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Resumo

As enterocinas sdo compostos de natureza protéica que apresentam
atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas e deteriorantes de
alimentos. Por esta raz&o, nos ultimos anos, o interesse por estas substancias
tem aumentado devido ao seu uso potencial como biopreservante de
alimentos. Realizando uma triagem com 352 cepas de Enterococcus spp para
detectar atividade antimicrobiana, foram encontradas 18 cepas (5%) produtoras
de enterocinas, pertencentes as espécies E. faecalis, E. faecium e E. mundtii
todas provenientes de amostras de fezes de humanos. Destas cepas foram
produzidos sobrenadantes livres de células e realizados testes para
caracterizagao das enterocinas produzidas. As enterocinas produzidas pelas 18
cepas apresentaram 0 mesmo espectro de atividade antimicrobiana, inibindo 4
espécies do género Listeria, Lactobacillus plantarum e Salmonella Enteritidis.
Todas foram parcialmente estaveis ao aquecimento (121°C por 10 minutos), a
variacbes de pH de 2 a 10 e a estocagem por 60 dias a 4°C e a -20°C. A
sensibilidade a proteases confirmou a natureza protéica destas substancias
antimicrobianas. Com cinco sobrenadantes livres de células foram realizadas
curvas de producdo de enterocinas e todas iniciaram a producdo na fase
logaritmica de crescimento, indicando cinética de metabdlito primario. Com
estes sobrenadantes foi determinado o peso molecular aproximado de 3 KDa,
utilizando a técnica de SDS-PAGE. As cepas com atividade antimicrobiana no
sobrenadante livre de células ndo apresentaram o0s genes para producdo das
enterocinas A e B, mas 14 cepas de E. faecium apresentaram 0 gene para
enterocina A e 9 para enterocina B, sendo que apenas uma cepa apresentou
ambos o0s genes. Nenhuma das 18 cepas produtoras de enterocinas
apresentou atividade hemolitica e presenca de adesinas, todas apresentaram
capsula. Os resultados obtidos neste trabalho indicam que estas enterocinas
demonstram um potencial aplicabilidade em novos estudos relacionados aos
biopreservantes.

! Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Biologia
Molecular de Microrganismos, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (114 p). Fevereiro de 2005.
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ABSTRACT

Enterocins are proteic compounds that exhibit antimicrobial activity
against spoilage and food borne pathogenic bacteria. For this reason, the
interest by these substances has increased a lot at the last few years, mainly
because its use as food biopreservative. In order to check this antimicrobial
activity, a survey with 352 strains of Enterococcus were carried out and 18
strains (5%) of bacteriocin producers were found. These strains belonged to E.
faecalis, E. faecium and E. mundtii species, all of them isolated from human
feces. Cell-free culture supernatants from these strains were produced and the
characterization of the enterocins were done. The enterocins produced by these
18 strains showed the same antimicrobial activity spectrum, inhibiting four
species of Listeria, Lactobacillus plantarum and Salmonella Enteritidis. They
were all stable to heat (even 121°C for 10 minutes), pH variations from pH 2,0
to 10,0 and storing for 60 days at 4°C and —20°C. The inhibitory activity was
abolished after treatment with proteases, so the proteic nature of these
compounds was confirmed. The growth curve and production of enterocin was
analysed for five of these supernatants and all start the enterocin production at
logaritimic fase, indicating primary metabolite kinectics. A molecular weight
around 3 KDa, were determined by SDS-PAGE eletrophoresis of these five
supernatants. The enterocin producers strains did not present entA and entB
genes, responsible for enterocin A and enterocin B production. However, 14
strains of E. faecium presented entA gene and 9, entB gene and only one strain
presented both. None of the 18 enterocin producers strains showed neither
hemolityc activity nor presence of adesins. The results obtained in the present
study demonstrate that these enterocins maybe be useful as biopreservatives in
the food industry.
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1. INTRODUCAO

A fermentac&o de alimentos utilizando Bactérias Acido Laticas (BAL)
€ uma forma de bioconservacéao utilizada ha milhares de anos. Uma importante
caracteristica das BAL é sua habilidade de produzir compostos antimicrobianos
chamados de bacteriocinas e, sendo no género Enterococcus, denominadas de
enterocinas. Estes compostos de natureza protéica apresentam atividade
antimicrobiana contra muitas bactérias patogénicas e deteriorantes de
alimentos. Por esta raz&o, nos ultimos anos, o interesse por estas substancias
tem aumentado devido ao seu potencial uso como preservante natural podendo
substituir a utilizacdo de preservantes quimicos na producdo de alimentos,
aumentando seu tempo de prateleira e tornando-os mais seguros. A
bacteriocina nisina produzida por Lactococcus lactis € utilizada em muitos
paises como biopreservante em diversos alimentos.

Algumas espécies de Enterococcus tém sido utilizadas como culturas
“starter” e também em preparacdes probidticas. Na fabricacdo de alguns tipos
de queijos os enterococos tém importante papel no desenvolvimento do sabor
e, como probidticos, eles podem contribuir para melhorar o balanco microbial e

para o tratamento de gastrenterites em humanos e animais. Além disso, muitas



cepas sao produtoras de enterocinas, tem a capacidade de inibir bactérias
deteriorantes de alimentos e patogénicas como Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Clostridium spp. e Bacillus spp.

Antes de uma bacteriocina ser considerada para a aplicacdo na area
de alimentos, informacdes como 0 espectro antimicrobiano, caracteristicas
bioquimicas e genéticas e a eficacia em alimentos devem ser conhecidas.

Desta forma, objetivo geral deste trabalho foi analisar as enterocinas
produzidas por cepas de Enterococcus spp. provenientes de amostras de agua,
fezes de humanos e fezes de suinos. Como objetivos especificos: 1- identificar
cepas de E. faecalis, E. faecium, E. mundtii, E. hirae e E. dispar produtores de
enterocinas, 2- caracterizar as enterocinas produzidas quanto ao espectro de
atividade antimicrobiana, sensibilidade a proteases, estabilidade térmica,
alteracbes de pH, atividade apds estocagem, quantificacdo da atividade
antimicrobiana e peso molecular, 3- determinar a curva de producdo de
algumas cepas produtoras de enterocinas, 4-verificar a presenca dos genes

codificadores das enterocinas A e B nas cepas de E. faecium.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Enterococcus

A bactéria mais comumente isolada das fezes de humanos foi
primeiramente descrita em 1899 por Thiercelin e designada enterococos
(Godfree et al., 1997). Os Enterococcus spp. sofreram diversas mudangas
taxonbmicas desde meados da década de 80, originalmente foram
classificados como cocos Gram-positivos entéricos e posteriormente, incluidos
no género Streptococcus (Murray, 1990). Com base na sequéncia de
nucleotideos do rRNA 16S o género Streptococcus foi, entdo, subdividido em 3
géneros: 1) Streptococcus, que compreende a maioria das espécies
conhecidas; 2) Enterococcus, para 0 grupo de estreptococos entéricos e 3)
Lactococcus, para 0s estreptococos laticos (Devriese et al., 1993).

Pelos estudos realizados com o sequenciamento do rRNA 16S a
posicdo filogenética precisa do género Enterococcus foi elucidada. Baseado
portanto, nas sequéncias quase completas do rRNA 16S, mostraram-se
pertencentes a subdivisdo dos clostridios das bactérias Gram-positivas,
juntamente com os géneros das Bactérias Acido Laticas (BAL) Aerococcus,

Carnobacterium, Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,



Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus e Vagacoccus (Collins et al.,
1989).

O género Enterococcus apresenta as seguintes caracteristicas
fenotipicas: sdo cocos Gram-positivos, ndo formadores de esporos, ocorrem
isolados, aos pares ou em pequenas cadeias. Eles sdo anaerobios facultativos
com necessidades nutricionais complexas e um metabolismo fermentativo que
resulta em acido latico como principal produto da fermentacdo da glicose. A
maioria das espécies apresenta a capacidade de crescer a 10°C, a 45°C, na
presenca de 6,5% de NaCl e algumas sao moveis (Hardie e Whiley, 1997).

Os Enterococcus podem ser encontrados no solo, alimentos, agua,
plantas, animais, passaros e insetos. Esta diversidade de ambientes €
provavelmente devido a sua disseminacéo pelas fezes de animais de sangue
guente e por sua habilidade em crescer e sobreviver numa grande variedade
de condicbes ambientais, incluindo temperaturas extremas e altas
concentracdes de sal (Hardie e Whiley, 1997).

Uma caracteristica importante deste grupo de bactérias € a
resisténcia ao estresse quimico e fisico e, ao contrario de outras bactérias
fecais que sdo liberadas no ambiente (como Escherichia coli), os enterococos
sdo capazes de sobreviver por longos periodos fora do ambiente intestinal de
seu hospedeiro (Kuhn et al., 2000).

Os Enterococcus sdo bactérias comensais que fazem parte da
microbiota do trato gastrintestinal de seres humanos e de animais. Mesmo nao

sendo considerados como microrganismos altamente patogénicos, 0s



Enterococcus estdo entre 0s organismos mais comumente encontrados em
infeccbes nosocomiais (Kuhn et al., 2000).

Enterococcus tém sido tradicionalmente reconhecidos como
patdgenos de baixo grau. Nas ultimas décadas, eles tém emergido como um
importante patégeno hospitalar em pacientes imunodeprimidos e em unidades
de tratamento intensivo. A causa de infec¢des por enterococos adquiridas em
hospitais € em parte devido ao aumento do uso de antibiéticos de largo
espectro. E. faecalis € o microrganismo isolado mais freqientemente, estando
associado a 80-90% das infeccdes humanas, seguido pelo E. faecium,
encontrado em 10-15% das infec¢cBes. Outros como E. avium, E. casseliflavus,
E. durans, E. gallinarum, E. raffinosus, E. hirae, E. malodoratus e E. mundtii
sdo recuperados com pouca freqiéncia de infeccdes humanas. As outras
espécies raramente sdo isoladas de amostras bioldgicas humanas ou séo
primariamente encontradas no trato gastrintestinal de diferentes animais
(Koneman et al., 2001).

A resisténcia a diversos agentes antimicrobianos também contribui
efetivamente para sua patogenicidade. Esses organismos apresentam
resisténcia intrinseca de baixo nivel aos aminoglicosideos e lincosaminas,
respondem a CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) de penicilina e
cefalosporinas relativamente elevada e sdo resistentes a acdo de sulfonamidas
in vivo (Murray, 1990). Enterococos ndo sdo somente intrinsecamente
resistentes a alguns antibioticos, mas sao caracterizados como possuidores de
uma potente e Unica habilidade de troca de material génico (Giraffa, 2002). Um

grande uso de drogas promotoras de crescimento em racdes animais tem



causado um aumento na resisténcia aos antibiéticos em enterococos de origem
animal, sendo que esta resisténcia também parece ter-se propagado para
enterococos em populacdes humanas (Kuhn et al., 2003).

De acordo com sua comum ocorréncia no trato gastrintestinal de
animais, cepas de enterococos e outras do grupo D-estreptococos estédo
presentes em muitos alimentos, especialmente os de origem animal. Como
consequéncia o isolamento de E. faecalis e E. faecium tem sido usado como
indicadores de contaminacéo fecal em alimentos. A sobrevivéncia no ambiente
e a resisténcia a trocas de pH ou altas concentracfes de sal sdo pré-requisitos
para estar presente como um organismo indicador. Atualmente, 0os enterococos
estdo sendo considerados como parte da microflora normal e ndo somente

como indicadores de falta de higiene (Klein, 2003).

2.2 Os Enterococcus spp. na industria de alimentos

Na industria os enterococos tém sido utilizados em diferentes
aplicacbes como culturas “starter” ou adjuvantes tais como inoculantes em
silagens, culturas “starter” em leite, na fabricacdo de queijos e salames (Girrafa
et al., 1997) e probidticos. Em alimentos, eles parecem ter um papel importante
no desenvolvimento do sabor de alguns queijos (Centeno et al.,, 1996),
enguanto como probiotico, eles podem contribuir para melhorar o balanco
microbial e para tratamento de gastrenterites em humanos e animais (Franz et

al., 1999 a).



A influéncia positiva dos enterococos em queijo € devido as
caracteristicas bioquimicas especificas tais como atividade lipolitica,
utilizacdo de citrato e producdo de compostos aroméaticos volateis. Tem se
demostrado que cepas de enterococos isoladas de produtos lacteos néo
produzem hemolisina, sugerindo a auséncia de atividade hemolitica como
um critério de selecdo de cepas para utilizagdo na industria do leite (Giraffa,

1995).

Diferentes espécies de enterococos sdo encontradas em produtos
lacteos, mas E. faecium e E. faecalis sdo as espécies de maior importancia
(Franz et al., 1999 a; Gelsomino et al., 2001). Altos niveis de contaminacao por
Enterococcus spp. geralmente resultam da falta de higiene durante a
fabricacdo e levam a deterioracdo das propriedades sensoriais de alguns
queijos, mas podem empregar um papel importante na maturacdo e no
desenvolvimento de aroma em outros tipos de queijos (Torri Tarelli et al., 1994;
Centeno et al., 1996). Alguns enterococos isolados de leite 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).

Em alguns queijos, como Cebreiro, Kefalotyri, Manchego, Picante
da Beira Baixa e Teleme, 0s enterococos sao microrganismos predominantes
durante toda a maturacdo do produto. Em outros queijos tradicionais, BAL tais
como Lactobacillus plantarum, Weissella paramesenteroides, Leuconostoc

lactis ou Leuconostoc paracasei predominam na maturacdo do produto.



Entretanto, os enterococos representam uma importante parcela da flora
microbiana da maturacéo destes queijos (Franz et al., 1999a).

A concentracdo de sal aumenta durante a maturacdo do queijo, este
€ um importante fator de selecéo para o crescimento de enterococos tolerantes
ao sal durante o ultimo estagio de maturacéao (Freitas et al., 1995). Enterococos
mostram maior atividade proteolitica do que outras BAL, sendo considerados
importantes para a maturacdo de queijos (Centeno et al., 1996). O efeito
benéfico do enterococos na fabricacdo de queijos também tem sido atribuido a
hidrolise da gordura do leite pelas esterases (Franz et al., 1999a). Em adicao,
enterococos produzem compostos tipicos de sabor tais como acetaldeido,
acetoina e diacetil. Este importante papel dos enterococos no desenvolvimento
de aromas no queijo levou a inclusdo de cepas de enterococos em certas
culturas “starter” (Centeno et al., 1996).

Muitos queijos europeus se caracterizam por possuirem uma flora
complexa de microrganismos em sua superficie, como leveduras, bactérias
coriniformes, micrococos ou estafilococos coagulase-negativos.
Enterobactérias e enterococos também sdo encontrados como bactérias
contaminantes em menor quantidade (Bockelmann, 2002). Em estudos
recentes sobre a microbiota bacteriana de maturacdo da superficie de queijos,
foram encontradas cepas de enterococos. Estas inibiram cepas de Listeria sp.
e foram indicadas como promissoras candidatas para o desenvolvimento de
uma flora de maturacdo da superficie de queijo (Carnio et al., 1999).
Claramente, os enterococos empregam um importante papel na producédo de

queijos tipicos de algumas regides (Girrafa, 1995).



A presenca de enterococos no trato gastrintestinal de animais
aumenta o potencial de contaminacdo de carnes. E. faecalis € o isolado
predominante em carne bovina e suina. E. faecium é também
freqientemente isolado de bologna, um salame processado com carne de
porco (Franz et al., 1999a). As atividades bioquimicas dos enterococos em
salames ndo tém sido estudadas, embora possam contribuir para a
aromatizacdo do salame pelas suas atividades glicoliticas, proteoliticas e

lipoliticas (Sarantinopoulos et al., 2002).

A presenga de enterococos em carne fermentada € constantemente
citada na literatura. Apesar do interesse sobre a patogenicidade, recentes
estudos indicam que enterococos em carnes e alimentos, especialmente E.
faecium, tém uma patogenicidade potencial muito baixa em relacdo as cepas
clinicas. E. faecalis, especialmente E. faecium, representam uma das espécies
de BAL que podem ser encontradas em numero relativamente alto durante a
fermentacdo da carne. Eles podem contribuir, junto com os Lactobacillus, para
a fermentacéao (Girrafa et al., 1997).

Em contraste com muitas fermentacdes de leite, fermentacbes de
carne nao iniciam de um material estéril (Hugas et al., 2003). Durante a
maturacdo do salame, o maior risco microbiano a ser controlado sao
Salmonella sp., E. coli enterohemorragica, L. monocytogenes e S. aureus.

Compostos antimicrobianos produzidos por BAL podem conferir uma
vantagem adaptativa. No entanto, a producdo de bacteriocinas por uma
determinada cepa nem sempre € expressa na complexa matriz da fermentacéo

de salames (Aymerich et al., 2000). Os principais fatores que afetam a



eficiéncia e a producao de bacteriocinas em carnes sdo: ambiente inadequado
para crescimento e/ou producdo de bacteriocina, perda da habilidade de
produzir bacteriocinas, antagonismo pela microbiota, desenvolvimento de
organismos resistentes a bacteriocinas e formacdo de complexos nao ativos
entre as bacteriocinas e macromoléculas. A eficiéncia da atividade
antimicrobiana pode ser elevada pela combinacdo entre bacteriocinas
(Schillinger et al.,, 1996) ou por cepas consideradas seguras (GRAS) com
producado heterdloga de algumas bacteriocinas. E. faecium CTC492 é capaz de
crescer na fermentacdo, mas nao produz enterocinas em ambiente carneo por
causa do efeito inibitério do sal, temperos (pimenta) e do baixo pH (Aymerich et
al., 2000). Todavia, E. faecalis AS48 apesar de nao ser isolado de alimento, foi
capaz de crescer e produzir bacteriocinas em carne (Hugas et al., 2003). A
cepa de E. faecium F688 é uma cepa probidtica (European Patent Application
0508701”2, 1991) em produtos de carne. Esta cepa também é bastante
competitiva em salames, alcancando 10” UFC g™ no final da maturacdo (Franz

et al., 1999).

2.3 Bacteriocinas

Alguns microrganismos produzem um extraordinario arsenal de
sistemas defensivos. Esses incluem os classicos antibioticos de amplo
espectro, produtos do metabolismo como acido latico, agentes liticos como
lisozima, numerosos tipos de proteinas exotoxinas e bacteriocinas (Riley e

Wertz, 2002).



O estudo de bacteriocinas teve inicio com a descoberta por Gratia
em 1925, de um antibidtico altamente especifico, produzido por uma cepa de
Escherichia coli e ativo contra outras cepas da mesma espécie. Este primeiro
artigo descrevia muito das caracteristicas basicas do que foi posteriormente
considerado um grupo de antibiéticos similares produzidos por varios membros
de Enterobacteriaceae e que foi chamado de colicinas proposto por Gratia e
Fredericq (1946). Com a descoberta da producdo de agentes aparentemente
iguais em organismos nado coliformes, Jacob et al. (1953) propuseram um
termo mais geral, de bacteriocinas, para proteinas altamente especificas,
produzidas por certas cepas de bactérias e ativas principalmente contra outras
cepas de mesma espécie. O primeiro relato da producdo de substancias
antimicrobianas por bactérias lacteas foi feito em 1928 por Rogers, que
observou a atividade antimicrobiana de Lactococcus lactis contra Lactobacillus
delbrueckii, e posteriormente foi denominada de nisina (Mayr-Harting et al.,
1972).

Bacteriocinas sdo peptideos e/ou proteinas com atividade
bactericida ou bacteriostatica. Estes compostos podem inibir ou eliminar o
crescimento de espécies intimamente relacionadas (Bennik et al., 1998).
Bactérias acido laticas (BAL), assim como suas bacteriocinas, sdo geralmente
reconhecidas como seguras (GRAS), pois ndo afetam humanos nem outros
eucariotos (Eijsink et al., 2002).

A producédo de bacteriocinas tem sido descrita em varios géneros de
bactérias acido laticas incluindo Lactobacillus, Carnobacterium, Pediococcus,

Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc e Enterococcus (Franz et al., 1996).



O estudo de bacteriocinas produzidas por BAL tem atraido grande interesse
nos ultimos anos pelo seu uso potencial como biopreservante na industria de
alimentos, para eliminar bactérias patogénicas e deteriorantes (Cintas et al.,
2000).

A aplicacdo das bacteriocinas no biocontrole de alimentos é
principalmente orientada em duas direcdes: 1) o uso de BAL produtoras de
bacteriocinas ou 2) a adicao direta de preparacdes de bacteriocinas, sintética
ou purificada 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 prevencédo da degradacao do alimento.
Contudo, a microbiota enddgena, a formula e a tecnologia podem influenciar o
desempenho da cultura produtora (Hugas et al., 2003).

Klaenhammer (1988) classificou as bacteriocinas produzidas pelas
BAL em duas classes, segundo o0 espectro antimicrobiano. A primeira classe
engloba as bacteriocinas que inibem somente bactérias intimamente
relacionadas a bactéria produtora, sendo a maioria das bacteriocinas
pertencentes a esta classe. A segunda classe engloba bacteriocinas com
espectro antimicrobiano mais amplo, embora atuem somente em bactérias
Gram-positivas.

O espectro de atividade das bacteriocinas €, por definicéo, restrito a
organismos intimamente relacionados (Tagg apud Holzapfel et al., 1995). Para
BAL, este espectro limitado, implica em duas desvantagens: capacidade
inibitoria sobre culturas “starter” e de inatividade contra bactérias patogénicas e

deteriorantes (Holzapfel et al., 1995).



Bacteriocinas sao sintetizadas como precursores pelo ribossomo e o
peptideo maduro usualmente consiste de 20-60 aminoacidos. Existe uma
grande variacdo entre os peptideos, em geral em termos de comprimento,
sequéncia de aminoacidos, secrecdo e mecanismos de processamento,
modificacdes pos-traducionais e atividade antimicrobiana (sozinha ou em
combinacg&do com outros peptideos).

A classificacao atual para as bacteriocinas as divide nas seguintes
classes (Eijsink et al., 2002):

. CLASSE | (lantibigticos):
Tipo A: moléculas de forma alongada
Tipo B: moléculas globulares

. CLASSE I
Subclasse lla:bacteriocinas tipo pediocina
Subclasse lIb: bacteriocinas com 2 peptideos
Subclasse llc: outras bacteriocinas peptideos

o CLASSE llI: bacteriocinas proteinas

Os lantibiéticos sdo peptideos sintetizados pelo ribossomo, que
sofrem modificacBes apOs a traducdo e contém aminoacidos modificados, tais
como lantionina e metil-lantionina (McAuliffe et al., 2001). Este grupo apresenta
moléculas pequenas (<5 KDa) e tem recebido maior atencdo nos ultimos anos
devido a nisina, uma bacteriocina produzida por Lactococcus lactis, utilizada
como preservante de alimentos em muitos paises (Kawamoto et al., 2002). Os
lantibidticos tém sido subdivididos em dois tipos baseados na sua estrutura:

Tipo A, inclui moléculas flexiveis e alongadas que tém carga positiva, atuando



na despolarizacdo da membrana. Elas tém um peso molecular de 2 — 5 KDa. A
nisina pertence a este grupo de lantibidticos. O Tipo B, sdo dos peptideos
globulares, com peso molecular de aproximadamente 2 KDa. Eles atuam
interferindo nas reacBes enzimaticas celulares, como por exemplo, o
lantibidtico mersacidina que interfere com a sintese da parede celular em
bactérias Gram-positivas (Sahl e Bierbaum, 1998).

A Classe Il é formada por bacteriocinas pequenas (<10 KDa), néo
modificadas, exceto pela clivagem do peptideo lider, estaveis ao calor e
divididas em 3 subgrupos (Cintas et al., 1997). A Classe lla é a mais estudada
atualmente, podendo ser considerada como o maior subgrupo de bacteriocinas
produzidas por BAL, ndo somente pelo grande numero de bacteriocinas
identificadas, mas também pela sua atividade e seu potencial de aplicacao.
Este subgrupo é classificado com base na similaridade na sequéncia de
aminodacidos da parte N-terminal e sua forte atividade anti-listeriana. Por causa
desta eficiéncia contra Listeria spp. este grupo tem significativo potencial como
biopreservante em muitos alimentos. Em adicdo a todas as espécies de
Listeria, espécies pertencentes aos seguintes géneros tém se apresentado
sensiveis a estas bacteriocinas: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Lactococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Micrococcus, Staphylococcus,
Streptococcus, Clostridium, Bacillus e Brochothrix. Aléem disso, algumas destas
bacteriocinas tém se mostrado eficientes contra a germinacdo de esporos e
crescimento de células vegetativas de Clostridium sp. (Ennahar et al., 2000).

A classe lIb é formada pelas bacteriocinas, cuja atividade depende

da acdo complementar de dois peptideos diferentes. Lantibidticos com dois



peptideos também existem, mas essas bacteriocinas ndo tém sido
classificadas como um tipo separado da classe | (Cintas et al., 1997).

A classe llc contém todas as bacteriocinas ndo lantibidticas e que
ndo pertencem as classes lla e llb e representam uma diversidade de
bacteriocinas de varias BAL. Em definicbes prévias, a classe llc abrangia
bacteriocinas secretadas pelo caminho sec-dependente, mas hoje, o
mecanismo de secrecdo ndo é mais usado como discriminador na classificacao
de n&o lantibidticos. E fato que algumas bacteriocinas da classe llc apresentam
sequéncias significativamente similares, que ndo foram estabelecidas para
outros subgrupos (Casaus et al.,1997; Franz et al., 1999a).

As bacteriocinas da classe Il sdo proteinas grandes (>30 KDa) e
estaveis ao calor. A Classe IV é formada por proteinas complexas que
requerem associacbes com lipideos e carboidratos para apresentarem
atividade (Laukova et al., 1998a).

A producdo de bacteriocinas € um processo dependente do
crescimento e da atividade fisiolégica da bactéria produtora (Leroy e De Vuyst,
2002; Yang e Ray, 1994), o que faz com que a quantidade de bacteriocina
formada no meio seja correlacionada com a biomassa produzida. Logo, a
composicao do meio de cultura e a suplementacdo com nutrientes especiais,
assim como a temperatura e o pH do processo sao fatores que influenciam nos
niveis de producdo de bacteriocina (Yang e Ray, 1994). As condicbes
ambientais que estimulam o crescimento de células freqientemente melhoram
a producdo de bacteriocinas. No entanto, elevadas taxas de crescimento

celular e alta concentracdo de massa celular ndo necessariamente aumentam



os niveis de producdo de bacteriocina, pois podem causar uma baixa na
producdo por grama de célula. Consequentemente, existe uma relacdo
complexa entre as condicdes ambientais e o0s niveis de atividade de
bacteriocina; nenhuma generalizacdo sobre as condi¢cdes Otimas para a
producdo pode ser feita. Do ponto de vista ecolégico pode se sugerir que o
crescimento das células ao atingir um alto nimero, diminui a necessidade da
producdo de metabdlitos de defesa. Quando a populacdo percebe que
determinada concentracdo de células foi alcancada, a producdo de
bacteriocinas pode ser inibida (Leroy e De Vuyst, 2002).

O baixo pH, altas concentracbes de sal ou etanol afetam
adversamente o crescimento e a producdo de bacteriocinas. Na presenca de
6,5% de NaCl ou de 7% de etanol, nenhuma producédo de bacteriocina pode
ser detectada (Nilsen et al., 1998).

Quanto a biossintese, observa-se que enquanto muitos antibiéticos
(considerados metabdlitos secundarios) sdo sintetizados durante a fase
estaciondria de crescimento, quase todas as bacteriocinas produzidas pelas
BAL manifestam cinética de metabdlito primario, comecando a serem
produzidas na fase logaritmica de crescimento. Por serem substancias de
natureza protéica, sao sintetizadas pelo mesmo mecanismo ribossomal de
sintese de proteinas, envolvendo transcricdo e traducdo. A sintese das
bacteriocinas esta determinada pela estrutura genética de 4 genes diferentes,
os quais codificam funcbes basicas requeridas para a producdo da atividade
antimicrobiana extracelular. Estes genes podem estar localizados no

cromossomo, em plasmideos ou transposons (Nes et al., 1996).



O gene estrutural codifica para a producdo de um pré-peptideo
contendo uma sequéncia lider N-terminal, cuja funcdo € de prevenir a
bacteriocina de ser biologicamente ativa dentro da célula produtora e fornecer
um sinal de identificacdo para o sistema transportador.

O gene envolvido com a imunidade, localizado proximo ao gene
estrutural sobre a mesma unidade de transcricdo, é responsavel pela protecéo
da bactéria produtora, a sua propria bacteriocina (Nes et al., 1996). As
proteinas de imunidade dos peptideos da classe Il ndo sdo completamente
especificas e, como demonstrado por alguns estudos, um gene de imunidade
pode dar protecdo para mais de uma bacteriocina (Eijsink et al. 1998; 2002).
Muitas BAL produtoras de bacteriocinas contém mais genes de imunidade do
gque 0 necessario para protecdo contra sua propria bacteriocina. Genes de
imunidade também tém sido observados em BAL que nédo produzem
bacteriocinas. Estas caracteristicas tém um papel importante na determinacao
de diferencas de sensibilidades as bacteriocinas entre cepas intimamente
relacionadas (Eijsink et al., 2002). Muito pouco é conhecido sobre o0 modo de
acao destas proteinas de imunidade e ndo existe um modelo confiavel da sua
acdo (Ennahar et al., 2000).

O gene que codifica o transportador ABC e o gene das proteinas
acessoOrias sdo responsaveis por externalizar a bacteriocina. Os produtos
destes genes sdo requeridos no processo de translocacdo. Muitas
bacteriocinas da classe | e Il sdo transportadas através da membrana por um

sistema de transporte ABC. Algumas excecbes sdo encontradas nas



bacteriocinas da classe Il que séo transportadas pelo sistema sec-dependente
(Nes et al., 1996).

As bacteriocinas geralmente atuam criando poros na membrana de
suas células alvo. Isto tem efeito deletério tal como a dissipa¢éo da forca proto
motora, depleciacdo de ATP e perda de nutrientes e metabdlitos. Embora a
formacdo de poros seja uma caracteristica geral, o tamanho, a estabilidade e a
condutividade desses poros, diferem consideravelmente entre bacteriocinas
(Herranz et al., 2001). Para formar o poro, a bacteriocina tem que interagir com
a membrana da célula alvo. Este processo € em parte governado por
interacOes eletrostaticas entre as cargas positivas do peptideo e lipidios
anibnicos presentes em grande quantidade na membrana de bactérias Gram-
positivas. A ligacao da bacteriocina ha membrana pode ser afetada por fatores
como potencial de membrana da célula alvo e o pH. O potencial de membrana,
supostamente aumenta a insercdo da bacteriocina na membrana e também
pode afetar a associacado das moléculas de bacteriocina. Consequentemente, a
sensibilidade a bacteriocina depende algumas vezes do estagio fisioldgico da
célula (Eijsink et al., 2002).

Alguns fatores podem contribuir para aumentar a resisténcia das
células as bacteriocinas. A composicao e a estrutura da parede e da membrana
celular podem fazer com que a bacteriocina seja fisicamente incapaz de atingir
o alvo, de outra forma, certos componentes celulares (receptores) que séo
essenciais para a ligagdo da bacteriocina, podem estar mutados. Uma

possibilidade também especulada é a presenca de proteases junto a célula



alvo que podem reduzir a efetividade da bacteriocina em alguns casos (Eijsink
et al., 2002).

Bactérias Gram-negativas s80 mais resistentes a acdo das
bacteriocinas. Estes microrganismos possuem uma barreira adicional, a
membrana externa. Esta membrana é impermeavel a grande maioria das
moléculas, porém a presenca de poros permite a difusdo de moléculas com
massa molecular menor de 600 Da. As bacteriocinas produzidas por BAL
possuem tamanho médio de 3 KDa, muito grandes para atravessar a
membrana (Abee et al., 1995).

Para consideracfes de seguranca, as cepas a serem usadas
como “starter”, probidtico ou cultura biopreservante, devem ser testadas para
a presenca de diferentes fatores de viruléncia fenotipica e genotipicamente,
uma vez que pode apresentar genes e estes ndo estarem se manifestando

(Eaton e Gassen, 2001).

2.4 Enterocinas

As bacteriocinas produzidas por espécies de Enterococcus sao
comumente chamadas de enterocinas. As enterocinas geralmente sdo ativas
contra outros enterococos e contra Listeria spp. A capacidade de inibir listeria é
de grande interesse para a fabricacdo de queijos, por ser a Listeria
monocytogenes um patégeno capaz de crescer em temperaturas de
refrigeracdo e ter a habilidade de sobreviver as condi¢gdes acidas da fabricacéo
dos queijos (Papagianni, 2003). Esta atividade anti-listeriana pode ser

explicada pelo fato dos enterococos e as listerias serem filogeneticamente



relacionadas. Algumas enterocinas sao ativas também contra outras BAL como
Clostridium butolinum, C. perfrigens e C. tyrobutyricum.

As enterocinas tém uma grande estabilidade a altas temperaturas e
em ampla faixa de pH, sdo sensiveis a proteases e tem um espectro de
atividade antimicrobiana semelhante, inibindo os géneros Lactobacillus,
Clostridium, Staphylococcus e poucas apresentam atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-negativas.

Enterococcus produtores de enterocinas ja foram isolados de
diversas fontes como carnes fermentadas, produtos de leite, legumes e
amostras clinicas (Franz et al., 1999a), sendo que a maior parte dos estudos foi
realizada com cepas isoladas de alimentos. As enterocinas bem caracterizadas
e conhecidas atualmente sdo produzidas por cepas de E. faecalis e E. faecium,
pois sdo as espécies, deste género, mais encontradas em alimentos (De Vuyst
et al., 2002). Entre as outras espécies, apenas a enterocina de E. mundtii,
chamada de munditicina, foi identificada e caracterizada (Kawamoto et al.,
2002).

As enterocinas mais bem caracterizadas sdo P, A e B produzidas
por cepas de E. faecium isoladas de carne fermentada (Aymerich et al., 1996;
Casaus et al.,, 1997; Cintas et al., 1997). A enterocina P produzida por E.
faecium P13 isolado de salame fermentado, apresenta um amplo espectro
antimicrobiano, inibindo o crescimento de bactérias como: Enterococcus
faecalis, Staphylococcus carnosus, S. aureus, Clostridium sporogenes, C.
tyrobutyricum, C. perfringens, C. botulinum, Propionibacterium spp. e Listeria

monocytogenes, ndo apresenta atividade contra bactérias Gram-negativas. A



enterocina P tem peso molecular de 4.493 Da e demonstra, além do espectro
antimicrobiano, outras propriedades que criam um promissor preservante de
alimentos. Essas propriedades incluem sensibilidade as proteases, estabilidade
térmica, atividade em ampla faixa de pH e manutencdo da atividade apos
congelamento, liofilizacdo e estocagem (Cintas et al., 1997).

As enterocinas A e B produzidas pelo E. faecium, ndo apresentam
atividade contra bactérias Gram-negativas, entretanto, por atuarem
sinergicamente, inibem um grande numero de bactérias Gram-positivas
deteriorantes de alimentos como Clostridium sporogenes, C. tyrobutyricum,
Propionibacterium spp., Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus
(Casaus et al., 1997). A enterocina A foi isolada pela primeira vez de salame
fermentado, € uma bacteriocina da classe Il da familia pediocina, tem peso
molecular de 4.829 Da e tem uma forte atividade contra o género Listeria,
caracteristico das bacteriocinas da classe Il (Aymerich et al., 1996). A
enterocina B também pertence a familia pediocina, mas ndo apresenta a
sequéncia de aminoacidos YGNGVXC na regido N-terminal, caracteristica das
bacteriocinas desta classe. Tem um peso molecular de 5.479 Da. Estas
enterocinas também apresentam atividade antimicrobiana contra os géneros
Lactobacillus, Pediococcus, Propionibacterium e Enterococcus (Casaus et al.,
1997).

Ennahar e colaboradores (1998) identificaram uma nova enterocina
produzida por E. faecium WHE 81 isolado de queijo e chamaram de enterocina
81. ApOs caracterizacdo genética desta enterocina, os autores concluiram que

nNao era uma nova enterocina, mas as enterocinas A e B que estavam sendo



produzidas pela cepa (Ennahar et al., 2001). O mesmo resultado foi encontrado
para a enterocina 900, produzida por E. faecium, que apoOs purificacdo e
caracterizacao era idéntica a enterocina B (Franz et al., 1999b).

A enterocina |, produzida por E. faecium 6Tla foi isolado de
azeitonas verdes fermentadas. Esta enterocina apresentou atividade contra a
microbiota presente na fermentacdo da azeitona, incluindo Lactobacillus spp.,
Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus, Propionibacterium spp.,
Clostridium spp., Bacillus spp., E. faecalis, Listeria innocua e L.
monocytogenes. As bactérias Gram-negativas testadas (Escherichia coli,
Klebsiella spp. e Pseudomonas spp.) ndo foram inibidas pela enterocina |
(Floriano et al., 1998).

O E. mundtii NFrl 7393, isolado de silagem produz a munditicina,
gue apresentou atividade antimicrobiana contra espécies de Enterococcus sp.,
Lactobacillus spp., Listeria monocytogenes, sendo que as bactérias Gram-
negativas foram resistentes a este enterocina. A munditicina foi estavel a altas
temperaturas e em amplas faixas de pH (Kawamoto et al., 2002).

Outro tipo de bacteriocina produzida por cepas de E. faecalis € a
hemolisina/bacteriocina, que consiste de duas subunidades com ambas as
atividades hemolitica e bactericida. Estas bacteriocinas sdo chamadas
citolisinas e contém os residuos lantionina e B-metil lantionina, sugerindo que
pertencam a classe | (lantibiéticos) das bacteriocinas (Franz et al.,1999b; Booth
et al., 1996). Entretanto, ela difere dos lantibiéticos por apresentar atividade em

células eucaridticas. Com base na caracterizagdo molecular desta bacteriocina



sugere-se que as atividades hemolitica e bactericida sdo atribuidas a mesma
substancia, por esta razao foi adotado o termo citolisina (Booth et al., 1996).
Cintas et al. (1998) identificaram uma bacteriocina ndo modificada
com 2 componentes em E. faecium L50 (enterocina L50 A e L50 B). Nesta
bacteriocina faltam algumas caracteristicas da classe Il e apresentam muitas
caracteristicas do pequeno grupo dos peptideos citoliticos secretados por
alguns estafilococos. Neste trabalho os autores concluiram que estas
enterocinas pertencem a uma nova classe de bacteriocinas produzidas por
BAL. A cepa de E. faecium L50, quando incubada a temperaturas entre 16°C e
25°C produz as enterocinas L50 A e L50 B, mas em temperaturas mais altas,
entre 37°C e 47°C produz as enterocinas P, previamente identificada na cepa
de E. faecium P13 e uma nova enterocina chamada de Q (Cintas et al., 2000).
Muitas enterocinas tém sido identificadas e purificadas, mas a
falta da caracterizacdo bioquimica e molecular inviabiliza a sua aplicagdo como
biopreservante de alimentos. Além das enterocinas citadas anteriormente
muitas outras estdo sendo estudadas, alguns exemplos sdo: as enterocinas
1071A e 1071B produzida por E. faecalis BFE 1071 isolado de fezes de suinos
(Balla et al., 2000); enterocina 4 produzida por E. faecalis FAIR-E 309 (Joostem
et al., 1996); enterocina CCM4231 produzida por E. faecium CCM4231
(Laukova e Czikkova, 1998); enterocina CRL35 produzida por E. faecium
isolado de queijo (Minahk et al., 2000); enterocina RZS C5 produzida por E.
faecium RZS C5, também isolado de queijo (Leroy e De Vuyst, 2002) e a
enterocina ON-157 produzida pelo E. faecium NIAI 157 isolado de vegetais

(Ohmomo et al., 2000).



O uso de bacteriocinas ou BAL produtoras de bacteriocinas para o
controle de enterococos em alimentos ndo tem sido estudado. Enterocinas que
sdo ativas contra uma ampla faixa de outros enterococos podem ser utilizadas
para o controle destas bactérias. Os genes necessarios para a producdo da
enterocina podem ser transferidos para outras BAL usadas como cultura
“starter” e que sejam reconhecidas como seguras (GRAS). Deste modo, o
crescimento de enterococos pode ser inibido pela enterocina produzida por um
hospedeiro heter6logo e, com isso, a transmissdo de enterococos
potencialmente patogénicos em alimentos pode ser reduzida (Sabia et al.,

2003).



3. MATERIAL E METODOS

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

3.1 Meios de cultura e solucdes

Todos os meios de cultura e solugdes utilizados na parte pratica
desta dissertacéo estao descritos nos Apéndices 8.1 a 8.4 .

3.2 Cepas de Enterococcus spp.

Na realizacdo deste trabalho foram utilizadas cepas de Enterococcus
de cinco espécies: Enterococcus faecalis, E. faecium, E. mundtii, E. hirae e E.
dispar provenientes de amostras de agua superficial, fezes de humanos e fezes
de suinos. As cepas pertencem a Colecdo de bactérias do Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sendo isoladas e
identificadas em estudos prévios (Valar, 2002; Fuentefria, 2004) e estocadas
em caldo BHI (8.1.1) com 15% de glicerol a —20°C. As cepas estédo distribuidas

nas cinco espécies e trés origens amostrais como mostrado na Tabela 1.



TABELA 1 — NUumero de cepas de Enterococcus spp. utilizadas neste trabalho
distribuidas quanto a espécie e local de origem.

FEZES DE FEZES DE

A 1

AGUA HUMANOS? suinos®  TOTAL
E. faecalis 29 74 48 151
E. faecium 25 22 35 82
E. mundtii 5 15 50 70
E. hirae 22 4 9 35
E. dispar 6 0 8 14
TOTAL 87 115 150 352

! _ Amostras de agua coletadas na Microbacia Hidrogréfica do Arroio Feij6 —
RS.

2 _ Amostras provenientes de um laboratério de analises clinicas hospitalar de
Passo Fundo - RS.

3 _ Amostras de fezes de suinos coletadas na Regi&o do Vale do Taquari e em
granjas da Restinga — regido da Grande Porto Alegre — RS.

3.3 Recuperacdo das amostras e manutencdo das culturas
bacterianas

As cepas mantidas em glicerol foram reavivadas em 2 mL de caldo
BHI (8.1.1) e incubadas a 37°C por 24 horas. Para verificar se as culturas
estavam puras realizou-se isolamento em placas contendo agar TSA (8.1.2) e
coloracao de Gram.

Foram realizados repiques para a manutencao das culturas puras
em tubos contendo agar TSA inclinado (8.1.2). As cepas também foram

mantidas estocadas em caldo BHI (8.1.1) com 15% de glicerol a — 20°C.

3.4 Triagem das cepas produtoras de enterocinas
Com as 352 cepas foram realizados testes para detectar quais
apresentavam atividade antimicrobiana. Para isto foi utilizada a técnica de

dupla camada segundo Tagg et al. (1971), utlizando cinco bactérias



indicadoras: Listeria innocua ATCC 33090, L. monocytogenes ATCC 15313, L.
welshimeri DMIC/UFRGS, Corynebacterium fimi NCTC 7547 e Micrococcus
luteus ATCC 4698. As trés espécies de Listeria foram escolhidas por este
género ser considerado o mais sensivel as enterocinas. As espécies
Corynebacterium fimi e Micrococcus luteus foram escolhidas por serem
sensiveis a todas bacteriocinas ja testadas (Oliveira et al., 1998). Na técnica de
dupla camada as cepas de enterococos sao semeadas em picada numa placa
contendo agar TSA (8.1.2) e incubadas em estufa por 24 horas a 35°C. Apés o
periodo de incubacédo foi vertida uma segunda camada de agar TSA semi-
sélido (0,7% de agar) previamente inoculada com a bactéria indicadora na
concentracdo de 10°células/mL (utilizando a escala de Mac Farland). A placa
foi novamente incubada em estufa a 35°C por 24 horas e apos, verificada a
presenca de halos de inibi¢ao.

As cepas que ndo apresentaram atividade contra pelo menos uma
das cinco bactérias indicadoras testadas foram descartadas dos testes de

producado de enterocinas.

3.5 Teste de producéo de peroxido de hidrogénio

Este teste foi realizado segundo Lewus et al. (1991), para se verificar
a producdo de peroxido de hidrogénio com o objetivo de descartar a
possibilidade da inibicdo detectada no teste de dupla camada (3.4) ser devido a
sua producdo pelos Enterococcus spp. As cepas de enterococos foram
semeadas em picada em placas contendo agar TSA (8.1.2) e em seguida foi
vertida uma segunda camada de agar TSA semi-solido previamente inoculada

com 10° células/mL de Listeria innocua ATCC 33090 (utilizando escala de Mac



Farland). As placas foram incubadas em jarras de anaerobiose (Anaerobac,
Probac do Brasil) por 24 horas em estufa a 35°C. Apds este periodo foi
verificada a presenca de halos de inibicdo, as cepas que ndo apresentaram
halos em anaerobiose foram consideradas como produtoras de peréxido de

hidrogénio e descartadas dos testes de producéo de enterocinas.

3.6 Teste de deteccao de bacteriéfago litico

Com as cepas que apresentaram resultado positivo para o teste de
atividade antimicrobiana e negativo para producédo de peroxido de hidrogénio,
foi realizado o teste de deteccao de bacteriéfago utilizando a técnica descrita
por Lewus et al. (1991), com o objetivo de eliminar a possibilidade da inibicao
ser causada por este fator e ndo pela producéo de enterocinas.

Para detectar a presenca do bacteriéfago, uma porcéo de agar da
zona clara de inibicdo (obtida no teste de dupla camada) é cortada em
condicOes estéreis. Este pedaco de agar € colocado em 3 mL de caldo TSB
(8.1.2) e macerado com bastdo de vidro estéril. A mistura € mantida a
temperatura ambiente por uma hora. Em agar TSA semi-soélido sao inoculados
100 uL da bactéria indicadora L. innocua ATCC 33090, crescida até a
concentracdo de 10° em caldo TSB (8.1.2), e 200 pL do TSB contendo o
pedaco de agar macerado. Este agar semi-solido é vertido em placa estéril e
incubado em estufa a 35°C por 24 horas. A formacéo de halos de lise celular €

indicativo da presenca de bacteriéfagos.



3.7 Obtencéao do sobrenadante de cultura

As cepas que apresentaram atividade antimicrobiana contra pelo
menos uma das cinco indicadoras testadas e tiveram resultado negativo para
os teste de peroxido de hidrogénio e bacteriéfago foram utilizadas para a

preparacao do sobrenadante livre de células.

3.7.1 Preparacdo do pré-inoculo

O pré-inéculo foi preparado em balées de vidro de 50 mL contendo
10 mL de caldo MRS (8.1.3) e inoculados com 20 pL da cultura de enterococos
estocada em glicerol. Os balbes foram incubados por 24 horas a 35°C com

agitacao constante (100 rpm).

3.7.2 Obtencao do sobrenadante livre de células

Uma aliquota do pré-indculo na concentracéo de 10’ células/mL foi
transferida para um baldo de 250 mL contendo 35 ml de caldo MRS (8.1.3). Os
baldes foram incubados por 18 horas a 35°C sob agitagcdo constante (100 rpm).
Posteriormente, o pH da cultura foi ajustado em 6,2 com NaOH 1M e a mesma
centrifugada por 15 minutos a 5000 rpm. Apés a centrifugacéo, o sobrenadante
foi esterilizado por filtragdo em membrana de ésteres mistos com poro de 0,22
um, Schleicher & Schuell. O sobrenadante livre de células foi armazenado a —

20°C para a realizacao dos testes.



3.8 Teste de atividade antimicrobiana com o sobrenadante livre
de células

Para verificar a atividade antimicrobiana do sobrenadante livre de
células foi utilizada a técnica de difusdo em pocos. Em placas contendo uma
fina camada de agar TSA (8.1.2) de volume definido, foram fixadas ponteiras
de 1000 puL (Figura l1a). Sobre esta placa com as ponteiras fixadas foi vertida
uma segunda camada de 10 mL de &gar TSA semi-sélido, previamente
inoculada com a bactéria indicadora L. innocua ATCC 33090 na concentracdo
de 10° células/mL (Figura 1b). Depois de solidificado o 4gar TSA semi-sélido,
as ponteiras foram retiradas. Em cada poc¢o formado, foram adicionados 80 uL
do sobrenadante livre de células (Figura 1c). Todo procedimento é realizado
em camara de fluxo laminar. As placas foram incubadas em estufa a 35°C por
18 horas. Posteriormente, era verificada a formacédo de halo de inibicdo. As
cepas que apresentaram atividade antimicrobiana no sobrenadante foram
consideradas possiveis produtoras de enterocinas e foram realizados os testes

de caracterizacdo das enterocinas produzidas.



Figura 1 — Técnica de difusdo em pocos: a) as ponteiras sao fixadas em uma
fina camada de &gar TSA; b) sobre as placa com as ponteiras, € vertida uma
segunda camada de agar TSA semi-solido com o microrganismo indicador; c) o
sobrenadante é adicionado nos pocos.

3.9 Determinagédo do espectro de atividade antimicrobiana do
sobrenadante livre de células

3.9.1 Microrganismos indicadores

Os microrganismos indicadores escolhidos para a determinagédo do

espectro de atividade antimicrobiana das enterocinas, foram principalmente



provenientes de isolados clinicos, agua, solo, alimentos e bactérias padrdo

(Tabela 2).

Tabela 2 — Relacao das culturas indicadoras utilizadas no teste de espectro de
atividade antimicrobiana realizado com o sobrenadante livre de células produtor
de enterocinas, meios de cultura utilizados para cada microrganismo indicador

e a temperatura de crescimento.

Culturas Indicadoras

Meios de Cultura

Temperatura (°C)

Gram Positivas

Listeria innocua ATCC 33090

L. monocytogenes ATCC 15313

L. monocytogenes ATCC 19112

L. ivanovii DMIC-UFRGS

L. seeligeri DMIC-UFRGS
Lactobacillus plantarum ATCC 10012
L. fermentum ATCC 9338

Bacillus cereus ATCC 33018

B. cereus ATCC 33019

B. subtilis ATCC 23856

B. subtilis ATCC 19659
Corynebacterium fimi NCTC 7547
Micrococcus luteus ATCC 4698
Paenibacillus peoriae (solo)

P. validus (agua)

Staphylococcus aureus ATCC 12692
Gram Negativas

Salmonella Enteritidis (alimento)

S. Enteritidis DMIC-UFRGS
S.Typhimurium ATCC 14028
Escherichia coli ATCC 23229

E. coli ATCC 25922

Burkholderia cepacia ATCC 17759
Pseudomonas putida ATCC 15175
P. fluorescens DMIC-UFRGS

P. aeruginosa ATCC 15442
Enterobacter aerogenes ATCC 13048

Xanthomonas anoxopodis ATCC 8718

Shigella sonnei DMIC-UFRGS
Leveduras

Candida tropicalis (clinico)

C. albicans (clinico)

Fungos Filamentosos
Aspergillus fumigatus (arroz)
A. orizae (arroz)

TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
MRS
MRS
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA

TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA

Sabourad
Sabourad

PDA
PDA

35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C

35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C

25°C
25°C

25°C
25°C

DMIC-UFRGS - Colecéo do Departamento de Microbiologia da UFRGS.



3.9.2 Determinacao do espectro de atividade

Para realizar este teste foram preparadas culturas das bactérias
indicadoras na concentracdo de 10° células/mL (segundo escala de Mac
Farland). As bactérias indicadoras foram crescidas nos meios de cultura e
temperaturas ideais por 24 horas. A atividade antimicrobiana do sobrenadante
livre de células contra as bactérias indicadoras citadas na Tabela 2, foram
avaliadas utilizando a técnica de difusdo em pocos descrita no item 3.8. Apds a
incubacédo das placas por 18 horas os halos de inibicdo formados eram foram
medidos em milimetros. Todos os testes foram realizados em duplicata com

trés sobrenadantes diferentes.

3.9.3 Teste de inibicdo cruzada

Com as cepas de Enterococcus spp. que produziram enterocinas foi
realizado o teste de inibicdo cruzada. Os sobrenadantes livre de células com
atividade antimicrobiana foram testados contra as cepas produtoras. Para este
teste foi realizada a técnica de difusdo em pocos (3.8) utilizando os
sobrenadantes livre de células contra as cepas de Enterococcus spp. ha
concentracdo de 10° células/mL. As placas foram incubadas a 35°C por 18

horas.

3.10 Quantificacdo da atividade antimicrobiana do sobrenadante
livre de células

A quantificagdo da atividade antimicrobiana foi determinada em
Unidades Arbitrarias por mililitro (UA/mL). Para isto foram realizadas diluicbes

sucessivas do sobrenadante na proporcéo 1:1 (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64)



em PBS (8.1.5). A determinacdo foi realizada utilizando a técnica de difusdo em
pocos (3.8), com a bactéria indicadora, L. innocua ATCC 33090, na
concentracdo de 10° células/mL. Aliquotas de 80 uL destas diluicbes e do
sobrenadante sem diluicdo (bruto) foram inoculadas nos pocos. As placas
foram incubadas em estufa a 35°C por 18 horas, posteriormente foram medidos
em milimetros, os halos de inibi¢cdo formados. Todos os testes foram realizados
em duplicata com trés sobrenadantes diferentes. O titulo designado como
Unidade Arbitraria (UA/mL) foi definido como a reciproca da maior diluicdo que

apresentou um halo de inibicdo maior que 2 mm (Kawamoto et al., 2002).

3.11 Manutencao da atividade antimicrobiana do sobrenadante
livre de células

O sobrenadante livre de células (obtido no item 3.7) foi testado
quanto a sua estabilidade frente a tratamento térmico, variacdes do pH,
armazenamento sob refrigeracdo e a —20°C e enzimas proteoliticas, com o

objetivo de caracterizar e determinar a natureza da substancia antimicrobiana.

3.11.1 Estabilidade ao tratamento térmico

Aliquotas do sobrenadante livre de células (200 uL) foram incubadas
nas temperaturas de 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100°C em banho maria por 30
minutos e a 121°C (autoclave) por 10 e 20 minutos. Apds os tratamentos a
atividade remanescente foi determinada, utilizando a técnica de difusdo em
pocos (item 3.8) com a indicadora L. innocua ATCC 33090, na concentracao de
10° células/mL. Aliquotas de 80 pL dos sobrenadantes apés o tratamento foram

inoculadas nos pocos e um controle do sobrenadante sem tratamento térmico



também foi incubado, com o objetivo de se determinar a atividade
antimicrobiana residual para cada temperatura. As placas foram incubadas por
18 horas em estufa a 35°C, os halos de inibicdo formados foram medidos em
milimetros. Cada experimento foi realizado em duplicata com trés
sobrenadantes diferentes. A férmula utilizada para calcular a atividade residual

em porcentagem foi (Cladera-Oliveira, 2004):

AR. (%) = Hr—9 X 100
Hc—-9
Sendo: Hr = Halo do sobrenadante apés tratamento (mm)
Hc = Halo do controle (mm)
A.R. = Atividade Residual

9 = tamanho do poco

3.11.2 Estabilidade do sobrenadante livre de células frente a
variacao de pH

O sobrenadante livre de células foi incubado nos pHs entre 2 e 10.
Em tubos estéreis uma aliquota de 200 uL do sobrenadante livre de células foi
adicionada a 200 uL de tampdo, os tubos foram incubados a 35°C por 2 horas
em banho maria. Os tampdes utilizados foram: tampéao glicina para os pHs 2 e
3; tampao citrato para os pHs 4 e 5; tampao fosfato para os pHs de 6 a 8 e
tampdao Tris para os pHs 9 e 10, todos numa concentracdo de 0,25 M. Apés o
periodo de incubacéo foi realizado o teste de difusdo em pocos (3.8) com o0s
sobrenadantes nos diferentes pHs, como bactéria indicadora foi utilizada L.

innocua ATCC 33090. Para este teste foram preparados controles com 200 uL



do sobrenadante livre de células e mais 200 uL de PBS (8.1.5), para o calculo
da atividade residual. Também foi realizado um controle incubando apenas os
tampBes de pH com a bactéria indicadora, para verificar se estes néo
provocavam inibicdo. As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 18
horas, os halos de inibicdo foram medidos em milimetros. Os testes foram

realizados em duplicata com trés sobrenadantes diferentes.

3.11.3 Manutencéao da atividade antimicrobiana sob refrigeracao
e congelamento

Aliquotas das triplicatas dos 18 sobrenadantes livre de células foram
estocadas por dois meses sob refrigeragao (4°C) e congelamento (-20°C). Em
intervalos de 15 dias foi determinada a atividade antimicrobiana em UA/mL
(3.10) dos sobrenadantes, estes testes foram realizados em duplicata utilizando
a técnica de difusdo em pogos com a bactéria indicadora L. innocua ATCC

33090. As placas foram incubadas por 18 horas a 35°C.

3.11.4 Suscetibilidade a enzimas proteoliticas

Para o teste de suscetibilidade da enterocina a enzimas
proteoliticas, uma aliquota do sobrenadante livre de células foi tratada com as
enzimas: tripsina, proteinase K e lisozima nas concentragdes finais de 0,1
mg/mL e 1 mg/mL. Estas foram incubadas durante 2 horas na temperatura
ideal de cada protease. ApOs incubacdo os sobrenadantes tratados com as
enzimas foram submetidos a 80°C por 10 minutos para inativacdo das
proteases. Foram preparados tubos controle da protease e PBS (8.1.5),

sobrenadante livre de células incubado a 80°C e sem aquecimento.



Para verificar a atividade antimicrobiana foi realizado o teste de
difusdo em pocos com a L. innocua ATCC 33090, como bactéria indicadora na
concentracdo de 10° células/mL, as placas foram incubadas a 35°C por 18

horas.

3.12 Fatores de viruléncia

Com as cepas que apresentaram atividade antimicrobiana no
sobrenadante livre de células foram realizados testes para verificar a presenca
de fatores de viruléncia como producdo de adesinas, hemolisina, gelatinase e

capsula.

3.12.1 Producdao de adesinas

As cepas foram crescidas em agar m-Enterococos (8.1.4) a 37°C por
24 horas. Em uma lamina de microscopio, foi adicionada uma gota de solucéo
de eritrécitos a 1% em PBS (8.1.5) mais uma alcada de células bacterianas.
Em seguida foi feita visualizacdo ao microscépio em um aumento de 100 x,
para observar o aparecimento de grumos de eritrécitos em cepas que
apresentavam producdo de adesinas. Controle negativo utilizado foi a solucéo

de eritrécitos sem células bacterianas.

3.12.2 Hemolisina
As cepas foram semeadas em estria e picada em &gar Columbia
suplementado com 5% de sangue humano. As placas depois de semeadas

foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apés a incubacao, a atividade citolitica



foi observada através da o ou - hemalise ao redor das colbnias bacterianas

(Ike et al., 1987; Elsner et al., 2000).

3.12.3 Gelatinase

A atividade da enzima gelatinase foi detectada usando agar TSA
suplementado com 3% de gelatina. As cepas foram semeadas e as placas
incubadas por 48 horas a 37°C. A formacao de um precipitado branco opaco ao
redor do crescimento bacteriano caracteriza a degradacao da gelatina, sendo

considerado resultado positivo (Elsner et al., 2000).

3.12.4 Coloracéao de cépsula

Neste teste descrito por Seeley et al. (1991), as bactérias foram
primeiramente cultivadas em caldo TSB (8.1.2). Posteriormente foi feito um
esfregaco, utilizando 2 gotas da solu¢cdo de vermelho congo e duas gotas de
suspensdao de bactérias. ApOs secar em temperatura ambiente, foram
adicionadas algumas gotas de solucdo de Maneval por um minuto. O resultado
foi observado ao microscépio 6tico. Nas bactérias que apresentavam capsula,
verificou-se um fundo azul escuro, a capsula sem coloracdo e as células

bacterianas vermelhas.

3.13 Curva de producéao de enterocinas

As cepas produtoras de enterocinas que apresentaram uma melhor
atividade antimicrobiana e foram mais estaveis ao aguecimento e alteracées de
pH, foram escolhidas para realizacdo da curva de crescimento microbiano e

producado de enterocinas.



3.13.1 Preparacdo do pré-indculo
As cepas produtoras de enterocinas foram semeadas em baldes de
50 mL contendo 10 mL de caldo MRS (8.1.3) e incubadas por 18 horas a 35°C

sob agitacao constante de 100 rpm.

3.13.2 Realizacao da curva de producéo

Em Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de caldo MRS (8.1.3)
foi inoculado o pré-indculo na concentracdo de 10’ células/mL, este sendo
considerado o ponto zero da curva de producdo. Aliquotas foram retiradas a
cada hora, durante 18 horas de incubacdo. O crescimento microbiano foi
determinado em fotocolorimetro na absorbéncia de 620 nm. Em cada ponto
retirado foi determinada a atividade antimicrobiana em UA/mL, conforme item

3.10, e o pH da cultura foi acompanhado com fita universal de pH (MERCK).

3.14 Extracao de DNA cromossomal

3.14.1 Preparacao das cepas bacterianas para extracdo do DNA

As cepas da espécie E. faecium foram utilizadas para a andlise
molecular, por serem a espécie onde foram encontrados o0s genes das
enterocinas a serem testadas.

Uma aliquota de 20 ul do estoque de glicerol de cada cepa foi
inoculada em balBes volumétricos contendo 10 mL de caldo TSB (8.1.2) e

incubados por 18 horas a 37°C sob agitacdo em incubadora Certomat BS-1.



3.14.2 Protocolo para extragcdo de DNA cromossomal

A extracdo de DNA cromossomal seguiu o protocolo de Gevers et al.
(2001), com algumas modificacdes.

Uma aliquota de 4 mL da cultura previamente crescida em caldo
TSB (8.1.2) foi centrifugada a 155009 por 5 minutos (centrifuga Sigma 2K15)
em eppendorfs, para obtencdo do precipitado de células. Este precipitado foi
congelado a -20°C por 24 horas. Apés, o precipitado de células foi
descongelado e lavado com 1 mL de tampdo TES (8.2.12), centrifugado a
15500g por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em 300uL de tampédo STET (8.2.13). Apos adicionou-se 75 uL
de tampéo de lise (8.2.14) e realizou-se incubacdo a 37°C por 1 hora.
Posteriormente, adicionou-se 40 uL de uma solucdo pré-aquecida (37°C) de
20% SDS (8.2.7). As amostras foram homogeneizadas em vortex por 60
segundos e incubadas a 37°C por 10 minutos, seguida de uma incubacao de
10 minutos a 65°C. ApOs o periodo de incubacdo adicionou-se 100 uL de
tampao TE (8.2.11) e 1 volume de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (8.2.10 e
8.2.15). Centrifugou-se por 15 minutos a 15500g. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo e o procedimento de extracdo repetido duas vezes.
A fase aquosa foi cuidadosamente misturada com 75 uL de NaCl 5M (8.2.6) e 1
mL de isopropanol (8.2.16). O DNA foi precipitado em gelo por 20 minutos.
Apoés, realizou-se uma centrifugacdo (20.000 g, 30 minutos, 4°C).
Posteriormente, o pellet foi lavado com 100 pL etanol 70% (8.2.17) resfriado
em gelo e novamente centrifugado (15500 g, 2 minutos). O sobrenadante foi

desprezado cuidadosamente. O precipitado de DNA foi seco em estufa a 37°C



por 45 minutos e ressuspendido em 30 uL de TE (8.2.11) (30 minutos a 55°C).
Apbs o periodo de incubacao adicionou-se 1 uL de RNAse (10 mg/mL) (8.2.8) e

incubou-se a 37°C por 15 minutos.

3.15 Amplificagao dos genes das enterocinas AeB

O gene da enterocina A foi amplificado utilizando os
oligonucleotideos iniciadores: EntAF — GGTACCACTCATAGTGGA e EntAR —
CTGGAATTGCTCCACCTA. O gene da enterocina B foi amplificado com os
oligonucleotideos iniciadores: EntBF — GTAAAAGAATTAAGTACG e EntBR —
GTATACATTTGCTAACCC (De Vuyst et al., 2002).

As reacdes foram realizadas em misturas contendo 3,5 mM de
MgCl, (Lab Trade), 0,2 mM de dNTP’s (Amersham Biosciences), 1 uM de cada
oligonucleotideo (Invitrogen), 1U Tag DNA polimerase (Lab Trade), 1x de
tampéao de reacao da Taq polimerase (Lab Trade) e 100 ng de DNA bacteriano
em um volume final de reacao de 20 puL.

As reacdoes de amplificacdo foram realizadas em um aparelho
termociclador Mastercycler personal (Eppendorf) nas seguintes condi¢cdes: um
ciclo inicial de desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 52°C para a enterocina A e
47°C para enterocina B por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos e um

ciclo final de extensdo de 72°C por 8 minutos.



3.16 Analise dos genes das enterocinas A e B amplificados
Os genes das enterocinas A e B amplificados foram visualizados em
gel de agarose 1% (8.3.1), corado com brometo de etideo. O gel foi analisado

sob luz ultravioleta e fotografado em camera digital Kodak 1D (verséo 3.5.2).

3.17 Determinacéo do peso molecular das enterocinas

O peso molecular das enterocinas foi determinado a partir do
sobrenadante livre de células, analisado por eletroforese em SDS-PAGE 16%
(8.4.1), segundo Ausubel et al. (1987). Duas aliquotas de cada sobrenadante
livre de células foram aplicadas em gel de poliacrilamida, apés a eletroforese o
gel foi cortado e metade foi corada com Coomassie blue para observacao do
peso molecular. A outra metade foi lavada com agua destilada estéril e
colocada sobre uma placa contendo uma fina camada de agar TSA (8.1.2).
Sobre o gel foi vertida uma camada de agar TSA semi-solido previamente
inoculado com a bactéria indicadora L. innocua ATCC 33090. A placa foi

incubada durante 18 horas a 35°C para observacao de zonas de inibic&o.

3.18 Andlise estatistica

Com os dados obtidos em milimetros nos testes de manutencéo da
atividade antimicrobiana em diferentes pHs e aquecimento foi realizada analise
estatistica. Foram utilizados para os testes os dados em duplicata para os trés
sobrenadantes produzidas para cada cepa de Enterococcus spp. O teste
utilizado foi ANOVA com delineamento fatorial hierarquico e modelo misto com

nivel de confianca de 95%.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Triagem das cepas produtoras de enterocinas

Apoés o teste de triagem com as 352 cepas de Enterococcus spp.,
utilizando o teste de dupla camada com cinco bactérias indicadoras (Figura 2),
175 (50%) cepas apresentaram atividade antimicrobiana contra pelo menos
uma das bactérias indicadoras (Apéndice 8.5, 8.6 e 8.7). Destes, 87 (25%)
cepas eram provenientes de fezes de humanos, 53 (15%) de agua e 35 (10%)
de fezes de suinos. A espécie E. faecalis teve 0 maior nimero de cepas
positivas na triagem 84 (24%), a segunda espécie E. faecium teve
aproximadamente a metade 44 cepas (12,5%). As espécies E. hirae, E.
mundtii e E. dispar apresentaram 21 (6%), 15 (4%) e 11 (3%) cepas positivas,
respectivamente. Na espécie E. dispar, 11 das 14 cepas apresentaram
atividade antimicrobiana na triagem, enquanto que E. mundtii apenas 15 das 70
cepas apresentaram atividade (Tabela 3).

As trés espécies do género Listeria foram as indicadoras mais
sensiveis as cepas de Enterococcus spp., sendo a L. innocua ATCC 33090 a

mais sensivel para as cepas de fezes de humanos, fezes de suinos e de agua,



inibida por 39%. Nenhum padrdo de inibicdo das cinco indicadoras pdde ser

determinado quanto a espécie das cepas ou a sua origem.

Figura 2 — Resultado da triagem utilizando a técnica de dupla camada com as
cepas de Enterococcus spp. inoculadas em picada e uma camada da bactéria
indicadora L. inoccua ATCC 33090, com incubacédo a 35°C por 24 horas.

Nas cepas isoladas de 4gua, as espécies E. faecalis, E. faecium e E.
mundtii ndo inibiram Corynebacterium fimi NCTC 7547 e Micrococcus luteus
ATCC 4698 e 49% das cepas de fezes de suinos e 6 das 7 cepas de E. mundtii
de fezes de humanos inibiram as cinco bactérias indicadoras.

Resultados semelhantes ao deste trabalho foram encontrados por

Del Campo et al. (2001), onde de 218 cepas de Enterococcus spp., isoladas de



diversas origens, foram testadas contra 33 bactérias indicadoras e 102 (46,8%)
inibiram pelo menos uma das bactérias indicadoras utilizadas, sendo a maioria
de E. faecalis (80%) e E. faecium (20%). O trabalho realizado por De Vuyst et
al. (2002) também encontrou um numero alto de isolados positivos para
producdo de enterocinas. De 426 isolados de Enterococcus spp. de diversas
origens, utilizando os géneros Listeria, Clostridium e Propionibacterium como
bactérias indicadoras, 122 (29%) apresentaram atividade contra pelo menos
uma das indicadoras, sendo 63 de E. faecium e 41 de E. faecalis e o restante
dividido em mais 6 espécies de enterococos.

Em 408 isolados de bactérias acido laticas provenientes de
azeitonas pretas, apenas 11 (3%) apresentaram atividade antimicrobiana
durante a triagem, utilizando as bactérias indicadoras: Lactobacillus,
Leuconostoc e Enterococcus (Franz et al., 1996). No trabalho realizado por
Sabia et al. (2002) apenas 7,6% dos isolados de Enterococcus spp., isolados
de salame, apresentaram atividade antimicrobiana contra microrganismos
taxonomicamente relacionados. Estes resultados indicam que estudos
realizados com Enterococcus spp., proveniente de diversas origens,
apresentam um maior niumero de cepas produtoras de bacteriocinas, do que os
resultados obtidos em trabalhos realizados com isolados provenientes apenas
de alimentos (Du Toit et al.,, 2000; Del Campo et al., 2001; De Vuyst et al.,
2002).

Das 175 cepas positivas na triagem, 88 apresentaram resultado
negativo para producdo de peroxido de hidrogénio, indicando que a inibicao

estava sendo causada por outra substancia. Destas 88, a maioria era de E.



faecalis e E. faecium com 39 (44%) e 24 (27%) cepas, respectivamente. E.
mundtii e E. hirae tiveram 8 (9%) cepas cada e 9 (10%) de E. dispar (Tabela 3).

No teste para deteccdo de bacteri6fago nenhuma cepa apresentou
resultado positivo. Segundo Tagg et al. (1971) o teste de dupla camada
realizado na triagem, elimina a possibilidade de inibicdo por bacteriéfago, pelo
fato destes microrganismos ndao serem moéveis, ndo podendo formar halos de

inibicdo na segunda camada de agar contendo a bactéria indicadora.

Tabela 3 — Numero de cepas utilizadas neste trabalho por espécie e origem,
resultados obtidos na triagem utilizando as cepas de Enterococcus spp. contra
5 bactérias indicadoras e apos teste de producédo de peroxido de hidrogénio.

Perdxido de

o .

Fonte sp. N° Total Triagem Hidrogénio*
E. faecalis 74 60 28
E. faecium 22 19 10
Fezes de E. mundtii 15 7 6
Humanos E. hirae 4 1 1
E. dispar 0 0 0
Total 115 87 45
E. faecalis 48 12 9
E. faecium 35 4 3
Fezes de E. mundtii 50 4 2
Suinos E. hirae 9 7 7
E. dispar 8 8 8
Total 150 35 29
E. faecalis 29 12 2
E. faecium 25 21 11
Agua  E. mundtii 5 4 0
E. hirae 22 13 0
E. dispar 6 3 1
Total 87 53 14
Total 352 175 88

* Numero de cepas com resultado negativo para o teste de perdxido de
hidrogénio.



4.2 Atividade antimicrobiana do sobrenadante livre de células

Com as 88 cepas que apresentaram resultado negativo no teste de
peréxido de hidrogénio, foi preparado o sobrenadante livre de células e
verificada a atividade antimicrobiana utilizando a técnica de difusdo em pocos,
com L. innocua ATCC 33090 como bactéria indicadora, por esta ser sensivel a
todas as cepas utilizadas neste teste (Figura 3). Das 88 cepas testadas, 26
apresentaram atividade antimicrobiana no sobrenadante livre de células, sendo
22 provenientes de amostras de fezes de humanos, duas de fezes de suinos e
uma de amostra de agua. As espécies E. faecalis e E. faecium apresentaram o
maior numero de cepas com 11 e 6, respectivamente (Tabela 4). Estas 26
cepas foram consideradas possiveis produtores de enterocinas e
correspondem a apenas 7% das 352 cepas testadas inicialmente. As outras
cepas que nao apresentaram atividade antimicrobiana no sobrenadante livre de
células, possivelmente produziram outra substancia antimicrobiana que ndo as
enterocinas, durante a triagem.

O baixo numero de cepas consideradas produtoras de enterocinas
neste estudo € bastante semelhante aos valores encontrados em outros
trabalhos. Du Toit et al. (2000) testou o sobrenadante livre de células de 92
cepas de Enterococcus spp., destas 7 (7,6%) eram produtoras de enterocinas.
Jennes et al., (2000) em estudo realizado com 77 cepas de bactérias acido
laticas isoladas do trato gastrintestinal de avestruz, apenas 3 (4%)
apresentaram atividade antimicrobiana no sobrenadante livre de células,
inibindo cepas dos géneros Enterococcus, Lactobacillus, Pseudomonas e

Salmonella.



Figura 3 — Ensaio mostrando os halos de inibicdo obtidos no teste de difuséo
em pocos com os sobrenadante livre de células utilizando L. innocua ATCC
33090 como bactéria indicadora, com incubacéo de 35°C por 18 horas.

No trabalho realizado por De Vuyst et al. (2002) dos 122 isolados
selecionados na triagem foram preparados sobrenadantes livres de células e
testados contra 52 bactérias indicadoras. Destes, 50 cepas ndo produziram
bacteriocinas e 62 apresentaram atividade antimicrobiana, correspondendo a
14% dos 426 isolados que foram utilizados neste trabalho. As espécies
encontradas em maior nimero neste trabalho também foram E. faecalis (68%)

e E. faecium (58%).



Tabela 4 — Lista das 26 cepas de Enterococcus spp. com atividade
antimicrobiana no sobrenadante livre de células.

ESPECIE CEPA ORIGEM

E. faecalis* 17 fezes de humanos
E. faecalis 19 fezes de humanos
E. faecalis 24 fezes de humanos
E. faecalis 27 fezes de humanos
E. faecalis 28 fezes de humanos
E. faecalis 43 fezes de humanos
E. faecalis 45 fezes de humanos
E. faecalis 56 fezes de humanos
E. faecalis 101 fezes de humanos
E. faecalis 119 fezes de humanos
E. faecalis 126 fezes de humanos
E. faecium 6 fezes de humanos
E. faecium 12 fezes de humanos
E. faecium 40 fezes de humanos
E. faecium 65 fezes de humanos
E. faecium 69 fezes de humanos
E. faecium 70 fezes de humanos
E. mundtii 4 fezes de humanos
E. mundtii 5 fezes de humanos
E. mundtii 39 fezes de humanos
E. mundtii 42 fezes de humanos
E. mundtii 115 fezes de humanos
E.dispar 48 fezes de suinos
E.dispar 55 fezes de suinos
E.dispar 76 agua

E. hirae 81 fezes de humanos

* As cepas marcadas em cinza sdo as 18 que mantiveram a atividade
antimicrobiana nos novos sobrenadantes livre de células.

Novos sobrenadantes livres de células das 26 cepas foram
preparados em maior volume, para a caracterizacdo das enterocinas
produzidas. Das 26 cepas, apenas 18 (5% das 352 cepas testadas)
mantiveram a atividade antimicrobiana nos novos sobrenadantes, destas 9
eram de E. faecalis, 5 de E. faecium e 4 de E. mundtii, todos provenientes de

fezes de humanos (Tabela 4). As condi¢cBes de crescimento para a producao



dos novos sobrenadantes livre de células foram mantidas, apenas foi alterado o
volume do meio de cultura, porém o pré-inéculo foi calculado para manter o
mesmo ndmero de células iniciais (10" células/mL) e o tamanho do frasco
aumentou proporcionalmente ao volume de meio para ndo alterar a aeracao da
cultura. Para os testes de caracterizacdo da enterocina foram utilizados os 18
sobrenadantes livre de célula que mantiveram sua atividade. As espécies E.

hirae e E. dispar ndo foram analisadas.

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

Para determinar o espectro de atividade antimicrobiana dos
sobrenadantes livres de células foram realizados testes utilizando a técnica de
difusdo em pocos contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, leveduras
e fungos.

Todos o0s sobrenadantes apresentaram atividade antimicrobiana
contra as 4 espécies de Listeria testadas (Tabela 5). A maioria dos
sobrenadantes apresentou uma forte atividade antimicrobiana com halos de
inibicdo maiores que 7 milimetros nas espécies L. monocytogenes, L. innocua
e L. ivanovii, apenas a espécie L. seeligeri apresentou halos de inibicdo
menores.

As bacteriocinas da classe lla caracterizam-se pela sua forte
atividade anti-listeriana (Ennahar et al., 2000) e grande parte das enterocinas
caracterizadas até o momento pertence a esta classe. Varios trabalhos

realizados com enterocinas demonstram esta habilidade de inibir o crescimento



de bactérias do género Listeria (Torri Tarelli et al., 1994; Vlaemynck et al.,
1994; Laukova et al., 1999; Aymerich et al., 2000; Kawamoto et al., 2002; Sabia
et al., 2003; Garcia et al., 2004), mas o espectro de atividade antimicrobiana
contra outros géneros bacterianos é variavel.

A espécie Lactobacillus fermentum ATCC 9338 nao foi inibida por
nenhum sobrenadante, caracteristica de interesse para cepas que podem ser
utilizadas como biopreservante em alimentos, pois o género Lactobacillus &
bastante utilizado em fermentacdes. A espécie L. plantarum ATCC 10012 foi
inibida pela maioria dos sobrenadantes, mas os halos de inibicdo foram
pequenos, indicando uma fraca atividade sobre esta espécie (Tabela 5).
Marekova et al. (2003) caracterizaram uma enterocina produzida por E.
faecium EK13, isolado de ambiente, que inibiu todas as cepas de Listeria sp.
testadas e cinco cepas de Lactobacillus, incluindo as espécies L. plantarum e
L. fermentum utilizadas neste trabalho.

As enterocinas | (Floriano et al., 1998) e P (Cintas et al.,, 1997),
ambas produzidas por E. faecium também inibiram cepas de L. plantarum e L.
fermentum. Ja as enterocinas 1071 A e 1071 B, produzidas por E. faecalis
BFE1071 isoladas de fezes de suinos, ndo inibiram 6 espécies de
Lactobacillus, apenas apresentaram atividade contra a espécie L. salivarius

subsp. salivarius (Balla et al., 2000).



5-Espectro de atividade antimicrobiana do sobrenadante livre de células das cepas de Enterococcus.

Halos gerados pelos sobrenadantes livre de células das cepas de Enterococcus spp. (mm)

Cepas de Enterococcus

19

24

27

28

43

101

119

Microrganismo indicador

| Sobrenadantes

2

1

2

3

1 2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

Gram Positivas

Bacillus cereus ATCC 33018

B. cereus ATCC 33019

B. subtilis ATCC 23856

B. subtilis ATCC 19659
Corynebacterium fimi NCTC 7547
Lactobacillus fermentum ATCC 9338
L. plantarum ATCC 10012

Listeria monocytogenes ATCC15313
L. monocytogenes ATCC 19112

L. innocua ATCC 33090

L. ivanovii DMIC-UFRGS

L. seeligeri DMIC-UFRGS
Micrococcus luteus ATCC 4698
Paenibacillus peoriae (solo)

P. validus (4gua)

Staphylococcus aureus ATCC 12692
Gram Negativas

Enterobacter aerogenes ATCC 13048
Escherichia coli ATCC 25922

E. coli ATCC 23229

Pseudomonas fluorescens DMIC-UFRGS
P. putida ATCC 15175

P. aeruginosa ATCC 15442

Salmonella Enteritidis (alimento)

S. Enteritidis DMIC-UFRGS
S.Typhimurium ATCC 14028
Xanthomonas anoxopodis ATCC 8718
Shigella sonnei DMIC-UFRGS

Burkholderia cepacia ATCC 17759
Leveduras

Candida tropicalis (clinico)
Candida albicans (clinico)
Fungos Filamentosos

Aspergillus fumigatus (arroz)
Aspergillus orizae (arroz)

oo

g1 o o

~

* halos de inibicdo medidos em milimetros e resultados negativos ( - ).




5 continuacdo—Espectro de atividade antimicrobiana do sobrenadante livre de células das cepas de Enterococcus.

Halos gerados pelos sobrenadantes livre de células das cepas de Enterococcus spp. (mm)

Cepas de Enterococcus

12

40

69

70

5

39

42

Microrganismo indicador

| Sobrenadantes

1 2

3

3

2

3

Gram Positivas

Bacillus cereus ATCC 33018

B. cereus ATCC 33019

B. subtilis ATCC 23856

B. subtilis ATCC 19659
Corynebacterium fimi NCTC 7547
Lactobacillus fermentum ATCC 9338
L. plantarum ATCC 10012

Listeria monocytogenes ATCC15313
L. monocytogenes ATCC 19112

L. innocua ATCC 33090

L. ivanovii DMIC-UFRGS

L. seeligeri DMIC-UFRGS
Micrococcus luteus ATCC 4698
Paenibacillus peoriae (solo)

P. validus (4gua)

Staphylococcus aureus ATCC 12692
Gram Negativas

Enterobacter aerogenes ATCC 13048
Escherichia coli ATCC 25922

E. coli ATCC 23229

Pseudomonas fluorescens DMIC-UFRGS
P. putida ATCC 15175

P. aeruginosa ATCC 15442
Salmonella Enteritidis (alimento)

S. Enteritidis DMIC-UFRGS

S. Typhimurium ATCC 14028
Xanthomonas anoxopodis ATCC 8718
Shigella sonnei DMIC-UFRGS
Burkholderia cepacia ATCC 17759
Leveduras

Candida tropicalis (clinico)

Candida albicans (clinico)

Fungos Filamentosos

Aspergillus fumigatus (arroz)
Aspergillus orizae (arroz)

U'Imgwm.b:

oom«ﬁcaoo-

* halos de inibicdo medidos em milimetros e resultados negativos ( - ).




LIV

A enterocina 012, produzida por E. gallinarum inibiu as espécies L.
acidophilus e L. sake, mas nao apresentou atividade sobre as espécies L.
plantarum e L. fermentum (Jennes et al., 2000).

No presente estudo nenhuma das quatro cepas do género Bacillus
foi inibida, assim como o0s géneros Paenibacillus, Micrococcus e
Staphylococcus (Tabela 5). As enterocinas 1071 A e 1071 B néo inibiram B.
cereus nem S. aureus, mas apresentaram atividade contra Micrococcus sp.
(Balla et al., 2000). As enterocinas A e B inibiram trés cepas de S. aureus
(Casaus et al., 1997), a enterocina O12 inibiu a espécie S. carnosus e B.
cereus (Jennes et al., 2000) e a enterocina produzida por E. faecium EK13
também apresentou atividade antimicrobiana contra B. cereus e contra S.
xylosus (Marekova et al., 2003). A enterocina P inibiu as espécies B. cereus e
Clostridium tyrobutiricum apenas ap0s a purificacdo, o sobrenadante desta
enterocina ndo apresentou atividade antimicrobiana contra estas espécies
(Cintas et al., 1998).

No teste realizado com Xanthomonas anoxopodis ATCC 8718, a
cepa testada foi resistente as enterocinas e halos de crescimento da indicadora
cresceram ao redor dos pocos (Figura 4), indicando que esta espécie poderia
estar utilizando compostos do sobrenadante livre de células e as proprias
enterocinas para crescer.

A bactéria Corynebacterium fimi NCTC 7547 é considerada como
um microrganismo sensivel a todas as bacteriocinas testadas (Oliveira et al.,
1998). Todavia nos trabalhos relacionados a enterocinas ela é raramente

utilizada. No presente estudo nenhum sobrenadante inibiu estd espécie,



entretanto durante a triagem, pelo teste de dupla camada, algumas cepas
consideradas produtoras de enterocinas apresentaram atividade antimicrobiana
contra esta espécie, possivelmente sendo inibida por outra substancia

produzida pela bactéria que néo a enterocina.

Figura 4 — Teste de difusdo em pocos com os 18 sobrenadantes e a bactéria
indicadora Xanthomonas anoxopodis ATCC 8718, incubada a 35°C por 18
horas, mostrando os halos de crescimento da bactéria ao redor dos pocos.

Das espécies de bactérias Gram-negativas testadas apenas duas
cepas de Salmonella Enteritidis foram sensiveis a todos os sobrenadantes, ja a
espécie Salmonella Typhimurium ndo foi inibida. As bacteriocinas produzidas
por BAL se caracterizam por inibir bactérias intimamente relacionadas, por isto

geralmente ndo apresentam atividade contra bactérias Gram-negativas. As

enterocinas produzidas pelas cepas utilizadas neste trabalho podem ser



consideradas de amplo espectro de atividade antimicrobiana pelo fato de inibir
o crescimento de Salmonella Enteritidis. Poucos trabalhos de caracterizacdo de
enterocinas utilizam o género Salmonella na determinacdo do espectro de
atividade antimicrobiana.

Poucas enterocinas caracterizadas até o momento apresentam
atividade contra bactérias Gram-negativas. Trabalhos realizados por Laukova
et al. (1998b, 2000, 2004) caracterizam enterocinas que apresentam atividade
antimicrobiana contra o género Salmonella sp.. A enterocina O12 apresentou
atividade antimicrobiana contra Salmonella Typhimurium e também contra E.
coli e Pseudomonas aeruginosa (Jennes et al., 2000). Um trabalho realizado
com a bacteriocina produzida por Lactobacillus casei identificou atividade
contra Salmonella Typhimurium (Hudault et al., 1997), assim como a
substancia tipo bacteriocina produzida por Bacillus licheniformis P40 que
apresentou um amplo espectro de atividade antimicrobiana incluindo bactérias
Gram-negativas como Salmonella gallinarum, mas néo inibiu S. Enteritidis
(Cladera-Olivera et al., 2004).

Os testes realizados, no presente estudo, com leveduras e fungos
demonstraram que as substancias antimicrobianas produzidas pelas cepas de
Enterococcus spp. ndo apresentam atividade contra células eucaribticas. As
enterocinas caracterizam-se por ndo terem atividade contra células
eucaridticas, com excecao da citolisina, que é uma enterocina produzida por E.
faecalis e que apresenta esta atividade.

Comparando o tamanho dos halos obtidos no teste de determinacgéo

do espectro antimicrobiano dos 3 sobrenadantes produzidas de cada cepa



(Tabela 5) e a atividade antimicrobiana em UA/mL (Tabela 7), pode-se concluir
que o tamanho do halo de inibicdo encontrado no espectro independe da

atividade antimicrobiana encontrada para aguele sobrenadante.

4.4Teste de inibic&o cruzada

As cepas produtoras de bacteriocinas caracterizam-se por
apresentar imunidade as suas bacteriocinas. Por esta razdo foi realizado o
teste de inibicdo cruzada, utilizando a técnica de difusdo em pocos onde 0s
sobrenadantes foram testados contra as 18 cepas produtoras de enterocinas.

Neste teste nenhum sobrenadante inibiu a sua cepa produtora como
mostrado na Tabela 6, demonstrando que todas as cepas apresentam
imunidade a enterocina que estdo produzindo. Todos os sobrenadantes
inibiram a cepa E. faecium 70, indicando que esta cepa ndo apresenta
imunidade as enterocinas produzidas pelas outras cepas, somente a sua
propria (Figura 5). Apenas o sobrenadante 2 da cepa E. faecium 6, nao inibiu o
sobrenadante 70. Isto se deve, possivelmente, pelo fato deste sobrenadante
apresentar apenas a metade da atividade antimicrobiana (UA/mL) encontrada
para os outros dois sobrenadantes desta cepa (Tabela 7).

O sobrenadante 1 da cepa E. faecium 70 apresentou uma fraca
inibicdo contra as cepas E. faecalis 17 e 101 e a E. mundtii 39. Isto pode estar
relacionado ao fato do sobrenadante 1 ter apresentado uma atividade
antimicrobiana alta (800 UA/mL), enquanto que os sobrenadantes 2 e 3 tiveram
200 e 400 UA/mL respectivamente (Tabela 7). Estes resultados obtidos para a
enterocina produzida pela cepa E. faecium 70 podem indicar que ela esteja

produzindo uma enterocina diferente das outras cepas.



Figura 5 — Teste de difusdo em pog¢os com a bactéria Enterococcus faecium 70
como indicadora, incubada a 35°C por 18 horas, mostrando os halos de
inibicdo formados pelos sobrenadantes livre de células.

Os trés sobrenadantes da cepa E. mundtii 115 inibiram todas as
cepas de E. faecium, seis de E. faecalis (17, 24, 27, 28, 101 e 119) e duas
cepas de E. mundtii (5 e 39) (Tabela 6).

Pode-se concluir, a partir destes dados, que a cepa 115 esta
produzindo uma enterocina diferente das produzidas pelas outras cepas, uma
vez que estas nao apresentam imunidade. Na espécie E. mundtii as cepas 5 e
39 foram inibidas pelo sobrenadante 115, indicando que este produz uma
enterocina diferente, mas o fato da cepa 115 n&o ser inibida pelos
sobrenadantes 5 e 39, indica que a mesma apresenta imunidade a eles,

podendo apresentar mais de uma enterocina.



Tabela 6 — Resultados do teste de inibicdo cruzada entre os sobrenadantes

livre de células e as cepas produtoras.
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4.5 Quantificag&o da atividade antimicrobiana

Foram realizadas diluicdes com os sobrenadantes livre de células,
para determinar a atividade antimicrobiana em Unidades Arbitrarias (UA/mL)
(Figura 6). A UA foi definida como a reciproca da maior diluicio com halo de
inibicAo maior que 2 mm (Kawamoto et al., 2002). A maior atividade
antimicrobiana determinada foi do sobrenadante 1 da cepa E. faecium 70, com
800 UA/mL. A menor atividade antimicrobiana foi encontrada no sobrenadante

1 da cepa E. faecium 12, com apenas 25 UA/mL (Tabela 7).

Figura 6 — Resultado obtido no teste de determinacdo da atividade
antimicrobiana em UA/mL, mostrando os halos de inibicdo formados pelo
sobrenadante livre de células sem diluicdo (B) e diluido até 1/64. Foi utilizada
técnica de difusdo em pocos com a bactéria indicadora L. innocua ATCC 33090
e incubacgao a 35°C por 18 horas.



Pode-se se verificar que a mesma cepa, crescida nas mesmas
condicles, apresentou diferencas na atividade antimicrobiana. Por exemplo, a
cepa 70 gue no sobrenadante 1 teve uma atividade de 800 UA/mL e nos outros
dois sobrenadantes menos da metade deste valor. Este resultado pode ser
observado em quase todos sobrenadantes, menos na cepa 69 onde todos os
sobrenadantes apresentaram 200 UA/mL de atividade antimicrobiana. Valores
de atividade antimicrobiana semelhantes foram encontrados para E. faecalis
isolado de ambiente que produz uma substancia tipo bacteriocina que
apresentou 100 UA/mL contra Listeria monocytogenes, mas quando testadas
contra outras bactérias apresentou diferentes atividades, contra Enterobacter
cloacae apresentou a maior atividade de 800 UA/mL (Laukova et al., 1998a).

A enterocina produzida por E. faecium FAIR-E 198, isolado de queijo
apresentou sua maior atividade de 800 UA/mL quando incubado em caldo MRS
a 37°C com pH controlado em 6,5 (Sarantinopoulos et al., 2002). 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.

Na maioria dos trabalhos realizados com enterocinas a producao é
feita em fermentadores em condi¢cdes controladas, como o pH, por exemplo,
que € um fator importante na producao de enterocinas, interferindo na atividade
antimicrobiana em UA/mL obtida e determinando qual enterocina vai ser
produzida. Nestas condi¢cdes geralmente os valores de atividade antimicrobiana

obtidos sdo bem superiores ao encontrado neste trabalho. A munditicina



apresentou uma atividade de 6.400 a 12.800 UA/mL quando produzida em

fermentador (Kawamoto et al., 2002).

Tabela 7 — Resultados obtidos na quantificacdo da atividade antimicrobiana em
UA/mL das triplicatas dos sobrenadantes livre de células das 18 cepas
produtoras de enterocinas, utilizando a técnica de difusdo em pocos com L.
innocua ATCC 33090 como bactéria indicadora, incubada a 35°C por 18 horas.

SOBRENADANTES
Cepas 1 2 3
. faecalis 17 400 100 100
. faecalis 19 100 100 200
. faecalis 24 400 100 100
. faecalis 27 100 100 200
. faecalis 28 200 100 400
. faecalis 43 200 400 400
. faecalis 45 200 400 400
. faecalis 101 400 100 100
. faecalis 119 200 400 400
. faecium 6 400 200 400
. faecium 12 25 100 100
. faecium 40 200 200 400
. faecium 69 200 200 200
. faecium 70 800 200 400
. mundtii 5 100 100 400
. mundtii 39 200 200 400
. mundtii 42 200 200 400
. mundtii 115 200 400 400

mmmimimimimimimmimImimimimiIm/mim

4.6 Estabilidade ao tratamento térmico

Os sobrenadantes livres de células das 18 cepas foram aquecidos
de 40 a 100°C, em intervalos de 10°C, por 30 minutos e autoclavados (121°C)
por 10 e 20 minutos. Posteriormente foi verificada a atividade antimicrobiana

através do halo de inibigdo formado e calculo da atividade residual, utilizando a



técnica de difusdo em pocos com a L. innocua ATCC 33090 como bactéria
indicadora.

Os sobrenadantes mantiveram sua atividade antimicrobiana estavel
até 100°C, mantendo em média 80% de atividade e pode-se detectar atividade
apos 10 minutos na autoclave, por esta razao as enterocinas produzidas por
estas cepas podem ser consideradas estaveis ao aquecimento (Tabela 8). A
estabilidade ao aquecimento € caracteristico de muitas enterocinas ja
identificadas (Casaus et al., 1997; Floriano et al., 1998; Balla et al., 2000;
Moreno et al., 2002; Sabia et al., 2004).

A Figura 7 mostra a média dos halos de inibicdo dos 18
sobrenadantes (em triplicata) no controle sem tratamento (0) e com as
diferentes temperaturas testadas. Os sobrenadantes perderam gradativamente
a atividade até 70°C e mantiveram esta atividade estavel até os 100°C. As
maiores perdas foram verificadas nas amostras autoclavadas (121°C) por 10 e
20 minutos.

Apdés 10 minutos a 121°C os sobrenadantes perderam 50% da
atividade e os sobrenadantes de E. faecium 12 e 70 perderam totalmente a
atividade (Tabela 8). A 121°C por 20 minutos, em média 20% da atividade foi
mantida em alguns sobrenadantes. As cepas 12, 70 e 40 perderam a atividade
nos trés sobrenadantes, enquanto que as outras mantiveram atividade em pelo

menos um dos trés sobrenadantes testados.



Tabela 8 — Resultados obtidos no calculo da atividade residual em % para os
sobrenadantes livre de células apés tratamento térmico.

CEPAS sobrenad.  40°C 50°C 60°C 70°C 80°C 90°C 100°C  121°C - 10 min. 121°C - 20 min

1 89 89 89 74 79 84 79 63 0

E. faecalis 17H 2 93 93 73 73 80 80 80 67 0
3 60 80 70 70 80 60 90 60 30

1 93 80 87 80 87 80 80 53 0

E. faecalis 19H 2 80 90 60 60 60 60 70 60 20
3 100 100 100 57 100 86 64 0 0

1 100 81 88 63 88 88 69 38 25

E. faecalis 24H 2 82 94 88 88 82 71 88 65 0
3 91 64 64 64 55 36 91 82 36

1 100 94 78 78 67 78 56 67 0

E. faecalis 27H 2 81 94 81 75 88 88 75 63 0
3 100 80 80 70 60 70 60 80 40

1 82 88 76 82 82 71 82 53 0

E. faecalis 28H 2 82 55 55 55 55 64 82 64 36
3 88 63 88 63 75 88 69 25 25

1 95 95 86 77 73 91 73 59 36

E. faecalis 43H 2 88 94 94 88 81 81 69 44 25
3 94 100 100 81 88 88 88 38 31

1 94 88 88 76 82 65 71 59 0

E. faecalis 45H 2 80 70 75 60 60 60 55 30 25
3 89 89 83 61 67 67 72 28 0

1 82 100 94 65 82 82 71 29 24

E. faecalis 101H 2 81 94 88 69 88 69 75 50 0
3 80 90 70 60 90 70 90 70 50

1 94 83 83 72 72 61 78 44 28

E. faecalis 119H 2 81 88 75 50 75 50 69 63 31
3 86 76 81 57 67 67 48 43 33

1 91 83 74 74 65 70 70 74 30

E. faecium 6H 2 85 92 92 85 100 69 77 77 0
3 87 93 93 93 67 80 60 47 33

1 86 0 0 0 0 0 0 0 0

E. faecium 12H 2 90 80 90 90 80 80 80 60 0
3 100 100 100 100 88 100 100 0 0

1 100 93 93 93 79 71 57 43 0

E. faecium 40H 2 94 94 89 83 72 78 61 33 0
3 100 94 94 88 75 69 63 31 0

1 100 95 90 90 65 75 75 75 0

E. faecium 69H 2 100 93 93 57 64 71 86 57 36
3 83 58 67 50 50 58 67 58 17

1 88 94 88 76 94 76 76 0 0

E. faecium 70H 2 109 91 91 73 82 64 55 27 0
3 92 62 54 62 92 69 77 0 0

1 91 86 73 73 73 86 82 68 41

E. mundtii 5H 2 94 88 81 75 75 75 81 50 50
3 100 100 81 63 94 88 94 75 69

1 93 86 100 86 86 93 57 43 0

E. mundtii 39H 2 50 69 75 81 88 75 100 75 63
3 50 63 69 63 75 63 81 25 25

1 88 88 63 63 63 63 81 50 25

E. mundtii 42H 2 86 64 57 43 43 50 71 64 29
3 64 43 43 43 43 50 79 50 64

1 96 91 87 87 96 83 78 70 35

E. mundtii 115H 2 92 62 62 54 54 62 85 77 38
3 100 93 86 86 64 64 79 57 43




A atividade antimicrobiana em UA/mL (Tabela 7) determinada néo
teve relacdo direta, na maioria dos sobrenadantes, com a perda de atividade
apos aquecimento a 121°C por 20 minutos. Apenas o0s sobrenadantes das
cepas E. faecium 6 e E. mundtii 42 e 115 demonstraram uma perda maior de
atividade apds aquecimento no sobrenadante que apresentava a menor

atividade antimicrobiana em UA/mL.

Foi verificada uma diferenca significativa entre os tratamentos
testados (P<0,05) como observado na Figura 7 e entre as 18 cepas analisadas

(P<0,05).
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Figura 7 — Resultado da andlise de variancia utilizando os halos de inibicao
(mm) obtidos no teste de manutencdo da atividade antimicrobiana apos
tratamento térmico para os 18 sobrenadantes, com um indice de confianca de
95%. Cada ponto representa a média dos halos de inibicdo de 18
sobrenadantes testados em triplicata e (0) — controle sem tratamento.



A munditicina mantém 50% de sua atividade quando exposta a
100°C (Kawamoto et al., 2002), ja a enterocina O12 mantém 75% da atividade
apos 15 minutos a 121°C, mas a 80°C por 30 minutos perde 50% de sua
atividade (Jennes et al., 2000). Além da temperatura em que as enterocinas
sdo expostas, 0 tempo de exposicdo € determinante para a manutencdo da
atividade antimicrobiana.

A Figura 8 mostra a média dos halos de inibicdo (mm) nos diversos
tratamentos para cada espécie analisada, podendo-se observar a diferenca
encontrada no tamanho dos halos para cada espécie. A espécie E. mundtii
apresentou os maiores halos, enquanto que E. faecium apresentou os menores

tamanhos de halo.
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Figura 8 — Resultados da analise de variancia, cada ponto representa a média
dos halos de inibicdo em milimetros obtidos no teste de manutencdo da
atividade antimicrobiana apés tratamento térmico para os 18 sobrenadantes
testados em triplicata das espécies: 1 — E. faecalis (9 sobrenadantes com n =
241), 2- E. faecium (5 sobrenadantes com n=135) e 3 — E. mundtii (4
sobrenadantes com n=108). Com indice de confianca de 95%.



No teste de estabilidade ao aquecimento pode-se observar uma
diferenca significativa entre as espécies (P<0,05). As espécies E. faecalis e E.
faecium (P<0,05) e E. faecium e E. mundtii (P<0,05) apresentaram diferencas
significativas, enquanto que entre as espécies E. faecalis e E. mundtii ndo

houve diferenca significativa (P=0,0962) (Figura 8).

4.7 Estabilidade frente a variacdes de pH

Os sobrenadantes das 18 cepas tiveram seu pH alterado na faixa de
2 a 10 e foram incubados por 2 horas a 35°C. Ap0s o tratamento foi verificada a
atividade antimicrobiana, utilizando a técnica de difusdo em pocos com a
bactéria indicadora L. innocua ATCC 33090, através do tamanho do halo de
inibicdo formado e calculo da atividade residual.

Nenhum sobrenadante perdeu totalmente a atividade antimicrobiana
em nenhum dos pHs testados. As maiores perdas foram observadas nos pHs
mais acidos, de 2 a 6, aproximadamente 80% da atividade foi mantida. No pH 7
nao ouve perda da atividade e nos pHs 8, 9 e 10 as enterocinas mantiveram-se
bastante estaveis, com aproximadamente 95% da atividade (Tabela 9).

A diminuicAo da atividade das enterocinas em pH baixo
provavelmente resulta da diminuicdo da estabilidade da enterocina e uma
menor solubilidade no agar (Franz et al., 1996). Nos pHs mais basicos alguns
sobrenadantes apresentaram um halo de inibicdo maior que o determinado no
controle. Varios fatores podem influenciar na difusdo das bacteriocinas, como
pH, concentracdo de sal, nitrito, nitrato e gorduras. A distancia em que a

molécula de bacteriocina pode se difundir para encontrar a célula alvo e a



Tabela 9 — Resultados obtidos no calculo da atividade residual em % para os
sobrenadantes livre de células apos exposicéo a diferentes pHs.

ISOLADOS sobrenad. pH?2 pH 3 pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH 9 pH 10
1 64 79 93 100 93 86 71 114 100
E. faecalis 17 2 71 86 100 86 86 86 86 143 129
3 60 70 60 60 80 90 90 80 90
1 70 60 70 70 80 110 90 100 120
E. faecalis 19 2 70 90 920 80 70 120 120 80 90
3 75 75 83 83 92 100 100 100 100
1 92 92 92 92 85 100 100 92 92
E. faecalis 24 2 100 89 89 89 89 122 122 111 133
3 89 67 44 78 67 100 111 89 67
1 50 75 60 75 70 100 100 55 65
E. faecalis 27 2 80 80 60 80 20 110 120 90 120
3 70 80 80 70 80 100 100 80 80
1 90 100 40 40 80 100 100 110 110
E. faecalis 28 2 89 78 67 78 78 100 122 122 78
3 75 83 83 75 92 100 100 117 100
1 100 100 82 88 94 106 100 88 100
E. faecalis 43 2 75 75 75 81 63 100 88 94 69
3 67 80 80 80 100 107 93 87 67
1 75 83 58 50 67 100 100 92 108
E. faecalis 45 2 71 86 86 86 100 100 93 86 86
3 93 86 86 86 100 86 100 100 86
1 85 77 62 85 92 77 85 92 108
E. faecalis 101 2 60 70 80 60 70 100 120 110 100
3 89 89 89 78 78 100 111 89 122
1 86 93 71 79 79 100 100 79 86
E. faecalis 119 2 62 77 92 77 100 108 100 100 115
3 100 100 100 92 100 108 133 108 117
1 74 89 74 68 84 84 84 95 84
E. faecium 6 2 100 100 117 100 100 100 133 100 67
3 89 89 89 89 100 100 89 133 100
1 67 92 50 50 100 133 133 83 50
E. faecium 12 2 120 110 100 100 100 120 110 120 130
3 100 100 88 75 100 100 88 75 125
1 86 79 64 71 50 64 64 100 86
E. faecium 40 2 69 77 85 69 100 92 92 85 92
3 69 77 92 54 92 115 92 77 92
1 100 93 93 100 86 86 100 100 93
E. faecium 69 2 64 71 50 50 50 64 57 50 93
3 79 79 79 86 71 100 100 79 57
1 92 92 92 92 108 108 92 108 115
E. faecium 70 2 67 67 67 67 83 83 100 83 83
3 90 80 80 100 100 80 100 110 90
1 81 94 69 44 94 88 81 63 100
E. mundtii 5 2 100 93 71 86 79 93 86 71 79
3 83 83 83 83 83 100 83 67 75
1 69 77 77 69 85 85 85 77 77
E. mundtii 39 2 80 20 920 80 20 20 70 80 110
3 89 89 67 89 100 111 100 111 111
1 92 92 85 85 100 100 115 115 85
E. mundtii 42 2 69 62 77 69 77 92 108 100 92
3 83 100 100 92 100 100 100 100 92
1 94 100 82 100 100 118 112 124 129
E. mundtii 115 2 82 73 91 82 82 100 118 91 118
3 79 100 100 79 86 107 100 93 71




quantidade de células alvo e/ou células capazes de absorver a bacteriocina
também interferem no tamanho do halo de inibicdo formado (Blom et al., 1997).

Vérios trabalhos de caracterizacédo de enterocinas determinaram que
elas sdo estaveis a amplas faixas de pH (Cintas et al., 1997; Floriano et al.,
1998; Balla et al., 2000; Jennes et al., 2000; Kawamoto et al., 2002). A
manutencdo da atividade antimicrobiana em amplas faixas de pH € uma
vantagem para a preservacao de alimentos quando o produto € acidificado ou
guando o pH do alimento diminui com o crescimento natural de BAL, em geral
em alimentos fermentados (Franz et al., 1996).

A Figura 9 mostra a média obtida dos halos de inibicdo (mm) dos 18
sobrenadantes (em triplicata) em cada tratamento e no controle (0), sem

alteracéo do pH.
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Figura 9 — Resultados da andlise de variancia utilizando os halos de inibicao
(mm) obtidos para os 18 sobrenadantes apoOs teste de manutencao da
atividade antimicrobiana em diferentes pHs, utilizando como indice de
confiangca 95%. (0) Controle sem tratamento e os pHs testados de 2 a 10.



Também pode se verificar diferenca significativa entre os tratamentos
(P<0,05) e entre as 18 cepas analisadas (P<0,05), mesmos resultados obtidos
para o teste de aquecimento.

A andlise estatistica dos dados obtidos no teste de estabilidade a
diferentes faixas de pH demonstrou diferenca significativa entre as espécies
(P<0,05). As espécies E. faecalis e E. mundtii (P<0,05) e E. faecium e E.
mundtii (P<0,05) apresentaram diferenca significativa, enquanto que entre as
espécies E. faecalis e E. faecium ndo houve diferenca significativa (P=0,6715)

(Figura 10).
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Figura 10 — Resultados da analise de variancia utilizando o tamanho dos halos
(mm) obtidos para os 18 sobrenadantes testados em triplicata apds o teste de
manutencao da atividade antimicrobiana em diferentes pHs para as espécies: 1
— E. faecalis (9 sobrenadantes com n = 241), 2- E. faecium (5 sobrenadantes
com n=135) e 3 — E. mundtii (4 sobrenadantes com n=108). Com indice de

confianca de 95%.



Os maiores halos de inibicdo foram da espécie E. mundtii, resultado

semelhante ao encontrado para esta espécie no teste de aquecimento.

4.8 Manutencdo da atividade antimicrobiana sob refrigeracédo e
congelamento

Aliguotas dos sobrenadantes das 18 cepas produtoras foram
estocadas por dois meses sob refrigeracdo (4°C) e congelamento (-20°C). Em
intervalos de 15 dias foi determinada a atividade antimicrobiana em Unidades
Arbitrarias.

Com os sobrenadantes armazenados sob refrigeracdo foram
observadas as maiores perdas de atividade antimicrobiana, sendo que alguns
sobrenadantes perderam totalmente a atividade com 60 dias de estocagem. Os
trés sobrenadantes da cepa E. faecium 40 perderam totalmente a atividade
apos 60 dias. Os sobrenadantes que se mostraram mais estaveis foram: E.
faecalis 119 e E. mundtii 115 (Tabela 10). As perdas de atividade ocorreram,
na maioria dos sobrenadantes, entre 15 e 30 dias de estocagem.

Na estocagem a -20°C, nenhum sobrenadante perdeu totalmente
a atividade antimicrobiana com 60 dias de estocagem, mantendo-se
parcialmente estaveis com pouca perda de atividade até 45 dias. Os
sobrenadantes que apresentaram as maiores perdas de atividade quando
congelados, foram os mesmos sob refrigeracdo, todos da espécie E. faecium (
6, 12 e 40). Os sobrenadantes 27, 45 e 101 da espécie E. faecalis e 115 de E.
mundtii mantiveram 100% de sua estabilidade quanto a atividade

antimicrobiana, apés 60 dias de congelamento. A maioria dos demais



sobrenadantes manteve 50% da atividade ao final do teste (Tabela 11). O
sobrenadante 115 pode ser considerado o mais estavel em ambas as
temperaturas de armazenamento.

Os trés sobrenadantes de cada cepa apresentaram comportamentos
diferentes durante os dois tipos de estocagem. Alguns sobrenadantes
perderam parte da atividade com 15 dias, enquanto outro sobrenadante da
mesma cepa perdeu com 60 dias de estocagem (E. faecalis 27, Tabela 10). O
sobrenadante 3 da cepa E. mundtii 115 ndo perdeu atividade com 60 dias de
estocagem a 4°C, mas o sobrenadante 2 perdeu metade da atividade com 15
dias.

Sabia et al. (2004) caracterizaram duas enterocinas produzidas por
E. casseliflavus e E. faecalis, ambas mantiveram-se estaveis durante seis
meses sob refrigeracdo (4°C). A enterocina P, produzida por E. faecium se
manteve estavel por longo tempo estocada a 4°C e —20°C (Cintas et al., 1997),
assim como a enterocina A produzida por E. faecium EK13 (Marekova et al.,

2003).



Tabela 10 — Atividade antimicrobiana em UA/mL dos sobrenadantes livres de
células estacados sob refrigeracdo a 4°C.

Isolado Sobrenadante 0 dia 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
E. faecalis 17H 1 400 400 400 200 100
E. faecalis 17H 2 100 100 100 50 12,5
E. faecalis 17H 3 100 50 50 50 50
E. faecalis 19H 1 100 100 100 100 100
E. faecalis 19H 2 100 100 100 100 25
E. faecalis 19H 3 200 200 100 50 50
E. faecalis 24H 1 400 400 200 200 100
E. faecalis 24H 2 100 100 100 25 0
E. faecalis 24H 3 100 50 50 25 12,5
E. faecalis 27H 1 100 100 100 100 50
E. faecalis 27H 2 100 100 100 50 25
E. faecalis 27H 3 200 50 50 25 25
E. faecalis 28H 1 200 200 100 100 25
E. faecalis 28H 2 100 100 25 25 12,5
E. faecalis 28H 3 400 100 50 50 12,5
E. faecalis 43H 1 200 200 200 100 12,5
E. faecalis 43H 2 400 200 200 100 12,5
E. faecalis 43H 3 400 400 200 200 100
E. faecalis 45H 1 200 100 100 100 25
E. faecalis 45H 2 400 200 200 200 100
E. faecalis 45H 3 400 400 200 200 100
E. faecalis 101H 1 400 400 400 200 100
E. faecalis 101H 2 100 100 100 50 0
E. faecalis 101H 3 100 100 100 25 25
E. faecalis 119H 1 200 200 200 200 200
E. faecalis 119H 2 400 400 400 200 200
E. faecalis 119H 3 400 400 400 200 200
E. faecium 6H 1 400 200 100 0 0
E. faecium 6H 2 200 200 100 0 0
E. faecium 6H 3 400 200 50 12,5 12,5
E. faecium 12H 1 25 25 0 0 0
E. faecium 12H 2 100 50 50 50 50
E. faecium 12H 3 100 100 50 0 0
E. faecium 40H 1 200 100 50 0 0
E. faecium 40H 2 200 200 50 50 0
E. faecium 40H 3 400 400 100 100 0
E. faecium 69H 1 200 200 100 25 25
E. faecium 69H 2 200 200 100 12,5 25
E. faecium 69H 3 200 100 100 100 100
E. faecium 70H 1 800 800 400 200 200
E. faecium 70H 2 200 200 100 100 100
E. faecium 70H 3 400 400 200 100 100
E. mundtii 5H 1 100 100 100 50 25
E. mundtii 5H 2 100 100 100 50 25
E. mundtii 5H 3 400 400 200 50 50
E. mundtii 39H 1 200 100 100 50 50
E. mundtii 39H 2 200 100 50 12,5 25
E. mundtii 39H 3 400 400 100 25 25
E. mundtii 42H 1 200 200 100 100 100
E. mundtii 42H 2 200 200 100 50 50
E. mundtii 42H 3 400 400 400 400 200
E. mundtii 115H 1 200 200 200 200 100
E. mundtii 115H 2 400 200 200 200 200
E. mundtii 115H 3 400 400 400 400 400




Tabela 11 - Atividade antimicrobiana em UA/mL dos sobrenadantes livres de
células estocados sob congelamento a —20°C.

Isolado Sobrenadante Odia 15dias 30 dias 45 dias 60 dias

E. faecalis 17H 1 400 400 400 400 200
E. faecalis 17H 2 100 100 100 100 50

E. faecalis 17H 3 100 100 100 100 50

E. faecalis 19H 1 100 100 100 100 100
E. faecalis 19H 2 100 100 100 100 100
E. faecalis 19H 3 200 200 100 100 12,5
E. faecalis 24H 1 400 400 400 400 200
E. faecalis 24H 2 100 100 100 100 50

E. faecalis 24H 3 100 100 100 100 100
E. faecalis 27H 1 100 100 100 100 100
E. faecalis 27H 2 100 100 100 100 100
E. faecalis 27H 3 200 200 200 200 200
E. faecalis 28H 1 200 200 200 100 100
E. faecalis 28H 2 100 100 100 100 50

E. faecalis 28H 3 400 100 100 100 100
E. faecalis 43H 1 200 200 200 100 100
E. faecalis 43H 2 400 200 100 200 100
E. faecalis 43H 3 400 400 200 400 200
E. faecalis 45H 1 200 200 200 200 200
E. faecalis 45H 2 400 400 400 400 400
E. faecalis 45H 3 400 400 400 400 400
E. faecalis 101H 1 400 400 400 400 400
E. faecalis 101H 2 100 100 50 100 100
E. faecalis 101H 3 100 100 100 100 100
E. faecalis 119H 1 200 200 200 200 200
E. faecalis 119H 2 400 400 400 400 400
E. faecalis 119H 3 400 400 400 200 100
E. faecium 6H 1 400 200 100 100 12,5
E. faecium 6H 2 200 200 100 12,5 12,5
E. faecium 6H 3 400 200 100 100 50

E. faecium 12H 1 25 25 25 25 12,5
E. faecium 12H 2 100 50 50 50 50

E. faecium 12H 3 100 100 50 100 100
E. faecium 40H 1 200 100 50 50 12,5
E. faecium 40H 2 200 200 100 50 50

E. faecium 40H 3 400 400 100 100 12,5
E. faecium 69H 1 200 200 100 100 100
E. faecium 69H 2 200 200 100 50 100
E. faecium 69H 3 200 100 50 100 100
E. faecium 70H 1 800 800 400 400 400
E. faecium 70H 2 200 200 100 100 50

E. faecium 70H 3 400 400 400 400 400
E. mundtii 5H 1 100 100 100 100 50

E. mundtii 5H 2 100 100 100 100 100
E. mundtii 5H 3 400 400 200 200 100
E. mundtii 39H 1 200 100 100 100 100
E. mundtii 39H 2 200 100 100 100 100
E. mundtii 39H 3 400 400 100 100 50

E. mundtii 42H 1 200 200 200 100 100
E. mundtii 42H 2 200 200 100 100 100
E. mundtii 42H 3 400 400 400 400 200
E. mundtii 115H 1 200 200 200 200 200
E. mundtii 115H 2 400 400 400 400 400
E. mundtii 115H 3 400 400 400 400 400




4.9 Suscetibilidade a enzimas proteoliticas

Os sobrenadantes livre de células foram tratados com as enzimas
tripsina, proteinase K e lisozima para verificar a natureza protéica das
enterocinas. ApOS exposicdo as proteases, a atividade antimicrobiana foi
determinada pela técnica de difusdo em pocos, utilizando L. innocua ATCC
33090 como bactéria indicadora.

As proteases tripsina e proteinase K, nas concentracfes de 0,1 e 1
mg/mL inativaram as enterocinas de todos o0 sobrenadantes, confirmando a
natureza protéica do agente antimicrobiano. A protease lisozima, néo inativou
nenhum sobrenadante, mas houve uma perda na atividade antimicrobiana,
mantendo em média 70%.

Vérias enterocinas estudadas apresentam suscetibilidade a
proteinase K e a tripsina, mas sao parcialmente inativadas pela lisozima
(Floriano et al., 1998; Jennes et al., 2000; Kawamoto et al., 2002; Moreno et al.,

2002; Park et al., 2003).

4.10 Fatores de viruléncia

Com as 18 cepas, que apresentaram atividade antimicrobiana no
sobrenadante livre de células, foram realizados testes para caracterizacéo
quanto aos fatores de viruléncia: capsula, adesinas, gelatinase e hemolisina.

Todas as cepas apresentaram capsula e nenhuma foi positiva para
hemolisina e adesinas (Tabela 12). No teste de gelatinase apenas duas cepas

de E. faecalis (19 e 101) foram positivas.



Os mecanismos da patogenia dos enterococos ainda néo estdo bem
esclarecidos. A gelatinase € uma protease que hidrolisa gelatina, colageno,
caseina, hemoglobina e outros peptideos bioativos, por isso sugerem um papel
importante em processos inflamatdrios (Hickey et al., 2003). Elsner et al. (2000)
relataram que 55% dos E. faecalis foram produtores de gelatinase e que
linhagens de E. faecium foram negativas, confirmando os dados encontrados
neste trabalho.

A producdo de céapsula em Enterococcus spp. € pobremente
documentada, tanto que alguns autores descrevem que este género nédo
produz capsula (MacFaddin, 2000). Porém, neste trabalho todas as cepas
testadas apresentaram capsula.

Em estudos realizados com cepas de Enterococcus spp. quanto a
hemolisina, foram encontradas 8 cepas de E. faecalis que apresentavam f-
hemdlise em sangue humano, estas cepas também apresentavam o gene
estrutural da citolisina, ja nos isolados de E. faecium positivos para B-hemdlise
nao foi verificada a presenca do gene da citolisina (De Vuyst et al., 2002).
Estudos genéticos determinaram que as atividades hemolitica e antimicrobiana
sdo produzidas pela mesma substancia, a citolisina, que é considerada como
um fator de viruléncia em cepas de enterococos (Booth et al., 1996). No
presente estudo nenhuma cepa apresentou resultado positivo para hemolisina,
assim como nao se verificou inibicdo de fungos ou leveduras, indicando que as
cepas nao estao produzindo a citolisina.

Em trabalhos anteriores foram realizados testes para verificar a

resisténcia a antimicrobianos com as 18 cepas caracterizadas neste estudo



(Fuentefria, 2003). O perfil de multiresisténcia dessas cepas variou de 2 a 6
antibioticos, sendo que a cepa de E. faecalis 28 apresentou resisténcia a 6
antibioticos. A resisténcia por multiplas classes de antimicrobianos € muito
comum em enterococos isolados de humanos e animais (Harwood et al., 2000).
Nenhuma cepa foi resistente a vancomicina, nem a estreptomicina e
gentamicina de alta concentracdo. Todas as cepas foram resistentes a
eritomicina e amicacina (Fuentefria, 2003).

A caracterizacdo das cepas produtoras de enterocinas quanto a
fatores de viruléncia e resisténcia a antibidticos é de grande importancia, visto
que a principal aplicacdo destas substancias € na industria de alimentos. Como
0S enterococos sdo muitas vezes utilizados na forma de cultura bacteriana em
alimentos, eles poderiam contribuir para a disseminacdo dos genes
responsaveis por estas caracteristicas.

Todavia, as cepas que apresentaram resultados negativos para 0s
testes de fatores de viruléncia, podem apresentar o gene e nao estar
expressando a caracteristica, por esta razdo deve-se verificar a presenca dos

genes destes fatores através de analises moleculares.



Tabela 12 — Resultados obtidos nos teste de fatores de viruléncia para as 18
cepas com atividade antimicrobiana no sobrenadante livre de células.

FATORES DE VIRULENCIA
Espécie Cepa Capsula Gelatinase Adesinas  Hemolisina
17 + - - -
19
24
27
E. faecalis 28
43
45
101
119

12
40
65
69
70

E. faecium

39
42
115

E. mundtii

+ + + [+ o+ |+ o+ A+ + o+ o+
1
1
1

4.11 Curva de producéo de enterocinas

Para realizacdo das curvas de producdo de enterocinas foram
escolhidas as cepas: E. faecalis 119, E. faecium 69 e 70 e E. mundtii 39 e 115.
Para a escolha destas cepas foram analisados os resultados obtidos nos testes
de inibicdo cruzada, determinacdo da atividade antimicrobiana em UA/mL e
estocagem, pois através destes testes pode se verificar diferencas entre os
sobrenadantes das 18 cepas.

Com uma hora de incubacdo pode-se verificar um aumento na
absorbancia para todas as cepas (Figura 11 A, B, D e E), menos E. faecium 70

que iniciou a fase logaritmica depois de 6 horas de incubacéo (Figura 11 C). O



inicio da fase estacionaria foi com aproximadamente 11 horas de incubacao
para as cepas 39 e 119, as outras cepas iniciaram com aproximadamente 14
horas de incubacéo (Figura 11).

As 5 cepas comecaram a produzir enterocinas na fase logaritmica
de crescimento, apresentando cinética de metabdlito priméario. As cepas 115,
69 e 119 apresentaram um pico de producdo no final da fase logaritmica de
crescimento e perderam a atividade na fase estacionaria (Figura 11 A, B e E),
ao contrario das cepas 39 e 70 gue mantiveram sua atividade maxima até 18
horas de incubacéo (Figura 11 C e D).

A cepa 39 manteve a atividade de 1600 UA/mL até 18 horas,
enguanto que a 115 apresentou uma atividade de 1600 UA/mL, mas com 18
horas de incubacédo estava com apenas 800 UA/mL. As cepas 69 e 119
apresentaram uma atividade maxima de 800 UA/mL no final da fase
estaciondria, mas com 18 horas de incubacdo apresentaram uma atividade
menor de 100 e 200 UA/mL, respectivamente. A cepa 70 foi a que apresentou
menor atividade com apenas 400 UA/mL. A diminuicdo da atividade
antimicrobiana ap6s um tempo maior de incubacdo pode ser devido a
degradacéo da bacteriocina pela presenca de proteases no meio ou pelo baixo
pH (Torri Tarelli et al., 1994). Outro fator € a reabsorcdo da bacteriocina pela
superficie da célula produtora em baixo pH (Franz et al., 1996).

O pH inicial de todas as culturas foi de 6,1 e apds 18 horas de
incubacédo, as cepas de E. mundtii chegaram a 4,4 e as de E. faecalis e E.

faecium chegaram a 4,7 (Figura 11 A*, B*, C*, D* e E*).



Marekova et al. (2003) realizaram a curva de producdo de
enterocinas da cepa E. faecium EK 13 em caldo MRS a 37°C sem ajuste de
pH, em fermentador. A producdo de bacteriocinas iniciou com uma hora de
incubacdo e teve sua atividade maxima em 7 horas de incubacdo (25600
UA/mL), sendo que o inicio da fase estacionéaria foi em 6 horas. O pH final,
apos 25 horas, foi de 4,4. Resultados semelhantes foram encontrados na curva
de producao da cepa E. faecium P21, onde a atividade maxima foi encontrada
com 12 horas de incubacao, na fase estacionaria inicial, e o pH final também foi
de 4,4 (Herranz et al., 2001).

A curva de producdao realizada para a cepa E. faecium FAIR — E
198 teve uma atividade maxima de 800 UA/mL depois de 5 horas de
fermentacdo em caldo MRS suplementado com 2% de glicose a 37°C e com
pH controlado de 6.5. Sob as mesmas condi¢cfes, mas com pH controlado em
5.5, uma menor atividade foi determinada (200 UA/mL) depois de 10 horas de
incubacdo. A uma temperatura de 25°C o crescimento bacteriano foi baixo e

nenhuma atividade antimicrobiana foi detectada (Sarantinopoulos et al., 2002).
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Figura 11- Curvas de produgéo de enterocinas com os resultados da atividade
antimicrobiana em UA/mL, crescimento microbiano (ABS 620nm) e pH do meio
de cultura (*) para as cepas de E. faecalis 119 (A), E. faecium 69 (B) e 70 (C),
E. mundtii 39 (D) e 115 (E). A curva foi realizada em caldo MRS a 35°C por 18
horas, sendo ponto 0O o inicial.



4.12 Amplificacdo dos genes das enterocinas A e B pela PCR

Com as 82 cepas de E. faecium foram realizadas reacdes de PCR
com o DNA total utilizando primers especificos para as enterocinas A e B.

A enterocina A foi identificada pela primeira vez por Aymerich et al.
(1996) sendo produzida pela cepa E. faecium CTC 492 e o gene desta
enterocina foi localizado no DNA cromossomal. A enterocina B foi
caracterizada por Casaus et al. (1997) sendo produzida por E. faecium T136 e
seu gene também foi localizado no DNA cromossomal. Estudos posteriores
determinaram que estas cepas eram produtoras das duas enterocinas A e B
(Nilsen et al., 1998; Casaus et al.,, 1997). Pelo fato destas enterocinas
apresentarem seu gene no DNA cromossomal e soO ter sido encontrado em
cepas da espécie E. faecium, os testes para detectar a presenca destes genes
foram realizados apenas nesta espécie.

Das 82 cepas de E. faecium testadas no presente estudo, 14
apresentaram o gene para enterocina A (Figura 12) e 9 cepas apresentaram o
gene para producao da enterocina B (Figura 13), sendo que apenas a cepa 23,
isolada de fezes de humanos, apresentou o0 gene de ambas enterocinas
(Tabela 113). Entre as 5 cepas de E. faecium que apresentaram atividade
antimicrobiana no sobrenadante livre de células, nenhuma apresentou o0s
genes das enterocinas A e B. Apenas a cepa 65, proveniente de fezes de
humanos, apresentou o gene da enterocina B e foi uma das 26 cepas que
apresentaram atividade antimicrobiana no sobrenadante livre de células, mas

quando foi preparado um novo sobrenadante esta ndo apresentou atividade.



Portanto, as cepas que apresentaram atividade inibitéria no sobrenadante livre
de células podem estar produzindo outro tipo de enterocina.

Das 22 cepas de fezes de humanos, 9 apresentaram o gene da
enterocina A e nas cepas isoladas de agua houve um maior nimero de cepas
com o gene da enterocina B (6 cepas).

Comparando os dados de inibicdo obtidos na triagem contra cinco
bactérias indicadoras das cepas que apresentaram o0 gene de uma das
enterocinas, a maioria apresentou atividade antimicrobiana contra as trés
espécies de Listeria testadas, indicando que poderiam estar produzindo
enterocinas. As cepas 111 e 120 provenientes de fezes de humanos, 17A e
68A de fezes de suinos e a cepa 4.3 Blll de amostra de agua néo inibiram
nenhuma das cinco bactérias indicadoras utilizadas na triagem, mas
apresentaram o gene para uma das enterocinas testadas. A ndo expressao dos
genes poderia estar vinculada as condi¢des de crescimento.

Vérios trabalhos realizados com cepas de E. faecium identificaram
0s genes das enterocinas A e B (Herranz et al., 2001; Ennahar et al., 2001). A
cepa E. faecium JCM 5804 produz além das enterocinas A e B, a enterocina P
(Park et al., 2003), j4 a cepa E. faecium EK 13 produz apenas as enterocinas A
e P (Marekova et al.,, 2003). De Vuyst et al. (2002) testaram 122 cepas de
Enterococcus spp. para a presenca dos genes das enterocinas A, B, P, 31, AS-
48, L50A, L50B e citolisina. As enterocinas A e B s ocorreram nas cepas de E.
faecium, sendo que 46 apresentaram o0 gene da enterocina A e 10

apresentaram os genes da enterocina A e da B.



O gene da enterocina A é amplamente distribuido entre cepas de E.
faecium, enquanto que o gene para enterocina B ocorre sempre na presenca
do gene para enterocina A (De Vuyst et al., 2002). Provavelmente devido ao
fato que nenhum gene de transporte foi encontrado para a translocacédo da
enterocina B, a secrecdo desta enterocina depende de proteinas de transporte
de outras enterocinas, como da enterocina A (Franz et al., 1999b).

Neste trabalho véarias cepas apresentaram apenas 0 gene da
enterocina B, podendo-se supor que esta enterocina esteja utilizando a via de
secrecdo de outra enterocina que ndo a da enterocina A. Poucos estudos
foram realizados testando varias cepas de Enterococcus spp. para a presenca
destes dois genes, ndo podendo concluir que a presenca do gene para

enterocina B s6 ocorra na presenca do gene para enterocina A.



Figura 12 — Amplificacdo do gene da enterocina A em cepas de Enterococcus
faecium em gel de agarose 1% com o marcador molecular DNA A /Eco RI +
Hind 11l (canaleta 1), controle da reacédo (canaleta 2), cepa de E. mundtii como
controle negativo (canaleta 3) e cepas de E. faecium (canaletas de 4 a 9).

21.22 —
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Figura 13 — Amplificacdo do gene da enterocina B em cepas de Enterococcus
faecium em gel de agarose 1% com o marcador molecular DNA A /Eco RI +
Hind 11l (canaleta 1), cepas de E. faecium (canaletas 2 a 7), controle da reagéo
(canaleta 8), cepa de E. mundtii como controle negativo (canaleta 9).



Tabela 13 - Resultados obtidos no teste de triagem contra cinco bactérias
indicadoras, teste de producdo de peréxido de hidrogénio (H.O,), atividade
antimicrobiana no sobrenadante livre de células (SLC) e presenca do gene
para produgdo das enterocinas A e B nas cepas de E. faecium. Cepas
negativas para todos os testes nao foram colocadas na tabela.

Origem Cepa Triagem H,0, SLC Ent A Ent B
1 (+)
6 (+) (-)
11 (+) (-) (+)
12 (+) (-) (+)
18 (+) (+)
21 +)
23 (+) (-) (+) (+)
31 (+) (+)
40 (+) (-) (+)
44 (+) (-)
Humanos 55 +) +)

N=22 60 (+) +)

65 (+) (-) (+) (+)

67 +)

69 (+) (-) (+)

70 (+) (-) (+)

75 (+) (-)

88 (+) (+)

104 )

111 )

113

120 (+)

172 (+)
. 45A (+) (-) (+)

e 47A +) (-) *)

56A +) (+)
65A (+) (-)
68A (+)
1.3 Cll (+) (-)
1.7 All +)
2.1 Blll (+) )]
2.2 Bl )] (-)
2.2 Bll (+) (-)
2.4 BI +) (-)
2.4 BIV )]
2.4 BVI )]
2.3Cll (+) (-)
3.3 BI +)

Agua 3.5Bll (+) (-)

N=25 3.3Cl (+) (-) )
3.3Cll (+) (+)
3.5Cll (+) (-) (+)
4.3 Bl )]
4.3 BIV (+) )]
4.1 Cl (+) (-)

4.1 Cll ) (-)

5.1ClI (+) )]
5.1 Clll )

5.1 CIV (+)

5.2 A (*) ()




4.13 Determinagéo do peso molecular das enterocinas

Com as mesmas cepas selecionadas para a determinagéao da curva
de producédo de enterocinas foram realizados testes para determinagcédo do
peso molecular.

O peso molecular estimado para as enterocinas produzidas pelas
cepas E. faecalis 119, E. faecium 69 e 70 e de E. mundti 39 e 115 foi
determinado entre as bandas de 2,3 e 3,4 KDa, como observado na Figura 14.
Nenhuma banda de proteina pode ser observada no gel corado com
Coomassie blue, possivelmente pelo fato das amostras ndo estarem
concentradas.

Das enterocinas mais bem caracterizadas até 0 momento a maioria
pertence a classe lla que apresentam um peso molecular inferior a 10 KDA
(Eijsink et al., 2002). Das enterocinas que tiveram seu peso molecular
determinado, a grande maioria esta na faixa de 3 a 5 KDa. As mais bem
caracterizadas séo as enterocinas A e B, produzidas por cepas de E. faecium e
apresentam peso molecular de 4,8 e 5,4, respectivamente. Outras enterocinas
como a 31 produzida por E. faecium tem peso molecular de 5 KDa e a
enterocina P com 4,5 KDa (Ennahar et al., 2000), todas com pesos moleculares
superiores ao encontrado neste trabalho.

A enterocina O12 produzida por E. gallinarum apresenta um peso
molecular préximo ao encontrado neste estudo com 3,4 KDa (Jennes et al.,
2000), assim como a munditicina produzida por E. mundtii (Kawamoto et al.,
2002). A enterocina ON-157 produzida pela cepa E. faecium NIAI 157 é uma

das menores ja caracterizadas, com um peso molecular de 2,5 KDa (Ohmomo



et al., 2000). A citolisina € uma enterocina produzida por E. faecalis que
apresenta duas subunidades, uma apresenta o peso molecular de 2 KDa e a
outra subunidade de 3,4 KDa, assim como a enterocina 1071 também formada
por duas subunidades e produzida por E. faecalis, apresenta os pesos

moleculares de 4,3 e 3,8 KDa (Garneau et al., 2002) .

KDa M 39 69 70 115 119 39 69 70

6,2
3,4
2,3

Figura 14 - Resultado obtido no teste de determinacdo do peso molecular das
enterocinas. No gel & esquerda corado com Coomassie Blue e a direita o gel
de atividade antimicrobiana utilizando a bactéria indicadora L. innocua. A seta
indica a posigéo da zona de inibigdo. M= marcador de peso molecular.



5. CONCLUSOES

1 - Das 352 cepas de Enterococcus spp. analisadas neste trabalho,
50% apresentaram atividade antimicrobiana na triagem, mas apenas 18 cepas
(5%) apresentaram atividade antimicrobiana no sobrenadante livre de células.

2 - Todos os sobrenadantes apresentaram 0 mesmo espectro de
atividade antimicrobiana inibindo 4 espécies do género Listeria, Lactobacillus
plantarum e Salmonella Enteritidis. No teste de inibicdo cruzada nenhuma cepa
foi sensivel a sua propria enterocina. A cepa E. faecium 70 e E. mundtii 115
apresentaram perfis diferentes, possivelmente produzindo diferentes
enterocinas.

3 - O sobrenadante livre de células das 18 cepas analisadas
mostraram-se parcialmente estaveis ao aquecimento, a variacdes de pH e a
estocagem por 60 dias a 4°C e — 20°C. As substancias antimicrobianas dos
sobrenadantes livre de células foram sensiveis a proteinase K e tripsina,
confirmando sua natureza protéica.

4 - As 18 cepas produtoras de enterocinas apresentaram capsula e

nenhuma foi positiva para adesinas e hemolisina.



5 - Das cinco cepas testadas para curva de producdo de
enterocinas, todas iniciaram a producdo na fase logaritmica de crescimento,
apresentando cinética de metabdlito primario.

6 — Das 82 cepas de E. faecium testadas para a presenca dos genes
das enterocinas A e B, 14 apresentaram 0 gene da enterocina A e 9 da
enterocina B. Todavia, nenhuma destas apresentou atividade inibitéria no
sobrenadante livre de células. Nenhuma das 5 cepas de E. faecium com
atividade antimicrobiana no sobrenadante livre de células foi positiva para os
genes das enterocinas A e B, portanto outro tipo de enterocina esta sendo
produzida.

7 - Os cinco sobrenadantes livre de células analisados apresentaram
um peso molecular aproximado de 3 KDa, quando analisados por SDS-PAGE.

8 — Com base nos resultados obtidos, estas enterocinas apresentam
um potencial para novos estudos como biopreservantes de alimentos,
considerando sua estabilidade e a sua capacidade de inibir o crescimento de L.
monocytogenes e Salmonella Enteritidis, dois patégenos importantes

vinculados a alimentos.



6. CONSIDERACOES FINAIS

Purificacdo dos sobrenadantes livre de células para melhor
caracterizacao bioquimica e determinacgéo da sequéncia de aminoacidos.
Verificar a presenca dos genes de outras enterocinas ja caracterizadas na

literatura através da reacdo de PCR.
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8. APENDICE

8.1 Meios para recuperacédo e crescimento das bactérias

8.1.1Caldo e Agar BHI (Brain Heart Infusion — Difco)

Infusé@o de cérebro de vitelo 200,0 g
Infuséo de coracgéo bovino 250,0 g
Peptona proteose 10,0 g
Dextrose 209
Cloreto de sodio 50¢9
Fosfato Dissddico 2549
Agua destilada 1000,0 mL

Para o agar adicionar 15¢g/L. Suspender 37 g do p6 em 1 L de agua

destilada. Autoclavar a 121°C, 1 atm, 15 minutos. pH final 7,4 + 0,2.

8.1.2 Caldo e Agar TSB

Peptona de caseina 17,0g
Peptona de soja 3,09
D(+)-glicose 500
Di-fosfato de potassio hidrogenado 250
Agua destilada 1000,0 mL

Dissolver 30 g do p6 em 1 L de 4gua destilada. Autoclavar a 121°C,
1 atm, por 15 minutos.



8.1.3 Caldo e Agar MRS

Peptona caseina 10,0 g
Extrato de levedura 509
D(+)-glicose 20,09
Diidrogenofosfato potassico 6,09
Citrato de sodio 20g
Polissorbato 80 1049
Acetato de sodio 150¢
Sulfato de magnésio 0,575¢g
Sulfato de ferro (111) 0,034 g
Sulfato de manganés 0,12 g
Agua destilada 1000,0 mL

Adicionar 55 g do p6 a 1 | de 4gua destilada e autoclavar a 121°C, 1

atm, por 15 minutos.

8.1.4 Agar m-enterococos

Triptona 20,0 g
Extrato de levedura 509
Dextrose 2009
Fosfato de potassio 4,09
Azida sédica 0449

Agar bacteriolégico 10,0 ¢
Agua destilada 1000,0 mL

Dissover os componentes em agua e esterilizar em autoclave por 15

minutos a 121°C.

8.1.5 PBS

NaCl 8,049
KCl 029
Na,PO, 1,29
KH2PO4 02g¢g
Agua destilada 1000 mL

Autoclavar a 121°C por 15 minutos.



8.2 Reagentes para extragcdo de DNA cromossomal

8.2.1 Solucéao de sacarose 40%

Sacarose 409

Agua destilada 100,0 mL

Autoclavar a solugcdo a 121°C, 1 atm, por 10 minutos. Armazenar a

temperatura ambiente.

8.2.2 Tris-HCI 1 M pH 8.0

Tris 121,14 g
Agua destilada 1000,0 mL
Ajustar o pH com HCI 1 M.

8.2.3 EDTA 0,5M pH 8.0

EDTA 186,12 g

Agua destilada 1000,0 ml

Ajustar o pH com solucédo de NaOH 1M e autoclavar a 121°C, 1 atm,

por 10 minutos. Armazenar em temperatura ambiente.

8.2.4 NaOH 1M
Hidréxido de Saodio 40,0 g
Agua destilada 1000,0 mL

8.2.5 Triton X-100 50%

Triton X-100 50,0 mL

Agua destilada 100,0 mL

Autoclavar a 121°C, 1 atm por 10 minutos. Armazenar a temperatura
ambiente.

8.2.6 NaCl 5M

Cloreto de Sédio 2922 g

Agua destilada 1000,0 mL

Autoclavar a 121°C, 1 atm por 10 minutos. Armazenar a temperatura

ambiente.



8.2.7 SDS 20%

Dodecil sulfato de sddio 20,09

Agua destilada 100,0 mL

Autoclavar a 121°C, 1 atm, por 10 minutos. Armazenar a

temperatura ambiente.

8.2.8 Rnase (Gibco)
Dissolver em 10 mM Tris-HCL 10 mM pH 7,5 e 15 mM NaCl na
concentracdo de 10 mg/mL. Aquecer a 100°C durante 15 minutos e deixar

atingir lentamente a temperatura ambiente.
8.2.9 Tris-HCL 10 mM pH7,5
Tris 1,121 g

Agua destilada 1000,0 mL

8.2.10 Fenol Tamponado

Fenol (Merck) 50,09
Agua destilada 10,0 mL
Tris-HCI 1M pH 8.0 1,2mL
M-Cresol 2,5 mL
Beta-mercaptoetanol 0,1 mL
NaOH 1M 1,5mL

Ajustar o pH final em 7,8 £ 0,3 com solucé&o de HCI 1 M.

8.2.11 Tampéo TE

Tris-HCI 1M pH 8.0 1,0 mL [10mM]
EDTA 0,5 M pH 8.0 2,0 mL [1mM]
Agua destilada 100,0 mL



8.2.12 Tampéo TES

Sacarose 40% 16,75 mL[6,7%]
Tris-HCI 1M pH 8.0 5,0 mL [50mM]
EDTA 0,5 M pH 8.0 0,2 mL [1mM]
Agua destilada 100,0 mL

8.2.13 Tampéao STET

Sacarose 40% 20,0 mL [8%)]
Triton X-100 50% 10,0 mL [5%)]
Tris-HCI 1 M pH 8.0 5,0 mL [50mM]
EDTA 0,5 M pH 8.0 10,0 mL [50mM]
Agua destilada 100,0 mL

8.2.14 Tampao de lise
Lisozima 40,0 mg
Tampéao TES 1,0 mL

8.2.15 Cloroférmio / Alcool isoamilico
A solucao cloroférmio / alcool isoamilico deve ser realizada na
proporcdo 24:1; adicionando-se 24 mL de cloroformio e 1 mL de alcool

isoamilico. Armazenar a temperatura ambiente.

8.2.16 Isopropanol (Alcool Isopropilico)

Armazenado a temperatura ambiente e utilizado diretamente.

8.2.17 Alcool 70%
Alcool 100% 70 mL
Agua destilada 100 mL



8.3 Solugdes e reagentes para eletroforese em gel de agarose

8.3.1 Agarose 1%
Agarose
Tampao TAE 1x

8.3.2 Tampéo TAE 50x
Tris-HCI

Acido Acético Glacial
EDTA 0,5M pH 8.0
Agua destilada

8.3.3 Tampéao TAE 1x
Tampéao TAE 50x
Agua destilada

8.3.4 Tampao de corrida 6x

Azul de bromofenol
Sacarose
Agua destilada

Armazenar a —4°C.

8.4 Reagentes para SDS-PAGE

1049
100,0 mL

242049
57,1 mL
100,0 mL
1000,0 mL

20,0 mL
1000,0 mL

0,005 g
0,8¢g
2,0 mL

8.4.1 Gel de poliacrilamida desnaturante 16%

8.4.1.1 Gel de separacao

Acrilamida 30%
4x Tris CI/SDS pH 8.8

Persulfato de aménio 10%

TEMED
Agua destilada

8,0 mL

3,75 mL
0,05 mL
0,01 mL
3,25 mL



8.4.1.2 Gel de empilhamento

Acrilamida 30% 0,65 mL
4x Tris CI/SDS pH 6.8 1,25 mL
Persulfato de amoénio 10% 0,025 mL
TEMED 0,005 mL
Agua destilada 3,05 mL

8.4.1 Persulfato de amdénio 10%

Persulfato de amonio 109
Agua destilada 10,0 mL
Distribuir aliquotas e congelar a -4°C.

8.4.2 4x Tris CI/SDS pH 6,8

Tris base 6,05¢g
SDS 0,49
Agua destilada 100,0 mL

Adicionar o Tris base e SDS a 40 mL de agua destilada, ajustar o pH

com 1N de HCI e completar o volume em 100 mL.

8.4.3 4x Tris CI/SDS pH 8.8

Tris base 91,09
SDS 2049
Agua destilada 500,0 mL

Adicionar o Tris base e SDS a 300 mL de 4gua destilada, ajustar o

pH com 1N de HCIl e completar o volume em 500 mL.

8.4.4 Acrilamida 30%

Acrilamida 30,09
Bisacrilamida 0,8¢g
Agua destilada 100,0 mL

Dissolver o p6é em banho maria a 37°C. Armazenar em frasco ambar

a temperatura ambiente.



8.4.5 Tampéo de eletroforese 5x SDS
Tris base

Glicina

SDS

Agua destilada

8.4.6 Tampé&do de amostra

Tris base

Glicerol

SDS

2-mercaptoetanol

Agua destilada

Ajustar o pH em 6,8 com NaCl 1N.

8.4.7 Solucao de Coomassie Blue
Metanol

Coomassie Blue 0,05%

Acido acético 10%

Agua destilada

8.4.8 Solucao descorante
Metanol
Acido acético

Agua destilada

15,1 g
72,0 g
5009
1000,0 mL

1529
20,0 mL
209

2,0 mL
100,0 mL

150,0 mL
0,015¢
30,0 mL
120,0 mL

15,0 mL
21,0 mL
264,0 mL



8.5 - Triagem das cepas provenientes de amostras de agua contra cinco

bactérias indicadoras.
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8.5 continuacao - Triagem das cepas provenientes de amostras de agua contra cinco bactérias
indicadoras.

Ne Listeria Listeria Listeria Micrococcus Corynebacterium

spp.
PP ISOLADO innocua monocytogenes welshimeri luteus fimi

1.2Cl (-) (-) (-)
1.2Cll () (-) (-)
1.2ci () (-) (-)
1.2 CIV (-) (+) (+)
12¢Cv (+) (-) (-)
1.2 CVI (+) (+) (+)
22Cl () (-)
2.3Cl (-)
3.4Cl (+)
34cCll (+)
3.5Cl
3.7Al
3.7 All
3.2A
4.3 BV
4.3 BVI
4.2 Cll
4.4 C
4.5 Cl
4.5 ClIl
52C
2.4 BllI
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8.6 - Triagem das cepas provenientes de amostras de fezes de humanos contra cinco bactérias
indicadoras.

n° Listeria Listeria Listeria Corynebacterium Micrococcus
spp. isolado innocua welshimeri monocytogenes fimi luteus
7 () () () (-) ()
9 () () () () ()
10 () () () (+) ()
15 (-) (-) (-) (+) (-)
17 (+) (+) (-) (-) (+)
19 (+) () (+) (-) ()
20 (+) (+) (+) (+) (+)
22 (-) (-) (-) (-) (-)
24 (+) (+) () (-) ()
26 () (+) () (-) ()
27 (+) (+) () () (+)
28 (+) (+) (-) (-) (+)
29 (+) (+) (+) (-) (+)
33 (+) () () (-) ()
35 (+) (+) () () ()
36 (-) (-) (-) (-) (-)
37 () (+) () (+) ()
38 (+) (+) () () (+)
43 (+) (+) () (+) (+)
45 (+) (+) (+) (+) (+)
46 (+) (-) () () (+)
48 () (+) () (+) (+)
49 (+) (+) (+) (+) ()
52 (+) (+) (+) (+) (-)
56 (+) (+) () (-) ()
57 () () () () ()
58 () () () () ()
61 (+) (-) (-) (-) (+)
62 (+) (+) (+) (+) (+)
" 68 () () () (+) ()
B 71 (+) () () () ()
g 72 (+) (-) (-) (-) (-)
i 73 (+) (+) (-) (-) (+)
74 (+) (+) (+) () (+)
76 (+) (+) () (+) ()
7 (+) (-) (+) (-) (-)
79 (+) (-) (+) (-) ()
80 (+) (-) () () (+)
82 () () () () ()
83 (-) (-) (-) (-) (-)
84 () () (+) () (+)
85 (+) () (+) () ()
86 () () () () ()
87 (+) (-) (+) (+) (+)
89 (+) (-) () () (+)
90 () () () () ()
91 (+) (+) (+) () (+)
92 (+) (+) (+) (-) (-)
94 (+) (+) (+) (+) (+)
97 (+) (+) () () (+)
98 (+) () () () ()
99 (+) (-) (+) (+) (+)
100 (+) (+) ) (+) (+)
101 (+) () () () (+)
102 (+) () () () ()
103 (-) (-) (-) (-) (-)
106 () (+) (+) (+) ()
107 () () (-) (+) ()
108 () () () () (+)
109 (-) (+) (+) (-) (+)
110 (+) (-) (-) (-) ()
112 () () () () ()
114 (+) (+) (+) (+) (+)




8.6 continuacao - Triagem das cepas provenientes de amostras de fezes de

humanos contra cinco bactérias indicadoras.
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8.7 - Triagem das cepas provenientes de amostras de fezes de suinos contra

cinco bactérias indicadoras.
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8.7 continuacéo - Triagem das cepas provenientes de amostras de fezes de

dicadoras.
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Listeria
monocytogenes
(+)

(+)

(+)

érias in

7

Listeria
innocua
(-)
(-)
(+)
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(+)
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tra cinco bact
nO
isolados
4A
6A
TA
9A
40A
59A
80A
1INA
3NA
4NA
6NA
7NA
8NA
9NA
10NA
11NA
12NA
13NA
14NA
15NA
16NA
18NA
19NA
21NA
24NA
25NA
29NA
30NA
32NA
36NA
38NA
39NA
40NA
49NA
5INA
57NA
58NA
59NA
60NA
61NA
62NA
65NA
67NA
68NA
69NA
70NA
75NA
76NA
78NA
89NA
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8.7 continuacao - Triagem das cepas provenientes de amostras de fezes de
suinos con
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