteira e o leite de cabra

De acordo com a FAO (2010) 95% do rebanho caprino mundial est&o
concentrados nos paises em desenvolvimento, nos quais fornecem multiplas
oportunidades econdmicas, contribuindo para a seguranca alimentar e reducédo da
pobreza.

A populagdo de cabras no Brasil atingiu a marca de aproximadamente 10
milhdes de animais em 2007, tornando-se o 7° maior rebanho mundial (FAO, 2010;
L6bo et al., 2010). Mais de 93% do rebanho nacional esta localizada no Nordeste, sendo
a Paraiba o principal estado produtor. Embora o Nordeste seja responsavel por 67% da
producdo nacional, a atividade é caracterizada por sistemas de producao familiar de
baixa produtividade (Oliveira et al., 2011). A regido sudeste, em contrapartida, possuli
uma cadeia produtiva mais estruturada e organizada, contribuindo de forma significante
com a producdo leiteira nacional.

O Brasil destaca-se como maior produtor de leite de cabra da América do
Sul, e em 2011 foi responsavel pela producdo de mais de 148 mil toneladas
representando aproximadamente 1,3% do leite produzido mundialmente (FAQ, 2011)
Embora em niveis mundiais a producdo seja relativamente baixa, a caprinocultura
leiteira € uma atividade que se apresenta em constante crescimento no pais, com
aumento de aproximadamente 15% ao ano (FAO, 2011).

Do total de leite que é produzido no Brasil, somente 1.100 toneladas séo
destinadas a producdo de derivados, revelando um importante consumo de leite de

fluido (Medina et al., 2011). Assim, os produtos mais importantes no mercado brasileiro



sao o leite (pasteurizado, UHT, em pé e congelado) e derivados, como queijos, iogurtes,
doces, sorvetes e cosmeéticos.

O aumento do consumo e de producdo do leite de cabra esti ligado
principalmente as suas caracteristicas nutricionais e tecnoldgicas. Seu potencial
tecnologico vem sendo muito explorado, a partir do desenvolvimento de produtos
diferenciados, como queijos e iogurtes. InUmeras variedades de derivados, como queijos
de cabra sao produzidas em todo o mundo (Scintu & Piredda, 2007). Esses produtos
possuem um alto valor agregado, devido a caracteristicas sensoriais particulares e ao
apelo que possuem junto aos consumidores, por serem considerados ‘“‘alimentos
saudaveis”.

Esse apelo € justificado por suas caracteristicas nutricionais e pelos efeitos
benéficos para a manutencdo da saude e de funcdes fisiolégicas que seu consumo pode
gerar, especialmente para pessoas que possuem alergias ou outros problemas
gastrointestinais (Haenlein, 2004; Park, 2007; Ribeiro & Ribeiro, 2010). As proteinas
do leite de cabra sdo mais rapidamente digeridas e os aminoacidos sdo absorvidos com
maior eficiéncia do que aminoéacidos do leite de vaca (Jandal, 1996; Jenness, 1980). Os
glébulos de gordura do leite de cabra sdo menores do que os de leite de vaca, com maior
superficie de contato, o que possibilita a acdo efetiva de lipases e facilita a sua digestado
(Jandal, 1996; Jenness, 1980). Ainda em relacdo a gordura, o consumo de leite de cabra
reduz os niveis de colesterol total e da fracdo LDL, devido a maior presenca de
triglicerideos de cadeia média (36% no leite de cabra contra 21% no leite de vaca), o
que diminui a sintese de colesterol endégeno (Haenlein, 2004). Ao contrario do leite de
vaca, que é ligeiramente &cido, o leite de cabra tem natureza alcalina, sendo benéfico
para pessoas com problemas de acidez estomacal. Esta alcalinidade se deve a maior
guantidade de proteina e a um arranjo diferente de fosfatos (Haenlein, 2004).

Diferentemente do leite de vaca, a caseina do leite de cabra ndo gp6sgtb o-



caseina, sendo majoritariamente constituido de B-caseina, 0 que representa uma grande
vantagem para pessoas alérgicas ao leite de vaca. Essa condicdo é considerada comum ¢
acomete cerca de 2,5% das criangas durante os trés primeiros ana@s de vid

O leite de cabra, assim como o leite de vaca, possui uma microbiota
autoctone extremamente rica e complexa, e o seu conhecimento detalhado € essencial
para a producédo de derivados fermentados (Asteri et al., 2010; Herreros et al., 2005;
Wouters et al., 2002). Caracteristicas sensoriais especificas dos produtos artesanais sédo
provenientes da fermentacdo natural causada por micro-organismos naturalmente
presentes no leite, principalmente por integrantes do grupo das Bactérias Acido Léaticas
(BAL), os quais sao muito estudados em todo o mundo visando sua utilizagdo como
bioprotetores e coadjuvantes tecnoldgicos para producdo de alguns derivados, como
queijos (Asteri et al., 2010; Dal Bello et al., 2012; Dolci et al., 2008; Madrau et al.,
2006; Nikolic et al., 2008).

BAL constituem um grupo amplo de micro-organismos que compdem
naturalmente a microbiota autéctone de diversos alimentos, incluindo o leite cru e seus
derivados. Os géneros que compdem este grupoAsiococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Weissella, Lactococeluitreptococcugvon Wright & Axelsson, 2012).

Micro-organismos desses géneros possuem muitas caracteristicas
morfologicas, metabdlicas e fisiologicas em comum: sdo descritos como bacilos ou
cocos Gram-positivos, aerotolerantes, acido tolerantes, ndo formadores de esporos, ndo
produtores de catalase e possuem o acido latico como principal produto da fermentacdo
de carboidratos. O processo de fermentacdo também pode ser utilizado para
identificacdo deste grupo e pode ocorrer por dois mecanismos: homofermentativo ou

heterofermentativo. O mecanismo homofermentativo produz apenas acido latico



enquanto o heterofermentativo gera didxido de carbono, etanol ou acetato, além do
acido latico (von Wright & Axelsson, 2012).

Os principais géneros de BAL que comp&em a microbiota autéctone de leite
saoEnterococcus, Lactococcwslactobacillus(Dal Bello et al., 2010; Ortolani et al.,

2010; Rodriguez et al., 200@)actococcus Enterococcuséo géneros de BAL muito
relevantes para a elaboracédo de derivados. Cephactiscoccusséo frequentemente
utilizadas como cultura starter para a producdo de queijos e leites fermentados
(O'Sullivan et al.,, 2002). Estes micro-organismos também s&do capazes de produzir
diversas bacteriocinas. O lantibi6tico nisina, mais importante entre as bacteriocinas, €
produzido por vérias cepas dectococcus lactissubsp.lactis e possui um amplo
espectro de acdo, sendo principalmente ativo contra bactérias Gram-positivas (de Arauz
et al., 2009).

Enterococcusspp. encontra-se amplamente distribuido no ambiente, como
parte da microbiota do trato gastrointestinal de humanos e outros animais, presentes
também em vegetais, solo e alimentos (Gong et al., 2010). Estas bactérias destacam-se
pela marcante atividade bacteriocinogénica cohisgeria monocytogenes$?orém, o
emprego deEnterococcusspp. em alimentos ainda exige certa cautela. Por serem
responsaveis por infec¢cdes nosocomiais e capazes de transferir genes de viruléncia, este
grupo divide as opinibes de pesquisadores a respeito de seu status de seguranca.
Contudo, o histérico de utilizacdo em alimentos ndo relata danos a saude, fazendo
destas bactérias uma potencial ferramenta de biopreservagdo, capaz de contribuir na

reducao das contagensldemonocytogenesm alimentos.

2. Atividade antimicrobiana de BAL: bacteriocinas



BAL possuem naturalmente a capacidade de inibir micro-organismos
patogénicos e deteriorantes presentes nos alimentos (Dal Bello et al., 2010). A
interferéncia de BAL sobre esses organismos pode ocorrer de varias formas: competi¢do
por nutrientes, oxigénio, sitios de ligacdo e producdo de substéncias antagonistas (Nes
et al., 2012). Varias dessas substancias sdo importantes para transformar a matéria-
prima em produtos derivados, promovendo o desenvolvimento de caracteristicas
organolépticas particulares, extensdo da vida de prateleira, e contribuindo para a
inocuidade dos alimentos.

Entre as substancias produzidas por BAL com potencial antimicrobiano,
destacam-se: &cido latico, peroxido de hidrogénio, diacetil e outros &cidos orgéanicos.
Além desses produtos finais resultantes de seu metabolismo, algumas cepas também séo
capazes de sintetizar compostos antimicrobianos de origem proteica, denominados
bacteriocinas (Carr et al., 2002; Castellano et al., 2008; Cleveland et al., 2001; Deegan
et al.,, 2006; Galvez et al., 2007; Leroy & de Vuyst, 2004; Rodriguez et al., 2000;
Wouters et al., 2002).

As bacteriocinas de BAL sé&o definidas como compostos proteicos
ribossomalmente sintetizados, liberados extracelularmente, e que possuem atividade
antimicrobiana contra outras bactérias, principalmente contra espécies de bactérias
estreitamente relacionadas, no qual a célula produtora expressa imunidade especifica
(Dal Bello et al., 2010; Guinane et al., 2006; O'Sullivan et al., 2002; Rodriguez et al.,
2000). Estes peptideos podem variar quanto ao espectro de atividade, modo de acao,
origem genética, massa molecular e propriedades bioquimicas (Eijsink et al., 2002;
Galvez et al., 2008; Zasloff, 2002).

Diversas espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas sao
capazes de produzir bacteriocinas. Os primeiros estudos relacionados a producdo de

bacteriocinas por espécies Gram-positivas sdo referentes a descoberta da nisina, em



1928. Sua comercializagao foi iniciada na Inglaterra em 1953 e em 1969 foi considerada
segura pela Food and Agriculture Organization (FAO). Em 1988 foi aprovada pela Food
and Drug Agency (FDA, EUA) para ser utilizada em queijos pasteurizados (Cotter et
al., 2005). Atualmente, a nisina € aprovada para uso como aditivo alimentar em cerca de
50 paises, e tem liderado o caminho no campo de estudo de bacteriocinas, ndo sé no que
diz respeito ao conhecimento acumulado de suas caracteristicas quimicas e genéticas,
como também para extensas e variadas aplicacdes préticas.

As bacteriocinas geralmente sé@o sintetizadas como pré-peptideos inativos,
gue possuem uma sequéncia guia N-terminal (Macwana & Muriana, 2012). Estes
precursores sao transportados para a superficie celular durante a fase de
desenvolvimento exponencial e sdo enzimaticamente convertidos a suas formas ativas.
Os carreadores contém uma porcdo peptidica N-terminal responsavel por guiar a
clivagem do peptideo, assim como uma porcao C-terminal responsavel pelo suprimento
de energia e hidrdlise de ATP (Aucher et al., 2005).

Diversas categorizacdes tém sido propostas para as bacteriocinas, no
entanto, de acordo com a divisdo proposta por Cotter et al. (2005), as bacteriocinas
produzidas pelas bactérias Gram-positivas dividem-se em trés classes, de acordo com
sua estrutura quimica e funcéo biolégica (Heng et al., 2007; Nagao et al., 2006). Os
modos de agcao das bacteriocinas pertencentes a essas classes séo ilustrados na Figura 1

e suas principais caracteristicas sao descritas a seguir:

v' Bacteriocinas da Classe | (Lantibiéticos): Os lantibiticos sdo pequenos
peptideos que contém aminoacidos modificados em sua estrutura - lantionina e ou
B-metilantionina. De acordo com a estrutura e modo de acdo, podem ser divididos
em duas subclasses. A subclasse la € composta por peptideos mais longos, flexiveis

e carregados positivamente que atuam na membrana plasmatica da bactéria alvo



através da formacdo de poros, ocasionando o efluxo de metabdlitos, ions e/ou a
diminuigdo da concentragdo intracelular de ATP. Por outro lado, a subclasse Ib é
caracterizada por peptideos esféricos, rigidos e neutros ou carregados
negativamente que atuam nas reacdes enzimaticas essenciais de bactérias sensiveis.
Embora a atuacdo do lantibidtico na membrana bacteriana ndo tenha sido
completamente elucidada, h4& uma molécula, reconhecida como lipideo I, que
participa da ligagdo da bacteriocina na membrana da bactéria alvo. O lipideo Il é o
principal transportador de subunidades de peptideoglicano do citoplasma para a
parede celular. Adicionalmente, ela promove a insercdo da bacteriocina na
membrana da célula alvo, iniciando a formacdo de poros. Propde-se ainda que a
bacteriocina pode utilizar o lipideo Il como uma molécula de acoplamento para
iniciar o processo de insercdo na membrana e formagéo de poros, causando a morte
celular (Figura 1) (Cotter et al., 2005).

Bacteriocinas da Classe Il:RelUne peptideos nédo lantibioticos termoestaveis de
peso molecular inferior a 10kDa. Em geral, os peptideos dessa classe possuem uma
estrutura helicoidal anfifilica que permite sua insercéo na célula alvo, seguida pela
despolarizacdo da membrana e morte celular através da formacao de poros. Este
grupo de bacteriocinas também divide-se em trés subclasses. A subclasse lla é
composta por peptideos semelhantes a pediocina, como a pediocina PA-1, os quais
possuem ampla atividade antimicrobiana coritisteria spp. Estes peptideos
contém uma regido N-terminal altamente conservada (pediocina-box YGNGVXC)

e dois residuos de cisteina ligados por uma ponte de enxofre (S-S), que estabiliza a
estrutura (Javed et al., 2011). AlteracGes nesta sequéncia podem reduzir o potencial
inibidor da bacteriocina contra o micro-organismo alvo (Franz et al.,, 2007). A
subclasse Ilb € composta por bacteriocinas que necessitam de dois componentes

para sua atividade antibacteriana. Esta subclasse inclui bacteriocinas sem a



sequéncia YGNGVXC e sdao sintetizadas sem peptideo lider, requerendo complexo
sistema de transporte (Franz et al., 2007; Heng et al., 2007). Outras bacteriocinas
gue ndo se enquadram nas subclasses lla e llb, fazem parte da subclasse lic.

v' Bacteriocinas da Classe Ill (Bacteriolisinas): Nesta classe, sdo agrupadas
bacteriocinas grandes e termolabeis que atuam na célula alvo através de hidrélise da

membrana celular (Figura 1).

Class i Class | Bacteriolysins
{Sakacin) {Nisin) (Lysostaphin)

Call wall
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Figura 1. Modo de ag&o das bacteriocinas de Bactérias Laticas (Cotter et al., 2005).

Quanto ao espectro de acgéo, as bacteriocinas produzidas por BAL podem
possuir espectro amplo ou restrito. Geralmente a atividade ocorre contra bactérias
Gram-positivas intimamente relacionadas ao micro-organismo produtor. Sao capazes de

inibir também patégenos comhbisteria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
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Clostridium perfringens Bacillus cereug§Achemchem et al., 2012; Castellano et al.,
2008; de Martinis et al., 2002; Settanni et al., 2014).

Devido & presenca da membrana externa em bactérias Gram-negativas, a
acao das bacteriocinas é restrita (Deegan et al., 2006; Ortolani et al., 2010; Rodriguez et
al., 2000). No entanto, as bacteriocinas podem ser usadas em combinacdo com outros
tratamentos que afetem a integridade da membrana de bactérias Gram-negativas (Cotter

et al., 2005; Deegan et al., 2006).

3. Controle de micro-organismos patogénicos por bacteriocinas

O leite constitui um excelente meio para o desenvolvimento de micro-
organismos devido a sua composicdo quimica e alta atividade de agua. Assim, diversas
espécies que compdem a microbiota sdo provenientes de fontes de contaminacéo, tais
como canal do teto e pele dos animais durante a ordenha, equipamentos e utensilios
utilizados no processamento, agua utilizada na higienizacdo bem como @ prépri
ambiente de producdo. A contaminacdo dos derivados lacteos, de modo similar, pode
ser resultante do proprio leite e de condicbes inadequadas de higiene durante o
processamento ou recontaminacfes pos-processo (Motarjemi et al., 2014; Samelis et al.,
2009).

Sob o ponto de vista de inocuidade, o queijo de cabra, assim como outros
tipos de queijos, pode conter uma série de micro-organismos patogénicos, causadores de
doenca ao homem, com destaque paranonocytogenegatdogeno que pode causar
doenca de elevada mortalidag®lorgan et al.,, 2001)L. monocytogene® um
contaminante ambiental que apresenta elevada resisténcia fisiologica. Esta bactéria
suporta uma série de estresses ambientais como congelamento, secagem, acidez e altas

concentragdes de cloreto de so6dio, mesmo ndo sendo formadora de esporos. Outra

11



caracteristica importante € sua capacidade de formar biofilmes em sitios especificos, o
que torna dificil a eliminacdo deste patdgeno de ambientes industriais (Carpentier &
Cerf, 2011; Dykes & Moorhead, 2000). Estas -caracteristicas fazemL.de
monocytogenesm micro-organismo ameacador a inocuidade dos alimentos e o coloca
entre as bactérias que mais preocupam a industria de alimentos (Vazquez-Boland et al.,
2001).

A listeriose humana pode ser causada pela ingestdo de alimentos
contaminados conh.. monocytogenessendo particularmente perigosa para gestantes,
recém-nascidos, individuos com sindrome da imunodeficiéncia adquirida, cirrose,
carcinoma e outras doencas que provocam o comprometimento do sistema imunoldgico.
A taxa de mortalidade entre os individuos afetados pode variar de 20 a 30%. Para
individuos que ndo se apresentem nestas condi¢cfes, a morte € rara. A dose infectante
depende da patogenicidade e da viruléncia da cepa envolvida na infeccdo, bem como do
estado de saude e dos fatores de risco do hospedeiro (Swaminathan & Gerner-Smidt,
2007).

O procedimento mais utilizado para limitar a multiplicagdo microbiana em
queijos € a conservacdo sob refrigeracdo, o que oferece condicdes ideais para a
multiplicacdo del. monocytogendevido a sua habilidade de se multiplicar em baixas
temperaturas. Assim, uma alternativa interessante para prevenir o desenvolvimento
deste patégeno € o emprego de bactérias laticas produtoras de bacteriocinas através do
processo denominado bioconservacéo ou biopreservacao (de Martinis & Freitas, 2003).

A biopreservacdo de alimentos atraveés de bacteriocinas pode ser feita de
duas maneiras: pela fermentacdo do alimento com BAL produtoras de bacteriocinas -
empregan situ— ou através da adicdo de bacteriocinas purificadas ou semi-purificadas
ao alimento- aplicacacex situ(Balciunas et al., 2013; Cotter et al., 2005; Deegan et al.,

2006; Galvez et al., 2007). A producédo de bacterioémagu € vantajosa em relacéo a
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producdcex sity em termos de legislacao e custo, sendo mais atrativa para as industrias.
Contudo, alguns elementos da matriz alimentar e 0os processamentos aos quais serao
submetidos podem interferir na atividadasdbacteriocinas (Balciunas et al., 2013;
Deegan et al., 2006). Por isso, é importante que as bacteriocinas possuam ampla faixa
de atividade sob diferentes condicbes de processamento as quais o alimento seja
submetido, para que mantenham a estabilidade e sejam eficazes na biopreservacao de
alimentos especificos.

Estudos demonstram que cepas de diversas espécies de BAL utilizadas
como culturas starter na producédo de queijos sdo capazes de produzir bactaniocinas
situ e podem ser utilizadas no controle Idemonocytogenesassim como de outros
patégenos (Achemchem et al., 2006; Achemchem et al., 2005; O'Sullivan et al., 2003;
Psoni et al., 2007; Rodriguez et al., 2001; Settanni et al., 2014).

A utilizacdo de bacteriocinas na biopreservacédo de alimentos oferece
diversos beneficios, como aumento da vida de prateleira e reducdo do risco de
veiculagcdo de micro-organismos patogénicos. Ainda podem ser utilizadas substituindo
conservantes quimicos, gerando alimentos livres de ingredientes artificiais, atendendo a
crescente demanda dos consumidores por alimentos minimamente processados, livres
de conservantes quimicos, porém em condicfes estritas de qualidade e inocuidade
microbiolégica (Balciunas et al., 2013; Castellano et al., 2008; Galvez et al., 2007)
Além dos beneficios de sua utilizacdo, bacteriocinas produzidas por BAL devem
possuir o status GRASGEnerally Recognized as Spafeara garantir a seguranca para
aplicagcdo como biopreservantes de alimentos.

Desse modo, o sucesso do uso de bioconservantes estimula o surgimento de
estudos objetivando a caracterizacdo e a descoberta de novas bactaipanmiagie

novas fontes, como alternativas a biopreservagéao de alimentos.
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4. Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)

A selecdo de uma cepa de BAL apropriada para aplicagdo como
biopreservante de alimentos demanda atencdo critica a identificacdo da cultura e
avaliacdo da diversidade genética intraespecifica, uma vez que atributos
antimicrobianos e sensoriais sdo usualmente cepa-especificos (Galvez et al., 2007).

A classificagdo de cepas de BAL baseada apenas em caracteristicas
fisiologicas e bioquimicas ndo é suficiente para a avaliacdo da variabilidade
intraespecifica das bactérias. Portanto, para um melhor entendimento da diversidade
microbiana € preciso associar técnicas complementares a abordagem microbiolégica
classica. Neste sentido, uma variedade de técnicas moleculares tem sido desenvolvida
para o estudo de perfis genéticos, como alternativas para a caracterizacao molecular de
isolados. Em geral, estas técnicas sao vantajosas sobre os métodos de identificacdo
fenotipica por ndo serem influenciadas pelas condi¢des de cultura. A selecdo do método
de tipagem mais apropriado depende do custo, rendimento e reprodutibilidade
(Randazzo et al., 2009).

Cepas de BAL isoladas podem ser caracterizadas e agrupadas de acordo
com sua similaridade genética utilizando alguns métodos moleculares, como
polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD), amplificacdo de elementos
repetitivos de DNA (rep-PCR) e eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), dentre
outras técnicas. A analise dos géis gerados especificamente por estes métodos se baseic
na digitalizacdo dos perfis genéticos e consequente producdo do dendrograma de
similaridade. A partir dos dendrogramas é possivel a identificacao de difelestess
que fornecem importantes informagées sobre a dindmica e a diversidade entre

organismos da mesma espécie (Cocolin et al., 2011).
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A técnica de Eletroforese em Gel de Campo Puls&dis€d Field Gel
Electrophoresis PFGE) € considerada como padrdo ouro para analise da variabilidade
genética de populacdes bacterianas devido ao seu alto poder discrimimatério
reprodutibilidade. O elemento chave desta técnica consiste na selecdo das enzimas de
restricdo. O uso de enzimas de corte infrequente reduz o numero de fragmentos,
requerendo uma técnica diferenciada de eletroforese, que seja capaz de separar 0s
grandes fragmentos gerados pela restricdao (Goering, 2010; Randazzo et al., 2009). O
perfil genético de DNA gerado depende da especificidade das enzimas de restricdo
utilizadas e da sequéncia do genoma bacteriano, que é caracteristico de uma espécie
bacteriana particular ou cepa. Este perfil genético representa o genoma completo e deste
modo € capaz de detectar alteracbes internas especificas (insercdes, dele¢bes ou
rearranjos) de determinada cepa ao longo do tempo. O elevado poder discriminatoério do
PFGE tem sido util para a diferenciacdo de cepas pertencentes as mesmas espécies de
BAL, avaliacdo de diversidades e na distincdo entre cepas de diferentes espécies de
BAL (Randazzo et al., 2009). Esta técnica tem sido utilizada com sucesso para avaliar a
diversidade a nivel de cepa, tanto em isoladosLagococcusspp. quanto em
Enterococcusspp. (Bravo et al., 2009; Delgado & Mayo, 2004; Kahala et al., 2008;

Psoni et al., 2007).
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OBJETIVOS

Obijetivo geral

Caracterizar a atividade antimicrobiana de isolados de leite de cabra identificados como

bactérias laticas produtoras de bacteriocinas.

Obijetivos especificos

v Avaliar a diversidade genética de BAL bacteriocinogénicas através de
macrorrestricdo com a enzirBand e PFGE,

v' Determinar o espectro de acdo antimicrobiano sobre BAL, micro-organismos
deteriorantes e patégenos

v Verificar a atividade bacteriocinogénica caritisteria monocytogenesbtidas de
diferentes regides e pertencentes a diferentes sorotipos;

v' Testar a estabilidade das bacteriocinas em diferentes temperaturas e valores de pH;
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ARTIGO PARA PUBLICACAO. Diferenciacéo genética e potencial

bacteriocinogénico de Bactérias Laticas isoladas de leite de cabra
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Resumo

Cinguenta e sete isolados de Bactérias Acido Laticas (BAL) autoctones de leite de cabra
cru, previamente caracterizados como bacteriocinogénicos, foram avaliados quanto a
diversidade genética por PFGE com a enzBma. O espectro de agdo antimicrobiana

dos isolados e a atividade bacteriocinogénica cduasteria monocytogeneforam
caracterizados, bem como a estabilidade das bacteriocinas em diferentes condi¢des. A
enzimaSma gerou perfis suficientes para a comparacdo dos isolados, demonstrando
grande diversidade entteactococcusspp. eEnterococcusspp., porém os perfis nao
apresentaram correlagdo com genes de bacteriocinas previamente pesquisados em
ambos os génerokactococcusspp. eEnterococcuspp. demonstraram amplo espectro

de acdo sobre os micro-organismos alvo, com destaque para a atividade contra os
patégenod.. monocytogeneasClostridiumspp. Seis isolados (quatro Baterococcug

dois delLactococcuysapresentaram atividade bacteriocinogénica contra as quatro cepas
de L. monocytogenepertencentes a diferentes sorotipos utilizadas como alvo. As
bacteriocinas produzidas por estes isolados apresentaram estabilidade térmica e ampla
faixa de estabilidade a pH, com reducéo da atividade somente em pHs préximos a 12.0.
Os dados obtidos demonsaa que o leite de cabra pode conter uma microbiota
diversa, capaz de inibir micro-organismos de interesse a industria de alimentos e que
pode ser potencialmente empregada na biopreservacdo de alimentos produzidos sob

diferentes condi¢cdes de processamento.

Palavras-chave: leite de cabra, bactérias laticas, bacteriocinas, PFGE, inibic&o
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Abstract

Fifty-seven isolates of lactic acid bacteria (LAB) from indigenous raw goat milk,
previously characterized as bacteriocinogenic were evaluated for genetic diversity by
PFGE with enzymeSmd. The antimicrobial activity range of the strains and the
bacteriocinogenic activity againktsteria monocytogenesere characterized and also

the stability of bacteriocins in different conditior®&mad was sufficient for comparing
profiles of isolates demonstrating high genetic diversity amawococcusspp. and
Enterococcusspp., but the profiles were not correlated with genes of bacteriocins
previously identified in both gendelsactococcuspp. andEnterococcusspp. showed a
wide antimicrobial activity on the target microorganisms, and showed strong activity
against pathogens like. monocytogenesnd Clostridium spp. Six isolates (four
Enterococcuspp. and twd.actococcuspp.) showed bacteriocinogeractivity against

all L. monocytogenestrains tested, belonging to different serotypes. The bacteriocins
produced by these isolates showed thermostability and wide range stability of pH, with
reduction of activity only in pH near t012.0hese data showed that goat milk can
contain a diverse microbiota able to inhibit microorganisms of interest to the food
industry and can be potentially employed in biopreservation of food produced at

different processing conditions.

Key words: goat milk, lactic acid bacteria, bacteriocins, PFGE, inhibition
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1. Introducéo

Assim como o leite de vaca, o leite de cabra possui uma microbiota
autdctone extremamente rica e complexa, que garante uma grande diversidade de micro-
organismos com diferentes caracteristicas que podem ser potencialmente exploradas
pela industria de laticinios. Bactérias Acido Laticas (BAL) s&o naturalmente
encontradas nesse produto e possuem a capacidade de produzir diversas substancias
antimicrobianas, dentre as quais destacam-se as bacteriocinas.

Considerando essa capacidade de interferir no desenvolvimento microbiano,
culturas de BAL bacteriocinogénicas estdo sendo amplamente utilizadas na industria de
alimentos, inclusive na producéo de derivados do leite de cabra, visando o controle de
micro-organismos deteriorantes e patogénicos (Centeno et al., 2004; Dal Bello et al.,
2010; Nikolic et al., 2008; Psoni et al., 2007; Schirru et al., 2012). Essa aplicacao tem
estimulado o desenvolvimento de pesquisas que visam o isolamento e identificacdo de
micro-organismos com grande potencial antimicrobiano naturalmente presentes no leite
de cabra, como uma fonte alternativa para biopreservacéo de alimentos.

Contudo, a escolha de uma cultura latica apropriada para aplicagdo como
biopreservante de alimentos demanda atencao critica a sua identificacdo e avaliacdo da
diversidade genética intraespecifica, uma vez que atributos antimicrobianos e sensoriais
sdo usualmente cepa-especificos. Portanto, € necessario utilizar metodologias adequadas
para a selecdo de cepas que possam ser empregadas na producao de alimentos (Park
2007). Dessa forma, o PFGE tem sido usualmente empregado como metodologia para
determinacao de perfis genéticos de isolados, assim como testes fenotipicos e genéticos
sdo empregados para caracterizar o potencial antimicrobiano de cepas
bacteriocinogénicas (Dal Bello et al., 2010; Randazzo et al., 2009; Todorov et al.,

2010).
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O presente estudo tem como objetivo avaliar a diversidade genética e o
espectro de acao de cepas de BAL antagonistas autdctones de leite de cabra que podem
ser potencialmente utilizados como biopreservantes de produtos lacteos. A atividade
bacteriocinogénica contrd. monocytogenes estabilidade das bacteriocinas em

diferentes condig6es ambientais também s&o alvo deste trabalho.

2. Material e Métodos
2.1. Micro-organismos e condi¢des de cultura

O presente estudo foi conduzido com uma colecédo de BAL composta por 57
isolados, todos obtidos de leite de cabra e caracterizados como bacteriocinogénicos por
Perin & Nero (2014). Os isolados foram identificados por sequenciamento de regides
dos genes 16S rDNAe pheS e caracterizados como bacteriocinogénicos pela
metodologia spot-on-the-lawn e sensibilidade enzimética, além da pesquisa de genes
relacionados a producéo de bacteriocinas: lantibiétizo® ( lanC e lanM), nisina
(nis), e enterocinas (A, P, B, L50B, e AS-48). Os cddigos utilizados para denominagéo
dos isolados, assim como as suas identificacbes, sdo apresentados na Tabela 1. Os
isolados foram mantidos em caldo de Man, Rogosa & Sharpe (MRS, BD - Becton,
Dickinson and CompanyFranklin Lakes, NJ, EUA), suplementados com 20% de
glicerol e mantidos a temperatura de -20°C. Para utilizagdo nos ensaios, as culturas
foram recuperadas em caldo MRS e incubadas overnight a 37°C.

Para a avaliacdo do espectro de acédo antimicrobiano, foram utilizados 46
micro-organismos alvo, incluindo cepas de referéncia e isolados de campo (Tabela 1).
Nos testes de potencial bacteriocinogénico foram utilizadas trés cepas de cdmpo de
monocytogene® nos testes de estabilidade das bacteriocinas, a cepa allo foi

monocytogeneATCC 7644. BAL foram cultivadas em caldo MRSsteria spp., em
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caldo tripticase de soja (TSB, Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) os demais micro-

organismos em infusdo de cérebro e coracdo (BHI, Oxoid), overnight, a 37°C.

30



Tabela 1. Identificacdo dos micro-organismos utilizados no presente estudo e detalhamento de suas origdiese aplicac

Género Espécie n Utilizagdo
Lactococcus L. lactis 3 GLc01, GLc02, GLcO03 - Isolados de leite de Culturas bacteriocinogénicas
cabra cru (Perin & Nero, 2014)
L. lactissubsp.cremoris 1 CNRZ 481/45 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
L. lactissubsplactis 24 ATCC 11007 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
ATCC 7962 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
DPC 3147 Alvo nos testes de espectro de ag&o antimicrob
GLc04, GLc05, GLc06, GLc07, GLc08,
GLc09, GLc10, GLcl1, GLc12, GLc13,
GLcl4, GLc15, GLcl6, GLcl7, GLcl8,
GLcl9, GLc20, GLc21, GLc22, GLc23, GLc2
- Isolados de leite de cabra cru (Perin & Nerc
2014)
Latobacillus L. sakei 2 ATCC 15521 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
2a - Isolado de linguica suina (de Martinis & Controle positivo de agao antimicrobiana
Franco, 1998)
L. plantarum 2 ATCC 8014 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
INRA-CNRZ73 Alvo nos testes de espectro de a¢do antimicrob
Enterococcus E. faecalis 11 ATCC 19433 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
FAIR-E177 Alvo nos testes de espectro de agéo antimicrob
FAIR-E179 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
GEnNn18, GEn19, GEn20, GEn21, GEn22, Culturas bacteriocinogénicas
GEN23, Gen24, Gen25 - Isolados de leite de
cabra cru (Perin & Nero, 2014)
E. faecium 9 BFE 1072 - Isolados de fezes de suinos (du Alvo nos testes de espectro de agdo antimicrob

et al., 2000)
FAIR-E178 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob

GENn26, GEn27, GEn28, Gen29, GEn30, Culturas bacteriocinogénicas
GEnN31, GEn32 (Perin & Nero, 2014)
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Cont. Tabela 1

Género Espécie n Utilizacao
Enterococcus E. durans 17 GEN01, GEn02, GEn03, GEn04, GENnO05, Culturas bacteriocinogénicas
GEn06, GEn07, GEn08, GEn09, GEn10,
GEnl1, GEnl12, GEn13, GEnl14, GEn15,
GEN16, GEnl7 - Isolados de leite de cabra c
(Perin & Nero, 2014)
E. hirae 1 GEN33 - Isolado de leite de cabra cru (Perin Cultura bacteriocinogénica
Nero, 2014)
Staphylococcus S. aureus 5 ATCC 12600 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
ATCC 29213 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
ATCC 14458 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
ATCC 8095 Alvo nos testes de espectro de acao antimicrob
ATCC 12598 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
S. aureus 2 26BP6 - Isolado de leite cru (Vicosa et al.,  Alvo nos testes de espectro de a¢do antimicrob
2010)
23St1 - Isolado de queijo (Vicosa et al., 201( Alvo nos testes de espectro de a¢do antimicrob
Staphylococcus sp. 1 ATCC 23235 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
Listeria L. inoccua 2 ATCC 33090 Alvo nos testes de espectro de a¢do antimicrob
Li76 - Isolado de produtos carneos (Barros e Alvo nos testes de espectro de agdo antimicrob
al., 2007)
L. welshimeri 1 Lw47 - Isolado de produtos carneos (Barros - Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
al., 2007)
L. monocytogenes 8 ATCC 7644 Alvo nos testes de espectro de ag&o antimicrob
e potencial bacteriocinogénico
ATCC 19112 Alvo nos testes de espectro de a¢do antimicrob
ATCC 13117 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
ATCC 15313 Alvo nos testes de espectro de agao antimicrob

Lmb55 - Isolado de produtos carneos (Barros Alvo nos testes de espectro de agdo antimicrob
al., 2007)
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Cont. Tabela 1

Género Espécie n Utilizacao
Listeria L. monocytogenes L10 - Isolado de cortes carneos (Camargo, Alvo nos testes de potencial bacteriocinogénica
2013
L11 -)Isolado de cortes carneos (Camargo, Alvo nos testes de potencial bacteriocinogénica
2013
537—)Isolado de cortes carneos (Camargo, Alvo nos testes de potencial bacteriocinogénicc
2013
Clostridium C. sporogenes 1 ATCC): 3584 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
C. perfringens 1 ATCC 3626 Alvo nos testes de espectro de ag&o antimicrob
C. botulinum 1 ATCC 17786 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
C. novyi 1 ATCC 19402 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
Bacillus B.subtilis 1 Bs- Isolado de leite pasteurizado (Montanhin Alvo nos testes de espectro de agdo antimicrob
etal., 2013)
B. cereus 1 LP56 - Isolado de leite pasteurizado Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
(Montanhini et al., 2013)
Salmonella S.Typhimurium 2 ATCC 14028 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
84 - Isolado de corte carneo (Cossi et al., 20 Alvo nos testes de espectro de a¢do antimicrob
S.Dublin 1 45 - Isolado de corte carneo (Cossi et al., 20. Alvo nos testes de espectro de acéo antimicrob
S.Cholerasuis 1 Isolado de corte céarneo (Cossi et al., 2014) Alvo nos testes de espectro de agcdo antimicrob
S.Enteritidis 1 Isolado de corte carneo (Cossi et al., 2014) Alvo nos testes de espectro de agdo antimicrob
Pseudomonas  P. aeruginosa 1 ATCC 27853 Alvo nos testes de espectro de a¢do antimicrob
P. alcaligenes 1 ATCC 14909 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
P.putida 1 ATCC 15175 Alvo nos testes de espectro de a¢do antimicrob
P. fluorescens 1 NCTC 10038 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
Yersinia Y. enterocolitica 1 ATCC 9610 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
Escherichia E. coli 2 ATCC 00171 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob
ATCC 11229 Alvo nos testes de espectro de acdo antimicrob

ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, VA, EGAIRZ: National Centre for Zootechnical Research, Rennes, FfiaR¢a Dairy Products Research Centre, Fermoy, Irlanda
FAIR-E: Enterococcus pertencentes a cole¢do FAIR-E, do Laboratério de Miogid da Universidade de Gent, Gent, BélgN&TC: National Collection of Type Cultures, Salisbury, Inglaterra
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2.2. PFGE

Os isolados foram submetidos a caracterizagdo molecular pela técnica de
PFGE. O preparo de DNA gendmico em blocos de agarose foi realizado de acordo com
0 método descrito por Graves & Swaminathan (2001) com pequenas modifidacdes.
macrorrestricdo do DNA foi feita com a endonuclease de resBiga@(5’-CCC GGG-

3’) (Promega, Madison, WI, EUA). Para a macrorrestricdo dos isoladotasococcus

spp. foram utilizadas 30 unidades da enzima diluidas em 300 pL de Restriction Enzyme
Buffer (Promega) 1X a 25°C por 18 horas em banho-maria. Os isolados de
Enterococcusspp. foram submetidos & macrorrestricio com 25 unidades da enzima
Smad diluidas em 150 puL Restriction Enzyme Buffer 1X (Promega) a 30°C por 18 horas
em banho-maria.

Os fragmentos de DNA obtidos foram inseridos em gel de agarose a 1% e
submetidos a eletroforese em campo pulsado no sistema CHEF-DRII (Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA). Para obter a separacao dos fragmentos, a eletroforese dos géis de
Lactococcusspp. foi conduzida em pulsos de 5-25 segundos, durante 24 horas a 14°C,
com voltagem de 6V/cm (Okuklu, 2005), enquanto a eletroforese dos géis de
Enterococcusspp. foi conduzida em dois blocos, com pulsos de 3,5-25 segundos
durante 12 horas no bloco inicial e 1-5 segundos durante oito horas no bloco final,
ambos a 14°C com voltagem de 6V/cm (Turabelidze et al., 2000). Os géis de agarose
foram corados em banho de gelRed (Biotium, Hayward, CA, EUA) durante uma hora,
visualizados sob luz ultravioleta e fotografados em transiluminador. O marcador
PulseMarker (50-1.000kb) (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, EUA) foi incluido em todos
0S géis como marcador de peso molecular para normalizacéo das posicdes de referéncia.

Os perfis gerados pela macrorrestricdo com a en3mmhforam analisados
e comparados no software Bionumerics 6.6 (Applied Maths, Gand, Belgium), com base

no coeficiente Dice de 5% para similaridade de bandas. O algoritmo UPGMA foi
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utilizado para o agrupamento e construgdo dos dendrogramas. Os perfis genéticos
obtidos foram analisados para verificagdo de similaridade e verificacdo de possiveis
associacoes relacionadas aos genes de bacteriocinas previamente identificados (Perin &

Nero, 2014).

2.3. Espectro de acdo antimicrobiano

Apos a interpretacdo dos perfis gerados pelo PFGE, isolados representativos
dos pulsotipos obtidos de cada género foram selecionados para avaliagao do espectro de
acao antimicrobiano. Estes isolados tiveram sua atividade antimicrobiana avaleada pel
metodologia spot-on-the-lawn (Leroy & de Vuyst, 2004; Stern et al., 2006) contra 46
micro-organismos alvo (Tabela 1), incluindo BAL, micro-organismos deteriorantes e
patdgenos. Aliquotas de 1 pL de cada cultura bacteriocinogénica foram semeadas
pontualmente na superficie de placas contendo agar MRS modificado (MRSm,
contendo 0,5% de dextrose) e incubadas a 25°C por 24 horas em anaerobiose. Apés
incubagéo, cada placa recebeu uma sobrecamada de 8 mL de um meio de cultura
suplementado com &gar (0.8% m/v) e inoculado com aproximadaméni&E@imL de
um dos micro-organismos indicadores. MRS (BD) foi utilizado como meio de cultura
para BAL, tripticase de soja (TSB, Oxoid, Basingstoke, Inglaterra)lpstexia spp. e
infuséo de cérebro e coracdo (BHI, Oxoid) para os demais micro-organismos.

Apés a solidificacdo, as placas foram incubadas a 35°C por 24 horas e
avaliadas quanto a formacéo de halo de inibicdo ao redor da cultura de BAL semeada. A
presenca de halos de inibicdo com diametros maiores que 2 mm foi considerada como
resultado positivo para atividade antimicrobiana contra o micro-organismo alvo testado.
Para todos os testes de inibicdo, a cepd.@et@bacillus sakeill) foi utilizada como

controle positivo.
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2.4. Potencial bacteriocinogénico coritisteria monocytogenes

Considerando o0s resultados previamente obtidos, os isolados de
Lactococcusspp. (GLcO3 e GLc05) &nterococcusspp. (GEnQ9, GEnl12, GEnl4 e
GEN17) que apresentaram amplo espectro inibitério em relacdo aos micro-organismos
alvo testados foram selecionados para esta etapa. A quantificacdo do potencial
bacteriocinogénico foi avaliada pelo método de diluicdo critica (Bromberg et al., 2006;
Mayr-Harting et al., 1972) contra trés isolados de campolL.denonocytogenes
(pertencentes aos sorotipos 1/2c, 4b e 4b novo padréo - Camargo, 2013) e a cepa de
referéncial. monocytogene®ATCC 7644 (sorotipo 1/2a) (Tabela 1). Os isolados
bacteriocinogénicos foram cultivados em caldo MRS durante 12 horas a 37°C
Posteriormente, os tubos contendo os indculos foram submetidos a centrifugacdo a
6.800 g por 20 minutos a 4°C.

O sobrenadante obtido das culturas foi neutralizado com solugdo de NaOH
1IN até atingir o pH de 6.0, para eliminagdo da atividade antimicrobiana devido a
producdo de &cidos. Em seguida, foi esterilizado por meio de filtros de 0,22 um de
baixa afinidade a proteinas (Merck Millipore,Ltd., Cork, Irlanda), acondicionado em
tubos estéreis e aquecidos a 80°C por 10 minutos para eliminacdo da atividade inibit6ria
remanescente por acidos e peroxido de hidrogénio. Apds estes tratamentos, o
sobrenadante foi diluido em escala seriada na propor¢cdo de 1:2 (v/v) até 1:64 em
solucdo tampao de sodio (PBS) a 10mM, pH 7,0.

Posteriormente, foram preparadas placas contendo TSB suplementado com
1,5% &agar inoculado individualmente com as cepas-alvd.deonocytogenesna
concentracdo de 10UFC/mL padronizados pela escala de McFarland. Apés
solidificagdo, 10pL de cada diluicho dos sobrenadantes tratados, foi semeada

pontualmente nas placas, de acordo com o método agar-spot (Todorov et al., 2008). com

36



incubacédo a 37°C por 24 horas. A formacéo de halos de inibicdo ao redor dos pocos foi
avaliada ap6s o periodo de incubacgéo. A atividade antimicrobiana foi expressa como
Unidades Arbitrarias (UA/mL), calculada com® E00, onde “a” representa o fator de
dilui¢do e “b”, a ultima dilui¢do que produziu halos de inibi¢ao de no minimo 2 mm de

diametro (Schirru et al., 2012).

2.5. Estabilidade de bacteriocinas em diferentes valores de pH e temperatura

Os seis isolados selecionados (GLc03, GLc05, GEn09, GEnl12, GEnl4 e
GEnl17) foram utilizados também nesta etapa. Aliquotas dessas culturas foram
transferidas para caldo MRS, incubadas e tratadas para obtencdo de sobrenadantes,
como descrito anteriormente.

Para a avaliacdo da estabilidade a diferentes valores de pH, aliquotas de
1mL de cada sobrenadante foram distribuidas em microtubos, o pH ajustado a 2.0, 4.0,
6.0, 8.0, 10.0 e 12.0 com HCI (1 mol/L) ou NaOH (1 mol/L) e incubados a 30°C por 1
h. Apés a incubacao, o pH dos sobrenadantesdpistados para 6.0

Para a avaliacdo da estabilidade a diferentes temperaturas, aliquotas de 1mL
de cada sobrenadante foram distribuidas em microtubos, o pH ajustado a 6.0 com NaOH
(2 mol/L), e submetidas a 7°C, 40°C, 60°C, 80°C por 2 hoadl2¢°C por 20 minutos.

Em ambos os testes, a atividade bacteriocinogénica foi avaliada pelo método
de diluicdo critica, conforme descrito previamente, utilizandmonocytogeneATCC
7644 como micro-organismo alvo. Apés incubacéo, a interpretacdo dos resultados foi

realizada conforme descrita previamente.
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3. Resultados e Discussao

3.1. PFGE

A Figura 1 apresenta o aspecto do padrdo de bandas obtidos apés
macrorrestricdo contmd em 12 isolados identificados contk@ctococcusspp. De
maneira geral,Smad determinou a clivagem do DNA cromossomal dos isolados
identificados comoLactococcus spp. em 10 a 15 fragmentos. Em relacdo a
Enterococcuspp., a digestdo do DNA p&mad gerou padrdes de bandas com 14 a 18

fragmentos (Figura 2).

9 10 11 12 M

Figura 1. Eletroforese em gel de campo pulsado de isolad@tiEoccuspp. obtidos de
leite de cabra cru EnzimaSmd — Colunas 1 a 6: GLc14, GLc20, GLc13, GL¢& c15,
GLcl10. Colunas 7 a 12: GLc19, GLc22, GLc24, GLcl16, GLc18, GLc06. M: Marcador de peso
molecular A ladder 50-1.000kb
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Figura 2. Eletroforese em gel de campo pulsado dos isoladfrg@®coccuspp. obtidos de
leite de cabra cr4- EnzimaSma — Colunas 1 a 5: GEn19, GEn13, GEn16, GEn14, GEn15.
Colunas 6 a 11: GEn26, Gen09, Gen20, GEn18, GahlRlarcador de peso molecular A
ladder 50-1.000kb

A escolha da enzima de restricdo é um ponto critico no PFGE. Avaliacdes
sobre a variabilidade dos isolados sdo baseadas na habilidade de comparar os padrbes de
bandas gerados a partir dos fragmentos de restricdo, por isso deve se utilizar
preferencialmente uma enzima capaz de gerar um padrdo interpretavel, com 10 a 25-30
fragmentos no maximo (Goering, 2010; van Belkum et al., 2007).

Em estudo realizado com bactérias laticas, (Kahala et al., 2008) comparou o
uso das enzima$Smd e Not na restricdo de isolados deactococcusspp. e
Leuconostospp A enzimaSma produziu de 10 a 20 fragmentos, enquanto o uso de
Notl permitiu a clivagem de somente 3 a 10 fragmentos. O amplo uso da &midna
em analises de PFGE pode ser observado em outros trabalhos avaliando a diversidade

de BAL (Bravo et al., 2009; Kahala et al., 2008; Kelly et al., 2010; Mannu et al., 2000;
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Psoni et al.,, 2007), demonstrando confiabilidade nos resultados obtidos a partir da
escolha desta enzima.

A comparacédo dos perfis de restricdo dos isoladdsad®coccusspp. em
associagcdo com os genes de bacteriocinas previamente pesquisados por Perin & Nero
(2014) é apresentada na Figura 3. Por meio do PFGE Lpalactis observou-se
importante diversidade genética, visto que 22 isolados passiveis de restricao
apresentaram 14 diferentes perfis genéticos. Os perfis foram agrupados em dois clusters
principais (L1 e L2). O cluster L1 reuniu seis pulsotipos que apresentaram percentual
interno minimo de similaridade de 73%. Neste cluster, os isblatlo14 e GLc22
apresentaram nivel de similaridade maior que 90%. O cluster L2 reuniu 16 isolados
distribuidos em oito pulsotipos, com percentual interno minimo de 83% de similaridade.
Nove isolados (GLcQ4GLc08 GLcl0 GLcll, GLcl?2 GLcl5 GLcl6, GLcl7 e

GLc18) apresentaram 100% de similaridade genética (Figura 3).

M@g Key Identification lanB lanC lanM nisA
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GLc14 Lactococcus lactis subsp. lactis - + + +
‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GLc22 Lactococcus lactis subsp. lactis - + + -
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ GLcO01 Lactococcus lactis - + + -
Ll£ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GLc19 Lactococcus lactis subsp. lactis - + + +
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GLc20 Lactococcus lactis subsp. lactis - - + +
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ GLc24 Lactococcus lactis subsp. lactis - + - -
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GLc02 Lactococcus lactis + + + -
E ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GLc03 Lactococcus lactis - + +
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GLc06 Lactococcus lactis subsp. lactis - + + -
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ GLc05 Lactococcus lactis subsp. lactis + + +
g ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GLc07 Lactococcus lactis subsp. lactis + + -
— ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GLc09 Lactococcus lactis subsp. lactis + +
L2 | | || ‘ [ ] ] || GLe23 Lactococcus lactis subsp. lactis + +
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ GLc04 Lactococcus lactis subsp. lactis + + +
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ | ‘ ‘ ‘ GLc08 Lactococcus lactis subsp. lactis + + +
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ GLc10 Lactococcus lactis subsp. lactis + +
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ GLc11 Lactococcus lactis subsp. lactis + +
‘ H ‘ GLc12 Lactococcus lactis subsp. lactis + +
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ GLc15 Lactococcus lactis subsp. lactis - +
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ GLc16 Lactococcus lactis subsp. lactis + +
o ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ GLc17 Lactococcus lactis subsp. lactis - + + -
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ GLc18 Lactococcus lactis subsp. lactis - + + +

Figura 3. Perfis genéticos obtidos apds macrorrestricdo com a edmmiata PFGE de
Lactococcuspp. isolados de leite de cabra em associacdo com genes de bacteriocinas

pesquisados por Perin & Nero (2014)
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Os isolados avaliados neste estudo demonstraram alta heterogeneidade
intraespecifica, como observado também por outros autores (Delgado & Mayo, 2004,
Gutiérrez-Méndez et al., 2010; Passerini et al., 2010). A diversidade intraespecifica
pode ser influenciada pela fonte de isolamento e as caracteristicas apresentadas por esta
espécie estdo vinculadas ao ecossistema em que habitam (Gutiérrez-Méndez et al.,
2010).

Em relagdo &nterococcuspp, 31 isolados foram adequadamente clivados
pela enzima de restricd®md. A grande variabilidade também foi observada neste
género, pela geragcédo de 20 perfis de restricdo, agrupados em quatro clusters principais
(E1, E2, E3, E4) (Figura 4). O cluster E1 reuniu somente isoladds. dirans,
distribuidos em 5 pulsotipos, com similaridade minima de 90%. Neste cluster, 13
amostras exibiram 100% de similaridade. O cluster E2 foi composto por apenas um
isolado E. faecalis- Gen23), com 80% de similaridade ao cluster E1. Os clusters E3 e
E4 agruparam 11 e quatro isolados, respectivamente, apresentado 0s maiores
percentuais de variabilidade. E3 foi composto por 9 pulsotipos, com somente quatro
isolados 100% similares. Os isolados de E4 apresentaram perfis diversos, com
percentual maximo de similaridade de 88%.

A técnica de PFGE tem sido amplamente utilizada na avaliacdo de relacbes
epidemioldgicas entre isolados clinicosElgerococcuspp. Contudo, sua utilizacédo
como técnica molecular para o estabelecimento de relacdes genéticas entre isolados
provenientes de produtos lacteos e ambientes de fabricacdo destes produtos também tem
sido relatada, demonstrando sua utilidade sob esta perspectiva. PFGE demonstrou ser
um método de tipagem eficiente e altamente reprodutivo para a microbiota do queijo
artesanal Pecorino Sardo (Mannu et al.,, 1999), assim como para caracterizacao de

enterococos do ambiente de producéao de queijo (Gelsomino et al., 2002), sendo capaz
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também de evidenciar a variabilidade entre isolados de queijo Bryndza (Jurkovic et al.,

2007).

Key Identification lanB lanC lanM nisA entA entP entB entAS48 entL50AB

‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ GEn05 Enterococcus durans - - - - - - - - +

[P PN (A

i

E1l
E2 NN
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GEn23 Enterococcus faecalis
3

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GENn27 Enterococcus faecium - + + + - -
— ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GENn28 Enterococcus faecium - + - - - - -
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GEn29 Enterococcus faecium - - + - - - -
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GEn26 Enterococcus durans - - + - - - -
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ GEn31 Enterococcus faecium - - + - - - -
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GEn22 Enterococcus faecalis - - - - - -
LE ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ GENn33 Enterococcus hirae - + - - - -
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ GEn21 Enterococcus faecalis - - - - - -
‘ | ] ‘ [l 1] | (1 GEn25 Enterococcus faecalis - - - - - - -
‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GEn24 Enterococcus faecalis - - - + - - +
| | ‘ ‘ [l [ 1] ‘ GEn17 Enterococcus faecium + - + - - - - - +

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GEn18 Enterococcus faecalis - - - - - - - -

H‘E ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GENn19 Enterococcus faecalis - + - + - + - - +
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GEn20 Enterococcus faecalis - + - - - - - - +

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GEn30 Enterococcus faecium - - + + - + - - +

Figura 4. Perfis genéticos obtidos apds macrorrestricdo com a erriala PFGE de

H ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ H GENn06 Enterococcus durans +

+
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GENn08 Enterococcus durans +
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ GEn10 Enterococcus durans +
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ GEn11 Enterococcus durans

+

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ HH H ‘ ‘ ‘ GENn02 Enterococcus durans
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H H‘ GEn13 Enterococcus durans

+
o
+

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GEn16 Enterococcus durans
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ GEnO1 Enterococcus durans
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ GEn04 Enterococcus durans

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ GENn09 Enterococcus durans

[ T T S S S S
+

\

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ GENnO07 Enterococcus durans
\
\

‘ ‘ ‘ ‘ H H H ‘ GEn14 Enterococcus durans
H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ GEn15 Enterococcus durans

T Tk Tk R R T TR T T S

H ‘ GEn12 Enterococcus durans

+ o+ o+ o+ o+
¥
I S T S S T T

+ o+ 4+ o+ 4+
+ o+ o+ o+ 4+

+

Enterococcuspp. isolados de leite de cabra em associagdo com genes de bacteriocinas

pesquisados por Perin & Nero (2014)

Com relacdo a associacdo entre os perfis genéticos e os genes de
bacteriocinas previamente pesquisados, foi observada divergéncia no padrédo de
resultados tanto entteactococcugjuanto enmEnterococcusem relacéo &actococcus
spp, observou-se que no cluster L1, as amostras G&€l4c22 apresentaram nivel de
similaridade > 90%, porém diferentes resultados para a presenca dosfefmeesente
e ausente, respectivamente). No cluster L2, os isolados GeBRc03 (95% de
similaridade) apresentaram diferencas quanto aos ¢@m€s nisA Diferencas entre
estes mesmos genes foram observadas entre os isolados GLc04, GLc08,eGLc15

GLc18.
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Entre os isolados dénterococcuspp, no cluster E1 houve diferencas nos
padrbes de resultados para genes de bacteriocinas entre isolados que apresentaram
pulsotipos idénticos. Os isolados GEn@8GEN05 apresentaram perfis genéticos e
resultados para genes de bacteriocinas idénticos, porém diferentes dos demais isolados
que compartilharam o mesmo pulsotipo. GEnl13 teve o genentReamplificado,
diferentemente de GEn16, com o qual compartilhou o mesmo perfil genético. O isolado
GENOl1 nédo teve o gene @mtL50A amplificado, diferindo do padrdo dos isolados
agrupados neste perfil, assim como os isolados GEMBEN15 que tiveram o0 gene
nisA amplificado, diferentemente dos demais isolados. Ainda neste cluster, GEn14 néo
amplificoulanM, resultado diferente das demais amostras. Isolados de E3 identificados
como E. duranse E. faeciumapresentaram perfis genéticos idénticos, assim como
padrbes de resultados positivos para genes de bacteriocinas. Os isoladoseGEn25
GEN21 que exibiram perfis clonais, demonstraram divergéncia na amplificacdo do gene
entL50A

Estes resultados demonstram claramente variacdes nos padrdoes de genes
associados a bacteriocinas entre isolados com perfis genéticos idénticos, para ambos os
géneros. Esses resultados podem ser explicados pela auséncia de relagéo entre os locais
de restricdo d&md no DNA bacteriano com os locais no qual se inserem as sequéncias
responsaveis pela codificacdo dos genes de bacteriocinas. A identificacdo de variantes
genéticas dentro de uma mesma espécie aumenta o interesse em explorar novas cepas
uma vez que atributos antimicrobianos e sensoriais sdo usualmente cepa-especificos.
ColecBes laboratoriais sdo principalmente constituidas a partir de caracterizacdes
fenotipicas (Passerini et al., 2010), com isso, a caracterizagdo molecular de isolados de
BAL é importante para evitar a redundancia entre cepas e otimizar estudos de

caracterizacao da atividade antimicrobiana.
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Embora a técnica de PFGE apresente alto poder discriminatério para a
determinacdo da variabilidade genética, as divergéncias entre perfis genéticos e
presenca de genes bacteriocinogénicos indica a necessidade da utilizagdo associada de
técnicas moleculares em colec¢des de BAL, para identificacdo de isolados com potencial
interesse para bioconservacdo. Neste estudo, PFGE foi utilizado como método para

triagem de cepas com pulsotipos diferentes, para otimizagao do trabalho laboratorial.

3.2. Espectro de acdo antimicrobiano

Os resultados obtidos utilizando a metodologia spot-on-the-lawn para
verificacdo da atividade antagonista dos isoladolsagéococcusspp. sdo apresentados
na Tabela 2. Todos os isolados avaliados foram capazes de inibir os grupos de micro-
organismos indicadores testados, apresentando amplo espectro de agao antimicrobiano.
Os isolados GLc24, GLc23, GLc03, GLc04, GLcl5 merecem destaque pelo amplo
espectro de inibicdo, frente a micro-organismos Gram-positivos e negativos utilizados
como indicadores neste estudo.

Dentre as BAL utilizadas como indicadores, todas apresentaram algum grau
de sensibilidade. Os isolados GLc24, GLc23, GLc03, GLc04, GLc15, GLc10, @Lc09
GLcO5 apresentaram forte inibicdo solractococcusspp, Lactobacillus spp. e
Enterococcusspp. utilizados como alvo. J4& os isolados GLc01, GLcl19, Glec20
GLc02, pelo contréario, foram capazes de inibir somente aEdjp&ciumFAIR-E178.

A atividade contra bactérias relacionadas é comum aos micro-organismos Gram-
positivos que possuem algum tipo de atividade antagonista (Rodriguez et al., 2000).

As cepas de referéncia d8taphylococcusaureus utilizadas como
indicadores apresentaram baixa sensibilidade em geral, sendo somente ATCC 12598
inibida por praticamente todos os isolados avaliados (exceto GLc09). As cepas de

campo 26BP6 e 23Stl, isoladas de queijo, demonstraram perfil altamente sensivel
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(Tabela 2).S. aureusé um dos agentes patogénicos mais comuns, responsavel por
surtos de toxinfecgdo alimentar decorrentes da ingestdo de alimentos com toxinas pré-
elaboradas pela bactéria durante sua multiplicagdo. As toxinas, conhecidas também por
enterotoxinas, sdo termoestaveis, e podem permanecer no alimento mesmo apdés o
cozimento (Hennekinne et al., 2012). A atividade sobre este micro-organismo é relatada
em estudos de inibicdo por bacteriocinas produzidas por BAL isoladas de diversas
fontes (Ananou et al., 2005; Biscola et al., 2013; Ortolani et al., 2010; Perin et al.,

2012b).
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Tabela 2. Espectro de acéo antimicrobianhat#ococcuspp. isolados de leite de cabra contra 46 micro-organismos indicadores

Género alvo

Micro-organismo indicador

GLcO01

GLcl9

GLc24

GLc20

GLc23

GLc103

GLc03

GLc04

GLc15

GLc10

GLc09

GLc05

Lactococcus

Lactobacillus

Enterococcus

Staphylococcus

Listeria

L. lactissubsplactis ATCC 7962
L. lactissubsplactis DPC 3147
L. lactissubsp.cremorisCNRZ 481/45
L. lactis subsplactis ATCC 11007

L. plantarumATCC 8014
L. plantarumCNRZ 73/75
L. sakelATCC 15521

E. faecalisATCC 19433
E. faeciumBFE 1072
E.faecalisFAIR-E77

E.
E
S
S
S
S
S
S
S

faeciumFAIR-E178

. faecalisFAIR-E179

. aureus ATCC 12600
. aureusATCC 29213

. aureuATCC 14458

. aureusATCC 8095

. aureuATCC 12598

. aureus6BP6

. aureu3stl

Staphylococcusp. ATCC 23235

L.
. monocytogene&TCC 13117
. monocytogene&ATCC 15313
. monocytogenesM55
. inoccuaATCC 33090

| Y e N

monocytogene&ATCC 19112

+ + + + 4+

+ 4+ o+

o+ o+ o+

+ 4+ o+

+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+

+ 4+ + + + o+ o+ o+

+ 4+ 4+ 4+

+ 4+ o+

+

+ + o+

+ 4+ o+ + + o+

+ + + +

+ 4+ + +

+ + o+

+ + 4+ + 4+ + A+ o+ o+

+ + + +

+ + o+

+

+

+

+ + 4+ + 4+ + A+ A+ o+

+

+ + + + + + + + 4

+

+

+

+ + 4+ + 4+ + A+ A+ o+

+ + o+

+

+ + o+

+

+

+

I T T T T T i

+ 4+ 4+ 4+ + o+

+ + o+

+

+

+

+ 4+ 4+ 4+ A+ o+ o+ o+

+ + o+

+

+

+

+ + 4+ + + + + + 4
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Cont. Tabela 2

Género alvo Micro-organismo indicador

GLcO1

GLc19

GlLc24

GLc20

GLc23

GLc103

GLc03

GLc04

GLci15

GLc10

GLc09

GLc05

inoccuali76
welshimeriLw47
monocytogene&TCC 7644
subtilis

cereud P56
sporogeneATCC 3584
perfringensATCC 3626
botulinumATCC 17786
novyiATCC 19402

L.

L.

L.

Bacillus B.
B.

C.

C.

C.

C.

Salmonella S Typhimurium ATCC 14028

S.

S.

S.

S.

P.

P.

P.

P.

Y.

E.

Clostridium

Dublin 45
Typhimurium 84
Cholerasuis 38
Enteritidis 258
aeruginosaATCC 27853
alcaligeneATCC 14909
putidaATCC 15175
fluorescendNCTC 10038
enterocoliticBATCC 9610
coliO157:H7 ATCC 00171
E. coliATCC 11229

Pseudomonas

Yersinia
Escherichia

+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ + o+ o+

+ + 4+

+

+ 4+ o+

+

+ 4+ 4+

+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

+ 4+ 4+ 4+ + o+ o+

+

+ + + o+

+ o+

+

+

+ 4+ 4+ 4+ o+ A+ o+ o+ o+

+ 4+ 4+

+

+

+

+ + 4+ + + + + +

+ o+

+

+ 4+ 4+ o+ o+ '

+ 4+ + + + o+ o+ + o+ + o+

+

+ 4+ o+ o+ o+

+ + + + + + + + + +

+ o+

+

+

+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+

+

+

+

+ 4+ 4+ o+ o+

Co+ o+ o+

+ + 4+ 4+ 4+ +

+: Atividade presente ; -: sem atividade
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Com relagdo &. monocytogenesle modo geral os isolados apresentaram
inibicdo contra pelo menos duas cepas utilizadas como indicadores, sendo LM55 e
ATCC 15313 as que apresentaram maior sensibilidade. Os isolados GLc24, GLc23
GLc04, GLc15e GLc03 foram fortemente inibitérias. Cepas de campo, provenientes de
produtos carneos também foram incluidas neste teste, demonstrando sensibilidade a
maioria dos isolados antagonistds. monocytogene® uma bactéria de ampla
distribuicdo, resistente a diversos estresses ambientais e responsavel por causar a
listeriose. Esta doenca acomete individuos de grupos de risco, como idosos, mulheres
gravidas, recém-nascidos e pacientes imunocomprometidos. A atividade antimicrobiana
contra esta bactéria € muito atrativa industrialmente, devido a sua persisténcia em
ambientes de processamento de alimentos, destacando-a entre 0s principais micro-
organismos utilizados como alvo em estudos de antagonismo (Ahmadova et al., 2013;
Cosentino et al.,, 2012; Dal Bello et al., 2012; Han et al., 2013; Perin et al., 2013;
Schirru et al., 2012; Settanni et al., 2014; Todorov et al., 2010).

Somente quatro isolados (GLc04, GLcl15, GLe08Lc05) demonstraram
atividade inibitéria sobr&acillus cereuautilizado como indicador, enquanto conBa
subtilis seis isolados demonstraram atividade antimicrobiana (GLc24, GGi293,
GLc04 e GLc15) (Tabela 2)B. cereusé um micro-organismo amplamente distribuido
no ambiente devido a sua capacidade de formar esporos, que também dificulta a sua
eliminacdo em ambientes industriais. Este micro-organismo produz enzimas
proteoliticas que afetam a qualidade do leite, gerando prejuizos a producdo de
derivados. Adicionalmente, sdo capazes de produzir uma grande variedade de toxinas,
responsaveis por quadros de toxinfeccbes alimentares, que se manifestam de duas
maneiras: a sindrome emeética e a sindrome diarreica (Stenfors et al., 2008). A inibicdo
de Bacillus spp. por bacteriocinas ja foi relatada na literatura (Achemchem et al., 2012;

Achemchem et al., 2005; de Kwaadsteniet et al., 2005).
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Os isolados de BAL apresentaram grande capacidade inibitéria frente as
cepas do géner@lostridium C. perfringengipo B ATCC 3626C. sporogeneATCC
3584 e C. novyiATCC 19402 foram sensiveis a quase todos os isolados, end@iianto
botulinum tipo E ATCC 17786 foi sensivel apenas ao isolado GLc24 (Tabela 2).
Clostridiumspp. sdo micro-organismos extremamente preocupantes em termos de saude
publica. Por serem formadores de esporos, possuem a caracteristica de persistir em
ambientes de processamento de alimentos e séo dificilmente eliminados pelos métodos
convencionais de conservacdo. Além disdoperfringensé responsavel por inUmeros
casos de toxinfeccao alimentar, dada a sua capacidade de produzir toxinas (Lindstrom et
al., 2011). Achemchem et al. (2005) também obteve inibicao de cepassdedium
spp. utilizando uma cepa de BAL proveniente de queijo de cabra no Marrocos.

Micro-organismos Gram-negativos também foram incluidos como
indicadores.Yersinia enterocoliticafoi inibida por quatro isolados (GLcOGLc19
GLc24 e GLc23) enquanto todos os isolados de BAL antagonistas foram capazes de
inibir cepas dos géner&almonella, PseudomonasEscherichia(Tabela 2). Devido a
presenca da membrana externa em bactérias Gram-negativas, a acdo das bacteriocinas ¢
restrita (Deegan et al., 2006; Ortolani et al., 2010; Rodriguez et al., 2000). A atividade
inibitéria observada, neste caso, deve ser atribuida a outras substancias antimicrobianas
produzidas por BAL, como acidos orgéanicos e peroxido de hidrogénio (Ortolani et al.,
2010).

Enterococcuspp. exibiram ampla atividade contra as BAL utilizadas como
micro-organismos alvo, bem como paBa subtilis porém demonstraram menor
potencial antagonista sobre as cepasSdaureusjuando comparado aos isolados de
LactococcuqTabela 3). Igualmente, maior sensibilidade foi observada sobre as cepas

de campo 26BP6 e 23St1.
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Tabela 3. Espectro de acdo antimicrobianBmterococcuspp. isolados de leite de cabra contra 46 micro-organismos indicadores

Género alvo  Micro-organismo  GEnl12 GEnl4 GEn23 2En5 11St4 11Lc2 12Lc2 11Lc5 GEn09 11Ba?2 GEn22 GEn30 11En8 12En9 GEnl19 GEn20 1Enl0 13Lc6
indicador

Lactococcus L. lactissubsp. - - + - - - - - - + + + - + + - -
lactis ATCC 7962
L. lactissubsp. + + + + + + + + + + + + + + + + +
lactis DPC 3147
L. lactissubsp. + + + + + + - - - - + - + + + + +
cremorisCNRZ
481/45
L. lactis subsp. + + + - - - + + + + - + - + + - +
lactis ATCC 11007

Lactobacillus L. plantarumATCC - - + - - - - - + + - + - + + - +
8014
L. plantarumCNRZ + + + - + + + + + + + + + + + + +
73/75
L. sakeiATCC + + + + + + + + + + + + + + + + +
15521

Enterococcus E. faecalisATCC + + + + + + + + + + + + + + + + +
19433
E. faeciumBFE + + + + + + + + + + + + + + + + +
1072
E. faecalisFAIR- + + + + + + + + + + + + + + + + +
E77
E. faeciumFAIR- + + + + + + + + + + + + + + + + +
E178
E. faecalisFAIR- + + + + + + + + + + + + + + + + +
E179

Staphylococcu S. aureus ATCC  + - + + - - - - - - - - - - - - -
12600

S. aureusATCC
29213
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Cont. Tabela 7

Género alvo

Micro-organismo
indicador

GEnl12 GEnl4 GEn23

2EnS

11St4

11Lc2

12Lc2

11LcS5

GENO09

11Ba2

GEn22 GEN30

11En8

12En9

GEn19

GEn20

1Enl10

13Lc6

Staphylococcu

Listeria

Bacillus

Clostridium

S. aureuAATCC
14458

S. aureusATCC
8095

S. aureuAATCC
12598

S. aureu26BP6

S. aureug23Stl

Staphylococcusp.
ATCC 23235

L. monocytogenes
ATCC 19112

L. monocytogenes
ATCC 13117

L. monocytogenes
ATCC 15313

L. monocytogenes
LM55

L. inoccuaATCC
33090

L. inoccuaLi76

L. welshimeriLw47

L. monocytogenes +

ATCC 7644
B. subtilis

B. cereud P56

C. sporogenes
ATCC 3584

- - +

- - +
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Cont. Tabela 7

Género alvo  Micro-organismo GEnl12 GEnl4 GEn23
indicador

2EnS

11St4

11Lc2 12Lc2

11LcS5

GENO09

11Ba2

GEn22

GEN30

11En8

12En9

GEn19

GEn20 1Eni10

13Lc6

Clostridium C. perfringens - - +
ATCC 3626
C. botulinumATCC
17786
C. nowyiATCC
19402

Salmonella S Typhimurium - - -
ATCC 14028
S.Dublin 45 + + +

S.Typhimurium 84 - + -
S.Cholerasuis 38 - + -
S.Enteritidis 258  + - +

Pseudomonas P. aeruginosa - - -
ATCC 27853
P. alcaligenes - - -
ATCC 14909
P. putidaATCC + + -
15175
P. fluorescens - - -
NCTC 10038

Yersinia Y. enterocolitica + + +
ATCC 9610

Escherichia E. coliO157:H7 - - -
ATCC 00171
E. coliATCC - - +
11229

+
+

=+

+
1
+

+: Atividade presente ; -: sem atividade
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De modo geral, todos os isolados apresentaram atividade antagonista contra
pelo menos quatro das oito cepas indicadordsisteria spp. GEnl12, GEn14, GEn23,
GEN09, GEn30GEN19e GEn20 foram capazes de inibir no minimo sete cepas deste
género. L. monocytogenesATCC 19112 e ATCC 15313 demonstraram maior
sensibilidade diante dé&nterococcusspp. Somente cinco isolados demonstraram
inibicdo sobrd.. monocytogeneATCC 7644. Esta cepa foi selecionada como alvo por
sua susceptibilidade a substancias antimicrobianas produzidas, sendo geralmente
utilizada como indicadora de atividade antagonista em diversos trabalhos (Cosentino et
al., 2012; Moraes et al., 2010; Ortolani et al., 2010; Perin et al., 2012a; Perin et al.,
2012b).

A atividade antagonista sobre as cepasCtlestridium spp foi bastante
reduzida em comparacao aos isoladokat#ococcuspp, assim como em relacadcEa
coli e Pseudomonas spgontudo,S. Enteritidis foi sensivel a 13 isolados, enquanto
enterocoliticafoi inibida por todos (Tabela 3).

E importante ressaltar o método spot-on-the-lawn foi utilizado como teste
de triagem, para verificacdo da atividade antagonista de isolados de BAL contra micro-
organismos indicadores. O emprego desta metodologia associada a condi¢cdes de
incubacdo em ambiente anaerébico otimizam a atividade inibitéria ligada a producéo de
bacteriocinas, uma vez que podem inibir a producdo de peréxido de hidrogénio por
BAL (Stern et al., 2006). Adicionalmente, a utilizagdo de MRSm sob condigbes
anaerodbicas restringe a producdo de outras substancias antimicrobianas naturalmente
produzidas por BAL como acidos organicos e peroxido de hidrogénio (Leroy & de
Vuyst, 2004). Contudo, estas condi¢cdes de incubacdo ndo impedem totaimente
possibilidade de producéo de tais compostos. Neste caso, a atividade inibitéria ndo pode
ser diretamente atribuida a producéo de bacteriocinas, justificando a utilizacdo de testes

confirmatdrios da natureza bacteriocinogénica dos isolados.
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3.3. Potencial bacteriocinogénico coritrsteria monocytogenes

A atividade bacteriocinogénica do sobrenadante de seis isolados de BAL
selecionados foi testada e quantificada mediante a inibicio de cepds de
monocytogenede diferentes sorotipos e com diferentes perfis de viruléncia. O ndmero
de Unidades Arbitrarias/mL de atividade bacteriocinogénica obtido para cada cepa

testada é apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Atividade bacteriocinogénica (UA/mL) do sobrenadante de BAL isoladas de leite de

cabra contra diferentes sorotiposldeénonocytogenes.

Lactococcuspp. Enterococcuspp.
L. monocytogend$Sorotipo) GLcO3 GLcO5 GEn09 GEnl2 GEnl4 GEnl7
ATCC 7644 (1/2a) 6.400 6.400 6.400 6.400 6.400 6.400
L11 (1/2c) 3.200 3.200 6.400 6.400 3.200 3.200
L10 (4b) 3.200 3.200 6.400 6.400 1.600 3.200
537 (4b- novo padrao) 3.200 1.600 6.400 6.400 3.200 3.200

Todos os sobrenadantes testados foram capazes de inibir os diferentes
sorotipos delL.. monocytogenesitilizados como alvo, demonstrando que a atividade
inibitéria produzida pode ser atribuida & acdo de bacteriocinas. As ceplas de
monocytogenesitilizadas nesta avaliacdo pertencem a diferentes sorotipos e foram
obtidas de ambiente de processamento de carne bovina em diferentes locais (Camargo,
2013). A cepa L11 pertence ao sorotipo 1/2a, L10 ao sorotipo 4b e 537 ao sorotipo 4b
novo padrao, que vem sendo isolado atualmente, em trabalhos desenvolvidos por nosso
grupo de pesquisa, na Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais. Estas cepas
possuem ainda positividade a diferentes genes associados a virui@AcimlB, inlC,
inlJ, plcA, hlyA, actA e igp A cepa de referéncia. monocytogeneATCC 7644 é

classificada como pertencente ao sorotipo 1/2c. De acordo com (Doumith et al., 2004),

0s sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b estdo envolvidos em mais de 95% dos casos de listeriose,
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sendo o sorotipo 4b o mais frequentemente associado a casos clinicos, levando aos
quadros mais severos da doenca (Swaminathan & Gerner-Smidt, 2007). J& os sorotipos
1/2a e 1/2c séo mais frequentes em alimentos e amostras ambientais (Doumith et al.,
2004).
Schirru et al. (2012) em um estudo com isolado&mkerococcuspp. de

leite de cabra também testaram a atividade bacteriocinogénica contra diversas cepas de
L. monocytogenedos sorotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b, obtendo atividade contra todas
elas, corroborando os resultados obtidos no presente estudo (Tabela 4). As bacteriocinas
produzidas por BAL geralmente sdo ativas contra micro-organismos Gram-positivos
relacionados e a atividade contra cepas de campo de diferentes sorotipos reforca as

perspectivas de utilizacdo no controleL.denonocytogenesm alimentos.

3.4. Estabilidade de bacteriocinas em diferentes valores de pH e temperatura

As bacteriocinas produzidas pelos isolados avaliados apresentaram atividade
em uma ampla variagcdo de pH. Sete dos oito isolados avaliados mantiveram sua
atividade ap6s incubacédo por uma hora a pH de 2.0 a 10.0 (Tabela 5). Batdorj et al.
(2006) avaliaram as caracteristicas de bacteriocinas produzidas por uma cepa
identificada comoE. durans isolada dekumys- um produto lacteo fermentado
produzido na Mongdlia - e encontraram resultados similares de atividade antimicrobiana
na mesma faixa de pH.

A estabilidade de bacteriocinas em ampla faixa de pH é descrita em diversos
trabalhos pardactococcusspp.e Enterococcuspp. (Cocolin et al., 2007; Hadji-Sfaxi
et al.,, 2011; Rehaiem et al., 201 nisina geralmente mantém sua atividade
antimicrobiana quando exposta a uma variedade de pHs e é capaz de exibir maior
atividade inibitéria em baixo pH (Campos et al., 2006; Castro et al., 2011; Dal Bello et

al., 2012; de Arauz et al., 2009; Deegan et al., 2006; Olasupo et al., 1999). Quando o pH
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é reduzido, a solubilidade e estabilidade da nisina tendem a aumentar. Para o isolado de
E. duransGEn17 a maior atividade de bacteriocina foi atingida com pH entre 6.0 e 8.0.
Strompfovd & Laukova (2007) obtiveram resultados que corroboram este estudo,

avaliando a estabilidade ao pH da bacteriocina obtida teeciumEF55.

Tabela 5. Efeito do pH e temperatura na atividade bacteriocinogénica dos isolados de BAL
selecionados contra a cepa de referéincraonocytogene&TCC 7644. Atividade
bacteriocinogénica expressa em UA/mL.

Lactococcuspp. Enterococcuspp.
GLcO3 GLc05 GEn09 GEnl2 GEnl4 GEnl7
pH
2.0 800 200 400 400 400 800
4.0 400 100 200 400 400 400
6.0 400 100 800 400 400 800
8.0 800 100 800 800 800 800
10.0 <100 100 800 800 400 100
12.0 <100 <100 <100 <100 <100 <100
Temperatura (°C
7 6.400 6.400 6.400 6.400 6.400 6.400
20 6.400 6.400 6.400 6.400 6.400 6.400
40 6.400 6.400 6.400 6.400 6.400 6.400
60 6.400 6.400 6.400 6.400 6.400 6.400
80 1.600 1.600 6.400 3.200 3.200 3.200
100 200 200 200 200 200 200
121 200 400 1.600 200 200 200

Contudo, apds a exposicdo a pH 10.0, a atividade da bacteriocina produzida
por Lactococcus lacti€&sLc03 foi ausente, e a pH 12.0 foi observada perda da atividade
de todas as bacteriocinas testadas (Tabela 5). A solubilidade das bacteriocinas pode ser
prejudicada sob condi¢cdes alcalinas (de Arauz et al., 2009) e alguns trabalhos
demonstram reducéo da atividade inibitoria da nisina em altos valores de pH (de Arauz
et al., 2009; Deegan et al., 2006; Olasupo et al., 1999). A perda ou reduc¢ao da atividade

bacteriocinogénica pode ser atribuida a degradacdo proteolitica, agregacdo proteica ou
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instabilidade das proteinas a extremos de pH (Aasen et al., 2000; de Vuyst et al., 1996;
Parente & Ricciardi, 1994; Parente & Ricciardi, 1999; Todorov et al., 2010).

Quando expostas a diferentes temperaturas, as bacteriocinas avaliadas
apresentaram atividade apos duas horas de incubacdo em temperaturas de 20°C a 60°C
(Tabela 5). A atividade foi parcialmente reduzida a partir da incubacdo a 80°C. Para
GLc05 e Gen09 a atividade bacteriocinogénica sofreu reducéo a 100°C, coritudo a
121°C, houve uma recuperacao. Provavelmente, mesmo a alta temperatura, o tempo de
exposicao (20 minutos) ndo foi longo o suficiente para causar perda total da atividade.
A persisténcia da atividade em temperaturas elevadas € uma caracteristica desejavel
para a utilizagdo de bacteriocinas em alimentos e estes resultado s&o similares aos
encontrados para bacteriocinas produzidas por g%hirru et al., 2012; Ahmadova et
al., 2013; Pinto et al., 2009).

A atividade bacteriocinogénica foi testada também a 7°C, para simular
condicbes de refrigeracdo (Tabela 5). As bacteriocinasEmterococcusspp. e
Lactococcusspp. mantiveram a atividade a esta temperatura, demonstrando que
produtos refrigerados podem ser potencialmente conservados através do uso de
bacteriocinas. A estabilidade das bacteriocinas sob diferentes condigcdes pode ser um
bom critério para seu uso como biopreservantes de alimentos sob diferentes condi¢des
de processamento, incluindo pasteurizagdo, tratamentos térmicos, adicdo de &cidos,

congelamento ou longo periodo de estocagem (Batdorj et al., 2006).

4. Conclusdes
O presente estudo demonstrou a diversidade de BAL autéctones de leite de
cabra cru, que representam uma fonte de novos isolados com potencial antimicrobiano

para utilizagdo como biopreservantes de alimentos.
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A atividade bacteriocinogéncica foi demonstrada em isolados de
Lactococcusspp. eEnterococcusspp. sobrd.. monocytogenede diferentes origens e
sorotipos, destacando a possibilidade de utilizacdo destes isolados para o controle deste
micro-organismo. Além disso, as bacteriocinas produzidas por estes isolados
mantiveram sua atividade mesmo apos diferentes condi¢cdes ambientais, oportunizando

seu emprego em produtos que sofram diferentes condigbes de processamento.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho procurou contribuir para a caracterizacdo da atividade
antimicrobiana de isolados de leite de cabra identificados como produtores de
bacteriocinas, indicando que o leite de cabra pode ser uma boa fonte BAL a serem
utilizadas como biopreservantes de alimentos. Os resultados obtidos demonstram boas
perspectivas para a potencial utilizacdo destas substancias no controle de micro-
organismos patogénicos em alimentos.

A complementacdo desse estudo sera realizada visando:

v Avaliacao do efeito citotéxico de bacteriocinas semi-purificadas

v Avaliacdo da atividade antiviral de bacteriocinas semi-purificadas
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