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RESUMO

As enterocinas sdo compostos de natureza proteica que apresentam
atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas e deteriorantes de
alimentos. Sendo assim, 53 isolados de Enterococcus spp. de leite cru de
bufala e fezes de lobos-marinhos foram triados através da técnica de dupla
camada e 26 apresentaram atividade antimicrobiana contra Listeria
monocytogenes. A presenca dos genes entA, entB, entP e munKS foi avaliada
por PCR e 10 isolados apresentaram o entB, um munKS e nenhum entA e
entP. De 26 isolados foi produzido o sobrenadante livre de células para a
avaliacdo da atividade e destes, somente E. mundtii (que apresentou o gene
munKS) apresentou atividade contra L. monocytogenes. Este isolado foi
suscetivel aos antimicrobianos testados e foi negativo para 0s genes de
viruléncia cylA, ace e asa e positivo para gelE. O sobrenadante livre de células
de E. mundtii apresentou resisténcia a maioria dos solventes organicos
testados, estabilidade ao aquecimento (121 °C por 15 min), a uma ampla faixa
de pH e a estocagem por 30 dias a -20 °C, além do aumento da atividade com
Tween 80. A sensibilidade a proteases confirmou a natureza proteica desse
peptideo. Foi realizada a curva de producdo da mundticina, que comecou ha
fase logaritmica e obteve sua atividade maxima na fase estacionaria. Nao foi
observada a presenca de plasmideo sendo, portanto, considerado que o gene
gue expressa este peptideo esteja presente no cromossomo. Os resultados
obtidos nesse trabalho indicam que a mundticina possui potencial de
aplicabilidade em novos estudos relacionados com bioconservantes.

Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente - Instituto
de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil. (101 p.) Marc¢o, 2015.
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ABSTRACT

Enterocins are proteic compounds that exhibit antimicrobial activity
against spoilage and food borne pathogenic bacteria. Therefore, 53
Enterococcus spp. of raw milk from buffalo milk and feces of fur seals were
screened by double-layer assay and 26 showed antimicrobial activity against L.
monocytogenes. The presence of entA, entB, entP and munKS genes was
assessed by PCR and 10 isolates showed the entB, one munKS and no entA
and entP. From 26 isolates was produced cell-free supernatant for evaluating
the activity; and only E. mundtii (who presented munKS gene) showed activity
against L. monocytogenes. This isolate was susceptible to antimicrobials tested
and was negative for virulence genes cylA, ace, asa and positive for gelE. Cell-
free supernatant of E. mundtii showed resistance to most organic solvents
tested, stability to heat (121 °C for 15 min), to a wide range of pH and to storage
for 30 days at -20 °C, in addition, increase the activity with the addition of
Tween 80. The sensibility to proteases confirmed the protein nature of this
peptide. Mundticin production curve was performed, which began production in
log phase and obtained its maximum activity in the stationary phase. The
presence of plasmid was not observed, therefore, was considered the gene that
expresses this peptide is present in the chromosome. The results obtained in
this study indicate that the mundticin has potential applicability in new studies
related biopreservatives.

IMaster of Science dissertation in Agricultural Microbiology, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
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1. INTRODUCAO

Embora existam muitos estudos sobre bioconservacdo de
alimentos, ainda é um desafio, tanto em paises em desenvolvimento, quanto
nos industrializados, a busca de novas técnicas ou substancias que sejam
eficientes na conservacdo de alimentos com baixa toxicidade e que
mantenham as caracteristicas de cor, textura, sabor e aroma. As bactérias
acido-laticas possuem a habilidade de produzir peptideos antimicrobianos,
sendo 0 género Enterococcus spp. um represente. As bacteriocinas
apresentam atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas e
deteriorantes de alimentos. Algumas espécies de Enterococcus spp. tém sido
utilizadas como cultura starter e também em preparacdes probidticas. O
interesse da industria alimenticia sobre esses compostos aumentou nos ultimos
anos, pois esses podem ser usados como preservantes naturais vindo a
substituir os quimicos, aumentando o tempo de prateleira dos alimentos e

tornando-os mais seguros.

Muitas bacteriocinas foram caracterizadas de diferentes espécies de
Enterococcus spp., principalmente, Enterococcus faecalis e Enterococcus

faecium, porém, esses peptideos também tém sido isolados de E. mundtii, E.



avium, E. hirae, e E. durans. Enterococos bacteriocinogénicos sdo amplamente
encontrados em alimentos como o leite in natura, em fezes e no trato
gastrointestinal de humanos e animais. As enterocinas que pertencem a classe
Il das bacteriocinas sdo chamadas de pediocin-like e apresentam atividade
antimicrobiana contra Listeria monocytogenes, um importante patégeno de
origem alimentar. Um exemplo dessa classe de bacteriocinas provém de

Enterococcus mundtii e chama-se mundticina.

Antes da aplicacdo na éarea de alimentos, as bacteriocinas sao
testadas quanto ao seu espectro antimicrobiano, quanto as caracteristicas

bioquimicas e genéticas e quanto a eficacia em alimentos.

1.10bjetivos

1.1.1 Objetivo Geral

O principal objetivo desse trabalho foi de isolar, identificar e
caracterizar peptideos antimicrobianos provenientes de Enterococcus spp. de

fontes como leite cru de bufala e fezes de lobos marinhos.

1.1.2 Objetivos Especificos

¢ |solar Enterococcus spp. de leite cru de bufala;

e Confirmar o género Enterococcus spp. por PCR género-
especifico e determinar as espécies de enterococos por PCR Multiplex e
por testes bioquimicas;

e |dentificar os isolados de Enterococcus spp. quanto a
producdo de peptideos antimicrobianos através do ensaio de dupla

camada e através do sobrenadante livre de células;



¢ Identificar as enterocinas através de PCR convencional;

e Caracterizar os padrdes de suscetibilidade antimicrobiana
através do teste de disco difusdo segundo o CLSI;

e Caracterizar as enterocinas produzidas pelos isolados
guanto ao seu espectro de atividade antimicrobiano, estabilidade
térmica, sensibilidade a proteases, alteracdes de pH e quantificacdo da
atividade antimicrobiana;

e Determinacdo da curva de producdo da enterocina dos
isolados produtores;

e Determinar a presenca de plasmideo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Leite de Bufala

No Brasil, o grande interesse pela criacdo de bufalos (Bubalus
bubalis), verificado nos ultimos anos, tem determinado maior producdo e
consequente utilizacdo do leite dessa espécie na alimentagdo humana. Desde
a década de 90, foi observado um aumento significativo na producao de leite
de bufalas e seus derivados, determinando um crescimento efetivo em varias
regides. A producdo de leite bubalino no Brasil € de aproximadamente 92,3
milhdes de litros por ano, a industria processa por volta de 45 milhdes de quilos
desse leite, gerando uma producéo de 18,5 mil toneladas de produtos lacteos
(Bernardes, 2007). No Rio Grande do Sul, o crescimento da demanda por
produtos lacteos processados com leite de bufala tem aumentado cerca de
30% ao ano (Cooperbufalo, 2012).

O leite de bufala apresenta caracteristicas diferenciadas quanto ao
seu sabor ligeiramente adocicado e quanto a sua cor mais branca guando
comparada ao leite bovino, isso é devido a auséncia quase total de beta-
caroteno em sua gordura. Além disso, ha uma elevada taxa de gordura e
proteina, 0os quais sao responsaveis pelas caracteristicas fisicas de estrutura,

cor e sabor do leite e seus derivados (Amaral et al., 2005).



As caracteristicas microbiolégicas do leite de bufalas sao,
relativamente, pouco conhecidas, principalmente quando comparadas as do
leite bovino. E importante ressaltar que o leite bubalino in natura apresenta
também alta perecibilidade e esta sujeito as mesmas fontes de contaminacéo
microbiana, que podem existir na bovinocultura leiteira, desde a ordenha,
transporte do leite até a industria de processamento. Algumas peculiaridades
do comportamento das bufalas podem contribuir para aumentar
significativamente a concentragdo microbiana inicial do leite cru, como, a
tendéncia natural em se banhar na agua ou lama, quando a agua nao esta
disponivel, diminuindo assim a qualidade e a validade do produto, limitando seu
emprego na industria (Cunha Neto, 2003). Em contrapartida, Mesquita et al.
(2001) afirmam que o leite bubalino possui maior atividade antibacteriana do
gue o bovino, pelo fato de possuir mais lactoferrina, substancia que mantém o
ferro idnico fora do alcance das bactérias.

O leite de bufala tem sido utilizado na preparacédo de derivados em
diferentes regides do mundo, destacando-se queijos, iogurtes e outros leites
fermentados. A producdo de um dos principais derivados desse leite € a
mozzarella, amplamente comercializada (Oliveira, 2006).

2.2 Lobo-marinho (Arctocephalus australis)

A zona costeira brasileira apresenta grande diversidade de
mamiferos marinhos e o litoral do Rio Grande do Sul (RGS) é uma area de
concentracdo sazonal destes animais. A espécie mais observada é o ledo-
marinho-sul-americano (Otaria flavescens), seguido das espécies de lobos-

marinhos Arctocephalus australis e Arctocephalus tropicalis.



Os lobos-marinhos possuem um focinho mais pontiagudo, estreito e
alongado, e orelhas mais finas e compridas quando comparado ao le&o-
marinho. Esses animais possuem o0 costume de parar na orla para descansar
e, por isso, sdo os mais avistados pela populagdo, havendo registros de trés

espécies no (RGS) (Rocha-Campos et al., 2011; CECLIMAR, 2014).

O ecossistema marinho funciona como uma via de transporte de
poluentes microbioldgicos (bactérias, virus e protozoarios), carreadores de
caracteristicas adquiridas em outros ambientes seletivos e com potencial de
patogenicidade para seres humanos e outros animais (Stewart et al., 2014).
Alguns agentes biologicos isolados a partir destes animais poderiam ser
utilizados como indicadores de perturbacédo do ecossistema marinho (Pereira et
al., 2008). Neste trabalho sera abordada a espécie do género Arctocephalus

australis.

2.3 Género Enterococcus spp.

O nome “entérocoque” foi utilizado inicialmente por Thiercelin na
Franca, em 1899, em uma referéncia a origem intestinal de novos diplococos
Gram-positivos (Thiercelin & Jouhaud, 1899; Thiercelin, 1899). Desde meados
da década de 80, os enterococos sofreram modificacBes taxonémicas, em
1990 foram classificados como cocos Gram-positivos entéricos e
posteriormente incluidos no género Streptococcus (Murray, 1990). Ap6s o
avanco da Biologia Molecular, foi sequenciado um grupo de nucleotideos do
rRNA 16S do género Streptococcus e assim foi subdividido em trés grupos:

Streptococcus, que corresponde a maioria das espécies conhecidas;



Enterococcus spp., para o grupo de estreptococos entéricos e Lactococcus

spp., para os estreptococos lacticos (Devriese, 1993).

Através do sequenciamento quase completo do 16S rRNA, os
enterococos foram incluidos na subdiviséo dos clostridios das bactérias Gram-
positivas, juntamente com o género das Bactérias &cido lacticas (BAL) (Collins
et al, 1989). A analise filogenética dos cocos Gram-positivos, baseada na
comparacao de 1400 bases do gene 16S rRNA, mostrou que o0 género
Enterococcus spp. estd mais proximos dos géneros Vagococcus,
Tetragenococcus, e Carnobacterium do que do Streptococcus e Lactococcus

(Facklam et al., 2002).

As principais caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas dos
enterococos sdo a forma esférica ou ovoide, coradas positivamente pela
coloracdo de Gram e arranjadas aos pares ou cadeias (Thiercelin, 1899). S&o
bactérias ndo esporuladas, anaerdébios facultativos e quimiorganotréfos
fermentativos obrigatdrios. Geralmente possuem 6timo crescimento em 35°C e
crescem na faixa de 10 a 45°C (Sherman, 1937). Esses microrganismos
toleram 6,5% de NaCl, hidrolisam a esculina na presenca de 40% de sais
biliares (Facklam, 1973). Sdo catalase negativos, embora algumas espécies
produzam catalase; o acido latico € produzido como produto final da

fermentacéo da glicose, sem producao de gas (Murray, 1990; Klein, 2003).

Algumas espécies sdo moveis, tais como Enterococcus gallinarum e
Enterococcus casseliflavus (Graudal, 1957; Mundt, 1986), e algumas possuem

pigmento amarelo como E. sulfureus, E. casseliflavus e E. mundtii (Graudal,



1957; Mundt, 1986; Martinez-Murcia & Collins, 1991). A maioria das espécies &
capaz de hidrolisar L-Pirrolidonil-B-Naftilamida (PYR) e produzir leucina

aminopeptidase (Svec et al., 2006; Rahkila et al., 2011).

O género Enterococcus spp. compreende bactérias que fazem parte
da microbiota natural do trato gastrointestinal (TGI) de humanos e animais,
sendo também encontrados em solo, agua e alimentos. Por serem isolados de
diversas fontes, sua sobrevivéncia esta associada a sua excepcional

adaptacéo e resisténcia a ambientes hostis (Reffuveille et al., 2011).

Esse género compreende mais de 40 espécies e possui importancia
médica, por estarem frequentemente relacionados com infec¢cOes hospitalares.
Sao causa de endocardites, bacteremia, infeccdes do trato urinario, sistema
nervoso central, intra-abdominal e infec¢des pélvicas. Algumas espécies sao
patdogenos oportunistas sendo as mais frequentes E. faecalis e E. faecium.
Alguns estudos mostram que animais tratados com antimicrobianos podem ser
reservatorios de enterococos resistentes e contribuirem para a disseminacao

de resisténcia antimicrobiana entre populacdes (Ali et al., 2014).

2.4 Enterococos e aindustria de alimentos

A complexidade para se obter alimentos e produzi-los de forma
segura tem sido amplamente reconhecida. Varios paises elaboraram e
introduziram regulamentacdes para garantir a seguranca do alimento em
diferentes estagios na cadeia de producdo (Valeeva et al., 2005). Assim, no

Brasil, em 2005, entrou em vigor a Instrucdo Normativa 51 na qual, dentre



véarios fatores a serem adotados para a obtencdo de leite de boa qualidade,
implementou-se a coleta do leite a granel e seu resfriamento a 4 °C em tanques
de resfriamento por expanséo, até que esse possa chegar as industrias (Brasil,
2002). O principal objetivo dessas regulamentacdes é limitar o desenvolvimento
da microbiota mesofilica em que se encontra a grande maioria dos
microrganismos patdégenos e deterioradores, sendo essa microbiota usada por
muitos pesquisadores para diagnosticar mdultiplos problemas que possam
existir nos rebanhos leiteiros (Jayarao et al., 2004). Entretanto, no leite, néo
séo encontradas apenas bactérias mesofilicas. A microbiota predominante no
leite cru geralmente inclui espécies de bactérias do acido lactico, Pseudomonas
spp., bactérias pertencentes a familia Micrococcaceae e leveduras. Outros
grupos microbianos presentes no leite cru incluem Bacillus, Clostridium, Listeria
spp. e enterobactérias (Lafarge et al., 2004). Muitos desses micro-organismos
gque compdem a microbiota do leite sdo psicrotréficos, e sob baixas
temperaturas impostas pelo armazenamento em tanque de expanséo
conseguem se multiplicar e produzir enzimas, proteases e lipases, capazes de
deteriorar o leite sob refrigeracdo; assim, a vida de prateleira do leite cru

resfriado ndo consegue exceder cinco dias.

Na induastria de alimentos, os enterococos sao utilizados como
inoculantes em silagens, culturas starter, na fabricacdo de queijos e salames.
Essas culturas possuem um papel importante no desenvolvimento de
caracteristicas organolépticas, enquanto como probiético, eles contribuem para
o balanco microbial e para o tratamento de gastroenterites em humanos e

animais (Yang et al., 2008).
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As espécies E. faecium e E. faecalis sdo as mais prevalentes em
alimentos de origem lactea (Gelsomino et al., 2001). Altos niveis de
contaminacgao por Enterococcus spp. séo indicativos da falta de higiene durante
a fabricacdo e levam a deterioracdo das propriedades sensoriais de alguns
alimentos. Alguns enterococos isolados de alimentos tém sido identificados
como produtores de bacteriocinas (enterocinas) que inibem bactérias
deteriorantes de alimentos e patogénicas, tais como Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Clostridium spp. e Bacillus spp.

(Giraffa, 2003).

2.5 Bacteriocinas

Em 1925, foi descoberta a primeira bacteriocina por André Gratia,
ficando conhecida como colicina V. Este pesquisador reparou que este
composto antimicrobiano, produzido por uma cepa de Escherichia coli V
(verotoxin-producing strain, ou seja, virulenta), impedia o crescimento de outras
E. coli (Gillor et al., 2005; Nishie et al., 2012). Somente em 1951, foi proposto o
uso de bacteriocinas como conservantes de alimentos. Durantes alguns anos,
as pesquisas de bacteriocinas tiveram foco nas bactérias Gram-negativas que
sdo indesejaveis nos alimentos. Os primeiros trabalhos foram importantes para
desenvolver métodos basicos atualmente utilizados para deteccdo e
isolamentos de outras classes de bacteriocinas (Cotter et al., 2005).

As bacteriocinas se estabelecem como uma estratégia de defesa
altamente especifica e comum contra bactérias, eliminando potenciais
oponentes e aumentando o nimero de nutrientes disponiveis ho meio ambiente

para o seu préprio crescimento. Existem diversos tipos estruturais e,
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consequentemente, diferentes mecanismos de acdo e diversas aplicagdes
terapéuticas (Lee e Kim, 2011).

As bactérias lacticas sdo capazes de produzir uma série de
substancias antimicrobianas incluindo &cido latico, perdxido de hidrogénio,
diacetil e outros acidos organicos. Além desses produtos finais, resultantes do
metabolismo, alguns isolados s&o capazes de sintetizar compostos
antimicrobianos de origem proteica, denominados bacteriocinas (Deegan et al.,
2006; Galvez et al., 2008). De um modo simplificado, as bacteriocinas sao
pequenos peptideos catidnicos, termoestaveis, ativos contra outras bactérias,
sendo que a bactéria produtora possui um mecanismo de imunidade contra
essa substancia (Cotter et al., 2005). As bacteriocinas variam em relacdo ao
espectro de atividade (restrito ou amplo espectro), modo de acdo, massa
molecular, origem genética e propriedades bioquimicas (Galvez et al., 2008).

O estudo dessas substancias antimicrobianas produzidas por BAL
tem atraido grande interesse nos ultimos anos pelo seu potencial como
biopreservante na industria de alimentos, para fins de eliminar bactérias
patogénicas e deteriorantes. Compostos antimicrobianos produzidos por BAL
podem conferir uma vantagem adaptativa. No entanto, a expressdo de
bacteriocinas produzidas por determinada cepa depende de varios fatores
como: ambiente inadequado para a expressdao da bacteriocina, perda da
capacidade de produzir essa enzima, antagonismo pela microbiota,
desenvolvimento de organismos resistentes as bacteriocinas e formacdo de

complexos nado ativos entre bacteriocinas e macromoléculas (Cui et al., 2012).
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O biocontrole de alimentos, utilizando-se bacteriocinas, é organizado
em: 1) O uso de BAL produtoras de bacteriocinas ou 2) a adicdo direta de
preparagfes de bacteriocinas, sintéticas ou purificadas de um sobrenadante de
cultura da cepa produtora. A producéo in situ de bacteriocinas pode aumentar a
competitividade da cepa produtora na matriz do alimento e contribuir para a
prevencdo da sua degradacdo. Entretanto, a microbiota enddgena, a formula e
a tecnologia podem influenciar o desempenho da cultura produtora (Hugas et
al, 2003).

A nomenclatura das bacteriocinas € contraditoria e ainda esta em
discussado. Algumas bacteriocinas recebem nomes conforme as suas espécies
bacterianas produtoras, mas mesmo essa nomenclatura da origem a
contradi¢des. As vezes, os nomes dos géneros sio utilizados como raizes dos
nomes, como € o0 caso dos enterococos cujas bacteriocinas denominam-se
enterocinas (Tagg & Ray, 1995; Cotter et al.,2005).

Diversas classificacfes das bacteriocinas foram propostas sendo a
mais recente proposta por Heng e colaboradores em 2007. Esses peptideos
formados pelas bactérias Gram-positivas sdo agrupados em quatro classes, de
acordo com sua estrutura quimica e funcéo bioldgica:

e Classe | (Lantibioticos): possuem o aminoacido lantionina (Lan) na
sua estrutura e sédo subdivididos em trés grupos:

Subclasse la: bacteriocinas com estrutura linear;

Subclasse Ib: bacteriocinas com estrutura globular;

Subclasse Ic: bacteriocinas formadas por mais de um componente.
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e Classe llI: peptideos ndo modificados (ndo lantibidticos e néo
ciclicos), de peso molecular inferior a 10 kDa, também subdividido em trés
grupos:

Subclasse lla: bacteriocinas ativas contra Listeria monocytogenes;

Subclasse lIb: bacteriocinas multicomponentes, precisam que dois
ou mais peptideos para serem ativadas;

Subclasse lic: bacteriocinas variadas, de baixo peso molecular, e
gue ndo se enquadramemae b.

e Classe lll: bacteriocinas proteinas, peptideos de peso molecular
superior a 10 kDa, subdividido em dois grupos:

Subclasse llla: peptideos que agem causando a lise celular;

Subclasse llIb: bacteriocinas de alto peso molecular que inibem o
desenvolvimento das células alvo por outros meios que nao a lise celular.

e Classe IV: proteinas complexas que requerem associacdes com
lipideos e carboidratos para apresentarem atividade.

A classe dos lantibidticos tem recebido maior atencdo nos ultimos
anos devido a nisina, uma bacteriocinas produzida por Lactococcus lactis,
utilizada, comercialmente, como preservante de alimentos em muitos paises. A
nisina pertence a classe I, que inclui moléculas flexiveis e alongadas que tem
carga positiva, atuando na despolarizacdo da membrana (Molloy et al., 2014).

A classe Il é formada por bacteriocinas pequenas (<10 kDa), néao
modificadas, exceto pela clivagem do peptideo lider, estaveis ao calor e
subdivididas em trés subgrupos. A classe lla é a mais estudada, pois € o maior

subgrupo de bacteriocinas produzidas por BAL e a que possui o0 maior
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potencial de aplicacdo. Esse subgrupo possui uma forte atividade anti-listeriana
€ por isso esse grupo possui um significativo potencial como biopreservante em
muitos alimentos. Além da Listeria spp. outros géneros microbianos estdo se
mostrando sensiveis a esse grupo de bacteriocinas,como os Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus, Carnobaterium, Enterococcus,
Micrococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Clostridium, Bacillus e
Brochothrix spp. (Heng et al., 2007).

A producgéo de bacteriocinas depende diretamente do crescimento e
da atividade fisiologica da bactéria produtora (Cui et al., 2012). A composi¢ao
do meio de cultura, a suplementacédo com nutrientes especiais, a temperatura e
0 pH séo fatores que influenciam na producéo desse peptideo. Altas taxas de
crescimento celular ndo necessariamente aumentam o0s niveis de producéo,
consequentemente existe uma relagdo complexa entre as condicbes
ambientais e os niveis de atividade da bacteriocina (Leroy & De Vuyst, 2002).

O gene estrutural codifica para a producdo de um pré-peptideo
contendo uma sequéncia lider N-terminal, cuja funcdo € de prevenir as
bacteriocinas de se tornarem biologicamente ativas dentro da célula produtora
e fornecer um sinal de identificacdo para o sistema transportador (Ishibashi et
al., 2014).

2.6 Biossintese das bacteriocinas

Quanto a biossintese, quase todas bacteriocinas produzidas por BAL
sdo sintetizadas no inicio da fase logaritmica de crescimento e manifestam
cinética de metabdlito primario. A sintese desses peptideos esta determinada

pela estrutura genética de quatro genes, que codificam funcbes basicas
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requeridas para a produgcédo da atividade antimicrobiana extracelular. Esses
genes podem estar localizados em cromossomo, plasmideo ou transposons.

Embora as bacteriocinas, geralmente, estejam relacionadas com a
presenca de plasmideos, algumas pertencentes a classe lla foram localizadas
sobre fragmentos cromossomais (Perry et al., 2009). Primeiramente, ocorre a
sintese de um pré-peptideo que é regulado por um operon. Os genes que
constituem esse operon sao: um gene estrutural que codifica a pré-enterocina,
um gene da imunidade, localizado ao lado do gene estrutural, um gene que
codifica um transportador ABC com a finalidade de externalizar o pré-peptideo
e um gene codificador de uma proteina acessoéria (Claverys & Havarstein,
2007; Perry et al., 2009).

A ativacao biologica dos pré-peptideos da classe lla das enterocinas
ocorre pela clivagem e separacao da extensédo N-terminal ou sequéncia lider. A
secrecdo da bacteriocina é mediada por um transportador ABC e uma proteina
acessoria.

O mecanismo de protecdo do proprio microrganismo produtor de
enterocina ocorre com proteinas de imunidade (Tomita et al., 1997). Quanto a
sua producdo, esses peptideos sdo considerados metabdlitos primarios
somente quando a sua sintese ocorre na fase exponencial de crescimento,
tornando-o indispensavel ao crescimento do microrganismo produtor. A
producdo apds a fase exponencial fara com que essas substancias sejam
consideradas metabdlitos secundarios, ndo sendo vital para o crescimento do
micro-organismo produtor, embora estejam envolvidos em processos de

manutencdo dessas substancias (Maqueda et al., 2008).
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2.7 Mecanismo de Agéo

Devido a sua diversidade estrutural, as bacteriocinas, apresentam
diferentes mecanismos de acdo e, em muitas situacdes, apenas um tipo de
bacteriocina dispde de mais do que um tipo de mecanismo de acdo, podendo
atuar em diferentes fungdes celulares, como por exemplo, na transcricdo, na
traducao, na replicacdo e na membrana celular (Jeevaratnam et al., 2005; Lee
& Kim, 2011).

O mecanismo de acdo das bacteriocinas ocorre inicialmente na
membrana citoplasmatica. Esses peptideos da classe lla possuem uma
natureza anfifilica e, portanto, podem formar hélices transmembrana que
apresentam solubilidade em agua e possuem a capacidade de se ligar a
membrana, formando poros complexos (Gabrielsen et al.,, 2012). Outros
estudos indicam que ndo seja necessario um receptor proteico a nivel de
membrana para que ocorra a formacao de poros (Bierbaum et al., 2009).

As bacteriocinas que atuam criando poros na membrana da célula
alvo causam efeito deletério, como a dissipacdo da forca protomotora, a
diminuicdo de ATP e a perda de nutrientes e metabdlitos. Embora a formacao
de poros seja uma caracteristica geral, o tamanho, a estabilidade e a
condutividade desses poros diferem entre as bacteriocinas (Herranz, 2001).
Para a formacdo do poro, a bacteriocina interage com a membrana plasmatica
da célula alvo utilizando-se de interacdes eletrostaticas entre as cargas
positivas do peptideo e os lipideos anidnicos presentes em grande quantidade

na membrana das bactérias Gram-positivas.
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A nisina € a bacteriocina mais estudada produzida por Lactococcus
lactis e seu mecanismo de acdo ocorre através da interacdo desse peptideo
com o lipideo I, inibindo a sintese do peptideoglicano e formando poros
especificos na membrana citoplasmatica. Assim, a permeabilidade da
membrana aumenta resultando na morte celular. Uma mutacdo no lipideo Il
das membranas das células pode levar a resisténcia dessas a determinadas
bacteriocinas. Alguns estudos mostram que além da formacdo de canais
ibnicos, formacdo de poros transmembrana e rupturas da membrana
citoplasmatica, as bacteriocinas também podem possuir alvos intracelulares
atuando nas moléculas de DNA, RNA, enzimas e outros locais especificos
(Fimland et al., 2005).

2.8 Resisténcia bacteriana as bacteriocinas

Alguns fatores podem contribuir para aumentar a resisténcia das
células as bacteriocinas. A composicao e estrutura da parede e da membrana
celular podem fazer com que a bacteriocina seja incapaz de atingir o alvo, além
disso, certos componentes celulares (receptores) que sdo essenciais para a
ligacdo do peptideo, podem estar mutados. Outra possibilidade é a presenca
de proteases junto & célula alvo que podem reduzir a efetividade da
bacteriocina em alguns casos (Eijsink et al., 2002).

Bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes a acdo das
bacteriocinas, pois possuem uma barreira adicional em sua parede celular, a
membrana externa. Essa membrana é impermeavel a grande maioria das
moléculas, porém a presenca de poros permite a entrada de substancias

menores que 600 Da. As bacteriocinas produzidas por BAL possuem tamanho
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meédio de 3 KDa e ndo conseguem atravessar essa membrana (Chalon et al.,
2011).

Jé existem inumeros relatos de resisténcias as bacteriocinas, sendo
gue alguns estudos revelam que o mecanismo de resisténcia das bactérias a
nisina e as bacteriocinas de classe lla esta correlacionado com o aumento da
rigidez da membrana, o que impede a insercdo da bacteriocina, e pela
neutralizacdo da sua carga de superficie, 0 que aumenta a capacidade da
bactéria repelir os peptideos antimicrobianos catidnicos. Este mecanismo pode
estar relacionado com mutag¢des na molécula de DNA bacteriano.

Um exemplo é uma mutacdo no fator sigma B, ou SigB, um
mediador envolvido na resposta da bactéria a condi¢cdes ambientais adversas é
responsavel por tornar a L. monocytogenes (agente etiologico responsavel por
causar listeriose, uma infeccdo oportunista de origem alimentar, que afeta
principalmente individuos imunodeprimidos e gravidas) tolerante a nisina A e
lacticina 3147 (Begley et al., 2006).

Outro mecanismo de resisténcias as bacteriocinas de classe lla,
envolve o gene man-PTS (Manose fosfotransferase) da L. monocytogenes e do
L. lactis. Devido a uma mutacdo por transversdo (Ala356Gly), ocorre uma
diminuicdo da expressdo do gene man-PTS, conduzindo a uma diminuicdo do
namero de receptores na membrana celular bacteriana e a consequente
resisténcia da bactéria a esta classe de bacteriocinas (Tessema et al., 2009;
Kjos et al., 2011; Lohans & Vederas, 2012).

2.9 Aplicacao das bacteriocinas



19

E indispensavel salientar que as bacteriocinas, como a nisina e a
pediocina PA-1, sdo amplamente utilizadas na indastria alimentar porque
inibem o crescimento de determinadas bactérias que deterioram ou s&o
veiculadas pelos alimentos, tais como o C. botulinum, o E. faecalis, a L.
monocytogenes, 0 S. aureus, entre outras (Settanni & Corsetti, 2008).

Presentemente, os lantibidticos sdo considerados pela FDA,
substancias seguras, pois como sao peptideos, sdo facilmente metabolizados a
aminoacidos pelas proteases presentes no trato gastrointestinal. E de realcar
gue as bacteriocinas produzidas pelas BAL, ndo alteram sabor ou odores nos
alimentos e apresentam elevada estabilidade e podem possuir um espectro de
acao altamente reduzido e extremamente especifico para uma dada bactéria, o
gue é altamente vantajoso para a sua aplicacdo nos alimentos (De Vuyst &
Leroy, 2007; Rajaram et al., 2010; Lee & Kim, 2011; Lohans & Vederas, 2012;
Nishie et al., 2012).

Alguns lantibiéticos como a nisina A e F, a mersacidina, a mutacina
1140, a lactacina 3147 e a pediocina AcH/PA-1 por serem extensivamente
aplicados como bioconservantes na industria alimentar, demonstraram ser
ativos contra alguns MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) e
enterococos resistentes a vancomicina (VRE) estabelecendo-se como uma
possivel estratégia terapéutica no combate as bactérias multirresistentes e
infecdes bacterianas (Collins et al., 2010; Lohans e Vederas, 2012; Nishie et
al., 2012).

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados

em concentracdes apropriadas, exercem um efeito benéfico na saude do
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hospedeiro a nivel profilatico, ajudando a restabelecer, ou a manter a
microbiata natural do hospedeiro (Gillor et al., 2008; Lohans & Vederas, 2012).
No entanto, segundo Dabour et al. (2009), quando existe uma infecao
bacteriana, as bacteriocinas purificadas apresentam atividade terapéutica
superior, 0 que é comprovado pelo estudo realizado através da administracédo
da pediocina PA-1 e do Pediococcus acidilactici UL5, uma bactéria produtora
de pediocina PA-1, em ratos infetados com L. monocytogenes.

Ao longo dos anos, as bactérias probidticas foram demonstrando
atividade antimicrobiana, pois inibem o crescimento de outras bactérias
patogénicas, sendo por isso, utilizadas no tratamento de infe¢cdes das mucosas
gastrointestinal e vaginal. As bactérias probioticas produtoras de bacteriocinas
podem ser aplicadas no trato gastrointestinal, produzindo in situ diversos tipos
de bacteriocinas, que contribuem para a manutencdo de um balanco adequado
entre a microbiota intestinal e o hospedeiro, evitando a proliferacdo de micro-
organismos patogénicos. Existem inUmeras bactérias que sdo empregadas
como probioticos, devido a producdo de bacteriocinas, como por exemplo: o
Lactobacillus salivarius UCC118, responsavel por produzir a bacteriocina
Abp1l18 que inibe o crescimento da L. monocytogenes; o Lactobacillus casei
L26 que inibe o crescimento de estirpes de E. coli 0111 (enterohemorragicas) e
de L. monocytogenes; o L. johnsonii LA1 e o L.acidophilus LB que inibem o
crescimento de Helicobacter pylori; e o E. mundti ST4SA produtor da
bacteriocina ST4SA, o qual é ativo contra bactérias Gram-positivas (E. faecalis,
S. pneumoniae e S. aureus) e Gram-negativas (P.s aeruginosa e K.

pneumoniae) (De Vuyst & Leroy, 2007; Gillor et al., 2008; Granger et al., 2008).
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2.10 Enterocinas

As bacteriocinas produzidas por espécies Enterococcus spp. Ssao
comumente chamadas de enterocinas. Essas séo, geralmente, ativas contra
outros enterococos e contra Listeria spp. A capacidade de inibir Listeria spp. €
de grande interesse para a industria de alimentos, no que diz respeito a
producdo de queijos e seus derivados, ja que a L. monocytogenes, espécie
patogénica, sobrevive em temperaturas de refrigeracédo e as condi¢cdes acidas
impostas pela fabricacdo do queijo (Scallan et al., 2011). Essa atividade anti-
listeriana pode ser explicada pelo fato de os enterococos e as listerias serem
filogeneticamente relacionados.

As enterocinas possuem estabilidade a altas temperaturas e a uma
ampla faixa de pH, assim como sdo sensiveis a proteases e possuem um
espectro de atividade antimicrobiana semelhante, inibindo os géneros
Clostridium, Staphylococcus, Lactobacillus e Listeria; poucas apresentam
atividade contra bactérias Gram-negativas.

Muitas enterocinas tém sido caraterizadas de varias espécies de
enterococos de diversas fontes, como alimentos, lixo, fezes e trato
gastrointestinal de humanos e animais (Nes et al., 2007). A maior parte das
enterocinas caracterizadas € proveniente de E. faecalis e E. faecium,
entretanto esses peptideos também sédo isolado de E. mundtii, E. avium, E.
hirae e E. durans.

A bacteriocina hemolitica (citolisina), a circular AS-48, e a

bacteriocina 21 sédo conhecidas por serem bacteriocinas de E. faecalis, e essas
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tém sido geneticamente e bioquimicamente bem caraterizadas (Gilmore et al.,
2002; Haas et al., 2002).

As enterocinas melhor caracterizadas de E. faecium sdo aP,a Ae a
B. A enterocina P, produzida por E. faecium P13, apresenta um amplo espectro
antimicrobiano, inibindo o crescimento de diversas bactérias Gram-positivas
presentes em alimentos, exceto Gram-negativas (Kang & Lee, 2005). Essa
enterocina é produzida por muitos isolados de E. faecium: 1J-31, P13, GM-1,
ATB 197a, JCM5804T, LHICA 51, LHICA 28-4, e LHICA 40-4, provenientes de
diversas fontes, tais como embutidos carneos, produtos lacteos e trato
gastrointestinal de humanos e animais (Javed et al., 2010).

As enterocinas A e B também néo possuem atividade contra Gram-
negativas, entretanto por atuarem sinergicamente inibem um grande namero de
bactérias Gram-positivas deteriorantes de alimentos como C. sporogenes,
Propionibacterium spp., L. monocytogenes e S. aureus (Casaus et al., 1997). A
enterocina A foi isolada pela primeira vez de salame fermentado e € uma
bacteriocina de classe Il da familia pediocina, tem peso molecular de 4829 Da
e tem uma forte atividade contra o género Listeria (Aymerich et al., 1996). A
enterocina B também pertence a familia pediocina, possui peso molecular 5479
Da. Essas enterocinas também possuem atividade contra o0s géneros
Lactobacillus, Pediococcus, Propionibacterium e Enterococcus spp. (Casaus et
al., 1997).

Cinta et al. (1998), identificaram uma bacteriocina nao modificada
com 2 componentes em E. faecium L50 (enterocina L50A e L50B). A cepa de

E. faecium L50 quando incubada entre 16°C e 25°C produz as enterocinas
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L50A e L50B, mas em temperaturas mais altas produz a enterocina P e uma
nova enterocina chamada de Q.

Muitas enterocinas tém sido identificadas e purificadas, porém a falta
de caracterizagdo bioquimica e molecular inviabiliza a sua aplicacdo como
biopreservante de alimentos. Os genes necessarios para a producdo da
enterocina sao transferidos para outras BAL usadas como cultura starter e que
sejam reconhecidas como seguras (GRAS).

2.11 Mundticina KS

O E. mundtii foi descrito como um microrganismo imével, com
presenca de pigmento amarelo, isolado de plantas, alimentos, solo, animais e
esta raramente associado a infec¢cdes humanas (Collins et al., 1986; Muller et
al., 2001). Assim como as outras espécies de Enterococcus spp., essa espécie
€ anaerobia facultativa e a quantidade de CG em seu DNA é de 38 a 39%
(Muller et al., 2001). A Mundticina KS é um peptideo que pertence a classe lla
das bacteriocinas e € produzido pela espécie E. mundtii.

Trés cepas, conhecidas atualmente, de E. mundti produzem
bacteriocinas da classe lla: o E. mundtii ATOG6 isolado de chicéria, o E. mundtii
NFRI 7393 de silagem de capim na Tailandia, e o E. mundtii CRL35 de queijo
argentino, esses produzem respectivamente a mundticina ATO6 (Bennik et al.,
1998), a mundticina KS (Kawamoto et al.,, 2002) e a enterocina CRL35
(Saavedra et al., 2004).

Trés isolados de E. mundti foram encontrados produzindo
bacteriocinas da classe lla. Muitos micro-organismos dessa espécie Ss&o

produtores dessas substancias, porém ainda ndo possuem a sua estrutura bem
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caracterizada (De Vuyst et al., 2003). A mundticina ATOG6 foi originalmente
descrita como um peptideo diferente em dois amino acidos na regido C-
terminal: SK para mundticina ATOG6, KS para mundticina KS, produzidas por E.
mundtii ATO6 e E. mundtii KS, respectivamente. Todavia, Saavedra et al.
(2004) corrigiram as sequéncias da munditicina ATO6 e mostraram que esse
peptideo € idéntico ao peptideo mundticina KS em relacdo aos seus
aminoécidos.

A maioria das enterocinas tem sido descobertas por isolados
pertencentes as espécies E. faecium e E. faecalis e geralmente sédo aplicadas
na manufatura de carnes e produtos lacteos (Franz et al. 2003). Entretanto, as
bacteriocinas produzidas por E. mundtii parecem ser mais apropriadas para o
uso na industria de alimentos. Ja € conhecido que a mundticina ATO6 possui
um grande potencial como preservante de broto de feijao (Park et al., 2003).

As mundticinas sdo, geralmente, estaveis a uma ampla faixa de pH e
resistem a uma faixa de temperatura muito grande, desde o congelamento até
a temperatura de autoclave (121°C). Esses peptideos sdo ativos principalmente
contra Listeria spp., mas também contra 0s géneros Enterococcus spp.,
Lactobacillus, Leuconostoc e Pediococcus (Foulguie “~ Moreno et al,. 2003; Park
et al., 2003).

O E. mundti CRL 1656, isolado de leite bovino produz uma
mundticina, que apresentou atividade antimicrobiana contra espécies de
Enterococcus spp., Lactobacillus spp. e, principalmente, L. monocytogenes. A
mundticina tem sido proposta, também, como um microrganismo probiético

para prevenir a mastite nesses mamiferos (Espeche et al., 2009).



3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos deste trabalho foram realizados no Laboratério
de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) do
Departamento de Microbiologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS).

3.1 Amostras

3.1.1 Leite de Bufala

Foram recebidas quatro amostras de leite bubalino cru refrigerado
gue foram cedidas pela Cooperativa Sulriograndense de Bubalinocultores Ind.
Com. Ltda, no periodo de maio a junho de 2013. Essas amostras foram
transportadas até o laboratorio em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel,
sendo mantidas na refrigeracdo até o momento das analises.

3.1.2 Lobo-marinho

Foram utilizados 13 isolados de Enterococcus spp., provenientes de
fezes de lobos-marinhos (OTARIIDAE: Arctocephalus australis) encontrados no
litoral Norte do Rio Grande do Sul, pela equipe do Centro de Estudos
Costeiros, Limnoldgicos e Marinhos (CECLIMAR) — vinculado ao Instituto de

Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Sete
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espécies foram utilizadas nos ensaios: 3 E. faecalis, 1 E. faecium, 2 E. hirae, 2
E. Gallinarum, 2 E. asini, 2 E. casseliflavus e 1 E. mundtii, sendo essa ultima
considerada atipica pelos testes bioquimicos. Os isolados pertencem a colecao
de bactérias do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, sendo isolados e identificados em estudo prévio (Santestevan
et al., 2014).

3.2 Isolamento de Enterococcus spp. do leite de bufala

As quatro amostras de leite de bufala foram processadas para o
isolamento de Enterococcus spp.. Os ensaios foram realizados com a diluicdo
das amostras de leite bubalino em meio seletivo Caldo Azida Dextrose (DAB -
Dextrose Azida Broth, Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). Em tubos contendo
9 mL de DAB foi noculado 1 mL de leite, estes tubos foram incubados na estufa
por 24 h, a 35 +2 °C. ApoGs o periodo de incubacao, foram realizadas diluicbes
seriadas até 10°, sendo cada uma das 5 diluicdes plaqueadas em triplicata em
agar Infusdo Cérebro Coracao (BHI- Brain Heart Infusion, Difco Laboratories,
Detroit, MIl, USA) acrescido de 6,5% de NaCl (Merk Industrias Quimicas S.A.,
RJ, Brasil). As placas foram incubadas por 24 h, a 35 +2 °C. Ap0s o periodo de
incubacédo, cerca de 25 col6nias, foram selecionadas aleatoriamente, das 4
amostras de leite, e foram semeadas em Agar Bile Esculina (BEA- Bile Esculin
Agar, Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). Os isolados que apresentavam
capacidade de hidrolisar esculina na presenca de sais biliares foram semeados
em agar BHI. Posteriormente, verificou-se a producdo da enzima catalase
utilizando per6xido de hidrogénio (H.0,) a 3% (v/v) e a capacidade desses

micro-organismos de multiplicar-se a 45 °C, durante 24 h de cultivo.
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Os isolados que apresentaram resultado negativo para producédo da
enzima catalase e que apresentaram crescimento a 45 °C foram mantidos em
agar BHI, e submetidos a identificacdo microscépica preliminar através da
verificagdo das caracteristicas morfo-tintoriais em esfregacos corados pelo
método de Gram, para evitar possiveis contaminacdes futuras. Em seguida,
cada isolado foi mantido sob a forma de suspensao em solucdo contendo 1 mL
de caldo BHI e glicerol (LabSynth®) a 50% (v/v), e armazenados em criotubos
a—20 °C.

3.3 Identificacéo fenotipica dos Enterococcus spp. do leite de
bufala

Posteriormente, foi realizada a caracterizacdo fenotipica das
espécies. Os isolados foram caracterizados presuntivamente em nivel de
espécie por testes fisioldogicos convencionais seguindo as recomendacdes
propostas no Manual of Clinical Microbiology (Teixeira et al., 2011). Esses
ensaios incluiram testes para verificar a capacidade dos isolados de utilizar
piruvato, hidrolisar arginina e produzir acidos a partir de diversas fontes de
carboidratos (L-arabinose (Sigma-Aldrich®), manitol (Nuclear®), metil-a-D-
glicopiranosideo (MGP) (Sigma-Aldrich®), D-rafinose (Vetec®), sacarose
(Vetec®), D-sorbitol (Difco® Laboratories) e D-sorbose (Sigma-Aldrich®)). Os
ensaios foram realizados com cultivos recentes dos isolados em agar BHI,
obtidos ap6s incubacdo a 35 +2 °C, por 24 h, com os quais foram preparadas
suspensdes bacterianas em solucdo salina a 0,85% esterilizada, com turbidez
semelhante a da solucdo padrdo 0,5 de McFarland (aproximadamente 1 a 2 x

108 UFC/mL). Cem microlitros de cada suspensdo foram inoculados nos tubos
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contendo os meios testados, e os tubos foram incubados a 35 £2 °C por sete
dias. Cada tubo continha 0 meio teste composto por dgua peptonada, 0,1% de
solucédo alcodlica do indicador de pH purpura de bromocresol (Mallinckrodt®) e
1% do carboidrato a ser testado. O pH das solucdes foi aferido antes da
inoculacdo dos micro-organismos, sendo mantido na faixa de 7,2 — 7,6.
Diariamente, realizaram-se as leituras e interpretacfes, observando-se a
alteracao da cor dos meios testados. Cepas padrao de E. faecalis ATCC 29212
e E. faecium SS1274 foram utilizadas como controle para os testes. Foi
considerado positivo o tubo em que se observou a presenca de crescimento e
a alteracdo da coloracéo do meio de purpura para amarela.

No teste da hidrolise da arginina 0 meio Decarboxylase Base Moeller
(peptona de carne 0,5%, extrato de levedura 3% e glicose 1%) foi utilizado e
acrescido de 1% de L-arginina (Sigma-Aldrich®) e indicador de pH purpura de
bromocresol (Mallinckrodi®). O pH das solucdes foi aferido antes da inoculacao
dos micro-organismos, sendo mantido na faixa de 7,2 — 7,6. ApGs a adicao de
100 uL de suspensao bacteriana ajustada a escala padrao 0,5 de McFarland,
foi gotejada uma camada de aproximadamente 10 mm de 6éleo mineral estéril
(Proquimios®) e os tubos foram incubados a 35 * 2°C, sendo realizada leitura
apos 24 h e até sete dias apods a incubacdo. Neste caso, os tubos controles
ndo sao acrescidos do acucar e se tornam amarelos com resultado negativo, ja
o resultado positivo é verificado pela manutencao da coloracao purpura, devido
a alcalinizacdo do meio, em decorréncia da hidrolise do substrato.

A utilizacdo do piruvato de sédio (Nuclear®) a 1% foi verificada em

meio contendo 1% de triptona (BD®), 0,5% de extrato de levedura (Himedia®,
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India), 0,5% de K2HPO4 (LabSynth®), 0,5% de NaCl (Dindmica® Quimica
Contemporanea Ltda.) e 0,01% do indicador de pH azul de bromotimol. O pH
da solucdo foi aferido antes da inoculacdo dos micro-organismos, sendo
mantido a 6,8. Apds a inoculacédo de 100 pL da solugao bacteriana, incubou-se
a 35 £ 2 °C e as leituras foram realizadas conforme mencionado. O teste foi
considerado positivo para a utilizacdo deste aglcar quando os meios mudaram
a coloracao para amarela.

3.4 Extracao do DNA total

A extracdo do DNA total foi realizada por método fisico-quimico
segundo Donato, (2007). Uma colbnia isolada em agar BHI (Himedia®, India)
foi reinoculada em 5 mL de caldo BHI a 37 °C por 24 h. Apos, 1 mL da cultura
foi transferida para um microtubo, o qual foi centrifugado a 14.000 rpm durante
5 min. ApoOs centrifugar, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 40 yL da solugdo de lise composta por 5% de NaOH 1M,
2,5% de SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sédio) e 92,5% de TE 1X (Tris 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 7,8). O pellet ressuspendido na solucdo de lise permaneceu a
temperatura de 100 °C durante 15 minutos e, posteriormente, foi diluido em
460 uL de tampao TE 1X, homogeneizado vigorosamente e centrifugado a
14.000 rpm durante 5 min. Apés essa centrifugacdo, o sobrenadante formado
contendo o DNA foi transferido para outro microtubo e armazenado a -20 °C. O
pellet foi descartado. A confirmacdo da extracdo foi realizada por corrida
eletroforética com gel de agarose 1,0%, corado com brometo de etideo e

analisado em luz ultravioleta.
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3.5 Confirmagao do género Enterococcus spp. por PCR

A confirmacao do género bacteriano foi realizada por caraterizagéo
molecular utilizando os oligonucleotideos iniciadores para o gene tuf (Tabela 1).

As reagOes da PCR foram realizadas segundo Ke et al. (1999), com
adaptacgdes, em um volume total de 25 pL, contendo: 1x de tampao de PCR
(Invitrogen®), 1,5 mM de MgCI2 (Invitrogen®), 200 uM de dNTPs (Ludwig
Biotecnologia), 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador (Invitrogen®), 1U de
Taqg DNA polimerase (Invitrogen®), 100 ng de DNA e agua deionizada esteéril
para completar o volume (MilliQPlus, Millipore®). Os produtos foram
amplificados em termociclador Amplitherm Thermal Cyclers nas seguintes
condi¢bes: 3 min a 95 °C; seguidos de 35 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30
segundos a54°Celmina72°C;e 7 mina72°C. As cepas E. faecalis ATCC
29212 e E. faecium SS1274 foram utilizadas como controles positivos. O
amplicon esperado com tamanho de 112 pb foi analisado por eletroforese em
gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo e analisado em luz
ultravioleta.

3.6 Identificacdo das espécies de Enterococcus spp. por PCR
Multiplex

Para a confirmacdo do resultado obtido na série bioquimica, os
isolados foram submetidos a uma PCR do tipo Multiplex para identificar quatro
espécies mais frequentemente encontradas de enterococos: E.faecium, E.
faecalis, E. casseliflavus e E. gallinarum. Os oligonucleotideos iniciadores

espécie-especificos utilizados para as reacfes estdo descritos na Tabela 1.
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As reacdes da PCR foram realizadas em 10 yL de volume total e
continham: 1x de tampdo de PCR (Invitrogen®), 1,5 mM de MgCI2
(Invitrogen®), 200 uM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 1,25 yM de cada
oligonucleotideo iniciador (IDT® — Integrated DNA Technologies), 1U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen®), 50 ng de DNA e agua deionizada estéril para
completar o volume (MilliQPlus, Millipore®) (Nachtigall et al., 2013). Os
produtos foram amplificados em termociclador Amplitherm Thermal Cyclers nas
seguintes condi¢des: 5 min a 94 °C; seguido por 40 ciclos de 1 min a 94 °C, 1
min a 50 °C e 1 mina 72 °C; e 5 min a 72 °C. Cepas ATCC e isolados de
referéncia cedidos pelo Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal
de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA), foram adotados como
controles positivos durante as reacgfes: E. faecalis ATCC 29212, E. faecium
SS1274, E. casseliflavus PAD 71 e E. gallinarum ATCC RS-64. Os produtos de
PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, corados com

brometo de etideo e visualizados em luz ultravioleta.

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagdes de PCR género-especifico (tuf) e espécie-
especificos.

Oligonucleotideos Sequéncia (5’-3’) Produto (pb) Referéncias
Iniciadores?
Tuf-F TACTGACAAACCATTCATGATG 112 Ke et al. (1999)
Tuf-R AACTTCGTCACCAACGCGAAC
EFm_F TATGACAGCGACTCCGATTCC 658 Cheng et al. (1997)
EFm_R TTGAGGCAGACCAGATTGACG
ddl_F CACCTGAAGAAACAGGC 475 Depardieu et al. (2004)
ddl_R ATGGCTACTTCAATTTCACG
CAl TCCTGAATTAGGTGAAAAAAC 288 Jackson et al. (2004)
CA2 GCTAGTTTACCGTCTTTAACG
GA1l TTACTTGCTGATTTTGATTCG 173 Jackson et al. (2004)
GA2 TGAATTCTTCTTTGAAATCAG

lEnterococcus faecium (EFm_F e EFm_R), Enterococcus faecalis (ddl_F e ddl_R), Enterococcus
casseliflavus (CAl e CA2) e Enterococcus gallinarum (GA1 e GA2).



32

3.7 Triagem das cepas produtoras de substancia antagonista

A triagem para se verificar a producéo de substancia antagonista foi
realizada em 40 isolados de Enterococcus spp. provenientes de leite de bufala
e em 13 isolados de Enterococcus spp. provenientes de fezes de lobo-marinho.
A técnica de dupla camada, segundo Tagg et al. (1971), foi utilizada para se
verificar a atividade antimicrobiana desses isolados contra Listeria
monocytogenes ATCC 35152, que foi escolhida por ser o género considerado
mais sensivel as enterocinas (Kawamoto et al., 2002). Os isolados de
Enterococcus spp. foram semeados em picada em placas de TSA (Himedia®,
India) e incubados em estufa a 35 £ 2 °C por 24 h. Apds a incubacao é vertida
uma segunda camada de agar TSA semi-solido (0,7% de agar) previamente
inoculada com a bactéria indicadora (L. monocytogenes) na concentracdo de
10° células/mL (utilizando a escala de McFarland). A placa é novamente
incubada a 35 + 2 °C por 24 h e apos € verificada a presenca de halos de
inibicéo.

Os isolados que ndo apresentaram atividade contra L.
monocytogenes foram descartados dos testes de atividade com o
sobrenadante livre de células.

3.8 Amplificacdo dos genes das enterocinas

A amplificacdo dos genes das enterocinas A, B, P e mundticina KS
foram realizadas através de PCR convencional. O DNA total foi extraido
conforme o item 3.4. As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores estao

descritas na Tabela 2.
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Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para as rea¢gées de PCR e tamanhos dos fragmentos
gerados para entA (enterocina A), entB (enterocina B), entP (enterocina P) e munKS (mundticina KS).

Oligonucleotideos Sequéncia (5’-3’) Produto Referéncias

Iniciadores (pb)
EntA_F GGTACCACTCATAGTGGA 134 Park et al.
EntA_R CTGGAATTGCTCCACCTA (2003)
EntB_F GTAAAAGAATTAAGTACG 192 Foulquié et
EntB_R GTATACATTTGCTAACCC al. (2003)
EntP_F ATGAGAAAAAAATTATTTAGTTTAGCTCTTATTGG 488 Gutierrez et
EntP_R TTAATGTCCCATACCTGCCAAACCAG al. (2005)
MunKS_F TGAGAGAAGGTTTAAGTTTTGAAGAA 380 Zendo et al.

MunKS_R TCCACTGAAATCCATGAATGA (2005)

3.9 Obtencao do sobrenadante livre de células

Os isolados que apresentaram halo de inibicdo no teste de dupla
camada foram utilizados para a preparacéo do sobrenadante livre de células.

O pré-indculo foi preparado em Erlenmeyer de vidro de 250 mL
contendo 100 mL de TSB (Himedia®) e 1% do volume total (1 mL) de uma
suspensao de Enterococcus spp. em solucéo salina 0,85% estéril ajustada na
escala 0,5 de McFarland. Os erlenmeyers foram incubados a 35 + 2 °C por 24
h sob agitacédo constante de 100 rpm.

Uma aliquota de 20 mL do pré-indculo foi transferida a um tubo de
15 mL e esse foi centrifugado a 12.000 rpm por 15 min a 4 °C em centrifuga.
Apés a centrifugacao, o pH do sobrenadante foi ajustado a 6.5 com NaOH 1M
(Nuclear®) e esterilizado por filtracdo com membranas de 0,22 pum do tipo
PVDF (Chromafil®). Os sobrenadantes foram armazenados a -20 °C para

posteriores analises.
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3.10 Teste de atividade antimicrobiana com o sobrenadante livre
de células

A fim de se verificar a atividade antimicrobiana do sobrenadante livre
de células foi realizado o seguinte ensaio: em placas contendo TSA (Himedia®,
India) de volume definido (20 mL) foi inoculada com suabe, em trés direcbes
distintas, uma cultura da bactéria indicadora (Listeria monocytogenes ATCC
35152) em uma suspensdo salina estéril de 0,85% com aproximadamente 10°
células/mL. Apds aguardar as placas secarem a temperatura ambiente, foi
depositado sobre o agar inoculado com a bactéria indicadora 20 pL do
sobrenadante livre de células e deixado secar em camara de fluxo laminar. As
placas foram incubadas em estufa a 35 £2 °C por 18 h. Os isolados que
apresentaram atividade antimicrobiana foram considerados possiveis
produtores de enterocinas e foram realizados os testes de caracterizacdo dos
peptideos produzidos. Esse teste foi realizado em triplicata.

Os micro-organismos que apresentaram atividade antimicrobiana
com o sobrenadante livre de células (testados no item 3.9) foram utilizados
para os testes posteriores.

3.11 Teste de suscetibilidade antimicrobiana

O teste de suscetibilidade foi realizado através do método de disco-
difusdo conforme recomenda¢des do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) (CLSI, 2013). Os isolados foram cultivados em &gar BHI
(Himedia®) a 37 °C por 24 h. Os in6culos foram preparados com a suspensao
das colénias em 5 mL de solucéo salina 0,85% estéril e ajustada para o padréo

da escala 0,5 de McFarland. Cada suspensado contendo o inéculo foi semeada
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em trés dire¢Bes em placa agar Muller-Hinton (Muller-Hinton Agar, Acumedia®)
com o auxilio de suabe. Apés, os discos contendo os antimicrobianos foram
depositados sobre a placa com o auxilio de pin¢ca bacteriolégica previamente
esterilizada. As placas foram incubadas a 37 °C por 18 h e o diametro das
zonas de inibicdo ao redor dos discos foi medido com o auxilio de um
paquimetro e interpretado de acordo com as normas do CLSI (2013).

Os antimicrobianos testados foram (concentracdo expressa em
ug.mL™): ampicilina (10), vancomicina (30), eritromicina (15), tetraciclina (30),
ciprofloxacina (5), norfloxacina (10), nitrofurantoina (300), cloranfenicol (30),
gentamicina (120) e estreptomicina (300) (Sensifar®, Cefar Diagnéstica Ltda).

3.12 Fatores de viruléncia

A determinacédo dos fatores de viruléncia do isolado que apresentou
atividade antimicrobiana com o sobrenadante livre de células foi realizada em
estudo anterior (Santestevan et al., 2014). Os fatores de viruléncia testados
foram: gelatinase (gelE), citolisina (cylA), adesina de colageno (ace) e
substancia de agregacao (asa), através da PCR convencional. As sequéncias

dos oligonucleotideos iniciadores estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para as rea¢fes de PCR e tamanhos dos
fragmentos gerados para gelE (gelatinase), cylA (citolisina), ace (adesina de colageno) e asa
(substancia de agregacéo).

Oligonucleotideos Sequéncia (5’-3’) Produto (pb) Referéncias
Iniciadores
gelE_F ACCCCGTATCATTGGTTT 402 Eaton & Gasson (2001)
gelE_R ACGCATTGCTTTTCCATC
cylA_TE17 TGGATGATAGTGATAGGA AGT 517 Eaton & Gasson (2001)
cylA_TE18 TCTACAGTAAATCTTTCGTCA
acel F AAAGTAGAATTAGATCACAC 320 Mannu et al. (2003)
ace2_R TCTATCACATTCGGTTGCG
asa_F GATACAAAGCCAATTCGTTCCT 288 Jackson et al. (2004)

asa_R TAAAGAGTCGCCACGTTTCACA




36

3.13 Determinacao do espectro de atividade antimicrobiana do
sobrenadante livre de células

Os micro-organismos indicadores escolhidos para a determinacéo
do espectro de atividade antimicrobiana das enterocinas séo prevalentes em
amostras de alimentos e amostras clinicas: Klebsiella ATCC 300603, Bacillus
cereus ATCC 14579, Eschechia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 190506, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Streptococcus agalactiae ATCC 13813, Listeria monocytogenes
ATCC 35152 e isolados de Listeria monocytogenes provenientes de leite
bovino.

Para os testes foram preparadas suspencfes das bactérias
indicadoras em solucdo salina estérii 0,85% na concentracdo de 10°
células/mL. As bactérias indicadoras foram crescidas em meio de cultura e
temperaturas ideiais por 24 h. Foi realizado o teste de atividade do
sobrenadante livre de células conforme descrito no item 3.9 contra as bactérias
indicadoras citadas. ApOs a incubacédo por 18 h foram medidos os halos de
inibicdo em milimetros. Esse teste foi realizado em triplicata.

3.14 Quantificacdo da atividade antimicrobiana do sobrenadante
livre de células

A quantificacdo da atividade antimicrobiana foi determinada através
das Unidades Arbitrarias por mililitro (UA/mL). Em placas de poliestireno de 96
pocos foram realizadas diluicdes sucessivas do sobrenadante na proporcéo 1:1
/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64) em PBS. Apé6s foi determinada a atividade

utilizando a técnica descrita no item 3.9 com a bactéria indicadora Listeria
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monocytogenes ATCC 35152 na concentracdo de 10° células/mL. As placas
foram incubadas em estufa a 35 +2 °C por 18 h e feita a leitura dos halos de
inibicdo. O célculo das UA baseia-se na ultima diluicdo a apresentar halo de
inibicdo. O resultado é calculado através da ultima diluicdo a apresentar
atividade antimicrobiana, por exemplo, 10, multiplicando-se a diluicdo 4 por
100 e obtendo-se 400 UA/mL.

3.15 Avaliagédo da estabilidade da substéncia antimicrobiana

O sobrenadante livre de células (obtido no item 3.8) foi testado
guanto a sua estabilidade térmica, sua atividade frente a varia¢des de pH, sua
acao em contato com enzimas proteoliticas e frente a solventes organicos.

3.15.1 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica foi testada colocando-se o sobrenadante livre
de células sob a acdo de diferentes temperaturas em dado tempo. Aliquotas de
500 pL do sobrenadante foram incubadas as temperaturas de 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 e 100 °C por 30 minutos em banho-maria e a 121 °C por 15 minutos
em autoclave. Apés, a atividade foi determinada conforme o estabelecido no
item 3.9 com a bactéria indicadora Listeria monocytogenes ATCC 35152 na
concentracdo de 10° células/mL. Foi utilizado um controle do sobrenadante
livre de células sem o tratamento térmico. As placas foram incubadas a 35 +2
°C por 18 h e os halos de inibicdo foram medidos em milimetros. O

experimento foi realizado em triplicata com trés sobrenadantes diferentes.
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3.15.2 Manutengdo da atividade antimicrobiana sob
congelamento

A atividade do sobrenadante livre de células foi avaliada em 10, 20 e
30 dias de congelamento a -20 °C e a atividade antimicrobiana determinada
através dos tamanhos dos halos de inibicdo formados frente a Listeria
monocytogenes ATCC 35152.

3.15.3 Estabilidade frente a variacédo do pH

O sobrenadante livre de células foi incubado em uma faixa de pH
entre 1 e 12. Para a verificacdo da atividade do sobrenadante, ndo foi ajustado
o pH desse, permanecendo entre 4.5 e 5.0 para a realizagcdo do teste. Em
tubos estéreis foram adicionados 500 pL de sobrenadante livre de células e
500 pL de tampéao e foram homogeneizados em vortex e incubados em estufa
a 35 +2 °C por 30 minutos. Os tampdes utilizados foram: tampao citrato de
sodio para pH de 1 a 5; tamp&o fosfato para pH de 6 a 8 e tampédo TRIS para
pH de 9 a 12, todos na concentracao final de 0,1M. Apos o periodo de
incubacéo foi realizado o teste de atividade antimicrobiana, descrito o item 3.9
com o0s sobrenadantes nos diferentes pHs com a bactéria indicadora L.
monocytogenes ATCC 35152. Foram preparados controles dos tampdes, em
microtubos contendo apenas 500 pL do tampéao, e o controle do sobrenadante,
em microtubo contendo 500 uL de PBS e 500uL do sobrenadante livre de
células. As placas foram incubadas a 35 +2 °C por 18 h e ap0s foi realizada a
leitura dos halos de inibicho em milimetros. Esse teste foi realizado em

triplicata com trés sobrenadantes livres de células diferentes.
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3.15.4 Suscetibilidade a Enzimas Proteoliticas

A suscetibilidade do peptideo a enzimas proteoliticas foi realizada
com uma aliquota de 1 mL do sobrenadante livre de células e tratada com as
enzimas: papaina (MERCK®), proteinase K (Macherey-Nagel) e tripsina (Sigma
Chemical Company) nas concentracdes finais de 2 mg/mL. Os pHs dos
sobrenadantes foram ajustados conforme o pH 6timo para a acdo de cada
enzima (5.0 para papaina e 8.0 para proteinase K e tripsina). Foram
preparados controles das enzimas com tampdo PBS e controle do
sobrenadante com e sem tratamento térmico. Os tubos foram incubados em
estufa por 1 h na temperatura ideal para cada protease. Apos a incubacéo os
tubos foram submetidos ao aquecimento de 100 °C por 3 min, para a inativacao
das proteases, sendo um tubo controle sem tratamento térmico. As aliquotas,
ap0s chegarem a temperatura ambiente, foram submetidas ao teste de
atividade antimicrobiana (item 3.9) tendo L. monocytogenes como indicadora.
Esse teste foi realizado em triplicata, assim como a leitura dos halos de inibicéo
apos aincubacéo a 35 £2 °C por 24 h.

3.15.5 Suscetibilidade a Solventes Orgéanicos

A verificacdo da atividade da enterocina frente a diferentes solventes
organicos foi realizada adicionando-se 50 pL de solvente organico em 100 pL
de sobrenadante livre de células. Foram utilizados seis solventes organicos:
butanol (Vetec®), etanol 95% (Vetec®), acetona (Dinamica®), cloroférmio
(Vetec®), metanol (Vetec®) e DMSO (Nuclear®). Esses microtubos foram
homogeneizados em vortex e incubados em estufa a 35 +2 °C por 1 h. Apés a

incubacéo foi realizado o teste de atividade antimicrobiana descrito no item 3.9
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com a bactéria indicadora L. monocytogenes ATCC 35152. Foram realizados
controles dos solventes, contendo 100 pL de PBS e 50 pL do solvente
organico, e controles do sobrenadante livre de células, contendo 100 pL do
sobrenadante e 50 puL de PBS. Apdés, as placas foram incubadas a 35 +2 °C
por 18 h e realizada a leitura dos halos de inibicdo em milimetros. Esse teste foi
realizado em triplicata com trés sobrenadantes livres de células diferentes.

3.16 Analise da atividade com Tween 80

Para se analisar a atividade da enterocina com o detergente Tween
80 (Vetec®) foi adicionada uma aliquota de 180 pL de sobrenadante livre de
células e 20 pL de Tween 80 em microtubos, sendo que também foi testado o
detergente com tratamento térmico a 100 °C por 3 minutos. Os controles do
Tween 80 com e sem tratamento térmico foram preparados contendo 180 pL
de PBS e 20 pL de Tween 80. Os microtubos foram homogeneizados em
vortex e incubados a 35 +2 °C por 1 h. Apos foi realizado o teste de atividade
antimicrobiana conforme o item 3.9 com a bactéria indicadora L.
monocytogenes ATCC 35152. Apoés as placas foram incubadas a 35 +2 °C por
18 h e realizada a leitura dos halos de inibicdo em milimetros. Esse teste foi
realizado em triplicata com trés sobrenadantes livres de células diferentes.

3.17 Curva de producao da enterocina

O isolado produtor de enterocina que apresentou uma melhor
atividade antimicrobiana foi escolhido para a realizagdo da curva de

crescimento microbiano e producéo de enterocinas.



41

3.17.1 Preparacao do pré-indculo

O isolado foi semeado em TSA (Himedia®, India) e incubado em
estufa a 35 +2 °C por 24 h. Através desse crescimento foram preparadas
suspensdes bacterianas em solucdo salina a 0,85% esterilizada na
concentracéo de 10’ células/mL.

3.17.2 Realizagédo da curva de producgéo

Uma aliquota de 1% da solucdo salina foi inoculada em um
erlenmeyer com 100 mL de TSB (Himedia®, India) acrescido de 1% de glicose
(Vetec®), esse foi considerado o ponto zero da curva de producdo. Assim, foi
realizada a incubacdo em estufa a 35 +2 °C sob agitacdo constante de 100
rom. Foram retiradas seis aliquotas durante 48 h de incubacgéo. O crescimento
microbiano foi verificado através da densidade Optica em espectrofotdmetro a
620nm e a contagem em unidades formadoras de colénia por mL (UFC/mL),
através de diluicdes seriadas até 10°. A atividade antimicrobiana foi testada em
cada ponto da curva através do teste de atividade antimicrobiana com o
sobrenadante livre de células descrito no item 3.9. Os halos de inibicdo
formados foram medidos em milimetros.

3.18 Verificacdo da presenca de plasmideo

Para extracdo de DNA plasmidial foi utilizada a bactéria crescida em
caldo BHI por um periodo de 12 a 24 h, colocada em microtubos com volume
de 1,5 mL e centrifugadas em 14.000 rpm por 13 segundos. Apds a
centrifugacéo, o precipitado foi recuperado, desprezando-se o sobrenadante e
0 processo de centrifugacgéo foi repetido mais duas vezes. Adicionou-se 100 pl

da solucdo | (EDTA 10 Mm, TRIS-base 25 mM, glicose 50 mM) e essa foi
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homogeneizada no voértex. Apos, 200 ul da solugao Il (NaOH 0,2 mM, SDS 1%)
foi adicionada. O tubo foi invertido vigorosamente algumas vezes e foi
adicionado 150 pl da solugao Il (60 % de acetato de potassio 5M, 11,5 % de
acido acético glacial, 28,5 % de agua destilada). Centrifugou-se por 5 minutos
em 14.000 rpm e a parte liquida foi recuperada em outro microtubo,
desprezando o precipitado. Entédo, adicionou-se um volume de 1 mL de etanol
100%. Apds outra centrifugacdo de 5 minutos o sobrenadante foi descartado e
retirou-se todo resquicio de etanol com ajuda de uma ponteira. O precipitado foi
ressuspendido em 49 pl de tampao TE pH 8,0 (EDTA 1 Mm, TRIS-basel0 Mm)
e 1 ul de RNase. Para observar a presenca de plasmideo utilizou-se
eletroforese em gel de agarose 0,7%.

3.19 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com os dados obtidos em
milimetros nos testes de manutencao da atividade antimicrobiana em diferentes
pHs e diferentes temperaturas. Para os testes foram utilizados os dados em
triplicata e realizou-se o teste ANOVA seguido de Tukey com nivel de

confianca de 95% através do software Statistica na versdo 12.



4. RESULTADOS

4.1 Isolamento e identificacdo das espécies de Enterococcus
spp. obtidos de amostras de leite cru de bufala.

4.1.1 Isolamento de Enterococcus spp. a partir de amostras de
leite cru de bufala

Das 4 amostras de leite cru de bufala, foram isoladas 40 colbnias

aleatoOrias que apresentaram crescimento satisfatorio em meio BHI contendo
6,5 % de NaCl, hidrolisando a esculina na presenca de sais biliares e
crescendo a 45 °C, além de apresentarem resultado negativo para o teste da
catalase. Todos os isolados apresentaram morfologia de diplococos Gram-
positivos através da coloracéo de Gram.

4.1.2 Confirmacéo do género pela deteccéo do gene tuf

Todos os 40 isolados avaliados foram positivos quanto a presenca
do gene tuf. O resultado positivo foi observado para todos os isolados testados
através da visualizacdo de um fragmento de DNA de 112 pares de base (pb).

4.1.3 Identificacdo das espécies por PCR Multiplex e provas
bioquimicas

Dos 40 isolados submetidos ao PCR Multiplex utilizando

oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos para as espécies E. faecium,
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E. faecalis, E. casseliflavus e E. gallinarum, 32 (80%) apresentaram
amplificacdo compativel com a espécie E. faecalis. Esses isolados
amplificaram o fragmento de DNA de 475 pb esperado para a espécie E.
faecalis.

Os oito isolados negativos para a PCR Multiplex foram submetidos
aos testes bioguimicos convencionais, de acordo com Teixeira et al. (2011)

(Tabela 4). Todos os isolados foram identificados como E. faecalis.

Tabela 4. Caracteristicas fenotipicas de Enterococcus spp. isolados de amostras de leite cru de
bufala.

Caracteristicas Fenotipicas’

Espécie n* MAN SOR ARG ARA SBL RAF SAC PIR MGP

E. faecalis 8 + - + - + - + + -

*nimero de isolados com o perfil bioquimico. "MAN, manitol; SOR, sorbose; ARG, arginina;
ARA, arabinose; SBL, sorbitol; RAF, rafinose; SAC, sacarose; PIR, piruvato; MGP, metil-a-D-
glicopiranosideo.

4.2 Triagem dos isolados produtores de substéancia antagonista

O ensaio de identificacdo de isolados produtores de substancias
antagobnicas foi realizado com os 40 E. faecalis provenientes do leite cru de
bdfala e mais 13 enterococos isolados de fezes de lobo-marinho. Destes, 21
enterococos isolados de leite cru de bufala e 5 de fezes de lobos-marinhos
apresentaram atividade antimicrobiana contra a bactéria indicadora L.
monocytogenes ATCC 35153 (Figuras 1 e 2). Os isolados produtores
apresentaram halo de inibicdo e continuaram no estudo para a realizacdo dos

ensaios seguintes, sendo os isolados nao produtores descartados.



Figural. Ensaio de dupla camada com halos de inibicdo
formados Enterococcus faecalis provenientes do leite cru de
bdfala (C17, C18, C19, C20 e C21) contra L. monocytogenes
ATCC 35153. Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 2. Ensaio de dupla camada com halo de inibi¢do (25
mm) do isolado Enterococcus mundtii J5 proveniente de
fezes de lobo-marinho L. monocytogenes ATCC 35153.
Fonte: Arquivo Pessoal.
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4.3 Amplificacdo dos genes das enterocinas

A amplificagéo dos genes das enterocinas foi realizada em todos os
iIsolados que apresentaram atividade antimicrobiana no teste da dupla camada.
Dos 26 isolados testados, 10 apresentaram 0 gene correspondente a
enterocina B (192 pb), um da mundticina (308 pb) e nenhum para as enterocina

A (134 pb) e P (488 pb).



Tabela 5. Resultados da amplificagéo dos genes das enterocinas por PCR em todos isolados
positivos no teste de dupla camada.

Resultado da PCR para os genes das enterocinas

Espécie isolado entA entB entP munKS
Leite cru de bufala
E. faecalis C17 - - - -
E. faecalis C18 - - - -
E. faecalis C19 - - - -
E. faecalis C20 - + - -
E. faecalis Cc21 - + - -
E. faecalis Cc22 - - - -
E. faecalis C23 - - - -
E. faecalis Cc24 - + - -
E. faecalis C25 - + - -
E. faecalis C26 - + - -
E. faecalis c27 - - - -
E. faecalis C28 - - - -
E. faecalis C29 - - - -
E. faecalis C30 - + - -
E. faecalis C31 - + - -
E. faecalis C32 - - - -
E. faecalis C33 - + - -
E. faecalis C34 - + _ _
E. faecalis D35 - - - -
E. faecalis D37 - - - -
E. faecalis D38 - - - -
Fezes de lobo-marinho
E. gallinarum F1 - - - -
E. hirae F2 - + - -
E. gallinarum F3 - - - -
E. hirae F5 - - - -
E. mundtii J5 - - - +

+ resultado positivo para a PCR e — resultado negativo para a PCR.
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O E. mundtii J5 isolado de fezes de lobo-marinho foi o Unico que
mostrou-se positivo para o gene da mundticina KS (Figura 3).

M C-"C¥’

Figura 3. Fragmento de DNA do gene da Mundticina
KS do isolado de E. mundtii em gel de agarose 1,0 %
com marcador molecular KAPA Universal Ladder
(canaleta 1), controle negativo (canaleta 2), e isolado
de E. mundtii (canaleta 3). M marcador; C- controle
negativo; C+ controle positivo; * 308pb. Fonte:
Arquivo Pessoal.
4.4 Teste de atividade antimicrobiana com o sobrenadante livre
de células
No teste com o sobrenadante livre de células, dos 26 enterococos
gue apresentaram atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes ATCC
35153, somente o isolado E. mundtii J5 apresentou atividade antimicrobiana no
sobrenadante livre de células. Os isolados que ndo apresentaram atividade
antimicrobiana no sobrenadante foram descartados do estudo, pois,
possivelmente produziram outras substancias antimicrobianas que nao as
enterocinas.
O isolado E. mundti J5 foi selecionado para o0s ensaios de

determinacdo do espectro de atividade, quantificacdo da atividade

antimicrobiana, estabilidade quimica e fisica do sobrenadante livre de células,
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pois apresentava o gene da mundticina, além de ter sido previamente avaliado
guanto ao perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos (Tabela 6) e genes de
viruléncia, sendo negativo para os genes cylA, ace e asa e positivo para gelE

(Santestevan et al., 2014).

Tabela 6. Distribuicdo do padréo de resisténcia antimicrobiana do isolado E. mundtii obtido de
amostra fecal de lobos-marinhos (OTARIIDAE: Arctocephalus spp.). Resultados do didmetro do
halo de inibicdo em milimetros.

Espécie AMP* CIP* CLO* ERI* EST* GEN* NIT* NOR* TET* VAN*

E. mundti 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

*Antimicrobianos: ampicilina (AMP), ciprofloxacina (CIP), cloranfenicol (CLO), eritromicina
(ERI), estreptomicina (EST), gentamicina (GEN), nitrofurantoina (NIT), norfloxacina (NOR),
tetraciclina (TET) e vancomicina (VAN).

4.5 Determinagéo do espectro de atividade antimicrobiana do
sobrenadante livre de células

Para avaliar o espectro de atividade do sobrenadante livre de células
do E. mundtti J5, esse foi testado contra micro-organismos indicadores que
pertencem ao grupo das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

O sobrenadante livre de células apresentou atividade frente a todos
os isolados de L. monocytogenes com halos de inibicdo que variaram de 45 a
15,8 mm (Tabela 7). Os isolados de L. monocytogenes de leite de vaca se
mostraram sensiveis, produzindo halos de inibi¢do, sendo a L. monocytogenes
sorotipo 1c a que apresentou o maior halo de inibicdo sendo, portanto, o mais
sensivel a substancia antagonista; e o sorotipo 4b o menor halo e o mais
resistente. Para as cepas de K. pneumoniae ATCC 700603, E. coli ATCC
25922, P. aeruginosa ATCC 27853, B. cereus ATCC 14579, S. aureus ATCC
190506, E. faecalis ATCC 29212 e S. agalactiae ATCC 13813 néo foi verificado

a presenca de halo de inibicao.
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Tabela 7. Resultados do espectro de atividade do sobrenadante livre de célula proveniente do
isolado de E. mundtii J5 contra micro-organismos indicadores.

Espécies Sorotipo Halo (mm)
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 - 0
Bacillus cereus ATCC 14579 - 0
Eschechia coli ATCC 25922 - 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - 0
Staphylococcus aureus ATCC 190506 - 0
Enterococcus faecalis ATCC 29212 - 0
Streptococcus agalactiae ATCC 13813 - 0
Listeria monocytogenes ATCC 7644 1/2c 30
Listeria monocytogenes* 1/2a 25,5
Listeria monocytogenes* 1/2b 24,3
Listeria monocytogenes* 4b 15,8
Listeria monocytogenes* 1c 45

*Listeria monocytogenes provenientes de leite de vaca.

4.6 Quantificacao da atividade antimicrobiana do sobrenadante
livre de células

Foram realizadas diluicbes com os sobrenadantes livre de células do
isolado E. mundtti J5, para determinar a atividade antimicrobiana em Unidades
Arbitrarias (UA/mL). A UA foi definida como a reciproca da maior diluicdo com
halo de inibicdo maior que 2 mm. A atividade antimicrobiana do isolado de E.
mundtii J5 foi de 400 UA/mL contra L. monocytogenes ATCC 35153.

4.7 Avaliacao da estabilidade da substancia antimicrobiana

4.7.1 Estabilidade térmica

O sobrenadante livre de células do E. mundtti J5 manteve a sua
atividade nas temperaturas testadas, com intervalos de 10 °C, entre 30 e 100
°C. Apo6s 15 min na autoclave o sobrenadante manteve, aproximadamente,

70% da sua atividade quando comparada com o controle (sem tratamento
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térmico). Portanto, pode-se afirmar que a substancia antagonista produzida por

esse micro-organismo € considerada estavel ao aquecimento (Figura 4).

Figura 4. Halos de inibicdo formados com o sobrenadante livre de células do

Enterococcus mundtii J5 contra L. monocytogenes ATCC 35153 com os devidos

tratamentos térmicos. C controle sem tratamento térmico; 30 a 121 °C temperaturas

as quais os sobrenadantes foram tratados. Fonte: Arquivo Pessoal.

A figura 5 mostra o diametro dos halos de inibicdo (em triplicata) no

controle sem tratamento (0) e com as diferentes temperaturas testadas. A
atividade se manteve estavel até os 100 °C, observando-se a maior queda a
121 °C (autoclave).

Foi verificada uma diferenca significativa entre os tratamentos

testados (p<0,05).
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Figura 5. Resultado da analise de variancia utilizando os halos de inibicdo (mm) obtidos
no teste de manutencdo da atividade antimicrobiana ap6s tratamento térmico, com um
indice de confianca de 95%. Cada ponto representa a média dos halos de inibicdo do
sobrenadante testado em triplicata e (0) é o controle sem tratamento. *Diferenca
significativa entre os tratamentos de 0 a 100 °C em relagédo a 121 °C (p: 0,03).
4.7.2 Manutencdo da atividade antimicrobiana sob
congelamento
O sobrenadante da espécie E. mundtii, armazenado sob refrigeracéo
a -20 °C, ndo apresentou alteracédo na atividade antimicrobiana em 10, 20 e 30
dias de congelamento, sendo mantido os 100 % de atividade em relacdo ao
controle sem o congelamento.
4.7.3 Estabilidade frente a variacédo do pH
O sobrenadante ndo perdeu a atividade em nenhum dos pHs
testados. Os menores halos de inibicdo foram apresentados em pHs acidos (1,

2 e 3), mantendo 53% da atividade; e pHs basicos (8 a 12), mantendo 64% da

atividade (Tabela 8). A faixa de pH na qual foi desenvolvida a maior atividade
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antimicrobiana foi entre 4 e 7, com a atividade maxima observada em pH 6

(Figura 6). Verificou-se diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05).

20

halo{mmj}

pH

Figura 6. Resultado da andlise de variancia utilizando os halos de inibicdo (mm)
obtidos no teste de manutencéo da atividade antimicrobiana apds tratamento com
diferentes pHs, com um indice de confianca de 95%. Cada ponto representa a
média dos halos de inibicdo do sobrenadante testado em triplicata.

4.7.4 Suscetibilidade a Enzimas Proteoliticas
As proteases papaina, proteinase K e tripsina, nas concentracdes de 2
mg/mL inativaram a substancia antagonista produzida pelo E. mundtii J5

confirmando a natureza proteica do agente antimicrobiano (Figura 7).
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Figura 7. Halos de inibicAo do sobrenadante livre de células de E. mundtii J5 apds o
tratamento com as enzimas proteoliticas contra L. monocytogenes ATCC 35153. A)
sobrenadante tratado com proteinase K; B) com tripsina; C) com papaina. PBS+Enzima:
controle da enzima; SLC: controle do sobrenadante livre de células; SLC+Enzima:
sobrenadante mais enzima; SLC+100 °C: sobrenadante tratado a 100 °C/3min. Fonte:
Arquivo Pessoal.

4.7.5 Suscetibilidade a Solventes Organicos
Houve formacao de halo de inibicdo com os controles dos solventes
butanol e cloroférmio, sendo esses solventes ativos contra a bactéria

indicadora L. monocytogenes ATCC 35153. Portanto, o halo de inibicdo do
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sobrenadante formado com esses dois solventes deve ser desconsiderado, ja
gue a resisténcia ndo pode ser representativa da a¢do do peptideo.

Os solventes, etanol 95 %, acetona, metanol e DMSO nao
apresentaram resisténcia a formag¢do do halo de inibicdo e o sobrenadante

manteve, aproximadamente, 87 % da atividade junto a esses solventes (Figura

Butanol Etanol Acetona Cloroférmio Metanol DMSO
Solventes Organicos

8).

= e
o N
1 1

Halo (mm)

O N b O ©

Figura 8. Resultados utilizando os halos de inibicdo (mm) obtidos no teste de
manutencao da atividade antimicrobiana apés tratamento com diferentes solventes
organicos, com um indice de confianca de 95%. Cada ponto representa a média
dos halos de inibicdo do sobrenadante testado em triplicata.
4.8 Analise da atividade com Tween 80
O sobrenadante quando testado, apos a adicdo de 10% de Tween
80, obteve uma atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes ATCC

35153 em média 35% superior ao sobrenadante sem a adicdo do detergente.

O sobrenadante com Tween 80 e aquecimento a 100 °C também obteve uma
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atividade antimicrobiana 35% superior comparada com o controle, n&o
havendo diferenca de atividade com o aquecimento.

4.9 Curva de producéo de enterocinas

O isolado J5 comecou a produzir a mundticina na fase logaritmica
de crescimento, apresentando cinética de metabdlito priméario. Na Figura 9, o
primeiro ponto é representado pelas primeiras seis horas, na qual a atividade
antimicrobiana foi a menor observada ao longo da curva. O inicio da fase
estacionaria de crescimento comecou a partir das 10 h de incubacdo. Os
maiores halos de inibicdo estdo presentes entre 12 e 36 h, ou seja, a partir do

inicio da fase estacionaria, mostrando atividade maxima até 36 h.
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Figura 9. Curva de produc¢@o da mundticina KS. Crescimento bacteriano
(triangulos) e atividade antimicrobiana (quadrados), monitorados durante
48 h em meio TSB a 35 °C.

O pH inicial da cultura era de 6,5, apds 12 h passou para 5,0,
chegando até 4,0 em 48 h de crescimento. Sendo assim, o pH do

sobrenadante livre de células era ajustado para a verificacdo do halo de
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inibicdo para que a acdo de acidos organicos néo interferissem na leitura do
didmetro do halo.

4.10 Verificacdo da presenca de plasmideo

Né&o foi verificada a presenca de plasmideo no isolado E. mundtii J5.
A utilizacdo do DNA cromossomal do E. mundtii J5 foi necesséaria para tornar
visivel a diferenca do peso molecular do DNA plasmidial (Figura 9). Como

controle positivo foi utilizado um isolado de Escherichia coli.

Figura 10. Verificagdo da presenca de plasmideo do isolado de E. mundtii
em gel de agarose 1,0% com marcador molecular KAPA Universal
Ladder (canaleta 1 e 7), controle negativo (canaleta 2), controle positivo
com isolado de E. coli (canaleta 3), isolado de E. mundtii (canaleta 4),
DNAc do E. mundti J5 (canaleta 6). *10Kb **4Kb. Fonte: Arquivo
Pessoal.



5. DISCUSSAO

5.1 Enterococcus spp. em amostras de leite cru de bufala e
amostras fecais de lobos-marinhos

Existe uma escassez de estudos que avaliam a microbiota de
mamiferos como animais marinhos e bufalos, no entanto, esses animais
possuem particularidades. Lebreton et al. (2014), descreveram uma série de
investigacbes em diferentes partes do mundo a fim de categorizar a
prevaléncia dos enterococos em animais selvagens dos mais variados habitats,
e também assinalar outros aspectos destes micro-organismos. Os lobos-
marinhos costumam habitar zonas heterotérmicas em que as temperaturas sao
variaveis, ja os bufalos, apresentam uma rusticidade que adere resisténcia a
ectoparasitoses, apresentam menor frequéncia de infeccbes e sdo menos
exigentes quanto a qualidade das pastagens e gramineas. Esses fatores
expdem a sobrevivéncia dos enterococos, € mesmo assim estes micro-
organismos parecem resistir a essas variacdes e se disseminar (Teboldi et al.,
2008; Lebreton et al., 2014).

Enterococcus spp. isolados de diferentes fontes, incluindo alimentos,
tem sua origem, normalmente, da microbiota intestinal de humanos e animais,
sendo o trato gastrointestinal o maior reservatério de enterococos. Quanto a

composi¢cdo da microbiota dos lobos-marinhos ela pode estar relacionada as
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dietas especificas que alguns destes animais fazem e isso determina a
capacidade de sobrevivéncia dos enterococos em seus aparelhos
gatrointestinais (Lebreton et al., 2014).

Devriese et al. em 1987, descreveram as espécies E. faecalis, E.
faecium, E. hirae e E. durans como sendo as mais comumente encontradas no
intestino de mamiferos, enquanto outras espécies pareciam ser ocasionais. No
entanto, a medida que novos estudos foram sendo realizados e novas espécies
foram descritas, suas associacbes com o0s hospedeiros foram sendo
desvendadas, e ainda atualmente pode-se observar a identificacdo de novas
espécies de Enterococcus spp. em diversos ambientes (Euzéby, 2014).

Os lobos-marinhos parecem apresentar E. faecalis como espécie
predominante do trato gastrointestinal. Em estudo realizado por Santestevan,
2014, a espécie E. mundtii, foi isolada de fezes de lobo-marinho e se
encontrava na mesma amostra em que prevaleceu uma colonizagdo por E.
casseliflavus. No estudo de Fisher & Phillips (2009) foram encontradas as
espécies de E. casseliflavus e E. mundtii isoladas de fontes vegetais marinhas.

A microbiota predominante no leite cru é bastante diversificada e
rica, geralmente inclui espécies de bactérias acido-lacticas, Pseudomonas spp.,
bactérias pertencentes a familia Micrococcaceae e leveduras. Outros grupos
microbianos presentes no leite cru incluem Bacillus sp., Clostridium sp, Listeria
spp. e enterobactérias (Lafarge et al., 2004). Quanto a maior prevaléncia de
espécies de Enterococcus spp. encontrada no leite cru de bufala, pode-se
verificar, em outros estudos, que as espécies E. faecalis e E. faecium sao as

mais prevalentes (Cortés et al., 2006; Tebaldi et al., 2008; Riboldi et al., 2008;
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Ruzauskas, et al.,, 2009). A razdo da prevaléncia de enterococos nessas
amostras se deve também as condi¢cdes higiénico-sanitarias durante o
processamento do leite. A predominancia de E. faecalis em amostras de leite
também j& foi relatada em outros trabalhos que avaliaram leite bovino
pasteurizado (Fracalanzza et al., 2007), leite bovino cru proveniente de tanques
de refrigeracédo (Tebaldi et al., 2008) e amostras de leite bovino e produtos
lacteos em Portugal (Lopes et al., 2005). No entanto, a presenca de E. faecalis
apareceu em um estudo de 2001 de Andrighetto e colaboradores onde 66%
dos isolados dessa espécie foram encontrados em queijos de bufala. Em
estudo recente, oitenta enterococos foram isoladas do leite bubalino cru, sendo
63,75% E. faecalis (Prichula et al.,, 2012). Os trabalhos que relatem a
diversidade de enterococos em leite de bufala sdo escassos para que se possa
comparar com os resultados desse estudo.

5.2 Peptideos antimicrobianos em amostras de animais
marinhos e leite cru de bufala

Existem poucos estudos associados a peptideos antimicrobianos em
enterococos isolados de amostras de leite cru de bufala e de fezes de animais
marinhos. Na literatura, estudos com queijo mussarela (queijo de bufala) séo
mais prevalentes. A enterocina 226NWC produzida por E. faecalis 226 foi
encontrada em leite cru de bufala com atividade contra L. monocytogenes,
sendo essa espécie amplamente utilizada na induUstria de alimentos como
cultura “starter” (Villani et al., 1993).

Bactérias bacteriocinogénicas no TGI de animais marinhos é um

assunto escasso na literatura, porém, as bacteriocinas de bactérias marinhas
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sdo abordadas com maior frequéncia. Wilson et al. (2008) isolaram oito
bactérias marinhas produtoras de substancias antagonistas oriundas de
diferentes espécies de invertebrados marinhos (ostras, cracas, esponjas,
ourico-do-mar, algas). A perda da atividade com tratamento de enzimas
proteoliticas sugeriu que essas substancias fossem de origem proteica. Quanto
a producdo de bacteriocinas por micro-organismos provenientes do TGl de
animais marinhos, a literatura apresenta somente estudos de isolados
provenientes de intestino de peixes (Sugita et al., 1997; Gatesoupe, 2008).

5.3 Triagem dos isolados produtores de substancia antagonista

Nesse estudo, dos 53 isolados testados para a triagem, 26
produziram substancia antagonista, ou seja, 49%. Resultados similares foram
encontrados por Del Campo et al. (2001), onde 218 isolados de enterococos de
diversas origens foram testados contra 33 bactérias indicadoras e 102 (46,8%)
inibiram pelo menos uma das bactérias testadas, sendo a maioria E. faecalis
(80%) e E. faecium (20%). O trabalho de Fliss et al. (2014) também
encontraram um numero de isolados bacteriocinogénicos semelhante a esse
estudo. De 98 isolados de leite fermentado, 44 (44,8%) apresentaram producao
de substancia antagonista através da técnica de dupla camada contra pelo
menos uma das bactérias indicadoras Listeria innocua HPB13, Lactobacillus
bulgaricus subsp. Lactis ATCC 4797 e Escherichia coli MC4100.

As bacteriocinas tém sido consideradas como inibidoras de varias
bactérias (Ogunbanwo et al., 2003; Flythe et al., 2004; Molhada et al., 2006;
Karthikeyan and Santosh, 2009), todavia, a inibicdo causada pelo enterococos

pode ndo estar relacionada com as bacteriocinas e sim com outras substancias
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inibitérias como acidos organicos resultante do seu metabolismo (Deegan et
al., 2006; Galvez et al., 2008). Por esse motivo ha a necessidade da verificacao
da acéo inibitéria através do sobrenadante livre de células.

5.4 Amplificag&o dos genes das enterocinas

Do total de isolados (26), 10 foram positivos para enterocina B e
nenhum para enterocina A. A enterocina A foi identificada pela primeira vez por
Aymerich et al. (1996) sendo produzida pela cepa E. faecium CTC 492 e o
gene dessa enterocina foi encontrado no DNA cromossomal. A enterocina B foi
identificada por Casaus et al. (1997) sendo produzida por E. faecium T136 e
seu gene também foi localizado no DNA cromossomal. As enterocinas A e B
sdo, portanto, encontradas mais facilmente em espécies de E. faecium e E.
faecalis e dificilmente encontradas em outras espécies de enterococos.

Alguns isolados de E. faecalis, provenientes do leite cru de bufala,
positivos para enterocina B, ndo obtiveram atividade no teste do sobrenadante
livre de células. A ndo expressédo do gene pode estar vinculada as condi¢des
de crescimento. De Vuyst et al. em 2002, testaram 122 isolados de
enterococos para a presenca dos genes de enterocinas A, B, P, 31, AS-48,
L50-A, L-50B e citolisina. As enterocinas A e B sO ocorreram em E. faecium,
sendo que 46 isolados apresentaram o gene da enterocina A e 10 de ambas as
enterocinas.

Os enterococos possuem a capacidade genética de produzir mais de
uma enterocina, assim como outras bactérias acido-laticas. A enterocina B é
geralmente co-expressa com a enterocina A e esses agem sinergicamente

(Zendo, Sonomoto, & Ishizaki, 2001). Provavelmente devido ao fato de que
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nenhum gene de transporte foi encontrado para translocagdo do gene da
enterocina B, a secrecdo desse peptideo depende de outros, como a
enterocina A (Campos, & Thonart, 2011). Nesse trabalho, os isolados
apresentaram somente a presenca do gene da enterocina B, isso pode indicar
gue a expressao desse gene seja dependente da presenca e expressado do
gene da enterocina A.

No isolado de E. mundtii (J5) foi encontrado o gene da mundticina
KS que, assim como o gene da enterocina B, ndo foi encontrado os genes para
a codificacdo dos transportadores ABC (Campos, & Thonart, 2011). Sendo
assim, € provavel que alguma outra enterocina, que néo foi detectada nesse
estudo, esteja auxiliando no transporte da mundticina para fora da célula
microbiana.

5.5 Teste de atividade antimicrobiana com o sobrenadante livre
de células

Nesse estudo somente o isolado de E. mundtii (J5) obteve atividade
antimicrobiana com o sobrenadante livre de células, ou seja, 1,88% do total de
53 isolados produziram atividade antimicrobiana com o sobrenadante.

O baixo numero de isolados de enterococos com atividade no
sobrenadante livre de células no presente estudo estd em conformidade com
valores encontrados em outros estudos. Du Toit et al. (2000), testaram o
sobrenadante de 92 isolados de enterococos, destes, 7 (7,6%) eram produtores
de enterocinas. No trabalho realizado por De Vuyst et al. (2002) para 122
isolados selecionados na triagem foram preparados o sobrenadante livre de

células e testados contra 52 bactérias indicadoras. Dessas, 50 isolados néo
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produziram enterocina e 62 apresentaram atividade antimicrobiana
correspondendo, assim, a 14% dos 426 isolados que foram utilizados nesse
estudo.

Birri et al. (2010) trabalharam com o sobrenadante de 104 bactérias
acido-laticas provenientes do trato gastrointestinal de criancas, sendo que
somente um isolado de E. avium (0,96%) se mostrou produtor de substancia
antagonista.

5.6 Determinacéao dos fatores de viruléncia

Os mecanismos moleculares de viruléncia no género Enterococcus
spp. possuem uma ampla capacidade de transferéncia genética e os diferentes
mecanismos que permitem a eles carrear esses determinantes podem
contribuir para o aumento da viruléncia (Poeta et al., 2005). Eaton & Gasson
(2001), encontraram genes relacionados a viruléncia em enterococos utilizados
como culturas “starter” em alimentos, o que ndo necessariamente indica risco
ou certeza de que ocorrera alguma enfermidade.

Nesse estudo, o isolado de E. mundtii (J5) apresentou os genes de
viruléncia cylA, ace e asa negativos e 0 gene gelE positivo, sendo que quanto
menor o numero de fatores de viruléncia encontrados, melhor para o uso na
industria alimenticia. O baixo nimero de fatores de viruléncia em conjunto com
o perfil de suscetibilidade sensivel, torna o micro-organismo mais proximo do
ideal para ser utilizado como um probiético ou bioconservante de alimentos.
Segundo a Associacao Cientifica Internacional de probidticos e prebioticos

recomenda-se que 0S micro-organismos vivos sejam seguros, bem definidos e
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com uma expectativa razoavel de beneficios para o consumidor (Hill et al.,
2014).

Apesar do maior numero de genes de viruléncia estar associado
com a espécie E. Faecalis isolados a partir de amostras de animais selvagens,
como avaliado por Poeta et al. (2005), mais estudos devem ser realizados para
avaliar a evolucdo de enterococos abrigando determinantes de viruléncia em
diferentes ecossistemas.

5.7 Determinacao do espectro de atividade antimicrobiana e
guantificacdo do sobrenadante livre de células

As bacteriocinas da classe lla se caracterizam pela sua forte
atividade anti-listeriana e grande parte das enterocinas caracterizadas até o
momento pertencem a essa classe. Essa atividade anti-listeriana pode ser
explicada pelo fato de os enterococos e as listerias serem filogeneticamente
relacionados (Scallan et al., 2011). A bibliografia mostra diversos trabalhos em
gue as bacteriocinas possuem atividade contra o género Listeria (Kawamoto et
al., 2002; Garcia et al., 2004; Fliss et al., 2014), mas 0 espectro de atividade
contra outros géneros bacterianos € variavel.

Marekova et al. (2003) caracterizaram uma enterocina produzida por
E. faecium EK13, isolado do ambiente, que inibiu todos os isolados de Listeria
spp. testados e cinco isolados de Lactobacillus spp..

As enterocinas se caracterizam por inibirem espécies intimamente
relacionadas, por esse motivo, muitas vezes nao apresentam atividade contra
bactérias Gram-negativas. Poucas enterocinas caraterizadas até o momento

possuem atividade contra esse grupo de bactérias. Autores como Dal Bello et
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al. (2010) e Paschoalin et al. (2011), também relataram atividade
antimicrobiana de Enterococcus spp. pela producao de enterocinas capazes de
inibir o desenvolvimento de L. monocytogenes, além de inibir bactérias Gram-
negativas como Escherichia coli e Salmonella Paratyphi. Trabalhos realizados
por Laukova (2000, 2004) caracterizam enterocinas que apresentam atividade
antimicrobiana contra Salmonella sp.. A bacteriocina produzida por Bacillus
licheniformis P40 apresentou um amplo espectro de atividade incluindo
bactérias Gram-negativas como Salmonella gallinarum (Cladera-Oliveira et al.,
2004).

Em estudo realizado por Kawamoto et al. (2002) foi detectado o
espectro de atividade da enterocina mundticina KS produzida por E. mundtii
NFRI 7393 que apresentou as bactérias indicadoras das espécies E. faecalis,
E. faecium e E. mundtii como as mais sensiveis a atividade da mundticina.
Nesse estudo, também foi testada como bactéria indicadora a L.
monocytogenes que apresentou sensibilidade a enterocina testada.

As bacteriocinas produzidas por BAL, geralmente, possuem
atividades antimicrobianas em UA/ml baixas. Uma bacteriocina produzida por
Lactococcus lactis subsp. lactis, isolada de leite de cabra, apresentou uma
guantificacdo de 320 UA/m (Taheri et al., 2012).

Todavia, o baixo valor da quantificacdo da enterocina mundticina KS
(400 UA/mL) encontrada nesse estudo se deve a técnicas de determinacéo
dessa atividade. Alguns trabalhos realizados com enterocinas mostram a
producéo sendo realizada em fermentadores e condi¢bes controladas, como o

pH, por exemplo, que € um fator importante na producéo dos peptideos. Isso
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pode interferir na atividade antimicrobiana obtida em UA/mL e determinar qual
a enterocina vai ser produzida. Nessas condi¢des, geralmente, os valores de
atividade antimicrobiana obtidos sdo bem superiores ao encontrado nesse
trabalho. Sabia et al. (2004) caracterizaram duas enterocinas produzidas por E.
casseliflavus e E. faecalis isolados de salame italiano fermentado, onde as
atividades antimicrobianas determinadas em UA/ml, foram de 1280 e 620
UA/mL, respectivamente. A mundticina apresentou uma atividade de 6.400 a
12.800 UA/mL quando produzida em fermentador (Kawamoto et al., 2002).

5.8 Avaliagéo da estabilidade da substéncia antimicrobiana

Varios fatores fisico-quimicos parecem afetar a producdo de
bacteriocinas assim como a sua atividade. A producdo de bacteriocinas é
dependente do crescimento e da atividade fisiologica da bactéria produtora (Cui
et al., 2012). Portanto, composicdo do meio de cultura, a temperatura e o pH
sdo fatores que influenciam na producdo dos peptideos (Leroy & De Vuyst,
2002).

5.8.1 Estabilidade térmica e manutencdo da atividade
antimicrobiana sob congelamento

A estabilidade térmica da mundticina foi confirmada nesse estudo
pela conservacao da atividade do peptideo tanto em altas quanto em baixas
temperaturas. A estabilidade ao tratamento térmico € uma caracteristica ja
identificada em muitas enterocinas (Sabia et al., 2004; Richard et al., 2006). A
maioria das bacteriocinas de classe Il apresentam uma ponte disulfeto entre
duas cisteinas. Na regido C-terminal de algumas bacteriocinas de classe lla

existe uma ponte disulfeto adicional, tais como a pediocina PAl/AcH, a
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enterocina A, a plantaracina 423, entre outras. A segunda ponte dissulfeto nao
s6 possui um importante papel na estabilidade da estrutura 3D do dominio C-
terminal, mas também estd relacionada ao amplo espectro de atividade
antimicrobiana bem como a resisténcia a elevadas temperaturas (Fimland et
al., 2005; Drider et al., 2006; Richard et al.,, 2006). Por esse motivo a
estabilidade térmica e resisténcia a temperaturas de 121 °C da mundticina
testada pode ser explicada.

Zendo et al. (2005) isolaram uma mundticina de E. mundtii QU 2
proveniente de grdos de soja que foi tratada a 110 °C por 10 minutos e
manteve sua atividade antimicrobiana intacta. Segundo Kawamoto et al. (2002)
a mundticina mantém 50% da sua atividade antimicrobiana quando exposta a
100 °C. Alem da temperatura em que as enterocinas Sdo expostas deve-se
levar em consideracdo o tempo de exposicdo para a manutencado da atividade
antimicrobiana.

5.8.2 Estabilidade frente a varia¢cao do pH

Vérios trabalhos de caracterizacdo das enterocinas determinaram
gue elas séo estaveis a amplas faixas de pH (Kawamoto et al., 2002; Sabia et
al., 2004; Richard et al., 2006; Fliss et al., 2014). A manutencdo da atividade
antimicrobiana em uma ampla faixa de pH € uma vantagem para a preservacao
de alimentos quando o produto é acidificado ou quando o pH do produto
diminui com a proliferacdo natural de BAL, em geral em alimentos fermentados.
Além disso, a estabilidade das bacteriocinas em temperaturas elevadas € uma

caracteristica importante para a utilizagdo desses peptideos como
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conservantes em alguns tipos de alimentos devido ao processamento térmico
envolvido na producdo dos mesmos (Batdorj et al., 2006).

A molécula nisina, bacteriocina produzida por Lactococcus lactis,
apresenta carater acido, o que explica a sua completa estabilidade em pH 2,0,
podendo ser estocada durante longos periodos a temperaturas de 2 a 7 °C. No
entanto, a nisina € inativada em pH superior a 7, inclusive em temperatura
ambiente (Galvez et al., 2007). A mundticina isolada de E. mundti QU2 se
manteve ativa em uma faixa de pH de 2 a 11 com atividade maior que 12.800
UA/mL contra a bactéria indicadora Lactobacillus plantarum ATCC 14917.
Mesmo em pH 12, a bacteriocina mostrou atividade a 800 UA/mL.

A faixa de pH na qual a atividade antimicrobiana do E. mundtii do
presente estudo se apresentou mais elevada foi entre 4 e 7. A atividade
maxima de uma bacteriocina produzida por Lactobacillus acidophilus,
proveniente de intestino de camardo marinho, foi notada em pH 6,0,
temperatura a 30 °C e 1,5% de NaCl em trabalho publicado por Karthikeyan &
Santosh, 2009.

5.8.3 Suscetibilidade a Enzimas Proteoliticas

Quando as substancias antimicrobianas produzidas apresentam
sensibilidade a alguma protease, a natureza proteica € confirmada e essas
substancias podem ser classificadas como bacteriocinas (Moraes et.al., 2010).
Outros estudos mostraram a inativacdo das enterocinas frente a enzimas
proteoliticas como a proteinase K, tripsina e papaina (Kawamoto et al., 2002;

Park et al., 2003; Zendo et al., 2005).
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No estudo de Zendo et al. (2005) a mundticina foi completamente
inativada por todas enzimas proteoliticas usadas: tripsina, quimotripsina,
actinase E, papaina e proteinase K. Esse resultado, assim como o encontrado
nesse trabalho, confirma a natureza proteica da enterocina.

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

5.8.4 Suscetibilidade a solventes organicos e analise da
atividade com Tween 80

Os maiores halos de inibicdo encontrados no presente estudo foram
com os tratamentos de acetona e butanol. Porém, o controle do butanol
também apresentou halo de inibicdo mostrando a eficiéncia desse solvente
contra a L. monocytogenes. Sendo assim, somente o tratamento com acetona
mostrou a resisténcia do peptideo a esse solvente, ja que ndo houve
interferéncia do solvente no tamanho do halo, e a maior atividade do mesmo
contra a bactéria indicadora.

Em trabalho realizado por Motta et al. (2007) a atividade
antimicrobiana de uma bacteriocina produzida por Bacillus spp. contra L.
monocytogenes ATCC 7644, somente foi afetada pelo butanol e em menor

escala pela acetona e metanol.
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A estabilidade das enterocinas frente a tratamento com agentes
guimicos possui grande importancia do ponto de vista tecnolégico, uma vez
gue diversos compostos organicos e inorganicos sao utilizados para o
processamento de alimentos, através da incorporacao de ingredientes.

Utilizando-se o tratamento com Tween 80, um aumento na atividade
antimicrobiana foi observado. Isso se deve a acao do detergente na membrana
plasmatica das células causando a desnaturacdo da estrutura proteica. A lise
celular libera um maior nimero de peptideos que ainda néo foram liberados no
meio extracelular, aumentando, assim, a atividade antimicrobiana (Carrilo et al.,
2003). Resultados semelhantes foram observados para a bacteriocina ST15,
produzida por E. mundtii ST15. Essa bacteriocina, além de se manter ativa a
acao de Tween 20 e Tween 80, aumentou a sua atividade frente a L.
monocytogenes (Kwaadsteniet et al., 2005).

5.9 Curva de producao de enterocinas

A diminuicdo da atividade antimicrobiana pode ser observada pela
diminuicdo do pH, ja que esse fator esta relacionado com a absorcdo da
enterocina pela superficie da célula produtora. Nesse trabalho observou-se
uma maior atividade antimicrobiana do peptideo a partir das 12 h de
crescimento (fase estacionaria), a partir das 48 h de crescimento (Ultima
incubacdo) houve uma pequena diminuicdo da atividade, sendo que o pH se
manteve em 4,0 nos dois dltimos ponto da curva (36 e 48 h). Portanto, a
diminuicdo da atividade ndo estd relacionada ao baixo pH e sim com

aceleracéo da morte celular (Arauz et al., 2009).
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A maior atividade antimicrobiana foi observada no final da fase
estacionaria, assim, pode-se concluir que nessa fase as células microbianas
estdo sob forte estresse provocado pela falta de nutrientes do meio de cultura.
A alta competitividade provocada pelo grande numero de células instiga a
necessidade de producdo das enterocinas como forma de protecdo e
necessidades de sobrevivéncia.

Marekova et al. (2003) realizaram a curva de producdo de
enterocinas do isolado E. faecium EK 13 sem ajuste de pH, em fermentador. A
producéo de bacteriocina iniciou-se com uma hora de incubacéo, assim como
nesse trabalho, e teve sua atividade maxima a partir de 7 h de incubacéao,
sendo que o inicio da fase estacionaria foi em 6 h. O pH final, apos 25 h, foi de
4,4. Resultados semelhantes foram encontrados na curva de producdo do
isolado E. faecium P21, onde a atividade maxima foi encontrada a partir de 12
h de incubacéo, na fase estacionaria, e o pH final também foi de 4,4 (Herranz
et al., 2001).

5.10 Verificacdo da presenca de plasmideo

Nesse trabalho, a verificacdo da presenca de plasmideo foi
realizada em duplicata e se obteve resultados negativos. Sendo assim, pode-se
considerar que o peptideo deve estar relacionado com o DNA cromossomal da
bactéria. A mundticina, em alguns trabalhos, vem sendo caracterizada
geneticamente como sendo codificada por um plasmideo de aproximadamente
50 Kb (Eguchi et al., 2001).

A sintese das bacteriocinas € determinada pela estrutura genética

de 4 genes, que codificam funcdes bésicas requeridas para a producdo da
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atividade antimicrobiana extracelular. Esses genes podem estar localizados em
cromossomo, plasmideo ou transposons (Ishibashi et al., 2014). A mundticina
KS é um peptideo que pertence a classe lla das bacteriocinas e € produzido
pela espécie E. mundti. Embora as bacteriocinas, geralmente, estejam
relacionadas com a presenca de plasmideos, algumas da classe lla foram
localizadas sobre fragmentos cromossomais (Perry et al., 2009).

Em trabalho realizado por Franz et al. (1999) observou-se a
presenca da enterocina B proveniente de E. faecium BFE 900 localizado em
um fragmento cromossomal (EcoRI, 12Kb). Contudo, a maquinaria de
transporte e genes associados a producdo dessa enterocina ndo estao
presentes no fragmento de DNA cromossomal desse peptideo. A enterocina
AS-48 de E. faecium RJ 16 também mostrou sua localizacdo cromossomal
através de hibridizacdo. Sendo essas enterocinas, até o0 momento, descritas

como pertencentes a um fragmento plasmidial.



6. CONCLUSOES

1. Foi possivel isolar enterococos de amostras de leite cru de bufala
através das técnicas convencionais de isolamento, sendo confirmado por PCR
género-especifico.

2. As técnicas de PCR multiplex empregando oligonucleotideos
espécie-especificos em conjunto com as provas bioquimicas permitiu a
identificacdo de todos os isolados.

3. A identificacdo mostrou a prevaléncia de E. faecalis no leite cru de
bafala. A baixa diversidade pode estar associada a algum comportamento
determinante das bufalas.

4. Foram identificados enterococos produtores de peptideos
antimicrobianos dos isolados de leite cru de bufala e fezes de lobo-marinho,
através da triagem em dupla camada.

5. Na verificacdo dos genes das enterocinas, foram detectados os
genes para enterocina B e mundticina (J5) e ndo foram detectados os genes
para as enterocinas A e P.

6. Somente o0 isolado E. mundti J5, apresentou atividade

antimicrobiana no sobrenadante livre de células.
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7. O isolado J5 apresentou perfil de suscetibilidade sensivel para
todos antimicrobianos testados além de ndo apresentar a maioria dos genes de
viruléncia testados.

8. O espectro de atividade antimicrobiana do isolado J5 foi restrito
mostrando somente acgado contra Listeria monocytogenes. O isolado de L.
monocytogenes sorotipo 1c foi 0 que apresentou o maior halo de inibicao,
sendo, portanto, 0 mais sensivel ao peptideo.

9. A mundticina apresentou uma boa estabilidade térmica frente a
diferentes temperaturas, resistindo a autoclave e ao congelamento. Além disso,
manteve sua atividade em uma ampla faixa de pH (1-12), na qual a maior
atividade manteve-se na faixa de 4 a 7. O sobrenadante livre de células desse
peptideo foi sensivel a proteinase K, tripsina e papaina, confirmando sua
natureza proteica. Todos os solventes organicos testados com o sobrenadante
livre de células ndo afetaram a atividade do peptideo a ponto de inativa-lo.
Somente os solventes butanol e cloroformio apresentaram seus solventes
positivos, portanto, deve-se desconsiderar o resultado dos mesmos.

10. O sobrenadante quando testado com Tween 80 obteve uma
atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes superior ao teste sem a
adicdo do detergente, sendo que o aquecimento a 100 °C manteve essa
atividade.

11. O isolado J5 iniciou a producdo da mundticina na fase
estacionaria da curva de producédo. Nao foi verificada a presenca de plasmideo

no isolado E. mundtii J5.
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12. Com base nos resultados obtidos, essa enterocina possuli
potencial para novos estudos como biopreservante de alimentos, considerando
a sua estabilidade e sua capacidade de inibir L. monocytogenes, um patdgeno

importante vinculado a alimentos.
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